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DETERMINACION COMPARATIVA DE LA ACTIVIDAD ALFA ¥
BETA AMILASICA EN LAS MALTAS DE TRIGO. MAIZ,
ARROZ, CEBADA Y CENTENO

I.—Materias primas.—Las empleadas hasta ahora en la fabrica-
cién de malta vy aplicaciones industriales de ésta en nueslro
pais.~—Capacidad productiva de México para les cereales
indicados.—-Sus caracteres quimicos. ’

JI.—Consideraciones sobre el almiddén: caracteristicas, demolicidn
v cambios quimicos generales provocados por actividad en-
zimdtica.

III.—Caracteres y propiedades generales de las amilasas.—Méto-

dos para determinar las actividades alfa-beta-amildsicas vy
poder licuelaciente.—Seleccién del mds adecuado.

IV.—Malteado del trigo, maiz, arroz, cebada y centeno en proceso
de Laboratorio y a igualdad de condiciones.—Determinacidis
de la actividad dlfa y beta amildsica, antes y después d=

germinar.

V.—Conclusiones.
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CAPITULO I ,
MATERIAS PRIMAS

a.—LAS EMPLEADAS HASTA AHORA EN LA FABRICACION Dz
MALTA Y APLICACIONES INDUSTRIALES DE ESTA
EN NUESTRO PAIS

Los cereales con germinacidén controlada producen malta pero
sélo la cebada ha dominado como verdadera materia prima. Su
preferencia no disminuye, sin embargo. la posibilidad de que otros
granos con cardacteristicas determinadas sean considerados con an
valor idéntico o andlogo. Sobre el particular se efecttian diversas
investigaciones y ya en 1663 John Winthrop proponia una técnica
especial (2) para maltear el maiz ¥y ponderaba las cualicdades de

la bebida que obtenia.
Indudablemente, la principal propiedad de la malta estriba

en el vcxlor_de su actividad enzimdtica que aprovecha la Indusiria
Cervecera que, por ser tan extensa, retiene para si la aplicacidén
primordial de aqudélla. México ha conservado con los demds pai-
ses ese aspecto un tanto tradicional de fabricar malia a base de
cebada y dedica su produccidn, casi en exclusivo, a ese merca-
do (2, 13) v en orden decreciente de importancia a las industrias
de licores, de panificacién, de galletas y pastas alimenticias. La
malta verde y las raicillas se ocupan en la fabricacidén de levadu-
ras. Por la demanda industrial, no se ha presentado la oportuni-
dad de ocuparla ampliamente en. la economia ganadera, concls
reportaria todos los beneficios de su valor nutritivo.
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Algunos paises evaporan umna infusién de mulia para obte-
ner unda especie de concentirado gue, hecho polvo, se emplea en
la industria textil para el desalmidonado o desengomado de las
telas; vy también, en la preparacién de ciertos iipos de alimentos.
Este ultimo aspecto estd completamente desarrollado vy son mu-
chos los productos que incluyen malta sobresaliendo los destina-
dos a regimenes de alimentacién infantil y algunos medicinales.

Los cereales motivo de este estudio. trigo, maliz, arroz, cebaiiu
v centeno, son bastante conocidos. En México, los tres primeros
forman parte de la alimentacidn popular v el conocimiento detl
conjunto se remonta a épocas completamente primitivas.

Sin embcargo, no se ha precisado el origen del trigo (10) v se
cree que en tiempos prehistéricos haya crecido como hierba co-
mun cuyo cultivo se desarrolld posteriormente; se dice que es na-
tivo del Asia Menor. Por lo que hace a sus transfermacionces, la
molienda queda en primer término vy se ha concluido que la prac-
ticaban pueblos cldsicamente antiguos, como los Romanos. Pero
tal vez, los Egipcios quedan a la cabeza en este arte v en el de la
panificacién misma; entre ellos, el pan constituia no sélo su prin-
cipal alimento sino también parte de su sistema monetario junlo
con una bebida de cierta semejanza con la cerveza; en sus tum-
bas, se han encontrado muestiras de pan bien conservado, a veces
con restos de levadura. Son citas que no se reiieren especificu-
mente al origen del trigo, pero gue sirven para {ijar una idea de
relacidén.

El maiz, es un grano completamente familiar para nosotros v
aungue se ha discutido su origen, todo parece indicar que perte-
nece a América. Los condquistadores Espafioles lo encontraron en
los diferentes puntos del continente descubierto v segin Humbolat
vegetaba desde Pensilvania hasta la costa mds meridional de Chi-
le. Entre los aborigenes, el maiz no sbélo era conocido v culiivado
sino que ya lo empleaban en algunas de las formas cue iipico-
mente se han conservado, vy expresaban a sus Divinidades la gra-
titud que les debian por cosechas abundantes. Cortés, dice Hurm-

Boldt, describia a Carlos V entre los articulos del mercado indio
una miel de cafia de maiz (4).

Los escritores Europeos sobre asunios agricolas nunca mencio-
naron al maiz dentro de sus obras, ni el Dr. Ebn-cl Avran (1) cus
escribié en el siglo XII cuanto se sabia de la agriculiura de los
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Arabes en Espafia y lo que sabian los Persas y Caldeos. Y LCe
Candolle arguye en pruebas del exotismo del grano en el anti
guo mundo, que no ha itenido un nombre propio en las lenguas
del mismo.

ki arroz, de acuerdo con las tradiciones y leyendas es origina-
rio de la China e India. Aqui y en Japdn, su producciédn responde
a una necesidad de primer orden. Se cree que en el curso de su
propagacién pasé de la costa Alfricana del Mediterrdneo a Espa-
na e landa. Los espancles, que aesde el pPrinciplo de su conguisia
se apresuraron < importar de su pais todos aquellos alimentos
a que eswapan acostuinbrados, trajeron entre otros granos el arroz
e iniciaron su culiivo. Las semillas llegadas de China y Filipinas
a la costa del Pacifico, se exiendieron por toda ésta. (11).

También el origen de la cebada se desconoce con precisién
¥ seguramente que se remonta a la misma ¢poca de los otros ce-
reales. Su empleo en la fabricacidén de malta data de la época de
los Egipcios, Tracios, Griegos y Germuanos de quienes se dice que
en el aiio 30 6 40 A. C,, elaboraban una bebida a base de esta
graminea. Cultivada y empleada en el continente Europeo, desde
entonces, adquirié una importancia muy especial en la {abrica-
cidn de malia v atrgjo toda la atencién debida; en 1890, Suecia
se dedicd al estudio técnico y cientifico del asunto, a quien siguie-
ron Francia en 1901 y los Estados Unidos de Norte América en
1904. Principalmente, se preocupaban por seleccionar variedades
que respondieran con eticacia a las necesidades de la industria
cervecera que empleaba la malia con ellas fabricada. A México
llegd el ccreal en la ¢rpoca de la Colonia y el establecimiento de
la primera {&brica en 1906 origindé mayor interés por la cebada.
El Gobierno, a falta de Laboratorios especializados del tipo de
los Suecos o Franceses, otorgd concesiones a cambio de la in-
troduccién de cebadas importadas de buena calidad para aclima-
tarlas en territorio nacional. En 1930 v 1931 se establecieron ofras
dos industrias para satisiacer la demanda de malta provocan-
do, de paso, una intensificacién en el cultivo de la cebada.

El centeno ofrece en cuanto a sus antecedentes histéricos me-
nos datos que los granos anteriores. Posiblemente su empleo en
las diferentes épocas se ha reducido a suplir al irigo en aqueliss
lugares donde éste prospera con alguna dificultad, yva que su ciui-
tivo es menos exigente y mds adaptable a condiciones diversas.
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Principalmente, han sido trigo y centeno la base de la fabrioa-
cién de pan. -

b.—CAPACIDAD PRODUCTIVA DE MEXICO PARA LOS
CEREALES INDICADOS

México es un pais esencialmente agricola y sus posibilidedes
son amplias a pesar de las causas que de manera tan sensible
han desequilibrado nuestra produccién. Los reportes oficiales
presentan el siguiente cuadro en lo gue toca a los cereales que
incluye este trabagjo.

TRIGO.—A partir de 1925 la curva de produccién no ha sids
estable ni ha tendido al curnento; las altas de consideracién sdélo
las hubo en 1931, 40 v 41 vy la estimacién para 1945 llegaba a va-
lores inferiores de los de 1927. El promedio de produccién de 1925
a 1942 fué 383,509 Tons. (519,041 Ha.); de 1942 o 1945, 377,430
Tons. (820,484 Ha.); de 1945 o 1948. 388,118 Tons. (12-a).

Directamente se consume poca cantidad. Su harina se em-
plea en panificacidén y en las industrias de galletas, pastas alimen-
ticias y levaduras; el salvado, en la de alimento para animales vy
algo también en panificacién.

Sélo Nayarit, Tabasco, Campeche, Yucatdn y Quintana Roo,
no produfcron trigo durante el periodo que comprende 1942 <
1945. En el mismo, el primer lugar (50,000 o 100,000 Tons.), le co-
rrespondid a Cecahuila, Sonora y Guanagjuato; el segundo
(25.000 o 50,000) a Michoacdn vy ‘México; el tercero (10,000 «
25,000) a Chihuahua, Jalisco, Durango y Puebla; la produccidn
- minima (menos de 100) a Guerrero, Baja California (territorio
Sur) vy Distrito Federal.

MAIZ.—Las cifras son mds o menos comparables en los afios
de 1926, 28, 31, 41 y 45; solamente 1944 ofrece un dato mayor pe-
ro los puntos intermedios son inferiores. Los promedios de 1925 <
1942 son 1.839,969 Tons. (3.124,001 Hc.); de 1942 o 1945, 2.094,279
Tons. (3.383,250 Ha.); de 1945 o 1948, 2.479,586 Tons. (12-b).

El necesitado por la industria queda md&s o menos distribui o
en la siguiente forma: la proporcién mayor en las {Gbricas de almi-
ddén y alimentos para cnimales; después, en las de licores, levadu-
ras y otros usos menos importantes. Las cervecerias ocupan unc
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iuerte proporcidén de granulado y maimilo. Los productos del maiz
se ccupan en gran escala en las industirias de panilicacién, de ga-
lletas, pastas y levaduras. ’

Por Decreto (7) del 7 de septiembre de 1843. se prohibid la la-
bricacién de whiskies y licores o de cualquiera otra bebida cue
ocupara maiz como materia prima; sélo concedia el empleo de
grano importado.

Se cultiva en el pals de una manera muy generalizada; el pri-
mer lugar (100,000 « 300,000 Tons.), correspondid en el periodo dz=
1942 o 1945 a Jalisco, Guanajuato, México, OCaxaca, Michoacan,
Veracruz, Guerrero, Puebla, Zacatecas. El segundeo (50,000 o
100,000), o Chiapas, Sinaloa, San Luis Potosi, Durango, Navyarit,

Tamaulipas ¢ Hidalgo yv el minimo (abajo de 5,000), a Baja Cali-
fornia (los dos territorios), vy Quintana Roo.

ARROZ.—Conservé su produccidén mds o menocs estable des-
de 1929 hasta 1937; subié de 1937 < 39, se mantuvo hasia 43 y su-
bid en 1945 a poco mds del doble de 1929, Los promedios son: de

1928 « 1941, 55,126 Tons. (839,632 Ha.): de 1842 a 1845, 89,920 Tons.
(62,457 Ha.) de 1945 « 1848 140,322 Tons.

(sbélo el Gltimo es datio
para arroz palay) (12-c).

La mavor cantidad se emplea en cerveceria; la menor, en su
molienda vy beneficio v en la fabricacién de levaduras. La camisi-
lla se ocupa como combustible.

- Sélo quince Estados lo producen: en primer lugar (25000 «
50,000 Tons.), Sonora y Morelos; en segundo (10,000 o 25,000) Mi-
choacdn. La zona mavyor sdlo de 1,000 a 5,000 v la produccidn

minima (menos de 1,000) corresponde a Navarit, México, Campec-
che y San Luis Potosi.

CEBADA INDUSTR.AL.—Su produccidén fué aumentando hasta
1936; baid aproximadamente en una tercera parte, de 1937 a 33;
aumentd algo en 1940 v en 1941 casi duplicd la produccién de
35; en 1842, tuvo otra baja. Los datos promedio son: de 1935 o
1940, 9,944 Tons. (10,512 Ha.); de 1941 a 19842, 18,801 Tons. (19.111
Ha.); de 1845 a 1846 30,683 Tons. (12-d).

La industria de la malia consume casi toda su produccidn;
sélo se muele una pequena parte para usos diversos.

El primer lugar (10,000 Tons. o mds) corresponde al Territorio
Norte de la Baja California; el segundeo (1,000 o 5,000) a Nuevo
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Ledn vy Coahuila; el tercero (100 a 1,000) a Hidalgo, Guanajuais,

Tlaxcala, Puebla, México y Michoacdn. El resto, produce menos de
100.

CENTENO.—Por traiarse de una planta de poca utilidad in-
dustrial o doméstica, su cultivo estd muy restringido y no se Jdis-
pone de esiadisticas gue den informes al respecto. Se le obtiene
sélo en determinada zonas de los Estados de Puebla vy Tlaxcala.
Lo consumen las {&bricas de Chihuahua, Nuevo Ledén y Distrito
‘Federal, para la elaboracién de whiskey. Su harina es de calidad

inferior a la de trigo. pero se le ocupa en la fabricacién de pan
especial. (5). ‘

c.—SUS CARACTERES QUIMICOS

TRIGO.—leino vegetal, sub-reino Fanerdgamas, tipo Angios-
permas clase Monocotiledéneas, familia Gramindceas, género Tri-
ticum; especie vulgare o sativum, durum, etc.

Existen muchas variedades dificiles de distinguir por su gran
semejanza. Se las agrupda segin su consistencia v color; segtn la
estacién del afo en gue germinen o desarrollen y también de
acuerdo con al ausencia o presencia de barbas en la espiga
(5).

Se le ha senalado la siguiente estructura fisica (10):

La epidermia forma 0.5 %
El epicarpio 1.0 .,
El endocarpio 1.5 ,,
La testa 2.0 .,
La membrana del embrién 3.0 ,,
El germen o embrién 2.0 .,
El endospermo 30.0

‘x

Algunos investigadores citan los siguientes andlisis (1) de algu-
nas variedades:

Anhlisia b2 Ingleses Inglcses Rusos Canadienses Argentinos
Agua " 10.74 13.56 12.77 13.97 12.29
Proteinas - 11.98 12.42 17.26 12.48 13.12
Grasas " 1.29 : 1.73 1.59 1.57 1.43
Minerales ” 1.37 1.84 1.71 1.73 1.58
Celulosa - 2.26 2.38 2.13 2.88 - 2,73
Almidén, .



aztGeares,

gomas Yy
dextrinas o 72.15 67.6S 64.38 67.17 68.60

Indeterminados .

El principal constituyente del endosperno es el almidén que
se presenta en forma de grdnulos de proporciones y caracteres
mds © menos precisos con la capa periférica de su  membrana
constituida de celulosa (O.Masche).—Se observan grdnulos grail-
des (Didm. 15 micras) intermedios (Did&m. entre 7.5 y 15 micras)
Y pedquefios (Didm. menor de 7.5 micras) de los cuales se obten-
dricn por cuenta (Grewe y Bailey) 12.75, 6 y 81.25% v por peso’
(Stamberg) 93, 2.9 v 4.1%, respectivamente. No existe entre los
varios tamaios una diferencia marcada en el contenido de {és-
foro ni en la proporcién de amilopectina a amilosa. Los grdnu-
los grandes afectan la forma de esferoides o discos vy los chicos,
son mds o menos esféricos. A la luz polarizada puede apreciarse
gue algunos pierden en su centro algunos cruzamientos y que
otros, no muestran lineas (9). Sjostrom ha notado que a bajas
temmperaturas (65-70°C.) los grdnulos se transforman en una espe-
cie de bolsa, pero que cerca del punto de ebullicidn adquieren
una forma curva caracteristica.

J. R. Katz al estudiar (14) las propiedades de! almiddén de
trigo con el agua, concluyéd que el hinchamiento y endurecimien-
to de aquél en ésta, era un proceso de equilibrio que depende de
la temperatura y de la cantidad relativa de agua presente.

Es el almidén de trigo, el menos higroscédpico (W. Nossiai).
En las experiencias sobre la viscosidad (Rask y Alsberg) se ob-
servd gue a 25° las lecturas respectivas decrecian sucesivamern-
te y a 90° eran prdcticamente constantes; lo que se atribuyd u
efectos pldasticos a las mdés bajas temperaturas. Los almidones
de trige de invierno exhiben viscosidades mds altas que los Jde
verano.

Sus grdnulos se rompent menos rdpidamente que los de cen-
teno por accién de hidréxzido de potasio diluido; lo cual podria
aprovecharse para cuanteos o diferenciaciones.— No se *colora
con rojo neutro, azul de metileno o vesuvina. (Schuetz y Wein).

MAIZ.—Reino vegectal, sub-reino Fanerdgamas, tiro Angios-
permas, clase Monocotileddéneas, familia Grcrlninc’zcects, género Zedq,

especie mais. Sus variedades son excesivamente numerosas. Se
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le agrupa atendiendo a la semejanza de caracteres de los granus
ya sea en su naturaleza misma como en la divisién de Foex (3)
con siete variedades o bien de acuerdo con el tamano del tallo vy
mazorcd, - distribucién v color de los granos como en la Heuze
(4) con dos clases y un total de treinta y cinco variedades. La
divisién de Sturtevant (4) con ocho grupos y ochocientas varie-
dades se basa en lo trcmsparencu:t de la semilla y composicidn
del endospermo.

Las partes del maiz, tallos'y olotes. dedlcados a {orrajes o
alimentacién de animales en general, deben su valor nutritivo 4
la no escasa proporc1on -de prote-.ncxs e hidratos de carbono Jgue
contiéerien. -

El'gréno consta de 1cxs partes siguientes (3):
l.—La cortezg o tegurn_e,nto delgado externo. Es fibra.

2.—Una ligera ¢apa de gluten rico en proteinas (50%), algo
L de almidén (35%) Y aceite (5%).

‘3. ——-A los lados del grano y entre la capa de gluten, una mez-

~cla de éste y almiddn, aproximdndose un poco hacia el
centro

v,

4 —Ocupando el extremo de la corona, arriba del germen v
rodeando a éste hacia su extiremidad inferior, se encuen-
tra el .almidén que tadmbién contiene trazas de aceite y
5 a 8% de proteinas.

5.—Fl germen, que se encuentra en la parte anterior del gra-
no hacia la punta. Generalmente se extiende hasta la 'mi-
tad o dos terceras partes de la longitud de la semilla.

Cnontiene proteinas, mucho aceite y gran cantidad de mi-
nerales.

Quimicamente, del 15 al 20% de la semilla es agua y el resio

acusc la siguiente composicién (Corn Industries Research Founda-
tion): FE

Almidén y otros ‘carbohidratos 80.0 %
Protéinas N 100 *
Aceites B ~ 4.5

" Fibra o ’ 3.5 ~

t Cenizas™ B 2.0 -
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Las, cenizas las forman sales de calcio, magnesio, aluminio,
fierro, sodio, potasio y cloro.

Osborne, Chittenden, etc.. estudiaron las proteinas del maiz vy
er: términos generales son albuminas (solubles en agua, precipi-
tables por sales neutras en disolucién saturada), globulinas (in-
solubles en agua, solubles en disoluciones diluidas de sales neu-
tras, precipitables por sulfato amdénico a semi-saturacién) vy pro-
laminas o gliadinas (solubles en alcohol de 70 a 80 %, ricas en pro-
lina vy &cido glutdmico; Zefina). (8).

Los grdnulos que provienen de la corona o parte harinosa
de la semilla son prdcticamente redondos y los de la zona cérneq,
poligonales. El tamafio varia, pero para ambos puede darse co-
mo valor promedic 15 micras. Los limites superiores son 25-26
micras y en los almidones de manufactura moderna son pocos 1cs
grdanulos con menos de 5 micras. La mezcla de estos tipos, es ra-
ra. Observados en la propia semilla presentan un rntcleo circu-
lar pero en los almidones molidos y secados se reemplaza por una
cavidad de la cual parten fisuras radiadas. El eje de polariza-
cién aparece en el nacleo o centro geométrico (9).

Se le ha escogido para investigar los constituyentes no car-
bohidratos del almidén por ser com@n y por su relativamente
alta proporcién de dcidos grasos combinados (0.61 % .—Taylor y
Nelson). .

Los &cidos grasos no saturados asociados con el almidén de
maiz son palmitico, oleico y linoleico; los dos 1ltimos, identifica-
dos por sus productos de oxidacién (Taylor y Lehrman; Jour. Am.
Chem. Soc. 1926; v.48 p.1739).

La temperatura de gelatinizacién se encontrd variando entre
64° y 71° de acuerdo con la variedad.

A 90° la viscosidad de una suspensién de almidén de maliz
1 5% fué alrededor de 30 veces mayor que a 25 (Alsberg y Rask.
Cer. Chem. 1924; p.107). '

ARROZ.—Reino vegetal, sub-reino Fanerdgamas, tipo An-
giospermas, clase Monocotiledéneas, , familia Gramindceas, tribu
Orizeas, género Oriza, especie sativa, denudata, etc. Las varieda-
des son numerosas y como en los casos anteriores, los grupos se
han formado de acuerdo con la semegjanza de los caracteres exter-
nos que convencionalmente se adoptan como referencias (6).

