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RESUMEN

El bagazo es un subproducto generado durante el proceso de elaboracion de la
bebida tradicional andina chicha de jora (CJ) y es una fuente potencial para la
extraccion del arabinoxilano ferulado (AXF). En el presente trabajo, se llevo a cabo
la extraccidn y caracterizacion del AXF del bagazo, y se determin6 su capacidad
antioxidante y antihiperglicemiante in vitro. E| AXF extraido de peso molecular
= 3,5 kDa present6 resultados de contenido de humedad, pH, cenizas totales,
proteinas y contenido fendlico total con valores de 8,00 %; 5,81; 2,68 %; 3,78 % y
5,72 mg EAG/g p.s.; respectivamente. La cromatografia en capa fina permitié
identificar los monosacaridos L-Arabinosa y D-Xilosa. El analisis por HPLC-MS/MS
del AXF luego de la metandlisis demostré un perfil de fragmentacion
correspondiente a metil-pentofuranosidos o metil-pentopiranosidos. El espectro
FT-IR presentdé bandas caracteristicas del AXF. EI AXF mostré capacidad
antioxidante determinada por los ensayos de DPPH' (ICs0 6,59 mg/mL, TEAC
7,7844 pmol/g muestra), ABTS™ (ICs0 6,50 mg/mL y TEAC 35,34 umol/g muestra)
y FRAP (Valor FRAP 14,08 ymol AA/g y 36,63 umol FeSOa4/g). Adicionalmente, el
AXF presenté capacidad de adsorcién de glucosa, inhibicion de la difusion de
glucosa e inhibicion de la enzima a-amilasa (ICso 4,73 mg/mL) in vitro. Los
resultados demostraron que el AXF extraido a partir del bagazo generado durante
la elaboracién de la CJ presenta capacidad antioxidante y antihiperglicemiante in

vitro.

Palabras clave: Arabinoxilano ferulado, bagazo, chicha de jora, antioxidante e

antihiperglicemiante.
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ABSTRACT

Bagasse is a by-product generated during the process of making the traditional
Andean drink named chicha de jora (CJ) which is a potential source for the
extraction of ferulated arabinoxylan (AXF). The aim of this study was to extract and
characterize the AXF from bagasse, and determinate antioxidant and
antihyperglycemic capacity in vitro. As results, AXF of molecular weight = 3.5kDa
presented moisture content, pH, total ash, proteins and total phenolic content with
values of 8.00 %; 5.81; 2.68 %; 3.78 % and 5.72 mg EAG/g ps; respectively. Thin
layer chromatography identified the monosaccharides L-Arabinose and D-Xylose.
HPLC-MS / MS analysis of AXF after methanolysis confirmed the presence of
methyl-pentofuranosides or methyl-pentopyranosides. The FT-IR spectrum
presented characteristic bands of AXF. The AXF showed antioxidant capacity
determined by the DPPH* assay (IC5=6.59 mg / mL, TEAC 7.7844 ymol / g
sample), ABTS"* (ICs0 =6.50 mg / mL and TEAC 35.34 ymol / g sample) and FRAP
(14.08 pymol AA / g and 36.63 pumol FeSOa4 / g). On the other hand, AXF showed
glucose adsorption capacity, inhibition of glucose diffusion and inhibition of the
enzyme a-amylase (ICso =4.73 mg / mL). The results showed that the AXF extracted
from the bagasse generated during the production of the CJ have antioxidant and

anti-hyperglycemic capacity in vitro.

Key words: Ferulated arabinoxylan, bagasse, chicha de jora, antioxidant and

antihyperglycemic.
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. INTRODUCCION

I.1. Planteamiento del problema

En el Peru la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria vienen utilizando
los recursos naturales propios de la biodiversidad peruana para elaborar
productos con valor agregado. Los recursos naturales pasan a lo largo de una
cadena de valor de produccién en la que se generan derivados o subproductos
residuales que en su amplia mayoria simplemente se eliminan; sin embargo, su
aprovechamiento puede generar interés farmacéutico, alimentario y cosmético
dependiendo de su origen'. Por ejemplo, el uso del maiz (Zea mays) en la
produccion industrial de almidon, aceite, alcohol-combustible, harinas y sémolas
genera un subproducto, el salvado de maiz; el cual posee componentes con
propiedades bioldgicas y su aprovechamiento supone disminucion en la
eliminacion de residuos, mayor eficiencia y aumento de la sostenibilidad del
proceso productivo. Actualmente, se ha extraido bioactivos a partir de
subproductos como el salvado de maiz, salvado de trigo, rastrojos de cebada y
cascara de soya, lo cual ha beneficiado econdmicamente a la empresa por el

agregado de valor a los subproductos o residuos generados.

Durante la produccion artesanal e industrial de la chicha de jora (CJ) se genera
un subproducto denominado bagazo de la chicha de jora (BCJ), mismo que es
empleado como alimento para animales o es desechado. Por lo cual la
reutilizacion de este subproducto fundamentado en el potencial bioldgico del
bioactivo que contiene (polisacarido no amilaceo), contribuye a que el BCJ se
convierta en un residuo aprovechable y de valor agregado para el sector
artesanal e industrial que elabora CJ. Ademas de ayudar a revalorar a la bebida
tradicional andina CJ. Hasta la fecha, no se ha planteado el aprovechamiento de
este subproducto debido a que no existe ningun reporte en la literatura cientifica
que avale sus beneficios potenciales, desconociéndose, por lo tanto, la
factibilidad de poder extraer un bioactivo a partir de este subproducto. Por esta
razon, en el presente trabajo de investigacion se planted extraer el arabinoxilano
ferulado (AXF) del BCJ vy evaluar su capacidad antioxidante vy

antihiperglicemiante in vitro.



.1.1. Formulacion del problema

¢ El arabinoxilano ferulado extraido a partir del residuo de bagazo en el

proceso de elaboracion de la “chicha de jora” posee capacidad

antioxidante y antihiperglicemiante in vitro?

I.2. Objetivos

.2.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante y antihiperglicemiante in vitro del
arabinoxilano ferulado extraido a partir del residuo de bagazo en el

proceso de elaboracién de la “chicha de jora”.

.1.1. Objetivos especificos

1.

Obtener el arabinoxilano ferulado por el método de perdxido de
hidrégeno alcalino a partir del residuo de bagazo en el proceso de

elaboracion de la “chicha de jora”.

Caracterizar el arabinoxilano ferulado extraido a partir del residuo de
bagazo en el proceso de elaboracion de la “chicha de jora” por

métodos fisicoquimicos y espectrofotométricos.

