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t. [INTRODUCCION,

E!l almidén no siempre puede emplearse en su  forta

naturat, sino que en muchas ocasiones se requiere de una
modificacibn f{sica o qufmica para poder obtener de &t las
propiedades funcionales deseadas, una de estas medif icaciones
que se lleva a cabo es la hidrélisis, que puede bhacerse con
&cidos o con enzimas, esta fGltima va siendo m&s wutilizada
debidn a que presenta diversas ventajas caomo son: mayar
flexibilidad en la compasicién final de tos productos,
condiciones de hidrélisis m&s suaves y mayor especifticidod.
Existe una gran variedad de productos obtenideos por la
hidrblisis del alwiddn, uno de ellos son las maltodextrinas que
son polfmeros formados por D-glucosa unida a través de
enlaces alfa 1,4 ¥ alfa 1,6 dando cadenas lineales y ramificadas.
Las mattodextrinas, en general, se van a ctasificar segln
su equivalente de dextrosa (DE), el cual se refiere al contenido
de azficares reductores; en México podemos encontrar
maltodextrinas con varios equivalentes de dextrosa como son: 5,
10, 15, 20, 25 vy hasta 30, cabe wmencionar que estas
maltodextrinas son producidas por medio de una hidré&lisis Aacida
utilizando &cido clorhfdrico diluido, pero recientemente han

comenzado a obhtenerlas a través de la vfa enzimftica. Las
maltodextrinas son utilizadas principalmente en Jla industria
alimentaria y en ocasiones en la f{farmacéutica, desarrol landao

diversas funciones dependiendo de su equivatente de dextrosa.
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OBJETIVOS.

1.

Obtener naltodextrinas por hi&p&lisin
“enzimitica’ 'y caracterizarilas’ por su’peso
molecular,

Encontrar las condiciones para |levar a cabo
1a hidréligis enzimA&tiea, como son: pH,
temperatura, concentracién de Ia anzima y
tiempo de reaccién.

Encontrar las condiciones en las cuales se
pueden cbtener maltodextrinas dn peso
molecular especffico y con un equivalente de
dextrosa de 10 y 15.

Establecer la metodologfa para la
determinacitn del peso molecular de fas
maltodextrinas.



11t.  GENERALIDADES.

Existen dos grupos principates de polisacfridos qgue
tienen una funcién biotSgica diferente: los polisaciridos que
gonstituyen ol tejido estructural como la celulosa y pectinas que
forman puentes de hidrégene intermoleculares estabtes, por lo
que s0n poco solubles en agua y la absorben en poca cantidad vy
los que constituyen la reserva energética como el almidén, que
absorbe agua hinchdndose ¥y que es susceptible a atagues
quimicos. El almidén (Cg H g Og 2y as el principa!l
polisacdrido que constituye Ia reserva energética de las
plantas ¥ constituye una porcifn sustancial en la dieta humana.
El almidén esti compuesto por dos fracciones de polisaciridos,

ambas son polf{meros macromoleculares de glucosa. Uno de estos
compenentes, la amilosa, os una molécula que consta de una scla
cadena lineal y flexible de aproximadamente 500 - 2000 unidades
de glucosa unidas entre s{ por enlaces Lol IR El otro
componente es llamadne amilopectina. que ests altamante
ramificada y que contiene ramificaciones lineales en las
posiciones ¢t -1,6 con un promedio de ramificaciones de 25
unidades de glucosa. La proporcién de estas fracciones en los

almidones de diferentes variedades de las mismas especies de
plantas son constantes, mientras que ciertas variedades de

careoales estén compuestas principalmente de motéculas
ramificadas. ! tamafio y la forma del gr&nulo de almidén 8s
muy caracter{stico de cada especie boténica, por to gque se  han
desarrollado diferentes métodos microscépicos para

identificarlas. (2)(3)>

El aimidén puede obtenerse a partir de varias fuentes

como son: mafz, sorgo, papa, tapioca, arroz, etc., aunque
generatmente se obtiene del wafz por su bajo costo y su gran
disponibilidad. El} wafz ( Zea mays ) ¥ el sorgo ( Sorghum

vutgare ) son ¢l artfculo principal en la dieta de familias de
bajos recursos que habitan en pafses on via de desarrollo como

india, Pakist8n, China y ciertas partes de Africa y Asia. La
calidad proteica del mafz y del sorgo  es baja parque la
protefna de! mafz no tiene en cantidades suficientes lisina y
triptufano mientras que el sorgo carece de lisina ¥y de
aminofcidos 4que continen azufre., (1) Se ha tratade de buscar
nuevas formas para corregir estas deficiencias y una de estas es
la germinacidn de semillas. Recientemente, algunos
investigadores han estudiado la influencia de la germinacién al
elevar el vaior nutritivo de las sewillas. Durante el proceso

de germinacién los materiales aimacenados se convierten a formas
mfs utilizables para la planta y para el hombre. (18)(17)(39)



El almidén influye en las propiedades sensoriales de
muchos a!imentas y esto estd supeditado a las interacciones que

tonga con los otros componentes gue se encuentran presentes. L.a
facilidad que tienv el almidén para reaccionar, no sfio cstd
determinada por ta tuente botfnica a la que pertenezca, sino
también a la relacifn que tengn con respecto a cada  componenta
que lo rodea. LLa forma precisa y el mecanismo de odichas
interacciones no es conocida completamente.

Las modificaciones que sufre un almidén aen S0
temperatura y vclocidad de gelatinizacién, cuande estd presente
en un alimento, son reflejo de la influencia de los diterentes

constituyentes de! medib en que se encuentra.

El almidén de diferentes fuentes ¥ diversas
modificaciones es utilizado en ta industria alimentaria, en
general. como !

- agente espesante

- agente formador de gel

- encapsulador

- estabilizador de emulsiones aceile en agua

El almidén no siempre se puede emplear en su  forma
natural, sino Qque en ocasiones reguiere de wuna modificacién
ffsica o qufmica pora poder obtener de &1 las propisdades
funcionales descadas. (13)(23)(30)

El almidén puede ser hidrolicado ya sea por Acidos
(HC1) o por medio de enzimas (alfa amilasa, bota amilasa,
pululanasa, dextranasas, glucoamilasa, etc.) 1
grado de hidrélisis puede ser controlado de tat farma que los

productos obtenidos Ltengan las propiedades fYsicas deseadas., La

hidrélisis onzimftica ha ido reempiazando gradualmente los

procesos tradicionoles de cat&lisis 4cida debido a tas ventaijas

que presenia:

a. Mayor especificidad

b. Productos con determinada distribucifén de carbohidratos

c. Condiciones de hidrélisis mfs suaves

d. Menor cantidad de subproductos

e. Minimizacién de etapas de refinamiento para remover cenizas y
color. (28)

Dos tipos de enzimas intervienen en la degradacifn y
sfntesis del almidén y polisacfridos seme jantes., €n ol
primer grupo se encuentran aquellas enzimas que catalizan el
rompimiento hidrolftico de los enlaces glucosidicos, ésta
reaceifn es pra&cticanmente irreversible. Las enzimas de #ste
grupo, son las ami lasas ¥y ami loglucosidasas que son
hidrolfticas.



Las enzimas del segundo grupo  tienen una reaccibn

diferente, ellas permiten la transferencia de los enlaces
glucos(dicus. En general, la reaccibn consiste en Ia
formacién de un entace glucasfdico y simul t&neamente et

rompimiento de otro entace glucos{dico, en todo esto  interviene
un intarcambio de energfa de un radico! a otre y la mnayorfa de
las reacciones son reversibles. Las enzimas de ecte grupo se
tes llama transglucosidasas, donde se incluyen fosforifasas y las
no fosforolfticas como ciciodextrinasa, amilomaltasa, coenzima

Q, ete., estas enzimas no saon hidrol{ticas L sfntesis ¥
degradaci&n wnzim&tica del almidsn y semeisntes, depende wés
que nada de la reaccibn enzimftics sobre las poculiaridades del
sustrata. En general, hay dos tipos de amilasas, &% ¥y (3 .

ALFA AMIL.ASA
a. Las fuentes de la alifa - amilasa son:

12 Organos de animales y fluidos: pancreas humano, cercdo,
perra, caballo, bavino, oveia; gldndulas snlivales
(parétidas) humanas, mono, cerdo, rata, ratbn, ardilla;
sangre humana y orina,

2) Plantas superiores: cereales no germinados y germinados:
¢ebada, sorgo, malta, trigo, ete. Uno de los objetives
de la germinacibn es el de producir enzimas que no estdn
presentes o que no estdn en cantidades suficientes en los
granos sin germinar. iin el caso del sorgo, se ehcontré
que donde se produce la mayor cantldad de alfa oamilasa eg
en el embrién.

31 Microorganismos: honpgos comno Aspergitlus oryzan,
bacterias como Bacillus subtillis, Bacillus mesentericus,
Clostridium acetobutylicum. (4)(12)(20Q)

b. Accién de la enzima.

La ol amilasa ( =A 1,4 glucan 4 glucanohidrolasa L.C,
3.2.1.1) es una endoenzima que hidroliza los enlaces glucos{dicons

=< 1,4 del sustrato tamitosa, amilopectina y polisfridos
semejantes) en un mecanismo al azar que se lieva a cabo en dos
pasos. En la primera reaccién las endoamilasas hidrnlizan Jjos
enlaces localizados en las regiones m&s internas del sustrato,

s6tq !os enlaces terminales no segn hidrolizadgs, obteniéndose



como producltos de reacciépn dextrinas, las cuales posteriormente
son hidrolizadas a polisacfridos de menor peso molecular. En
una segunda reacecifn, wucho mis lenta pe forma una mozcla de
maltosa y maltotriosa, la cual se rompe lentamente en maltosa ¥

slugosa despuds. (4)(34) Todas los az@cares reduyctores se
producen en forma alfa. En el caso de sustratos que tienen
ramificaciones alfa - 1,6, estos enlaces son resistentes a la
accién de la <X-amilasa y tambié&n inhiben !a hidrbiisis de los
enlaces alto -~ t,4 vecinos. (20Q), El mecanismo de accibén de la

alfa omilasa se muestra en la Figura 1.

