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RESUMEN

El propósito de este trabajo fue realizar un análisis  estructural de los componentes del almidón de 
Amaranthuscaudatus Linneo (kiwicha) de los granos opacos (tipo waxy) empleando dos fases. La 
desramificación enzimática y la cromatografía en columna  de Sephadex.

Para el tratamiento enzimático se utilizó isoamilasa (1200 U)  más almidón desengrasado y gelatinizado, los 
cuales fueron incubados a 40 ºC durante 24 horas.  El producto de la reacción fue desecado y separado 
por cromatografía en Sephadex G 75 a 28 ºC recolectándose fracciones de 9 mL/hora.

Como resultado del fraccionamiento por cromatografía se obtuvieron tres fracciones, la fracciónI que se 
coloreó de azul violeta con una solución de yodo, correspondiente a la amilosa, molécula de alto peso 
molecular, y cuyo contenido de carbohidratos fue de 5,8%. Las fracciones II y III correspondieron a la 
amilopectina desramificada. La fracción II presentó cadenas largas de tipo B con 42 residuos glucosídicos  
y la fracción III es una mezcla de cadenas tipo A y B con 15 residuos glucosídicos. Además, se determinó 
la relación de la fracción III/ II  cuyo valor es  3,3.
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STARCH FRAGMENTATIoN oF Amaranthuscaudatus lINNEo

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the structural analysis of the components of starch grains of 
Amarantuscaudatus(waxy type) using two techniques enzymatic debranching and the Sephadex column 
chromatography. 

For the enzymatic reaction is used starch degreasing and gelatinized with 1200 U isoamylase, which were 
incubated at 40ºC for 24 hours. The product of the reaction was dried and separated by chromatography 
to 28ºC. The fractions were collected every 9 mL/hour.

The result of fractionation by chromatography was described graphically distinguishing 3 peaks.The  
fraction I is colored of blue violet with an iodine solution, which corresponded to the amylose, high 
molecular weight molecule, and whose carbohydrate content was 5,8%. Then two peaks were observed 
for amylopectin(Fraction II and III). The fraction II contains long chain type B with 42 glycoside residues 
and fraction III comes from a mixture of type A and B chains with 15 glycosides residues.Furthermore, 
the ratio of the fraction III / II whose value is 3,3 was determined.
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I. INTRODUCCIÓN

En las semillas de Amaranthuscaudatus 
L. se han encontrado dos tipos de granos 
opacos (opa) y translucidos (trans). Poste-
riormente se han obtenido almidón de cada 
uno de ellos, denominándose almidón tipo 
waxy y no waxy provenientes de los granos 
opa y trans respectivamente.

Respecto al contenido de amilosa y amilo-
pectina para el almidón opa fue de 6,8 y 93,2 
% mientras que para el tipo trans fue de 11,3 
y 88% respectivamente.[1]

La presencia de amilosa y amilopectina es 
una de las propiedades que influye en la 
funcionabilidad de los gránulos de almidona 
si como en la organización física de estas 
macromoléculas dentro de la estructura del 
gránulo.[2]

El almidón de amaranto presenta alto con-
tenido de amilopectina; por esta razón, la 
polimerización y el grado de ramificación 
tienen efectos sustanciales sobre todo en 
las propiedades fisicoquímicas y funcio-
nales.[3] Para comprender las propiedades 
funcionales del almidón de amaranto es de 
interés conocer la variación de la estructura 
molecular de la amilopectina.

Esta, es un polisacárido ramificado com-
puesto por unidades de cadenas cortas 
(1→4)-α-D-glucosa (12 – 70 residuos, pro-
medio de 20) unidas también por enlaces 
α-(1→6). El peso molecular es alto, entre 
50-500 x 106 dalton; tiene un resto de fosfato 
por cada 400 unidades de glucosa. Estas 
variaciones están influenciadas por el origen 
botánico del almidón y el método empleado 
para su fraccionamiento.[2,4]

El modelo en racimos de la amilopectina(Fig. 
1) explica la característica estructural de 
esta molécula.[4] En este modelo se presenta 
cadenas de tipo A, B y C, que se han dado 
a los segmentos en la molécula de la amilo-
pectina. Así las de tipo A están unidasal resto 
de la molécula mediante enlaces α-(1→ 6) 
hacia las cadenas tipo B y éstas a su vez, 
están unidas a través de un enlace α-(1→ 

6) llevando uno o más cadenas A y/o B y 
algunas se unen a las de tipo C mediante 
enlaces α-(1→6).La cadena tipo C sólo 
puede ser encontrada en la molécula de la 
amilopectina y es la que lleva el único grupo 
reductor.[2,4]

Los racimos asociados de las cadenas A 
son principalmente responsables de la re-
gión cristalina dentro del granulo. Además 
el grado de cristalinidad depende del peso 
molecular y de la longitud de la cadena. En la 
base a este dato, se señala que las cadenas 
de tipo A son más cortas en longitud que las 
de tipo B.[2]

Fig. 1 Modelo en racimo de la amilopectina

La distribución de las cadenas lineales 
con enlaces α-(1→4) en la amilopectina 
fue investigada empleando la isoamilasa y 
fraccionando por la técnica de cromatografía 
gel filtración. La isoamilasa hidroliza tanto 
los enlaces internos y externos de tipo glu-
cosídicos α-(1→6) de la amilopectina y del 
glucógeno.