’
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La composicién quimica del arroz, en su valor medio, es mds
o menos la siguiente (11): '

Agua 13.17 %
Substancias nitrogenadas 8.13 ~
Grasas 1.2
Almidén y otros carbohidratos 75.50 **
Celulosa 0.88
Cenizas ’ 1.03

Los grdanulos de este almidén son los mdés pequenios de todos
los comerciales ¥y su tamafio varia entre 3 y 8 micras; por lo cual,
sus propiedades caracteristicas tales como ntcleo, estrias y lineas
a la luz polarizada no pueden apreciarse. Son poligénales v a

veces se agrupan afectando la forma de racimos o de cuerpos
redondos.

CEBADA.—Reino vegetal, sub-reino Fanerdégamas, tipo An-
giospermas, clase Monocotileddneas, familia Gramindceas, géne-
ro Hordeum: especie vulgare. hexastichum, zeocriton, distichum,
eole. Incluye muchas variedades y razas. Cominmente se la divi-
de segun el nGmero de espiguillas fértiles que tenga la esp1gct [
por la disposicidén de los granos en la misma.

La paja es de composicidén variable vy la mavyor parte (A. S.
Norman) es celulosa, hemicelulosa y lignina; la cantidad de subs-
tancias nitrogenadas llega apenas de 2 a 4%.

El grano consta de la siguientes partes:

1.—La cubierta, formada de tres capas de células de diferen-
te forma debdajo de la cual existe una pelicula que en-
cierra apretadamente el grano y que forma el pericar-
pio cque tiene adherido el regumento de la semilla.

2.—Fl1 endospermo o masa feculenta que constituye la mavyor
parte. ’

3.—El embridén o germen gque se encuenira en la parte mds
baja; da lugar «al tallo y a las hojas y 1o rodea el escute-
lo gue lo divide del endosperno. Entre éste y aquél, exis-
te una zona definida que la constituye el epitelio secre-
tor; lo forman células que generan algunos de los enzi-
mos, va que otros se desarrollan en las de aleuronca.

Contiene de 10 a 20% de humedad y el andlisis es el siguien-
te: ’
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Almidén - : 60.0 - 80.0 %

Pentosanos . 80 - 12.0

Celulosa 40 - 50 -
Lignina 4.0 "
Substancias nitrogenadas 7.0 - 140
Extracto etéreo 20 - 3.0
Cenizas 20 - 30
Sacarosa 1.5 - 25 *~
Invertina 0.1 - 05 -
Pectina . 0.5 - 1.0 *

Las cenizas, a su vez, .estdn constituidas por (Wolff):

K.O 2383 % Ca® 7.2 %
Fe.O, 1.1 ¢ O, 51.0 *
Na.© 3.5 .00 MgO 26 *
PO, - 4.2 C1. 3.2

‘T.os carbohidratos principales corresponden o celulosa, alini-
dén, dextrinas, maltosa, sacarosa, rafinosa, dextrosa y levulosa.
Por lo que respecta a las grasas se encontrd (Stellwad):

Acidos grasos 1362 % Lecitina 424 %
Grasa neutra 77.78 . Colesterina 6.08

Las proteinas se estiman representadas en las siguiente forma

(Osborne):
Leucosina (albimina) 0.30 %
Albumosa, Edestina (Globulinas), 1.85
. Hordeina (Gliadina o Prolamina) 400 -
Albuminoides insolubles 4.50

, Las capas externas de la mayoria de los cereales producen
al madurar., alagnnas materias resinosas que a causa de su relari-
. . - va insolubilidad protegen el interior del grano.

Generalmente, el almidén de la cebada se presenta forman-
do una mezcla de grdnulos grandes y pequefios, de aspecto circu-
lar o.eliptico cuvyas: medidas varian de 20 a 35 micras vy de 2 o 6,
respectivamente. No se distinguen nuacleo, fisuras o estrias attn
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en los grdnulos grandes. A la luz polarizada aparecen uniformo-
mente iluminados y sin lineas (9). .

CENTENO.—Reino vegetal, sub-reinoc Fanerdégamas,. tipo An-.

giospermas, clase Monocotileddéneas, familia Gramindceas, géne-
ro Secale, especie cereale. Sus variedades son muchas y. sus di-
visiones bajo la misma base de las anteriores.

El que sigue es un andlisis de centeno comun:

—
— N

Humedad

Cenizas

Proteinas (N x 6.25)

Extracto etéreo

Fibra cruda

Pentosanos

Azlcares totales

Otros carbohidratos : ’ .

SDP@NMH

v

Sus gr&nulos se rompen mds x;dp.idamente que los de maiz >
trigo por accidén del hidréxido de potasio diluido (Baumann) y sco
hinchan, también con mds facilidad gue otros almidones, en las
soluciones de salicilato de sodio (W. Lenz). -

Como el trigo, tampoco se tifie con rojo neutro, azul de meoe-

tileno, vesuvina o tionina.
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CAPITULO 11

CONSIDERACIONES SOERE EL ALMIDON: CARACTERISTICAS,
DEMOLICION Y CAMBIOS QUIMICOS GENERALES PRO-
VOCADOS POR ACTIVIDAD ENZIMOTICA

Se dejé dicho en el capitulo anterior que el principal com-
puesto de los granos en estudio es el almiddén v se describieron
calgunas de las caracteristicas que-mds o menos podrian diferen-
ciar el que cada uno de ellos contiene.

Por otra parte, las amilasas actiian sobre substratos de almi-

dén provocando cambios y transformaciones que se ocupan para
medir su actividad.

Ya sea pues como constituyente del grano en que se ope-
ran los desarrollos enzimdticos que origina la germinacién o co-

mo materia de atadque para el enzimo, el almiddén forma un com-
puesto quimico de interés.

Durante los ltimos anos han sido muchas las investigaciones
dedicadas a formalizar la estructura quimica del almiddn y la
magnitud de su molécula. Las técnicas de separacién de las par-
tes constitutivas, su precipitacién por alccholes, sus andlisis épli-

cos y de rayos X, la adsorcién selectiva sobre celulosa segin. ios
métodos iniciados por Tanret, las titulaciones potenciométricus
con yodo, los trabajos contempordneos de Irvin, Haworth, Hanes,

Myrback, Richardson, Staudinger, Freudenberg, Mevyer, Kerr, etc.
sdélo forman parte de los estudios que se realizan para el objeio
mencionado. Saussure interpretd, hace alrededor de 130 anos,

la formacién de glucosa por reaccidén hidrolitica del clmldén ¥
aisld la maltosa como producto intermedio..

25



Independientemente de las discrepancias estructurales, se ha
aceptado la idea de que la molécula de almiddn estd compuesta

de dos carbohidratos, polimeros de la glucosa, de propiedades y
constitucién marcadamente diflerentes. El de menor proporcién,
la amilosa, parece estiar formado por cadenas lineares de 200 a
300 -alia-D-glucopiranosas unidas por ligaduras en posicién 1-4
v con un grupo final no reductor por molécula. La otra fraccidén,
la mavyor, se ha designado como amilopectina; se supone una mo-
lécula grande (unas 1.000 gluccsas con un grupo final no reduc-
tor par cada 20 o 30), compleja, ramilicada con inserciones uni-
das por ligaduras 1-6. En algunos casos. el 50% de la molécula io
forman las cadenas laterales insertadas a la porecidén principal de
la estructura; y en otros, ésta se complica por la presencia de fos-
tatos esterificados aparentemente unidos a los oxhidrilos del dto-
mo de carbdn 6.

A la amilosa se senalan las siguientes caracteristicas:

1.—Se adsorbe fueriemente sobre la celulosa (algoddn o pa-
pel fliltro) obteniéndose una separacién de componentes

2.—La beta-amilasa prdacticamentie agota el 100%.

3.—Da con el vodo un color azul oscuro.

4 —Absorbe grandes cantidades de yodo isopotenciamente.—

La titulacidén potenciométrica constituye una manera prée-

tica de determinar el almiddén o sus Iracciones. Al agre

gar yodo a una amilosa se alcanza un valor constanlie
mientras se toma un peso aproximadamente igual <l
18.7 % de la amilosa; en este punto, al adicionar mds yo-
do se observa una elevacidn rdapida porque se toma a

potenciales mds altos.—El potencial caracteristico es

funcién de la longitud de la cadena vy disminuye cuando
ésta aumenta.

5.—Prdcticamente

: cristaliza en su totalidad con butanol u
otros agentes.

6.—Alta viscosidad; poca estabilidad de la solucidén, a con-
. .«centraciones acuosas ordinarias.

Y estas oiras para la amilopectina:
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1.—No es tdsorbida por la celulosa.
2.—La beta-amilasa sdlo transforma el 50%.

3.—Da con el yodo un color rojo pGrpura o rojizo.

4. —No absorbe vodo isopotencialmente.

5.—No forma un complejo cristalino con el butanol pero da
los tipos “A"” (que se obtiene por evaporacién de las pas-
tas entire 80° y 90° C.; representa a los almidones de los
cereales), B (quec se obtiene por evaporaciéon a tempera-
wura ambiente o reirogradacién; representa o los almideo-
nes de los tubérculos) o V' (Verkleisterungspektrum,
cque se obliene por precipiiacidn con alccholes u  oiros
agentes; ae estructura mds simple que las formas “A” o
"B indicande un agrupamiento mds siméirico de la mo-
lécula; su caracteristica principal es la capacidad para
tomar grandes cantidades cde vapor de vodo).

6. —Completamente estable; es decir, baja lendencia a retro-
gradar.

Los almidones sintéticos preparados del éter de Cori (gluco-
sa 1 fosfato) ror accién de las fosforilasas, son homogéneos en
contrasie con los naturales. El que sintetiza la {ostorilasa de la
para es prdacticamente amilosa pura, mientras gque el almidén de
rapa natural tiene menos de una cuarta parte. El peso molecu-
lar del glicdgeno segiin Bridgman varia entre 4 v 14 milleones; o3
decir, con 25,000 « £0.000 unicdades de ¢luczsc

Lo rolacidén especifica del alinidén en la mavoeria de sus valo-

res se ha encontrado oscilando entre g lo= -+ 180 .— 220°.-——
Mceyer obtuvo para la amilasa |[g]er = 220° == 5% —E] de la
amilopectina se puede tomar como [alp = -+ 200° vy para ias
dexirinas de alto peso molecular, el valor [¢ln == <+ 190 — 203°.

Lo oraco de las scluciones de almiddén representa dificultad para
medir su rotacidén especilica; por lo cual, se acostumbra determi-
narla en soluciones alcalinas que son relativamente claras.

Beckman y Landis estiman que cl tamaio molecular de la
amilosa de maliz es de 300 o 400 glucosas y la amilopectina 1,050
veces mds grande. Coles indicd que el peso melecular de 1= cmilo-
sa de papa es 185,000 y el de la amilopectina 1.000,000.
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Las amilosas de papa ¥ tapioca se solubilizan a temperaturas
mds altas, tal vez porgue su estructura es mds compleja que las
cristalinas. Légicamente se cree que la solubilidad de estos corrn-
ponentes no sdlo depende de la forma en que estén unidos dentro
de la molécula de almiddn, sino también de su asociacién a otros
restos de carbohidratos y a otros compuestos como los d&cides
grasos.

La dispersion del almiddén, sin que degrade, se mantiene al em-
plear cloral, hidracina, etilendiamina, etc., como solventes.

El cloruro de sodio en peguehas cantidades abate la viscos:-
dad de la amilosa hasta un 10% o menos de su valor original. No
se trata de un agente degradante y el efecto se cree debido a un
cambio en la conliguracidén de la molécula.

Por hidrdélisis dcida se obliene la amilodextring, cadena de
apoximadamente 25 glucosas unidas en la forma tipica del almi-
dén y con pocas o nigunas ramificaciones.

Las solucicones de almidén, expuestas durante mucho tiempo
a la temperatura ambiente o a mds bajas, retrogradan v lo mis:
mo puede acontecer atin al estado sdlido (se cree que el enran-
ciamiento del pan sea un proceso de este tipo). La pasta se agre-
ga progresivamente y forma precipitados microcristalinos insolu-
bles (tipo B). La agregacién la hace perder su utilidad al atague
enzimdético. Algunas preparaciones de amilopectina maniliestan
esta tendencia, pero en la amilosa pura es muy pronunciada. El
fendmenc se contrarresta por accidén de los agentes de hincha-
miento, conservando las preparaciones a tempercturas mds altas
de la ambiente, o eliminando la humedad.

Segun Mever, con agua caliente (70° C.) se extrae del 5 aul
20% del almidén total; en el exiracto yueda la amilosa (para el
maiz se le ha obtenido con pureza de 70 - 80°%) v en los granulios
residuales la amilopectina.

Se ha encontrado que el butarol v pentancel precipitan selec-
tivamente a la amilosa dejando en solucidén a la amilopecting; ia
fraccién precipitada se separa por adsorcién sobre celulosa y i«
amilopectina see obtiene por cristalizaciones sucesivas con buia-
nol v metanol. El peso molecular de esta amilosa es considerable-
mente mds alto gue el de la extraida con agua, lo gue tal vez ae
deba a una impureza de alto peso molecular © a gque en este
caso la amilosa de alto peso molecular se extrae mds lentamen-
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te. Con esta técnica de precipitacidén alcohdlica se ha dicho que
los almidones de maiz, papa y tapioca contienen un 22% de fra-.-
cién linear vy 78 % de ramilicada.

Algunos almidones (arroz, sorgo, maiz, cebada) conocidos co-
mo 'pldsticos, cerosos o glutinosos”. al igual que el glicégeno, se
supone que carcecen de constituyentes lineares; por cuya razdn,
dan con el yodo coloraciones anormales. El almidén de arroz solo
tiene un 17°%.; los de maiz vy trigo 21 vy 249,.

Siendo el almiddén una unidén de glucosas la molécula puede
romperse en cualquiera de las ligaauras, 1zor hidrélisis de dcidos
o enzimos, dando lugar a la formacidén de azucares como produc-
tos finales vy g una serie de dextrinas de diferente magnitud como
intermedios. )

La molécula contiene oxhidrilos alcohdélicos, primarios y se-
cundarios, igual que grupos aldehidicos vy puede oxidarse en unco
o varios de estos puntos. La cxidacidn col almiddéin tiene interds
cienti{fico como medio para indagar seobre su estructura, e indus-
tricdl para obtener almidones comerciales, empleando hipocloritos
de sodioc o calcio, perborato de sodio, persuliato de amonio, per-
éxidos alcalinos, etc., como agentes oxidantes.

L.os haldgenos pueden dar lugar: a la oxidacién de los gru-
pos aldehidicos a carboxiles; a la de los grupos alcohdlicos pri-
marios a carboxilos, como en el caso del dcido amilodextrinico de
Syniewski; a la de los secundarios para dar cetonas; a la de los
grupos glicdlicos (los oxhidrilos 2 y 3 en las anhidro-glucosas fun-
cionan corio itales) convirtiéndose en aldehidos v rompiédndose <l
anillo entre los carbones 2 y 3.

Los oxhidrilos pueden esterilicarse por accién de los dcidos
orgdnicos e inorgdnicos o por los cloruros de dcido v los anhidri-
dos. De acuerdo con la estructura considerada, hay de 2 a 4 ox-
hidrilos aprovechables. Los acetil-derivados se preparan: <) por
accidén de los c&ceides acético y sulfarico y del anhidrido acético,
b) por gelatinizacién con piridina y acetilacién (conn anhidrido),
separando aguda como mezcla azeotrdpica agua-piridina; <) por
el empleoc de una mezcla de anhidrido v dcido, a la temperatura
de reflujo; d) por tratamiento del almiddn finamente dividido con
agentrs acetilantes, bajo condiciones especiales; e) por el em-
pleo de acetona. R .

Existen otros constituyentes. no carbohidratos, tales como Ai-



versas cantidades de dcidos grases, substancias nitrogenadas,
silice, etc., que dan lugar a ciertas varianties en el comportamiento
{isico-quimico de los almidones. Se cree cque los que contienen
funciones dcidas (aminodcidos) al combinarse -con algunos de los
oxhidrilos forman ésteres; presentando en el caso, resistencia a 'a
actividad especifica .y sistemdtica de los enzimos. Las moléculas
esterificadas con dcidos grasos son mds solubles en solucidén cu-
calina vy tienden a ser insclubles, cuando menos en principio, en
solucidén neuira o dcida. El dcido silicico combinado, sirve pa-u
medir la insolubilidad de las {fracciones de almiddén; tiende a geli-
ficar en medio neutro o &cideo vy provoca una resistencia al atague
enzimdtico. .

En cuanto al contenido en {ésforo Samec llegd a proponer que
la diferencia entre la amilosa ¥y la amilopectina podria explicarsc
sobre la base del {osfato esterificado v Myrback sugirié gue cier
tas fracciones de almiddén no eran completamente degradadas
por la beta-amilasa porgue la glucopiranosa esterificada con fos-
{ato, formaba una constitucidén anémala. Segin Posternak el {d:-
foro en el almidén de trigo se presenta en la forma de un fosfoli-
pido, como impureza o como mezcla fisica simple. Lo cierto es
gue puede existir en unidén quimica con algunas moléculas de al-
midén, particularmente con la amilopectina de papa y tal vez con
las de algunos tubérculos; sin embargo, se cree que su comporia-
miento general no se deba a esta causa sino mds bien a variacin-
nes fundamentales de la estructura. Las caderas sintéilicas oo
glucopiranosas estdn formadas por gluceosa 1 fosfato; si en 1u
misma forma se efectuara la sintesis natural la esterificacién rio
se localizaria en el &tomo 6 de carbdn, como dcontece, a rmonms
crue se supusiera la presencia de una fosfoglucomutasa gque deja-
ra a la glucosa 1 fosiatc en su forma mds estable: glucosa 6
fosfato.

Algunos almidones contienen compuestos grasos tan estie-
chamente asociados que no se les puede separar por medios {isi-
cos o mecdnicos. Otros, principalmente los de cerecales, tienen un
compuesto resistente a la accién del enzimo de la cebada sin ger-
minar: tal resistencia es mayor en los almidones de tapioca v pa--
pa. Su andlisis indicé 0.83 y 0.98% de SiO. concluyéndose que oi
producto llamado amilohemicelulosa es una cal de un éstrr de i
amilosa con el dcido silicico. Sin embargo, la eliminacién de la si-
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lice por d&cido fluorhidrico no impide la formacién de la amilohe-
micelulosa; lo cual indica que la silice se presenta como impureza
de las fracciones menos solubles.

Tomando en cuenta que se diliculia eliminar el nitrégeno de
ciertos almidones (irigo y maiz) se supuso la combinacién quimi-
ca de algunas moléculas con pequenas cantidades de proteinus
o sus producios de degradacidén. La idea se desechd mds tarde
para aceptar una unién fisica coloidal entre el almiddén v la pro-
teina. . . .

Indudablemente, la reaccidén mds interesante del almiddén es
la que se desarrolla con el yodo para formar un color azul carac-
teristico. Su descubrimiento se airibuve a Claubry en 1814, Lo,
coloracidén desaparece al calentar, pero reaparece por enfriamien-
to. Segtin Phol se debe a una mavyor alinidad del agua caliente
para el almiddn que la del yodo; siendo a su vez. mayor la d=l
vodo que la del agua fria. Segun Payen, a una expansién de los
agregados del almiddén al calentar y a un recacomodo de los mis-
mos, al enfriar. La sensibilidad se aumenta con los dcidos, yodia-
ro de potasio o suliato de sodio, pero se inhibe con los dlealis vy
el hidrato de cloral.

Para estudiar la formacién del color azul se han supucstio
fendmenos de adsorcidén y formacién de complejos. Se han obteni-
.do curvas tipicas de adsorcién (Lottermoser) basadas en la deter-
minacién de un potencial eléctrico para el sistermna yodo libre-yodo
idnico de acuerdo con la ecuacién de Nernst. Se han empleado
técnicas fisico-quimicas para determinar la presién osmdtica v
abatimiento del punto de congelacién, métodos colorimétricos -
medidas de conductividad, con el mismo objeto.

Segun Hanes y Cattle, la molécula del almidén contiene grlé—
ros gque adsorben el vodo originando el coleor; la hidrélisis p-or

la beta-amilasa los disminuvye ¥y entonces, acontecen los cambios
del azul al rojo plarpura.,

Bermann y Ludewig sugieren que los oxigenos que-forman los
puentes de la molécula de almidén, constituyen los centros de
adsorcidén. . "

Las fracciones de. amilopectina parecen-tomar cantidades de
yodo muy pequefas, por absorcidén o adsorcidén, pero las de amiio-
sa las toman considerablemente creyéndose qgque las ligeras difc-
rencias-que pudieran encontrarse en sus moléculas no afectan: el
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porcentaje’de yodo que pueda unirse para formar el comrplojo.

Para explicar la teoria del mecanismo de esia reaccién French
y Rundle establecieron que la alfa-dexirina de Schardinger es una
molécula en forma de anille (14 2 de didmetro); contiene & glu-
copiranosas mutuamente unidas por ligaduras 1-4 y dos efes d.-
simetrica. En la forma cristalina, las moléculas de yodo s> colo-
can dentro de los anillos de dextrina con su eje principal a lo la:-
go de los dos de é&sta. El dicroismo que pPresenta la dextrina, estd:
de acuerdo con esta estructura; el dicroismo indica gque los cj o
rrincipales de laz moléculas de yodo y las moléculas de almiddn
son paralelos. En el caso de las configuraciones helicoidales suge-
ridas para la molécula de almiddén, los aies de la de yodo se colo-
can paralelamente o coincidiendo con los de aguél, origindndose
la coloracidén al situarse el yodo de manera andloga a como acon-
tece en los anillos de las dextrinas de Schardinger. Secree que la
coloracién azul formada por la amilosa vy el yodo. se produce por-
que las cadenas extendidas tienden a formar su configuracién al-
rededor de la molécula de yodo; al calentar, se provoca una dis-
torcién que elimina la orientacién del yodo y desaparece el golor.