Independientemente de la fuente y la pureza de wuna
preparacifn de aifa amilasa, la accibédn de la alfa amilasa es
caracterizada por up camhio simultdneo en las propiedades det
sustrato:

1. Aumento del poder reductor: debido a la liberacifn hidrolf{tica
du grupos plucos{dicos aidehfde.

2, Cambio en las propiedades de formacién de color con yodo: la
mSxima absorciSpn de la adicibdn de un coaplejo de yado da un

cotor violeta, tuego pfirpura vy luego café. En forma
simul tdnea, la intensidad de !a absorcibn de luz disminuye ¥y
las propiedades de mantenimiento de colar con yodo
desaparecen. A esto se le llama dextrinizacién.

3. Disminucibn de la viscosidad.
4. Disminucién de la turbidez de la solucibn de almidén.
%. Cambio en el podor &ptico de rotacibn: la rotacidn Sptica del

almidén soluble es de EG*] = 1220 ¥y va disminuyendo
llegar al valor de '130. (4)(11)(18?(34)

HIDROLIZADOS DE ALMIDON,

El diferente grado de hidrétlisis (conversién) de)
almidén se refiere principalmente al contenido de azficares
raeductores que se expresa como equivalento de dextresa (DE)., En
base a esto, los hidrs!izados deil atmidén se clasifican en das

grupos:
a. DE menor que 20: maltodextrinas
b, DE mayor que 20: jarabes de mafz



Las maltodextrinas son polf{meros formadns por D-glucosa,
en los cuales, rediduos individuales de alfa D-giucopiranosil
estfn unidos por cniaces alfa 1,4 para dar cadenos lineales y que
poseen también romificaciones aifa 1,6. Las maltodextrinas se
obtienen a partir de una hidrélisis controlada del almidfin para

conservar un equivalente de dextrosa menor que 20. Lea
hidr6lisis puede ser catalicada con Acido (Scido clorhfdrico
diluido?, una enzima (alfa amilasa) o ambos. Lo composicién de

sachridos de maltodextrinas obtenidas por una hidrflisis Scida es
diferente a la obtenida por una enzim&tica, aungque en ambos cusos
se obtiene el mismo equivalente de dextrosa. (102015)C22)(26)(28)
La cowmposicifin de carbohidratos de las maltodrxtrinas se presenta
en @l Cuadro 1.

Tomando en cuenta que el enquivalente de dextrosa de las
maltodextrinas se refierc al contenido de azficares reductores,
como so menciond anteriormente, se dice que si el equivalente de
dextrosa es bajo hay menor cantidad de azficores reductores y si
e! equivalente de dextroso es alto el contenido aumenta. En
base a esto, se hace notar que las maltodextrinas van a presentar
diferentes propiedades de acuerdo al equivalente de dextrosa que
tengan. Si el equivaiente de dextrosa va aumentando
tindependientemente de la forma de hidrélisis realizada) la
viscosidad de las maltodextrinas va a ir disminuyendo debido a
que ocurre un rompimiento hidrolftico del almidén, 1 cual
ocasiona una disminucién en el tamaiio de la molécula de almidén y
por lo tante en su peso molecular, dando como resul tado
soluciones més claras a las originales de almidén, debido a Ila
liberacifn bhidrolftica de azGecares reductores, tos cuales van a
provocar un aumento en el dullor do las maltodextrinas; vanm 2
producir reacciones de oscurecimiento cuando se someten a altas

temperaturas; influyen en el aumento de la uvswmolaridad de las
soluciones. La osmometrfa con congelacifn 50 utiliza
para medir el punts de congelacién de una solucifn comparindola
con el agua. Dicho punto de congelacifn depende del ntimero de
moléculas en solucidén, ontre wis pequena sea la longitud de la

cadens de los oligosacdridos nds alta es la depresién det punto
de congelacibn; otra de las propiedades que os caracterfstica de
ios carbohidratos de bajo peso molecular es el aumento en fia
higroscopicidad de las maltodextrinas debido a que hay farmacibn
de puentes de hidrégeno con tas molidculas de agua en la
atmésfera. (2)(24)(27)

En general, las maltodextrinas se dividen en cuatro
tipos de acuerdo al equivalente de dextrosa y son: 5, 10, 15 y 20
aungue @&n ocasiones se producen maltodextrinas que ilegan a
presentar un equivalente de dextrosa de 30. La descripcién
general de las maltndexirinas se presenta en el Cuadro 2.



En la industria alimentaria, las maltodextrinas son
utilizadas en una gran variedad de olimentos, desarrollando
diferentas funciones gue se muestran 3 continuacién en el Cuadro
3. ()

De el gran nGomero de hidrolizados disponibles descritos
en términvs de su valor de equivalente de dextrosa, sélo 1os
materiales con un cquivalente de dextrosa bajo son aceptados en
tratamientos pusteriores de falias crbpicas renales, cirrosis de
hfgado, desérdones en ei metaboiismo de aminoficidos y aquellas
candicinues en las cuales se requiere de una gran cantidad de
energla pero de una dieta con un flufdo y contenido electroiftico
bajos. (10)(27)

Aunque las maltodextrinas son wutilizadas generalmente

enla industria alimentaria, en ocasiones se utilizan en la
industria farmacéutica, principalmente en Ia produccibn de
tabletas, p{idoras, polvos y Jjarabes, cumplienda diversas

funciones entre ias que se eoncuentran:
- agente tableteador
-~ control de densidad
- excipiente
praporcionar viscosidad y duizor



FIGURA 1

MECANISMO PROPUESTO PARA
ALFA AMILASA
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CUADRO 1

PERFIL APROXIMADO DE COMPOSICION
DE CARBOHIDRATOS DE MALTODEXTRINAS(24)

(% EN BASE SECA)

AZUCAR DE=10 DE=20 DE=30
Dextrosa .0 1.0 4.0
Disacarido 4.0 6.0 10.0
Trisacarido 6.0 8.0 14.0
89.0 as.0o 72.0

Super|oreas

10




CUADRO 2

DESCRIPCION GENERAL DE LAS MALTODEXTRINAS (24)

EQUIVALENTE DE PROPIEDADES
DEXTROSA

s8-12 Dulzor imperceptible,

Higroncoplcidad baja,

Solubllldad complata
hasta 30% sdlidos

1ta-22 Dulzer extremadamente

bmjo, Higroscoplicidad
bajJa, Solublilidad
completa hasta 60X

-
de smolldos

28-32 Dutzotr moderado,
Hligroscopicldad moderada,
Solubitldad compltata
hasta 70X de st ldos

11



CUADRO 3

APL1CACION DE LAS MALTODEXTRINAS
EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA (24}

INDUSTRIA uso

Alimentos infantiles feches maternizadas

alimentos envasados
e
Lacteas helados
quesos para untar
Gonfiteria caramelos duros,
confilados, chicles
Postres en polivo, pudines

" Panificacidn batidos para pastel

pasta para pay

12

PROPOSITO

fuente de energia

cuerpo y textura

estabilizacidn, inhibicidh
de cristales, control de
conqelacian. cuerpo

cusrpo, estabilizacida de
emulsiones

plastificante,
inhibidor de cristalizacién

contral del dulzor,
cuerpo y textura

enuisificante, retencion
de humedad, formacién de
estructura

mejorader de hojuela,
agente de coloracién



1V, HMATERIALES Y METODOS

1.+ MATERIALES

a., Materias primas utilizadas:
- sorgo rojlo para germinar
- sorgo hlanco para germinar
~ sorgo perlado para hidrolizar
- almidén de mafz para hidrolizar

b. Equipo de laboratario de usoc comln:
- Parrilla eléctrica, Precision Scientific

Potencifmetro, Corning 125
Balanza anatftica, Mettler H-10
- Balangza granataria, Bainweight B 1500 D
Termobalanza, Ohaus MA-300
Fotoepolor{metro, Klett and Summerson
-~ Espectrofotémetro, UV-210 A Shimadzu
- Bafios Lab Line !nstrument Na. 310 y Grant tipo SE-15
- Estura, Craft
-~ Molino de café&, Moulinex

Tamiz, ntmero de malla 40

1

¢. Material de vidrio:
Materiat de vidrio comfin de laboratorio

-3

Reactivos:

- almidén soluble, Merck

- maltosa, Herck

- dextrosa anhidra, Merck

- &cido 3,5 dinitrosaliefllico, Sigma

- ot amitasa fungica (Aspergillus Oryzoe), Quimorgan

- reactivo de Fol!in-Ciocalteau, Herck

antrona, Merck

solucifn de Fehling A y B, Gigma

almidén de mafz, Industrializadora del Malz

bio gel P-100 (100-200 wmallas), Bio Rad

dextran azul, Sigma

- mezcla de protelnas de altos y bajos pesos moleculares,
51gma

- ficido clorhfdrico 0.1 Ny 1.0 N, Sigma

- maltodextrinas:
1. Inamalt 110, 120, 130, Industrializadora de alimentos
2. Amidex 1 y ll, Arancia Comercial



2.~ METODOS.
1) DETERMINACIUN DE AZYCARES REDUCTORES DIRECTOS. (9)(31)
FUNDAHENTO.

Este método es conocido como el de Lane-Eynon, &l cual
estd basado en ia accidn reductora de ciertos azbcares, donde un
complejo de cobre gue se encuentra en una solucién alcalina de
tartrato, es reducido a 6xido cuproso (1) y los azlcares en
solucién se oxidan a un gran nfnero de productos de oxidacién.
La reaccibn se puede sintetizar de la siguicnte forma:

n C, H u 0, + 2Cu =------ Cu 00 prod. de oxidacién

PROCEDIMIENTO
a. Preparacibn del patrén.

Pesar 1| g de glucosa anhidra pura, disolverla en agua
destilada y aforar a 100 ml. La concentracifn de esta solucién
aes de 0.01 g de glucosa por ml.

Tomar con una pipeta vol@metrica 5 ml de la solucién de
Fehling A y 5 ml de la B, afiadir 50 ml de agua destilada.
calentar a ebullicifbn, afadir 1 ml de la solucién patrén, dajar
hervir, afiadir 2 gotas de azul de metileno al 0.2%, dejar hervir
y afiadir 1a solucifn patrén, dejando que et éxido cuproso formado
se asignte y observando que haya desaparecido el color azul del
sobrenadante. La titulacifin debe completarse en un tiempo no
mayor de 3 minutos.

b. Preparacién de la muestira problema.

