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RESUMEN

La utilizaciobn de enzimas en procesos industriales biotecnolégicos adquiere cada vez
mayor importancia a medida que se requieren nuevos y mejores productos destinados a
satisfacer necesidades y mercados altamente exigentes. Diferentes industrias como las
de panaderia, cerveceria, detergentes, vinos y jugos de frutas estan desarrollando
nuevas tecnologias enzimaticas, asi como el almidon hidrolizado enziméaticamente surge
de la necesidad de sustituir ciertas materias primas para ofrecer productos de gran
competitividad que generan diversas opciones en el mercado, por ejemplo: jarabes con
azlUcares de mayor poder de disolucién las cuales aportan sustancias en la preparacion
del color caramelo que aportan resistencia a la decoloraciéon térmica, dan cuerpo y
acentlan los sabores de las frutas, asi como mejoran el color y las texturas de algunos
alimentos. Los jarabes de glucosa, particularmente, tienen un enorme mercado potencial

por lo que actualmente son importantes en la industria alimentaria y farmacéutica.

En este trabajo se describe el uso del almidén de amaranto (Amaranthus hypocondriacus
L) para la obtencion de jarabes de glucosa, debido a que actualmente se sobre explota al
maiz y se busca una fuente alternativa para la obtencién de almidon para la produccién
de jarabes; las condiciones de hidrolisis se compararon con el almidéon de maiz. La
extraccion de almidon de amaranto se realizd por el método alcalino en el cual se obtuvo
un 43.83% de rendimiento y un 96.69% de recuperacion. El proceso de hidrélisis
consistio de dos etapas 1) la dextrinizacion y 2) la sacarificacion. Para la dextrinizacion se
probaron algunas variables que la afectan, como son, la concentracion de a-amilasa,
CaCl,, pH, temperatura, velocidad y tiempo de dextrinizacién. Siendo las condiciones
experimentales para la dextrinizacién 45 KU de a-amilasa, 150 ppm de CaCl, con pH 6 a
una temperatura de 90°C a 60 rpm durante una hora de hidrdélisis. Los equivalentes de
dextrosa (ED) se definen como la cantidad de azUcares reductores presentes. El ED para
la dextrinizacién fue de 14 con una Vmax de la a-amilasa de 1.284+0.17 g/L*min y una
Km de 56.697+0.24 g/L. De manera similar se evaluaron las mismas variables para la
sacarificacion siendo las condiciones experimentales 15 U de amiloglucosidasa: 30 U de
pulalanasa con pH de 4.5 a una temperatura de 60°C durante 24 horas de hidrodlisis. Lo
cual resulté en un jarabe de 98 g de glucosas/L con una Vmax de 1.283+1.03 y una Km
de 70.659+0.75. La cuantificacion de glucosa se midié6 por medio del método

colorimétrico GOD-POD. El almidén de amaranto resulta ser una buena alternativa para
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la produccion de jarabes de glucosa que podria ser utilizado en la industria alimentaria
asi como para la produccion de bioetanol.
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Abstract

The use of enzymes in industrial biotechnological processes becomes increasingly
important as new and better products are required to meet highly demanding needs and
markets. Different industries such as bakeries, breweries, detergents, wines and fruit
juices are developing new enzymatic technologies, as enzymatically hydrolyzed starch
arises from the need to substitute certain raw materials to offer products of great
competitiveness that generate diverse options in the market , For example: syrups with
sugars of greater dissolution power which contribute substances in the preparation of the
caramel color that contribute resistance to the thermal discoloration, give body and
accentuate the flavors of the fruits, as well as improve the color and textures of some
foods. Glucose syrups, in particular, have a huge potential market so they are currently

important in the food and pharmaceutical industry.

This work describes the use of amaranth starch (Amaranthus hypocondriacus L) to obtain
glucose syrups, because corn is currently being exploited and an alternative source is
sought for the production of starches for the production of syrups; The hydrolysis
conditions were compared to the corn starch. The extraction of amaranth starch was
performed by the alkaline method in which 43.83% vyield and 96.69% recovery were
obtained. The hydrolysis process consisted of two stages 1) dextrinization and 2)
saccharification. For the dextrinization, some variables that affect it, such as the
concentration of a-amylase, CaCl2, pH, temperature, speed and dextrinization time were
tested. Being the experimental conditions for the dextrinization 45 KU of a-amylase, 150
ppm of CaCl2 with pH 6 at a temperature of 90 ° C to 60 rpm during one hour of
hydrolysis. Dextrose equivalents (ED) are defined as the amount of reducing sugars
present. The ED for dextrinization was 14 with an a-amylase Vmax of 1,284 + 0.17g /L *
min and a Km of 56,697 + 0.24 g / L. Similarly, the same variables were evaluated for
saccharification with the experimental conditions being 15 U of amyloglucosidase: 30 U of
pulalanasa with pH 4.5 at a temperature of 60 ° C for 24 hours of hydrolysis. This resulted
in a syrup of 98 g of glucose / L with a Vmax of 1,283 + 1,03 and a Km of 70,659 + 0.75.
Glucose quantification was measured by the GOD-POD colorimetric method. Amaranth
starch proves to be a good alternative for the production of glucose syrups that could be

used in the food industry as well as for the production of bioethanol.
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INTRODUCCION.

1. Grano de amaranto (Amaranthus hypocondriacus L).

Desde hace algunos afios, el amaranto ha sido "redescubierto” como una planta Gtil y
prometedora, sobre todo porque se ve como un candidato interesante para aliviar la
creciente demanda de alimentos por parte de algunos paises del mundo en desarrollo. El
amaranto es resistente a la sequia, el clima caliente, y varias plagas. El grano contiene
proteina, grasa, fibra, cenizas, minerales en cantidades méas altas que en los cereales

comunes ademas no es deficiente en lisina.

El amaranto se cultivaba en América desde hace 5 000 a 7 000 afios, probablemente los
primeros en utilizarlo como un cultivo altamente productivo fueron los mayas de quienes
otros pueblos de América, entre ellos los aztecas y los incas aprendieron su consumo.
Los indigenas llamaban al amaranto huautli o huauquilitl y los conquistadores lo
denominaron bledo (Becerra, 2000; Hernandez y Herrerias, 1998).

La palabra amaranto significa “inmarcesible” que no se marchita y viene del griego
Amarantén de a (sin) y marainein (marchitar, palidecer). (Hernandez y Herrerias, 1998).

El amaranto pertenece a la familia Amaranthacea que comprende mas de 60 géneros y
aproximadamente 800 especies de plantas herbaceas, de las cuales tres son las
principales: el Amaranthus hipochondriacus, Amaranthus cruentus y Amaranthus

caudatus cultivados en México, Guatemala y Pert (Hernandez y Herrerias, 1998).

Una de las caracteristicas mas importantes del amaranto es, sin duda, su alto valor
nutritivo. EI amaranto, ademas, se pueden aprovechar de multiples formas, como grano,
verdura o forraje. Es también un cultivo altamente eficiente que puede prosperar en
condiciones agroclimaticas adversas, tales como sequia, altas temperaturas y suelos
salinos. La semilla presenta una gran versatilidad, pudiéndose utilizar en la preparacion
de diversos alimentos y tiene, ademas, un prometedor potencial de aplicacién industrial,
tanto en la industria de los alimentos como en la elaboraciéon de cosméticos, colorantes y

hasta plasticos biodegradables (Becerra, 2000).

Técnicamente la semilla de amaranto es considerada como un pseudocereal, ya que
tiene caracteristicas similares a las semillas de cereales verdaderos de las

monocotiledoneas, sin embargo, por ser una dicotiledénea, no es considerado como un

1
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cereal verdadero ya que presenta un ligero contenido de azicares mayor comparado con
los azucares de los cereales verdaderos (Arendt y Zannini, 2013). La semilla de amaranto
es casi esférica con un diametro de alrededor de 1 mm (Figura 1) con propiedades
nutricionales notables, ya que contiene 63% de almidén con caracter “ceroso” que se
encuentra almacenado en el perispermo y el embridon, 15% de proteinas con un
contenido significativo de aminoacidos azufrados y lisina, también es buena fuente de
lipidos. (Becerra, 2000; Gonzalez et al., 2007).

Perisperma

Procambium

Revestimiento
de la semilla

cuspide
del brote

Perisperma

Seccidn transversal

Seccidn longitudinal

Figura 1 Estructura del grano de amaranto (Arendt y Zannini, 2013).

En la Republica Mexicana, las zonas de produccioén y cultivo de amaranto son las mismas
de la época precolombina, en la Tabla 1 se muestra la produccion de algunas de estas
zonas.

Tabla 1. Principales estados productores de amaranto en la Republica Mexicana (Datos obtenidos
de http://infosiap.siap.gob.mx)

Superficie Superficie. - -
. ., Produccioén Rendimiento
Ubicacion sembrada cosechada T (T/ha)
(ha) (ha)
Ll 142.20 142.20 161.18 1.13
Federal

Durango 6.00 6.00 7.80 1.30
Morelos 223.00 223.00 300.90 1.35
México 148.00 148.00 300.60 2.03
Oaxaca 43.05 43.05 68.06 1.58
Puebla 1,950.00 1,950.00 2,188.70 1.12
Querétaro 7.00 7.00 5.95 0.85
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San Luis 22.00 4.00 450 1.12
Potosi
Tlaxcala 2,491.00 2,491.00 3,509.40 1.41

Anuario Estadistico de Produccién Agricola 2014. SAGARPA
1.1 Composicion del grano de amaranto.

Hoy en dia, el amaranto se conoce principalmente como “alegria”, aunque su consumo
no estd muy difundido. Apenas hace unos cuantos afios se redescubrié su enorme valor
alimenticio. El grano de amaranto contiene altas cantidades de proteina, tiene abundante
lisina, que es el amino4cido mas escaso en otros cereales como el maiz, arroz y trigo, por
lo que, al combinar un poco de amaranto con estos, la lisina excedente complementa la
proteina de los otros cereales, logrando una importante mejoria en la nutricién. El
amaranto puede consumirse casi desde la siembra, en forma de germinado, de hojas
tiernas en ensalada o molidas para servirse en modo de sopa. Su digestibilidad es alta
alcanzando entre el 80 y el 92% (Hernandez y Herrerias, 1998). La tabla 1 muestra el
contenido nutricional de la semilla del amaranto.

Tabla 2. Composicién nutrimental de Amaranthus spp (Caselato-Sousa; Amaya-Farfan, 2012;
Koehler y Wieser, 2013).

Nutriente Unidad Valor por cada 100 g
Agua g 11.29
Energia kcal 371
Energia kJ 1554
Proteina g 13.56
Lipidos totales (grasa) g 7.02
Ceniza g 2.88
Carbohidratos g 65.25
Fibra dietética total g 6.7
Azucares totales g 1.69
Almidoén g 57.27
Calcio (Ca) mg 159
Fierro (Fe) mg 7.61
Magnesio (Mg) mg 248
Fosforo (P) mg 557
Potasio (K) mg 508
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Zinc (Zn) mg 2.87
Manganeso (Mn) mg 3.333
Vitamina C (acido ascérbico total) mg 4.2
Tiamina mg 0.116
Riboflavina mg 0.200
Niacina mg 0.923
Folato total mg 82
Vitamina E (Alfa-tocoferol) mg 1.19
Vitamina B6 mg 0.591
Total de acidos grasos saturados g 1.459
Total de &cidos grasos
monoinsaturados J 1,685
Total de &cidos grasos polinsaturados g 2.778
Acidos grasos, 18:3 n-3 c¢,c,c (ALA) g 0.042
Fitoesteroles mg 24
Escualeno en aceite de amaranto % 2.4-8.0

1.2 Almidén.

El almidén es sintetizado en forma de granulos semi cristalinos los cuales son
almacenados en diferentes érganos de la plantas incluyendo semillas, hojas, raices,
tubérculos y frutas, el tamafio de los granulos varia de 1-100 um. El tamafo, la
morfologia, la composicion quimica y estructura del granulo varia dependiendo el origen

botanico.

Representa una fraccién importante en un gran nimero de productos agricola como son
el maiz, arroz y trigo; el almidén también constituye el componente principal del grano de
amaranto y juega un papel importante en sus aplicaciones en los alimentos, (espesantes,
sustitutos de grasa, salsas, cereales de desayuno, panaderia, galletas, aperitivos, pastas,
etc). Otros usos comerciales actuales y potenciales de almidéon son en cosmeéticos,
peliculas biodegradables, recubrimientos de papel y almidén de lavanderia. En general el
almidén ademas puede ser despolimerizado mediante hidrolisis quimica o enzimatica
para la fabricacién de jarabes de glucosa, ciclodextrinas y derivados de maltodextrinas
(El-fallal et al., 2012).
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La cantidad de almidén en los granos varia, por lo general es entre el 60 y 75% del peso
del grano y proporciona el 70-80% de la energia consumida por los seres humanos en
todo el mundo. El contenido de almidon en los granos de amaranto difiere dependiendo
de la especie, por ejemplo A. currentus tiene 42% mientras que A. hypocondriacus tiene
62%de almidén (Lee et al., 2006; Rastogi y Shukla, 2013).