Determinar la capacidad antioxidante in vitro del arabinoxilano
ferulado extraido mediante los ensayos de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH®), acido 2,2'-azinobis—3—etil-benzo-tiazolina—6—sulfénico
(ABTS™) y poder antioxidante reductor del hierro (FRAP).

. Determinar la capacidad antihiperglicemiante in vitro del

arabinoxilano ferulado extraido mediante los ensayos de capacidad
de adsorcion de glucosa (CAG), inhibicion de difusion de glucosa e

inhibicion de la enzima a-amilasa.



I.3. Importancia y alcance de la investigacion

Los resultados de esta investigacion permiten que la industria farmacéutica,
alimentaria y cosmética considere al AXF extraido del BCJ como una materia
prima con excelentes propiedades fisicoquimicas que podria ser considerado
como agente viscosante, agente emulsionante, agente preservante y formador
de sistemas nanoparticulados de liberacidn controlada de drogas; pero también,
como ingrediente farmacéuticamente activo por las propiedades biolégicas que
se le atribuyen. Por otra parte, los resultados favorables de esta investigacion
permiten que la empresa artesanal e industrial (nacional o extranjera) productora
de la CJ disminuya la generacion de residuos, optimice el desarrollo de sus
procesos e incluso mejore las oportunidades en la generacion de ingresos
considerando el alto valor agregado del bioactivo extraido a partir del residuo de
bagazo derivados de la elaboracion de la CJ el cual posee una potencial

aplicacion en la industria farmacéutica, alimentaria y cosmética.

Asimismo, permite que la poblacion pueda conocer y obtener un producto de
origen natural y de bajo costo, como una alternativa novedosa para neutralizar
los efectos desencadenados por la formacién de radicales libres (envejecimiento,
inflamacion, cancer, etc) producto del actual estilo de vida. Ademas, el AXF
puede contribuir en mitigar los desordenes metabdlicos de carbohidratos
caracteristicos de un cuadro diabético, cuya tasa de incidencia en nuestro pais
viene incrementandose. Complementariamente el presente estudio sirve como
antecedente para la formulacion de nuevas y futuras investigaciones que
busquen afiadir valor agregado al residuo de BCJ y que busquen nuevas fuentes
de recursos con potenciales propiedades biologicas, ya que la metodologia

empleada en este estudio puede orientar su desarrollo.

Este trabajo de investigacion inicia con la obtencién de los residuos de BCJ
proporcionados amablemente por una empresa del sector privado hasta la
extraccion del AXF y evaluacion in vitro de su capacidad antioxidante y

antihiperglicemiante.



I.4. Limitaciones de la investigacion

El presente trabajo de investigacion esta limitado al AXF extraido a partir de los
residuos de BCJ desecados mediante estufa y de un peso molecular = 3,5 kDa.
Por lo cual, no se abarca la caracterizacion fisicoquimica de los residuos de

bagazo per se.

Il. REVISION DE LA LITERATURA
I1.1. Marco teérico

I.1.1. Arabinoxilano ferulado (AXF)

El AXF es un heteropolisacarido hemicelulésico no amilaceo encontrado
principalmente en la pared celular de los granos de cereales como el maiz, trigo,
cebada, avena, arroz y centeno; asimismo, forma parte del complejo de
carbohidratos que no pueden ser catabolizados por enzimas enddgenas,
considerandose un elemento importante de la fibra dietaria®3. EI AXF se
encuentra ligado por interacciones covalentes y no covalentes con otros
componentes de la pared celular como microfibrillas de celulosa, B-glucanos,
pectina, lignina y proteinas; conformando una compleja red que otorga rigidez e
integridad de la pared celular*. Por otra parte, este polisacarido presenta
variabilidad de sus caracteristicas fisicoquimicas y actividad biolégica en funcion
de la especie de cereal fuente y su genotipo. Ademas, de las condiciones
ambientales de exposicion durante las etapas de crecimiento y maduracién del

grano®.

.1.1.1. Estructura quimica

El AXF esta constituido por una cadena lineal de monosacaridos f —D —
xilanopiranosa (Xilp) unidos mediante enlaces B(1 — 4) glicosidicos y puede
estar mono o disustituido lateralmente con residuos de a —L arabinofuranosa
(Araf) unido por enlace glucosidico a(1 - 2) , a(1 - 3)®y/o a(1 - 5)78. Se han
encontrado sustituciones pocos frecuentes de acido a — D — glucurdnico en
posicién C(0) — 2 o su derivado acido metil D — glucurdnico en C(0) — 4°1°,

entre otros sustituyentes menos frecuentes estan: D-galactosa, D-glucosa y
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residuos de grupos acetilos'’. Adicionalmente, el &cido 5-metoxi-4-
hidroxicinamico (acido ferulico, AF) puede incorporarse al polisacarido a través
de un enlace éster entre el acido carboxilico de su estructura y el alcohol primario
del residuo de Araf en el carbono 52'2 (ver Figura 1). El AF es el acido
hidroxicinamico caracteristico del AXF; en los cereales, el 90% de este
componente fenolico se encuentra unido al AX'3; sin embargo, el acido p-
coumarico y sinapinico también tienen la capacidad de formar enlaces éster en

la misma posicion de la cadena™.

0 \ \/ DH B-(1—4)-D-xilanopiranosa
\
o]

Unidon ester

o—L-arabinofuranosas

Acido ferulico < ]

oo |
N OH

Figura 1. Estructura quimica del arabinoxilano ferulado 4.

11.1.1.2. Biosintesis

La biosintesis de este polisacarido se lleva a cabo en el aparato de Golgi y el
reticulo endoplasmatico de la célula vegetal. Las principales enzimas implicadas
son la xilosiltransferasa y arabinosiltransferasa®'>. El transporte de los
monosacaridos de xilosa y arabinosa es realizado por uridin-difosfoxilosa (UDP-
D-Xil) y uridin-difosfoarabinosa (UDP-L-Ara), respectivamente.

El proceso de polimerizacién del AX se inicia con la actividad de la enzima xilosil
transferasa o xilanosintasa transfiriendo xilosa de la UDP-D-Xil a una cadena de
xilooligoasarido exdgena la cual se va formando por acoplamiento de estos
monosacaridos mediante enlaces glicosidicos®. Para la formacion de Araf, la
sintesis de novo indica que la UDP-L-Arap proviene de la UDP-D-XIl
transformada por la enzima UDP-Xil-4 epimerasa (UXE1) en el lumen del aparato
de Golgi'®. Por otro lado, la via alternativa de rescate implica la obtencion de
UDP-L-Arap a partir de arabinosa libre, producto de la degradacion y



metabolismo de carbohidratos por accién de las enzimas arabinoquinasa y
azucar-UDP pirofosforilasa. Debido a que en las plantas la arabinosa se
encuentra bajo la forma de furanosa, la UDP-Arap es transportada al citosol para
ser convertida a UDP- Arabinofuranosa (UDP-Araf) a través de la enzima UDP-
Ara mutasa; posteriormente regresa al golgisoma para introducir los residuos de
arabinosa en la cadena de xilosas'?, se propone que esta sustitucién es mediada
a través de arabinosiltranferasa; sin embargo, aun se requieren mas estudios

para identificar las enzimas involucradas en la biosintesis del AXF'8.