Pesar de | a 10 g de muestra y pasarlos a un matraz
aforado de 100 m), afadir agua destilada tibia para disolver,
enfrfar @ temperatura ambiente, aforar y titular de iAa misma
forma que la solucién patrén.

2) DETERMINACION DEL EQUIVALENTE DE DEXTROSA. (31)

FUNDAMENTO

El equivalente de dextrosa (DE) se refiere al poder
Teductar calculade coma la canlidad de glucosa y esxpresado en
base seca. Se obtiene de Ja siguiente forma:

% DE = azficares reductores directos_x 100

% sustancia seca

14



d) DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORESITOVTALES. (32)
FUNDAMENTO.

Tiene el mismo fundamento que {a dererminacién de
azcares reductores directns.

PROCEDRIMIENTU,
a. Preparacifn de la solucifin patrén,

Fesar 4.5 g de sacarosa y disalverla en 100 ml de agua
destilada, pasar a un matraz aforado de 1 it, anadir 4 ml de HCI
concentrado y defar en reposo 3 dfas a 250C o 7 dlas a 15gC,
Aforar, tomar S m! y pasarios 2 un matraz aforado de 100 wol,
afadir 50 ml de agua destifada, neutralizar con NaoH 20%, afarar
y titular de 1a misma forma que la solucidn patrén preparada para
la determinaciédn dn azficares reductores directos.

b. PFreparacitn de la muestra probleaa.

Preparar 1a solucifin de !a muestra probioma de la misma
forma quo la determnacién ge anlGeares reductores dirasctos.
Tomar wuna alfcusta y pasarla @ un matraz de bala y adadir HCI L
N, de tal forma que ambos estén en una relaci6n de 2:1
respectivamente; afiadir perias de ebullicibn y poner a refiuijo
durante 3-4 horac observando aue na ocurra earamelizacién de la
muestra. Enfrfar, neutralizar y titular de la misma ferma que la
solucién patrbn.

4) DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES POR EL. METODO DE
LA ANTRONA. (8) 414 (21)

FUNDAMENTO.

t.a  reacciéin de la antrona se basa en fa habilidad que
tiene un carbohjidrato, en presencia de fcide y ecalor, a formar un
derivadn de furfural, scguido de Jla reaccifn con antruna para dar
un cnlor azul verdoso caracterfstica.

PROCEDIMIENTO.

\ A una serie de tubos se adiciopan alfcuotas de una
solucifn de glucosa de 10 a 100 ug/m! diluyéndose a 1 m! rcon agua
destilada, posteriormente, se afiaden 2 m! de! reactivo de antrona



(0.2 g de antrona en 100 m) de Scido sulffirico 95%) por las

parcedes del Ltubo para que se estratifique. Degpués de 1 a 3
minutos, mezciar perfectamente y revelar en un bajo a ebullicién
durante 10 miputes, enfriar y leer a 620 nm. Se construye una

pr&fica de absorbancia vs ug pglucosa/ml,

5) DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA DE LA ENZIMA.
{4)(36)

FUNDAMENTO.

La actividad enzimBtica se basa en la determinacién de
azficares mediante el reactivo de Hiller {4cido 3,5
dinitrosalic{lico) formando un compuesto celorido.

PROCEDIMIENTQ.

Preparar una solucién de almidén soluble al 1% disualto
en regulador de fosfatos 0.02 M pH 6.9 a ebullicién, agitando
vigorasamente durante 3 minutos, sacar de! fuego y enfriar. En
una serie de tuboe por triplicado y el testigo agregar 1.9 ml de
ta solucibn de aimidbn, ponerlos en incubacifn a 25°C duranto 10
minutos y & cada tubo, excepto el blanco, se le adiciona 0.1 mi
de ta solucién de enzima ( origen féngico, bacteriano,
pancreftico y vegetal) con una concentracibdn de 2x10 g/mi,se deija
actuar a ia enzima en un lapso de tiempo que va de 5 minutos a

una hora, al cabao de les cuales se afaden 4 ml de Acide 3.5
dinitrosalicf{lico. Los tubos se revelan en un bafio a
ebutlicién durante 5 minutos, se enfrfsn y se lesen a 540 nm o
con un filtro verde. Los valores de absorbancias se extrapolan

en ia curva tipo ohbteniendn Ja concentracién de maltosa liberada.

a. ELABORACION DE LA CURVA TIPOD.

5e parte de una concentracidn inicial de 2000 ug/ml de
maltosa. En una serie de tubos se adicionan de 0 a 0.9 ml de la
solucifn inicial, llevar a | m! con agua destilada, agregar 4 al
det &cido 3,5 dinitrosalicflico, revelar en un bafio a ebullicisn
$ minutes. enfrfar y leer a 540 nm. Hacer una grifica de
absorbancia vs ug maltosa/ml.
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6) DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE FOLIN-C|OCALTEAU.
(29)

FUNDAMENTO.

El mfétode de Folin-Lowry se basa #n (3 determinacién
da la presencia de tirosina. La reaccidn se lleva a cabo en dos
pasos:

a. Reaccidn del cobre on medio alcatino con la protefna
b. Reduccién del reactive Folin-Ciocalteau (4cido fosfomolfbdico-
Scido fosfotﬁngstico) por las protefnas tratadas con cobra.

El fundamentio es medirla absorbancia del compuesto

reducida.

PROCEDIMIENTO.
a. PREPARACION DE LA CURVA TIPO.

Preparar una solucién de tripsina de 1000 ug/ml y
partiendo de ésta preparar soluciones desde 100 hasta 900 ug/mi.
En una serie de tubos por triplicado y su testigo, agregar 1 ml
de las soluciones, 5 ml de la solucifin Ex que se prepara a ta
hara de la reaccidn, agitar, dejar en reposo durante 10 minutos
afiadir 0.5 m] de la solucién de Folin (1:3 con agua dastilada),
deiar reposar durante 30 minutos y leer a 800 nm o con filtro
roio. Con los valores obtenidos en Unidades Klett se construye
una gr3fica de Unidades Klett vs wug tripsina/mi.

carbonato de sodio 2% disuelto en NaOH 0.1 N
tartrato de sodio 1%

sulfato de cobre 5%

2.5 ml sol.B + 2.5 mi sol. C

50 ml sol. A + 1 ml sol. D

»x NOTA:Solucién

"

A
B
c
D
£

W b

"
n
"

b. PREPARACION DE LA MUESTRA.

Preparar una solucibn de ta muestra con una
concentrucidn de 1 mg/ml. Tomir t wl de la golucifn y tratarta
igual que el patrén de tripsina.



7)  DETERMINACION DE PES05 MOLECULARES POR CROMATOGRAFIA EN  GEL.
(5)(7)(B)(14)(25)(33)(35)(37)

FUNDAMENTO.

La cromatograffa en gel esti basada en la disminucibn de
la permeabilidad de 1la cadena tridimensional de un gel a
maléculas de un Lamadvio mayor. Ci una solucidn contiene una
mezcla de solutos de diferentes pesos moleculares y se hace pasar
a través de wuna columna que contiene el gel adecuado, las
motéculas wis pequedas penetran en los poros del gel wmhs
ficilmente que las de mayor tamafio, por 1o que van a G§er
retenidas mas tiempo en la columna.

En una columna empacada con gel, se distinguen dos
fases, una dentro del golo gue es la fase estacionaria y 1a otra

fuera del ge! que es la fase mbvil. E! volfimen del solvente
fuera de las partfcutas del gel se denomina vollmen vaclfo (Vo) ¥y
el volémen del solvente requerido para eluir el soluto de la

columna en concentracién m&xima se dencmivia volfimen de elucibn
(Vo).

PROCED IMIENTO.
a. PREPARACION PE LA COLUMNA,

Se wutiliza wuna columna de 0.9 x 60 em, la cual! debe
estar perfectamente vertical, can llave de control de flujo
cerrada, sc¢ adiciona un poco de regulador de fosfatos 0.05 M con
NaCl 0.2 H pH 7, se vierte Ila suspensifn de BioGel P-100.
Cuando se ha terminado la adicifn del gel se deja cerrada la

llave de cantrol de flujo durante 10 minutos. Después de éste
tiempo se abre la |lave poco a poco can 1o que empieza a fluir el
regulador por el extremo inferior de la columna, regulando el
flujo a una velocidad de 0.5 ml/min, y se empieza a empacar el
gel. Se adiciona el regulador de tol manera que el nivel dei
regulador nunca debe estar bajo la superficie del gel. Cuando
ya no se modifica la altura del ge) se congidera terminado el
empacamiento; la altura de la cama del gel fué de S2 cm con un
volbamen de la cama del ge! de 34 ml. Este volfimen se debe

mantener durante todo el experimento.
b. DETERMINACION DEL VOLUMEN VACIO (Vo) DE (LA COLUMNA.

Se dremna el regulador hasta que el menisco quede sobre
la superficie del gel. se clerra la llave y se aifiade poce a poco
con una pipeta el dextran azul (4 mg disueltos en § ml de
ragulador) sobre la pared de la columna, se eluye y colecta en
tubos previamente pesados hasta que et colorante haya
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introeducide hasta el nivel dei pel, entonces seo adiciona
reguliador y se empiezan a colectar fracciones de 1 m! por tubo
hasla que Lodo el dextran azul haya sido eluidao. Se pesan los
tubas, se leen o 280 nm. En este experimento, el volGmen vacfo
{Vo?» se cunsidera como la sumatoria del peso de los fracciones
hasta nue so presente la mayor absorbancia.

c¢. DETERMINACION DEL VOLUMEN DE ELUCION (Ve) DE LAS DPROTEINAS
TiPR,

Se drena ol regulador hasta gue el menisco esté sabre la
superficie del pel, se cierra la llave y se aiiade cuidadosamente
sin perturbar ta superficie del gel 1 ml de 1a mezecla de
protefnas tipo (4 mg disueltos en 1 m! de regulador de fosfatos).
Se introduce la mezcla de protefnas a la columna hasta que el
nival haya bajado al tope del gel, se eluye lentamente con el
refgulador y se colectan fracciones de 1 mi en ios tubos
previamente pesados. lLas fracciones colectadas de cada protefna
se leen a 280 nm. E! volfimen de elucidn (Ve) serd la suma do!
pese de los vollmenes de las fracciones hasta la que preseata 1a
mayor absorbancia.

d. DETERMINACION DEL VOLUMEM DE ELUCION (Ve) DE LAS MUESTRAS
PROBLEMA.