El andlisis del almidon de amaranto revela dos grandes diferencias en comparaciéon con
los cereales. En primer lugar, el almidon comprende el componente principal de hidratos
de carbono en el amaranto, pero se encuentra en cantidades inferiores a otros cereales,
en segundo lugar, el almidon de amaranto no se encuentra en el endospermo sino en el
perispermo, donde las particulas de almidén son generados en los amiloplastos
(organulos en células de plantas que sintetizan polimeros de almidén en forma de

granulos) (Schoenlechner et al., 2008; Thomas y Atwell, 1999)

Quimicamente el almidon esta unido mediante el enlace glucosidico, en el cual el oxigeno
del carbono 1 de una molécula de glucosa estd unido al oxigeno del carbono 4 de la
segunda molécula de glucosa; este enlace es estable a valores de pH altos, pero se
hidroliza a valores de pH bajos. Al final de la cadena polimérica hay un grupo aldehido

activo, al cual se le conoce como extremo reductor (El-fallal et al., 2012).

El almidon se compone de dos tipos de polimeros de glucosa: amilosa y amilopectina
(Figura 2). Las diferencias estructurales entre estos dos polimeros contribuyen a las
diferencias significativas en las propiedades y funcionalidad del almidén. La Tabla 3
muestra algunas caracteristicas importantes de la amilosa y la amilopectina (Coultate,
2009; Thomas y Atwell, 1999).

Tabla 3 Caracteristicas de la amilosa y amilopectina (Robyt, 2008).

Caracteristica Amilosa Amilopectina
Forma Lineal Ramificado
Enlaces a-(1-4) a veces a-(1-6) a-(1-4) y a-(1-6)
Peso molecular 100 kDa 10%-10° kDa
Pelicula Fuerte Débil
Formacion de gel Firme No gelificante a suave
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Color con yodo Azul Marrén rojizo

. Hélice extendida o )
En solucion Esfera irregular
enrollada

Estabilidad en

_ Retrograda Estable
soluciones acuosas

Acomplejamiento Con facilidad Con dificultad

Retrogradacion Rapida Muy lenta
Formacion de complejos Favorable Desfavorable

Patrén de rayos X Amorfo Cristalino

Longitud de onda

660 mn 530-550 nm

maxima

A. Cadena de Amilosa
CH:0OH

B. Cadena de Amilopectina con puntos
de ramificacion

<+—— Enlace glicosidico « 1-8

OH

Figura 2 Estructura quimica de amilosa (A) y amilopectina (B) (Coultate, 2009).
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La amilosa y amilopectina no existen libres en la naturaleza se encuentran como
componentes cristalinos y amorfos en el granulo de almidén cada uno con diferentes
morfologias, pueden ser regulares (por ejemplo, esférica, ovoide, 0 angulares) o bastante
irregulares (Figura 3 y Tabla 4).

Figura 3 Micrografia electrénica de los granulos de almidon de diferentes fuentes botanicas. (A)
maiz, (B) Arroz, (C y D) amaranto (Robyt, 2012).

Tabla 4. Caracteristicas de los granulos de almidén de diferentes fuentes (Buléon et al., 1998;
Rastogi y Shukla, 2013; Tester et al., 2004; Tester et al, 20044a; Xia et al., 2015).

Almidén Tamafo (um) Patrén de rayos X Forma
Cebada 15-25 A Lenticular
Maiz 2-30 A Esférico/poliédrico
15 A Compuesto
Avena
3-10 B Poliédrico
5-10 B Esférico
Arroz
10-40 A Lenticular
Papa 5-100 B Lenticular
Sorgo 5-20 A Esférico
Trigo 2-10 B Lenticular
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15-35 A Lenticular

Amaranto 1-3 A Esférico/poligonal

La relacion de amilosa/amilopectina dentro de un determinado tipo de almidén es un
punto muy importante ya que afecta su funcionalidad en los alimentos. El contenido y la
estructura de amilosa y amilopectina afectan a los granulos de almidon, gelatinizacion,
pasta y atributos de textura. La proporcién amilosa/amilopectina de varios cereales se
muestra en la Tabla 5. Mediante el uso de técnicas clasicas de reproduccion asi como
biologia molecular ahora es posible obtener almidones de diversas fuentes de plantas
hibridas que contienen proporciones variables de amilosa y amilopectina (Gago et al.,
2013; Thomas y Atwell, 1999).

Tabla 5. Proporcién de amilosa/amilopectina de diferentes cereales (Robyt, 2008)

Fuente de almidon Contenido de Contenido de

amilosa (%) amilopectina (%)
Maiz 25 75
Maiz ceroso <1 >99
Tapioca 17 83
Papas 20 80

Maiz de alta amilosa 55-70 (0 mas) 45-30 (0 menos)
Trigo 25 75
Arroz 19 81
Amaranto 5 95

1.2.1 Amilosa

Cadena de glucosas que es esencialmente lineal con enlaces glucosidicos a-(1-4) con
muy pocos enlaces a-(1-6) (aproximadamente 1%) con un grado de polimerizacion de

aproximadamente 500-6000 unidades de glucosa, tiene un peso molecular aproximado
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de 1X10° -1X10° Dalton (Da) dependiendo del origen botanico (Bijttebier et al., 2008;
Espinosa Solis, 2008; Ratnayake y Jackson, 2008).

Aunque tipicamente la amilosa se ilustra como una estructura de cadena lineal es en
realidad a menudo helicoidal, la cual presenta entre 6-8 moléculas de glucosa por vuelta.
El interior de la hélice contiene &tomos de hidrégeno y es hidréfobo, lo que permite a la
amilosa formar un tipo de complejo con &cidos grasos libres, glicéridos, algunos alcoholes
y yodo (ligando) estas uniones estan estabilizadas por puentes de hidrogeno y fuerzas de
van de Walls de los residuos de glucosa, moléculas de agua y el ligando (Obiro et al.,
2012).

El complejo con los lipidos, en particular los mono y diglicéridos, es una propiedad bien
conocida de la hélice de amilosa (Figura 4). La formacion y la integridad estructural de los
complejos de lipido-amilosa son funciones de varios factores incluyendo la temperatura,
el pH, el contacto y/o el tiempo de mezcla entre el polimero de amilosa y la estructura del
acido graso o glicérido; ademas permite modificar las temperaturas de gelatinizacion de
almidon, alterar los perfiles de textura, viscosidad de la pasta resultante y limitar la
retrogradaciéon (Thomas y Atwell, 1999).

Cadena de amilosa

Grupo carboxilo

Cadena Hidrofébica

Figura 4. llustraciéon esquematica del complejo helicoidal amilosa-lipido (lipido al interior de la

cadena).

La amilosa y el yodo forman un complejo de color azul obscuro que es usado para
cuantificar el contenido de amilosa en los almidones cuando es medido a una longitud de
onda de maxima absorcion entre 620-640 nm. La amilosa tiene una capacidad de union
con el yodo del orden de 20 mg de yodo por 100 mg de amilosa. La intensidad del color
azul del complejo amilosa-yodo proporciona ademas informacion acerca de longitud de la

cadena (Espinosa Solis, 2008).



Maestria en Biotecnologia|2017

1.2.2 Amilopectina

Polimero de glucosas que es altamente ramificado (5-6%) estas ramificaciones son
cortas con enlaces glucosidicos a-(1-4) y a-(1-6) cada 20-25 unidades de glucosa con
grado de polimerizacion de 9,600-15,900 y peso molecular de aproximadamente 3x10’ a
3x10° dependiendo del origen botanico (Buléon et al., 1998; Ratnayake y Jackson, 2008;
Tester et al., 2004).

La amilopectina representa el mayor componente del grano de almidén de amaranto,
tiene bajos niveles de capacidad de union con yodo lo que indica que tiene cadenas

cortas de ramificacion (Bello-Pérez et al., 1996).

Se ha encontrado que la molécula de amilopectina consiste en dos tipos de cadena, la
mas abundante tiene alrededor de 15 unidades de glucosa y la otra cadena alrededor de
40 unidades, esto se refiere a las cadenas A y B respectivamente (Figura 5.A) llamado
modelo ramificado que fue propuesto por Robin en 1974 y es ahora ampliamente
aceptado. Su caracteristica esencial es un esqueleto compuesto principalmente por
cadenas ramificadas A que llevan grupos de cadenas B. En cada molécula hay una
cadena que tiene un Gnico extremo reductor, como se muestra en la Figuras 5.B y 5.C.
Se cree que las moléculas de amilopectina estan orientadas radialmente en el granulo de
almidén con el extremo reductor terminal hacia el centro, posiblemente cerca del hilum
que constituye el centro de nucleacion alrededor del cual se desarrolla el granulo
(Coultate, 2009).

Se cree que los grupos de cadenas cortas para ser distribuidos en la cadena de
esqueleto B como se muestra en la Figura 5.B conduce a la formaciéon de regiones
cristalinas, las cadenas de polisacaridos que se alternan con regiones amorfas
(sombreadas en la Figura 5.B) en el cual se encuentran la mayoria de los puntos de
ramificaciébn 1-6. En las regiones cristalinas (Figura 5.D), se cree que los pares de
cadenas vecinas necesitan de 6 unidades de glucosa por vuelta en cada cadena para
formar dobles hélices cortas, el 70 % del almidén esta en la regibn amorfa en donde se
encuentra la mayor parte de amilosa y una pequefia fraccién de amilopectina, mientras
que el 30% restante se encuentra en la regién cristalina con alto contenido de

amilopectina y una fraccién pequefia de amilosa (Coultate, 2009).

10
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Figura 5 La amilopectina y el granulo de almidén. (A) Las caracteristicas esenciales del modelo de
cluster primero propuesto por Robin en 1974. (B) La organizacion de las regiones amorfas y
cristalinas (o dominios) de la estructura de la generacién de las capas concéntricas que
contribuyen a los “anillos de crecimiento” visibles por microscopia de luz. (C) La orientacion de las
moléculas de amilopectina en una seccion transversal de todo un granulo. (D) La estructura de
doble hélice probable ocupado por las cadenas vecinas y dando lugar al extenso grado de

cristalinidad en el granulo (Coultate, 2009).

El pequefio tamafio del granulo de almidén, asi como su alto contenido de amilopectina
explica la mayor parte de las propiedades fisicas del almidon de amaranto. En
comparacion con otros cereales, muestra excelente estabilidad a la congelacion-
descongelacién y a la retrogradacién, mayor temperatura de gelatinizacién, mayor
capacidad de retencion de agua, mayor capacidad de sorcién en valores de actividad de
agua mas altas, asi como mayor solubilidad, mayor poder de hinchamiento y
susceptibilidad a enzimas (Bello-Pérez et al., 1998; Kong et al., 2009; Schoenlechner et
al., 2008).

11
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1.2.3 Organizacion del grano de almidén.

En la naturaleza la amilosa y la amilopectina se encuentran en forma semi-cristalina
ordenados en forma de granulos de almidén, su estructura puede observarse en 6 niveles

gue van desde los nm hasta los mm, es decir 6 érdenes de magnitud (Figura 6):

Nivel 1: Ramificaciones individuales. Esta es la distribucién en la cual se determinan las

longitudes y las distribuciones de las cadenas, la escala de longitud se mide en nm.

Nivel 2: Moléculas de almidén enteras. Estructura de las moléculas ramificadas, con ellos
se puede conocer en promedio el peso molecular o la distribucién y tamafio de la

molécula.

Nivel 3: Estructura de ldminas. La estructura del almidén nativo forma dobles hélices que

a su vez crean regiones cristalinas y amorfas.

Nivel 4: Los granulos. La estructura interna de los granulos de almidén se acomodan en
anillos concéntricos crecientes de un espesor de 100-400 nm; estan separados por las

regiones amorfas y cristalinas, estos anillos de crecimiento hacen que el tamano del

granulo tenga un tamafo de alrededor de 15-30um.
Nivel 5: Endospermo. Comprende los granulos de almidén junto con proteinas y lipidos.

Nivel 6: Grano entero. Ultimo nivel que incluye las estructuras de nivel alto como son el
endospermo, cascara, etc. El papel del grano es la de almacenar la energia para la

germinacion.

12
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Figura 6. Seis niveles supramoleculares del grano de cereales, destacando la contribucién

estructural microscépica del almidén (Dona et al., 2010).

Las cadenas de amilopectina representan las regiones cristalinas mientras que las
regiones amorfas estan formadas por los puntos de ramificacion de las moléculas de
amilopectina y por la amilosa, esto se puede observar mediante un patrén de difraccion
de rayos X; cuando los granulos son sometidos a la luz polarizada muestran un patron de
birrefringencia (descomposicion del haz de luz en dos rayas cuando pasa por un tipo de
material cristalino) llamada cruz de malta (Figura 7) que muestran el grado de orden
molecular dentro del granulo (Ratnayake y Jackson, 2008).