Se reconocen dos posibles donantes del feruloilo: el acido ferulico proveniente
del acido cafeico mediante la accién de una O-metil trasferasa (OMT) o producto
del coniferaldehido por la coniferaldehido deshidrogenasa (ALDH); y el
FeruloilCoA, producido por la Cafeoil-CoA O-metiltransferasa (CCoAOMT) a
partir de CafeoilCoA. La literatura expone que el grupo feruloilo puede acoplarse
tanto al arabinoxilano como a la UDP-Araf y que puede ser mediada por
feruloiltransferasas, familia genética de aciltransferasas BAHD'S. La union del
feruloilo a los arabinoxilanos puede llevarse a cabo dentro del sistema de

endomembranas, pero también en la pared celular®.

11.1.1.3. Clasificacion del arabinoxilano

De acuerdo con su solubilidad, el AX se clasifica en dos tipos: arabinoxilano

extraible y no extraible en agua.

1.1.1.3.1. Arabinoxilano extraible en agua (AXEA)

El AXEA es soluble en agua a temperatura de ambiente 0 menor a
40 °CS. Presenta una débil interaccién con componentes de la pared
celular de los cereales, por lo que se extraen facilmente en agua.
Ademas, presenta un bajo peso molecular que puede estar en el rango
de 10 a 10 000kDa, mientras que los arabinoxilanos no extraibles en
agua superan estos valores'®. Estos presentan una mayor proporcién de
monosacaridos arabinosa y xilosa (Ara/Xil), debido al mayor grado de
sustitucion con arabinosas se favorece la interaccion del polisacarido

con las moléculas de agua. Cuando la proporcion Ara/Xil llega al valor
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limite de 0,43, la solubilidad disminuye abruptamente; por otro lado,
otros autores sefalan que en una proporcién de 0,1 este polisacarido
precipita’. El AXEA se encuentra en el endospermo del grano de los
cereales en una cantidad de 0 a 3 % (p/p). En especies como el trigo, el
endospermo y el salvado presentan entre 6 % y 30 % de AXEA,

respectivamente’.

1.1.1.3.2. Arabinoxilano no extraible en agua (AXNA)

El AXNA no se puede extraer facilmente con tratamiento acuoso debido
a la fuerte interaccion de naturaleza covalente y no covalente con otros
constituyentes de la pared celular como celulosa, lignina y proteinas.
Para lograr su separacidén es necesario realizar hidrélisis con acidos o
alcalis, a elevadas temperaturas. Se localizan en la capa aleurona y
pericarpio, esta ultima concentra el mayor contenido de AXNA entre 20
y 30 % (p/p)™.

.1.1.4. Interacciéon del AXF con otros constituyentes de la pared celular

Los principales constituyentes de la pared celular son la celulosa, hemicelulosa,
lignina, pectina e incluso proteinas. Basicamente, la celulosa presenta un

esqueleto sobre el cual se asocian los demas componentes?0.

La celulosa puede asociarse al AX en regiones lineales no sustituidas de las
cadenas mediante interaccion hidrofoba, fuerzas de Van der Waals y puentes
de hidrégeno, un xilano lineal no sustituido favorece la adsorcion del AX a la
celulosa?'. La asociacidon entre AXFs continuos se origina a través de enlaces
covalentes entre AFs por puentes de acido diferdlico que forman
deshidrodimeros, isomeros de deshidrotrimeros y tetrameros'®22-25, E| AX se
enlaza de forma covalente a través de enlace éter — éster con la lignina?*2%, Las
proteinas y el AX se unen por uniones amida principalmente entre la tirosina y
el acido ferulico. Se ha evidenciado una interaccién por puentes de hidrogeno
entre AXEA y p-glucanos, sugiriéndose interaccion cadena-cadena con la

formacién de un complejo xilano/B-glucano’®.



11.1.1.5. Meétodos de extraccion

Entre los métodos de extraccidon del AX se destacan la extraccion acuosa,
quimica, enzimatica y otros del tipo mecanico. Las uniones covalentes y no
covalentes entre los componentes de la pared celular determinan la liberacion

de polisacarido y el rendimiento final de la extraccion.

La extraccién acuosa permite la extraccion del AX soluble en agua, que se
encuentra interactuando en la matriz de la pared celular principalmente por
puentes de hidrogeno. Por lo general, se realiza a bajas temperaturas, pero el
aumento de la temperatura de extraccion incrementa el rendimiento. Se reportan

rendimientos de 1 % o menores?’.

En la extraccion quimica se rompen puentes de hidrégeno y también enlaces
covalentes tipo éster®®. El tratamiento con alcali (NaOH, KOH, Ca(OH),
Ba(OH)2) es el mas empleado. Adicionalmente, el peroxido de hidrégeno (H202)
es agregado al tratamiento con alcali para favorecer la delignificacion, el anion
activo hidroperoxido produce la oxidacion de los constituyentes de la lignina y la
posterior liberacion del AX. En estudios recientes se ha empleado solucion de
amoniaco el cual actua selectivamente sobre los enlaces C-O-C de lignina, y

enlaces éster y éter en complejos lignina-carbohidrato®.

En el método enzimatico, la principal enzima empleada es Ia
1,4—p —endoxilanasa; la cual rompe los enlaces glicosidicos £ (1 —4) de la
cadena lineal de xilosas. Entre otras xilanasas utilizadas en este procedimiento
se encuentran: a —L arabinofuranosidasa, g — D xilosidasa y feruloil esterasa®°.
La accion de las xilanasas despolimeriza los AXEA y solubiliza los AXNA para
lograr su extraccion. En un estudio se concluyé que aplicar enzimas como a —L
arabinofuranosidasa y la feruloil esterasa, que ejercen su accion sobre los
residuos de arabinofurandsidos y los enlaces éster, respectivamente, puede

mejorar la bioactividad del AX3'.



