
ESTUDIOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMA TICA 

EN EL PROCESO DE LA GERMINACION. II 

AMILASAS ALFA Y BETA EN HIBRIDOS Y VARIEDADES 
DE MAIZ MEXICANO 

Por JUAN ROCA y RAUL ONDARZA, 
del Instituto de Biología. 

En trabajo a nterior nos hemos ocupado de l estudio de dos acti· 
vidades enzimáticas como son la sacarogénica y la proteolítica de,! 
frijol. En este trabajo estudiamos la actividad amilásica, tanto dextri­
nogénica o alfa amilásica como la sacarogénica, producto de la be ta 
a milasa, en semillas secas y germinadas de híbridos y variedades 
de maíces ms xicanos. 

Es de todos conocida la importancia ta n grande que merece el 
cultivo del maíz en México, y es por esto que se ha creado un orga­
nismo formado por la Secretaría de Agricultura y Ganadería y ia 
Oficina de Estudios Especiales de la Fundación Rockefelle r, que se 
encarga de seleccionar y obtener variedades e híbridos que den un 
máximo rendimiento por hectárea y con un ciclo vegetativo de corta 
duración, además de conseguir por medio de la Genética semillas 
que den p lantas resistentes a las plagas y a las sequías. Las semillas 
que hemos estudia do tienen esa p rocedencia y han sido proporcio­
nadas por la Comisión de l Maíz. 1 

Es bien conocido que exis ten fermentos apropiados para la hidró­
lisis del almidón a lmacenado en la semilla que e l embrión aprovecha 
en la germinación; estos fermentos, que se denominan a lfa y beta 

l Agradecemos a la Comisión del Maíz raber proporciona do las mues tras de se-
milla s que ha n servido pa ra este e studio. 1 
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a milasa, se encuentran en la plant:i en dos ícmas que pueden ser 
de terminadas por su activida d y que se denomina n "libre" y "com­
binada". A la primera se le d enomina también amilosa a c tiva y a la 
segunda latente, p ues aquélla e3 la q ue tiene actividad inmedia­
~a en los tejidos d ~l vegetal, mient,cs que ésta se halla unida ,:m 

combinación c:cmp'.eja y por lo tanto es inactivo; probablemente por 
medio de las propias proteasas del vegetal va siendo liberada a 
medida que germina la semilla, para transformarse en enzima activa, 
hasta llegar el momento en que toda la enzima se encuentra bajo 
Jo única forma d e libre. Por otra parte, como se ve en este trabajo, 
no sólo sucede esto, s ino que también la actividad enzimática, ya 
sea de la alfa o betc; amilasa, no sólo aumenta la actividad libre , 
sino la suma de ésta y la combinada, por lo que existe una· actividad 
q ue podemos llamar total y que en e l la boratorio se estudia haciendo 
actuar sobre los extractos cierta cantidad de papaína por 24 horas, 
con el objeto de liberar el fermento la tente, y luego se d e termina la 
actividad por el método que se citará en su oportunidad. Este a umen­
to creemos que sea debido a una síntesis de la enzima que tiene lugar 
en el proceso de germinación. 

Hemos aceptado para la valoración de la a c tividad de la alfa 
y beta amilasas las unidades enunciadas por Kneen y Sandsted, por 
considerar conveniente la unificac ión del criterio de los distintos in­
vestigadores y poder comparar los resultados ol::tenidos. De acuerdo 
con dichos autores se denominan: 

Unidades de alf.::i: amilasa o alfa dextrincgénica, les g ~omos de 
a lmidón rnluble que, en exceso de be ta arr¡.ilasa, son d extrinizados 
por un gramo de malta en una hora a 30º_. 

Unidad sacarogénic·:r, los g ramos de a lmidón soiub}e convertidos 
a maltosa ;por un gramo de malta en una hora a 30". 

Unidades de be,ta amilasa. los granos d e a lmidón soluble con­
vertido:, a maltosa por la beta a milasa de l gramo de malta en una 

hora a 30 '. 