13
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Figura 7 Cruz de malta. Estructura del almidén de papa visto bajo la luz polarizada (Ratnayake y
Jackson, 2008).

Mediante esta técnica se han encontrado tres diferentes patrones de cristalinidad A, B y
C, dependiendo el origen del almidén presentara un patrén de difraccion diferente (Figura
8.A), por ejemplo los patrones A son caracteristicos de los almidones de cereales como el
maiz, maiz ceroso, trigo, arroz y amaranto. Los patrones B son caracteristicos de
tubérculos y frutas, son granulos mas pequefios y mas esféricos de alrededor de 3 um de
didmetro. El patrén C que corresponden a una combinacion entre los patrones Ay B, se

encuentran en raices, frijoles y guisantes (Linden y Lorient, 1999; Ratnayake y Jackson,
2008; Robyt, 2012; Thomas y Atwell, 1999).

s 3

\C/

\
Intensidad

ﬂh

.....................................

Angulo de difraccién (26) Angulo de difraccién (26)

Figura 8. A) Diferentes patrones de difraccién de rayos X del almidon, B) Patron de difraccion de

rayos X de almidén de amaranto (Ratnhayake y Jackson, 2008; Xia et al., 2015).

14
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2. Produccién de jarabes glucosados

Los jarabes de glucosa son soluciones concentradas acuosas de varios azucares como
glucosa, maltosa y otros sacéaridos obtenidos de la hidrélisis acida o enzimatica del
almidén; aunque recientemente la hidrélisis acida ha sido sustituida por la enzimatica,
debido a que la hidrdlisis &cida requiere de materiales corrosivos que dan colores y
sabores no deseados (Ramachandran et al., 2013). Actualmente la industria del almidén
es la segunda mayor consumidora de enzimas, y debido a ello se han realizado varios
estudios empleando enzimas para obtener jarabes de glucosa a partir de almidén, ya
sean comerciales o aisladas, asi como sistemas de inmovilizacion, retencion de
membrana, etc, con el fin de mejorar la economia del proceso. Las enzimas mas
utilizadas para la conversion de almidon a glucosa son la a-amilasa en algunos casos B-

amilasa, glucoamilasa y pulalanasa (Bettin y Quintero, 2010).
2.1 Hidrélisis quimica

En la industria de la hidrdlisis del almidén se utilizan &cidos calientes para despolimerizar
al almidén. Generalmente el acido clorhidrico (HCI), acido sulfarico (H,SO,) y acido
oxalico (C,H,0,4) se usan para la hidrélisis &cida. El calentamiento (gelatinizacion) es
necesario para lograr la despolimerizacion (Lee et al., 2006). En el pasado se utilizaban
acidos combinados con presion para llevar a cabo la misma reaccién que las enzimas
hoy en dia, la ventaja de usar esta hidrélisis en la rapida transformacion del almidén en
azucares (50-70%) lo que facilita la continua hidrdlisis, pero la recuperacién del acido es
muy bajo, esto se debe a que esta técnica es extremadamente peligrosa y requiere vasos
resistentes a la corrosion y por lo tanto da como resultado un alto contenido de sales
debido a la neutralizacién, ademas se generan productos como el furfural y el hidroximetil
furfural (HMF) (Bajpai, 2013; Duvernay et al., 2013; Jacques et al., 2003).

2.2 Hidrélisis enzimatica

Para la produccién de jarabes de glucosa son necesario 2 o 3 pasos. El primer paso es la
gelatinizacion del almidon, el segundo es la produccién de dextrinas denominado
dextrinizacion por medio de a-amilasa, el tercer paso es la sacarificacion (o produccion

de glucosa) usando amiloglucosidasa (William y Pigman, 1944).

El proceso enzimatico presenta ventajas frente a la hidrolisis quimica, los principales son:

mayor rendimiento en azUcares (75-95%), no utiliza agentes quimicos, ademas la
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produccion de subproductos puede ser controlada y las necesidades de energia son

relativamente bajas.
2.3 Gelatinizacion

Los granos de almiddn son insolubles en agua fria, debido a que su estructura altamente
organizada de gran estabilidad debido las mdultiples interacciones que existen con sus
dos polisacéridos, sin embargo cuando se calienta empieza un proceso lento de
absorcion de agua en las regiones amorfas que son las menos organizadas y las mas
accesibles, ya que los puentes de hidrégeno no son tan numerosos ni rigidos como en las
regiones cristalinas. A medida que se aumenta la temperatura se retiene mas agua y el
granulo empieza a hincharse y aumenta su volumen. La temperatura de gelatinizacion
varia de acuerdo a la estructura y al tipo de almidén (Tabla 6) en donde el granulo
alcanza su volumen maximo, pierde el patrén de difraccion de rayos X asi como la
propiedad de birrefringencia y la viscosidad se incrementa; si se aumenta la temperatura,
el granulo hinchado se rompe parcialmente y ambos polimeros se dispersan en la
disolucién (Figura 9) (Linden y Lorient, 1999; Badui, 2006; Ratnayake y Jackson, 2008).

Tabla 6. Temperatura de gelatinizacion de diferentes cereales (Jacques eta al., 2003; Rathayake y
Jackson, 2008).

Fuente Temperatura de gelatinizacion
(°C)

Amaranto 63-78
Maiz comun 62-72
Cebada 59-59
Centeno 57-70
Arroz 68-77
Trigo 58-64
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Figura 9. Gelatinizacion del almiddn; los granulos ser hinchan y retienen un maximo de agua hasta

que se rompen y producen una dispersion de moléculas de amilosa y amilopectina (Badui, 2006).

2.4 Dextrinizacion.

Se realiza mediante la hidrélisis del almidon a altas temperaturas (80°C-110°C) y pH
entre 5.5-6.0 (dependiendo de la fuente de la enzima) por medio de a-amilasas
termoestables produciendo dextrinas, maltosa, maltotriosa y maltopentosa que son
solubles. Aungque un exceso de enzima no incrementa el rendimiento de maltosa, se
recomienda el segundo paso de dextrinizacion (dependiendo del sustrato utilizado). Por
ejemplo para conseguir un 70% de conversién del almidén de arroz es necesario realizar
2 veces el paso de licuefaccion, en el primer paso se requiere una temperatura de 50-
80°C por 1-180 min, mientras que el segundo paso involucra el calentamiento a altas
temperaturas (>100°C) durante 1-60 min. Una posible proporcion almidon:agua:CacCl,:a-
amilasa en la licuefaccion puede ser 1:1-1.5:0.0025-0.0035:0.0025-0.0035. Debido a que
este proceso utiliza a altas temperaturas es necesario adicionar algunas mezclas de
NaCl, CaS0O,, CaCl,, NaH,PO, y Na,HPO, para activar y estabilizar el sitio activo de la
enzima. Se utilizan generalmente a-amilasas en lugar de B-amilasas porque las primeras
producen dextrinas de bajo peso molecular que son facilmente degradas en la etapa de
sacarificacion, ademas de que se reducen los tiempos de hidrélisis del almidon. Cuando
se utilizan temperaturas alrededor de 121°C, la gelatinizacion y la degradacion
enzimatica ocurren al mismo tiempo, asi la enzima puede ser absorbida rapidamente en

los granulos gelatinizados (Renddén-Villalobos et al., 2011; Tomasik y Horton, 2012).
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2.5 Sacarificacion.

Es la conversion de las dextrinas a glucosa. Se utilizan amiloglucosidasas y enzimas
desramificadoras (pulalanasas) para liberar glucosa a partir de los productos de la
dextrinizacion a temperaturas de entre 60°C y 70°C a pH 4-5 para la produccién de
jarabes de glucosa o maltosa con equivalentes de dextrosa (ED) de 96 y 40
respectivamente. Este proceso es mas lento que la dextrinizacion, ya que puede durar de
45-90 minutos hasta 6 horas (dependiendo de las condiciones de hidrdlisis). La hidrdlisis
enzimatica sufre una inhibicién por sustrato y por producto al final, lo que puede afectar la
liberacion de glucosa, también una alta concentracion de glucosa puede resultar en la
represion catabdlica de las enzimas (NMX-F-217-1975; Tomasik y Horton, 2012; Uckun
Kiran et al.,2014).

En la Tabla 7 muestra algunos de los factores que pueden afectar a la hidrélisis del

almidén para la produccién de jarabes de glucosa.

Tabla 7. Factores que afecta la hidroélisis enzimatica del almidon (Dona et al., 2010; Jacques et al.,
2003; O’Brien y Wang, 2008; Rodriguez-Colinas et al., 2014; Tawil et al., 2012; Tester et al., 2004;
Tomasik y Horton, 2012; Wu et al., 2006; Xia et al., 2014).

Factor Caracteristica

Origen boténico Granulos pequefios se degradan con mayor facilidad, ya

Tamario del granulo de | que la enzima se absorbe mas facilmente debido a que

almidon la superficie de contacto es mas grande haciendo

Arquitectura del granulo | agujeros o canales en la superficie del granulo, siempre y

cuando el granulo ya esté gelatinizado, se ha visto que
pre tratamientos con vapor durante 20 minutos
_ _ incrementa la absorcion de la enzima, otra propuesta es
Absorcion de la enzima .
someterlo al autoclave a 121°C por 1 hora o mezclando
con 10% de diatomea y agua se favorece la absorcion de

la enzima.

Los almidones con altos contenidos en amilosa son
Proporcion menos susceptibles a la hidrélisis, debido a que las
amilosa:amilopectina moléculas de amilosa estan mas proximas unas a otras

formando puentes de hidrégeno inter e intramoleculares
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entre ella misma, afectando la absorcion de la enzima y

por lo tanto la conversion.

Debido a que los almidones de cereales presentan este
tipo de complejos, se evita la absorcion de las enzimas
_ _ . en el granulo, debido a la formacion de enlaces entre las
Complejo amilosa-lipido ) _ . . i
moléculas de amilosa y los lipidos, también los lipidos
inhiben la hidrdlisis ya que forman una membrana que

impide el contacto con la enzima.

: _ . Los patrones B son més resistentes a la hidrélisis que los
Patron de difraccion de _ » _ i
tipo Ay la region amorfa comienza a degradarse mas

rayos X ] o
rapidamente que la zona cristalina
Temperatura de la A 100°C la proporcioén de hidrdlisis del almidén ceroso se
hidrolisis ve favorecida que a temperatura ambiente

Una pequefa cantidad es necesaria para iniciar la
) hidrdlisis, las enzimas pueden conservar su actividad con
Cantidad de agua _ ) _
5.5% de contenido de agua; si hay incrementos en la

humedad la estabilidad térmica disminuye

Sales inorgéanicas lones de Mn?* pueden inhibir la hidrdlisis

Altas concentraciones | La glucosa y la amiloglucosidasa inhiben la licuefaccion y

de azucares en el medio sacarificacion.

2.6 Enzimas amiloliticas

La hidrdlisis del almidén involucra una amplia variedad de enzimas que pertenecen a la
familia de las glicosilhidrolasas (GH), en donde su funcién principal es la ruptura
hidrolitica de los enlaces glucosidicos; estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y
juegan un papel importante en el desarrollo de biocombustibles, ya que son capaces de
hidrolizar al almidén en azucares fermentables. Entre las GH que hidrolizan al almidén
estan la a-amilasa, B-amilasa, glucoamilasa y pulalanasa. Actian de diferentes maneras
sobre el sustrato, ademas de que cada una de las enzimas requiere de un pH y
temperatura especificas para poder llevar a cabo su correcta funcién. Las GH son
clasificadas por su similitud en la secuencia de amino &acidos en unas 90 familias
(Cobucci-Ponzano et al., 2008; Tomasik y Horton, 2012; Vuong y Wilson, 2010).
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Las enzimas amiloliticas pertenecen a la familia GH-13, GH-14 y GH-15 y obedecen un
mecanismo de retencién y de inversion del enlace glucosidico EI mecanismo de
retencion suele tener dos acidos carboxilicos cataliticos en sus sitios activos y realiza un
doble desplazamiento en el que un intermediario se forma y luego es hidrolizado. El
mecanismo de inversion se da en un solo paso que consiste en un simple
desplazamiento con la asistencia de un acido o base en el sitio activo a partir de dos
cadenas laterales de aminoacidos acidos normalmente glutamico o aspartico, que se

encuentran en la posicion 6-11 (Cobucci-Ponzano et al., 2008; http://www.cazy.org).

En la Tabla 8 se observan las caracteristicas de las familias GH-13, GH-14 y GH-15 y se
indica el nimero de clasificacion EC (clasificacidbn de enzima de acuerdo a la academia
de Bioquimica de la IUPACC), en donde la primera cifra indica la clase principal de la
enzima, la segunda denota la subclase dentro de cada grupo, la tercera designa la
subclase y la cuarta es el nimero de serie arbitrario asignado a su sub-subclase (Voet y
Voet, 2011).

Tabla 8. Clasificacién de las enzimas amiloliticas en familias (Datos obtenidos de Carbohydrate-

Active Enzyme s.f http://www.cazy.org).