1.1.1.6. Potenciales aplicaciones del arabinoxilano

En la industria farmacéutica, el AXF puede usarse como matriz de liberacion
controlada y agente encapsulante de bacterias probioticas debido a su elevada
capacidad gelificante®?. En la industria alimentaria es utilizado como agente
estabilizante y aditivo, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas presenta la
capacidad de estabilizar emulsiones mediante el incremento de la viscosidad de
la fase continua'®. Adicionalmente, el AXF puede ser agregado como ingrediente
en alimentos funcionales®3. Se conoce que a nivel del colon el AX es degradado
mediante hidrdlisis enzimatica a arabino-xilooligosacarido (AXO), el cual posee
capacidad prebidtica435 cumpliendo con los criterios de no ser digeribles, ser
fermentables por la microbiota del intestino y estimular selectivamente el

crecimiento de bacterias beneficiosas para la salud?®.

En otras industrias se ven implicados en la produccion de biocombustibles; en
la produccion de papel actuando como material reforzante y en los envases se

utilizan como peliculas que actian de barrera al oxigeno3.

1.1.2. La chicha de jora (CJ)

La CJ es una bebida alcohdlica tradicional andina clara, amarillenta,
efervescente y con contenido alcohdlico bajo, por lo general menos de 5%%.
Para su elaboracién se emplea principalmente el maiz amarillo, el cual es
germinado, triturado y fermentado hasta obtener un liquido final, la CJ. Al maiz
germinado popularmente se le conoce como maiz de jora. En la actualidad, la
produccion de chicha de jora aun no esta industrializada, llevandose a cabo en

lugares de produccion artesanal denominadas chicherias.

1.1.2.1. Maiz de jora y la germinacion

El grano de maiz es una monocotiledénea que sufre germinacion del tipo
hipégea, cuyo endospermo sufre poca modificacién y actua como un tejido de
absorcion, digestion y de transporte de nutrientes hacia el embrion. A diferencia
de las dicotiledoneas en las que el endospermo se encoge y son los cotiledones

quienes cumplen las funciones antes mencionadas. El maiz de jora es la materia
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prima principal usada en la elaboracion de la CJ y es obtenida por un proceso

de germinacioén del grano de maiz (en su mayoria de la variedad amarilla). La

germinacion tiene como objetivo sintetizar una maquinaria enzimatica para

descomponer la pared celular, degradar proteinas y almidén3®.

11.1.2.2.

1.1.2.1.1. Bioquimica de la germinacion del maiz

El proceso de germinacion inicia por imbibicion de agua sobre el
pericarpio del grano. El embrién produce acido giberélico (AG) una
fitohormona que estimula la elongacion celular y su crecimiento. Es
sugerido que el AG causa una supresion en la actividad de la enzima
peroxidasa evitando la dimerizacién de residuos de acido ferulico lo que
origina menor interaccidén intermolecular en la red de hemicelulosa,
favoreciéndose la expansion de la pared celular®®. ElI AG difunde hacia
el cotiledon y aleurona pasando por el endospermo, y es en el cotiledon
donde inicia la produccion de la maquinaria enzimatica. Las enzimas a-
amilasa y B-amilasa inician su actividad hidrolizando el almidén mientras
la B-glucanasa hidroliza B-glucanos y al arabinoxilano de la pared celular
exponiendo componentes proteicos que son degradados por enzimas
proteoliticas y peptidasas*'. De esta manera se proporcionan nutrientes
y componentes estructurales para formar las primeras raices del grano.
A partir de la radicula (raiz germinal) se forman entre 3 a 4 raices

primarias®2.

Elaboracion

La elaboracion de la CJ se puede agrupar en tres grandes etapas (ver Figura 2):

1.

Etapa inicial de germinacién: Los granos de maiz se remojan en agua
entre 12 y 18 h, son cubiertos con plastico y/o telas para retener
humedad y favorecer la produccion de calor (aprox. 6 — 8 dias). El
proceso concluye cuando los granos presentan raicillas entre 5y 10 cm
de longitud, y un sabor dulce. Se exponen al sol para el secado (entre 2

y 3 h), y se trituran, tradicionalmente se utilizan rocas denominadas
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batan. El tiempo de germinado y secado varia en funcién de las

condiciones climaticas, temperatura, humedad, altitud3.

2. Etapa intermedia de pretratamiento para la fermentacién: El maiz de
jora triturado es llevado a ebullicién por una a dos horas bajo agitacion,
es posible agregar haba y cebada tostada, canela, clavo de olor, quinua,
cascara de pifia, trozos de naranja y esencias de hierbas*.
Seguidamente, es enfriado parcialmente y tamizado con ayuda de un
colador o tela. La masa de residuos del grano que quedan luego del
filtrado es lo que se conoce como bagazo, afrecho o sutuchi y es

empleado como alimento para animales.

3. Etapa final de fermentaciéon: EL liquido filtrado es colocado en
recipientes de barro y son los microorganismos presentes en las
paredes laterales del recipiente que inician la fermentacion espontanea
aproximadamente durante 3- 6 dias. Las bacterias Lactobacillus y
Leuconostoc son los actores principales en esta etapa*. Una vez

terminada la fermentacion la bebida esta lista para consumir®®.

Cabe resaltar que la elaboracion de la CJ es un proceso arduo y laborioso que

varia ampliamente a lo largo de la region andina.
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Figura 2. Etapas para la elaboracion de la CJ artesanal (Elaboracion propia).

1.1.3. Antioxidantes y radicales libres (RL)
.1.3.1. Los RL y sus formas de produccién

Los RL son aquellos atomos o moléculas que contienen uno o mas electrones
desapareados, capaces de tener existencia independiente. Su reactividad, vida
media e inestabilidad se relacionan con el numero de electrones impares que
posee. Los RL se estabilizan atrayendo electrones de otros compuestos,
mecanismo asociado a su alta reactividad, el compuesto que pierde su electron
se convierte en RL generandose asi una serie de reacciones en cadena. Los
principales RL son las especies reactivas de oxigeno (ERO) y las especies
reactivas de nitrégeno (ERN). Dentro de las ERO se tiene al radical hidroxilo
(OH"), anién superdxido (05 ) y oxigeno singlete ('O2) y como ERN se incluye al

oxido nitrico (NO"), catién nitrosil (NO*) y otros?®.

