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La Farmacopea Espanola, asi como otros
libros oficiales” de uso generalizado, como
la Farmacopea Inglesa y el Nuevo Formu-
lario, describen determinaciones del poder
amilolitico que, en realidad, son ensayos
limites y no una verdadera valoracién de
la actividad presente, que puede ser de in-
terés en algin caso. A esta valoracién he-
mos dedicado nuesiro trabajo, exponiendo
un método que estimamos rapido y de su-
ficiente exactitud para las necesidades ha-
bituales de un Laboratorio de Conirol en
la Indusiria Farmacéutica.

“La propiedad caracteristica de las enzi-
mas es su poder de catalizar reacciones qui-
micas definidas. Exceptuando un pequefo
grupo de enzimas, que pueden ser deter-
minadas directamente por especiroscopia u
otras observaciones, la presencia de enzimas
s¢ determina por el desarrollo de las reac-
ciones especificas que catalizan, y la canti-
dad presente de las mismas se estima por
la velocidad de la reaccién. Esta medida
de la velocidad de reaccién es la parte més
eseacial de la invesiigacién enzimatica” (1).

Tres caminos se ofrecen para medir la
velocidad de la reaccién de la a-amilasa :

a) Determinando el aumento del poder
reductor que se produce en la mezcla
reaccionante.

b) Midiendo el descenso de viscosidad
de la misma.

¢) Valorando un cambio producido en
o por el substrato.

En razén de rapidez y comodidad, hemos
elegido el ultimo caso. El subsirato de al-
midén es sabido forma un complejo con el
yodo, cuyo color azul puede medirse a una
longitud de onda de 660 mu. Segin la can-
tidad de almidén que queda al interrumpir
la reacciéon enzimatica, asi sera la intensi-
dad del color formado.

Como problema wusamos la «-amilasa
R-61 de Wallerstein, que viene diluida a
una actividad de 19.900 WBALL (unidades
Wallerstein de amilasa bacterial por gra-
mo). Fsta unidad se define como la canti-
dad de enzima que digiere 1 mlg. de almi-
dén por minuto, a 37,5° C.

La casa Wallerstein indica el uso del com-
parador Hellige y un disco niimero 620-S5,
para realizar las lecturas de color. Utili-
zando un espectrofotémeiro se mejora la
sensibilidad del método, y por otra parte,
su uso es mas normal, hoy dia, en todos
los laboratorios.

Equipo :

1) Especirofotémetro visible.
2) Bano termostato a 37,5° F¥ 0,2.

3) Pipetas, tubos y mairaces.

Reactivos :

1.—Solucién Stock de yodo: Contiene 1,1
gr. de I y 2,2 gr. de IK en 50 ml.
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Guardar en cristal topacio, en la oscu-
ridad. Su estabilidad es de un mes.

2.—Solucién diluida de yodo: Disolver 5
gr. de IK en agua destilada, afadir 0,5
ml. de reactivo 1 y diluir a 500 ml.
Preparar en el dia.

3.—Tampon acético acetato sédico :

a) Disolver 27,2 gr. de acetato sédico
3H:0, en 50 ml. de agua.

b) Diluir 2,4 ml. de 4cido acético gla-
cial a 10 ml. con agua.

c¢) Mezeclar 50 ml. de (a) con 4,75 ml.
de (b). pH = 6.

4.—Substrato tamponado de almidén: Pre-
parar una pasta con 1 gr. de almidén
soluble Merck, previamente desecado y
agua fria. Afnadir unos 25 ml. de aguna
hirviendo. Con agitacién constante ca-
lentar hasta que hierva uno o dos mi-
nutos, o quede claro. Enfriar a la tem-
peratura ambiente, manteniendo la agi-
tacién y transferir a un matraz de 50
ml. Afiadir 0,25 ml. de &cido acético-
acetato sédico tampén y diluir a 50 ml.
El pH debe quedar entre 5,6 y 5,7.