Se drena el regulador hasta que el menisco esté sobre la
superficie del gel, se cierra la llave y se afiade cuidadosamente
1 ml de in salucifn problema (0.5 m! de Ia muestra + 0.5 ml de
regulador). S5c introduce la muestra a ia columna bhasta gque el
mver de ésta hava bajado al tope del gel, se eluye lentamente
con el regulador vy se colectan fracciones de §  ml en tubos
previamente pesados. Las fraccinnes colectadas de gada muestra
prablema se pesan y se les anaden 2 m! del reactivo de antraona,
se revelan en un bajiv a ebullicién durante 10 minutos. se enfrfan
y se loen a 620 nm. El volfmen de elucifn (Ve) seri la suma del
peso de los voif@imenes de las fracciones hasta !a que presente la
mayor absaorbancia.



8) PROCESO DE GERMINACION DEL SORGO. (20)(25)

Ei proceso de germinacién para la obtencién de la enzima
vapetal se licvé a cabo por el método de la jarra. Ver Diagramo
1. Al  prano primeramente se le da una limpieza (pesindose
antes de germinar), se lava con agua destilada hervida vy se
macera durante 12 horas a temperaturn ambiente, para que el grano
adguiera cierta humedad y o germinacién s5e facilite.
Posteriormente, ¢l grano se sumerge en una mezcla de bisulfito de
sodio al 0.1% y fcido fosférice al 0.4% dursnte 40 wminutos. en
una relacibn 1:3 (prsv), actuando éstos como tfungicidas para
evitar ol crecimiento de hongos. A continuacién se lava con
agua corriente y después con agua destilada hervida, poniéndose a
Temojar por 20 minutos con la misma agua, para la eliminacian
complets de los fungicidas. tnmediatamente se pracede a la
germinacion, ctectuindose ésta en charolas de plistico con una
pequefia inclinacifn, tapfndose con potietileno y encima do! mismo
uns tela hémeda, con la finalidad de mantener una humedad
adecuada, llevindose a cabo a temperalura ambiente durante 6
dfas. Para mantener ta humedad. diariamente se gira la charola
en una posicién de 180 y agregdndose el agua necesaria. Una
vez germinado el grano se seca a 409C durante 24 horas, hasta una
humedad del 10% aproximadamente. Lucgo se pasa a la wmolienda,
la cual sc realizé en un molino de café, tamiz&ndose en malla
4 40; obteni¢ndose as{ la harina y la céscara respectivamento
que fueron las materias primas para ta extraccifin de la enzima.
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DIAGRAMA 1

PROCESO DE GERMINACION DEL SORGO

GRANO DE SORGO N

MACERADO

1
REMOJADO ! )
| H, PO, - 0. 4%

LAVADO Y REMOJADO "--

MOLIENDA

1 [}
TAMIZADO |[--remmmemmmeamccannnn : MALLA 40 (.
I

i
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V. DESARRILLO EXPERIMENTAL.
1 SELECCIDN DE  LOS SUSTRATOC.

La primera parte del trabajo consigstif en seleccionar Ja
materia prima que servirfan como sustratn en las reacciones
enzim&ticas. se trabaib con almidén soluble, almidén de mafz v
el sorgo perlado el cual tué molido en un moline de caté v
pasteriormente tamizado en una malla 40.

2) OBTENCION DE LA ENZIMA VEGETAL.

Fueron uti)izados dos tipos de sorgo, el rojo y el
btance. a las cuales se lea hizo un anfilisis de carbohidratos
Posteriormente, ambas muestras de sorgo fueron germinadas
durante 6 dfas, se secaron, se molieron y se tamizaron en una
malla 40 obteniendo dos fracciones: !a harina y la céscara, de
las cuaies, sb6lo la harina de ambes fLipos de sorgo se utilizé

en torma do suspensifn y filtradas en papel Whatman !
a las soluciocnes cbtenidas se les determind 1a actividad
amilol ftiea par el Métoda de Hiller (4cido 3.5

dinitrosalic{lico) a diferentes concentraciones de enzima,
desde 100 ug/mi hasta 3000 upg/ml y utilizando tres almidones

como sustratos el almidén soluble , el almiddn de mafz y el de
sarpgo perlado, l.a muestra de sorgn poerminado, ya sea rejo o
blanco, que presente ia mayor actividad amiloiftica, seré
utilizada como fuente de la enzima. Fosteriormente, a la

muestra seleccionada se le determind la cantidad de protefna
par el Método da Falin Ciocal teau.

2) SELECCIQN DE LA ENZIMA INDUSTRIAL.

El propésito de utilizar otra cenzima es el de cgmparar
su actividad con la enzima vegetal, por esta razén, se
determiné 1a actividad amilolftica a cinco enzimas de origen
fhngico, cuatro de origen bacteriano y wna de origen
pancre8tico: utilizando como sustrato e! almidfn =soluble,
realizando la reaccibn a temperatura ambiente, a pll 6.9 vy
una concentracién de la enzima de 10 ug/ml. De todas
tas enzimas se seleccionarf aquetia que presente la wmayor
actividad.

3) OBTENUCION DE MALTODEXTRINAS.

a. Determinacifin de !as condicienes de hidrélisis.

* Sustratos: almidSn de mafz y de sorgo perlado
x Enzimas: vegetal e industrial

» Temperatura: 25°y 35°¢

 pHe: 7.0

* tiempo de reaccidn: 10 min a 6 hr



b.

Inactivacibédn de las enzimas.

Se probaron tres formas de insctivacibn pars 1as  dos
enzimas:

ib. Por medio de calor
2h., - Por medio de {rfo
3b. Por medio de Scido

AnSlisis de maltodextrinas.

1c.  Determinacién de azflecares reductores directos (método
de Lane Eynon?

2c. Determinacibn de azficarws reductores totales (método
de Lane Eynon)

3c. Determinacibn de! equivalente de dextrosa (método de
Lane Eynon}

4¢c, Determinacién de I|a cantidad de maltasa 1iberade
(método de Miller)

Determinacifn del pess molecuiar aproximado.

id. El gel wutilizado fueé el BioGe! P-100 preparado en
regulador de fosfatos O.095 H y pH 7.0

2d. %e elabord uyna curva tipo utilizando wuna mezcla de
protefnas: beta palactnsidasa, atbfimina havina.
aibfmina de huevo, tripsinfgenc y citocromo C.

3d. Se utilizd doxtran azul para determinar el vol&men
vacfo (Vo) de la columna de gel.

4d. Las maltodextrinas utitizadas se pasaron através de la
columna ¥y se les determind el perfil de elucidn por el
método de la antrona, posteriermente se calcularon les
pesos moleculares con ayudo de {a curva tipo.



V!. RESULTADOS Y DISCUSiON DE RESULTADOS

En fa seleccién de 1a wmateria prima que serfa
utilizada como sustrato en las reacciones enziméticas, los
materiales elegidos fueron el almidén de malz y el de sorgo
perlado del cual sec obtuve una harina fina y posteriormente se le
hizo un anfilisis de carbohidratos cuyos resultadas se observan en
el Cusdro 6. Las abreviaciones que serdn utilizadas en los
resultados posteriores se presentan en el Cuadra 5.

Después se seleccionaron dos tipos de sorgo, el
sorgo rojo y el sorgo blanco, los cuales se wutilizaron para
obtener una amilagsa de origen vegetal. A ambos tipos de sorgoe

se les hizo una anflisis de carbohidratos cuyos resultados se
presentan en el Cuadro 6.

Para poder obtenar la amilasa vegetal, fueron sometidos
el sorgo rojo y el blanco a una germinacién, realizada de acuerdno
al método de la jarra ( Ver Diagrama 1 ), una vez transcurrida la
germinacibn, se obtuvieron dos fraceciones: la harina y la clscara
y se les hizo el anflisis de carbohidratos cuyos resultados se
abservan en ¢l Cuadro 6. En este mismo Cuadro, observamocs que
las muestras de sorgo, tanto germinado como no germinado
presentan un bajo contenido de azGcecares reductores ( directos vy
totates ) con respecto a ilas maltodextrinas comerciales que se
analizaron de Ila wisma wmanera lo que refleja a su vez un
equivalente de dextrosa bajo, indicando, ast mismo, la
presencia de almid6n en todas las muestras.

Se procedis después a seleccionar la fuente de la enzina
vegetal, por lo que las harinas de ambos tipos de sorgo (rojo ¥y
blanco} se usaron en forma de solucifn donde se suponfa
estaba presente ia aniiasa, de acuerdo a esto. se les determind
1a actividad amilolitica a ambas muestras de sorgo, utilizando
tres almidones como sustrato: soluble al! 1%, de mafz al 1X y de
sorgo perlado al 0.5%. Los resultados se muestran en el Cuadro 7.
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CUADRO S

ABREVIACIONES:

HSR: harina de sorgo rojo
CSR: cascara de sorgo rojo
HSB: harina de sorgo blanco
CSB: cascara de sorge blanco
SP: sorgo perlado
g: germinado
sg: sin germinar
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CUADRO &

ANALISIS DE CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS
DE LAS MUESTRAS DE SORGO

MUESTRA 1T ARD zDE ZART ALMIDON HUMEDAD
% z % 7 z

NsRg 157 | 168 | 75.04 67,54 560
kg | 1w | 14 | 8 34.94 * 7.00
HsBg 1.4 1.73 | .8 5.2 18.50
cstg .9 | 1 - - 11.30

s 065 | o2 | 1.3 £6.05 9.3
HSRsg 0.4 | 1.03 | 54.60 9.1 8.60
csrsg | oes | oom | sae 9.4 7.00
HsBsg 0.5 | 0.52 | 45.09 0.8 4.20
(SBsg 0.7 | 0.8 | 36.35 2.7 9.00