Los RL se pueden producir por fendmenos enddégenos (metabolismo oxidativo
basal, ejercicio intenso, mediadores inflamatorios como prostaglandinas, y
reacciones enzimaticas como la reaccién de Fenton) o por fuentes exégenas
(radiacién ionizante, contaminacién ambiental, pesticidas, medicinas,

cigarrillos)*’.
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.1.3.2. Estrés oxidativo (EO) y estrés nitrosativo (EN)

El EO es un estado alterado del equilibrio entre la produccién de ERO vy los
mecanismos antioxidantes que la evitan, en la que existe una inclinacién hacia
la produccion. Esta pérdida de equilibrio se relaciona con el aumento excesivo
de RL y/o con la incapacidad de los mecanismos antioxidantes para evitar que
aumenten, pudiendo ocasionar una alteracion grave en los sistemas bioldgicos
si ocurre a gran escala y por largo periodo de tiempo. El estrés nitrosativo ocurre

de manera analoga, pero tiene como agentes desencadenantes a las ERN*8,

11.1.3.3. Dianas moleculares de los RL

Las ERO y ERN al ser altamente reactivas pueden dafar macromoléculas tales

como lipidos, proteinas, ADN y ARN#9,

v Lipidos: La oxidacién se da principalmente en lipidos poliinsaturados
por poseer dobles enlaces con hidréogenos reactivos mediante el proceso
llamado peroxidacion lipidica. La reaccidn inicia por ataque de un radical
sobre el grupo metileno (CH2) del lipido (LH) formandose un radical
lipidico (L*) que reacciona con el O2 para generar un radical peroxil
lipidico (LOO"), y finalmente luego de una serie de reacciones se genera
el téxico malondialdehido. La peroxidacién lipidica puede disminuir la
fluidez de la membrana y/o inactivar a receptores o enzimas unidas a la

membrana®®.

v Proteinas: La oxidacion de las proteinas puede originar formacion de
uniones proteina-proteina, desnaturalizacion e inactivacion de proteinas
transportadoras y de enzimas. Los aminoacidos de metionina y cisteina
son mas susceptibles de ser oxidados, pero también son los Unicos que
pueden reducirse por accién enzimatica. Los grupos carbonil en las

proteinas son indicadores de su oxidacion°.
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v ADN: EI ADN mitocondrial es mas susceptible de ser atacado por RL
debido a su cercania con el principal centro de produccion de ERO. El
OH' actua directamente sobre las bases nitrogenadas originando ruptura
en la cadena bicatenaria del ADN. La 8-hidroxi deoxiguanosina (aducto
de purina y del OH") es el principal biomarcador de dafio oxidativo del

ADN asociado a carcinogénesis, mutagénesis y envejecimiento?®.

v ARN: El ARN al ser monocatenario, no presentar mecanismos activos
de reparacién y poseer menor proteccion proteica que el ADN es mucho
mas susceptible de ser atacado por ERO. La 7, 8-dihidro-8-oxo-

guanosina es un biomarcador de dafio del ARN*°.

11.1.3.4. Antioxidantes

Los antioxidantes son cualquier sustancia con una alta capacidad de interactuar
con RL y contrarrestar sus efectos dafinos. Los antioxidantes pueden ser
endégenos [superédxido dismutasa (SOD), catalasa (CT), glutatiéon peroxidasa
(GP), glutatiéon, vitamina C, entre otros] y exdgenos (compuestos fendlicos,
carotenoides, vitaminas y minerales como selenio y zinc). Los antioxidantes

exdgenos ayudan a compensar el déficit o accidn fallida de los endogenos®®.

I.1.3.4.1. Lineas de defensa antioxidante®’

Teniendo en consideraciéon el nivel de respuesta defensiva en los sistemas
bioldgicos, los antioxidantes pueden ser de primera, segunda, tercera y cuarta

linea de defensa.

1. Primera linea de defensa antioxidante

Este grupo evita o suprime la formacién de RL de manera rapida e
inmediata. Incluyen a tres enzimas clave: la SOD (citosolica con cofactor
cobre/zinc y mitocondrial con cofactor de manganeso), CT (peroxisomal)
y GP (mitocondrial). Ademas de proteinas de unién a metales como la
transferrina y ceruloplasmina las cuales quelan al hierro y cobre

respectivamente.
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2.

11.1.4.

1.1.4.1.

Segunda linea de defensa antioxidante

Estos capturan y neutralizan RL por donacion de electrones
convirtiéndose ellos mismos en RL, pero menos dafinos o facilmente
neutralizables. La mayor parte de antioxidantes tales como el acido
ascorbico (vitamina C), glutation y acido urico de naturaleza hidrofilica,
y la vitamina E (tocoferol) y ubiquinol de naturaleza hidrofébica

pertenecen a esta categoria.

Tercera linea de defensa antioxidante

Esta clase de antioxidantes actuan solo frente al dafio ya causado por
los RL sobre las biomoléculas, son conocidas como las enzimas de
novo. Su acciéon incluye degradar y eliminar proteinas alteradas.
Ejemplos comunes son las enzimas reparadoras del ADN (polimerasas
y nucleasas) y enzimas proteoliticas (proteasas y peptidasas) ambos

ubicadas en el citosol y mitocondria.

Cuarta linea de defensa antioxidante

Estos antioxidantes evitan la produccion y reaccion de RL mediante el
uso de la cascada de sefalizacion producida para la generacion de
radicales libres. La sefalizacién induce la generaciéon y transporte del

antioxidante apropiado al sitio de accién correcto.

Medicamentos para la Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM T2)

DM T2

La DM T2 llamada también no insulino-dependiente o de adultos, se define como

un trastorno metabdlico diferenciado por un estado de hiperglucemia cronica

asociada con la alteracion de la secrecién y/o accidn de la insulina. La etiologia

de la DM T2 tiene un fuerte componente genético, aunque también la
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epigenética, edad (> 45 afios), IMC (> 25 Kg/m?) y comorbilidades son factores

que la predisponen®?.

.1.4.1.1.  Criterios para el diagnéstico de la diabetes

La Asociacion Americana de la Diabetes (ADA)%® considera como criterios para
diagnosticar la diabetes a los siguientes: a) Glucosa plasmatica en ayuno = 126
mg/dL (7,0 mM), o b) Glucosa plasmatica en 2 horas = 200 mg/dL (11,0 mM)
durante el test de tolerancia a la glucosa oral, o ¢c) HbA1C = 6,5 %, o d) Sintomas
clasicos de hiperglucemia mas concentracion de glucosa sanguinea aleatoria =
200 mg/dL (11,0 mM). Para el diagnéstico las pruebas de glucemia en ayuno,
glucemia luego de la administracion de glucosa oral y la HbA1C requieren 2
resultados anormales de la misma muestra o en 2 pruebas diferentes, con

sintomas de hiperglucemia inequivoca.

