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Int roducc ión  :

La  α -ami lasa  es  una  enzima  prote ica  que  se  encuent ra  en  la  sa l iva 
humana  y  cata l iza  la  degradación  de l  a lmidón,  que  es  un  po l isacár ido  de 
reserva  vegeta l .  E l  a lmidón  está  formado  por  dos  t ipos  de  molécu las:  la 
ami losa  y  la  ami lopect ina,  ambos  po l isacár idos  de  glucosa.  La  ami losa  se 
conforma  por  cadenas  l inea les  de  glucosas  un idas  por  en laces  α -  C1-C4, 
mient ras  que  la  ami lopect ina  t iene,  además  de  estos  ú l t imos  en laces, 
un iones  C1  con  C6,  formando  cadenas  ramif icadas.  La  α -ami lasa  rompe 
un iones  C1-C4,  tanto  en  la  ami lasa  como  en  la  ami lopect ina,  de jando 
dext r inas l inea les y  rami f icadas (o l igosacár idos)  como productos.   

Para medir  la  act iv idad  enzimát ica  de la  α -ami lasa,  se u t i l izará  un  test 
co lor imét r ico  que  detecta  e l  a lmidón.  Para  e l lo  se  contará  con  una  so luc ión 
de  iodo/ ioduro  de  potas io  ( I 2 / IK) ,  ya  que  e l  a lmidón  en  presencia  de  esta 
so luc ión  adquiere  una  co lorac ión  azu lada  caracter ís t ica .  Esto  t iene  una 
exp l icac ión  f ís ica:  e l  iodo  se  co loca  en  e l  in ter ior  de  la  hé l ice  que  forma  la 
ami losa  (en  las  regiones  h idrofób icas) ,  fo rmando  un  comple jo  de  co lor  azu l . 
Cuando la  α -ami lasa  actúa,  degrada  la  ami losa,  se  des integra  la  hé l ice  y  por 
tanto  en presencia  de I 2 / IK  ya  no dará una co lorac ión azu l .

Por  lo  tanto ,  en  este  TP  mediremos  la  desapar ic ión  de  sust ra to 
(evidenciada  por  e l  test  co lor imét r ico)  para  determinar  la  act iv idad  de  la 
enzima.  Además,  ana l izaremos  cómo  afectan  las  d ist in tas  condic iones  en 
que  actúa  la  enzima  (pH,  temperatura ,  concent rac ión  de  NaCl) ,  así  como  los 
efectos que pueden causar  d i ferentes pret ra tamientos (pro te inasa,  ca lor) .  

La  d i luc ión  ópt ima  nos  ind icará  cuánto  debemos  d i lu i r  la  sa l iva  para 
que se logre  e l  e fecto  acromát ico dent ro  de l  rango propuesto  (2-8  minutos) .  

Metodología  :

Se  par t ió  de  una  muest ra  de  sa l iva  de  un  in tegrante  de l  grupo  y  se  la 
recogió  en  un  vaso  de  prec ip i tado  que  se  co locó  en  un  rec ip iente  con  h ie lo 
para  reduci r  la  energía  c inét ica  (para  d isminu i r  e l  contacto  de  las  molécu las, 
reduciendo  las  interacc iones  químicas  que  se  pud ieran  produci r )  de 
compuestos  presentes  en  la  sa l iva  que  puedan  afectar  e l  func ionamiento  de 
la  pro te ína.



A  par t i r  de  la  muest ra ,  se  tomó  una  a l ícuota  para  impregnar  un  papel 
ind icador  de  pH  sobre  un  papel  b lanco.  E l  pH  obten ido  fue  ent re  7-8.  Desde 
aquí ,  e l  t raba jo  se  d iv id ió  en  dos  partes:  una  para  determinar  la  d i luc ión 
ópt ima  y  e l  t iempo  de  re ferenc ia  y  la  o t ra,  modi f icando  una  de  las 
condic iones exper imenta les.

Parte  1 :

Se  tomó  1  ml  de  sa l iva  de  la  muest ra  de l  vaso  de  prec ip i tados  y  se  lo 
d i luyó  con  9  ml  de  agua  dest i lada  en  un  tubo  de  ensayo,  obten iendo  una 
d i luc ión  1/10.  Luego  se  mezcló  por  invers ión,  evi tando  que  la  so luc ión 
adquiera  energía  c inét ica  y  se produzca  la  desnatura l izac ión de la  enzima de 
nuest ro  in terés;  y  se lo  co locó en h ie lo ,  por  la  misma razón antes expuesta .