El aldehido férmico y otros aldehidos producen una reaccidén
compleja con el almidén: éste pierde su habilidad de tefirse con
vyodo, dependiendo de las concentraciones que de aquél se agre-
guen. El efecto es similar al provocado por enzimos y dcidos v has-
ta se ha creido que se trata de una dextrinizacién hidrolitica;
inconsistente, por el hecho de precipitar con aleohol en la misma
forma que el almidén original. El color puede restaurarse agre-
" gando acetato de amonio para separar del medio el aldehido, con
formacién de hexarnetileno-tetraamina. Algunas veces, cuando las
condiciones de reaccidén (concentracién baja de formaldehido, tem-
-percatura ambiente) no son muy drdasticas, basta diluir bastante con
agua. Otras, la presencia de un dcido facilita la recoloracidén.

Segun Samec y Mever se forma un complejo (tal vez un pro-
ducto de adicién) ampliamente hidratado, de igual magnitud mo-
lecular a la existente antes del tratamiento.

De acuerdo con Classen el almidén tratado con formaldehido
a altas temperaturas forma un compuesto insoluble en agua ca-
liente (esiable atin a 180°) con una constitucidén aparente de unu
molécula de formaldehido por una de almidén.

] mccanismo de la reaccidén se cree cque acontezca de la ma-
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nera siguiente: en el momento inicial, el aldehido se coloca den-
tro de la orientacién original del grdanulo formando un compuzjc
con los oxhidrilos donde la ligadura del hidrégeno es mdas débii
o donde no existe. Cuando prosiguec, la estructura tiende a aumen-
tar de tamaiio por la asociacidén de un nimero suliciente de oxi-
drilos con «©l aldehido v porque, acemds. las moléculas de agun
pueden entrar en el interior de estas orientaciones. Al asociarsc
las cadenas lineares con los grupos aldehidicos disminuye su ca-
racidad de formar contiguraciones helicoidales alrededor de las
moléculas de vodo y simulidneamente, la intensidad de su colora-
zidén con éste.

La aplicacidon de este comportamiento del almiddon con el alde-
hido {érmico ha dado lugar a muchas patentes (Classen: almidén
antiséptico para la ropa de cirugia; Blumer: adhesivos solubles <
insolubles en agua; pldsticos, etc.).

s

La mayoria de los trabajos efectuados para deducir la estruc-
tura del almidén se han basado en la metilacién de los oxhidrilos
libres, con sulfato o yoduro de metilo, seguida de una hidrélisis.
En cualquiera de los 6 &tomos de la glucosa en que estos grupos
no se encuentren se supone el apoyo de la ligadura entre las mo-
téculas de aquélla o el carbdén gue toma parte en la formaciéon
del anillo.

Irvine, al obtener 2-3-6-trimetilglucosa sugirid glucosas uni-
das por ligaduras 1-5 en la forma de anillos de furanosa (hemi-
zcetal entre los carbones 1-4). Haworth cree que la glucosa existe
rredominantemente en la forma de glucopiranosa {puente de ouxi-
geno entre los carbones 1-5) v gue las ligaduras unitarias se si-
than en posicién 1-4. Se cree que la forma cristalina ordinaria de
la glucosa es la alla-d-glucopiranosa. Al extender su técnica al
almiddn, obtuvo los mismos productos gue cuando metild maltosa
(2-3-B-trimetilglucosa y 2:3-4-B-tetrametiiglucosa) en la proporcié:
de' mds de 90 vy de 4 a 5% respectivamente; sugiriendo que las uni-
dades de glucosa en el almiddén se unen como en la maltosa; e
decir. entre los carbones 1-4 v cque ¢l 4 a 5% de ellas forman les
grumnos {irnales no rodactores.
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La fraccién A forma 2-3-4-6-tetrametilglucosa; la B 2-3-B-tri-
rmetilglucosa. Dedujo, entonces, que por cada 20-25 glucopiranosas
(B) hay una del tipo A y que la longitud minima de la cader:a
es de aproximadamente 24 a 30 glucosas con un peso molecuics
de alrededor de 5,000. Tal estructura, tdcitamente aceptada couain
linear, no concuerda con el débil poder reductor del-almidén; con
e: tamafico aparentemente enorme de la molécula como lo demues
tra su viscosidad, presién osmética y sedimentacién; con el efec-
to del ataque enzimdtico. El mismo Haworth indicé que las cads-
nas unitarias se agregaban dentro de otra unidad de magniiud
mayor interfiriendo el poder reductor de las aldosas terminales y
cque las dextirinas, producto de la hidrdlisis enzimdtica, estdn for-
madas por cadenas de 12 glucosas o sean el 40% de una cade-
na de 30 estimada como de longitud bdsica; lo cual concuerdiu
con la observacién de que los enzimos transforman a maltosa,
aproximadamente el 60% del almiddén. .

Los trabajos de Richardson y colaboradores parecen sostener
el punto de vista de que el almiddén se forma por macromoléculc:s,
en lucar de agregados de pequenas moléculas, Cuyo peso es mu-
chas veces mayor que el de la cadena unitaria postulada por
Haworth. Segun aquél, la longitud de la cadena es de 1,000 uni-
dades de glucopiranosas.

Staudinger estima correctd la mc:grutud moleculcxr propuésta
por Richardson y encuentrac por determinaciones de viscosidad .y
de presién osmdtica 1,500 unidades de glucosa vy también supone'-
la existencia de macromoléculas proponiendo una estructura si-
métricamente ramificada (Fig: VII). .

CH,-OH CH,~OH .
A f20)= O -
CH2-OH

H
veiee- O

A --¢2z0}....O
(»]
Fig. VII . CH2 -0
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Las unidades A producen 2-3-4-6-tetrametilglucosa.

Las unidades B producen 2-3-6-trimetilglucosa.

Las unidades C producen 2-3-dimetilglucosa.

Las unidades D producen 2-6-dimetilglucosa.

Esta {érmula reune las ideas de Haworth y Richardson. Si la
" ramificacién existe a través de las ligaduras de las valencias pri-
marias, la estructura puede contener 1,000 & mds unidades de glu-
copiranosas y formar la proporcién de tetra a trimetilglucosa en-
contrada por Haworth; es decir, se maniendria la relacién 1:23 Jde
unidades A terminales a B intermedias. La ramificacién anotania
es por medio de ligaduras glucosidicas y si es simétrica a través
del carbén 6 por un lado de la cadena (unidad C) v por el 3 en
el otro (unidad D) se obtienen ciertas cantidades de 2-3 y 2-6-di-
metilglucosa.

Se cree que la combinacién de estas dos estructuras: amilosa
(Fig. V1) y amilopectina (Fig. VII), sea la major idea para repre-
sentar la molécula de almiddén. El maiz. por ejemplo, tendria 30 7%
de la primera v 70% de la segunda; v el maiz glutinoso seria casi
exclusivamente de este tipo.

Fig. VIII
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Todas estas hipdtesis suponen en comiin cierta regularidad ain
para las moléculas ramificadas. Es decir, que su estructura se
repite. Staudinger expresd la opinién de que las cadenas lateraies
de su férmula podrian, a su vez, ramificarse; lo gque desarrolla-
ria una {Srmula con ramificacidén mualtiple, un poco irregular, Jdei
tipo de la propuesta por K. H. Meyer (Fig. VIII).

En todas las {érmulas ramificadas deben distinguirse las cade-
nas finales por contener un grupo final no reductor y las cadenus
interiores por quedar entre dos puntos de ramificacién.

—oQOo—

Sin tomar en cuenta las condiciones que favorecen la eficien-
cia de la reaccién “enzimo-substrato de almidén’, éste puede
sufrir las modificaciones siguientes )
l.—Licuar o solubilizarse sin llegar a una degradacidn total de la

molécula (enzimos amilocldsticos). La licuefaccién se consi-

dera comoe una disgregacién del grdnulo en unidades fisico-
quimicas mds pequenas que permanecen dispersas por mds
tiempo que las del almiddén gelatinizado sin tratamiento. Por
regla general la gelatinizacidén vy licuefaccién se suceden si-
mulidneamente y ésta no se efectiia en extensidén apreciarle,
si antes no se ha modificado, por gelatinizacién, la estruc
tura del grano.

2.—Transformarse por degradacidn, en productos clasificados co-
mo dextrinas con sdlo pequefia formacién de aztcares (amila-
sas dextrinogénicas). La dextrinizacién se interpreta como la
formacién de ciertos compuestos, polimeros del almidén, pero
- menos complejos; los cuales, segin su magnitud, dan con =l

vodo toda una serie de colores entre el azul del almiddén v

‘el incoloro del totalmente hidrolizado.
3.—Hidrolizarse a un alto porcentaje de azicares reductores co-

mo maltosa o dextrosa (amilasas sacarogénicas). Correspon-

- de a la mdxima degradacién que puede tenerse para el aol-
midén.
4 ——Romper su molécula por introduccién de agrupamientos dife-
- rentes de los del agua (fosforilasa).
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S5.—Romper su molécula con un posible reagrupamiento de lcs
unidades formadas (amilasas del Bacilo macerans gue formon
las dextrinas de Schardinger).

Las tres primeras transformaciones son las mds importantes

v su probable mecanismo puede seguirse de acuerdo con la idea

postulada por Karl Myrback. Se basa en las “‘dextrinas limites’ v

su hipdtesis se expresa en la siguientie forma:

1.—Las amilasas sdlo atacan las ligaduras 1-4-alfa-glucosidicas =n
los restos de glucosa unidos entre si como en la {érmula orig:-
nal de Haworth.

2.—La mavyoria de las ligaduras en el almidén son de este tipo;
‘pero a ciertos intervalos se presentan anoinalias que pueden

serlo ligaduras de uno diferente, substitucién de una glucosu
con <&cido fosfdrico, etc.

C.—ias cunilasas tienen poca o.ninguna accidén sobre estas liga-
auras andmalas, o sobre aquéllas gue en cualquier forma
se alejan de la {érmula de Haworth.

4. —Cuando la amilasa actua sobre el almidén, aquellas partes de
la molécula cuya estructura cveoincide con la de Haworth se
sccarifican, pero las porciones vecinas a las anomalias sen

inatacables por los enzimos y constituyen las ““dextrinas li-
mites’.

Accidén de la beta-amilasa.—Descomporie en maltosa todos los
polisacdridos constituidos por restos de glucosa unidos con ligadu-
ras l-d-alfa-glucosidicas. Transforma en tal producto el 60% del
almidén vy el 40% en una “'dextrina limite” de alto peso molecu-
lar conocida como alia-amilodextrina. Se cree gue ésta provenga
we la amilopectina.

El enzimo ataca las cadenas a partir del grupo final no reduc-
tor, dejando libre una maltosa tras otra; es decir, que sacarifica las
cadenas {inales pero cesando su accidén al encontrar la primera
ramificacién. La alfa-amilodextrina representa, por tanto, la parts
rmificada de la molécula de amilopectina. Si de ésta sélo se saca-
ritica el 50% por accién de la beta-amilasa y si la hipdtesis e3
correcta, se concluye que en la amilopectina cerca del 50% de las
glucosas se sitGan en las cadenas f{inales.

La férmula de Staudinger con una cadena principal corta vy

nurcrosas cadenas laterales a ciertos intervalos, pareceria en
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este :casc no estar de acverdo con’ la accidén de la beta-amilasa
Pero si se modificara para suponer una cadena principal mds larga
-con cadenas laterales mds cortas (10-12 unidades) a mayores in-
tervalos (8-10 unidades) si puede acoplarse la caccién de este en-
zimo. La “'dextrina limite’” seria aproximadamente linear con ca<de-
nas muy cortas (1 é 2 unidades). p

Cualquier férmula irregular del tipo de la'de K.H. Mever esta-
r& de acucrdo con esto, si se supone que en las cadenas {inales
estdn alrededor del 50% de las glucosas. ’ -

Accién de la alla-amikasa.—la. fase: una dextrinizacidn caraz-
terizada por una hidrélisis rdpida de cerca del 17 % de las ligadu-
ras glucosidicas formando productos de bajc peso molecular (me
nos de 3,000) vy sélo una pequefia cantidad de azlGcares fermentes
cibles. El almidén (amilosa y amilopectina) se rompe en estas dex-
trinas. Las de almidén de cebada tiene un peso molecular de 1,4CU
con una longitud promedio de 9 unidades, aunque varia ligeru-
mente de 6 a 13. Alrededor del 50% de ostas dextrinas tienen de
6 a 7. Las de otros almidones se aproximan a esa composicidn.

2a. fase: hidrdélisis mucho mas lenta por un periodo considers-
ble, en el cual se aumentan los azicares (maltosa, glucosal y
se forma la ''dextrina limite’”. Es la sacarificacién post-dextriniza-
~idr. 51 las dexirinas anteriores se trattan con beta-amilasa, todas
las_ fracciones con 6 ¢ 7 unidades se sacarifican total o casi io-
talmente; lo que da lugar a concluir que se trata de sacdridos con-
lenienco sdélo “ligaduras maltosa’” y a considerarlas como “‘dex-
trinas normales’”’. Las fracciones con mds de 8 unidades se sacari-
fican incompletamente, contienen las anomalias de la molécula
de amilopectina (puntos de ramificacién, etc.), vy constituyen ios
“dextrinas andmalas’.

Cuando la alfa-amilasa acttia sobre el almidén ordinario zon-
teniendo 20 a 25% de amilosa, forma de ésta y de las cadenas
firales de amilopectina las “'dextrinas normales’’; es decir, de acque-
llas partes del almiddén que se convierten a maltosa cuando se
tratan con beta-amilasa.

Las “'dextrinas andémalas’, por su parte, se derivan de los na-
cleos fuertemente ramificados de la molécula de amilopectina por
ruptura ce las cadenas interiores, entre los puntos de ramificacidn.
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CAPITULO 111

a.—CARACTERES Y i’Ré)PIEDADES GENERALES DE
LAS AMILASAS

Hay una relacidn estrecha entre las, posibles transformaciones
del almidén, ya indicadas, vy las propiedades de los enzimos que
las provocan. En este caso especial se necesita la referencia a unas
vy otras, por ser bdsicas en las técnicas desarrolladas para valo-
rar la actividad de las amilasas que se cree ocupen todas las
plantas superiores ¥y los animales en sus procesos fisiolégicos. '

Lo enzimos se definen como biocatalizadores; es decir, como
agentes orgdnicos con propiedades especificas para acelerar o
aln iniciar reacciones sin gue necesanamente tengan que altera:-
se como consecuencia de ello. Se les supone proteinas o agrup=a-
mientos especificos asociados intimamente con proteinas. La no-
menclatura adoptada consta de un prefijo gue indica el substra-
to que atacan y de la terminacidén “asa’” que denota enzimo. De tal
modo, los que degradan almidén se conocen como “amilasas”.

Su importancia ha ido en aumento a partir del descubrimied:-
to de la 'diastasa’” por Kirchhoff en 1815 vy de los trabajos de Fua
ven y Persoz en 1833 sobre la preparacién de tal “diastasa’”, de
las dextrinas vy sus aplicaciones industriales. Desde 1879 Marcker
postuld la existencia de “'dos fermentos diastdsicos’” en la maltu
o los que Wijsman llamé en 1890 “'dextrinasa’ v "maltasa’” (pro-
ductores de dextrinas y de maltosa) y Kuhn, en 1925, alia vy beta-
amilasas para significar la reformacién de alia y beta maltosa,
respectivamente. Tal denominacién se emplea hasta ahora
sélo que na en el mismo sentido sino para entender por “‘alfa-
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amilasa un enzimo licuefaciente y dextriniticante” y por “beta-
amilasa uno sacarificante”.

Han sido varios los estudios emprendidos sobre las amilasas
vy Walton ha recopilado alrededor de 900 trabajos en el pericuc ae
1798 a 1925 comprendiendo gran diversidad de temas: caracteris-
ticas generales, purificacidn, activacién e inactivacién, tempera-
turas éptimas, efectos de la luz, rayos ultravioleta y Roentgeis;
determinacién de actividad, fuentes de obtencidén, etc. En la actuwu-
lidad investigadores como Kneen, Hads, Sandstedt, Olson, Evans,
Dickson, Hollenbeck, Blish, Landis, etc., representan las ideas del
momento sobre estos asuntos.

Casi simultdneamente con el desarrollo de un conocimiento
mds amplio sobre las amilasas ha ocurrido una gran expansid::
de su empleo no sdélo a las industrias de fermentacidén, tipicas en
el caso, sino a oiras ahora importantes.

Las amilasas se han clasificado bajo dos puntos de vista: «)
basdndose en el tipo de degradacién que efectiian sobre el almii-
dén (licuefaccidn, dextrinificacidédn, sacarificacidn) v b) de acuerdo
con la fuente de la amilasa (obtenida de plantas superiores, de
microorganismos o de animales). La primera, es mds util para pro-
pdsitos industriales y la segunda representa mds valor para el
productor que para el consumidor de amilasas.

- Las propiedades generczles de las amilasas pueden resumir
en las siguientes:
l.—Inactivacién irreversible por altas concentraciones de dcidns

dlcalis v temperaturas de ebullicidn. Las condiciones para la

retencién mdxima (80 a 100%) de la alfa-amilasa con inacti-
vacién de la beia son: presencia de iones calcio, pH relativa-
mente alto' (6-7) vy 70° C. Para la beta con inactivacién de la

alia: ausencia de calcio, pH relativamente bajo (3.0) vy 30° C.
2.—No atraviesan las rmembranas de celofdn.
3.—Soclubles en agua o en soluciones diluidas de etanol.
4.—Precipitables por altas concentraciones (los investigadores wver

rian ligeramente en sus datos) de suifato de amonio o de ela-

nol, en formas que son activas redisueltas en agua. La preci-
pitacién con sulfato de amonio (originalmente empleada por

Osborne en 1895) substituyd a la de etanol por cbjetarse gque

la actividad se plerde progresivamente si el enzimo estd on

contacto con el alcohol por mucho tiempo.
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§5.—Velocidad de reaccién influenciada por varias sales, produ..
tos derivados de las proteinas, lipidos vy otras subsiancias
clasificadas como activadores (aumentan la solubilidad o esta-
bilidad de la amilasa disminuyendo la velocidad con que per-
derfia su actividad; caso de los iones calcio) o inhibidores
(pueden serlo los mismos productos de la actividad amildsica
v. ciertas substancias solubles o insolubles de naturaleza preo-
teica como las del trigo. centeno o sorgo). El dcido ascédrbico
(Purr) activa la beta-amilasa animal e inhibe a las amilasas
de las plantas; la forma oxidada no afecta a la beta, pero
inhibe a la alifa de éstas; asi se explica su inactivacién al
final del periodo de desarrollo.

68.—FEl pH éptimo para la actividad o estabilidad del enzimo de=
pende del tiempo vy de la temperatura de reaccién.

7.—A temperaturas bajas (20-30° C.) la velocidad de reaccidén se
duplica por cada elevacién de 10° C.; pero a altas, el incre-
mento disminuye hasta inadvertirse porque la pérdida de ami-
lasa se equilibra con el aumento en actividad de la restante.
La pérdida de enzimo o ain del poder amilolitico se acenita
por elevaciones posteriores de la temperatura,

8.—No existe una temperatura éptima general. La fijan las condi-
ciones de trabajo. La termoestabilidad difiere con la amilasca.

9.—Existe la estabilidad propia del enzimo y la conferida por las
las substancias del medio.
10.—De las tres funciones de la malta sélo la licuelaccidn parece

deberse a un sdélo componente: el alfa. La dextrinificacién 4
ambos: alfa y beta. La sacarificacidn casi exclusivamente al
beta, con poca influencia del alfa.

. Es muy probable que la beta-amilasa sea una exo-amilasa que
. se asocia a grupos libres finales no reductores de cadenas nor-
males; su Gnica accidén es la ruptura del pentltimo ligamento
de éstas. La alia, una endo-amilasa que se asocia {Gcilmente
a cadenas normales lejos de grupos finales, puntos de rami-
ficacidén u otras anomalias que protegen a los ligamentos ve-
cinos contra la actividad enzimética.

Frederick J. Di Carlo y Sutton Redfern al estudiar el efecto de
algunos inhibidores (ion plata, &cidos nitroso y oxd&lico) so-
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bre las actividades licuefacientes y dextrinificantes de la.alfa-
amilasa del Bacillus subtilis, concluyeron que los dos proce-
sos son funciones del mismo enzimo. Antes, en 1944, Sulton
Redfern y Quick Landis en un estudio comparativo entre la ac-
tividad de las alfa-amilasas de la malta, bacterianas y de
hongos (contrariamente a la idea expresada entonces por
Hollenheck vy Blish) opinaban que existe diferencia al: deto1-
minarlas por las técnicas de licuefacciédn y dextrinificacif:n.
Generalmente, un poder dmilolitico elevado se asocia a vala-
res altos de alla y beta-amilasas pero no necesariamente a

una relacién igual de alfa a beta.
Las propiedades especiales de las amilasas de las diferentos

fuentes, se expresan en el cuadro No. L
Existen, adermds, otros. enzimos con propiedades similares
las amilasas y entre los cuales se tienen:
1 —Amilofosfatasa: se considera licuefactor del almiddén con mu-
cha semejanza a. la alfa-amilasa tanto en propiedades c¢o-
' mo en comportamiento. )
2.—Fosforilasa: su accidén es reversible en contraste con los siste-
mas amiloliticos en general; hidroliza en hexosa fosfato el
almidén o sintetiza un carbohidrato similar de la hexosa 1
fosfato, seguin las condiciones. Se le- encuentra en los tejid.s

canimales. en las semillas de chicharo y en los tubérculos de

papa. De gran importancia fisiolégica en el metabolismo de

los carbohidratos.
3.—~—Amilocitasa: hidroliza la capa externa, resistente, de los gr3i-
nulos de almiddn sin tratamiento, como paso previo a la de-

gradacidn. Se le supone presente en la malta y se cree que
cuando menos en ésta, su accidn no es separada de la alfia-
amilasa. ‘

4 ~——Glucosidasas: se les ha supuesto para explicar el comporia-
miento  de algunas amildsas sobre el almiddn. Entre éstas se

cuentan:
Maltasc: desdobla a la maltosa y acompana a las amilasas!
Alfa-Glucosidasa: importante en la sacarificacién debida <«
las amilasas -de los hongos. Se cree que el aziicar formado
en los ultimos momentos de su ataque se debe a otros enzi-
mos de este tipo; lo mismo se dice de los obtenidos en'la posi-
dextrinizacidn sugiriendo un enzimo capaz de desdoblar Jas
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dextrinas o '‘dextrinasa’, nombre aplicado en un estudio so-
bre la malta de sorgo.