Aplicando los métodos enzimáticos y croma-
tográfico sobre la amilopectina sin separarlo 
del almidón se puede determinar la distri-
bución de las cadenas lineales con enlaces 
α-(1→4) y los grupos reductores libres.[2,5]

En la presente investigación la distribución 
de los componentes del almidón fue inves-
tigada por cromatografía gel filtración previa 
desramificación enzimática del almidón opa 
y del almidón de maíz.
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II. SECCION EXPERIMENTAL

1. Desramificación Enzimática

Se utilizó el método de Song con algunas-
modificaciones.[6]

Reactivos

a. Isoamilasa de Pseudomonasamylode-
ramosa [EC 3.2.1.68] de Sigma Che-
mical. Co, con actividad enzimática de 
37’000,000 UI/mgproteína.

b. Almidón de amaranto (opa) y de maíz 
fueron obtenidos de los granos de A. 
caudatus y de Z. mays procedente del 
Instituto de Investigación Agraria. Huan-
cayo. Los almidones fueron previamente 
desengrasados con metanol al 85% por 
20 minutos a 55ºC 2 veces.

c. Acetato de Sodio 0,05 M, pH 3,5. El 
almidón de maíz se usó como patrón de 
referencia.

Preparación de la muestra

Se pesó 60 mg de almidón en base seca fi-
namente molido y se le adicionó 2 mL NaOH 
1 M manteniéndolo a 4ºC por 24 horas, 
después se siguió el mismo procedimiento 
descrito por Harada.[5]

Ensayo enzimático

La solución anterior se preincubó a 40ºC 
por 5 minutos y luego se añadió 1,200 UI 
de Isoamilasa al sustrato. (almidón opa y el 
almidón de referencia).

Se incubaron las muestras sustrato/enzima 
así como los blancos a 40ºC durante 24 horas.

Luego se adicionó 0,5 mL de NaOH 0,1 M y 
la enzima fue inactivada en caliente. Poste-
riormente se siguió el método descrito por 
Inouchi.[7]

2. Fraccionamiento del almidón desra-
mificado

Se llevó a cabo según los métodosde 
Ikawa[8], con ligeras modificaciones.

La cromatografía se realizó a 28 ºC usando 
una columna (1,6 x 25 cm) de Sephadex 
G-75, a la cual se adicionó 0,20 mL de mues-
tra de almidón Opa desramificado y como 
eluyente NaOH 0,02N conteniendo NaCl 
0,2%. Se recolectaron aproximadamente 
50 fracciones a una velocidad de 9 mL/hora 
y luego fueron neutralizadas con HCl 1 N.

3. Análisis estructural de las fracciones 
obtenidas.

Las fracciones recolectadas fueron sepa-
radas y agrupadas en tres fraccionesI, II y 
III en base a sus propiedades de máxima 
absorción espectral (λmax), debido a la 
formación del complejo yodo-carbohidrato 
en cada fracción.[2]

La cantidad de carbohidratos de cada 
fracción fue determinada por el método de 
Antrona-Ácido Sulfúrico[9], y los residuos 
reductores terminales empleando el método 
de Park-Jhonsom modificado por Hizukuri.[10]

El promedio de Número de Residuos (Nº 
R) glucosídicos equivalente a la longitud 
de cadena fue determinada dividiendo los 
carbohidratos totales entre la cantidad de 
azúcares reductores.[7]

             Carbohidratos totales
Nº R = -------------------------------
              Azúcares reductores

III. RESULTADOS Y DISCUSIÒN

El fraccionamiento del almidón se llevó a 
cabo mediante 2 etapas: 1) desramificación 
enzimática y 2) cromatografía en columna de 
Sephadex G-75.

La Fig.2 muestra el perfil cromatográfico en 
Sephadex G-75 de los almidones desrami-
ficados de Opa y de maíz. Nuestros resulta-
dos exhibieron tres picos correspondientes 
a las fracciones I, II y III; el primer pico 
aparece cercano al volumen de exclusión 
de la columna y representa a la fracción I, 
un segundo pico en la parte media, corres-
pondiente a la fracción II y un tercer pico 
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designado como la fracción III al final. Este 
tipo de perfil cromatográfico, también se 
presentó para el almidón de A. hypochon-
driacus estudiado por Sugimoto[11], el cual 
realiza una comparación con los almidones 
de maíz y de arroz.

La fracción I comprende material de alto 
peso molecular, siendo más abundante y 
prominente en el maíz que en el almidón 
Opa. Esta fracción forma un complejo con 
el yodo de color azul violeta (max 590-600 
nm.), el cual indicaría la existencia de mo-
léculas de alto peso molecular considerado 
como amilosa. Las fracciones II y III dieron 
una coloración parda rojiza con la solución 
de Iodo, correspondiente a la amilopectina 
desramificada, se hidrolizaron todos los en-
laces α-(1→6) tanto internos como externos.