'JARD: AZUCARES REDUCTORES DIREGTOS
'DE: EQUIVALENTE DE' DEXTROSA
SART: AZUCARES REDUCTORES TOTALES




CUADRO 7

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA
DE SORGO GERMINADO

rel* 324 ugsml 648 ug/mt 1620 ugsmi
rsat HSRg HSBg HSRg HSBg HSRg HsBg
(ug malishr) {tg malt/hr) (ug maltshr) (ug maltshr) {ug malt/hr)  |(ug malt/br)
Aimidon
soluble
1z 428 296 mn 392 2002 1658
Almidon
de maiz
17 196 163 630 344 1935 1719
Almidon
de sorgo
perlado
0,51 245 189 548 379 792 570
CONDICIONES DE HIDROLISIS!
T:28°c
fosfatos L2 M

pPH % rogulador de

*LEJ:CONCENTRACION DE LA ENZIMA
"[S]1: CONCENTRAGCION ‘DEL SUSTRATO
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En e) Cuadro 7 sélo se preszntan tres concentraciones,
porque a concentraciones menores de 300 ug/ml se presentaba una

actividad muy baja y a mayores de 2000 wug/ml se inhibfa 1a
actividad enzimitica. Los resultados se pxpresan en forma dw ug
de maltosa tiberados/hora  y se obtuvieron por el nftodo de
tiller, utilizando Scido 3.5 dinitrosalicfiico, previa
elaboracién de la curva tipo (Figura 3). Puecde nbservarse on el
Cuadro 7 que al aumentarse la concentracién de la enzima se
incrementa la cantidad de maltosa liberada, en el caso de la

enzima obtenida a partir del sorgo rojo es wmids nntoric el
incremento de la maltosa liberada a comparacibn de la enzims del

s5urgo blanco para tos tres sustralos. En base a estos
resul tados, se selecciond como fuente de 'a amilasa vegetal el
sorgo rojo germinado a una concentracién de 1620 ug/ml. A esta
misma muestra de sorgo rojo, se le determiné posteriocmente ia
cantidad de proteina presente por el método de Folin - Ciocalteau
previa elaboracidn de la curva tipe ( Figura 4 ), la mueostra

presentd 647.9 mg tripsina/ml.

Para poder comparar la actividad de %Ya enzima vegetal,
se les determind la asctividad awilolftica a anmitasas de
diferente origen. Se probaron cinco amilasas de origen féngico,
cuatro de origen bacteriano y una de origen pancredtico, todas
ellas en una concentracién de 10 ug/mil utilizando como  sustrato
almidébn sotuble al 1%, En 2] Cuadro 8 se prasantan tlas
actividades de wostas enzimas, podemos observar que de las
amilasas f@ngicas, la que presentd Is mayor actividad fué la
H-400, iibarando 200,700 wug dc maltosa/hr y la gque tuvo la
actividad mhs baja fué Ia Panzima G, que iiberd§ 25,600 ug de
mal tosashr. En el coso de las amilasas de origen bacteriano,
la enzima con wmayor actividad fué la Tewnasa G que libers 511,700
ug de maltosashr, mientras que otra amilasa bacteriana tiberod
150,600 ug de maltosashr. L.a amilasa pancredtica fiberd
141,300 ug de maltosa/hr. A partir de estos datos, se decidié
utilizar l|a enzim: fongica H-400 para comparar su actividad con
1 enzima vepetal porgue presentd una actividad moderadamente

altta. La enzima bacteriana Tenasa G no se utilizé porque su
actividad era domasiado alta y se desea una hidrélisis moderada
del . almidén para la obtencifn de las maltodextrinas. A la
enzima f@ngica H-400 se le determind fa cantidad de protelfna
por el método de Folin - Cioccaiteau, previa elaboracién
de 1a curva tipo ¢ Figura 4 3, ia enzima prasenté

452.6 mg tripsina‘ml.
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CUADRO 8

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
AMILOLITICA DE ENZIMAS INDUSTRIALES

ORIGEN DE ug maltosa
LA ENZIMA mg msolido/hr
Amilasa fdngica 120,700
Amiiasa fdnglca
P-200) t21t, 200
Amilesas fdngica
{H-400) 200,700
Panzima fldnglca
GSP) 149,300
Panzima fdngica
) 25,600
Amilansa bacteriana 150,600
Amilasa bactarliana
{QM) 164,700
51t,700Q
211,000
Amilasa pancraefticn
{(Sigma) 141,300

CONDICIONES DE HIDROLISIS:
CONCENTRACION DE LA ENZIMA:1Q ug/ml

ALMIDON SOLUBLE 11X
T125°C, regulador de fosfatos 0.02 M pH 6.9
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Ya seleccionadas Jas enzimas que se utilizarfan, alfa
ami lasa de sorgo rojo germinado a una concentracién de 1620 ug/ml
y ta alfn amilasa fGngica H-400 a una concentracién de 23 ug/ml y
los almidonas gue servian de sustrato: almidén de maf{z y de sorgo
perliado; seo prucedié a determinar las condiciones de hidrflisis
para obtener las maltodextrinas.

A las maltodextrinas obtenidas se les hicieron ias
siguientes determinaciones: azficaves reductores directos Y
totales, equivatente de dextrosa y alwmidén (par el mé Lodo
de Lane Eynon); cantidad de maltusa liberada (por el método de
Hiller). En los resultados finicamente se hace mencibn del
equivalente de dextrosa, ya que las maltodextirinas se clasifican
de acuerdo al mismo. En el Cuadro 9 se presentan los resultados
de 1as maltodextrinas obtenidas a partir del atmidén de mafz,
hidrolizada por la amilasa de sorgo rojo germinado a 2§ e c,
tas reacciones se hicieron con diferentes tiempos de reaccibn que
fuaron desde 19 minutos hasta 6 horas. Existen en la industria
varios tipos de maltodextrinas de acuerdo a su equivalente de
dextrosa, en general, se manejan los siguientes: 5.0, 10.0,

15.0, 20.0 y hasta 30.0. Cabe mencionar que el equivalente de
dextrosa de las maltodextrinas comerciales no es exacta, se
pressnta un rango genaralmente de & 2 del valor de equivalente
de dextrosa. De acuerdo a esto, con el almidén de mafz y la
ami lasa vegetal se obtuvieron custro tipos diferentes de

mal tadextrinas y fueron: 5.6 cercano a! egquivatente de dextrosa
de 5.0. 9.6 cercano al de 10.C, 14.0 cercano al de 15.0 y 18.8
cercano at de 20.0.

En el Cuadro 10 se presentan los repsuitados obtenidos
por la hidrélisis del almidan de sargo perlado con la awmilasa de
sorgo germinado, !a temperatura de la reaccifn fud de 25°C y los
tiempos de reaceién fueron desde 10 min hasta 6 hr, obteniéndose
equivalentes de dextrosa desde 4.9 hasta 31.0, de esta forma, se
obtuvieren cinco tipos diferentes de equivalentes de dextrosa
para las maltodextrinas y fueron: 4.9 cercano al equivalente de
dextrosa 6.0, 11.6 cercano a! de 10.0, 13.8 cercanc al de 115.C,
19.0 y 21.0 cercano al de 20.0 y 28.8 cercanao al de 30.0.
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CUADRO 9

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTILIZANDO
ALMIDON DE MAIZ# Y AMILASA DE SORGO GERMINADO**

TIEMPO ARD"' DE? I ART? ALMIDON MALTOSA
R = x x ugermi
0.16 4.9 5.60 25.49 22.80 763
t 0.005 $0.01S 0973 0,070 £10.25
0.5 7.40 8.40 32.20 28.80 1103
* 0,028 = 0.015 +0.895 0,086 0.0
1 8.50 9.60 38.60 3470 3076
20,104 20,115 $0.768 £0.694 .70
2 12.30 1.0 41.30 37.00 5266
*0.450 20,050 20,315 +0.287 227891
3 16.50 18,80 4.8 7.68 7347
20,040 z0.062 20.085 £0.080 0.0
6 20.20 23.00 42.00 38.00 7561
0,013 20,015 £0.104 20,025 *R3.23

CONDICIONES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

T:125°C, agua dextitlada (pH 7.0)
HALMIDON DE MAIZ 11X
MHAMILASA DE SORGO GERMINADO: 1620 um/ml

'ARD:I AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
DE+TEQUIVALENTE DE DEXTROSA
*ARTIAZUCARES REDUCTORES TOTALES
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CUADRO 10

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTIL IZANDO

ALMIDON DE SORGO PERLADO* Y AMILASA DE SORGO GERMINADO**

TIEMPO ARD’ ’ DE?® l ARY? ALMIDON MALTOSA
HR x x = “wgsmi
0.16 4.50 4.90 20,00 18.00 695

£ 0.00 *0,011 20,040 *9.037 t9.2

0.5 11.60 12.70 36.10 33.50 1456
* 0,070 +9.070 . 0,106 *0.0% +93.657

! 13.80 15.00 7.4 33.60 1987
+0.004 *0.04 *0.247 + 0,22 *40.071

2 19.00 21,00 40,60 36.50 3231
0,000 20.005 *0.202 £ 0.163 * 73,1389

3 21.00 23.00 43.90 39.00 4170
z 0101 0,110 *0.364 £0.332 + 2640.84

6 28.60 31,20 48.00 43.30 4456

- 20,653 +0.718 *+0.887 r0.79% 0.0

CONDICIONES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA1
T1 25°C,agum destilada (pH 7.0)

¥ ALMIDON DE SORGO PERLADD o.SX%
% AMILASA DE SORGO GERMINADO; 1620 wug/m|
"TARD AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
DEt1 EQUIVALENTE DE DEXTROSA
JART @ AZUCARES REDUCTORES TOTALES



La obtencifn de maltodextrinas 3 portir del aimidén de
mafz y de la amilasa flngica H-400Q a 25° C, se presenta en el
Cuadro 11, se vtilizaron tiempos de reaccibér que van desde 0.5

hasta 6 hr, obteniendo asf mattndevtrinas con los siguientes
equivalentes de dextrosa: 6.5 parecido al de 5.0, #.4 cercano at
de 0.0, 14.4 cercano al de 15.0 vy 22.0 cercann at de 20,

obteniendo as{ cuatro diterentes tipos de maltodextrinas.

Utilizando cobmo sustrato el almidén de sorgo perlado vy
la amitosa fadngica H-400 a 25°C, se utilizaron tiempos de
reaccifn que van de 0.5 hr hasta 4 hr, obteniendo maltodextrinas

con diferente cguivalente de dextrosa: 7.0 cercano al de 5.0,
16.7 cercano al de 15.0, 21.2 cercang al de 20.0. 27.3 cercano
al de 25.0 y 30.7 cercanc al de 30.0. Los resultados se

presentan en e! Cuadro 12.