Tal efecto se supone a la alfa-glucosidasa de la levadura co-
mo complementario de la accidén de la beta-amilasa.

S.—Amiloquinasa: activador especifico obtenido de los extractous
de malta por Waldschmidt, Leitz y Purr. Su formacién en el
desarrollo del grano activa a la amilasa presente. No aumen-
ta la acividad de las amilasas purificadas pero parece sepa-
rar los inhibidores en las preparaciones originales de enczi-

mos.
6.—Peroxidasa: enzimo formado por un anillo de hematina con
un &tomo central de fierro. Cataliza la oxidacién de ciertos
compuestos fendlicos por perdxido de hidrédgeno con forma-
cidén de agua y agregando el oxigeno separando, al con:-
puesto orgdmico. Se le encuentra en muchos tejidos animales
v en la mayoria de las plantas superiores. Su contenido en ei
trigo vy la cebada es alto y se aumenta unas tres veces wl
maltear. El maiz v el arroz son bdajos pero se aumentan unas
diez veces. En las plimulas vy radiculas de todos estos granos
se nota una actividad considerable. Notable termoestabilidad.
pH éptimo cercano a 4.6. Su actividad se destruye al secar,

en sdélo un 30%.




AMILASAS

NO CEREALES

MICROBIANAS

ANIMALES

CEREALES

NO GERMINADAS

GERMINADAS

Frijol soya

Papa

Hongos

Bacterias

PancreGticas

Salivares.
Sangufneas,
etc..

{

(Cl
{

En general, acthividad amilolitica baja o carencia casi total.
Microcantidades © hueilas de cla-amilasa. Cantidad variable de beta. Mayor extiac-
&n con papaina.

Cebada

Arroz

Alfa-amilasa: Lictia y dextriniza e! almidén gelatinizado. Forma FOCOs azu-
cares con cumento eventual. Soluble en agua y en soluciones salinas dilui-
das (25-309%, de suliato de amonio la precipitan) o en otlancl de menos de
60%,. Termoestable. pH 5§ 6ptimo para la actividad. pH éptimo para la esta-
bilidad 7. Inactivacidén rapida < pH bajos. Inestable en soluciones diluidas.
Se estabilica cen ion calcio. Entre pH 6-7 ¥y en presencia de calcic la pér-
dida de actividad es baja a 70Y C.

Bota-amilasa: Sdélo actia sobre los granulos de almidén transiormados. Li-
cta y dextriniza deficientementwe. Sacarificacién rdpida e incomrleta (60%, ce
maltosa ¥y 409, de “dextrina Hmite”). Solubilidad similar a la alfa. Precipita-
cién maxima con 25-35%, de suliato de amonic y con etanol de 80%,. Inact-
vacién completa a 65 v 70° C., en 20 y 15 min. pH 4.5 éptimo para la activi-
dad vy 5 pora la estabilidad. Inactivacidn rdapida a pH altes. Mdas estable en
ausencia de calcio. Efecto pronunciade de la papaina al extraer. P.M. de la
{amilase de la mallta calculada por ultra-centritugacién y difusién, 54,000.

Alfa-amilasa: Menos termoestable que la de cebada. Se precipita con etanot
de 507, pero sélo se completa con de 709,. pH 4.43 éptimo para la actividasd
dextr. en el trigo. Otras progiedades similares con variantes por influencia
substancias extrahas. Se supone en el trigo un “activador” o “contra-inhibi-
Hdor” que no precipita cen sullato aménico a ninguna concentracidén y un
“inhibidor” gue precipita junto con la amilasa ol saturar. Su separccién re-
tarda la hidrélisis. E! activador centrarresta el electo del innibideor pero no
acelera el procesco en cusencia de &ste.

Beta-amilasa: Mas

iermoestable que la de cebada.

Alfa-amilasa: Degrada de manera similar a la de cebada hasta las dextrinas
de peso molecular bajo, con maycres valores en la sacarificacién post-dextr.-
nizacidn. Solubilidad. pH éptime para la actividad y termoestabilidad, com-
varables a la de cebada.

/Alkx-cxmilcxscr: Pequefias cantidades.
| Beta-amilasa: Similar a cereales. Mds termoestable.

{ Amilasa similar a la beta.

Aspergillus. Mucor. Penicillium. Rhizopus.

Nispergilluis oryzae: alia-amilasa: actividad similar a la de malta con saca-
rilicacidén post-dextrinilizacién r&apida y a veces elevada. Solubilidad en eta-
nol y en solucicnes salinas, también parecidas. Estabilizacién con iones cal-
cio. Inactivacién r&pida a 70° C. pH 5 éptimo para la actividad. Por licuefac-
cidn, su gctividad mdxima se mide enire 15 ¥y 50% de abatimiento en la
viscosidad.

El producto mds conocido es la “Takadiastasa’.

Grupo del Bacillus substilis.

Bacillus na: alf licia ¥ dextrinitica con bajo poder de sacarifi-
—acién pero se cree pueden obtenerse preparcaciones con potenciales de saca-
rificacién mayores de los comunes para la alia. Es tipica la formacién de
|dextrincs de Schardinger. Sclubilidad similar a las otras. Muy termoestables
l(:e inactivan poco arriba de 70° C.); pH 7 éptimo para la actividad.

[Del tipo alta.—Llictan y dertrinizan con sacarificacién baja. Muy sensibles a
las sales neutras necesiténdolas para extraerse mejor. Precipitaciones salinas
{y con etanol, similares g las otras. El ien calcio obra como estabilizante. Ter-
moestabilidad baja parecida a la de hongos. Se ha indicado para la de ¢erde
lun peso molecular de 45.000.

{ Similares g la gnterior.

OBTENCION ¢
[ Las plantas superiores al madurar depositan en sus érga:
nos de reserva carbohidratos comp{eios Y protex.nas en
asociacién estrecha con la beta-amilasa.: Extraccién cen
papaina y precipitacién aleohdlica. :

Al germinar se favorece la formacién de la alfa-amilasa y
el desarrollo de la beta en los granos que ya la contenfan.
Exiraccién y purificacién de acuerdo con sus propiedades.

Seleccién de especies segin su potencia. Desarrollo sobre
medios sélidos o semisdlidos (cocimiento de partes igu_ales
de salvadeo de trigo ¥ agua) a« pH 4 para evitar contaminea-
ciones bacterianas y a 30-35° C. con aereacién. Empleo_tal
cual o extrayendo, precipitando con alcohol y secando. For-
macién mdéaxima en 2-3 dias antes de esporulacién abun-

dante.

Seleccién del cultivo. Medios liquides con pH casi neutro,
altos en nitrégeno y bajos en carbohidratos. Desarrollos
a 30° C., con agereacién regular. Pueden emplearse harinas
de soya o cacahuate previamente hidrolizadas. Empleo tal
cual o separando la especie por centrifugacién antes de
precipitar la amilasa.

De las gléandulas pancredtlicas del ganado (generalmente
cerdos o caballos) secando al vacio y sepdrando la grasa.
Se purifican por extraccién y precipitacidén con sales neu-
tras ocupando fostato de sodio, almidén, dzucar o harina
de trigo, como vehicule del concentrado.




b.—METODOS PARA DETERMINAR LAS ACTIVIDADES ALFA.
BETA-AMILASICAS Y PODEE LICUEFACIENTE

Una de las caracteristicas principales de cualgquier técniczzs
analitica debe ser su especilicidad para la determinacién que se
intenta.

Sumner y Northrop han establecido que si los enzimos son
entidades quimicas con moléculas de naturaleza proteica, princi-
palmente, su “unidad” quedaria representada por una molécula
al estado de pureza (alrededor de 35,000 g.); o en todo case, pur
una micromolécula. Las dilicultades obvias para que asi{ pudiera
ser, originé, desde hace tiempo, el empleo de métodos que midesn
la actividad enzimdtica bajo unidades sujetas a un conjunto de
condiciones que determinan el valor de las relaciones encontra-
cas. s asi como se han desarrollado una serie de métodos en los
que varian: la temperatura. segin conveniencias particulares; la
conceniracién de enzimo, para lograr un dgjuste en el tiempo; In
del substrato, con el mismo objelo o para obtener caracteristicons
diferentes del punto f{inal segun obliguen las circunstancias espe-
ciales de trabajo vy de alli que las “unidades’” se¢ delinan segun
las peculiaridades de cada técnica, pero sin descuidar la condicidn
en principioc anotada.

Las alfa y beta-amilasas se encuentran en ese caso y la expre-
sién de sus respectivas “unidades” gquedardm indicadas en la se-
ric de métodos descritos a continuacién:

1.—Determinacién del poder sacarificante.——Meétodo de Lini-
ner.—{4).—FEl principio original se basa en la proporcionalidad di-
recta, con respecto a la dilucidén, de dos preparaciones que-en igual
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tiempo producen transformaciones idénticas; lo que harfa claziit
carlo en una categoria de “equivalencia por superposicién’.

La “escala Lintner asigna un valor diastasico de 100 a la mal:

ta que con sdélo 0.005 g. (equivalente a 0.1 ml. de un extracto i

L% ) reduce 5 ml. de solucién de Fehling al actuar sobre almidén

solubleo «l 2% a 21? C. durante 1 hora”.

Reocotives: solucién de almidén soluble al 2°%. El almidén se
prépara segin la especificacién de Lintner: mezclar almidén oo
papa de pureza elevada con HCl al 7.5% vy dejar en reposo p:.r
6 diag a 17-20° C. Separar el exceso de dcido por lavados y newu-
tralizar el remanente con pequena adicién de NaHCO,. Lavur
otra vez y secar en corriente de aire caliente. Solucién de Fehling.

Técnica: Extraer 25 g. de la muestra finamente molida ccn
500 ml. de agua a temperatura ambiente por 5 horas. Filtrar.

En 10 tubos de ensaye colocar 10 ml. de la solucién de almiddéa
a cada uno. Agregarles, respectivamente, 0.1 a 1.0 ml. del extract>
filtrado y agitar. Colocarlos en bano de agua a 21°C. durante i
hora. Adicionarles, al {inal, 5 ml. de la solucién de Fehling y lle-
varlos @ un bafioc de agua hirviendo por 10 minutos. Después de
que los precipitados sedimenten, escoger 2 tubos: aquél en que
hubo reduccién completa del cobre y el inmediato anterior (pre
sencia o ausencia de color azul o usar ferrocianuro como indico-
dor): la cantidad de malta necesaria se estima entre los dos.

10
A

A, ml. del extracto de malta al 5% necesarios para la determinu-

= ©Lintner

cidén.

Se debe corregir la reduccidén debida al almidén (5 ml. de
solucién de Fehling, 10 de almidédén y 10 de agua. Calentar a ebu-
llicién. Medir los ml. necesarios para desaparicién de color. Cal-
cular en la forma anterior y restar del valor previamente enco.a-
trado).

Lintner empled esta técnica para determinar la actividad de
‘las “preraraciones diastdsicas’” sélo .que expresadas en términos
de "una diastasa’” de la que necesitaba 0.12 mg. para formar les
azicares suficientes para reducir 5 ml. de Fehling.. Se prepara una
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“disolucién valorada de la muestra, se procede comeo antes y e
calcula por la férmula:

0.12 X 100

—_—— L T = °Lintner (“escala diastasica’™)

A. mg. del enzimo (de acuerdo con la disolucién) necesarios para

la determinacidn. ) .
2.—Determinacién de]l “‘poder diastasico” de la malta. Anie-

rican Society of Brewing Chemists y Associationn of Qfficial Agri-

cultural Chemists. (1)
Da valores sobre la escala Lintner a 20°C. y 30 min. de reac-

cidn, pudiendo tomarse como una modificacién del anterior.

Reactivos:
a).—Solucién buffer de acetato: 68 g. de CH,.COONa.3H.O

en 500 ml. de CH, COOH N. y completar con agua a 1 litro.
b).—Solucién de Fehling. Modificacién de Soxhlet.
c.—Solucién alcalina de K,Fe(CN)« 0.05 N.
d).—Solucidén de Na.S.O, 0.05 N.A

. e).—Solucidén de dcido acético: 200 ml. CH, COOH, 70 g. KCi
vy 20 g. de ZnSO,7H.0 por litro.

{).—Solucién de yoduro de poiasio: al 50% -+ 1 gota de NaOH
(1 + 1) por cada 100 ml.
g).—Solucién de almiddén soluble: 2 g. secos en 100 ml.—Sus-

render en agua fria y verter en agua hirviendo con agitacidén
constante y sin cesar la ebullcién.—Hervir 2 min. mds; agregar
agua destilada, transvasar a un matraz aforado, enfriar a 20°C.,
agregar el tampdén (2 ml. por cada 100) y aforar.
Especificaciones del almidén: solubilidad en agua caliente
1:50 Dextrinas o reductores menos de 0.75% .—Humedad 10-12%
pH de la solucidén iresca, sin tamponar, 4.5-5.5.—Se pueden em-
plear almidones que no originen desviaciones mayores de 5°L.

respecto de éste.

+ Técmica: Extraer 25 g. de la muestra molida con 500 ml. agua
durante 2.5 hs. a 20°C. agitando cada 20 min..—Filtrar (papel CS
vy S No. 588 de 30-32 cm.), regresando los primeros 50 ml. y recc-
giendo lo filirado hasta 3 hs. después de iniciada la exiraccién.,
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Diluir 20 a 100 ml. del extracto anterior; 10 ml. de la dilucién

en un matraz aforado de 250 se llevan a 20° C.—Agregar 200 ml.

de la solucién de almidén y mantener la temperatura a 20°C. por

30 min. contados desde el momento en gque se agregd.—Adicionar
20 ml. de NaOH 0.5 N. vy aloras.
El poder reductor se calcula:

a).—Con solucién de Fehling.—Hervir 10 ml. v 10 de agua ea

un Erlenmeyer de 200.—Agregar la solucién de almiddn

transformado necesaria para titular (lectura A).—Titular

un testigo en la misma forma excepto que la NaOH 0.5 N.

se agrega al extracto antes del almidén (lectura B).—

Aplicar la férmula:

5000 X B

= °Linter (base humeda)

°L. (base humeda) X 100 b )
(IDO - C/Q humedcd) == ininer ase seca

°l,. X 4 = Maltosa equivalente (M. E.) (“gramos de substan-

cias reductoras expresadas como maltosa v producidas por 100 g.
de malta en 145 hora sobre almidén soluble a 20°C. y bajo las con-

diciones dque se especifican’).
b).—Con solucién de ferricianuro de potasio.—Se procede
como en la técnica 1l-b. en la parte correspondiente.—Fdérmula:
°Lintner (base htimeda) = (B -~ A) X 23

B, ml. de Na.S.O; 0.05 N. empleados en la titulacién testigo.

A, ml. de Na.S.O, 0.05 N. empleados en la determinacidén.

3.—Determinacién de los “poderes diast&ticos relativos’ de la mal-
ta.——F. C. Silbernagel.—(19).

Es una técnica que pretende preservar la escala Lintner vy
relacionar con el efecto licuefaciente de la malta sobre el almi-

dén de papa gelatinizado, durante 30 min. a 21° C.
Emplea extraccién al 5% durante 2 hs. a temperatura am-
biente. Almiddén de papa gelatinizado al 2%, tamponado a pli
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4.8 con acetato de Walpole vy NaOH 0.1 N. para inactivar al con-
cluirse los 30 min. de reaccidn.

Se determina por el voliimen (y) de la solucidén de almidén
transiormado, necesario para reducir completamente el cobre de
2 ml. de solucién de Fehling en las mismas condiciones que purea
el método de Lintner.

Calcula de acuerdo con la {érmula de Ling (Allen’'s Commer-
cial Analysis; v-1 p. 137) basada en la escala Lintner vy la cuai,
con las modilicaciones precisas para adaptarla a las concentra-
ciones empleadas se expresa del modo siguiente:

800

Y

4 —Modificacién gravimétrica del método de Lintner.—Svykes
v Mitchell..—(4)

“"Poder diasidiico’” =

Se tratan 100 ml. de almiddn soluble al 2% con 1 de extracto
de malta al 5% a 21°C. por 1 hora.— Se agregan 50 ml. de solu-
cién de Fehling vy se calienta en bafo de agua hirviendo duran-
te 7 min.—El peso de cobre reducido entire 0.438 (g. de cobre en

50 ml. de Fehling) vy multiplicado por 100 da el "poder diast&tico”
en grados Lintner. :

5 —Modificacidn polarimétrica del método de Lintner.— Gore

4).

Solucién de almidén soluble al 2% .—Extracto al 5%.

Se determina la polarizacién (°V.) de la siguiente mezcla: 50
ml. de almiddn, 0.5 ml. de amoniaco v 0.5 de la preparacién de
enzimo en tubo de 40 cm. a 21°C.

Se dejan reaccionar a 21°C. 100 ml. de almiddn vy 1 de la pre-
poracién de enzimo durante un tiempo tal que la polarizacién no
disminuya en mds de 3°V.-—Se toma una fraccién de 50 ml.; se
agregan 0.5 ml. de amonicaco vy se polariza después de 25 min.
(°V'.).—Se aplica la férmula:

100 (°V — °V")

2.18 t

°Lintner ==

t, ticmpo (medido en horas) necesdario para obtener el. valor

(°V — °V’). 2.18, valor de polarizacién en 1 hora cuandn se em-
plea urna malta de 100°L.



6.—Determinacién del “poder sacarificante” de la amilasa de
la malta.—Adaptacién del método de Hagedorn y Jensen.— H.
C. Gore y H. K. Steele. (5).

El micrométodo de Hagedorn y Jensen se indicd para la de-
terminacién de azticar en la sangre.—
Se basa en la reduccién del ferricianuro.

Reactivos: soluciédn buffer, acetato Walpole, pH 4.6 (102 ml.
CH,. COOH N. v 98 ml. de CH, COONa N. por liiro).—Soclucicnes
0.4 N. de NaOH y hCl.-—Soluciones 0.05 N. de K Fe(CN)t v
Na.S. 04—

Soluciones: de dcido acético (200 ml. de CH, COOH glacial,
70 g. de KC1 v 20 g. de ZnS0O,.7H.,O por litro).—De K1 (50 g. por
100 ml. mdéas 1 gota de NaOH) —Indicador de almidén (al 1% en
solucién salina al 30%).

Extraccién acuosa al 5% por 1.5 hs. a temperatura ambiente.
Dilucién 1:10.—Solucién de almidén soluble: calentar a cerca de
ebullicidén 750 ml. de agua destilada; agregar 22 g. de almiddén
soluble Lintner.—Enfriar, agregar 50 ml. de solucién buffer vy di-
luir a 1 litro a temperatura ambiente.

Téenica: agregar a 10 ml. del extracto diluido «a 20°C., 100 de
la solucidn de almiddén a la misma temperatura, la cual se man-
tiene por 30 min. desde el principio de esta adicién.—Suspender
la actividad con 20 ml. de NaOH 0.4 N. v neutralizar con 20 de
HC1 0.4 N., aforando posteriormente a 200.

A 25 ml. de esta solucidén agregar 50 del ferricianuro; calen-
tar en bafio de agua hirviendo por 15 min.——Enfriar a temperatu-
ra ambiente, agregar 125 de dcido acético, 5 de voduro y titular
con tiosuliato (lectura A).

La determinacidn testigo se efectiia mezclando 10 ml. de ex-
tracto diluido, 20 de NaOH 0.4 N., 20 de HC1 0.4 N., v 100 de almi-
doén; aforar v determinar el poder reductor de una alicucta de 25
ml. (lectura B).

Cdlculos: °Lintner = 8.092 F.
F = B - A, volumen de ferricianuro 0.05 N. consumido.

La férmula se obtiene de la escala de Lintner para maltasi—-
Seguin Browne:

Q1
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50 ml. de solucién de Fehling = 438 mg. cobre = 493.1 mg. Cuz.O
Por extrapolacién de las tablas de Munson v Walker:

493.1 mg Cu.O = 408.3 mg. de Hidrato de maltosa.

Es decir, las substancias reductoras que principalmente son mal-
tosa, equivalentes en poder reductor a 408.3 mg. de hidrato de
maltosa. se forman en condiciones uniformes por 50 mg. de malia
de 100° L.

Una alicuota de 25 ml. del almidén sacarificado corresponde
a 6.25 mg. de muestra que si fuera de 100°L. ¥y actuara sobre al-
middén en condiciones normales a 21°C. produciria 51.04 mg. de
reduciores por hora.

Se estima que el aumento de actividad Lintner por 1°C. es
aproximadamente de 8%.

Por lo tanto a 20°C. en vez de 21°C. sdlo produciria el 92 7%
del valor anterior o sea 46.96 mg./hora y 23.48 por 30 min.— Al
aceptar la ley de proporcionalidad de Kjeldahl se puede escribir:

100 m
23.48

°Lintner
m. mg de substancias reductoras reconocidas como hidrato de
maltosa.