Caracteristicas Familia 13 Familia 14 Familia 15
_ a-Amilasa ) )
Enzima B-Amilasa Glucoamilasa
Pulalanasa
3.2.11
EC 3.2.1.2 3.2.1.3
3.2.1.41
Mecanismo Retencion Inversion Inversion
Nucleo
» Asp Glu Glu
catalitico/base
Donador de protones Glu Glu Glu

2.6.1 a-amilasa.

Es una endoamilasa es capaz de hidrolizar y/o transglicosila los enlaces a-(1-4) y/o a-(1-
6) de las cadenas internas del almidén produciendo un rapido descenso de la viscosidad
y un cambio de color en la unién almidén-yodo, dando como producto de hidrélisis
glucosa, maltosa, matodextrinas de bajo peso molecular, oligosacaridos de cadena corta

y dextrinas limite o a-dextrinas limite (puntos de ramificacién del almidén). Usualmente

20



Maestria en Biotecnologia|2017

pueden trabajar en un intervalo de pH de 6.7-7.0, pero pueden soportar medios alcalinos
mejor que las soluciones 4cidas, si se aumenta la temperatura su actividad decae con el
tiempo, si se incrementa la concentracion de enzima la hidrélisis disminuye dando bajas
concentraciones de azlcares (glucosa y maltosa); comunmente puede haber inhibicién
enzimatica por producto cuando hay una alta concentracion de glucosa. Esta enzima
contiene iones de calcio en su sitio activo lo que le permite que sea estable a altas
temperaturas (superiores a 90°C) (Bijttebier et al., 2008; Gupta et al., 2003; Robyt, 2008;
Tomasik y Horton, 2012).

2.6.2 Amiloglucosidasa.

Exoenzima que hidroliza los enlaces a-(1-4) y a-(1-6) del primer enlace glucosidico del
extremo no reductor de la maltosa liberando glucosa, su temperatura éptima se encuentra
entre 30-60°C, y su pH 6ptimo entre 3.5-6.5, se usa para la conversién a glucosa de los
productos de hidrélisis de la a-amilasa, una de las ventajas es la eliminacion de los
efectos inhibitorios de la maltosa sobre la actividad de la a-amilasa (Bijttebier et al., 2008;
El-fallal et al., 2012; Tomasik y Horton, 2012; Warren et al., 2015).

2.6.3 Pulalanasa.

Existen 3 tipos de pulalanasa, la tipo | rompe el enlace a-(1-4) de la amilopectina,
dextrinas y pulalano, la tipo Il es menos especifica que la tipo I, pero hidroliza el enlace a-
(2-4) y a-(1-6) del almidén y dextrinas, el tercer tipo es la llamada enzima
desramificadoras que hidroliza solo los enlaces a-(1-6) de la amilopectina y dextrinas

limite (Tomasik y Horton, 2012).
2.6.4 Mecanismo de accion de las enzimas amiloliticas.

Como se mencioné anteriormente las GH se clasifican en dos tipos dependiendo del
cambio en la configuracibn anomérica durante la reaccion (Figura 10): las que tienen un

mecanismo de retencion y las de inversion (Vuong y Wilson, 2010).
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OH
Figura 10. Mecanismos de retencidn e inversion de las GH

(http://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside hydrolases)

Las GH que actuan con un mecanismo de retencion de doble desplazamiento, involucra
dos residuos cataliticos en el sitio activo: acido glutdmico y acido aspartico. EIl primero
actla como acido/base en la catalisis y el segundo actia como nucledfilo. EI mecanismo
se da en dos pasos: glicosilacion (pasol) y desglicosilacion (paso 2), cada paso involucra
un estado de transicién con un ion oxobarbonio (Figura 11):

1. El sustrato entra en el sitio activo de la enzima, el &cido glutamico en forma de
acido dona un protén al oxigeno del enlace glucosidico y el acido aspartico hace
un ataque nucleofilico en el carbono 1de la glucosa.

2. Se forma un enlace covalente entre el intermediario enzima-glucosa. La molécula
de glucosa protonada deja el sitio activo mientras que una molécula de agua
acta como nucledfila atacando el enlace covalente entre la glucosa y el 4cido
aspartico, el acido glutamico actlia ahora como base para aceptar un H de la
molécula de agua de la nueva molécula de glucosa que entra al sitio activo de la
enzima (Cobucci-Ponzano et al., 2008; Van der Maarel et al., 2002; Vuong &
Wilson, 2010; http://www.cazypedia.org).

Asp - As|
0;"( o/< P r ] of’<
" . . [ Asp
HO v OH ; LV R g
oo AT Lo e “ v
A ) id >au e } 0 % o
i ‘ Asp >(§u

Estado de transicién

S

Estado de transicién
Figura 11. Mecanismo de retencion de doble desplazamiento de la formacién del enlace covalente

(Van der Maarel et al., 2002; http://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases)

En el mecanismo de inversion (Figura 12) se da en un solo paso de desplazamiento, el
cual implica estados de transicion similares a los observados en el mecanismo de
retencion; los residuos cataliticos de un acido donan un proton al carbén anomérico

mientras que el residuo catalitico de la base elimina un protén de una molécula de agua,

22


http://www.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases

Maestria en Biotecnologia|2017

aumentando su nucleofilia facilitando su ataque al centro anomérico (Bojarova y Kren,

2009; Cobucci-Ponzano et al., 2008; Vuong y Wilson, 2010; http://cazypedia.org)

sase ] T ¢ T

o] HO 0

¢ H
i LB
' - ~
\_ofo NN A\ _o
! n - '. —— N\ OH, on
I,/OR §o-R
L i

H .
Estadode O 8]

—
=0, .0, ; 0._.0
f Acido transicion f

Figura 12. Mecanismo de inversion de un solo desplazamiento de las GH
(http://lwww.cazypedia.org/index.php/Glycoside_hydrolases)

3. Justificacion

La hidrdlisis del almidon es ampliamente usada en la industria no solo alimentaria, sino
también en la farmacéutica y la de papel. La produccién de jarabes con alto contenido de
fructosa, ampliamente utilizados como edulcorantes en diversas industrias, comienza con
la hidrolisis del almidon para la produccidon de glucosa. Asimismo, la produccién de

glucosa a partir de almidones es de gran importancia en la produccién de bioetanol.

El almidon de maiz es el principal sustrato para la elaboracién de jarabes de glucosa
mediante la hidrolisis enzimatica, de la cual se puede tener un mejor control, que la
hidrdélisis quimica. El control del tiempo de hidrélisis a relativas bajas temperaturas y la
poca produccion de compuestos no deseados hace que se puedan obtener diferentes
jarabes con diferentes propiedades fisicoquimicas. Por ejemplo, los almidones con alto
contenido de amilosa generalmente tienen una mayor temperatura de gelatinizaciéon
porque las cadenas de amilosa estdn mas densamente empaquetadas que las moléculas

de amilopectina ya que forman mas puentes de hidrégeno

El grano de amaranto contiene de forma natural del 70 al 95 % de amilopectina, lo cual
debe facilitar la accion de las enzimas amiloliticas, de tal manera que se debe
caracterizar la hidrdlisis del almidén para la obtencién de jarabes de glucosa. De esta

manera, se podria convertir a este grano en una alternativa para la obtencion de glucosa.
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4. Hipotesis

El alto contenido de amilopectina en el grano de almidén de la semilla de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus L.) facilitara la acciébn de enzimas amiloliticas para la
obtencién de glucosa.

5. Objetivos
5.1 General

% Caracterizar la hidrélisis del almidén del grano de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus L.) para la produccion de jarabe de glucosa.

5.2 Particulares

% Aislar y cuantificar el almidon del grano de amaranto por diferentes métodos de

extraccion.

% Caracterizar la dextrinizacion y sacarificacion del almidén de amaranto.

% Obtener los parametros cinéticos de la dextrinizacién y sacarificaron del almidén

de amaranto.

6. Materiales y métodos

6.1 Reactivos

Semillas de amaranto (Amaranthus hipocondriacus L)
NaOH (Meyer)

Fenol (JT Baker)

NaCl (JT Baker)

CaCl, (Reasol)

HCI (JT Baker)

H,SO, (Reasol)

Acido 3,5 Dinitrosalicilico (Sigma)
Na,SO; (JT Baker)

Azul de coomasie (Sigma)

Acido fosforico (JT Baker)

Acido perclorico (JT Baker)

* % % % % % % % % % * »
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Almiddn de maiz (Meyer)

Dextrosa (JT Baker)

Kit para la determinacion de glucosa (GOD-POD) (Mexlab)
a-amilasa de Bacillus licheniformis (Sigma)

Amiloglucosidasa de Aspergillus niger (Sigma)

* % % % % »

Pulalanasa de Bacillus subtilis (Sigma)

6.2 Equipos

Espectrofotometro Genesis 10 UV (Thermo Electron corporation)
Horno de secado (Riossa)
Centrifuga Rotina 420 R (Hetterh zentrifugen)

* % %

Bafio de temperatura controlada BM100 (Yamato)

6.3 Plan general de trabajo

Para logar obtener jarabes glucosados a partir de almidén de amaranto mediante
hidrdlisis enzimatica, se uso el esquema general de trabajo presentado en la Figura 13, el
cual se divide en tres etapas. La primera es la extraccion del almidon de amaranto, la
segunda es la dextrinizacion del almidon para la produccion de dextrinas mediante la
enzima a-amilasa y la tercera (sacarificacion) consiste en la hidrdlisis de las dextrinas a

glucosa usando amiloglucosidasa y pulalanasa.
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Grano de amaranto
(Amaranthus hvoocondrigcus L)

L 4

[ Harina de I

amaranto

|

Extraccion de
almidan

l

Etapal[ Dextrinizacion ]

k4

Etapa 2 [ Sacarificacidn ]

!

Jarabes de glucosa

Figura 13. Esquema general de trabajo

6.4 Obtencion de la harina de amaranto.

El grano de amaranto proveniente de la planta de Amaranthus hypochondriacus L.
recolectada en la zona de Santiago Tulyehualco Delegacién Xochimilco, Ciudad de
México. El grano fue reducido de tamafio por medio de un molino eléctrico de la marca
Krups GX410011, posteriormente tamizado con una malla de 420 micrones de apertura;
la harina obtenida se utiliz6 para la extraccion de almidon de amaranto segun dos
métodos propuestos por Villarreal et al. (2013), el método alcalino y el método alcalino
con digestion con proteasa y ademas se utiliz6 el método de extraccibn con etanol

propuesto por Gao et al. (2009).
6.5 Obtencién de almidén de amaranto por método alcalino (MA).

La Figura 14 muestra el esquema general de la extraccion de almidén; 50 g de harina de
amaranto se remojo con una solucion de NaOH (0.25 g de NaOH/100 mL de agua
destilada), se calentd6 a 28°C y se agitd6 durante 9 ciclos de 30 minutos cada uno,
después, la mezcla se centrifugé a 8000 rpm por 30 min usando una centrifuga vy al

sobrenadante se le determind proteinas residuales mediante el método de Bradford.
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El precipitado se resuspendié en 50 mL de agua destilada y se ajust6 el pH a 7 con HCI
(50 mL de HCI/100 mL de agua destilada); se centrifugd a 8000 rpm por 30 minutos, el
precipitado se lavo, se filtré con 100 mL de agua destilada a través de una tela; la porcion
de fibra (pellet) fue eliminada. La suspensién obtenida (almidén) se centrifugd a 8000 rpm
por 30 min, se elimind el sobrenadante (agua) asi como el mucilago del amaranto (capa
superior oscura); el precipitado (almidon) se resuspendié en 50 mL de agua destilada, se
repitié lo mismo hasta eliminar la capa negra. El almidén se secé a temperatura ambiente

durante 48 h y se molié en un mortero.

S50 gde

i Eliminacion
harina de . .
de Centrifugacion
Amaranto +

MNaOoH

pH 7con HCL

MNeutralizacion

Lavado y
filtracidn

Almidon de Secado Eliminacin Centrifugacian | B000Tem
Amaranto enhorno de mucilago & 20min

40°C, 24 h | l

Sobrenadante

proteinas

BOOD rpm
1:5 NalH, 20 min

2B°C, 9 veces

—= | Fibra

Figura 14. Esquema general de la obtencién de almidén de amaranto por el MA.

6.6 Obtencidon de almidén por el método alcalino combinado con digestion

con proteasa (MAP).

