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Hog pancreas a-amylase (a-l-4-glucan-glucane hydrolase, E.C. 3.2.1.1) lost its structural
calcium by action of EDTA at 20°C. Enzymatic activity experimented a decrease whereas a big
increase in proteolytic susceptibility to bovine pancreas trypsin (E.C. 3.4.4.4) was shown. Native
a-amylase had an activity of 2,730 mg maltose/min x mg enzyme and a Km of 0.222 % amylose,
the activity of calcium depleted amylase being of 1,640 mg maltose/min x mg enzyme and Km
0.571 % amylose. Simple methods for evaluating proteolytic susceptibility of a-amylase micro
amounts against trypsin action, and for the measurement of a-amylase activity in polyacryla
mide rod gels were also described.
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La enzima a-amilasa es secretada por
el pancreas junto con varias proteasas, las
cuales, liberadas en forma inactiva como
zimdgenos, son activadas en el duodeno
por medio de una serie de reacciones ini-
ciada con la conversidn del tripsindgeno
en tripsina, catalizada por la enteroqui-
nasa (6). El resto de las proteasas pan-
credticas son convertidas en su forma ac-
tiva por accidn de la tripsina (5). A partir
de la activacidn de las proteasas pancrea-
ticas, las protemas ingeridas comienzan a
sufrir la digestion intestinal. Sena un gra
ve inconveniente que junto a estas protei-
nas fueran hidrolizadas enzimas digesti-
vas, como la a-amilasa. Por ello, un me- 

canismo sencillo de protecci6n podria de-
pender del hecho de que estas enzimas
nativas presentaran una baja susceptibili
dad proteolftica. El objeto del presente
trabajo consiste en estudiar comparativa-
mente la susceptibilidad proteolftica de la
a-amilasa y de una a-amilasa transcon-
formada (4) frente a la accion de la trip
sina.

Materiales y Metodos

La enzima a-amilasa (Merck) presenta
pureza del 100 % en electroforesis, ob-
servdndose sus dos isozimas (4). La trip- 
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sina es grado III (Sigma), la acrilamida y
la n-n'-metilenbisacrilamida son de grado
electrofor6tico (BDH). El resto de los
reactivos son de Merck.-La electroforesis
en gel de poliacrilamida se realizd por el
metodo de Davies (1) y la tincidn y des-
tinci6n por el de Weber y Osborn (9). La
actividad a-amildsica en geles de poliacri
lamida se midid por la reaccidn yodoyo-
durada: el gusano de electroforesis se in-
cubd con amilasa soluble al 0,1 % en
tampdn fosfato 0,02 M, NaCl 0,0067 M,
pH 7,5, durante 20 minutos, a 20°C. Pos-
teriormente, se lavd con el mismo tam-
pdn varias veces y se incubd durante una
hora. Las zonas donde existfa actividad
amildsica, tras el revelado con la solucidn
yodoyodurada, permanecieron transpa-
rentes, mientras se colorearon de azul las
zonas que no contenfan enzima. La acti
vidad amildsica (1 pg/ml) se ensay6 por
reductimetrfa con ficido dinitrosalicflico
(7) en el tampdn fosfato descrito, durante
10 min, usando como sustrato almiddn
purificado soluble de Merck (amilosa).

La actividad de la tripsina sobre la a-
amilasa se midid por una modificacidn
del metodo de Folin y Denis (3), basado
en la facultad que posee el reactivo de
Folin-Ciocalteau (2) para detectar grupos
fenoles como los de la tirosina. A 100 pl
de disoluciones de 1 mg/ml a-amilasa,
tratada y sin tratar con EDTA 10 mM, en
el tampdn fosfato, se les anadid 20 pl de
una disolucidn de tripsina de 1 mg/ml,
dejdndolas reaccionar entre 20 y 60 min,
y se detuvo la reaccidn por adicidn de 200
pl de dcido tricloroacetico que precipitd
todos los polipeptidos no hidrolizados y
la tripsina. Posteriormente, para eliminar
los productos no hidrolizados, se contri-
fugo durante 20 min en una centrffuga clf-
nica. Se tomaron 200 pl del sobrenadante
y se anadieron 400 pl de NaOH 1 M y 120
pl del reactivo Folin-Ciocalteau diluido
1:2. E! bianco de la reaccidn se prepare
de la misma forma, detcniendo la reac
cidn a tiempo cero. El 100 % de la reac
cidn se-midio sin centrifugar y sin aria
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dir tripsina. El color obtenido se midid
a 578 nm.