Experimentalmente se ha encontrado que la relacidén de mg. de
hidrato de maltosa en 25 ml a ferricianuro alecaline 0.05 N. redu-

cido queda expresada por el factor 1.8.—Es decirrm = 1.9 F.
100 m = 100 X 1.8 F
.. °L. = ——————— = 8.092 F.
- 23.48 23.48

7 —Valoracién de maltas para la produccién de alcohol de
trigo.—C. B. Thorne., R. L. Emerson, W. J. Olson, W. H. Peterson.—
(23). 3

En la produccién de alcohol con substratos amildceos la
actividad enzimdtica de una malta es de valor informativo pero
no dccisivo para su estimacidn completa, ya que otros factores
indeterminados son también importantes.

Sin embargo, el valor Lintner o bien las actividades alfa y
beta no deben descartarse totalmente.—No todos los trigos con-
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tienen la amilasa suficiente para una autolicueiaccidén integra v
lat cantidad de malia agregada para favorecer el proceso queda
ligada significativamente con sus alla y beta-amilasas cuando se
emplean bajas concentraciones con tiempos grandes en la fermen-

tacidén; o con su alifa-amilasa, facior que en el caso se sugiere
mds importante,

parct concentraciones mds altas vy tiempos mds
cortos.

Lo mejor, serd pues, agregar a estos datos el que se obiengu
por la cantidad de aleohel producide en una fermentacién con
esa malia.

Si se supone que la prdctica industrial tiene 48 hs. como pe-

riodo de {ermentacién, las maltas pueden clasificarse como exce-

lentes, buenas, medianas y pobres. De acuerdo con ésto. se han

indicado como las mejores condiciones una concentracidén de malta
menor del 8% v un tiempo de fermentcacién menor de 72 o aui
48 hs.

Las “actividades amiidsicas” se determinan en °Lintner o en
maltosa equivalente por el método A. A, C. C. (Cereal Laboratory
Methods, 1941) o algdn otro vy las unidades alia v beta por el de
Kneen, Sandstedt y Blish o alguna de sus modificaciones.

Técnica: preparar 7 litros de una suspensidén con 22.25% de
harina, en agua (ecquivalente a 22.25 g. de granos secos por 100
ml. de medio ).—Extraer durante 15 minutos a temperatura am-
biente.~—Ajustar el pH a 5.6 con H,S50O, 1 N.-—Calenlar por 1 hora
en baiio de agua hirviendo con agitacidén continua y eniriar re-
poniendo rdapidamente las pérdidas por evaporaciédn.—Esterilizar
en autoclave a 15 1b./pulg.?, alicuotas de 600 ml. en matraces de
1 litro agregadas de 5 gotas de Vegifat ¥ para evitar espuma.

(En los experimentos efectuados por los autores se siguid es-
te precedimiento. excepto que al trigo de invierno se le agregd
desde un principio 1% de malta, a fin de comvpletar la licuefac-
cién.—El de primavera contuvo suficiente amilasa para provo-
carla).

Para sacarificar el medio, eniriar los matraces rasta 65° C. v
agregar a cada uno la cantidad deseada de malia ({inamente mo-
lida v en suspensidén al 10%): agitar vigorosamente vy enfriar en
el chorro del agua.—Ajustar el pH a 4.8 con H.SO, y agregar 10
ml. de la suspensidén de levadura (esirias de una cepa de Saccha-
romvyces ccrevisae de la planta Lawrenceburg de Joseph E. Sea-
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gram cond Sons, resembrada de agar a un tubo con 10 ml. de un
medio conteniendo: 3% de exiracto de tallitos de malta v 5% de
glucesa, con desarrollo de 24 hs. a 30°C.—Del tubo, pasar a 200
ml. del mismo medio y desarrollar 24 hs. a 30°C.; centrifugar al
cabo de este tlempo y suspender el sedimento en 20 ml. de agua
de los cuales lU sirven para inocular un matraz).-——Diluir a 750
ml. para tener un equivalente de 17.8 g. de trigo por 100 ml—To-
mar alicuotas de 350 ml. vy colocarlas en un Erlenmeyer de 500 con
.un d_z_epurador'(un tubo de wvidrio unido a un tubo de ensave d=
20 cm. con 3/4 partes lleno de agua) a fin de recuperar el alcohol
arrastrado” por el desprendimiento de bidéxido de carbono.—Incu-
bar a 30°C. por €l tiempo necesaric, agitando de vez en cuando.

Al término del periodo de fermentacién diluir los contenidos
de cada matraz a 500 ml. con el agua del depurador y algo mds
si se necesita.—Tomar una alicuota de 200 vy destilar alrededor de
95 ml.; completar a 100 con agua y determinar el contenido alco-
hdlico en una balanza de Westphal por medio de una curva ob-
tenida con soluciones conocidas o empleande tablas va calcu-
ladas. ’

Los valores se indican como galones (proof) de alcohol etilico
por 100 lbs. de granos secos. Los resuliados de los experimentos
duplicados checan, normalmente, con diferencias de 0.05 galones
(proof} de alcohol por 100 lbs. de granos secos.

Se toma como relacidén para valorar las fermentaciones, ei
Qato de 10 galones (proof) de alcoho! por 100 lbs. de granos secos.

8.—Método de Wohlgemuth.—(3, 4, 13). Mide la dextrinizacién
producto de la accidén combinada de las alla vy beta-amilasas v no
representa una medida real de la beta.

.. Se aprecia por la desaparicidén del color azul con yodo, des-
pués de agregar el enzimo al almiddén soluble vy se basa en la
regla de Osterhout o ''de tiempo vy concentracién inversas” (el
tiempo requerido para producir un grado determinado de conver:
sién es inversamente proporcional, dentro de ciertos limites. a la
concentracidén del enzimo).

Se expresa como el “"nimero de ml. de una solucién de almi-
dén soluble al 1% gue pueden convertirse por 1 ml. 6 1 g. de la
preparacién de enzimo en 30 min. a 40°° C*.

Se determina tratondo fracciones de 5 ml. de solucién de almi-
dén Lininer al 1% con cantidades variables (ml.) de la preparacién
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de enzimo a 40° C. por 30 min. Diluir hasta un mismo volumen y
agregarles 1 gota de solucién 0.1 N. de yodo seleccionando el tubo
en gue no se obtiene coloracidén azul, como el gque satisface los
requisitos del método.

9.—-Determinacidén de las amilasas de la malta por los méte-
dos de Nebraska (recopilados, modificados y comentados por Eric
IIneen). (11).

a.—Determinacién de la actividad alfa-amil&sica.—Sandstedt-
Kneen - Blish. con liegras modificaciones. (11-a).

Preparacién delextracto de malta.

Extraer 5 g. de malta finamente molida con 100 ml. de agua
destilada por 1 hora a 30° C., mezclando por rotacién cada quin-
ce minutos; centrifugar el extracto por 5 minutos y filtrar por al-
goddén. Tomar 10 ml del filtrado y diluir a 100 con soluciédn de
CaCl, al 0.2%. Antes de proceder a determinar la actividad, colo-
car el matraz con el extracto diluide en un bafic a 30° C. para
llevarlo a la temperatura de reaccidén.

Cuando no sea posible centrifugar dejar gque la harina sedi-
mente antes de gue finalice el tiempo de extraccidn y filtrar, decan-
tando, por papel Whatman No. 4 en un embudo de 60°. El extrac-
to sulficiente parca la determinacién se tiene en menos de 5 minu-
tos. Las primeras gotas del filtrado se desechan.

Reactivos:

Solucidén original de yodo: diluir con agua a 250 ml. 5.5 g.
de yodo en cristales v 11 g. de yoduro de potasio. Guardar en
frasco oscuro y renovar cada mes.

Solucién de yodo (A) (para standard): diluir con agua a 200
ml. 15 ml. de la solucién coriginal de yode v 8 g. de yoduro de po-
tasio. Guardar en frasco oscuro vy renovar cada semanda.

Solucién diluida de yodo (B): diluir con agua a 500 ml. 2 mi.
de la solucidén original de yodo y 20 g. de yoduro de potasio. Al
efectuar las comparaciones, esta solucién deberd estar a la tem-
peratura de reaccidén (30° C.). X

Solucién de Dextrina: diluir con agua a 1,000 ml. 0.6 g. de
dextrina “"Reactivo” Merck (12% de humedad); es decir, 0.528 g.
de dextrinra seca. Preparar una susrensidén de dextrina vy transva-
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sar cuantitativamente en agua hirviendo. Eniriar y aforar satu-
rando con toluol. Guardar en refrigerador. Esta solucidn puede
conservarse casi indefinidamente pero conviene renovarla cada
mes © menos.

Solucién buffer: diluir con agua a 1,000 ml. 120 de dacido acé-
tico glacial vy 164 g. de acetato de sodio anhidro.

Substrato tamponado de dextrina (alfa-amilodextrina): pre-
parar una suspensidn de 10 g. (peso seco) de almiddn soluble
Merck (especificacién Lintner y especial para determinaciones de
actividad amilasica) vy verter lentamente en agua hirviendo, agi-
tando por 1 & 2 minutos. Eniriar v agregar 25 ml. de solucién buf-
fer vy 250 mg. de beta-amilasa “especial”’ (generalmente los 0.250
g. de beta-amilasa se disuelven en una poca de agua y se trans-
vasan cuantitativamente al almidén). Aforar a 500 ml. saturando
con toluol y conservar a 30° C., por no menos de 24 ni mdas de
72 horas.

Nota: la cantidad de beta-amilasa se agrega calculada sobre
la base de 50 mg. de una preparacién con actividad de 2,000°L.,
por 100 ml de substrato final. Si se emplea una preparacién de
beta-amilasa de mayor o menor actividad, puede hacerse un
ajuste apropiado de la cantidad necesaria. Se observardan las
maycres precauciones para que la preparacidén de beta-amilasa
sea como lo especifica el Comité de Valoracién de Maitas. Al au-
mentar la proporcidén. no deberdn variar en mdéas de 5% los tiem-
pos de dextrinizacién de un extracto de malta standard cuando
se comparen los substratos de uno a tres dias. En otras pala-
bras, un substrato preparado con doble adicidén de la cantidad
de beta-amilasa indicada, no debe desviarse mds del 5% de
acquél gue se prepard con S50 mg. de beta-amilasa de 2,000 °L.,
por 100 ml. de volumen.

Técinca:

Preparacién del standard: medir con pipeta 5 ml. de la solu-
cién de yocdo (A) y verter en un tubo de comparacidén (como ta-
les pueden servir los Pyrex de 15 ml. cénicos, para centrifuga; o
también los de ensaye Pyrex de 12.5 x 100 mm.). Agregar 1 ml. de
la solucién de dextrina y homogeneizar. Al efectuar las comparc-
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ciones de color, esta solucién deberd tener la temperaiura de recc-
cidén (3U-C.). El standard debe renovarse diariamente.

Determinacién de la alfa-amilasa: transvasar 20 ml. del subs-

trato tamponado de dextrina a un Erlenmeyer de 50 y llevar a ba-
Ao de agua a 30° C. (puede colocarse en la base del mairaz una
ldmina ae plomo para hacerlo bdajar). Después de unos cuantos
minutos agregar 10 ml. del extracto de malia diluido (con malias
‘"de actividad alta sélo se necesitardn 5 a fin de que el tiempo de
dextrinizacién sea entre los 15 y 80 minutos. En este caso, se ayg:w -
gan al substrato 5 ml. de agua antes de llevarlo a la temperatura
de reaccidén). Para reducir los errores inherentes a la lenta mez-
cla del enzimo con el substrato, se soplard& por la pipeta al des-
alojar el extracto.
: A intervalos apropiados verter aproximadamente 1 ml. de la
mezcla hidrolizante en 5 ml. de la solucién de yodo diluida (B)
contenidos en un tubo de comparacién; homogeneizar y compa-
rar el color con el standard. Estas comparaciones se efectian {&-
cilmente ante una pantalla luminosa de 100 Watts y con bulbo de
“luz del dia’”. Se recuerda que el standard y la solucién diluida
de yodo deberdn estar a la misma temperatura (30° C.), al com-
pararse. Cuando esté préximo el punto final, la adicidén de la mez-
cla reaccionante a la solucidén de yodo deberd hacerse cuidado-
samente valiéndose de una pipeta exacta de 1 ml.

Del tiempo necesario para la dextrinizacidén y el peso de mail-
ia representado por la alicuota de extracto, se calculan las uni-
dades de alfa-amilasa.

“Unidad de alfa-amilasa es el mtiimero de gramos de almiddn
soluble que en presencia de un exceso de beta-amilasa son dextri-
nizados por 1 g. de malta en 1 hora a 30° C”.

Por ejemplo, si 10 ml. del extracto diluide (0.05 g. de malix)
dextrinizan 20 ml. del substrato (0.4 g. de almiddén) cn 20.5 minu-
tos, la actividad alia-amildsica estar& representada por:

0.4 x 60

0.05 = 20.5

Este valor, multiplicado por 100 v dividido entre el contenido
porcentual de materia seca de la malta, dard las unidades de alia-

amilasa sobre base seca.

= 23.4 Unidades de alfa-amilasa (base htimeda)
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" De igual manera, si una alicuota de 5 ml. dié un tiempo de
dextirinizacién de 20.5 minutos, la actividad serd:

0.4 x 60
7 0.025 x 20.5

. b.—Determinacién de la actividad scxcurificcxh_te.—E; Kneen y
R. M. Sar.dstedt. con moditficaciones. (11-b). :

== 46. 8 Unidades de alfa-&amilasa (base humeda).

Preparacién del extracto de malta

De la misma manera gue para la actividad alfa-amildsica
(11l-c): Generalmente se exnplect el mismo extracto para cmbds de-
terminaciones.

Reactivos

Solucién ‘de almiddén al 2% tamponada: preparar una suspen-
sidén con 10 g. (peso seco) de almiddn soluble Merck (especifica-
cién Lintner) en agua destilada y verter en 350-400 ml. de agua
‘hirviendo. agitando fuertemente por uno o dos ‘minutos después
‘de agregado todo el almidén. Enirier vy agregar 25 ml. de la 'sola-
cién buffer v completar con cxgucx a 500 ml. Este almiddén debera
Trenovarse diariamente.

Solucxon de &cido sulfarico (1% en volumen) diluir con agua
a 1,000 ml. 10 de H,SO, concentrado.

-Solucién alcalina 0.1 N. de ferricianuro: 33 g. de K. Fe(CN)J
puro, seco vy 44 g. de Na.CO, anhidro, por litro.

Solucién 0.1 N. de tiosulfato: 24.82 g. de Na.S.O. SH O v 3.8
g de bérax (Na,B,0O;.10H.0) por litro.

.., Mezcla de sal y dacido acético: 200 ml. de CH, COOH glqcxal
.70 g- c.e KCI vy 40 g. de ZnSO 7H.O por litro.

- Solucidér. . combinada de 2% de almiddén soluble v 50% de vo-
duro de potcosio: preparar una suspension con 2 g. (peso seco) de
almiddén scoluble en una pequefa cantidad de agua fria y verter
lentamente en agua hirviendo, con agitacién constante. . Continuar
-calentando y agitando. por unos cuantos minutos; eniricar v agregar
50 g.-de Kl completando con agua a 100 ml. y agregando 1 gota
de szlucidn caturada de NaOH.



Técnicd

Medir con pipeta 20 ml. de la solucién de &lmidén al 2%,
tamponada y verter en un Erlenmeyer de 100-125 colocdndolo en
bano a 30° C. Cuando el contenido ya tenga esta temperatura
agregar 10 ml. (equivalente a 0.05 g. de malta) del extracto diluido.
Con maltas de actividad alta sédlo se agregardn 5 (equivalente a
0.025 g.): en este caso se agregan, ademds, 5 ml. de agua a los
20 de almiddén antes de llevar a la temperatura de reaccidén. Pa-
ra maltas de actividad boia v para extractos de cebada son suli-
cientes los 10 del extracio diluido (las razones son obvias: el gra-
do de conversién del almidén en el periodo que se hace reaccic-
nar no debe exceder al 40% a {in gue se preserve la ley de
proporcionalidad de Kjeldahl). La alicuota de extracto deberd&
desalojarse de una pipeta exacta, soplando. El error que pueda
cometerse es considerablemente menor que el causado por una
lenta introduccién del enzimo.

Permitir que la reaccidén se efectlie por 15 minutos exactos
a 30°C. y agregar con agitacién vigorosa 20 ml. de la solucidn
de dcido sulfarico al 1 % medidos con una pipeta exacta. Inmedia-
tamente después de esto, itranvasar una alicuota de 5 ml. .« un
tubo de ensaye conteniendo 10 de la soclucién alcalina 0.1 N. de
ferricianuro: mezclar y colocar en bafie de agua hirviendo por
20 minutos exactos (pueden emplearse tubos Pyrex, con labio, de
25 x 200 mm.).

Al terminarse les 20 minutos entriar el tubo en una corriente
de agua friax (2 a 4 minutos) vy ya frio transvasar su contenido «
un matraz (Erlenmever de 125). Agregar 25 ml. de la solucidén de
sal y dcido acético al tubo de ensaye vy vaciarlos en el matraz,
mezclando el contenido (al introducir la solucién de mezcla en
el tubo se deja escurrir por sus paredes para arrastrar el resto de
ferricianuro). Agregar ahora 1 ml. de la solucién de almiddén y
yoduro de potasio:; mezclar v titular con la solucién 0.1 N. de tio-
sulfato.

Hacer una determinacién testigo adicionando 20 ml. de la so-
lucién de dcido sulitrico al 1% a 20 del almidén seguida de una
alicuota del extracto de malta (10 & 5 ml. del diluido segtn el ca-
so). 5 ml. de esta solucidén se cdlientan con ferricianuro y se con-
tintia como antes.
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De la titulacién testigo restar la encontradd ptra la recceidn
con malta a fin de encontrar los ml. de ferricianuro 0.1 N. redu-
cido. Empleando la tabla No. I de Kneen y Sandstedt o md&s conve-
- nientemente una grd&fica preparada para el objeto, calcular los
mg. de maliosa equivalentes al ferricianuro reducido. Multiplicar
este dato por 10 para dar la cantidad de maltosa en el totai de la
mezcla reaccionante.

“La actividad sacarificante en unidades K-S se define como
el ntimero de gramos de almiddén soluble convertidos o maltoss
por 1 g. de malta. en 1 hora a 30° C.”

El nimero de mg. de maltosa producidos durante la reaccidén,
multiplicados por 0.95 (para convertir a almidén) dividideo entre
1,000 (conversién a gramos) multiplicado por 4 (60/15 para dar el
valor hora) y dividido entre el peso de malia empleado (g. en la

alicuota). da el valor unitario.
Ejemplo: si la titulacidn testigo menos la titulacién de la reac-

cién dié una lectura de 4 ml. de ferricianuro reducide por 10 del
extracto dilufdo (0.05 g. de malia) la actividad sacarificante serd:

118.3 x 0.95 x B0 X
= 8.99 Unidades K-S (base humeda)
1,000 x 0.05 x 15
Este valor, multiplicado por 100 y dividido entre el contenido
porcentual de materia séca de la malta, dard las unidades sobre

base seca.
c.—Determinacién de la actividad beta-amil&asica.-—E. Kneon
v R. M. Sandstedt. {(11-b).

“La umidad de beta-amilasa se define como el niimero de gra-
mos de almiddén soluble convertidos a maltesa por la beta-umxlc:-
sa de 1 g. de malta, enr 1 hora a 30°C.”

las alfa y beta-amilasas tienen propiedades cxdlnvcts de saca-
rificacién y la actividad sacarificante de la alfa puede calcularsc
con facilidad (en funcién de su actividad dextrinizante segtin el
méteada descrito) para determinar la actividad beta-sacarogénica
absoluta. Se procede de la manera siguiente:

l.—Determinar los minutos requeridos para la dextrinizacidén
por la alfa-amilasa de acuerdo con el método de Sandstedt, Kneen

v Blish,
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2.—Encontrar el total de miligramos de maltosa producides en
15 minutos (de cacuerdo con la técncia 11-b) tomando la precau-
cidn de gque la concentiracidn de malta usada no hidrolice al al-
midén en cantidad mayor del 409% (los datos varian de 0.01 g.
para maltas de actividad elevada, a 0.05 para las bajas).

3.~—Calcular en minutos reciprocos, el tiempo de dextirinizu-
cién para la cantidad de alia-amilasa presente en la muesira de
malta empleada para sacarificar. Este valor se obtiene mullipl.
cando el reciproco del tiempo (en minutos) en conirado en la deter-
minacidén de la alia-amilasa,’ por el factor: :

Malta equivalente empleada - para sacarificacién (g).

Maltcx equivalente empleada para alia-dextrinizacién (g).

Si la actividad alfa se regisira en unidades de Sandstedt,
Kneen vy Blish, los minutos reciprocos deseados para la cantidad
de alfa-amilasa gque acttia en la sacaraficacién, pueden obtenerse
multiplicando tales unidades por el factor:

Malta equivclénte empleada para sacarificacion (g).
0.4 x 60 - :

4.—Usando la tabla No. 1l gque relaciona las actividades saca-
‘rogénicas y dextrinogénicas de la alfa-amilasa, encontrar la mal-
tosa que corresponde al valor de los minutos reciprocos para la
alia-amilasa que toma parte en la sacarificacidén. Restar esta cifra
del total de miligramos de maliosa producidos en los 15 minutos
‘de sacarificacién. La diferencia represzenta los miligramos de
1‘.altouc producldos por la beta- lelGSG de la muesira.

5—Las urndcdes de beta-amilasa pueden, entonces, calcular-
se de acuerdo con la deiinicidn.

Ejemplo: los datos necesarios son:

Contenido de materia seca : .. '93.07 %
Tiempo. de clfcx-_d.extrinizcxcién para un egquiva-
lente de 0.05 g. .. . 14 min.