Materiales y métodos 

Cerno m0teria l de estudio he mos escogido 12 h íbridos y 5 varie­
dad es que proceden de distintas locclidades, y aclimat~das para su 
desarrollo a distintas a lturas sobre el nivel del mar. 

La designación V indica varieda d seleccionada, VS quiere d;ci~ 
variedad sinté tica, y H híbrido. Los números indican las alturas apro· 
piadas para obtene r el máximo rendimiento. 



J. ROCA Y R. ONDARZA: EST. SOBRE L A ACTJV!DAD ENZIMATICA. ll l9 

La alfa y beta amilasa libres se extraen haciendo un extracto 
ocuosc que se deja por hora y media en B.M. a 30º, se centrifuga y 

filtra como en el caso a nterior. 
La total se extrae también por extracto acuoso al que se añade 

0.1 g rs. de acetato de calcio y 0.2 grs. % de papaína: se satura con 
i()luol y se deja 24 horas en B.M. a 30º, se centrifuga y fi ltra como 
en el caso anterior. 

Para valorar la a lfa amilasa se prepara una solución de alfa 
rimilodextrina, con almidón soluble a ) que se le añade exceso de -beta 
a milasa y buffer apropiado; saturada con toluol se deja a la tempe­
ratura ambiente por 24 horas. A 20 ml. de esa solución se le añaden 
5 ml. del extracto respectivo al 10 ó 20%, más 5 ml. de solución 
buffer de acetatos de pH 4.6, y después de ponerla a 30º por cie rto 
liempo se vierte 1 ml. de la misma a una solución yodo yodurada 
débil, repitiéndolo a menudo hasta que el color obtenido sea igual 
al de una solución tipo de dextrina tratada previamente con solución 
yodo yodurada . 

Los cálculos se hacen de acuerdo con la fórmula: 

0.4 X 60 
unidades de alfa amilasa = --- ---- - - ---------

equivalente de malta usada (g) X tiempo 
de dextrinización (minutos) 

El método que nos parece más adecuado para la valoración de 
la beta amilasa es el de Kneen y Sandstedt, fundado en q ue la acti­
vidad sacarogénica corresponde a la suma de actividades alfa y beta 
c milásicas; por otra parte, la propiedad sacarificante de la a lfa pue­

de calcularse de su dextrinizante absoluta, de lo que se deduce que 
la actividad sacarogénica de la beta puede conocerse restando de la 
~acarogénica tota l la q ue le corresponde a la alfa amilasa. 

En realidad este método fué ideado para la dete rminación de 
esa actividad en semillas como cebada y trigo, que son fuentes r icas 
en dicha enzima; y como el maíz es pobre en be ta amilasa, no es 
factible valorarla por este método, por lo que decidimos cuantificar 
la actividad sacarogénica de acuerdo con e l método que se describe 
al tratar de la actividad sacarogénica del frijol, advirtiendo que los 
mgs. de maltosa calculados a partir del ferricianuro reducido, se 
mul tiplicaron por el factor 0.95 para obtener los mgs. de 

1
a lmidón h i-
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drolizados por 1 ml. de extracto en 30 minutos; tomando en cuenta 
la cantidad de extracto utilizado y el tiempo, se obtuvieron las uni­
dades sacarogénicas. 

Parte experimental 

El pH Óptimo se determinó en un lote de semillas de maíz ger­
minadas por 4 días, haciéndose la extracción y titulación a distintos 
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pH con buffer de acetatos y fosfatos. Los resultados se expresan en 
lo gráfica NQ 1, en que se aprecio claramente actividad máximo en 
e l pH 4.6 para las dos amilasas. 

Semillas naturales no germina das 

Se han hecho d iversos estudios a este respecto en distintas semi­
llas, como trigo, cebada, a rroz, avena y maíz, y se ha observado qy1e 
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la mayoría de ellas carecen de actividad dextrinogénica, pero en lo 
que respecta a la sacarogenica casi todas la poseen, a excepción 
de las tres últimas que la tienen en muy baja proporción o carec,m 
por completo de dicha actividad sacarogénica. 