Resultados y Discusion

Pommier et al. (8) demostraron que el
EDTA tenia la propiedad de eliminar el
calcio estructural de la a-amilasa. Sin em
bargo, a la temperatura de 37°C en que
fue realizado el trabajo, se observa una
disminucidn gradual de la actividad tanto
de la enzima como de la apoenzima in vi
tro, y por ello, estas condiciones de expe-
rimentacidn no eran vdlidas para la com-
paracidn de susceptibilidades proteoliti-
cas entre una enzima intacta y otra que
ha sufrido ligeras modificaciones; ya que
la perdida de actividad, debida a la tem
peratura, implica una distinta desnatura-
lizacidn de la enzima a-amilasa y su
apoenzima. Con el fin de evitar la desna-
turalizacidn tdrmica, el calcio estructural
fue eliminado por incubacidn de la enzi
ma (1 pg/ml) con EDTA 10 mM, a 20°C,
debido a que la actividad enzimdtica, tan
to de la enzima como la de su apoenzima,
permanecian invariables en tiempos com-
prendidos entre 1 y 80 minutos. La con-
centracidn de 10 mM era suficiente para
eliminar el calcio estructural ya que utili-
zando concentraciones entre 0 y 10 mM

[EDTAJmM

Fig. 1. Perdida de la actividad de la a-amilasa por
efecto de diferentes concentraciones de EDTA en

tampdn fosfato a pH 7,5 y a 20°C.
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Fig. 2. Representation de Lineweaver-Burk de las
actividades enzimOticas de la a-amilasa (•—•) y de
su apoenzima (o—o), privada de su calcio estructu

ral, en tampdn fosfato a pH 7,5 y 20°C.

de EDTA se observd una curva de p6rdi-
da de actividad que presenta una satura-
cidn a partir de 1 mM (fig. 1). A partir de
estos resultados se pudieron obtener las
afinidades relativas por el calcio entre la
enzima y el agente quelante. El calcio es-
taba repartido en su 50 % para la enzima
cuando: -AV = l/2(-AVtota]) por lo que
la afinidad de la a-amilasa era aproxima-
damente 61.000 veces superior a la del
EDTA por este calcio estructural.

Se constatd el cambio en los par^me-
tros cindticos entre la enzima a-amilasa y
su apoenzima privada del calcio estructu
ral (fig. 2), obteni6ndose los valores de

Fig. 3. Medida de la actividad de la tdpsina sobre la
a-amilasa (•—•) y su apoenzima (o—o) frente al

tiempo.

Vmax de 2.730 mg maltosa/min • mg en
zima y Km de 0,222 % de amilosa para la
enzima nativa, y de una Vmax de 1.640
mg maltosa/min • mg enzima y una Km
de 0,571 % de amilosa para la apoenzi
ma. Sin embargo, estas variaciones dis-
cretas en la actividad se correspondfan
con drdsticas variaciones en su susceptibi-
lidad proteolitica, ya que la enzima nati
va, sometida a elevadas concentraciones
de tripsina, era prdcticamente insensible
a la actuacidn de dicha enzima, mientras
que la apoenzima sufrfa una hidrdlisis
efectiva por parte de la tripsina (fig. 3).
Estos resultados orientan hacia la idea de
que las enzimas digestivas nativas son
prdcticamente insensibles a la accidn de
las proteasas digestivas. En cambio, pue-
den variar su actividad y su estructura en
condiciones similares a la digestidn y con-
vertirse, a su vez, en sustratos para las
proteasas, una vez terminada su funcibn,
para ser reabsorbidos sus amino&cidos
por el tubo digestivo.

Resumen
La enzima a-amilasa de p5ncreas porcino (a-1,

4-glucdn-glucano-hidrolasa, E.C. 3.2.1.1) en pre-
sencia de EDTA a 20°C pierde su calcio estructural,
lo que conllcva a una ligera phrdida de la actividad
enzimbtica y a un notable aumento de su susceptibi-
lidad proteolitica frente a la accibn de la tripsina de
pdncrcas bovino (E.C. 3.4.4.4). Se describen meto-
dos sencillos para el anblisis de la susceptibilidad
proteolitica ’de microcantidades de enzima a-
amilasa, frente a la accibn de la tripsina y para la
medida de la actividad a-amilasa en geles de polia-
crilamida.
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