Sacarificacidén por. un egquivalente de 0.03 g.; ferri-
cianuro 0.1' N. reducido por alicuota de 5 ml. (tes-
tigo-titulacidn)

4.26 ml.




-

Cdlculos:

Maltosa producida por equivalente de 0.03 g. (Ta-

bla 1) .. 126.5 mg.
Tiempo de alfa-dextrinizacidn para equivalente
de 0.05g.

0.03 1

X —— == 0.0429 minutos reciprocos.

0.05 14
Maltosa debida a la actividad alia (Tabla II). ... - 13.6 mg.
Maltosa debida a la actividad beta:
126.5 - 13.6 112.9 mg

Almidén convertido a maltosa por la beta-amila-
sa en 15 minutos de sacarificacién:

112.9 x 0.85 = 107.3 mg.

Almiglén convertido en 1 hora:

Peso seco de malta equivalente empléada para la
sacarificacidn:

83.07

x 0.03 = 0.0279
100

Almiddén convertido a maliosa por id beta~amilasa
de 1 g. de malta en 1 hora a 30° C. (unidades
de beta-amilasa).

0.429

— 2 - 1538 ¢.
0.0279 ‘ g

Es decir, la malta tiene una actvididad beta-amildsica de 15.4
unidades. :

Para todo objeto prdctico y dentro de las variedades normeales
de maltas, el valor beta-amildsico puede obtenerse por la {érmula:

Unidades sacari- Unidades alia-amilasa __ Unidades K-3 de
ficantes K-S T 20 -

beta-amilasa
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En el mismo ejemplo:

. Unidades, alfa para 14 minutos v 0.05 g. e 34.29
Unidades sacarificantes K-S para 0.03 g. (126.5
mg. maliosa equUivdalentE) e 16.02
34.29 J
beta-amilasa = 16.02 — —Z5 = 14.31 Unidades base htimeda.

14.31 % 100
beta-amilasa == 3307 == 15.38 Unidades base seca.

Nojas relativas o los métodos ll-a v 1ll-b: la beta-amila-
sa libre de huellas de actividad alfa (especiticaciones del Malt
Evaluation Committee) se puede obtener en The Wallerstein Com-
pany. 180 Madison Avenue, New York 16, N. Y.

El almiddén soluble Merck (especificacidén Lintner, especial pa-
ra determinaciones de actividad amildsica) v la Dextrina “Reac-
tivo’” Merck se puede obiener de P.W.R. Export Corporation (dis-
tribuidores de exportacién de Merck & Co. Inc. de Rahway, New
Jersey) 161 Avenue of the Americas New York 13, N. Y. v en Mé-
xico, D. F., de Drogas Begne 5. A., Orizaba No. 7.

10.—Determinacién de las actividades alfa v beta-amildsicas
“totales” .—Métodos de Nebraska. (11).

Frecuentemente se desea tener conocimiento de la cantidad
“total” de amilasas presenies en una malia o en una cebada..La
extraccién para este cbjeto se electua agregando 0.5 g. de una
papaina activa o 5 g. de malta de cebada finamente dividida y
exiraer con solucién de cloruro de calcio al 0.2% vy determinar
las. actividades de la manera acostumbrada. Para la actividad
adia-amil&sica "total” de las maltas. pueden emplearse las mis-
mas alicuotas que para la libre’’; es decir, 10 ml. para una malia
baja v 5 para una alta. Para la beta, seria aproximadamente lu
mitad de la empleada para la actividad “librz’: 5

ml. para una
malta bofa vy 2 & 3 para una alta.

11 —Microméiodo para determinar la actividad alfa-amilé-
"sica.—Xneen-Sandstedt-Hollenbeck. (10).

Sin constituir desviacidn de la técnica de Kneen-Sandstedi-

Blish, se aplica para determinar cantidades muy pequefias del
enzimo.
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Dejar actuar una cantidad de extiracto equivalente a un peso
mds o menos elevado de la muestra (0.1 a 1.0 g. segin la activi-
dad) sobre 20 ml. del almidén Lintner al 2% (tratado con beta-
amilasa) por 16 a 18 hs. a 30° C. Al tinal de este periodo agregar
a la muestira vy a oira porcidn del mismo almiddén (determinacidén
testigo) iguacl cantidad de un extracto de malta.

Medir los tiempos de dextrinizacidén de ambas segun la técni-
ca general. Cualquier disminucién del tiempo de dextrinizaciéon
“en blanco’ es proporcional al grado de dextrinizacidén que tiene
lugar bajo la accidn prolongada en la muestra problema; ésta a
su vez, proporcional a la cantidad de alfa-amilasa que contiene.

El c&lculo se efectiia ~omo sigue:

24 )
peso del material Tiempo total de T
> N X 7
empleado reaccién T - T
T = i{iempo de dexirinizacién en el testigo.
T = tiempo de dextrinizacidén en el problema.

Ejemplo: el equivalente de 0.1 g. de muestra actud sobre el
substrato por 18 hs. Al final de este tiempo se agregaron canti-
dades equivalentes de malta a la muestra y al substrato que ser-
via de testigo. El tiempo de dextrinizacidn “‘en blanco’ fué de
20 min., v el del problema 10 min. Su actividad alfa serd:

24
= 0.11 unidades,
0.1 = 1,080 x 20
20-10
18 hs. x 60 min. = 1,080 min.

12.—Micrométodo para determinar la actividad beta-amilé&si-
ca~—Kneen.—(12). i

Se desarrolld al estudiar los sistemas amildsicos de la malta
de sorgo, basdndose en el hecho de gque entre sus extractos ca-
lentados v no calentados existe una diferencia marcada en cuan-
to a.su capacidad para formar aztcares fermentescibles, debido
o la inactivacién que de la beta-amilasa se provoca. En los extrac-
tos no calentados la sacarificacién es propiedad aditiva de los dos
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enzimos; en los calentados, la escasa proporcién de azicares re-
ductores o fermentescibles sélo provienen de la actividad del alfa-
enzimo.

La técnica se reduce, por tanto, a igualar dos curvas fermen-
tativas, bajo las mismas condiciones: la obtenida por el extracto de
la muestra en estudio v la que resulia de agregar al extracto pre-
calentado, cantidades variables de beta-amilasa pura, cuya acti
vidad se conoce.

La fermentacién se sigue durante 24 hs. por el desprendimier:-
to de bidxido de carbono determinado en mm. de mercurio en
un ‘'medidor de presién'’ disehado por Sandstedt y Blish (Cereal
Chemistry 11; 368-383; 1934) con ese objeto.

El medio de cultivo se coloca en ese aparato especial v se
prepara de la manera siguiente:

10 ml. (equivalente a 600 mg. de almiddén) de una solucidén
de almidédn soluble al 6%.

0.5 g. de levadura comprimida.

0.5 g. de activador seco para levadura (especial para las fer-
mentaciones de maltosa).

El pH se ajusta a 6.0 con fosiato (los productos de la fermen-
tacién lo bajan hasta 4 después de 24 hs.).

Se agrega el volumen necesario de extracto y se completcx con
agua hasta 20 ml.

Los extractcs se preparan durante 1 hora de extraccién a
30° C.

La inactivacién de la beta-amilasa se provoca calentando es-
te extracto a 70° C., por 15 minutos.

Se debe ajustar el tiempo de dextrinizacidén de los dos extrac-
tos, considerando gue la pequefia cantidad de beta-amilasa pre-

supuesta no afecta la cantidad de alfa activa; es decxr, no afecta
la actividad de este enzimo.

Para obtener la equl.vcle-ncict de las dos curvas se agregan
cantidades crecientes de una beta-amilasa, libre de alfa, con acti-
vidad conocida. Generalmente se emplean concentraciones quc
varian entre 0.005 v 0.05 mg. (pesos secos) gque en todo caso de-
ben ser insuficientes para variar el tiempo de dextrinizacién o la
formacién de azucares reductores durante la dextrinizacidén.

6



En las dos muestras, la actividad alfa es la misma porgque asi
se han gjustado las condiciones; luego para obtener una curva de
fermentacién igual a la de la muestra (alfa vy beta del extracto no
calentado) se necesita: ademds de esa cantidad de alia, los VX'
mg. de beta-amilasa que se agregaron al extracto calentade. Como
se conoce la actividad de agueélia, se puede saber la que corres-
ponde a los "X mg., que ser& igual a la del extracto en determi-
nacién. Relacionando con la alicuota empleada, se obtiene ¢l

valor final.

13.—Estimacién de la actividad de la beta-amilasa.——Noeli-
ing y Bernfeld.——(186).

Incluye la determinacién fotométrica de la maltosa formade,
emplecando como subsirato una amilopectina preparada de acuer-
do con Scoch. La maltosa produce una reduccidén cuantitativa de
&eido  3-5-dinitresalicilico obteniéndose una coloraciédn café. £l
método es también 1itil para la alfa-amilasa.

14 —Estimacién de la alfa-amilasa.— Caldwell vy Hildebrand.— -

4).

Se basa en la velocidad a la cual la preparacidén de enzimo
hace que el almiddén soluble pierda sus propiedades de precip:
pitacién con alcohol etilico y se cree mds preciso si en su lugaor
se emplea una solucidén de eritrogranulosa.

15.—Modifigacliones de los métodos de Kneen y Sandstedt pa-
ra determinar las amilasas alfa y beta en la malta de cebada.---
W. J. Olson. Ruth Evans y Allan D. Dickson.—Universidad de Wis-
consin y Departamento de Agricultura de E. U. (17).

Emplea el método de Sandstedt Kneen y Blish para determi-
nar la alfa-amilasa, con las modificaciones siguientes:

a.—-Su temperatura de reaccién es 20° y no 30° C.

b.—Extrae con los Métodos de Laboratorio para Cereales (Cerewul
Laboratory Methods, 4a. ed. 1841) en la técnica que indicu
para ‘poder diastdsico’. )

c.—Compara con un standard inorgdnico (que a su vez es modili-
cacidén del sugerido por Landis) que sustituye a la dextrina.
Se prepara con 25 g. de CoCl..6H.O ¥ 3.84 g. de K.Cr.O:, por
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100 ml. de HC! 0.01 N. El sugerido por Landis (18) se forma
con 20 g. de CoCl..6H.O, 3 g. de K.Cr.,O

=Cr:O;, 10 ml. de HC1 0.1 N.
v c.b. de agua para 100 ml.
d.—La comparacién se efecitia entre 6 ml

del standard indicado
v 6 del problema (lormados por la mezcla hidrolizante vy
el vodo) okservados perpendicularmente sobre una ldmpara
{luorescente de 'luz del dia’” de 15W. Se usan tubos de 10
cm. cuya variacidn en el nivel del contenido no debe ser
mayor de 2 mm. !

Determina la actividad sacarificdntie como el “'poder diast&-
sico” de Cereal Laboratory Methods (4a. ed. 1941) vy la beta-ami-
lasa en funcidn de las propiedades de sacarilicacién aditivas de
los dos enzimos (alia y beta) de acuerdo con los cdlculos si-
gulentes:

1. —Actividad sacarificante de la malta (Cpoder diastdsico’’)
P.D., ezpresado en eduivalentes de maltosa sobre base seca
PD (Tit. testigo — Tit. anurestrcx)' x 144 x= ‘100

(100 — % humedad)

cucando se emplean:

1 ml. de extrécto (equivalente a 0.05 g. de
malta) vy 5§ ml. de la mezcla hidrolizante para determinar el poder
reductor.

2. —Actividad sacarificante de la cxliq arnllczsd (A) expresada
en eguivalentes de maltosa sobre base seca. A
Se determina el tiempo en minutos, necesario para la dextru’u—
zacidén v en funcién del tiempo reciproco (1/min.) se obtiene el
equivalente de sacarificacidn (valor K de la tabla No. IlI). Se apli-
ca la férmulas

A — K x 100
U100 — %

Vo

humedad) x ml. extracte en dextrinizacién

3.-—Actividad de la beta- amilasa (B) expresada en equiva-
lentes de maltosa. Se obtiene por la diferencia entre la actividad
sacarificante de la malia v la sacarificante de la alfa-amilasa

B = (PD.)y— A
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Ejemplo: ’
K;Fe(CN)s 0.05 N. reducido por 5 ml. de mezcla
hidrolizante empleando 1 ml. de extracto (0.05 g.) 5.0 ml.

Humedad . 5.0 %

“"Poder diastdasico”™ (P.D.):

5.0 x 144 x 100

P.D. = = 758.0 EM.:
a5
ml. de extracto empleado en la dextrinizacién ... 2.0
Tiempo de dextrinizacién .. : 20.0 ‘min..
1/tiempo de dextrinizacién (1/20) .o 0.05
Valor "K' correspondiente. a 0.05 min. reciprocos
(tabla III) 75.0 .
Actividad sacarificante de la alla-amilasa:
75 x 100 !
B T e ST e s 40.0 EM.
.9 x 2z

Actividad de la beta-amilasa:

B == 7858 — 40 = 718.0 E.M.

Es decir: la malta tendria una actividad alia de 40 equivalentes
de maltosa; una beta de 718 vy un 'poder diastdsico’’ de 758.

16.—Estimacién de las alfa y peta-amilasas.—A.XK. Balls, W,
S. Hale. W. G. Rose, I. W. Tucker. B. Axelrod, S. Schwimmer. J.J.
Peruzzi y M. K. Walden. (2).

Es una modificacién del Dr. Schwimmer a los métodos cono-
cidos. Se basa en que la beta-amilasa transforma el almidén de pa
pa en una amilodextrina resistente a cualquier accidn posterior del
mismo enzimo pero si atacable por el dia. La amilodextrina da coa
el yodo un color rojo parpura que desaparece al actuar la alia-
amilasa. Midiendo su velocidad de desaparicién en un almiddén
totalmente atacado por un exceso de beta-amilasa'y comparando
al observado con saliva que es casi alfa-amilasa pura se obtierie
la estimacién de la alfa.



Expresa la “unidad de alfa-amilasa como la cantidad dec ex-
zimo (en saliva) que hizo que la solucléon de almiddn produjera con
vodo un color standard (lectura colorimétrica de 40 en un aparcio
de. prismas neutros) en 10 minutos a 20° C.”".

La beta-amilasa la determina por reduccidén del ferricianuro de
potasic vy se expresa como “la cantidad de enzimo gue reduce 100

mili-equivalentes de ferricianuro en 10 mirutos a 20° C.”.

17 . —Determinacién del poder licuefaciente de la malta. S. Joz-
sa y H. C. Gore. (6).

Consiste en determinar el peso de almidén licuado en 1 hora
por 1 parte de malta, cuando 10 ml. de su extracto conteniendo 10
mg. actian sobre 100 g. de una pasta de almidén (con 4.211 g. de
almiddén seco) a 21° C. durante 1 hora’.

Se basa en la cbservacién de que las pastas frias de almidén
luyen en capas no uniformes demostrando atin o bajas concen-
traciones la estructura de un ligquido viscoso que no se rompe por
agitacién débil pero si por una vigorosa, originando un ligquide con
una viscosidad inicial constante. Bajo tal principio se relaciona la
viscosidad con el porcentaje de almiddn licuadeo en cualquier
momento de la actividad amildsica.

Se prepara una pasta de almidén (del grado B.K.M.F., Josepn
Morningstar and Co. New York, N.Y.), totalmente licuada (que
ademds se ha hervido para destruir enzimos); con ésta vy la origi-
nal, se obtienen una serie de mezclas a las que se determinan su
tiempo de flujo para formar una curva en funcidén de sus porcenta-
jes de abatimiento y la cantidad de almidén licuadeo. Bajo condi-
ciones uniformes puede saberse la cantidad gue de éste se tiene
por la actividad del enzino, mediante una comparacién.

' La curva serd esencialmente la misma aun cuando difiera pa-
ra pipetas diversas; pero una vez determinada para una de ellas,
resulta mds f&cil obtener la proporcién de almidén licuado por ac-
tividad enzimdtica v sélo basta saber el tiempo de {lujo después de
que el enzimo actud durante el tiempo especificado. La tempera-
tura se controla con cuidado vy los resultados se obtienen, directa-
mente, en términos de enzimo vy substrato. .

Las pastas se preparan por cada dia de irabajo. Puede em-
plearse algtn tipo de viscosimetro pero la pipeta resulta mds
simple. No sdélo puede medirse la viscosidad al final de 1 hora sino
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también deniro de cualquier periodo que se desee, para cobservar
mdas completamente la actividad licuefaciente.

18.—Determinacidén de la alfa-amilasa.—Método de licuefac-
cién de S. Jozsa y W. R. Johnston. (7).

Se basa en la accidn licuefactora de la alic-amilasa sobre el
almidén gelatinizado; no es sino una revisién del método de Jozsa
vy Gore en donde se iniroduce un nuevo tipo de unidad enzimé-
tica, el “liquefédn” vy se normaliza la curva de licuefaccidén.

El “liquefén’ se define como "la cantidad de enzimo que liciia
cl almiddén con capacidad para convertir una pasta standard a
25 mg. de almidén seco, por minuto, er: el tiempo ‘cero’ bajo las
condiciones experimentales’”.

El valor en el tiempo '‘cero” es directamente proporcional a la
concentracidén de enzimo; por lo cual, el nimero de 'liguefons” por
gramo de preparacién, se considera como una medida exacta del

contenido alla-amildsico y de su poder licuefaciente.

La curva representa la relacién fundamental entre la visco-
sidad vy el grado de licuefaccidén de la pasta y se dijo en la téc-
nica anterior que era caracteristica de la pipeta empleada. Sin
embargo, de comparaciones efectuadas con el viscosimetro de
Ostwald (no se emplearon viscosimetros del tipo Stormer por la
proturciaca dccidn desintegrante de la copa de rotacién) para
comprobar la curva obtenida con la pipeta empleada por los au-
tores y otras pipetas, se enconird que los valores de éstas sdlo se
desviaban un 4 & 5% de los de aquélla. De alli que al darla co-
mo standard indicarcn que podria aplicarse a cualauier pipeta
qguc se aproximarca en 5% a las condiciones de la prescrita. Las
especificaciones de ésta son: vaciarse de aforo a aioro entre 165
y 190 segundos con una solucidn de glicerina a 21° C. (haciendo
circular agua a temperatura constante, por la cubierta de la pi-
peia).

Para el empleo de esa curva es necesario ajustar el tiempo
de agitacién que de lugar a un {lujo correcto (el de la pipeta ca-
librada) vy usar cantidades apropiadas de las preparaciones enzi-
méticas, segun el caso, a fin de obtener una licuefaccién que os-
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cile entre el 50 v 90% de abatimiento en la viscosidad; este mar-
gen se considera como seguro para determinaciones precisas.

Una de las modificaciones consiste en el empleo de Nall co-
mo estabilizante de las preparcciones de enzimo pero como tam-
bién disminuye la viscosidad de las pastas de almidén, se necesita
emplearlo en la determinacidn testigo.

Se cree que los productos variables de la reaccién, formados
por sistemnas amildsicas diferentes, no afecta la aplicacién gerie-
ral de la curva porgque las desviaciones no se exceden de 0.5 se-
gundos.

Se considera una pasta satisfactoria, cuando mezclada con el
10% de su peso, en agua conteniendo 250 mg. de NaCl por cada
100 ml. y agitando por 1 minuto da, a 21° C., el mismo tiempo de
flujo (== 10 a 15 segundos) que la sclucidén de glicerina.

19.-—Determinacién de la alfa-amilasa.——Método de licuefac-
cidn.—Quick Landis (+) vy Sutton Redfern. (14).

Es un método calibrado para la alfa-amilasa de la malta de
cebada en "'unidades liquefédn’. La diferencia esencial con los dos
anteriores consiste en el empleo de un agitador especial (Warin
Blendor) y un viscosimetro Ubbelohde modificado.

Reactivos

Acido acético 3 N.: diluir 172 ml. de CH, COOH glacial a 1
litro, con agua destilada.

Hidréxido de sodio 2.25 N.: disolver 90 g. en agua desliladwx
vy diluir a 1 litro.

Solucién 0.025 M. de cloruro de calcio: disolver 11.1 g. de
CaCl. anhidro en agua destilada y diluir a 4 litros.

Solucién de cloruro de sodio al 2.5 %: disolver 25 g. en agua
destilada y diluir a 1 litro.

Almidén: de papa, refinado, marca Aroostoocrat (Morningstar
Nicol Inc.,, 650 West 51st. Street, New York, N. Y.), con humedad
conocida (determinarla secando una muestra durante 2 horas a
130° C. en estufa con corriente de aire).
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Viscosimetro

Modificacién del Ubbe-
lohde con dimensiones
normalizadas segin lo in-
dica la figura. Se coloca
dentro de una camara por
la que circula agua o
30° C. Se puede addguirir
de Ace Glass Company,
Vineland N. J. EE. UU. con

g‘-‘lm‘;.c' gilfnz]i:rico especificacién del catdalo-
CamLy $2,VSkEmen. OV1088 G (Fig: TX).

Para emplearlo, intro-

ducir la punta en la

mezcla de almiddén y ha-

ser gque ésta suba colo-

.64 oI cando el dedo en el extra-

mo superior del tubo la-

teral. Destapar los dos tu

bos simultdneamente pa-

ra formar el '‘nivel sus-

2 bk pendideo’” v medir el tiem-
Po que tarda para pdsdar
de aforo a aforo.

El viscosimetro se cali-
bra para normalizar la
viscosidad inicial de la
rasta y calcular el tiempo
de flujo para cuando es-

1& totalmente licuada. Se
Fig. IX

ajusta midiendo el tiempo
de flujo, a 30° C., de una solucién de sacaragsa al B0% parz cal-
cular la constante del aparato de la ecuacidn:

N =Ktd (@9

viscosidad en ‘‘centipoises”
constante del viscosimetro.
tiempo de flujo.

densidad de la solucidén.