En las 17 muestras de semillas de maíz que hemos estudiado, 
no se ha encontrado actividad de alfa amilas'a . Respecto a la beta 
amilasa, la mayoría de las muestras no tienen actividad por lo me­
nos con el método que hemos seguido, excepto las siguientes: 
Hl22W, Hl22, Hl20 y Hl23. 

Haremos resaltar que esas semillas, con actividad de be ta ami­
lasa, son precisamente, como veremos después, las que tuvieron 
mayor a ctividad a los 8 días de germinación. 

Actividad de amilasas "libre" y "total" 

en el proceso de germinación 

Antes de proceder al estudio comparativo de la ac tividad enzi­
mática de las semillas del maíz, teníamos que conocer cuándo s e 
desarrollaba la actividad máxima en e l proceso de germinación. 
rara ello seleccionamos las muestras correspondientes a la V 7 y 
a la H 120 A. Con ellas se prepararon numerosos lotes en las con­
diciones señaladas anteriormente, y para facilitar el trabajo pensa -

mos obtener los extractos con el maíz germinado y de secado. As í 

lo hicimos, comparándolo con un duplicado preparado sin previa 

desecación; desgraciadamente los resultados no fueron concordantes, 

de tal manera que e l e xtracto obtenido con maíz germinado y .dese­

cado fué mucho menor y nulo a veces en actividad e nzimática, 

comparado con el extracto no desecado. Haremos notar que la 

desecación se hizo a 39º y no se utilizó vacío. En consecue ncia se 

estudiaron los extractos sin p revia desecación. 

En la gráfica Nv 2 se especifican los resultados obtanidos con 

la actividad de alfa y beta amilasas del maíz germinado de 3 a 

10 días. 

En lo que respecta a la alfa amilasa, puede notarse que la acti­

vidad es baja en e l 3~ y 4Q días; después a u menta bruscamente, y 
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permanece hasta cierto punto sensiblemente ' igual en los demás 
días, con p2queñas diferencias. Con la actividad d 2 la bet.::i ami­
lasa sucede cosa semejante, esto es, a umenta con a lgunas dife­
rencias en los primeros días, permanece después más o menos cons­
tante, hasta que al llegar a l 8º día aumenta b ruscamente para des­
cender de nuevo en los días siguientes. Por lo mismo se escogió 
como adecuado, el desarrollo Óptimo de actividad en ambas ami­
lasas, el correspondiente al 89 día de germinación. 
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Estudio comparativo d.e .la actividad amilásica 
d.e· 17 muestras de maíz 

Con los datos rela tivos al pH Óptimo y a l desarrollo de la 
máxima actividad en la germinación del maíz, se p rocedió al es­
tudio comparativo de la a lfa y beta amilasas, libre y total de 17 mues­
tras de maíz. En la tabla siguiente se expresan los resultados ob­
tenidos. 
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TABLA 

Unidades Dextrinogénicas · Unidades Sacarogénicas 
Muestras Altitud Libre Total Libre Total 

1.-H 120 2200-2600 m. 44 50 2.34 ·2.6 1 ,;;:. 

2.- H 120 A 43 40 2.52 I.B7*** 
3.- H 121 54 48 2.68 J.85*'' ~" 
4.- H 122 40 58 2.14 2.86* 
5.- H 122 w 43 40 2.02 2.3T'** 
6.- H 123 52 44 2 31 2.40***"' 
7.- V 7 50 45 2.41 2.22"' 
8.- V 2J 33 42 1.76 2.20·· 
9-VSlOl .. .. 65 34 l.55 1.82*'* 