5.—Tampén acetato cdlcico-dcido acético :

a) Disolver 17,618 gr. de acetato cal-
cico. HO en aproximadamente 80
ml. de agua destilada.

b) Acido acético diluido como 3 (b).

¢) Afadir 2 ml. de (b) a (a) y diluir
a 100 ml. en un matraz aforado.
El pH de esta solucién quedara en-
tre 5,6 y 5,7.

Nota: El almidén se prepara desecando
2 gr. a 103.104° durante tres ho-
ras primero y después, hasta pe-
so consltante.

Caso de disponer de (CH3-COO):
Ca, anhidro pesar en (5) 15,8 gr.

Solucién de enzima: Prepararla, diluyen-
do con agua destilada, de modo que 10 ml.
de solucién cuando se afiaden a 20 ml. de
subsirato de almidén tamponado den un
tiempo de dexirinizacién de unas 22 minu-
tos. Anadir 2 ml. de tampén de acetato de
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caleio-acido acético por 100 ml. de dilucién
final. La dilucién final, se prepara por adi-
cién de la cantidad apropiada de tampén de
acelato calcico, al matraz conteniendo 2/3
partes de su volumen de agua.

Para calcular la concentracién que debe
lener en esta solucién se parte de la acti-
vidad estimada.

400
actividad estimada X 20

ges en 0 -ml—
Asi, si esta actividad es del orden de
16.000, tenemos

400
16.000 x 20 ~ 00125 gr.

0,0125 %

gr. en 10 ml. =

= 1,25 mg. en 10 ml. =

Método :

En un erlenmeyer de 50 ml. introducir
20 ml. del Reactive 4 y poner en un haio
a 37,5°, teniendo la precaucién de cerrarlo
a fin de evitar la evaporacién. Tratar igual-
mente la solucién de enzima. En dos tubos
de ensayo grandes, colocar 20 ml. del Reac-
tivo 2 y tratar de analoga manera.

Una vez homogeneizada la temperatura,
pipetear 10 c. c. de la solucién de enzima
al subsiraio de almidén. Anotar como tiem-
p» cero, el momenio en que la solucién
de enzima comienza a tomar coniacto con
el subsirato.

Mantener agitacién constante y suave,
mieniras cae el liquido de la pipeta. Volver
itapar y agitar enérgicamente manteniendo
el cierre.

Después de 20 minutos exactamente, to-
mar 1 ml. del matraz de incubacién y ana-
dir a un tubo de solucién diluida de yodo.
Mezclar, invirtiendo el tubo varias veces.
Dejar estar 20 minutos en el bafo y leer
en el espectrofotémeiro a 660 mu. frente al
Reactivo 2, llevando la lectura a una gra-
fica obtenida con un pairén de actividad
conocida, y en la que se representan en un
eje densidades épticas y en otro miligramos
(o unidades) utilizados en un ensayo mul-
tiple con cantidades variables (ver figura).
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Curva obtenida con un patrén de g-amilasa R-61

de

pos. . 19.9;

19.900 WBALL. Multiplicando los mg/10 ml.
se obtienen los WBALL utilizados en

cada ensayo

R=ESUMEN

De describs una técnica para determinar
la actividad amilolitica, de una «-amilasa
de origen bacteriano. Esta técnica puede
aplicarse para determinar la actividad de
otros fermentos amiloliticos, operando en
las condiciones éptimas en las cuales desa-
rrollan su actividad (pH, temperatura) y
teniendo presente la conceniracién ds la
solucién enzima, segin su actividad.

SUMMARY

A technique is described for assaying
amylolytic activity of an «-amylase of bac-
terial origin. This technique can be applied
to assay the activity of other amylolytic
enzymes, operating in the optimal condi-
tions in which they develop their activity
(pH, temperature) and taking into account
the enzyme solution concentration according
to actyvity.
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