A/
i
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La viscosidad vy densidad de esa solucién se dan como 34.07
“centipoises” y 1,284, respectivamente, a 30° C. (Bates). Su «oni-
centracién debe medirse refractométrica o densimétricamente por-
que un error de sdélo 0.1% provoca cambios considerables en la
viscosidad. La que corresponda a tal conceniracién puede obte-
nerse en las tablds de Bates (Polarimetry, Saccharimetry and the
Sugars. Circular C-440, Washington U.S. Government Printing Of
fice).

Las dimensiones del viscosimetro son tales cque su constante
es aproximadamente 0.4.

Preparacién de la pasta standard de almiddn al 5%. tampo-
rada:

Pesar 42.5 ¢g. de almiddén (base seca). lLlenar con agua a 50
55° C., el recipiente del mezclador (Waring Blendor) para llevarlo
a esa temperctura. Calentar a ebullicién 420 ml. de agua desti-
lada v 360 ml. con 10 de d&cido actéico 3 N. a sdélo 50-52° C. Al
principiar a hervir los 420 ml., tirar el agua del recipiente; dejur
en su lugar el almidén y la porcidéri de 360 ml. a 52° C. Conectar
sucesivamente el interruptor del mezclador para lograr una sus-
pensiéﬁ del almiddén; cenectarlo en firme y verter, lo mdas réapido
gue se pueda, los 420 ml. de agua hirviendo.

Tomar el tiempo de gelatinizacién de la mezcla (rdpidamente
se vuelve erl extremo espesa v de apariencia translicida) y impiar
las paredes del recipiente con un agitador. Después de agitar 3
min., agregar 10 ml. de NaOH 2.25 N., para neuiralizar v tampo-
nar a pH 5.2. Agitar 30 segundos mds después del periodo previa-
mente determinado. Ajustar con agua el peso neto a 850 g. v agitur
30 segundos. Transvasar el substraio caliente a un Erlenmever
de 1 litro vy enfriar a chorro de agua aproximadamente
30° C. Dividir {(con un embudo de separacién de 1 litro) en ali-
cuotas de 30 g. gus se hacsn contcuer en Erlenmevers de 50 ml.
los que una vez taponados se colocan a bafio de agua a 30° C.
Puede usarse para pesar las alicuotas una balanza con sensibi
lidad de 0.01 g.

A cada aparato se lc debe djustar su tierno de agitacidén pa-
ra gque la pasta resultante recuna las caracteristicas de la standard
(80-90 centipoises de viscosidad inicial bajo las condiciones pres-
critas). Se ha encentrado que tales tiempos varian entre 5 y 20
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min., para los dilerentes mezcladores del mismo lipo; pero en <t
caso de ser inferiores a 5 puede reducirse el voliaje, a {in de cu-
mentarlo hasta ese valor que permite acoplar los pasos necesa-
rios en la preparacién del substrato.

Preparacién de las soluciones de enzimo

Mualta de cebada: extraer 3 a 5 g. de la malta finamente moli-
da por 1 hora o 30° C.,, con 100 ml. de solucidn de NaCl al 2.59.
agitando de vez en cuando. Filtrar, regresando la primera porcidm
v ajustar la dilucidén apropiada con la scolucidén de CaCl..

Jarabe de malta y otras preporaciones de origen microbicno:

se diluye, directamente, con la solucién de CaCl,.
En casos excepcionales, puede sustituirse Ia solucidén de Call,
con una de NaCl al 0.25%.

La tabla No. IV da, en términos genercles, las concentraciones
que permiten una aplicacidn correcta del método. '
Técenmica

Previamente, llevar a 30° C., el subsirato v el enzimo. Medir
3 ml. de éste y verter sobre 30 g. de aguél escurriendo por la pa-
red del matraz de modo que no se mezclen y haya formacidén de
capas distintas. Taponar el matraz y homogeneizar inmediata-
mente por agitacidén vigorosa durante 0.1 min. contado desde que
se empezd a agitar. Llevar al bafio de agua a 30° C. Despuds de
58-59 min. determinar el tiempo de flujo procurando que ileguz
al aforo superior muy cerca de los 59 con el objeto de tomar en
cuenta la licuefacciédn que ocurra durante la medida. El tiempo
nominal de reaccién es 1 hora. Cuando se analizan una serie de
muestras, el viscosimetro se lava, previamente, con la mezcla hi-
drolizante.

La viscosidad inicial, o en blanco, se determina agregando 3
ml. de la solucién de Call, a 30 g. de substirato y midiendo el
tiempo de flujo después de tener aproximadamente 1 hora a 30° C.
Se calcula usando la ecuacidén (1) con el valor apropiado de la
constante y una densidad de 1.015.

Al pipetear la solucidén de enzimo se necesita no introducir
saliva; para ello se coloca un algoddn en la parte superior.
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Célculos

En funcién del tiempo de {lujo se calcula el porcentaje en el

abatimiento de la viscosidad por la férmula:
L]

to - 1

P= ———- x 100 (2)
to - tr
P = porcentcjer de abatimiento en la viscosidad.
t, = .tlempo de f{lujo inicial.
t =

tiempo de [lujo de la mezcla después de 60 minutos.
t, == tiempo de f{lujo calculado para el almidén totalmenie
licuado.

El substrato totalmente licuado tiene una viscosidad de 0.8BES
“centipoises’ v una densidad de 1.015. Con estos valores vy lo
constante del viscosimetro K, puede calcularse tr de la ecuacids.
(1).

Cuando se conoce el porcentaje de abatimiento en la visco-
sidad el contenido enzimético por 100 ml. de la solucidn de enzi-
mo se obtiene en la iabla V. Sabiendo 1a concentracién de la so-
lucién, se calcula el ntmero de 'liquefons'” por gramo de muestra.

Ejemplo: si t, == 2154 seg.; t = 102 vy t; =2.2.
2154 — 102.0

P o= x 100 = 53.2
2154 — 2.2

A este valor le corresponden (tabla V) 4.89 "liquelfons™ por 100
ml. de la solucidn de enzimo equivalentes a 10 mg. de malta (en
este caso); por lo tanto, la muestra original tiene un conienido
enzimdtico de 489 liguelons’” por gramo.

La tabla de calibracidn puede usarse para preparaciones ob-
tenidas de malia de cebada y sin mucha precisién, para alfa-ami-

iisa bacteriana. Para la de hongos el porcentaje de abatimientn
ez limita entre el 15 v 45%.



TABLA No. 1
Conversidén de ferricianuro a maltosa para la determinacidn
de la actividad sacarogénica. (Cereal Chem. v.18; p-240; 1941.-—
Aumentada). ’

Ferricianuro Maltosa Ferricianuro Maltosa
0.1 N. redu- mg. 0.1 N. redu- - mg
cido. —(ml.) cido., —(ml.)
3.00 8.79
0.10 0.29 3.10 9.09
0.20 0.58 3.20 9.39
0.30 0.88 ) 3.30 - 9.68
0.40 1.17 ' 3.40 9.98
0.50 1.46 ’ 3.50 10.28
0.60 1.75 ’ 3.60 10.59
0.70 2.04 3.70 10.90
0.80 2.34 3.80 : 11.21
0.0 2.63 3.90 11.52
1.00 2.92 4.00 11.83
1.10 3.21 4.10 12.14
1.20 3.50 4.20 12.46
1.30 3.80 4.30 12.77
1.40 4.09 4.40 13.09
1.50 4.38 4.50 13.40
1.60 4.67 4.60 13.71
1.70 4.97 4.70 " 14.03
1.80 5.26 4.80 14.34
1.80 5.56 ) 4.90 14.66
2.00 5.85 ’ 5.00 14.97
2.10 6.14 5.10 15.28
2.20 6.44 ' 5.20 15.61
2.30, 6.73 5.30 15.93
2.40 7.03 5.40 16.25
2.50 7.32 5.50 16.57
2.60 7.61 . 5.60 16.90
2.70 7.91 5.70 17.22
2.80 8.20  5.80 \17.55

2.90 8.50 '5.90 17.87

~
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TABLA No. I (Continuacidén)

Ferricianuro Maltosa Ferricianuro Maltosa

0.1 N. redu- mg. 0.1 N. redu- mg

cido. —(ml.) cido. —(ml.)
6.00 18.20 8.00 24.88
6.10 18.53 8.10 25.24
6.20 18.86 8.20 25.61
6.30 19.19 8.30 25.97
6.40 19.52 8.40 26.34
6.50 19.85 . 8.50 26.70
6.60 20.18 8.60 27.09
6.70 20.51 8.70 27.48
6.80 20.84 8.80 27.87
6.90 21.17 8.90 28.26
7.00 21.50 9.00 28.65
7.10 21.83 9.10 29.05
7.20 22.16 9.20 29.45
7.30 22.49 9.30 29.85
7.40 22.82 9.40 30.25
7.50 23.15 9.50 30.65
7.60 23.50
7.70 23.84
7.80 24.19

7.90 24.53




TABLA No. II
Relacién de la actividad sacarog inica a la dextrinogénica de
la alfa-amilasa (Cereal Chem. 18 No. 2, p-241 - 1941).

Actividad Actividad Actividad Actividad
alfa- alfa- alfa- alfa-
dextrinogénica scacarogénica dextrinogénica sacarogénica
1 /min- mg. maltosa 1 /min. megy. maltosa

0.010 3.17 0.160 46.93
0.020 65.34 0.170 49.39
0.030 9.49 0.180 51.80
0.040 12.66 0.190 54.20
0.050 15.83 0.200 56.58
0.060 18.393 0.210 58.89
0.070 22.01 0.220 61.17
0.080 25.02 0.230 63.37
0.090 27.93 0.240 65.48
0.100 30.74 0.250 67.50
0.110 33.52 0.260 69.42
0.120 36.31 0.270 71.33
0.130 39.05 - 0.280 73.25
0.140 41.74 0.290 75.17
0.150 44.38 ' 0.300 77.02

TABLA No. III
Equivalentes de sacarificacién K7 (egquivalentes de malto-
sa) de cantidades diversas de alfa-milasa, expresadas en minu-
tos reciprocos (Cereal Chem. v. 12 No. 6-1944 p. 537).

Dextrinizacidn Sacarificacién Dextrinizacién Sacarificacién
1/min. equiv. 'K 1/min. equiv. K’
0.020 21 0.065 103
0.025 30 0.07C 111
0.030 39 . 0.075 121
0.035 48 0.080 130
0.040 57 0.085 139
0.045 66 0.090 148
0.050 75 0.095 157
0.055 84 0.100 165

0.060 93




TABLA No. IV

Peso de muestra necesario para el andlisis de diferentes pre-
paarciones (Cereal Chem. 24 No. 3:157-1947).

Peso de muestra por

Ligquefons por gramo 100 ml. de dilucidén

~ final. !
1 - 10 1,250 mg. L.
5 - 50 . . 250 » ’

16 - 100 . 125 - ¥

50 - 500 : 25 "

250 - 2,500 S .

1,000 - 10,000 1.25 .

TABLA No. V

Determinacién de la alfa-amilasa.-—Método de licuefdccic’;n Ce—
Landis vy Redfern. (Cereal Chem. 24, No. 3:157-1947).

Porcentaje de Liquefons por Porcentaje de Liquefons por
abatimiento 100 ml. de so- abatimiento 100 ml. de so-
en la visco- lucién enzimo en la visco- lucién enzimo
sidad sidad
15 1.025 30 2.133
16 1.098 31 2.216
17 1.171 32 2.303
18 1.244 R 33 2.396
ig 1.318 34 2.489
20 1.391 . 35 2.586
21 1.464 36 2.684
22 1.537 37 2.786
23 1.610 38 2.889 {
24 1.684 39 2.996 *
25 1.757 : 40 3.174
26 . 1.830 : 41 3.216
27 1.903 42 3.333
28 . 1.976 43 3.450 R
29 2.054 44 3.572°




TABLA No. V (Continuacién)

Porcentaje de Liguefons ner Porcentaiz de Ligquefons poxr
abatimionrto 100 izl de so- abatimiento 100 ml. de so-
on la visco- lacelén enzimo e la visco- lucidn enzimo
sidad sida

45 3.699 60 6.256

46 3.831 6l 6.505

a7 3.967 62 6.769

48 4.104 : 63 7.056

19 4.246 64 7.369

50 4.392 : 65 7.710

51 4.543 66 8.081

52 4.699 ) ' 67 8.486

53 : 4.860 68 8.926

54 5.031 69 9.399

55 . 5.217 /0 9.906

56 5.402 71 10.440

57 5.597 R 72 11.000

58 5.802 73 11.590

59 5.022 74 12.200

75 12.830

c.—SELECCION DEL MAS ADECUADO

Entre las técnicas descritas figuran las mds comunes; el con-
junto, sdélo es parie de las prepuestas por diferentes investigadores
seglin su criterio. Sin embargo, puede notarse la semejanza gue
existe entre muchas de ellas, v podrian dejarse bajo grupos es-
reciales si se quisiera clasificarlas.

Corresponde a Lininer una escala que rerpresenta la primera
idea establecida con mds o menos precisidn para interpretar la
actividad de las malias. El "valor Lintner” es una medida del lla-
mado 'poder diastdsico’’; es decir de las propiedades de sacarifi-
cacién comunes a todos los enzinos con capacidad para formar aza-
cares reductcres. No indicaria, en ningin caso, la gue corres-
ronde a cada uno y no representaria, tampoco, la actividad que se
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les considera especifica. Basadas en el método de Lintner y valoran-
do con su escala se han descrito las técnicas de la American Society
of Brewing Chermists, tamnmbién adoptadas por la Association of Of-
ficial Agricultural Chemisis. La de F. C. Silbernagel que intenta
establecer relacidén con la licuefaccién del almidén. La de Svkes v
Mitchel gue se distingue por la determinacién gravimétrica dei
cobre reducido y la de Core, cuya diferencia esiriba en la medida
polarimétrica de la transformaciédn provocada.

Exceptuando la ultima y la técnica del AAO.A.C., en gque es
optativo su empleo o el de ferricianuro de potasio, todas ocupan
el cobre contenido en la solucién de Fehling para medir la forma-
cidén de reductores, producto de la hidrdlisis, y establecer la relu-
cién gue proceda segln las variantes por cada cual adoptadas,
para aplicar la idea del valor Lintner.

La "actividad saccarificante’”’ representia un término equivalente
al anterior; tal vez, mds apropiado. Bajo ital denominacidén se pro-
pone el método de Gore-Steele y el de Nebraska que es una moci-
ficacién del originalmente indicado por Kneen y Sandstedt. Ambos,
determinan los reductores por su electo sobre el ferricianuro de po-
tasio. Aquél, expresa valores Lintner v éste, adopta la unidad K-3
(Kneen-Sandstedt) definida como el nimero de gramos de almi-
dén soluble convertidos a maltosa per 1 g. de malta en 1 hora «
30° C.".

Con ' el método Wohlgemuth principian las transformaciones
de téecnicas con una tendericia a determinar la actividad de cada
enzimo. Mide la dextrinizacidén pere reune, todavia, en un sdlc
dato, la gue rroviene de la accidén combinada de las alia vy beta
amilasas.

Entre las modificaciones del Wohlgemuth se tienen: la técnica
de Kneen-Sandstedt-Blish (descrita con las ligeras variantes a sa
vez introducidas); determina la actividad alia-amildsica en presen-
cia de un exceso de beta-amilasa (para eliminar su influencia en
la medida de la dextrinizacidén), limitando la transformacién para
comparar con unda dextrina tipo, permitiendo obtener un valor real
de ese enzimo expresado en las unidades que establece. Lo de
Kneen-Sandstedt-Hollenbeck gque microdetermina la alfa-amilasa;
se emplea en aguellos casos gue resultan inferiores a la sensibi-

lidad de la anterior, de la cual no constituye sino una ampliacidn |

ventajosa. La de Olson-Evans-Dickson; también mide la activi-
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.dad dexirinizante pero compara su grado de realizacidédn con un
color inorgdnico (obtenido segtin férmula), lo que tal vez represen-
te un inconveniente. La de Balls v colaboradores crue al emplea:
saliva como fuente de alfa-amilasa, con la cual comparar la activi-
dad dextrinizante de la malia, egquipara una amilasa animal con
una vegetal dando lugar a las desventajas inherentes.

Si a la alfg-amilasa se airibuve la principal funcién dextri-
nizante de la malia. resultaba logico eliminar toda posible influen-
cia de la beta al tratar de obtener valores reales de aguélla. De
igual modo, si se atribuye a la beta-amilasa el efecto de la sacari-
ficacidn mayor, tambiéen habrd gque eliminar la contribucidén de la

-alfa, con el mismo objelo. Lo cual representa la base de las técni-
cas desarrolladas para medir la actividad beta-amildsica, -al dis-
minuir de la sacarificacién total la que - corresponde a la alia,
dejar exclusivamentie la originada por la beta, v en {uncidn de
ello interpretar sus unidades. A eso ecuivale la técnica de Kneen
vy Sandstedt (empleada por Nebraska), la de Olson-Evans-Dick-
son, la de Balls v el mismo micrométodo de Kneen aun cuando su
forma de calcular difiera por diferir en otras condiciones y valores.

Otra de las funciones atribuidas a la alfa-amilasa es su capa-
cidad licuefcaciente, cuya determinacidn se sigue segin las técni-
cas de Jozsa-Gore, Jozsa-Johnston y Landis-Redfern. Las dos pri-
meras son cldsicas para este objeto, pero resulta excesivamente
complicade desarrollarlas porgue requieren, ademds, cantidades
muy grandes de substirato vy tlempos pronunciados para ejecutar-
las. La altima, es mucho mds sencilla vy econdmica en su manipu-
lacién vy reduce en ial forma la cantidad de substrato, gue la pas-
ta prevarada en una vez es suficiente para cerca de 25 andlisis.
Ademds, emplea la" misma unidad del Josza-Johnston, el “liquefédn”,
estableciendo entre ambos una mejor relacién.

Hay otras técnicas gue sobresalen un poco de las anteriores
y cuyas caracteristicas pueden tomurse directamente. Entre ellas,
figura la de Thorne para la produccién de alcohol de granos, la
de Caldwell-Hildebrand para la alia-amilasa vy la de Noelting-Bern-
[eld para la beta.

Este estudio pretende determinar, concretamente, las activi-
dades alfa vy beta-amildsicas de los granos propuestos. En conse-
cuencia, ni el "poder diasiasico” en grados Lintner, ni la “activi-
dad sacarificante’’, por si sola, en estas u otras unidades, lograrian
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los resultados que se buscan. Todas las técnicas que incluyan ta-
les valores, quedarian descartadas por la razén de no ser las es-
pecificas para el caso.

lLos inconvenientes de algunas de las gue si darian una me-
dida de las actividades alfa y beta, pueden apreciarse en la des-
cripcidn anterior.

Los métodos de Kneen-Sandstedt-Blish para la alia-amilasa;
e Kneen-Sandstedt para la beta {(con determinaciédn previa de la
actividad sacarificante) forman, tal vez, la mejor expresién de es-
tas funciones amiloliticas vy son, seguramente, los que mds se han
ocupado en este tipo de trabajos. Ademds, los micrométodos de

ellos derivados permiten una probabilidad mayor de obtener cual-
gquier margen de valores.

Tales métocdos fueron los seleccionados y los aplicados en
la totalidad de las determinaciones gue fliguran en el capituio
siguiente. Corresponden «a las técnicas: No. 9 bajo el titulo de
“Determinacién de las amilasas de la malia por lozs métodos de
Nebraska’”, No. 10 para las extracciones con papaina o totales ”
v No. 11 para la microdeterminacién de la alfa-amilasa en casos
excepcionales. Sélo se exceptud el empleoc del micromtéodo do
Knecn para la beta, por la dificultad de obtener o adaptar parte
del material (la levadura aclimatada v capaz de fermentar maltorc
satisfactoriamnte, el activador especifico, el medidor de presidn,
etc.).

Como datos adicionales de imporitancia en cuanto o las venta-
jas de los métodos vy sus probables desviaciones pueden citarse:

1.—Kneen, Beckord v Sandstedt (9) estcbleqen la siguiente
interequivalencia de unidades:

(Unidades sacarogénicas K-S) x 7.5 = C°Lintner.
Unidddes alia-dextrinogéni Actividad licuefaciente en
(ccs ——Kneen—Scndstedt-Blish-)' *x 19 = liquefons por gramos u

30° C.

2—Donald H. Nelson y Allan D. Dickson (15) encuentran:

a—Sensiblemente gl factor 7.5 para la conversién a grados
Lintner.



/b.——Que las extracciones acuosas de 1 g. en 100 varian, en-~
tre muestiras duplicadas, de 2.8 o 12.4%; las de 5 g. en
100, de 0.0 a 1.9% con valores 10 a 20% mds altos.

c.—Que las extracciones con iones calcio (concentracidén sa-
lina al 0.2% ) dan valores 20 % mds altos gue la acuosa de
5 en 100 y ninguna diferencia entre los duplicados a las
diversas concentraciones (1 en 100 & 5 en 100).
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CAPITULO IV

a.~—MALTEADO DEL TRIGO. MAIZ. ARROZ, CEBADA Y CENTENO
EN PROCESO DE LABORATORIO Y A IGUALDAD
DE CONDICIONES

Es una cosa aceptada que las propiedades amiloliticas de la
cebada aumentan considerablemente con la germinacidén y se su-
pone gue lo mismo puede acontecer en los otros cereales.

Los investigadores concuerdan en cue los enzimos proteoli-
ticos que se desarrollan durante el proceso son los que provocan
ese aumento, por formacidén o dactivacién simultdnea de los que
dem lugar a csos efectos. Naturalmente, como en todos los casos,

las condiciones que se impongan originan variantes que a veces
satisfacen determinado objeto.