10.- H 21 1 1800-2200 m. 35 39 1.72 1.57**" 
11.-H 212 33 30 1.25 l.5 1 ~~ 
12.- H 215 .. 39 48 2.32 2.57** 
13.- H 30 1 1400-1800 m. 37 27 1.74 1.98 "~ 
14.- H 305 27 29 1.05 1!05'"' 
15.- H 306 .. 3 1 39 l.81 J .93** 
16.-V 520 0- iOOO m. 25 ) 4 l.05 1.1 2·•• 
17.- 9 W Texa s 33 21 1.74 ]'73• • •·., 

• germinación mala 
• • germinación regular 

• • • germinaci6n buena 
• • • • germinaci6 n m uy buena 

Señalaremos algunos puntos interesantes que se deducen de 
la a tenta observación de la tabla anterior. 

Aunque no disponemos de aparato adecuado para el desarrollo 
de las semillas a temperatura constante y siempre en las mismas 
condiciones, corno en todos los casos germinaron las semillas en el 
mismo laboratorio y en períodos en que la temperatura tuvo pocas 
variaciones, las condiciones de desarrollo fueron semejantes. Tornan­
do en cuenta esta~ circunstancias, observarnos que los lotes de 
semillas no germinaron de manera análoga: unes lo hicieron unifor­
memente y con gran vigor, mientras que otras, al lado d e las ante­
riores y en el mismo período de tiempo, g e rminaron irregularmente 
y con menos vigor. 

No siempre correspondió la máxima actividad enzimática al 
desarrollo de las semillas. Citaremos la muestra correspondiente a 
9 W, de la que germinaron todas las semillas con vigor uniforme , 
y sin embargo su actividad enzimática fué más bien baja. 

Por otra parte , puede observarse en el cuadro general q ue la ma ­
yor actividad enzimática corresponde a la s semillas aclimatadas 
p~ra alturas de 2200 a 2600 m., excepto la H 215, que corresponde a 
altitudes de 1800 a 2200 m. y que tuvo actividad i:,ernejante a las 
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a nteriores. Por Jo general va descendiendo la actividad a medida que 
se trata de semillas aclimatadas para alturas inferiores a la señalada, 
y es mínima en semillas que se desarrollan normalmente al nivel 
del mar. 

Otra cosa que nos interesa señalar es la siguiente : en muchos 
casos, especialmente en lo que se refiere a la alfa amilasa, se observa 
mayor actividad para la libre que para la total. 

Además se notará que la actividad de la beta amilasa es muy 
!:)aja en el maíz germinado, por lo que tuvo que modificarse el método 
original de Kneen y Sandsted, como se dijo antes. 

Discusión 

De todo lo a n terior deducimos lo siguiente : puede suponerse que 
e l desarrollo de la planta en el proceso de germinación depende de 
la actividad enzimática, o bien que esa actividad es resultado del 
mayor desarrollo de la planta. Claro está que en esa forma es muy 
difícil resolver el punto a discusión, pues si por un lado hemos visto 
q ue las semillas que antes de germinar tenían una pequeña actividad 
de beta amilasa e ran las que a los 8 días de germinación 1enían 
mayor actividad . en otras palabras, si las semillas sólo pueden des­
arrollarse al principio con los productos hidrolizados por la s enzimas. 
a l obrar sobre los substratos que contiene a lmacenados la semilla, 
es natural deducir que son las enzimas los Únicos agentes que in­
fluyen en el desarrollo de la planta; pero ha y en e llas otros factores 
muy importantes, como son hormonas y vitaminas, indispensables 
o su vez para el crecimiento y funciones biológicas de la planta. 

Estimamos, pues, que en el desarrollo de la semilla deben to­
marse en cu<:?nta hormonas, vitaminas y enzimas, a no ser que de 
acuerdo con la mayoría de los autores modernos se asigne a las 
hormonas y vitaminas un papel esencialmente enzimático. En este 
q 1so es ma nifiesta la interdependencia que debe haber entre ·esos 
bctores, estableciéndose un equilibrio en tre los mismos; de cualquier 
modo, es lógico que a mayor actividad enzimática ha de correspoQder 
mayor d2sarrollo de la planta, porque dispone de más e le mentos 
útiles para sus funciones de c recimiento y e laboración de factores 
propios para su desenvoivimiento. 