La fracción II contiene cadenas lineales glu-
cosídicos con enlaces α-(1→4) la cual con-
siste de cadenas largas tipo B y la fracción 
III proviene de una mezcla de cadenas tipo 
A y cadenas cortas tipo B. Estos hallazgos 
son similares a lo reportado por Inouchi,[7]

quienes analizaron almidón de A caudatus, 
pero además obtienen una pequeña fracción 
intermedia (1-2 %) que puede ser cadenas 
cortas de amilosa y/o cadenas muy largas 
de tipo B de amilopectina.

En la tabla 1 se resume el contenido de 
carbohidratos totales de las fracciones y el 
promedio de número de residuos reductores 
en el pico el cual corresponde a la longitud de 
las cadenas glucosídicos de la amilopectina 
desramificada. Se aprecia que la fracción 
I contiene 5,8% y 22,7% de amilosa en el 
almidón opa y maíz respectivamente. Asi-
mismo, se observa un mayor porcentaje de 
carbohidratos totales en la fracción II y III en 

Fig.2 Perfil de elución por Sephadex G-75 de los almidones ama-
ranto Opa y de Maíz desramificados por Isoamilasa

el almidón opa a diferencia del almidón de 
maíz. Evidenciando que el almidón opa tiene 
un mayor contenido de amilopectina siendo 
considerado como almidón tipo waxy[6,12].

 ALMIDÓN Frac-
ción I

Frac-
ción II

Fracción 
III

Fr. III
Fr. II

Nº R. en el 
pico

(%) (%) (%) Fr. II Fr. 
III

Opaco 5,8 22,0 72,2 3,3 41,8 15,1

 Maíz  22,7 18,9 58,4 3,1 45,1 15,3

Nº R. Número de Residuos

Tabla 1. Contenido de carbohidratos totales en almi-
dones desramificados por Isoamilasa.

En el opa, el promedio de número de re-
siduos de la fracción II (cadenas largas 
tipo B) y la fracción III (cadenas de tipo A 
y B) es de 42 y 15 residuos glucosídicos 
respectivamente. El número de residuos 
(45) de la fracción II del almidón de maíz es 
ligeramente superior que el Opa, indicando 
que la longitud de la cadenas tipo B es ma-
yor en el almidón de maíz. Mientras que en 
la fracción III los valores son cercanos en 
ambas muestras, indicando que la longitud 
de cadenas tipo A y B es similar entre estos 
almidones.Estos resultados concuerdan con 
los trabajos de Ikawa[8] e Inouchi,[7] quienes 
determinaron que la amilopectina desra-
mificada de maíz presentaba la fracción II 
constituidas por cadenas tipo A y B con 16 
residuos, siendo estos resultados similares 
con la amilopectina de amaranto.

También en la tabla 1 se observa la razón 
entre la fracción II/fracción IIIy el promedio 
de número de residuos de la cadena (Nº R) 
del almidón opa y del maíz indicando valores 
cercanos. Similares resultados reportaron 
Inouchi,[7] trabajando con almidón de ama-
ranto establecen que la razón de las cade-
nas cortas y las cadenas largas con enlace 
α-(1→4) de la amilopectina presentaban un 
rango de 2,2 - 3,3.

Otro informe señala que la razón entre las 
fracciones es característica del análisis es-
tructural de la amilopectina y puede usarse 
como un grado de mayor o menor desrami-
ficación.[2,12]
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La tabla 2 muestra la distribución del número 
de unidades reductoras de la desramifica-
ción del almidón opa y maíz, en ella se apre-
cia que la fracción I no contiene unidades 
reductoras, debido a que se conserva su 
cadena lineal con enlaces α-(1→4). La frac-
ción IIes ligeramente superior y se observa 
una mayor presencia de azúcares reductores 
en la fracción III.

Tabla 2. Contenido de azúcares reductores de los 
almidones desramificados por isoamilasa.

 ALMIDÓN Fracción I
(%)

Fracción II
(%)

Fracción III
(%)

Opaco 0,0 8,9 91,1
Maíz 0,0 10,1 90,0

IV. CONCLUSIONES

El almidón tipo opa fue desramificado enzi-
máticamente, y por cromatografía de filtración 
en gel se obtuvieron tres fracciones; la I se 
coloreó de azul violeta con una solución de 
yodo, el cual correspondió a la amilosa y las 
dos últimas II y III dieron un color pardo rojizo 
representado a la amilopectina desramificada.

El contenido de carbohidratos totales de las 
fracciones I, II y III del almidón opa fue de 
5,8; 22,0 y 72,2 % respectivamente indican-
do unalto contenido de amilopectina.

El promedio de número de residuos glu-
cosídicos el cual representa a la longitud 
de las cadenas con enlacesα-(1→ 4) de 
la amilopectina, de la fracción II es de 42 
siendo de mayor longitud a diferencia que 
la fracción III que presenta cadenas cortas 
con 15 residuos.
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