En la Figura 15 se muestra el esquema general de la extraccion de almidén; 50 g de
harina de amaranto se remoj6 con una solucion de NaOH (0.05g/100 mL de agua
destilada) con 0.1 g/100 g de azida de sodio como agente antimicrobiano y se mantuvo
en agitacion a temperatura ambiente durante 15 h. La suspension fue neutralizada
usando HCI (50 mL de HCI/100 mL de agua) y centrifugada a 8000 rpm por 20 min, el
precipitado se lavé con 50 mL de agua destilada. Se afadié la proteasa que fue una
alcalasa de Bacillus licheniformis (0.1 g/ 100 g de grano) a la suspension y se incub6 a
37°C a 60 rpm por 5 h. Las etapas posteriores se llevaron a cabo en las mismas

condiciones que el MA.
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Agua destilada

50 gz de
harina de
Amaranto

Eliminacion
de Meutralizacion

Centrifugacion

proteinas

+NaOH pHT7, HCI 000 rpm, 20 min
1:10 NaOH, Afiadi
28°C, 0.1% arida 0.1g/100g naair
de sodio, 15 h deharina | proteasa
p—

BOOO rpm, 20 min

40°C, 24 h y
Secado Eliminacion Centrifugacidn I(— Lavadoy Incubar
en hormo de mucilago filtracion

3T°C,5h,

E0rpm
Almidodn de

Amaranto Sohrenadante

Figura 15. Esquema general de la obtencién de almidén de amaranto por el método MAP.

6.7 Obtencién de almiddn con etanol.

Se siguid la metodologia propuesta por Gao et. al. (2009), la cual se muestra en la Figura
16; se tomaron 25 g de harina de amaranto que se mezcl6é con etanol al 50%, la mezcla
se agité durante 30 minutos, pasado el tiempo de centrifugd a 8000 rpm por 10 minutos,
el sobrenadante etandlico 1 se apart6 y el precipitado (fibra) se mezclé6 nuevamente con
etanol al 50% y se agit6 por 30 minutos, se centrifugé y se aparté el sobrenadante
etandlico 2, la fibra se mezcl6 con etanol al 50% por tercera ocasién y se agité durante 10
min, se centrifugé y los residuos de fibra de lavaron con etanol al 95% por 30 minutos, se
centrifugd y se aparté el sobrenadante etandlico 3. Estos sobrenadantes etandlicos se
mezclaron y se centrifugaron para obtener un residuo de almidon, el sobrenadante
etandlico se sometié a destilacion para recuperar el etanol mientras que el residuo de
almidoén se lavo con agua destilada y se le adicion6 SDS al 0.25 % (p/p en relacién del
peso original de la harina), se centrifugd y se raspé la capa negra de proteinas, de esta
manera se obtuvo el almidén parcialmente purificado que fue lavado 3 veces con etanol
al 95% para eliminar cualquier residuo de proteina presente, posteriormente se centrifugd

y se obtuvo el almidén purificado que se dej6 secar en estufa a 40°C por 12 h.
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{1:4.5), 28°C, 30 min {1:2.5), 28°C, [1:2), 2B°C,
30 min 30min

50 g de harina - Fibra + Fibra +
de amaranto + Filtrar etanal etanol
etanol (50%)

y

Etanol 1 Etanol 2 Etanol 3

L

k 4

Centrifugar | &000rpm, 10 min

[ Lavado y adicionado de 5D5 (0.25%]) ]

Centrifugar | 8000 rpm, 10 min)

40°C, 24 h l Raspado
s Secado
Almiddén de - Lavado (3 veces) ]
Amaranto enhorno

Figura 16. Esquema general de la obtencién de almidén de amaranto con etanol.

Se midi6 el porcentaje de rendimiento del almidén extraido por los tres métodos mediante
las ecuaciones 1y 2.
gramos de almidoén extraido

% Rendimiento = - X 100 ecuacion 1
gramos de harina de amaranto

» g de almidon extraido »
% Recuperacion = — X100 ecuacion 2
Almidon total de amarantro

6.8 Cuantificacion de almidoén.

Se utilizaron dos técnicas para la cuantificacion del almidén: (1) Cuantificacion de
azlcares reductores por el método del acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS) y (2)

cuantificacién de glucosa por el método enzimatico GOD-POD.

6.8.1 Cuantificacién de azlucares reductores y calculo del almidén total.

Una vez obtenido el almidén de amaranto, se realizé la gelatinizacion y solubilizacion
(hidrdlisis acida) del almidén siguiendo el método propuesto por Rose et al. (1991) con

algunas modificaciones. Se pesaron 500 mg de almidén de amaranto a los que se
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adicionaron 15 mL de &cido perclorico al 35 % la mezcla, se mantuvo en agitacion
constante durante 30 minutos, pasado el tiempo, se filtr6 a través de un papel Whatman
No. 1y se lavo el vaso con 10 mL de &cido perclorico. El filtrado (solucién de almidén) se
aforé a 100 mL con agua desionizada. Se realiz6 una dilucién 1:10 (100 pL de solucién
de almidon y 900 pyL de agua desionizada) para poder realizar la determinacion de

almidon total.

Para la cuantificacion de almiddn total se usé el método de DNS propuesto por Miller
(1954), el cual se basa en la reduccién del 4cido 3,5-Dinitrosalicilico de color amarillo a 3-
amino-5-nitrosalicilico que es de color rojo ladrillo en presencia de glucosa o cualquier
otro azUcar reductor y cuyo maximo de absorcién es a 540 nm (Figura 17). Se mezclaron
0.5 mL de muestra y 0.5 mL de DNS, se colocaron en ebullicion por 5 minutos, se
enfriaron a temperatura ambiente y se afiadieron 5 mL de agua destilada, se dejaron
reposar por 15 minutos y se midi6é la absorbancia a 540 mn. Se cuantificé el almidén total

empleando a la ecuacion 3.

HO, .0 GHo HO. .0 COCH
—+—0OH L o
o HO—— OH | HO——

O N T o I

i i B N NH, —|oH

O o} (.,HZOH Is] CHZOH

Acido 3 5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro Acido D-gluconico

(amarillo) salicilico ()

Figura 17. Mecanismos de accion de DNS.

B yg*df*V*hf

ecuacién 3
dw

Y

Donde:

Y: mg de almidén/mg de muestra

Yq: Mg de glucosa/ 100 mL (proveniente de la curva estandar)
d:: Factor de dilucion

V: Volumen original de almidon

dyw: Peso del almidén

hs: Factor de hidrélisis del almidén (0.9)
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6.8.2 Cuantificacion de almidén por el método enzimatico.

Se sigui6 el método de Holm et al. (1986) en el cual el almidon es hidrolizado a glucosa
mediante enzimas amiloliticas; el método consisti6 en tomar 0.25 g de almidén y
disolverlos en 50 mL de agua destilada, se agregaron 100 uL de a-amilasa y la mezcla
de reaccion se incub6 a 90°C durante 1 hora con agitacion. La mezcla se dej6 enfriar y se
filtr6 con papel Whatman No 1, se afor6 a 100 mL, se tomé 1 mL del almidon hidrolizado
y se adicionaron 50 pL de amiloglucosidasa (diluida en buffer de acetatos0.1 M a pH
4.75), la mezcla fue incubada a 60°C por 30 minutos.

Terminado el tiempo de incubacién, se mezclaron 1 mL de las dextrinas producidas, 2 mL
de agua destilada y 2 mL de la solucion de GOD-POD, se dej6 en obscuridad durante 30

minutos y se midi6 el color a 505 nm.

En esta técnica (GOD-POD) la glucosa reacciona con el reactivo enzimatico que contiene
una mezcla de las enzimas glucosa Oxidasa (GOD) y peroxidasa (POD). La reaccién se
lleva a cabo en dos etapas, en la primera la glucosa es oxidada a acido glucénico por
accion de la enzima GOD obteniéndose como producto H,0,, en la segunda etapa hay
una reaccion mediada por la enzima POD la cual reacciona con el &cido p-
Hidroxibenzoico y 4-Aminoantipirina generdndose un compuesto de color rosa con un

méaximo de absorcién a 505 nm (Figura 18).

D-Glucosa Gon p  Acido D-Glucdnico + H202

H202 + p-HBA + 4-AAP Foo H20 + Complejo Coloread
p + Complejo Coloreado

Figura 18. Mecanismo de accion del método enzimatico GOD-POD.

La pureza del almidén se cuantificé usando las formulas 4, 5 y 6 donde del factor de 2.4
incluye el factor de dilucion (6666.65) y el peso de la muestra (0.25 g) multiplicados por el

factor de conversion de porcentaje de glucosa a porcentaje de almidén (0.9).

100 y
Factor = Absorbencia del calibrador ecuacion 4

Glucosa ( m

) = Factor * Absorbencia a 505 mn * 2.4 ecuacion 5
100ml
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%Almidon = Glucosa = 2.4 ecuacion 6

6.9 Caracterizacion de la dextrinizacién del almidén de amaranto.

En esta etapa se identificaron las variables de interés para determinar las mejores
condiciones para la produccion de dextrinas a partir de almidon de amaranto. Las
variables que afectan el proceso de dextrinizacion del almidén son: concentracién de o-
amilasa de Bacillus licheniformis, pH, concentraciéon de cloruro de calcio, temperatura,
velocidad de agitacion y tiempo de reaccion. La evaluacion de las variables se llevé a
cabo de una manera escalonada, es decir, se obtuvieron las mejores condiciones de
cada una de las variables de interés, dejando fijas las demas; una vez definida ésta, se
tomo la siguiente y asi sucesivamente hasta llegar a la dltima (Figura 19).

Gelatinizacion dal Concentracién de a-
almiddn de amarante amilasa (KLU}

[ I I I 1
15 25 35 a5 55

Concentracidn de
iones Calcio (ppm)

[ I 1
50 100

{
[ Temperatura (“C) ]
| + |
80 S0 100

4

Velocidad de
agitacién (rpm)

30 &0 90

Figura 19. Esquema escalonado de experimentacion usado para determinar las mejores

condiciones de dextrinizacion del almidén de amaranto.

El grado de hidrdlisis del almidon se expresa, generalmente en funcion del equivalente de
dextrosa (ED) los cuales se determinaron por medio de la ecuacién 6 (Johnson y
Padmaja, 2013; Pardo et al., 2004; Ruiz et al., 2011).

AzUcares reductores »
= ecuacion 6

Peso del almidon
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6.9.1 Seleccién de la concentracién de a-amilasa.

Para evaluar el efecto de la concentracién de enzima sobre el almidén, se probaron cinco
concentraciones de a-amilasa (15, 25, 35, 45 y 55 KU), El almidon de amaranto fue
dispersado en agua formando una solucién de 100 g/L, el pH se ajusto a 6, se calenté a
70°C por 30 minutos y luego fue adicionada la enzima en las concentraciones
respectivas. La enzima se dej6 actuar por 30 minutos a 90°C y se detuvo la reaccién con
1mL de &cido clorhidrico 1 N. El contenido de dextrinas se cuantificd por el método de
DNS.

6.9.2 Seleccién de la concentracién de Cloruro de Calcio.

Una vez conocida la concentracion de a-amilasa mas adecuada, se prosiguié con la
seleccion6 de la cantidad necesaria del cofactor calcio (CaCl,) para una mayor
produccién de dextrinas, para esto se probaron tres concentraciones de cloruro de calcio
(50, 100 y 150ppm).

A la solucion de almidon de amaranto se le afadieron las concentraciones de CaCl,
propuestas, se ajusté el pH a 6, la mezcla de reaccion se calenté a 70°C por 30 minutos y
posteriormente se afiadié la concentracion de enzima seleccionada anteriormente, se
dejoé actuar por 30 minutos a una temperatura de 90°C y se detuvo la reaccion con 1mL

de &cido clorhidrico 1 N. El contenido de dextrinas se cuantificé por el método de DNS.

6.9.3 Seleccion del pH.

Con el fin de evaluar el efecto del pH sobre la dextrinizacion, se evaluaron tres diferentes
valores de pH (5-7). A la solucién de almidon de amaranto se afiadio la concentracion de
CacCl, seleccionada en el inciso anterior, la mezcla se ajusto al pH correspondiente y se
calentd a 70°C por 30 minutos posteriormente se afiadié la concentracién de enzima
seleccionada, se dej6 actuar por 30 minutos a 90°C y se detuvo la reaccion con 1mL de

acido clorhidrico 1 N. El contenido de dextrinas se cuantific por el método de DNS.
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6.9.4 Seleccién de la temperatura.

Se probaron tres diferentes temperaturas (80, 90 y 100°C). A la solucion de almidén de
amaranto se afiadié la concentracién de CaCl, seleccionada, se ajusté al pH adecuado y
se calent6 a 70°C por 30 minutos, posteriormente se afiadio la concentracion de enzima
seleccionada, se dej6é actuar por otros 30 minutos a las diferentes temperaturas y se
detuvo la reaccion con 1mL de &cido clorhidrico 1 N. El contenido de dextrinas se

cuantificéd por el método de DNS.
6.9.5. Seleccidén de la velocidad de agitacién.

Se probaron tres diferentes velocidades de agitacién (30, 60 y 90 rpm), debido a que esta
variable ha sido muy poco estudiada. A la solucion de almidén de amaranto se afiadio la
mejor concentracion de CaCl,, se ajusté el pH adecuado y se calent6é a 70°C por 30
minutos, después se ajustd la temperatura seleccionada, se afiadié la concentracion de
enzima seleccionada y se dejo actuar por 30 minutos usando las diferentes velocidades
de agitacion, la reacciéon fue detenida adicionando 1mL de acido clorhidrico 1 N. El
contenido de dextrinas se cuantificé por el método de DNS.