Se  preparó  una  grad i l la  con  15  tubos,  conten iendo  cada  uno  una 
so luc ión  (de  co lorac ión  amar i l la )  de  5  ml  de  agua  de  la  can i l la  y  una  gota  de 
I 2 / IK  0,01M,  que  se  mezcló  por  agi tac ión  para  obtener  una  so luc ión 
homogénea.  Luego,  se  nos  ent regó  una  so luc ión  de  a lmidón  1%  p/v  a  baño 
térmico  a  37°  C  (para  que  conforme  una  so luc ión  homogénea).  Se  ext ra jeron 
6  gotas  con  p ipeta  Pasteur  de  la  so luc ión  de  almidón  y  se  la  vo lcó  en  un 
tubo  0  de  la  grad i l la ,  mezclándolo  por  invers ión  y  obten iendo  un  co lor  azu l 
caracter ís t ico  del  comple jo  Iodo-a lmidón.

Prontamente,  se co locó en el  tubo con a lmidón 1  ml  de la  d i luc ión 1 /10 
de  la  sa l iva  (que  cont iene  a   ami lasa)  y  en  ese  instante  se  comenzó  a 
cronometrar .  A  los  30  segundos,  se  re t i raron  6  gotas  de  esta  so luc ión  a  37° 
C  donde  debía  ocurr i r  la  reacc ión  y  se  las  agregó  a l  tubo  1  de  la  grad i l la . 
Este  procedimiento  se  debería  haber  repet ido  cada  30  segundos  para  los 
s igu ientes  tubos  hasta  que  la  muest ra  adqui r ie ra  un  co lor  parduzco,  s in 
embargo,  ya  en  e l  tubo  1,  a l  mezclar lo  por  invers ión  con  un  tapón  de  goma, 
se  obtuvo  una  co lorac ión  parda.  Como  el  e fecto  acromát ico  exp l icado  en  la 
int roducc ión  se  había  dado  antes  de  los  2  minutos,  era  evidente  que  la 
d i luc ión  1/10  no  era  la  ópt ima.  Por  eso,  se  dec id ió  una  nueva  d i luc ión  1/50. 
Para  obtener  esta  d i luc ión,  se  tomó  1  ml  de  la  1 /10  de  sa l iva  y  se  la  co locó 
en  un  tubo  de  ensayos  con  4  ml  de  agua  dest i lada,  mezclándolo  por 
invers ión.  Se  rep i t ió  e l  procedimiento  anter ior  de  la  medic ión  de  la  reacc ión 
enzimát ica  y  de  esta  manera  se  determinó  e l  t iempo  de  re ferenc ia  para  la 
d i luc ión 1/50,  que será la  d i luc ión ópt ima.

Parte  2 :

A  cada  grupo  se  le  as ignó  un  t ra tamiento  d is t into  para  ana l izar  la 
act iv idad  de la  enzima a l terando las condic iones anter iores (modif icando  una 
so la  var iab le) .
Nuest ro  grupo  rec ib ió  una  so luc ión  NaCl  0,1  M  para  ana l izar  los  e fectos  de 
la  presencia  de NaCl  sobre la   ami lasa.

Para  rea l izar  estar  par te,  se  t raba jó  con  una  d i luc ión  de  sa l iva  a l 
dob le  de la  d i luc ión ópt ima (es dec i r ,  1 /100 de sa l iva) .

Se  p ipetearon  0,5  ml  de  la  d i luc ión  1/50  de  sa l iva  para  mezclar los  por 
invers ión con 0,5  ml  de NaCl .

Se  rep i t ió  e l  procedimiento  rea l izado  en  la  par te  1  y  se  encont ró  e l 
t iempo  en  el  que  se  logró  e l  e fecto  acromát ico  para  la  sa l iva  d i lu ida  con 
NaCl .  No  obstante,  este  t iempo  no  se  puede  comparar  con  la  d i luc ión  1/50 



de  la  sa l iva  puesto  que  se  t ra ta  de  d i luc iones  de  sa l iva  d is t intas.  Por  lo 
tanto ,  se  e laboró  una  medic ión  cont ro l  (con  el  mismo  procedimiento  anter ior 
pero  par t iendo  de  una  di luc ión  1/100  de  sa l iva  en  agua  dest i lada  s in  NaCl) . 
Para la  medic ión cont ro l  se  rea l izaron 17 tubos.