Si las alia y beta-amilasas, sea gue se formen o sélo se acti-
ven, son las que se caumentan, es légico que la germinacién del
trigo, maiz, arroz, cebada y centeno se lleve en forma tal, que no
produzca un efecto conirario por alteracién fundamental de las
propiedades de cada una.

El posible efecto de la variedad v lugar de desarrollo del gra-
no (2) sobre el cumento o formacién de amilasas, no se tomd en
cuenta porque el namero de muestras analizadas v la falta de sus
datos necesarios, no permitirian fijar la conclusién correspondien-
te. Pero si se observaron los factores que mds o menos podrian
controlarse, de acuerdo con las consideraciones que siguen:

Kneen, Miller y Sandstedt (1) al germinar trigo a tempercaturas
diferentes v relacionar con las actividades alia y beta, encontraron:
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a—~—Que los cambios operados son similares a 20 - 15 - 10 v 5° C.,

pero que se necesitan, respectivamente, 4 - 6 - 10 v 24 dias
para obtiener los mismos resultados.

b.—Que el aumento en el peso verde (el de la muestra en germi-
ncacidén) se incrementa cuando la iemperatura baja.

c.—Que la disminucién en el peso seco parece ser mds alio a

20° C.

Eric Kneen opina gue una temperatura de 16.5° C., que podriu
ser favorable para cereales de ''clima irio”’, no resuliaria &ptima
para germindar los del grupo de clima cdlido”. Las temperaturas
‘elevadas (30° C., o mds) inhiben en aguéllos, especialmente, lu
formacidén de alia-amilasa y las bajas (14° C., o menos) provoca.:
en los segundos ¢l mismo electo.

Por otra parte, las temperaturas elevadas favorecen cl desc-

cado de la muestra v la lormacidon de hongos, aun cuando la velo-

cidad de desarrollo del tallo sca mdas rdpida v a ello pudicera rela-
cionarse el aumento del enzimo.

Los tratamientos previos a la germinacidn, también deben to-
marse en cuenta: el “remojado’” de la semilla ha guedado estable-
cido en la rutina de las {dbricas de malta v se considera esencial
rara {acilitar el principio de la germinacién. El ilempo gue deba
durar puede ser variable y para este caso habrd& que fijar algu-
nos antecedentes: los periodos de 3 dias empleados por Ohlsson
v colaboradores parecen haber disminuido la beta-amilasa du-
rante la germinccidn; Kneen, Miller v Sandstedt opinan (estudio
sobre el trigo) gue, para un remojado de 12 hs. el tratamientio sc
tracduce en una absorcidén de agua, en ningin cambio en la betu-
amilasa vy en un ligero aumento de la alla, si acaso.

Si las diferentes muestras ocupadas se germinaran dentro deo

las condiciones 'mds {avorables para cada una, los resultados no
serian comparables. Por esta razdn, basdndose en todce lo indica-

do v tomandoe en cuenta gque la cebada, trigo v centeno se consi-
deran como cereales de clima frio v el malz v el arroz como do
cdlido, se fijaron condiciones de germinaccidén dque mds o menos
pudieran satisfacer a todas vy se escogieron las que a continuccién
se sefialan tratando de conservarlas durante el proceso, hasta don-
de lo permitié el material disponible. Tales lueron:
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l.—Seleccién de la semilla séle atendiendo a sus caracteres gene-
rales externos (granos grandes, llenos, etc.)

2~—Remojado durante 12 hs. con agua destilada, a temperatura

ambiente y sin ningdn tratamiento para prevenir desarrollos
de hongos.

3. ~—Germinacién a una temperatura media que traté de mantener-
se entre los 16 y 18° C.,, v a un alto contenido de humedad
(45 %) conirolado por determincaciones sobre la misma mues-
tra en ensayos previos. Se germiné en:'embudos de 16 a 20
cm. de didmetro a los gue se colocd una base perforada en
el fondo del cono v debajo de la cual se dejaba agua; un tu-

" bo de hule en el vdstage con una pinza de Mohr para dar
salida ail excesco de agua vy una cubierta de cartén humede-
cido en la parte superior. Cada 12 hs. la muesira era cambia-
da de embudo con el objeto de aerear vy al mismo tiempo hu-
medecerla con agua atomizada por medio de una bomba de
rmcano. Tales embudos, sdlo se llenaban con grano hasta unas
2/3 partes para dejar lugar a la expansiédn por hinchamiento
Los embudos se colocaron dentro de una caja, aislada, en

la cual se mantenia la temperatura por deshielo. En ningdén
caso se tuvo desarrollo de hongos.

4 —Secado en una corriente intensa de aire (con aspiradores) o
30° C. Generalmente bastaron de 24 o 36 hs. para gque la
muesira quedara con menos o el mismo contenido de hume-

cad cque antes de germinar. Se ocupd un secador experxmentcx
facilitado por la Cerveceria Moctezuma, S. A,

5. —Cada 24 hs., a partir del momento en que se inicid la germina-
cién, fueron separadas las muestras de trigo, cebada y cente-
no para las determinaciones necesarias y cada 48, las del maiz
El arroz no llegd a germinar bagajo tales condiciones y no se
sujetd® a otras, por la poca cantidad de muestra obtenida.

Después de separar raicillas y plamulas y de moler finamente
la muestra, se aplicaron los métodos de andlisis indicados. Previa-
mente, se ensayaron en und muestra de malta de cebada con va-
lores de alfia y beta-amilasas determinados por los Laboratorios

Wallerstein vy la cual se obtuvo de los mismos, por cortesfia de la
Cerveceria Moctezuma, S. A,
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En la determinacién de ‘“valores totales” se ocupd Papaina.
Lewis con actividad 1:350 obtenida de Drogas Begné, S. A,

b —DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ALFA Y BETA
AMILASICA ANTES Y DESPUES DE GERMINAR

Todos los resultados se expresan en las tablas Nos. VI a XIV,
vy en las grdficas correspondientes.
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TABLA VI (GRAFICA I)

Trigo “'Breve''.——Aumenio del contenido enzimdtico con la germinacién.
DETERMINACIONES SOBRE BASE SECA
Jiemoo e | Desaricllo | Deiarollo || e | Unideder Srcariiamies | Alfaaniles Bereenites

, Extr. Extr. Extr. | Extr. Extr. Extr.

Horas mm. mm. o simple ¢ papaina simple ¢ papaina simple c. papaina
0 11.72 8.72 21.07 0.00 0.00 8.72 21.07
24 2 3 8.81 9.47 20.40 10.12 11.44 8.96 19.83
48 5 10 10.71 14.39 22.96 39.83 39.83 12.40 20.97
72 9 15 10.28 14.27 21.19 71.33 73.80 10.70 17.50
96 15 24 10.13 17.59 26.04 93.70 93.70 12.91 21.36
120 25 28 9.50 21.35 25.91 93.05 98.22 16.70 21.00
144 30 33 9.74 24.52 26.54 115.61 120.86 18.74 20.50
168 36 37 9.80 28.70 27.57 124.00 131.30 --22.50 21.00

Eficiencia en germinacién de la muestra 98%.
Cultivada en la regidn del Mayo, Son.—Obtenida en los Laboratorios de la Nacional Distribuidora y

Reguladora.
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TABLA VII. (GRAFICA II)

Trigo “Early Baart”.——Aumento del contenido enzimdtico con la germinacidédn.
DETERMINACIONES SOBRE BASE SECA
cerminacién| iome | Crenias | Humedag | Umidedes Sacarificantes Alfe-amilaza Beta-amilata
Hores | oo % siople | < napain | simple | c.nameine | simple | c. papeins

] 10.27 0.25 18.66 0.00 0.00 0.25 18.66

24 1 11.19 0.26 19.70 5.40 6.00 0.00 19.40

48 3 11.21 0.26 19.71 10.81 12.01 0.00 18.11

72 7 10.63 16.02 22.50 35.81 37.04 14.23 20.65

96 10 15 9.41 19.13 23.02 70.65 70.65 15.60 19.49

120 18 20 9.10 23.25 23.77 103.54 110.01 18.07 18.27

144 28 24 10.00 25.03 23.65 120.50 123.00 19.00 17.50

168 | 37 35 9.60 26.43 22.40 128.50 130.50 20.00 16.00

Eficiencia en germinacién de la muestra 97 %.
Cultivada en la regién del Mayo, Son.—Obtenida en los Laboratorios de la Nacional Distribuidora vy

Reguladora.
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Maiz

TABLA VII (GRAFICA III)

“Chato''.—Aumento del contenido enzimdlico con la germinacién

DETERMINACIONES SOBRE BASE SECA
Teren 0 OSerehe | PSS | e || A Segonieanis | Ao e

Hores men. . o, Fxtr. l:xtr.’ ?xtr. Extr. !Extr. Extr.
simple c. papaina simple c. papaina simple c. papafna

0 10.36 0.00 0.32 0.00 0.00 0.00 0.32
48 3 10.71 0.00 0.32 1.79 1.79 0.00 0.23
96 i0 10.54 0.49 0.82 8.94 7.25 0.04 0.46
144 15 20 10.42 0.82 0.82 12.31 11.16 0.20 0.26
192 28 25 10.80 0.82 1.00 11.96 13.70 0.22 0.31
240 33 30 10.50 1.04 1.08 16.00 15.60 0.24 0.30
2188 38 37 10.30 1.11 1.08 17.00 17.00 0.28 0.23

Eficiencia en germinacidén de la muestra 93%.

Cultivada en el Estado de México.—Obtenida en la Secretaria de Agricultura.




o !

el
i

on
|
!

p
-

n

N

Exthesn)

T

ifd,

R

-99 -

il @ 11T

14

1




TABLA IX. (GRAFICA IV)

Maiz "Hibrido' .—Aumenioc del contenido enzimdu co con la germinacidn.
DETERMINACIONES SOBRE BASE SECA
Jiemmeen | Ospmelle | OEEle | e | Onideses Sogenicares | Ao Beoes
) Extr. Extr. € xtr. Extr. Extr. Extr.
Horas mm. mam. Go simple c. papaina simple c. papaina simple c. papaina
0 11.69 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 0.13
48 5 11.00 G.12 0.12 3.27 3.27 0.00 0.00
96 12 12 10.67 0.49 0.62 9.77 9.77 0.00 0.13
144 20 25 10.52 0.84 1.08 17.88 18.82 0.00 0.15
192 35 28 10.12 1.21 1.34 22.35 22.25 0.0¢ 0.23
240 40 33 7.83 0.36 1.78 30.89 29.59 0.00 0.30
288 45 40 7.75 2.02 1.92 33.36 34.01 0.35 0.22

Eficiencia en germinacidén de la muestra 98 %.

Tipo Celaya No. 2, cultivada en el Campo Expenmental de Celaya, Gto.—Obtenida en le Banco Eji-
dal.
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TABLA X. (GRAFICA V)

Cebada "Coahuila”.—Aumento del contenido ensi mético con la germinacién.
DETERMINACIONES SOBRE BASE SECA
Tiempo en | Desarrollo | Desarrolla Unidades Sacarificantes Alfa-amilasa Beta-amilasa
getminacién plamula raicitlas Humedad K-S Unidodes Unidades
Extr. Extr. Extr. Extr. Extr. Extr.
Hores mm. mun %o simple c. papafna simple c. pepaina simple c. papafna
o 9.10 3.88> 11.71 0.00- 0.00 3.88 11.71
24 1 8.90 4.13 10.64 1.10 1.10 3.58 9.09
48 8.80 7.11 13.72 7.26 7.02 6.75 13.37
72 7.96 10.20 1.4.14 20.45 30.68 39.18 12.61
96 20 14 6.68 12.90 17.16 29.90 30.26 11.40 15.65
120 30 27 6.38 15.61 20.58 32.04 31.65 14.01 19.00
144 35 30 6.58 14.70 16.57 35.68 35.68 12.92 14.99
168 45 40 5.93 16.60 15.88 45.97 44.76 14.30 13.64

Eficiencia en germinacién de la muestra 95%.

Obtenida en la dérveceria Moctezuma, S. A,




P

bnim.
L f

h ¥a
i
}
1

I

on o
i

p
9
14

T

b

thatc

Paga

t‘...A <

tragel

i

BN

gy
|4

T

2toraddla)
e}asnhiinpe

3

5

Gratips v

Y] abopils ﬂIL'

10 D N I

-103-



TABLA XI. (GRAFICA VI)

Cebada ''Tlaxcoapa’ .—Aumento "del contenido en zimético con la germinccién. oo
DETERMINACIONES SOBRE BASE SECA :
Tiempo en Desarrollo Desarrollo . . - -

germinacién plamulas raicitfas Humedad Unidades E:sscenhcentes Ag:;:’r::;::d BS:}:':;::‘ L
Extr. Etr. Extr. Extr. Extr. Extr. :

Horas mm. . fin. Q) simple c. papaina simple c. papaira simple c. papaina

0 8.31 3.85 13.99 0.00 0.00 3.85 13.99 ]

24 2 2 7.50 6.30 15.30 6.00 6.00 6.00 15.00 ' 5
48 7 5 7.65 8.72 16.35 14.40 15.00 8.00 15.60 :
72 15 13 6.81 : 9.85 17.15 17.76 19.00 8.96 16.20 . ) 7
96 23 17 6.57 11.60 18.00 20.00 20.00 10.60 17.00 ‘
120 25 20 6.57 12.77 19.60 21.95 21.95 11.67 18.50
144 35 25 6.72 9.49 17.41 22.87 23.40 8.357 16.24
168 50 40 6.80 17.25 16.56 25.00 27.10 16.00 15.20 ~

Eficiencia en germinacién de la muestra 94 %. e

Obtenida en la Cerveceria Moctezuma, S. A.
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Centeno

TABLA XII. (GRAFICA VII)

VAV —Aumento del contenido enzimdiice con la germinacién.

Tiempo en

Desarrollo

Desarrollo

DETERMINACIONES SCOBRE

BASE SECA

Unidades Sacanficantes

Alfa-amilasa

Bets-omilasa

geiminacién| plamula raicitlas Humeded Koo Uniclades oy
Horas . ma. < ?xrr. Extr.’ %xu. Ex"', Fxtr. Extr.

simple c. papaing simple c. papaina simple c. papaina
0 13.27 5.18 7.08 0.00 0.00 5.18 7.08
24 1 2 10.98 5.55 7.72 3.27 4.49 5.39 7.50
48 5 3 10.88 3.92 8.07 12.24 12.83 3.31 7.43
72 10 7 10.28 5.81 8.49 16.22 16.72 5.00 7.65
96 21 14 10.25 7.08 7.73 18.81 19.81 6.09 6.74
120 24 19 10.44 4.86 6.93 21.44 22.31 3.79 5.82
144 30 26 9.98 9.48 9.28 25.39 26.01 8.21 7.98
168 “35 33 10.31 11.06 8.50 41.16 42.81 9.00 6.36

Eficiencia en germinacién de la muestra 90%.

Obtenida en la Secretaria de Agricultura.-—-No iden tificada.
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TABLA XII. (GRAFICA VII)

Centeno "B".-—Aumento del conienido enzimdtico con la germinacidén.
DETERMINACIONES SOBRE BASE SECA
sevminacian| otmota. | Croicitias | Humedad | Umidedes Sacarificanies Alks-smilara Beto-amilass
simple c. papaina simple c. papasina simple c. papaina

0 12.67 3.55 9.25 0.00 0.00"- 3.55% 9.25
24 1 9.35 4.02. 8.67 2.30 2.30 3.90 9.55
48 4 2 9.80 617 10.70 10.43 11.00 5.65 10.15
72 12 10.05 775 11.98 15.00 15.50 7.00 11.20
96 24 18 10.20 4.81 13.01 20.10 20.10 3.80 12.00
120 32 27 9.50 9.45 12.75 26.00 25.00 8.15 11.50
144 37 30 9.80 11.70 12.55 30.05 31.00 10.20 11.00
168 45 38 8.75 12.95 12.45 38.90 39.00 11.00 10.50

Eficiencia en germinacién de la muestra 85%.

Obtenida en la Secretaria de Agricultura.—No iden tificada.







TABLA XIV

Comparacién de wvalores enzimdticos en las diferentes muestras
germinadas.

Extraccién simple. Base seca

Muestra H:?:airilégner— Alfa-amilasa Beta-amilasca
Unidades Unidades
Trigo "'Breve’ 168 124.00 22.50
rigo “"Early Baart” 168 128.50 20.00
Maiz "Chaito’’ 288 17.00 0.26
Maiz "Hibrido®’ 288 33.36 0.35
Cebada “'Coahuila’ 168 45.97 14.30
Cebada "Tlaxcoapa’ 168 25.00 16.00
Centeno A" 168 41.16 9.00
Centeno "B’ 168 38.90 11.00
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

Los granos de trigo, maiz, cebada v centeno, carecen de dalfa
amilasa o la contienen en cantidades tan pequefias, que su de-
terminacién se dificulta. Exceptuando al maiz, la beta-amilasa se
encuentra en todos, en cantidades variables.

La alfa-amilasa cumenta con lentitud durante las primeras 24
& 48 horas de germinacién, se eleva con rapidez en las subsi-
guientes y parece disminuir su velocidad al final del periodo. Tul
efecto es mds pronunciado en el trigo. No llegdé a obtenerse al-
gin valor que se estabilizara o disminuyera con el aumento de
tiempo. - .

El aumento en la beta-amilasa casi es inapreciable duranie
los dos primeros dias; se logra posteriormente, y de manera con-
tinua, pero a velocidad menor que la observada en el caso de la
alfa.

La alfa-amilasa "total” o extraida con papaina da valores,
durante todo el proceso germinativo, muy parecidos a los que se
obtienen para las extracciones “'simples’ y sus curvas son igua-
les o estrechamente paralelas. Lo cual indica que la dlfa-amilasa
se forma y cumenta con la germinacidn.

La beta-amilasa total”’ da valores constantes pero mds altos
cque los de extraccién “'simple” y ambos coinciden al {inal del pe-
riodo atin habiendo un ligero aumento intermedio, md&s notable
en la cebada y centeno, al cual sigue una disminucién equiva-
lente. Ello indica que la beta-amilasa no se forma con la germi-
nacién, sino gque sdélo se ‘'desarrolla o activa’. ) :
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En este caso, el trigo sobrepasa a los demds granos en la for-
macién de alla-amilasa; la cebada vy el centeno se le aproximan
en 30 a 35% v el maiz en 13 a 26%. La beta-amilasa se desarro-
lla a un valor mdéximo en el trigo; en la cebada se alcanza un 630
a 70% de éste, 40 a 50% en el centeno vy 1.0 a 1.5% en el maiz,
aque en ambos casos necesita de doble cantidad de tiempo. Debe
indicarse cgue para establecer un orden preciso de correlacid:n,
habria que tomar en cuenta un mayor numero de cIsos.

La acitividad sacarificante “'simple’ v Ttotal” caumenia con la
germinacién; inicialmente, cuando la alia-amilasa es boaja, con-
serva valores aproximados o los de la beta pero los excede a
medida que los de aquel enzimo se elevan.

La formacidén de la alia-amilasa y el desarrollo de la beta
pueden regularse, controlando el tiempo, seleccionando la semi-
Na y modificando las condiciones de germinacidén.

Ld beta-amilasa “total” en el grano original permite dar idea
de su probable desarrolle al germinarlo.

La similitud de caracteres en la formacidén de la alia-amilasa
v desarrollo de la beta, es general para el trigo, maiz, cebada v
centeno; pero puede suponerse una relacidén individual mdéas es-
trecha, por ‘los resultados obtenidos para las dos variedades de
un mismo grano.

El trigo, la cebada y el centeno, serian fuentes de beta-ami-
lasa libre de alia. Sus maltas tendrian un valor amilolitico simi-
lar, sélo limitado por las prodiedades especificamente indicadas
para las alfa vy beta amilasas de cada grane vy por las razones
econdmecas que determinan su empleo.

El maiz no germinado carece de valor amilolitico. Su malta
constituye una fuente de alia-amilasa, con sdélo huellas de beta,
aprovechable en todos aguélles casos que necesitaran de las
transformaciones propias de este enzimo. La muestra ensayada
de maiz hibrido dié resultados mds altos.

El valor comparativo gue pudiera tener el arroz quedd ex-
cluideo, en este caso, por la dificultad de germinarlo a igualdad
de condiciones.

Para el interés industrial de medir las actividades gue co-
rresponden . o las alla y beta amilasas, excluyendo cualquier in-
{luencia mutua, los métodos aqui ocupados reemplazan con ven-
taja a muchos otros gue sdélo determinan la accién conjunta de
esos enzimos.
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CORRECCIONES Y ERRATAS

Pa&agina ’ Renglén Dice Debe decir
17 22 epidermia epidermis
18 4 Indeterminadoes Indeterminados "0.21 0.38
0.16 0.20 0.25 (respecti-
vamentie para cada co-
lumna).
18 5 endosperno endospermo
i8 39 malis mdis
21 33 endosperno endospermo
27 18 éter éster
27 27 amilasa amilosa
32 15 Secree Se cree
39 15 tiene tienen
41 25 reformacién formacién
45 14 separando separado
57 31 Técinca: Técnica:
62 9 en contrado encontrado
64 7 1l1-a vy 11-b g-a y 9-b
69 24 dic alia
72 19 ‘Warin Waring
74 2 1,284 1.284
74 18 actéico acético
80 3 paarciones paraciones
83 29 Josza Jozsa
94 9 acitividad actividad
S4 27 econémeas econdmicas
Cuadro 1 36 Aspergilluis Aspergillus
Cuadro 1 43 substilis subtilis ’
Tabla IX penualtimo le el
Tabla XIV rigo Trigo
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