Tratando de hacer mis eficiente la obtencién de las
maltodextrinas, se decidif incrementar la tomperatura da la
hidrélisis a 35° C, en los Cuadros 13 A ¥y 13 B se presentan los
resultados de la hidrélisis del almidén de mafz non la omilass
de sorgo rojo germinado, para lo cual se utilizaron ocho tiempos
de reaccifin que van desde 5 min bhasta 2 hr, obteniendose
maltadextrinas que tienen equivalentes de dextrosa de 5.9 a 25.0
y por lo tante cinco diferentes Lipos de maltaodextrinas. Aquf
cbservamos que el tiempo de reaccién se redujo hacia una tercaera
parte, ya que cuando las reacciones de hidrélisis se llevaban a
cabo a 26° C los tiempos de reaccién se prolongaban hasta 6 hr.

Continuando con la hidrélisis del almidfn de sorgo
perlado con la amilasa vegetal a 35° C, en e! Cuadro 14 se
sbsezrva que con cinco tiempos de reaccidn que van desde
5 min hasta 2 hr se obtienen cuatro diferentes tipaos de
maltodextrinas, con un equivalente de destrosa de 10.7,
13.7, 17.6, y 26-.6; es este caso, también podemos observar la
mayor eficiencia al incrementar la temperatura.
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CUADRO 11

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTILIZANDO
ALMIDON DE MA1Z* Y AMILASA FUNGICA H-400%x

TIEMPO ARD' DE* | ART® ALMIDON MALTOSA
HR = x x x ug/mil
8.5 5.7 6.50 12.30 11.10 "z

£0.00 (20,425 | 20.020 +0,020 12,8287
1 8.90 9.80 2.0 19.50 2206
<0,517  (£0.015 {=0.190 *0.75 £34.6410
2 9.40 10.90 22.60 20.30 3383
*0.098 [£0.578 [ 20.050 *0.424 68,3417
3 14.49 16.40 22.70 20.50 5538
0,005  [%0.025 | 0.030 29,025 24,510
4 17.00 19.30 22.90 29.60 5751
20,050 [20.061 |+0.028 =0.028 +268.7407
& 22.00 24.70 30.00 27.00 5991
20,005 j£0.011 } £0.109 20,103 9.0

CONDICIONES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA:
T:25°C, agua destilada {(pH 7)
¥ALMIDON DE MAIZ 1%
#HAMILASA DE Asperglllus oryzae H—4920: 23 ugrsmli

'ARD: AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
DEIEQUIVALENTE OE DEXTROSA
ART:AZUCARES REDUCTORES TOTALES
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CUADRO 12

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTIL1ZANDO
ALMIDON DE SORGO PERLADO* Y AMILASA FUNGICA H-400+%

TIEMPO | ARD' oE* | ART’ ALMIDON MALTOSA
HR = x = z ug/mi
.5 6.50 7.00 20.20 18,20 1263

0,005 [|=0.005 | =0.05 20,045 228,73
i 15.20 16.70 35.00 31,40 24
20.005 [e0.021 |r0.200 *0.187 2179.61
2 19.40 21.20 36.00 32.30 2379
20,062 [£0.080 1=0.0% *+9.080 0.0
3 25,00 210 39.20 35.30 2499
2019 {20,134 | £0.263 1023 £43.85
4 28,00 .70 39.40 35.50 114
20,066 [+0.076 | +0.202 +43.85 0.0

CONDICIONES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICAG:

T125°C, agum destilada (pH 7.0)
#ALMIDON DE SORGO PERLADO ©,5%
#%AMILASA DE Aspergiillus oryzas H-400:23 ug/mi

'ARD: AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
‘DE:t EQUIVALENTE DE DEXTROSA
’ARTIAZUCARES. REDUCTORES TOTALES
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CUADRO 13 A

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTILIZANDO
ALMIDON DE MAIZ# Y AMILASA DE SORGO GERMINADOw#*

TIEMPO | ARD' DE? ART? ALMIDON MALTOSA
HR x x = % ugsmi
0,08 5.20 5.9 - - 857

20.005 0.0 412,990
0.16 6.30 7.20 - - 1426
10,610 [26.017 +43.97
0.25 7.00 7,90 - - 2714
£0.238  {£0.274 250,038
0.5 9.40 10.70 | _3.16 29.00 3606
*0.381  [+0.337 | £0.158 = 0,137 0.0

CONDICIONES DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA:!

T:35%°C, agua destilada (pH 7.0)
#ALMIDON DE MAIZ 1%
®*AMILASA DE SORGO GERMINADO: 1620 ugs/mi

'ARD1 AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
'DE1 EQUIVALENTE DE DEXTROSA
ART1 AZUCARES REDUCTORES TOTALES
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CUARPRDO 3513 B

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTILIZANDO
ALMIDON DE MAIZ# Y AMILASA DE SORGO GERMINADO%*%*

TIEMPO ARD' | DE? | ART? ALMIDON MALTOSA
HR x o x % wgrmi
0.75 15.00 17.00 32.50 29.20 3962

+0.057  |+0.069 (=0.105 0,095 = 3,073

1 8,60 21.00 37.00 33,40 3970

0.081  |*0.091 | r0.208 *0.188 0.0

] 19.30 22.00 38.40 34.60 6360
0534 (20,606 | %0.610 26,552 * 500.36

2 21.60 24.50 39.40 35.50 6739
20,092 [2:0.107 | £0.620 20.555 240,41

CONDICIONES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA:

T:135°C, magus destitiada (pH 7.0)
#ALMIDON DE MAIZ 1%
#HKAMILASA DE SORGO GERMINADO! 1620 ugsml

'ARD: AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
DEI1EQUIVALENTE DE DEXTROSA
’ARTXAZUCARES REDUCTORES TOTALES
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CUADRO 14

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTILIZANDO
ALMIDON DE SORGO PERLADO* Y AMILASA DE SORGO GERMINADO*#*

TIEMPO ARD' pE* [ ART’ ALMIDON MALTOSA
HR x x = x ug/mi
0,08 9.80 10.70 - s~ 716

20,170 |*0.18% z16.11

0.16 10.70 1.7 - - 1029
20,010 [£0.015 + 8.980

0.5 12.60 13.70 30.80 27.70 H71
10,006 |20.032 |£0.247 +0.223 + 50.67

! 16.10 17.60 32.10 28.90 2007
20,040 |*0.045 |*0.125 *0.110 0.0

2 24.40 26.60 34.00 30.00 2214

10,344 [£0.380 | 21,349 20,20 £179.61

CONDICIONES DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA:

T:135°C, agua dastiiada (pH 7.0)
¥ALMIDON DE SORGO PERLADO 0.5%
*¥AMILASA DE SORGO GERMINADO: 1620 ug~/mt

'ARD: AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
‘DEIEQUIVALENTE DE DEXTROSA
JART: AZUCARES REDUCTORES TOTALES
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En el Cusdro 15 se presentan los resultados a 35° C de
la hidr6lisis del almidén de mafz y Ila 2milasa fGngica H-400
utilizando tiempos de reaccifn de 0.5 a 5 hr, obteniendn
eguivalentes de dextrouza diferentes que son: 5.8, 12.3, 14.0,
19.30 v 26.7.

La obtencifin de wmaltodextrinas con sorgo perlado y
amilacs 11-400 a una tewperalura de 35° C, utilizando tiempos de
reaccién que van desde 0.5 hasta 4 hr, se obtuyvieron cquivalentes
de dextroua de 10.5, 17.1, 22.7, 30.0 vy 31.0, por la tanto
son cuatro tipos diferentes de maitodextrinas obtenidas. Los
resultados se presentan en el Cuadro 16.

Una wvez que fueron determinadas las condiciones de
hidré6lisis para obtener las maltodextrinas con equivalentes de
dextrusa espec{ficos. se procedid a determinar {a mejor forma de
inactivar a ambas enzimas, la vegetal y la féingica, por lo que sa
probaron tres métodos:

a. lnactivacibn por medio de calor.

En donde los hidrolizados se sumergf{an en un boafic de agua a
ebullicibn a diferentes lapsos dae tiempos ques fusron dosde
1 hasta 5 minutos.

b. Inactivacifn por medio de frfo

Cousislit e weler los hidrolizodos en cSmaras dg
refrigeracién a 0°C durante 24 horas.

c¢. Inactivacifin por medio de Acido

A los hidrolizados se les afiadié 10 ml de &cido
clorhfdrico 0.1 N o L N, una vez transcurrido el tiempo de
hidr6lisis.

De los tres métodos, el wenes efective fue el de la
inactivaci&n por medio det frfo ya que )la reaccidn siguid, osto
se  pudo observar poru.u se detormind el equivalente de dextrosa
antes y después de la inactivacifdn. De los 2 métlodos restantes,
se selecciond la inactivacibn con calor siendo el m&s efectivo el
tratamiento durante b minutos. A pesar de que con el &cido se
inactivaron las enzimas, Mo se utilizé porque podrYa interferir
en los anflisis posteriores de las maltodextrinas.
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CUADRG 15

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTILIZANDO
ALMIDON DE MAIZ* Y AMILASA FUNGICA H-400%%

TIEMPO ARD' DE? ART? ALMIDON MALTOSA
HR x % % P ug/mi
9.5 5.10 5.80 9.70 8.80 1103

+ 0,035 0035 ) =0.030 * 0,025 2 0.0396
{ 10.80 12.30 f2.50 11.30 1145
£0.041 10051 | 0051 * 0.046 * 67.359
2 12.40 14.00 18.30 16,50 1607
+0.372  r0.421 20.138 r.123 +(12.90
3 16,90 19.30 25.20 22.70 1672
+0.060  |0.190 | 20,020 +0.020 0.0
- 4 23.50 26,78 25.60 23.00 1994
+0.085 10.095 |10.193 +9.77 0.0

CONDICIONES DE LA ACTIVIDADL ENZIMATICA:
T:358°C, agua dastllada (pH 7.0}

#ALMIDON DE MAIZ 11X
¥#HAMILASA DE Asparglillus oryzae H-400: 23 ug/s/m)