I.1.4.1.2. Fisiopatologia de la DM T2%

La DM T2 se produce debido a que la accion de la insulina no mantiene las
concentraciones de glucosa dentro del rango normal. La accion de la insulina
esta determinada por la funcién de las células 8 pancreaticas (relacionada a la
concentracion de insulina en sangre y su efecto) y por los tejidos diana tales
como el musculo, tejido adiposo e higado (relacionado con la resistencia de

estos tejidos hacia la insulina).

a. Alteracion de la funcion de las células B: La reduccién en la
sensibilidad de las células 8 a la glucosa y la disminucion en la respuesta
a estimulos como las hormonas insulinotrépicas del intestino genera que
se tenga cantidades insuficientes de insulina en la sangre. Existe
también una disminucion crénica de la masa y funcién de las células G,

afiadido a una excesiva secrecion de glucagon.

b. Resistencia a la insulina: Es la falta de capacidad de la insulina en
concentraciones normales de generar la respuesta esperada. La

resistencia se basa en una menor captacion de glucosa plasmatica
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principalmente por el musculo y tejido adiposo (en la cual ocurre mayor
lipdlisis y liberacion de acidos grasos). La resistencia en el higado se
refiere a la disminucion en la supresion de glucosa hepatica. La
adiposidad favorece la resistencia a la insulina, y a nivel intracelular los
lipidos interrumpen la sefalizacion de la insulina. A nivel celular, la
resistencia a la insulina involucra una alteracion dentro de la cascada de
sefalizacion desde el receptor de tirosina quinasa de insulina hasta la

translocacién de los transportadores GLUT-4.

c. Desregulacién del metabolismo hepatico de la glucosa: El higado
se hace resistente a la accion de la insulina con lo cual pierde la
capacidad de suprimir la produccion de glucosa hepatica (PGH) y de
promover la sintesis de glucogeno después de las comidas, ademas
existe descenso en la captaciéon de glucosa hepatica. El exceso de
glucagon e insuficiente insulina favorecen esta desregulacion. El
glucagon y la resistencia favorecen la glucogénesis y glucogendlisis
hepatica elevada, asi como un incremento de glucosa en ayuno. El
efecto lipogénico de la insulina se mantiene, lo que puede generar

esteatosis hepatica.

1.1.4.1.3. Complicaciones de la DM T2

La hiperglucemia no controlada cronica puede llevar a complicaciones
microvasculares especificadas y macrovasculares no especificas. Las
complicaciones microvasculares incluyen a la retinopatia, nefropatia y
neuropatia diabética. Las macrovasculares se asocian a la aterosclerosis, tales

como infarto de miocardio y derrame cerebral®.

.1.4.2. Medicamentos antidiabéticos orales®®

Son medicamentos orales empleados para tratar la DM T2 cuando los cambios
en el estilo de vida no son suficientes para alcanzar los objetivos de la terapia.
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I.1.4.2.1. Clasificacion

Los antidiabéticos orales se pueden clasificar en dos grupos conocidos como

los agentes hipoglucemiantes y antihiperglucemiantes.

11.11.4.2.1.1. Los agentes hipoglucemiantes

Actuan aumentando la secrecion de insulina y una dosis alta puede
causar que la glucemia caiga por debajo de lo normal. En este grupo se

incluye a las sulfonilureas y a las meglitinidas.

a. Sulfonilureas (Gliburida o glibenclamida, glipizida, glimepirida)

Mecanismo de accion: Estimulan la liberacion de insulina al unirse a la
subunidad SUR1 del canal de K* dependiente de ATP causando su
bloqueo y despolarizando la MC. La despolarizacién causada facilita el
incrementandose el Ca*™ intracelular por apertura de su canal, lo cual
conlleva al aumento en la exocitosis de insulina. Reaccion adversa a
medicamentos (RAM): Hipoglucemia, aumento de peso, ictericia
colestatica, anemia aplasica y hemolitica. Informacion de importancia
clinica: Contraindicado en embarazo y lactancia. Requiere ajuste de

dosis en insuficiencia hepatica/renal.

b. Meglitinida o glinidas (Repaglinida y nateglinida)

Mecanismo de accion: Aumentan la liberacion de insulina mediante
union a la subunidad SUR1 del canal de K* dependiente de ATP, pero
la interaccién se da solo con el grupo benzamidico ya que estos carecen
del grupo sulfonilurea. Al tener menor afinidad su afecto
hipoglucemiante es menor y tienen una accion corta. RAM:
Hipoglucemia. Informacién de importancia clinica: La insuficiencia renal

cronica no es una contraindicacion. Puede ocurrir falla secundaria.

11.1.4.2.1.2. Los agentes antihiperglicemiantes

Actuan evitando o reduciendo la hiperglicemia, pero no causan

hipoglucemia. La reduccion de los niveles de glucosa se logra por una
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mayor captacion de glucosa en los tejidos (mejora en la accion de la
insulina), menor absorcion de la glucosa intestinal y por disminucion de
la PGH. En este grupo se encuentran las biguanidinas, tiazolidinedionas,

inhibidores de DPPH-4 e inhibidores de la a-glucosidasa.

a. Biguanidinas (Metformina)

Mecanismo de accion: Produce reduccion en la PGH limitando la
gluconeogeénesis. En la respiracion mitocondrial disminuye el ATP y
aumenta el AMP activandose la proteina quinasa dependiente de AMP
(AMPK) favoreciendo la oxidacion de acidos grasos hepaticos,
metabolismo no oxidativo de glucosa, aumento de la translocacion del
receptor GLUT-4 a la MC, reduccion de litogénesis y de
gluconeogénesis. RAMs: Diarrea, nausea, acidosis lactica, puede
provocar déficit de Vit. Bi12. Informacion de importancia clinica:

Contraindicado en pacientes con TFG < de 30 mL/min.

b. Tiazolidinedionas o glitazonas (Rosiglitazona y pioglitazona)

Mecanismo de accion: Activan el receptor PPARy lo cual genera
apoptosis de grandes adipocitos para generar adipocitos pequenos que
liberan menos citoquinas y acidos grasos. Dado que estos ultimos
favorecen la resistencia a la insulina, las tiazolidinedionas estimulan el
uso de la glucosa periférica. RAM: Edema periférico, insuficiencia
cardiaca congestiva, aumento de peso, fracturas en mujeres y edema
macular. Informacion de importancia clinica: Contraindicado en

pacientes con falla cardiaca moderada a intensa.

c. Inhibidores de la DPP-4 (Sitagliptina, saxagliptina, linagliptina,
vildagliptina)

Mecanismo de accion: Inhiben a la enzima DPP-4 lo cual incrementa la

concentracion de los péptidos intestinales insulinotrépicos: GIP y GLP-

1. Esto favorece la secrecién de insulina y disminuye los niveles de

glucagén. RAM: Dolor extremo en las articulaciones. Informacién de

importancia clinica: Requiere ajuste de dosis en pacientes con

insuficiencia renal
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d. Inhibidores de la a-glucosidasa (Acarbosa, miglitol y voglibose)