Resul tados:

Parte  1

-pH sa l iva l :  ent re  7 y  8

-T iempo  de  re ferenc ia :  desaparec ió  e l  co lor  azu l  a  los  5 ’  30 ’ ’  de  agregar  la 
enzima  a  la  d i luc ión  de  1 /50  y  se  obtuvo  un  co lor  pardo.  Como  este  t iempo 
de  referenc ia  se  obtuvo  en  e l  rango  propuesto  por  e l  TP  de  ent re  2  y  8 
minutos,  podemos af i rmar  que la  d i luc ión 1 /50 es la  ópt ima.

Parte  2

Di luc ión  1 /100  NaCl  con  sa l iva :  se  observó  una  desapar ic ión  de l  co lor 
azu l  en  e l  tubo  13  a  los  6 ’  30 ’ ’  de  agregar  la  so luc ión  a l  tubo  de  a lmidón  a 
37°  C.  En  e l  tubo  cont ro l ,  luego  de  17  tubos  (pasados  8 ’  30 ’ ’ ) ,  no  se 
aprec iaron  cambios  (e l  co lor  azu l  no  desaparec ió) ,  es  dec i r ,  no  hubo  efecto 
acromát ico.

Esto  qu iere  dec i r  que  en  presencia  de  NaCl  la  act iv idad  enzimát ica  de 
la   ami lasa aumenta  ya  que  necesi ta  un  t iempo  menor  a l  de l  cont ro l  para 
lograr  e l  efecto  acromát ico.  Se  podr ía  suponer  que  Na +  o  Cl —   o  ambos 
pueden afectar  la  acc ión enzimát ica de  ami lasa.

Discus ión:

Para  empezar,  se  ha  de  ac larar  que  las  d i luc iones  óp t imas  para 
sa l ivas  de  d i ferentes  personas  son  d ist in tas  porque  las  caracter ís t icas  y 
concent rac iones  de  los  compuestos  var ían  de  una  persona  a  ot ra .  Esto 
mismo ocurre  con e l  pH sa l iva l  y  e l  t iempo de referenc ia.

E l  rango  de  2  a  8  minutos  para  e l  e fecto  acromát ico  e legido  se  debe  a 
que  los  t iempos  sean  manejab les  en  e l  t raba jo  práct ico .  S i  se  buscase  un 
t iempo  de  re ferenc ia  muy  pequeño,  los  cambios  no  hub iesen  s ido 
aprec iados.

Por  los  exper imentos que rea l izamos en  e l  TP,  no se  puede conocer  la 
forma  en  que  el  NaCl  aumenta  la  act iv idad  de  la  enzima,  s in  embargo,  una 
vez  f ina l izado  e l  TP,  nos  in formaron  que  rec ientes  descubr imientos  d ieron  a 
conocer  que  la  α -ami lasa  cont iene  en  los  restos  aminoacíd icos  de  su  s i t io 



act ivo  Cl - - ,  y  por  e l lo ,  a l  agregar  NaCl ,  los  an iones  c loruro  se  unen  a l  s i t io 
act ivo  aumentando  la  act iv idad  enzimát ica.  Es  dec i r ,  e l  c loro  actúa  como 
cofactor  de la  enzima.

La  prote inasa  K  es  una  pro teasa,  es  dec i r ,  t iene  una  act iv idad 
específ ica  la  cua l  cons is te  en degradar pro te ínas.  La misma actúa rompiendo 
los  en laces  déb i les  de l  po l ipépt ido,  hasta  que  adquiera  su  est ructura 
pr imar ia  y,  por  lo  tanto ,  p ierda su func iona l idad.  

La  pro te inasa  K  (100  l ,  d isue l ta  en  una  so luc ión  acuosa  con  buf fer) 
se  incuba  con  la  d i luc ión  de  sa l iva  (1  ml)  durante  1h.  a  50  grados  Cels ius 
( todo  este  proceso  es  e l  pre- t ra tamiento  de  la  d i luc ión) .  Luego  de  este  lapso 
de  t iempo  se  agrega  la  sa l iva  t ratada  con  pro te inasa  a  los  10  ml  de  a lmidón 
y  se  rep i te  e l  procedimiento  para  la  determinac ión  de la  act iv idad  enzimát ica 
rea l izado  en la  Par te  1 .