'ARD: AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
*DE+EQUIVALENTE DE DEXTROSA
ART:1 AZUCARES REDUCTORES TOTALES
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CUADRO 106

OBTENCION DE MALTODEXTRINAS UTILIZANDO
ALMIDON DE SORGO PERLADO# Y AMILASA FUNGICA H-400%%

TreEmMPo | ArD' | DE? | ART® ALMIDON MALTOSA
HR x x % x ug/ml
9.5 9.60 10.59 35.00 31.50 1680

$0.026 (20,030 |:0.069 +0.063 *62.22
1 15.70 17.10 | 35.20 3.7 1672
29,026 0,036 (0,069 9,063 .0
2 0.7 | 22.70 | 35.80 2.0 2007
10,051 10,051 ¢.0 8.9 0.0
3 27.40 39.00 36.50 32.80 2630
20,1417 0,156 (20,075 9,069 *48.11
4 .40 | 3110 | 36.80 33.00 2758
0,436 {0476 | £0.075 * 0.069 *25.022

CONDICIONES DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA:
T:35°C, agum destilada (pH 7.0)
#ALMIDON DE SORGO PERLADO O0.5X

#MHAMILASA DE Aspergillus oryxraem H~400:123 ugrsm)

'ARD: AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
’BE: EQUIVALENTE DE DEXTROSA
ART1 AZUCARES REDUCTORES TOTALES
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Tratando de hacer un anfilicis dol! peso molecular
aproximado de las maltodextrinas obtenidas, este se llevé a cabo
utilizando un pel para cromatograffa que no presentara
interferencias con los carbohidrates y el perfil de elucifn fud
obilenido por un método colorimétrico para azbcaren, el de I
antrona, previa elaboracibn de wuna curva tipo. Ver Figura 2.
Como no se disponfan de dextranasas de diferentes pesas
moleculares come fud informado por Brooks y col. (82, los cuates
Itevaron a cabo la determinaci6bn por HPLC; agquf wutilizamos una
mezcla dv protefnas con pesos moleculares similares con las que
se elaboré una curva tipo. Ver Guadrn 4 y Figura 5.

En el Cuadro 17 se presenta el equivalente de dextrosa
en funci6n de los pesos meleculares, observando que a medida que
aumenta el equivalente de dextross el peso molecular de la
primera fraccidfn va disminuyendo. En las liguras 6, 7, B y 9 se
presentan los perfiles de elucidén de ias diferentes
maltodextrinas obtenidas a partir del almidén de malz hidrolizado
con la amilasa de sorge pgerminado, aobservando que se obtienen
como prumedio 4 cComponentes.

Los pesos moleculares para las maltodextrinas obtenidas
a partir del almidén de sorgo perlado y amilasa vegeta! se
presentan ecn el Cuadro 18, en donde se presentan 4 equivatentes
de dextrosa en funcién del peso molecular de la primera fraccién
y teniendo come promedio 4 componentes. Los perfiles de elucidén
de este andiisis se encuentran enlas Figuras 10, {1, 12 y 13.

En los Cuadros 19 A y 19 D se encuentran leos resultadas
para la enzima fungica H-400 utilizande almidén de mafz, la gran
actividad que muestra esta onzima puede ohservarse ya que con el
equivalente de dextrosa més bojo de 6.4 sélo  su  preseatan 2
companentes de alto peso melecular; ol equivalente de dextrosa de
10.0 presenta 7 compornentes; el equivalente de 16.0 presenta 10
componentes, aqul gbservamos que no existe una homogeneidad en
cuanto al peso molecular en la fraccifn de mayor peso. En cuanto
a los componentes de wenor pesc molecular, estdn presentes los de
menor tomaiioc en ¢! equivalenie de dextrosa de 16.0, cuande éste
resultado nosetros suponf{amoe que deberfs esztar presente en el
equivalente de doxtrosa de 25.0. Los perfiles de elucion ge
epcuentran en las Figuras 14, 15, 16 y 17.

Las caracterf{sticas de las maltodextrinas usando el
almidén de sorgo periado y ta amilasa fungica H-400, se presentan
en e! Cuadro 20 y se ohscrva que el promedio de componentes para
esta mezcla fué de 3, no presentando una homogeneidad en cuanto
al componente de alto peso molecular. Log perfiles de elucibn se
presentan en las Figuras 18, 19 y 20. Esta heterogeneidad no se
presenta en las hidrdlisis del almidén a partir de 1a enzima
vegetal, to que hizo pensar que el patrdn de acci®n de la enzima
fangica es menos ordenado que el de la enzima vegetal.
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absorbancia

FIGURA 2
CURVA TIPO DE GLUCOSA
METODO DE ANTRONA

820 nm
1.5

ug/mi
Y= 0.066 x + 0.0126




CROMATOGRAFEA DE FILTRACION EN GEL

CUADRO 4

DE LAS PROTEINAS TIPO

PROTEINA TIPOX PM leg PM Ve Ve/vVo
{mi} {mi)

beta-Galactosidasa 116,000 5.86 15.39 1.6339 -
Alblmina bovina 66,800 4.82 18.40 .95
Alblnina de huevo 45,000 4,65 21.36 2.2617
Tripsindgeno 24,080 4.38 ®.15 2.6700
Citocromo € 12,480 4,89 28.94 3.0724

Yotvoidmen vacfo =

9.4193 mi

.
Vatvotliman da slucldn

PMipeso moleacular

# Promedio de 2 repsticiones

U6
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FIGURA 5
CURVA TIPO DE PESOS
MOLECULARES

] } !

409 4.38 4.865
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V= -15054% Q244" "




CTUADRO 7

CARACTERIZACION POR PESOS MOLECULARES DE
MALTODEXTRINAS UTILIZANDO ALMIDON DE
MAIZ* Y AMILASA DE SORGO GERMINADQ*

EQUIVALENTE PESO
DE DEXTROSA FRAcCTON MOLECULAR
%

5.50 I 166,532

TI as, 2131

Izx 43,621

IV 18.02¢8

v 6,380

8.40 x 158,635

Iz 84,469

Irx 45,909

v 24,149

v 6,862

14.00 . . I 103,753

REURT R Tz 63,212
Trx 35,23z

TV s, 296

‘23.09 T s1,629
Iz 26,841

IIx 7,943

v 5,099

S CONDICIONES

Columna ¢.9 x 6@ <©m
BloGel P-100 (100-200 mal!las)
Ragulador de foafatos 0.05 M, pH 7.0

fuorxa I1dénica: 0.2 mm
Vealocidad do recoleccidnt imtstubo
Determinacidn del voldmen de wliucidén: antrona 0.2%

* ALMIDON DE MAIZ tX
¥ AMILASA DE SORGO GERMINADO: 1620 ug/m}
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 FIGURA ‘& N
PERFIL DE ELUCION DE LAS MALTODEXTRINAS
MAIZ/HSRg
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FIGURA 7
PERFIL DE ELUCION DE LAS MALTODEXTRINAS
MAIZ/HSRg v !

Y

L 1 | B [ LIRS WS S S J;'K\A

] 1 i 1 ] I ! 1
12345867 891011121314151617 1819202122232425

No. DE FRACCION

ECUIVALENTE DE DEXTROSA~B8.40




56

620 nm
2.5

2.0

10

Q.5

0.0

FIGURA 8
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FIGURA 9 S
PERFIL DE ELUCION DE LAS MALTODEXTRINAS ;
MAIZ/HSRg i
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CUADRO 18

CARACTERIZACION POR PESOS MOLECULARES DE
LAS MALTODEXTRINAS UTILIZANDO ALMIDON DE
SORGO PERLADO* Y AMILASA DE SORGO GERMINADO**

EQUIVALENTE PRACCION PESO
DE DEXTROSA MOLECULAR
x
4.90 z 249,746
E 3 102,376
IIX 32,915
Iv 8,702
12,70 x ‘114,683
o rx'l 67,876
ITI 8,149
15.00 Y S “x 34,522
i . L BT - 22,136
rxz . 7,328
23. 00 ) . xr 38,931
rx te,390
TzII 6,754
v 2.723
v 1,148

CONDICIONES)

Columna 0.% x &0 cm
BioGel P«100 (100=-200 mallas)
Ragul ador de fosfamtos 0.05 M, pH 7.0

fuerxza Iohica: 0.20 mM
velocidad de recoleceidni 1| mistube
Detarminacidn dei votlmen de elucidn: antrona o.

% ALMIOON DE SORGO PERLADO 0.5%
#% AMILASADE SOROO GERMINADO: 1620 ug/ml
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FIGURA 11
PERFIL DE ELUCION DE L AS MALTODEXTRINAS
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FIGURA {12
PERFIL DE ELUCION DE LAS MALTODEXTRINAS
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CUADRO 19 A

CARACTERIZACION POR PESOS MOLECULARES DE
LAS MALTODEXTRINAS UTILIZANDO ALMIDON
DE MAIZ# Y AMILASA FUNGICA H-400%%

EQUIVALENTE FRACCION PESO
DE DEXTROSA MOLECULAR
x

6.50 I 366,260

xI 156,314

®.80 I 464,835

Ix 242,214

131 123,367

tv 78,877

v 39,856

vz 16,068

"2 %1 4,215

CONDICIONES

Columna 0.9 x &0 cm
BloGal P-t00 (100 m 200 mallas)
Regulador de fosfatos ©.05 M, pH 7.0
fuarza iSnica: 0.2 mM
Veloclidad de recoteccidnt 1 mlstubo

Daterminacidn dei volUmen de sfucidn: antrona 0.2%

® ALMIDON DE MAXIZ X

u% AMILASA DE Aspargillius oryzae H-400: 23 ug/ml
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CUADRO 19 B8

CARACTERIZACION POR PESOS MOLECULARES DE LAS
MALTODEXTRINAS UTILIZANDO ALMIDON DE MAIZ%*
Y AMILASA FUNGICA H-400%»

EQUIVALENTE FRACCION PESO
DE DEXTROSA MOLECULAR
x

16.30 4 309,884

Iz t59, 882

b3 34 to2,707

IV 66,527

v 34,883

VI 19,404

vIr a,162

VITI z2,741

E3 1.614

x t,3aze

z4.70 x 250,841

Iz 133,260

Ixrx 55,654

v 28,8723

v 18,802

R vI ©,369

CONDICIONES :