Por otra parte, si se toma en cuenta q ue el maíz es la planta 
q ue mejor aprovecha la energía solar, no se explica, aparentemente, 
por q ué su actividad de alfa amilasa es mucho menor que la de la 
cebada, trigo, avena y sorgo, y todavía mucho menor la de la betq 
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amilasa en comparación con los cereales mencionados, tanto que se 
ve la necesidad de investigar procedimientos más. sensibles que los 
C:s Kneen y Sandsted , que son actualmente los únicos que se usan 
más o menos modificados. 

Esto se puede atribuir a la enorme desproporción que hay en el 
:naíz entre el embrión y el cotiledón, mientras que en los otros ce­
reales hay un peso relativc más estrecho; de lo que se deduce que 
comparando pesos iguales de los d istintos cereales, hay en el maíz 
menor cantidad de embriones en donde se forman las enzimas que 
van a actua r sobre las reservas alimenticias de la semilla. 

Es también muy interesante el hecho que se señaló antes, 
esto es, que la actividad de las amilasas libres, especialmente de 
lo a lfa, sea muchas veces igual o superior a la total, cua ndo es 
lógico que la total debería corresponder a la potencial, puesta en 
libertad por proteasas, más la libre. Sin embargo hay que considerar 
que en la semilla seca no se encontró alfa amilasa con los proce· 
dimientos usuales, de lo que se deduce que la que aparece en el proce­
so de germinación es elaborada en ese momento, y por lo tanto utili· 
zada en cuanto se produce, y que si la total es menor debe ser porque 
se destruye en el procedimiento seguido, o bien porque es utilizada 
en los 24 horas que dura el proceso de extracción pa ra dextrinizar 
los propios almidones que acompañan al extracto . 

Respecto a la beta amilasa d ebe suceder cosa análoga, ya que 
en la semilla sin germinar se encontró muy pequeña cantidad de 
esa enzima y tan sólo en algunos casos. Es natural que si la ·anzima 
que se encuentra en el proceso de germinación correspondiese a la 
que preexistía, no se encontrarían las diferencias seña ladas en este 
trabajo. 

En- lo q ue se refiere a l h2cho de que la actividad enzimática de 
las amilasas alfa y be ta es mayor en los maíces aclimatados para 
a lturas entre 2200 a 2600 m. sobre e l nivel del mar, será útil señalar 
que este estudio ha s ido realizado precisamente a esa altura, y por 
lo ta nto para deducir consecuencias nos falta comprobarlo repitiendo 
lo mismo en distintas altitudes. Además, no conocemos si la se lección 
de las semillas estudiadas fué hecha en todos los ca sos con maíz 
desarrolla do precisamente en las respectivas a ltitudes, o bien e n otras 
distintas y aclimatadas posteriormente a las que se les asigna en el 
cuadro general. De cualquier modo es digno de tomarse en cuenta , 
y sólo con datos posteriores se podrán deducir consecuencias que 
consideramos de gran interés . 
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Conclusio,nes 

1 (• El pH Óptimo de ccción de 01!9 y beta amilaces del maíz 
estudiado es de 4.6. 

2'' La acción óptima de amilasas a lfa y be ta del mismo, se en­
cuentra alrededor de los 8 días. 

3" En e l proceso de germinación del maíz se observa aumento 
progresivo de las amilasas dextrinogénica y socarificcmte, tanto li­
bre como total. 

4,.. Se observaron francas variaciones en la actividod amilásica 
de 17 muestras de híbridos y variedades de maíz; en las condiciones 
experimentales que se especifican en este tmbojo, e::; mayor en las 
muestras aclimatadas para altitudes de 2200 a 2500 m. y decrece 
0stensiblemente a medido que desciende la altura de a climatación. 
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