6.9.6 Tiempo de reaccion.

Una vez conocido las mejores condiciones para la dextrinizacion, entonces se estudio la
variable del tiempo con el fin de poder evaluar la mayor produccion de dextrinas, se
propuso un tiempo de 1 hora de reaccion. A la solucion de almidon de amaranto se
afadio la mejor concentracién de CacCl,, se ajusto el pH adecuado y se calent6 a 70°C
por 30 minutos, se afiadié a-amilasa y se dejo actuar durante 1 hora a una temperatura
de 90°C tomando 1 mL de muestra cada 10 minutos, se detuvo la reaccion con 1mL de
acido clorhidrico 1 N. El contenido de dextrinas se cuantific por el método de DNS.

6.10 Caracterizacion de la sacarificacion

Después de haber determinado las mejores condiciones para la produccion de dextrinas,
se procedi6 a evaluar las variables de la etapa de sacarificacién. Las variables fueron

relacion amiloglucosidasa/pulalanasa, pH, temperatura y tiempo de reaccion (Figura 20).

34



Maestria en Biotecnologia | 2017

En esta etapa no se probo el efecto de los iones calcio ya que estas enzimas no son

dependientes de calcio.

Concentracionde U
amaranto

Almidén de
amiloglucosidasa/U pulalanasa J

dextrinizado

v

1 1
30/15 30/30 15/30

3.5 4.5 5.5

Temperatura (°C) ]

4

I I
50 60 70

Figura 20. Esquema escalonado de experimentacion usado para las determinar las mejores
condiciones de la sacarificacion del almidén de amaranto.

6.10.1 Relacion amiloglucosidasa/pulalanasa.

Se utilizaron las dextrinas obtenidas de la etapa anterior para la produccion de glucosa
usando diferentes relaciones de amiloglucosidasa/pulalanasa. A la mezcla de dextrinas
se le ajusto el pH a 4.5, se calenté a 60°C, se les adiciono las respectivas relaciones de
enzimas y se dejaron reaccionar por 30 minutos. Se tomd una alicuota de 1 mL de
muestra en la que se detuvo la reaccion adicionando 1mL de acido clorhidrico 1 N. el

contenido de glucosa se cuantificé por el método de GOD-POD.
6.10.2 Seleccién del pH.

Con el fin de evaluar el efecto del pH sobre la producciéon de glucosa, se probaron
diferentes valores de pH (3.5-5.5). Se ajusto la mezcla de dextrinas a los diferentes pH de
muestra, la mezcla se calent6 a 60°C y se afadio la relacion de enzimas seleccionadas
en el inciso anterior y se dejo actuar por 30 minutos a 60°C. La reaccién se detuvo con
1mL de acido clorhidrico 1 N. El contenido de glucosa se cuantifico por el método de
GOD-POD.
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6.10.3 Seleccion de la temperatura.

Se probaron tres diferentes temperaturas (50, 60 y 70°C), siendo la de 60°C la
recomendada por la casa fabricante (Sigma-Aldrich), puesto que a temperaturas menores
se corre el riesgo de contaminacion microbiana, ademas, la actividad de la
amiloglucosidasa decrece notablemente y a temperaturas mayores se ve afectada la
estabilidad de la enzima. A las dextrinas de amaranto, se les ajusté el pH seleccionado y
se calentaron a 60°C, después se afiadi6 la relacién de enzimas seleccionadas, se dejo
actuar por 30 minutos a las diferentes temperaturas y se detuvo la reaccion con 1mL de

acido clorhidrico 1 N. El contenido de glucosa se cuantifico por el método de GOD-POD.

6.10.4 Tiempo de reaccién.

Una vez conocidas las mejores condiciones para la sacarificacion, entonces se estudié la
variable del tiempo con el fin de poder evaluar la mayor produccion de glucosa, se
propuso un tiempo de 24 horas de reaccion. A las dextrinas de amaranto obtenidas, se
les ajusté el pH adecuado y se calenté a 60°C, se afiadié la mejor relacion de
amiloglucosidasa/pulalanasa y se dejo actuar durante 24 horas a una temperatura de
60°C tomando 1 mL de muestra cada 30 minutos, se detuvo la reaccion con 1mL de

acido clorhidrico 1 N. El contenido de glucosa se cuantificé por el método de GOD-POD.

6.11 Cinética y estudio de la concentracién de sustrato

Una vez determinadas las mejores condiciones para la dextrinizaciéon y sacarificacion, se
procedié a estudiar la cinética de reaccion para cada una de las etapas, con el fin de

transformar el almidén de amaranto en jarabes de glucosa.

Se evaluaron diferentes concentraciones de almidén (50, 100, 150, 200 y 250 g/L) y se
construyeron las gréaficas de avancé de reaccién (producto vs tiempo). Se calcularon los
valores de velocidad inicial (Vo), es decir la pendiente de la curva. Una vez obtenido
dichos valores de Vo a diferentes concentraciones de almidén, se obtuvo la curva de
sustrato vs Vo (Figura 21.A). El criterio para elegir la concentracion de sustrato fue la
cinética de Michaelis-Menten, que se encuentra al alcanzar la saturacion de la enzima
(Figura 21.B).
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Tiemp

Figura 21. (A) Curva de avance de reaccion. (B) Cinética de Michaelis-Menten.

6.12 Analisis estadistico.

Para conocer si existen diferencias significativas, todos los ensayos se realizaron por
triplicado y se realiz6 un disefio factorial de 2° para la dextrinizacion y un factorial 3° para
la sacarificacion con una prueba complementaria de Tukey con un nivel de significancia
(a) de 0.05 usando el software SPSS.
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7. Resultados y Discusion.

7.1 Obtencién de almidon de amaranto.

Para comparar los resultados obtenidos se utiliz6 como control al almidéon de maiz, ya
que es el que se utiliza comUnmente para la produccion de jarabes de glucosa. La
cantidad de almidén obtenido por los diferentes métodos se evalué en términos de
extraccion y rendimiento (Tabla 9), el porcentaje de rendimiento de almidén se cuantifico
con base en el peso inicial de harina de amaranto, mientras que la recuperacion se

expreso con base en el almidon total usando el contenido de glucosa.

Tabla 9. Extraccién y rendimiento del almidon obtenido de harina de amaranto.

Almidon Método de extraccién Rendimiento Recuperacién
(%) (%)
Alcalino 43.83+0.13° 96.69+2.95
Amaranto )
Alcalino-proteasa 24.83+0.5 81.70+1.02°
Etanol 9.75+0.2° 90.81+1.69°
Maiz Alcalino 68.11+0.7¢ 96.27+1.36°

Letras diferentes en la misma columna significa que hay diferencias significativas (p<0.05).

De los 3 métodos utilizados para la extraccion de almidon de amaranto, el alcalino fue el
gue presenté un mayor porcentaje de extraccion (43.83%), el analisis estadistico muestra
gue si existen diferencias significativas en cuanto al método utilizado, dicho esto, el
método alcalino fue el que se usd para las extracciones posteriores de almidén de
amaranto. Mistry et al. (1992) y Ji et al. (2004) lograron optimizar la extraccion del
almidén de maiz obteniendo un 68.11% de eficiencia de extraccion.

El rendimiento obtenido por el método MA coincide con el reportado por Villarreal et al.,
(2013), mientras que para el método MAP los resultados obtenidos son muy bajos,
43.83% vs 45.29% y 24.83% vs 46.18% respectivamente. La cantidad de almidon
obtenido por el método con etanol es bajo comparado con lo reportado por Gao (2009)
(57-68% de extraccion en harina de cebada); lo anterior puede ser atribuido a que la

fraccion de almidén adn se encuentra en las residuos de fibra del amaranto, debido a una
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fuerte union entre proteinas y B-glucanos presentes en la pared celular del grano de
amaranto y el almidon, esta unién produce una alta viscosidad en una solucién acuosa
(por ejemplo en la solucion con hidréxido de sodio) impidiendo asi una extraccién eficaz,
los bajos rendimientos pueden ser ocasionados ademdas debido a que durante la
extraccion el almidon aun esté en el material usado (Gao et al., 2009; Sharma y Tejinder,
2014; Villarreal et al., 2013).

El contenido de almidon generalmente se encuentra en el intervalo 92-96%; valores bajos
indican que el proceso de extraccion fue ineficiente (Aristizabal et al., 2007), es el caso
del método con proteasa y el de etanol, ya que dichos valores se encuentran por debajo
del 92%.

7.2 Dextrinizacion del almidon de amaranto.

Como ya se mencion6 anteriormente, se utilizaron diferentes concentraciones de a-
amilasa de Bacillus licheniformis, la cual hidroliza parcialmente el almidén de amaranto y

lo transforma a dextrinas.

Se tom6 como control al almidén de maiz, los resultados del efecto de la concentracion
de enzima se muestran en la Figura 22, el cual indica los equivalentes de dextrosa
generados en la hidrélisis. Lo que se observa es que a medida que se aumenta la
concentracion de enzima también aumentan los equivalentes de dextrosa siguiendo una
tendencia lineal; los ED producidos en ambos almidones van de 0.14-8.1 para almidén de
amaranto y 0.25-8.5 para maiz; por lo tanto la concentracion de a-amilasa afecta
significativamente la hidrélisis del almidén ademas de disminuir el tiempo de conversion
de almidén a dextrinas. Por consiguiente, la concentracion de a-amilasa para la

dextrinizacion de los almidones fue de 45 KU.
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Figura 22. Equivalentes de dextrosa producidos de la hidrélisis del almidén de amaranto y maiz

usando diferentes concentraciones de a-amilasa.

Una vez que la concentracion de a-amilasa fue seleccionada (45 KU), entonces se
prosiguié a evaluar el efecto de los iones calcio en la produccion de ED; los resultados
se muestran en la Figura 23. En la cual se observa que existe diferencia significativa
entre las concentraciones de calcio utilizadas en la produccion de ED para amaranto y

maiz respectivamente.

Pardo et al. (2004) demuestra que la concentracion 6ptima para la hidrélisis de almidon
de papa es de 150 ppm, pero para este estudio se observa que los ED generados tienen
una tendencia lineal cuando se aumenta la concentracion de iones calcio, por lo tanto la

concentracion que se eligio fue de 150 ppm.
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Figura 23. Efecto de la concentracién de iones calcio (Ca2+) sobre la dextrinizacion del almidén de

amaranto y maiz.

Por otro lado, se sabe que los iones calcio son importantes en esta etapa, ya que la
enzima es dependiente de este cofactor y mejora su actividad debido a que los iones
calcio interactian con los residuos de aminoacidos cargados negativamente, lo que
resulta en la estabilizacion de la enzima, ademas este cofactor es conocido por tener un
papel importante en la union de la enzima con el sustrato (Pejin et al., 2015; Tomasik y
Horton, 2012); la concentracion de calcio que se seleccion6 fue de 150 ppm, ya que con
esta concentracion se obtuvieron ED de 11 para ambos almidones.

Después de encontrar la concentracion adecuada de iones calcio (150 ppm), se evaluo el
efecto del pH, los resultados se muestran en la Figura 24 donde se observa que existen
diferencias significativas cuando los valores de pH cambian, mostrando que la enzima es
mas productiva a pH de 6, ya que genera un ED de 13.87 y 14 para amaranto y maiz

respectivamente.

El valor 6ptimo de pH varia dependiendo de la fuente de la enzima por ejemplo Tomasik y

Horton (2012) mencionan que algunas a-amilasas pueden trabajan a pH de 4.5.

Ruiz et al.(2011) report6 que el pH 6ptimo de la a-amilasa para la hidrolisis del almidon
de tapioca es de 5.0, para el caso de la hidrélisis del almidén de amaranto, el pH que se

selecciond fue de 6.
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Figura 24. Efecto del pH sobre la dextrinizacion del almidén de amaranto y maiz.

Después de encontrar el pH 6ptimo de la a-amilasa (6), entonces se evalud el efecto de
la temperatura para la dextrinizacion del almidén de amaranto y maiz (Figura 25), se
observa que la temperatura de 90°C en la que se producen la mayor cantidad de ED que
es de 14 para la dextrinizacibn de ambos almidones, siendo esta la temperatura
seleccionada; ademas no hay diferencias significativas cuando la temperatura es de 80°C
y 100°C. Por otra parte cuando la temperatura esta por arriba y por debajo de los 90°C se
producen menos ED, debido a una inactivacion térmica de la enzima, como lo indica
Ruiz et al. (2011). No obstante Cao et al. (1996) indica que cuando los ED son cercanos

a 12, estos son los ideales para continuar con la sacarificacion. .