A l  ser  la   ami lasa una  pro te ína,  uno  esperar ía  que  la  prote inasa  le 
haga  perder  su  func iona l idad.  S in  embargo,  esto  no  ocurr ió ,  puesto  que 
luego  de  un  determinado  per íodo  de  t iempo  se  observó  e l  e fecto  acromát ico, 
es  dec i r ,  la   ami lasa estaba  actuando.  Esto  se  puede  exp l icar  de  d iversas 
maneras.  Por  e jemplo,  nunca  aver iguamos  la  concent rac ión  de  la  enzima  en 
la  sa l iva ,  por  lo  tanto,  ta l  vez  era  muy  super ior  a  la  de  la  prote inasa  y  por 
eso  no  l legó  a  cumpl i r  se  func ión.  De  la  misma  manera,  hay  que  tener  en 
cuenta  e l  per íodo  de  incubación.  Ta l  vez  no  fue  suf ic iente  para  que  la 
pro te inasa k  degrade a la   ami lasa.

Por  ú l t imo,  cabe  ac larar  que  se  e fectuó  un  cont ro lo  de  reacc ión  para 
no  conclu i r  erróneamente.  Se  co locó  en  un  tubo  una  d i luc ión  de  sa l iva  pero 
son  só lo  e l  buf fer ,  para  asegurarnos  que  no  haya  agentes  externos  que 
afecten los resu l tados.

En  e l  pre- t ra tamiento  de  la  enzima  a  una  temperatura  de  100  º  C  
 durante  10  minutos  se  t rató  previamente  a  la  d i luc ión  opt ima  de  sa l iva  1 /50 
durante  7  minutos  en  un  baño  de  agua  a  100º  C,  pero  a l  medir  la  act iv idad 
enzimát ica,  con  e l  mismo  procedimiento  descr i to  en  la  par te  1 ,  no  se 
observó  n ingún  cambio  de l  co lor  azu l ,  (por  lo  que  se  puede  dec i r  que  no  se 
produ jo  e l  efecto  acromát ico) ,  durante  7  minutos  (  que  es  e l  t iempo  de 
referenc ia  obten ido  por  e l  grupo  2  con  pH sa l iva l  ent re  7  y  8).  A  par t i r  de los 
resu l tados  obten idos  se  podr ía  deduci r  que  la  a l faα -ami lasa  se  desnatura l iza 
a l  ser  expuesta  a  una temperatura  tan e levada,  ya  que se produce  un exceso 
de  choques  ent re  las  molécu las  presentes  en  la  sa l iva  como  consecuencia 
de l  aumento  de  la  energía  c inét ica ,   produciendo  la  ruptura  de  las  un iones 
déb i les (como puentes de h idrogeno,  fuerzas  de van  der  waals ,  in teracc iones 
ión icas) ,  que  a fecta  la  est ructura  terc iar ia  de  la  enzima  y  a  su  vez  la 
conformación  de  su  s i t io  act ivo ,  perd iendo  la  capacidad  de  romper  las 
un iones  C1-C4  de  las  g lucosas.  Y  es  por  esto  que  e l  co lor  azu l  no 
desaparece en los tubos de ensayo.

Con  respecto  a  la  in f luenc ia  de l  pH  de l  medio  en  la  act iv idad  
enzimát ica  de  la  α -ami lasa ,  podemos dec i r  que a  pH ext remos (es  dec i r ,  muy 
ác idos  o  muy  bás icos)  la  enzima  no  func iona,  o  a l  menos  d isminuye 
notab lemente  su  act iv idad.  Esto  podemos  conclu i r  a  par t i r  de  los 
exper imentos  rea l izados  por  o t ros  grupos,  que,  manten iendo  el  resto  de  las 
condic iones  in ic ia les,  mid ieron  la  act iv idad  de  la  α -ami lasa  en  dos  medios 
con pH ext remos.
El  grupo  4  había  encont rado  un  t iempo de referenc ia  de  6  minutos  (apar ic ión 
de l  efecto  acromát ico)  para  su  d i luc ión  ópt ima y un pH sa l iva l  de ent re  6  y  7 . 
S in  embargo,  a  un  pH 2  (más ác ido) ,  no encont ró  cambios  (es  dec i r ,  no  hubo 