Mecanismo de accion: Disminuyen la absorcion intestinal del almidén,
dextrinas y disacaridos por inhibicion de la enzima del borde en cepillo
intestinal a-glucosidasa. RAMs: Flatulencia, diarrea e hinchamiento
abdominal. Informacion de importancia clinica: Contraindicado en
pacientes con insuficiencia renal. No producen aumento de peso ni

accion significativa en los lipidos del plasma

11.2. Antecedentes del estudio

La bebida tradicional andina CJ es producida por fermentacion del grano de maiz
germinado, triturado, hervido y tamizado; antes de la fermentacion se genera un
subproducto llamado bagazo, el cual esta compuesto por restos de almidon del
endospermo Yy residuos fibrosos del pericarpio del maiz germinado®®. La fibra de
la cascara del maiz y por ende los residuos fibrosos del bagazo de la chicha de
jora (BCJ) estan compuestos por polisacaridos no amilaceos, tales como la
celulosa, hemicelulosa y lignina. El polisacarido hemicelulésico mas
representativo es el AXF, el cual puede ser aislado y derivado a un producto de
alto valor agregado con potencial aplicacion en la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética®’. El AXF quimicamente consiste en una cadena lineal
de D-xilosas unidas por enlaces glicosidicos 8(1—4), con sustituyentes de D-
arabinosas por enlaces glicosidicos a-(1—3) o a-(1—2), o ambos; algunos
sustituyentes de D-arabinosa tienen residuos esterificados de AF en posicién C-

5, con lo cual se da origen al AXFS.

En anos recientes se han descrito diferentes métodos para la extraccion exitosa
del AXF. Ganguli y Turner58 extrajeron el AX por el método acuoso a partir de la
harina de trigo. En la investigacion de Du et al.5° se realiz6 la extraccion del AXF
con peroxido de hidrogeno alcalino a partir del salvado de trigo. Zhou et al.®°
realizaron la extraccion enzimatica del AXF empleando xilanasas, esta enzima
hidroliza aleatoriamente la cadena lineal de xilosas. El rendimiento de la
extraccion y las caracteristicas fisicoquimicas del AXF extraido varian en funcién

del método de extraccion empleado.
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El AXF tiene propiedades biologicas reportadas en la literatura cientifica, tales
como la actividad antioxidante, antidiabética, anticoagulante, antiinflamatoria,
antimicrobiana, inmunoreguladora y anticancerigena®. Si et al.%" evidenciaron
que la capacidad antioxidante del AXF extraido a partir del salvado de maiz con
peréxido de hidrogeno alcalino se correlaciona proporcionalmente con la
presencia de compuestos fendlicos, esto luego de evaluar la capacidad
antioxidante in vitro por los ensayos de DPPH* y ABTS* y determinar el
contenido fendlico total con el ensayo de Folin—Ciocalteu. Kamboj et al.5?
evidenciaron que el AXF aislado del salvado de maiz tiene un potencial
antioxidante superior a polisacaridos como la goma guar, goma guar sulfatada y
al oligosacéarido de xantano. Bernhardt et al.®® confirmaron que la actividad
antioxidante del AXF de la cascara de maiz no solo se debe a la presencia de
monomeros de AF esterificados sobre los residuos de arabinosa del
polisacarido, sino también a otros compuestos fendlicos como el acido p-
cumarico y cinamico los cuales se encuentran en menor proporcioén con respecto
al AF. Herrera et al.®* encontraron que el tiempo de extraccion afecta al
contenido de acido AF y la capacidad antioxidante del AXF, se reportd mayor
poder reductor a las 2 horas de tratamiento con alcali, esto luego de usar el
pericarpio de maiz obtenido por nixtamalizacidn para extraer el AXF con alcali.
Adicionalmente, Li et al.®® evaluaron la capacidad antioxidante del AXF del
salvado de maiz por el ensayo de peroxidacion lipidica encontrandose que la
presencia del AF no es el unico factor que determina la capacidad reductora del
AXF, ya que se observd que caracteristicas como el peso molecular del
polisacarido y grado de polimerizacién influyen de manera directamente
proporcional, y que la relacion de monosacaridos de arabinosa y xilosa (Ara/Xil)

influye de manera inversa.

Respecto a la actividad antihiperglicemiante; Huang et al.®® investigaron el efecto
antidiabético in vivo de oligosacaridos ferulados del salvado de maiz, obtenidos
por suspension en solucion de acido oxalico y ultrafiltracion, en ratas macho
inducidas a diabetes por estreptozotocina (STZ); concluyendo que una dosis de
600 mg/Kg/dia disminuye significativamente los niveles de glucosa, insulina,

LDL e incrementa los niveles de HDL. Malunga et al.®” concluyeron que el AXF
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del salvado de maiz tiene la capacidad de inhibir la actividad enzimatica de la
sucrasa y maltasa in vitro, y que también puede inhibir a los Transportadores de
Glucosa Independientes de Sodio 2 (GLUTZ2) en ovocitos con sobreexpresion
de GLUT2. Ha sido informado por Nie et al.®® que el AXF de Plantago asiatica
mejora el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y aminoacidos en ratas

inducidas a diabetes tipo Il con STZ y una dieta alta en grasas.

Sin embargo, hasta la fecha, aun no existe ningun reporte en la literatura
cientifica concerniente a la extraccion del AXF a partir del BCJ. Este proyecto
de investigacion tiene por objetivo extraer y caracterizar fisicoquimica y
espectrofotométricamente el AXF del BCJ. Ademas, se determinar su capacidad

antioxidante y antihiperglicemiante in vitro.

11.3. Glosario de términos

Antioxidante: Sustancia que inhibe o retrasa reacciones de oxidacién no
deseadas®, actua indirectamente elevando las defensas antioxidantes,

inhibiendo la produccién de radicales libres o eliminandolos directamente?©.

Antihiperglicemiante: Agente antidiabético que reduce el elevado contenido de

glucosa en sangre, pero no produce hipoglicemia’’.

Arabinoxilano ferulado Es un polisacarido hemicelulésico y la principal fibra no
digerible de los cereales como el trigo, arroz, centeno, maiz y avena. Se
compone de una cadena de xilosa sustituida con residuos de arabinosa, a la

cual se puede unir el acido ferulico mediante un enlace éster’?.

Diana: Es una entidad molecular que contiene el sitio de uniéon de un farmaco.
Un ejemplo son las proteinas de membrana o receptores, canales ionicos,

enzimas, moléculas transportadoras y acidos nucleicos’3.