M Amaranto

m Maiz

Equivalentes de Dextrosa

80°C 90°C 100°C

Figura 25. Efecto de la temperatura sobre la dextrinizaciéon del almidén de amaranto y maiz.
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Una vez seleccionada la temperatura 6ptima (90°C) para la dextrinizacion, entonces se
procedi6 a evaluar el efecto de la velocidad de agitacion sobre la dextrinizacién, con el fin
de evaluar si la velocidad de agitacion afecta la absorcién de la enzima en el granulo de
almidon, los resultados se muestran en la Figura 26, estos indican que si existe diferencia
significativa en la produccién de ED. Para esta variable de estudio Pardo (2004) reporta
que la velocidad de agitacién 6ptima para la hidrélisis de almidon de papa es de 60 rpm,
para este estudio en particular, la velocidad Optima obtenida fue de 60 rpm, lo cual es

comparable con lo reportado por Pardo.

También se puede apreciar que velocidades inferiores a 60 rpm no permitieron un buen
desempenfio en la hidrélisis de los almidones, pues no facilitan la homogenizacion de la
mezcla debido al efecto de la viscosidad presente, dificultando que el almidon se entre en
contacto con la enzima, es decir, existen complicaciones para la formacién del complejo
enzima-sustrato. Velocidades superiores a 60 rpm disminuyen la productividad por efecto
del inicio de una inactivacion por agitacién, ya que si se encuentra mas homogéneo el
sustrato, existe una mayor formacién del complejo enzima-sustrato y por lo tanto aumenta
la formacién de producto, lo que produce una inactivacion por producto (Pardo et al.,
2004).
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Figura 26. Efecto de la velocidad de agitacion sobre de dextrinizacion de almidén de amaranto y

maiz.

Se ha estudiado la conversion enzimatica del almidon de diferentes fuentes botanicas
usando una amplia gama de enzimas asi como diferentes concentraciones o dosis

enzimaticas bajo condiciones diversas de hidrélisis obteniendo jarabes glucosados de
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diversos ED (Bettin y Quintero, 2010; Cao et al., 1996; Duvernay et al., 2013; Johnson y
Padmaja, 2013; Konsula y Liakopoulou-Kyriakides, 2004; Kunamneni y Singh, 2005;
Labeille et al., 1997; Mera y Catafio, 2005; Paolucci-Jeanjean et al., 2000; Rendon-
Villalobos et al., 2011; Vidal et al., 2009; William y Pigman, 1944). Actualmente existen
muy pocos reportes acerca de la hidrélisis enzimatica del granulo de amaranto; Guzman-
Maldonado et al. (1993) estudi6 la optimizacion de la dextrinizacion de harina de
amaranto usando a-amilasa de Bacillus licheniformis obteniendo 28 ED después de 15
minutos de hidrolisis a 72°C, el cual es no es comparable a lo obtenido (14 ED),
probablemente debido a que las condiciones de hidrdlisis son diferentes. Por otro lado
Gorinstein (1992) obtuvo 10 ED después de 30 minutos de hidrolisis a pH 6 a 100°C
usando a-amilasa de Bacillus licheniformis, lo cual es similar a lo obtenido en este
estudio. Yanez et al. (1986) encontr6 un 6.5% de hidrélisis de harina de amaranto
después de 60 minutos, ademas de que los almidones cerosos son mas rapidamente

hidrolizados que los almidones normales (Gago et al., 2014).

La Figura 27 muestra el tiempo en el cual se obtuvieron mas dextrinas a partir del
almidon de amaranto que fue de una hora al igual que para el almidéon de maiz; altos
contenidos de azlcares reductores indican una alta proporcion de azlcares de pequefio
tamafio en la solucién debido a la accion de la a-amilasa sobre los enlaces internos de la
cadena de almidén; para el caso del almidon de amaranto, la cantidad de azucares
reductores que se muestran son maltosas y/o glucosas y el resto se consideran
oligosacaridos como son maltodextrinas y dextrinas limite que no pueden ser
cuantificadas con el método de DNS, debido a que el almidén de amaranto es del tipo
ceroso y tiene un alto contenido de amilopectina la cual tiene muchas ramificaciones y
por lo tanto hay una alta formacién de dextrinas limite y su presencia impone cierto grado

de resistencia hacia los enlaces a-1,4 vecinos (Hii et al., 2012).

En el presente estudio, no se observé un aumento en la produccion de ED cuando se
incrementa la concentracién de almidén, sin embargo después de 20 minutos de hidrélisis

la produccion de ED se mantuvo constante obteniendo un maximo de 14 ED.

Ruiz et al. (2011) y Yankov et al. (1986) mencionan que a concentraciones mayores de
200 g/L de almiddn existe inhibicibn enzimatica debida a altas concentraciones de
producto formado (maltosa) y por lo tanto la cantidad de azlcares reductores generados

es menor.
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Figura 27. Curva de dextrinizacién usando diferentes concentraciones de almidén. (A) Amaranto,
(B) Maiz.

Para concentraciones de almidén menores a 100 g/L Tawil et al., (2012) menciona que el
complejo amilosa-lipido es mas resistente al ataque enzimatico, lo que ocasiona que la
hidrélisis de la amilosa sea mas dificil y lenta ya que esta unién puede restringir el
hinchamiento de los granulos durante la gelatinizacién del almidén y por lo tanto limita la
entrada de la enzima al granulo lo que conlleva bajas tasas de hidrélisis, ademas la
estructura cristalina es mas rapidamente degradada cuando se utilizan concentraciones
mayores a 100 g/L. Una parte significativa de los lipidos se encuentra en la superficie del
granulo de almidén; los granulos pequefios tienen un mayor contenido de lipidos que los
granulos grandes, mientras que la amilopectina no forma complejos con ningdn
compuesto organico, lo que facilita su degradacién enzimatica (Aggarwal et al., 2001;
Dona et al.,, 2010; Dziugan et al., 2013; El-fallal et al., 2012; Fernandes et al., 2014;
Foresti et al., 2014; Gago et al., 2014; Jacqueset al., 2003; Pejin et al., 2015; Tawil et al.,
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2012; Tester et al., 2004; Yongfeng et al., 2013). Por otro lado Foresti et al., (2014)
proponen que la hidrélisis comienza primero en la regiébn amorfa, seguida por la region

cristalina.

Vidal et al. (2009) propone que durante la hidrolisis enzimética se forman canales o poros
desde la superficie del granulo hasta llegar al hilum, en estos canales se cree que
proporcionan sitios para el ataque enziméatico, dejando picaduras y formando tuneles que

van hasta el interior del granulo.

En cuanto a la baja liberacion de glucosa usando una concentracion de 50 g/L pudiera
ser que la gelatinizacion del almidon sea incompleta, ya que los puentes de hidrogeno
gue unen a las zonas amorfas y cristalinas estan intactos, haciendo que haya una ligera
expansion del granulo de almidén y la enzima no pueda entrar con facilidad (O’Brien y
Wang, 2008; Tester et al., 2004).

La cinética de hidrdlisis obtenida para cada almidén fue la correspondiente al modelo de
Michaelis-Menten, en donde se graficd la concentracién de almidén vs velocidad inicial.
Para cada cinética se hall6 la velocidad inicial de reaccion Vo graficando luego vs la
concentracion inicial de sustrato (So) se obtuvo la cinética de reacciéon de Michaelis-
Menten. Los pardmetros cinéticos fueron calculados para la dextrinizacion usando el

método de linearizacion de Lineweaver-Burk para ambos almidones (Figura 28).

46



Maestria en Biotecnologia|2017

2.5 - Almidén Km (g/L) Vmax (g/L*min)
Amaranto 56.697+0.24* 1.284+0.172
106.70+0.27° 1.657+0.22°

Maiz

?—E ¢ Amaranto
£ ;
E B Maiz
O % 2 \
Lineal (Amaranto)
S ,
———— Lineal (Maiz)
[ : 0.0 : ‘ ,
7
-0.03 -0.02 -0.01 0.00 0.01 0.02 0.03
-0.5 -
1/s (g/L)?

Figura 28. Gréfica de Lineawere-Burk o doble reciproco de almidon de Amaranto y Maiz.

Los valores de Vmax y Km son especificos para cada enzima y son afectadas por la
temperatura, pH y concentracion de sustrato. Vmax se define como la velocidad a la cual
la enzima est4 saturada por el sustrato, mientras que Km describe la afinidad que tiene la
enzima sobre el sustrato (Mokrejs et al., 2011). Se utilizé almidén de maiz como control
para comparar los parametros cinéticos de ambos almidones. La Vmax y Km la

dextrinizacion del almidén de amaranto y maiz son presentados en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros cinéticos de la dextrinizacion del almidén de amaranto

Almidon Km (g/L) Vmax (g/L*min)
Amaranto 56.697+0.24% 1.284+0.17°
Maiz 106.70+0.27° 1.657+0.22°

Letras diferentes en la misma columna significa que hay diferencias significativas (p<0.05)

Se observa que no hay diferencia significativa de la Vmax de la dextrinizacion de ambos
almidones, mientras que para la Km, indica que la enzima tiene una mayor afinidad por el

almidén de amaranto.

Las condiciones para la dextrinizacion del almidon de amaranto fueron 100 g/L de
almidén de amaranto a pH 6, 150 ppm de CacCl,, una concentracién de a-amilasa de 45

KU con una temperatura de 90°C a una velocidad de agitacion de 60 rpm durante una
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hora de hidrélisis, obteniendo un méximo de ED de 14.29 con una Vmax de 1.284+0.17 y
una Km de 56.697+0.24.

Kim et al. (2014) indica que el tamafio del granulo de almidén al inicio de la hidrolisis
afecta significativamente la velocidad de hidrolisis, encontrando que granulos grandes
(como es el caso del almidén de maiz) tienden a tener una velocidad mayor, mientras que
los grdnulos pequefios (amaranto) son mas rapidamente hidrolizables. Lo que se puede
observar en la Tabla 10.

Aunque existan reportes sobre hidrélisis enzimatica del almidén de amaranto, estos no
informan los parametros cinéticos de dicha hidrdlisis, por lo tanto se compararon los
resultados obtenidos con el almidon de maiz.

Diversos autores han reportados los parametros cinéticos de la hidrélisis del almidén de
maiz, por ejemplo Kim et al. (2014) hidrolizé almidén de maiz usando a-amilasa porcina y
obtuvo una Km de 30.3 g/L y una Vmax de 0.136 g/min, por otro lado Yankov et al. (1986)
encontré una Km de 59.2 g/L y una Vmax de 1.55 g/L*min, lo cual es muy similar a lo
encontrado para el almidon de amaranto; Komolprasert y Ofoli (1991) informaron una Km
de 17.34 g/L y una Vmax de 1.133 g/L*min.

7.3 Sacarificacion de las dextrinas del almidén de amaranto.

Una vez encontradas las condiciones Optimas para la dextrinizacién, las cuales fueron
45KU de a-amilasa/g almidon usando 150 ppm de cloruro de calcio con un pH de 6 a una
temperatura de 90°C empleando 60 rpm de velocidad de agitacion durante 1 hora de
hidrélisis, entonces se procedid6 a encontrar las mejores condiciones para la

sacarificacion.

Para mejorar las condiciones de sacarificacion, se utilizé un sistema escalonado, tal como
en la dextrinizacién. Las variables a estudiar fueron relacién amiloglucosidasa/pulalanasa,
pH, temperatura y tiempo de reaccion, la concentracion de iones calcio no fue estudiada,
ya gue estas enzimas no son dependientes de este cofactor. Los ensayos se realizaron a
una temperatura constante de 60°C. El seguimiento de la reaccion se llevé a cabo con la
cuantificacion de glucosa por el kit colorimétrico GOD-POD, como ya fue mencionado en

la metodologia.

Se probaron tres relaciones de enzimas diferentes, dejando como constante el pH,

cantidad de almidén y temperatura. Estos resultados son presentados en la figura 29.
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Para la sacarificacion, el sustrato que se utilizé fueron las dextrinas producidas en la
etapa anterior, dichas concentraciones fueron expresadas como azucares reductores, por
tanto, para el almidon de amaranto la concentracion de azucares reductores inicial fue de
2.029 g/L, mientras que para el almidon de maiz fue de 2.244 gi/L.
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Figura 29.Efecto de la relacion amiloglucosidasa/pulalanasa sobre la produccion de glucosa

usando almidon de amaranto y de maiz.

Se observa que si hay diferencia significativa usando diferentes relaciones de enzimas
para ambos almidones, es decir, que usando la misma relacion de enzimas no hay una
produccion de glucosa comparada cuando la concentracion de amiloglucosidasa
disminuye. Durante la sacarificacion, la amilosa y amilopectina parcialmente hidrolizadas
(o dextrinas) son depolimerizadas por la accion de la amiloglucosidasa que remueve
glucosa de los extremos no reductores de la cadena de oligosacaridos. La tasa de
hidrdlisis por accion de la amiloglucosidasa depende de la longitud de la cadena, y que
tan dispuestos los enlaces a-1,4 y a-1,6, ademas de que hidroliza muy lentamente los

enlaces a-1,6 de la amilopectina (Hii et al., 2012).