efecto  acromát ico)  en  10  minutos  de  reacc ión.  A lgo  parec ido  ocurr ió  con  e l 
grupo  12,  que  había  encont rado  un  t iempo  de  referenc ia  de  1 ’  30 ’ ’  para  un 
pH  sa l iva l  de  ent re  7  y  8,  y  cuando  rep i t ió  e l  exper imento  en  un  medio  con 
pH 12 (más bás ico)  no hubo efecto  acromát ico en 4  minutos de reacc ión.

Todas  las  enzimas  t ienen  un  pH  ópt imo,  en  donde  t ienen  mayor 
act iv idad,  y  a  medida  que  se  a le jan  de  ese  pH  (para  ambos  lados) 
d isminuyen  su  act iv idad.  Esto  se  debe  a  que  a lgunos  restos  aminoacíd icos 
de  las  enzimas  (en  el  caso  de  que  sean  pro te ínas)  t ienen  cargas  y  pueden 
ser  los  responsables  tanto  de  mantener  la  est ructura  t r id imensiona l  de  la 
pro te ína  como  de  in teracc ionar  con  el  sust ra to.  E l  pH de l  medio  (es  dec i r ,  la 
presencia  de  iones  H +  u  OH - )  puede  modi f icar  las  cargas  de  estos 
aminoácidos y  de este  modo inc luso desnatura l izar  a la  enzima.  

Debemos  ac larar  que  aunque  la  enzima  tenga  act iv idad  a l  pH  sa l iva l 
de  cada  persona  (s iempre  ent re  6  y  8,  según  la  tab la) ,  esto  no  qu iere  dec i r 
que  éste  sea  su  pH  ópt imo.  Para  determinar lo  exper imenta lmente, 
deberíamos  haber  medido  la  act iv idad  enzimát ica  a  d i ferentes  pH  para 
rea l izar  una curva,  pero no podemos determinar  e l  pH ópt imo de la  α -ami lasa 
a part i r  de los resu l tados de este  TP.

En  e l  t ra tamiento  de l  efecto  de  la  temperatura ,  se  mide  la  act iv idad 
enzimát ica  como  se  efectuó  en  la  parte  1 ,  pero  incubando  la  reacc ión  a 
temperaturas d i ferentes de 37°  C:  a 0°  C,  a  temperatura  ambiente  y  a  70°  C.

A  0°  C  y  a  70°  C,  no  se  presentaron  cambios  de  co lor  en  los  tubos  de 
la  grad i l la ,  es  dec i r  que  el  co lor  azu l  nunca  desaparec ió.  Por  lo  tanto ,  se 
podr ía  dec i r  que  la   ami lasa  no  actuó.  En  cambio,  a  temperatura  ambiente 
s í  se  presentaron  cambios,  pero  en  un  t iempo  mayor  a l  de  re ferenc ia  de l 
grupo  que  lo  rea l izó .  Esto  era  de  esperarse,  ya  que  cada  enzima  t iene  un 
rango  de  temperatura  ópt ima  y,  en  e l  caso  de  la   ami lasa,  a l  encont rarse 
ésta  en  e l  cuerpo  humano  (que  s iempre  t iene  una  temperatura  de  37°  C),  se 
supone  que  a  temperatura  ambiente  no  va  a  perder  su  act iv idad,  pero  s í 
d isminu i r la ,  ya  que los choques in termolecu lares van a ser  menores.

S in  embargo,  a l  d isminu i r  demasiado  la  temperatura ,  los  choques 
ent re  las  molécu las  d isminuyen  también,  por  lo  que  la  act iv idad  enzimát ica 
ba ja  hasta  e l  punto  en  el  que  no  se  puede  ver  en  e l  exper imento.  Por  e l 
cont rar io ,  a l  aumentar  la  temperatura  de  incubación  a  70°  C,  los  choques 
ent re  las  molécu las  se  van  a  acrecentar  de  ta l  fo rma  que  la  enzima  se  va  a 
desnatura l izar .  Es por  e l lo  que  se  presume que no se observaron  cambios en 
los tubos.