Columna 0.9 x 68 cm
BlioGe! P-100 (102~200 mallas)
Ragulador de foafatos ©.05 M, pH 7.0

fuerza [onlca: 0.2 mM
Velocldad de raecoleccidn: 1ml/tubo
Daterminacidén dael voluman de mlucidn: antrona 0.2X

# ALMIDON DE MAXZ (X
%% AMILASA DE Aspargililus oryzae: 23 ugemi
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FIGURA 15 ‘
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FIGURA18. e
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FIGURA 17
PERFIL DE ELUCION DE LAS MALTODEXTRINAS
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CUADRO 20

CARACTERIZACION POR PESOS MOLECULARES DE
LAS MALTODEXTRINAS UTILIZANDO ALMIDON DE
SORGO PERLADO* Y AMILASA FUNGICA H-400%*

EQUIVALENTE FRACCION PESO
DE DEXTROSA MOLECULAR
(%)
7.00 t 245,886
II 97,431
ITT 5,753
16.70 T 56,104
II 30,5087
IIz 9,102
27.30 T 272,583
Ix 33,886
ITI 20,511
v 7,006
CONDICIONES!:

Columna 0.9 x 60 cm
BioGat! FP-100 (100-200 mallas)
Regutlador de fosfatos 0.05 M, pH 7.0
fuerza lonlcam: .02 mM
Veleclidad de r-:nl-::l;nx i mi/stubo

. . -
Daterminacion dal volumen de elucion: antrona 0©.2x

% ALMIDON DE SORGO PERLADO 0.5%
#% AMILASA DE Asperglilius Ooryzas: 23 ug/mt
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URA 19. .
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FIGURA 20
PERFIL DE ELUGION DE LAS MALTODEXTRINAS
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Vil. CONCLUSIONES.

1.

2.

Iti)izando como materia prima almidén de malz y de sorgo
perlado. sec obtuvieron las condiciones para la obtenciéa de
maltodextrinass:

a. Utilizando una enzima de origen vegetal o partir de! sorgo
germinado.

b. Y usando una amilasa dre origen fhlngico.

Las mejores condiciones de hidrélisis se obtuvieron a 25°C con
equivalente de dextrosa (DE) de 5.0 a 30.0 para ambos tipos de
aimidén.

Para incrementar la eficiencia o¢n l|la obtencl&n de las
maltodextrinas, se elevd la temperatura a 3%°C obteniendo wuna
reducci®fn de la tercara parte en tiempo para ambos sustratos.

De los datos obtenidos de peso molecular aparente, se deduce
que hay una mayor secuencia respecte a los valores de
equivalente de dextrosa vs peso molecular para ambos tipos de
almidones en presencia de la amilasa de origen vegetal.

- 87



vitte.

1)

2

(§e3]

(4}

5)

8)

7

8)

(3]

€10)

11)

BIBLIOGRAFIA

Au P,M., Fleldes HM.L., c1981), Nutritive quality of
fermented sorghum, en Journul of Food Science, Vol. 46,
No., 2. p. B52-654.

Baduf s., (1885), GQufmica de los atimentos, Ed. Alhambra
Universidad, p. 68, 76-77, 85-89.

Bauman J. W., (1982, Enzymes and Food Processing
Products, Londan, England, p. 272-276.

Bernteld P., {1955, Enzymes on starch degradation, en
Advances in Enzymology, Vol. 1, XI1l., p. 149-150, 370-
ag9s.

Binkley W. W., (1955), Column chramatagraphy of sugars
and their derivatives, en Advances In  carbohydrates
chemigtry, Academic¢ Press, New York, U.S.A., p. 55-56.

8rook J.R., Griffin V.R,, {1987), Saccharlde analysis of
corn ayrup anlids and maltodextrins using high~
performance tiquid chromatography, en <Cereal Chemistry,
Vot. 64, No. 4, p. 253-255,

Churm S.C., (1970), Ge) chromatography of carbohydrates,
en Advances [(n carbohydrates chemistry, Acadenic Press,
New York, U.S.A., Veol. 25, p. 13-18, 31-37.

Davidaon V.J., Paton d., Riogady L., (1usay, Degradation
of wheat starch in a single screw extruder:
characterigstice of extruded astarch polymers, en Journal
of Fond Science, Val. 49, No. 2, p. 453-458.

Detheye G.. Moreela E., ¢1988), Dextrose equivatent
measurements on commercial syrups, en Starch/Starke,
Vol. a0, No, 1%, p. 430-432,

Dobe S.K., Nordin P., {1961, Ilsolation and properties
of siorghum alfa amylase, en Advances of biochemistry
and biophysics, Val. 94, p. 121-127.,

Dobe S.K., Nordin P,, €1962), The action pattern of

sorghum alfa amylase, en Archives of bischemistry and
biophysics, Vol. 98, p. 105-108.

68



€12}

(133

(14)

(152

(16)

17>

(18)

(19>

T (200

(21)

(22)

23

w B
p TS W
‘Sﬁ\g g 1A piBLIGTECH

Duffus C. M., {19488y, Physiological aspects of enzymes
during grain development and germination, en kEnzymes and
their role in cereal technology, American Association of
Cereal Chemist, Minnesotta, U.S.A., p. 83-112.

Encyclopedia of Chemical Technology, €1984), John Wiley
and Sons, New Jersey, U.S.A., Vol. 21, p. 292-2986.

Frenech D., Raobyt J.F., Weintraub M., (1966), Separation of
maltodextrins by charcoal chromatography, en Journal of
Chromatography, Voi. 24, p. 68-75.

Fuller K.W., (igesy, Plant products and the new
technology, Oxford Clarendon Press, p. 103-10S.

Glennie L.W., Harris J., (1983), Endeosperm modification in
germinating sorghum grain, en Cereal Chemistry, Vol.
60, No. i, p. 27-31.

Glennie L.W., (1984), Endosperm cell wal! modification in
sorghum grain during germination, in Cereal Chemistry,
Vol. 61, Na. 4,

Greenwond C.T., MHMilne A., {1968), Starch degrading and

synthetizing enzymes, en Advances in Carbohydrates
Chemistry, Vol. 23, Academic Press, New York, U.S.A.,
p. 311-3:8.

Griffin V.K., Brook J.R., (1986), A madifled method for
total carbohydrates analysis of glucose syrups,
maltodextrins and other starch hydrolysis products, en

Cereal Chemistry, Vol. 63, No. 5 p.a65-466.

Hill H.D., Mac Gregor AW, , 11988), Cereal alfa
amy lases in grain research and technology, en
Advances of Cereal Science and Technology, American

Association of Cereal Chenist, Minnesotta, U.S.A.,
p. 217-261.

Hol tander L., (1952), Differentiation of carbohydrates by
anthrone reaction rate color and intensity, en
Analytical Chemistry, Voi. 24, HNo. 10, p. 1676-1579.

Hoseney C.R., (1986), Principles of cereal science and
technology, A.A.C.C., Minnesctta, U.S.A., p. B1-66.

inglett G.E., (18707, Corn: cul ture, processing,

products, The AVl Pubtishing Co., Westport,
Connecticut, p. 195-312.

69



(24)

(25)
(26)

27)

28)
129)
(30)

(21)

32)

{34)

Ingredientes Alimenticios Méxicanos, S.A. de C.v., (19902,
Guadalajara, Jailisco.

Iturrios S.M.!., €1987), Caracterizacién de las awmilasas
de uorpo, Tesis de Maestrfa, IPN-CEPROBI -ENCB., México
D.F.

Jaohnson J.Cuy (1977, Industria! enzymes, recent
advances, Noves Data Corporation, New Jersey, U.S.A.,
P. 18 21,

Kennedy J.F., Nay R.d., White C.A., (1987,
Composition of the low temperature precipitate from
comnmercial high dextrose equivalent and the kineties of
its formation, en Starch/Starke, Vol. 39, No. 5, D.
171176,

Kruger J.E., Lineback D,, etalt, (1987, Enzymes and
their role in cereatl technology, A.A.C.C.. Minnesotta,

U.S.A,, p. 16-18, 359-366.

Lawry D.H., Rosenburg N.J., Far A.C., (19517, Protein
measurement with the folinpheno reagent, ea Journal ar
Biological Chemigtry, Vol. 193, p. 265- 275,

Matz S.A., {19593, The chemistry and technoliogy nf cereals
as food and feed, The AV] Publishing Co., Westport,
Connectlicut, p. 378-387.

Norma Oficial Mexicana. NOM-F 217-1975, Determinacién del
cquivalente de dextrosa.

Ranganna 45.J., (1986), Handbook of analysis and quality
contral for fruit and vegetable products, Ed. Hac Graw
Hit!, p. 13-16, 26-30.

Rabin J.P., Merver c., Charbonniere R., (18743
Litnerized starches: ge! filtration and enzymatic studies
of insoluble residues from prelonged treatment of patato
starch, en Cerep! Chemistry, Vol. 51, No. 3, p. 389-406,

Whitaker J.R., (1972), Principles of enzymoloegy for the
food sciences, Marcel Dekker, New York., U.5.A., p. 443-
447.

Whistler R.L., Dursn D.F., (1950), Chromatographic

separotion of sugars on charcoal, en Journa! of American
Chemical Society, Vol, 72, p. B877-679,

70



(38)

37)

38)

(39)

Whistler R.L.. (1964), HMethaods in Carbohydrate Chemistry,
Vol. 1V. Academic Press, p. B67-71, 252-259.

Whistler R.L., Be HMilter Jo, 196%5), Charcaal
chromatography. en HMHethads in Carbohydrates Chemistry,
Academic Press, London, Enpgland, Vol. IV, p. A2-4n,

Whistler R.L.. Be Mittler J.. etal. (1980), Starch,

Chemistry and Technology, Academic¢ Press, U.s.a., p-
611 -616. L
Wong D.. Fietds H.L.. (1978), Germination of corn and
sorghum in the home to improve nutritive value, en

Journal of Fond Science, Vol. a3, No. 4, p.. 113115,

71



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Objetivos
	III. Generalidades
	IV. Materiales y Métodos
	V. Desarrollo Experimental
	VI. Resultados y Discusión de Resultados
	VII. Conclusiones
	VIII. Bibliografía