La relacion de enzimas de que se selecciond fue 15U de amiloglucosidasa:30U
pulalanasa, ya que fue la relacién que libero una mayor cantidad de glucosa 63 y 65 g/L
para amaranto y maiz respectivamente, una de las ventajas de usar pululanasa y
amiloglucosidasa juntas durante la sacarificacion es que la primera es capaz de hidrolizar
especificamente las ramificaciones de los residuos de amilopectina seguido de la
hidrélisis de los enlaces a-1,4 por la amiloglucosidasa, dando como resultado niveles

altos de glucosa. Por otra parte Hii et al. (2012) indica que se necesitaria una menor
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actividad de amiloglucosidasa para la sacarificacion de almidones cerosos, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos, aunque también se menciona que primeramente
debe adicionarse la pulalanasa al principio de la sacarificacion y casi al final de las
sacarificacibn se adiciona la amiloglucosidasa, ya que es cuando la formacion de
isomaltosa comienza a ser significativa. Rendon-Villalobos et al. (2011) recomiendan una

baja dosis de amiloglucosidasa para obtener una mayor produccion de glucosa.

Una vez estudiado el efecto de la concentracién de enzima (15U amiloglucosidasa/30U
pululanasa), se prosigue a evaluar el efecto del pH sobre la sacarificacion (Figura 30), en
donde se observa que el pH ideal para la produccion de glucosa es 4.5 para ambos
almidones, obteniendo 67 y 70 g/L de glucosa para amaranto y maiz, lo cual concuerda
con los reportes existentes sobre la sacarificacion de almidones, ademas la cantidad de
glucosa liberada con el pH de 3.5 y 5.5 son muy bajos comparados con la obtenida a pH
de 4.5.
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Figura 30. Efecto del pH sobre la produccién de glucosa usando almidén de amaranto y maiz.

Después de conocer el pH oOptimo para la sacarificacion (4.5), entonces se evalu6 el
efecto de la temperatura sobre la sacarificacion, los resultados se muestran en la Figura
31, en donde se observa que la temperatura afecta significativamente la conversion a
glucosa siendo la temperatura de 60°C la que libera una mayor cantidad de glucosa 70 y
75 g/L para amaranto y maiz respectivamente, lo cual, dicha temperatura coincide con lo
reportado en diversos estudios (Cao et al., 1996; Pardo et al., 2004; Ruiz et al., 2011).
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A la temperatura de 50°C se observa que no hay una buena produccion de glucosa, ya
gque la enzima no puede trabajar bien a esta temperatura, de manera similar ocurre con la

temperatura de 70°C.
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Figura 31. Efecto de la temperatura sobre la produccion de glucosa usando almidén de amaranto y

maiz.

Una vez que se conocieron las condiciones a las cuales se obtiene una mayor produccion
de glucosa para ambos almidones, las cuales fueron 15U amiloglucosidasa/30U de
pulalanasa, pH de 4.5 a 60°C, entonces se evalué un tiempo de reaccion, el cual fue de
24 horas, usando diferentes concentraciones de dextrinas provenientes de la etapa
anterior la cual se muestra en la Figura 32, la concentracion inicial de dextrinas fueron de
5.37, 15.98, 30.01, 31.83 y 32.05 g/L para dextrinas de amaranto, mientras que para las
dextrinas de maiz fueron 9.5, 16.32, 18.99, 19.24, 20.24 g/L.

Con las dextrinas de amaranto se obtiene un contenido méaximo de glucosa de 92.23 g/L,
mientras que para las de maiz se obtiene un maximo de glucosa de 86.34 g/L después
de 24 horas de sacarificacion. Ademas se puede apreciar que la concentracion de
glucosa después de 24 horas de sacarificacién, comienza a disminuir esto puede deberse
a que altas concentraciones de amiloglucosidasa, maltosa, isomaltosa y largos tiempos
de sacarificacion pueden ocasionar reacciones de reversion, es decir, la formacion de
nuevos enlaces a-1,4, haciendo que la produccion de glucosa disminuya o también
puede deberse a una inhibiciébn no competitiva por un alto contenido de maltosa (Bettin y
Quintero, 2010; Hii et al., 2012; Johnson y Padmaja, 2013).

51



Maestria en Biotecnologia| 2017

(A) 120
100
80
- ——5.37¢g/L
<
% 60 —-15.98 g/L
"

g 10 —4—30.01 g/L
© ——31.83g/L
20 —4=32.05

—32.05 g/L
<4
0
5 10 15 20 25 30
-20
Tiempor(h}
(B) 120
100
30
- ——9.5g/L
=,
@ 60 —B—-16.32 g/L
3
o T —
$ a0 +—18.99 g/L
© —<19.24g/L
20 ——2024g/L
0
(% 5 10 15 20 25 30
-20
Tiempo {h})

Figura 32. Curva de sacarificacion para la produccion de glucosa durante 24 horas. (A) Amaranto,
(B) Maiz.

Por el contrario durante el enfriamiento (de 90°C a 60°C) es muy probable que las
cadenas de almidén parcialmente hidrolizadas se re asocien unas con otras y de formen
nuevos enlaces de amilopectina o se vuelvan a formar el complejo amilosa amilopectina
formando un precipitado semicristalino que es altamente resistente a la hidrdlisis

produciendo una baja concentracion de glucosa (Cao et al., 1996).

Guzman-Maldonado et al. (1993) reportan que las condiciones o6ptimas de la
sacarificacién de almidén de amaranto son 100 U de amiloglucosidasa, 6U de pulalanasa
por 24 horas, lo cual no coincide con los resultados obtenidos para la sacarificacion en el

presente estudio.
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Johnson y Padmaja (2013) indican que a bajo contenido de glucosa o alto contenido de
oligosacaridos se necesita una mayor dosis de amiloglucosidasa e incrementar el tiempo
de sacarificacion hasta por 72 horas para lograr una hidrélisis del 97-98%.

De la misma manera que para la dextrinizacion, una vez que se encontraron las mejores
condiciones para la sacarificacion entonces se determinaron los pardmetros cinéticos de
la sacarificacion por medio de los graficos del doble reciproco, los cuales se presentan en
la Figura 33 y Tabla 11. En la cual se observa que es necesario 70.659 g/L de dextrinas

para poder saturar a la enzima.
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Figura 33. Gréfica de Lineawere-Burk o doble reciproco de almidén de Amaranto y Maiz.

Tabla 11. Pardmetros cinéticos para la sacarificacion de las dextrinas de amaranto y de maiz.

Almidon Km (g/L) Vmax (g/L*min)
Amaranto 70.659+0.75% 1.283+1.03?
Maiz 92.729+0.36" 0.280+1.10°

Letras diferentes en la misma columna significa que hay diferencias significativas (p<0.05

Se observa que los parametros cinéticos en ambos almidones son diferentes, a
comparacion de la dextrinizacién en donde la velocidad maxima era la misma; mientras
gue para la Km se observa que las enzimas muestran mas afinidad por las dextrinas de
amaranto, ya que estas son mas rapidamente hidrolizables debido a que tienen mas
ramificaciones que las dextrinas de maiz. Por esta razon se puede decir que la estructura
del granulo asi como su morfologia juegan un papel muy importante en la hidrolisis del

almidoén.
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Wang et al. (2006) report6 los pardmetros de la sacarificacion obteniendo una Km de 8.18
g/L y una Vmax de 5.5 g/L*min. Dichos resultados no son comparables, ya que la Km
obtenida es mucho mas grande que la reportada por Wang, mientras que para la

velocidad obtenida con el almidon de amaranto es mas lenta que la reportada.

Las condiciones para la sacarificacion del almidon de amaranto son 15U de
amiloglucosidasa/30 U de pulalanasa con pH de 4.5 a una temperatura de 60°C durante
24 horas de hidrdlisis con una Vmax de 1.283 g/L*min y una Km de 70.65 g/L.

Por lo tanto el almidéon de amaranto es una muy buena opcién para la produccion de
jarabes de glucosa, y asi poder usar este cereal no solamente como dulces tradicionales,

si no para la elaborar jarabes que puedan ser utilizados en la industria alimentaria.
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8. Conclusiones.

* Se obtuvo glucosa a partir de la hidrolisis del almidén de amaranto (Amaranthus
hypocondriacus L) obteniendo un méaximo de 92.23 g/L usando una concentracion
de almidén de 100 g/L.

* El método alcalino para la extraccion del almidon fue el méas eficiente debido a
que se logré obtener un rendimiento de 43.83+0.13% y una recuperacion del
96.69+2.95%.

* Las condiciones experimentales para la dextrinizacién del almidén de amaranto
fueron 100 g/L de almidén de amaranto, 45KU de a-amilasa con pH de 6, 150
ppm de CaCl, a 90°C durante una hora con una velocidad de agitaciéon de 60 rpm.
Se observd que el almidén de amaranto se hidroliza méas facilmente que el
almidon de maiz por su mayor contenido de amilopectina. La Km de la a-amilasa
para el almidon de amaranto fue de 56.6 g/L el cual muestra una mayor afinidad

por el sustrato que para el almidon de maiz, mas rico en amilosa.

* Las condiciones experimentales para la sacarificacibon fueron 15U
amiloglucosidasa/30U de pulalanasa, pH 4.5 a 60°C durante 24 horas, con un
contenido de glucosa de 98 g/L. La Km de la sacarificaciébn para el almidon de

amaranto fue de 70.659+0.75 con una velocidad maxima de 1.0283+1.03.
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9. Recomendaciones

Para tener un mejor entendimiento de la conversion del almidén de amaranto a glucosa,

es necesario seguir las siguientes recomendaciones:

* Optimizar, por el método de superficie de respuesta, la hidrdlisis del almidon en la
cual se obtenga una adecuada concentracion de glucosa para obtencion de
jarabes de glucosa.

* Hacer una purificacion del jarabe producido.

* Realizar una microscopia electronica de los granulos de almidén para monitorear
el cambio de estructura del granulo a lo largo de la hidrélisis enzimatica y

comparar el mismo fenémeno con el de maiz.
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Apéndices.
Apéndice A
Curva estandar para la determinacién de proteinas por el método de Bradford.

La tabla A muestra las concentraciones usadas de albumina de huevo para la
elaboracion de la curva estdndar para la determinacién de proteinas por el método de
Bradford en el sobrenadante de la extraccion de proteinas de la harina de amaranto, en
la Figura A se observa la curva estandar de proteinas (mg/mL) versus absorbancia a 540
mn, de la cual se obtuvo la ecuacion de la recta para la determinacion de proteinas en

mg/mL.

Tabla A. Curva estandar de albumina de huevo

para la determinacién de proteinas.

Albumina de Absorbencia 1.2 -
huevo (mg/mL) (540 mn) 1
0 0+0 g
0.1 0.27+0.047 w 0.8 -
0.2 0.34+0.046 B
0.3 0.42+0.04 g 0.6 1
C
g-g 8.23:_:8'823 804~ y = 0.0887x + 0.0362
: Y. o R2=0.9711
0.6 0.67+0.014 § 0.2 -
0.7 0.77+0.013 0 le . . .
0.8 0.86+0.032 ) 5 10 15
0.9 0.90+0.036 -0.2 -
1.0 0.96+0.039 Concentracion (mg/mL)

Figura A. Curva estandar de albumina de

huevo para la determinacion de proteinas.
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Apéndice B

Curva estandar de DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico) para la cuantificacion de

azucares reductores.

Para la determinacién de azucares reductores se utilizo el método de DNS propuesto por
Miller en 1959; en la tabla B muestra las concentraciones de dextrosa utilizada para
realizar la curva estandar, la Figura B muestra la concentracibn (mg/mL) versus
absorbencia a 540 mn y la ecuaciéon de la recta para la cuantificacibn de azucares

reductores.

Tabla B. Curva estandar de dextrosa para la

determinacion de azucares reductores. 0.80
. E 070
Dextrosa Absorbencia g 0.60
(mg/mL) (540 mn) 3 0'50
0 0  0.40
.© .
0.2 0.12+0.013 g 0.30 y = 0.7586x - 0.0073
0.6 0.45+0.020 o} 0.10 '
g 0.
0.8 0.62+0.033 -2 0.00
1.0 0.73+0.022 -0.10 0.5 1 1.5

Concentracion (mg/mL)

Figura B. Curva estandar de dextrosa para la

determinacion de azucares reductores.
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Apéndice C

Curva estandar para la determinacion de carbohidratos totales por el método de

fenol-sulfurico.

Para la determinacién de carbohidratos totales se uso el método de fenol sulfurico, la
tabla C muestra las concentraciones de dextrosa (mg/mL) para la curva estandar, asi
mismo la Figura B muestra la curva estandar y la ecuacion de la recta versus la

absorbencia a 480 mn para la cuantificacién de carbohidratos totales

Tabla C. Curva estandar para la

determinacion de carbohidratos totales

Dextrosa Absorbencia 1.2 -
(mg/mL) (480 mn) c
0 0.0+0.00 £ 1
0.2 0.28+0.01 X 0.8 -
0.4 0.45+0.03 o
0.6 0.64+0.02 5 0.6
()
1.0 0.94+0.03 g R2=0.9859
< 0.2 -
0 ¢ . : )
0 0.5 1 1.5

Concentracion (mg/mL)

Figura B. curva estandar para la

determinacion de carbohidratos totales.
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