Glucogénesis: Es el proceso de sintesis de glucégeno a partir de glucosa, el
glucégeno es almacenado en la mayoria de las células hepaticas y

musculares’.
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Glucogendlisis: Proceso en el que el glucégeno es degradado a glucosa-1-
fosfato mediante la accion de las enzimas fosforilasa quinasa y glucégeno

fosforilasa’.

Gluconeogénesis: Proceso dado principalmente en el higado en el que se
produce glucosa a partir de sustratos no glucidos como lactato, glicerol, piruvato

y aminodacidos glucogénicos’.

IILHIPOTESIS Y VARIABLES
lll.1. Hipotesis

El arabinoxilano ferulado extraido a partir del residuo de bagazo en el
proceso de elaboracién de la “chicha de jora” posee capacidad

antioxidante y antihiperglicemiante in vitro.

Ill.2. Variables

Variable dependiente:

Capacidad antioxidante y antihiperglicemiante in vitro.

Variable independiente:
El arabinoxilano ferulado extraido a partir del residuo de bagazo de la

chicha de jora.
lll.3. Operacionalizacion de variables
La matriz de operacionalizacidén de variables es presentada en el Anexo 1.

IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Area de estudio

Instituto de Investigacion en Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales
“‘Juan de Dios Guevara” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), laboratorio de

investigacion seccion carbohidratos.
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Coordenadas en grados decimales (GD):

» Distrito: Cercado de Lima
* Provincia: Lima

= Departamento: Lima

» Latitud: -12.0561741

» Longitud: -77.0233785

IV.2. Disefo de investigacion

El presente estudio corresponde a un tipo de investigacion experimental,

analitico y transversal.

v Experimental: Es experimental debido a que se empled diferentes
concentraciones de arabinoxilano ferulado extraido para determinar el

efecto sobre la capacidad antioxidante y antihiperglicemiante.

v Analitico: Es analitico puesto que su finalidad fue evaluar la presunta
relacion causal entre diferentes concentraciones de arabinoxilano

ferulado extraido y la capacidad antioxidante y antihiperglicemiante.

v Transversal: Es transversal porque los resultados de los ensayos
analiticos realizados se obtuvieron en un momento temporal unico.
IV.3. Poblacion y muestra
IV.3.1. Poblacion:

La poblacion esta conformada por residuos de bagazo derivados del
proceso de elaboracién artesanal de la chicha de jora del distrito de

Santiago, provincia del Cusco y departamento del Cusco.
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IV.3.2. Muestra

La muestra consistio en 7 kilogramos de bagazo derivados del proceso
de elaboracién artesanal de la chicha de jora del distrito de Santiago,
provincia del Cusco y departamento del Cusco, la misma que fue

muestreada por conveniencia.

Criterios de aceptacion en la obtencion de la muestra:

v/ La muestra del residuo de bagazo de chicha de jora debe ser de

reciente eliminacién (no mayor a las 6 horas).

v La materia prima para la elaboracion del maiz germinado (jora)

debe ser maiz de la variedad amarilla.

IV.4. Metodologia
IV.4.1. Obtencién de la muestra de BCJ y extraccion del AXF
IV.4.1.1. Pretratamiento de la muestra de bagazo de chicha de jora.

La muestra del bagazo de chicha de jora fue proporcionada por la empresa
Misky S.A.C. con RUC: 20526970340 (distrito de Santiago, provincia del Cusco
del departamento de Cusco, Peru) (ver Anexo 2), previo muestreo por
conveniencia. Inmediatamente, la muestra fue secada a temperatura ambiente
durante 72 horas. Luego, se envolvié en papel Kraft y se acondicioné para su
transporte por via terrestre al Instituto de Investigacion en Ciencias
Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios Guevara” de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la UNMSM (Lima-Peru), laboratorio de investigacion

seccion carbohidratos.

Una vez en el laboratorio, la muestra fue secada en estufa de aire circulante a
40°C por 48 horas para posteriormente ser pesada. Seguidamente, se procedid
a separar manualmente los restos fibrosos correspondientes al pericarpio del
maiz germinado para lo cual la muestra fue lavada con agua corriente de cano
sobre una tela de muselina blanca, se trabajé con los componentes sélidos del

bagazo que quedaron sobre la tela. La fraccién separada de pericarpio de maiz
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germinado se seco a 40°C por 48 horas y luego se calculé el porcentaje (%, p/p)
que represento respecto a la muestra bagazo seco. Finalmente, se redujo el
tamafo de particula hasta pasar por un tamiz N°40 (apertura 425 ym) segun
norma de la Sociedad Americana para Pruebas y Materiales (ASTM, por sus

siglas en inglés).

IV.4.1.2. Extraccion quimica del AXF
IV.4.1.2.1. Desengrasado y remocion de almidén

El desengrasado se realizd de acuerdo a lo descrito por Liu et al.’8. La
muestra triturada y tamizada por una malla N° 40 (25 g) se mezcl6 en
un matraz con 175 mL de n-hexano. El matraz fue sellado con parafilm
y luego se llevé al agitador magnético (MS-H-S10, Scilogex, Estados
Unidos) a 300 rpm por 2 horas y a 50 °C. Después, la muestra se filtré
al vacio a través de papel filtro Whatman N° 3 acoplado a un embudo
Buchner. La muestra con solvente residual fue secada en estufa a 40 °C

por 24 horas.

La eliminacion de almidén se efectu6 mediante tratamiento con a-
amilasa termoestable de Bacillus licheniformis (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) de acuerdo a lo descrito por Zhang et al.’’. La muestra
previamente desengrasada (75 g) se agité entre 85-90 °C en 750 mL
de H20 destilada, previo ajuste del pH a 6,5 por adicién de NaOH al 50
% (aprox. 0,2mL). Se anadio la enzima (4,5mL de enzima/100g de
muestra) y se agité a 300 rpm durante 2,5 horas (la ausencia de almidén
fue confirmada mediante reaccidn negativa al reactivo de Lugol). Luego
se sometié a ebulliciéon por 15 min con la finalidad de parar la reaccién
enzimatica. La fibra fue separada usando una tela de muselina blanca,
se lavo dos veces con agua caliente y una vez con alcohol 96 % para
separar la maltodextrina (de color marrén). Finalmente, se secd en una

estufa a 50°C por 24 horas.
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IV.4.1.2.2. Extraccion del AXF

Los polisacaridos se extrajeron usando un proceso modificado basado
en el trabajo de Kamboj et al®?. La muestra de BCJ pretratada,
desengrasada y sin almiddn (50 g) se afiadié a 500 mL de H20 destilada
con 4 g de NaOH de manera que estuvo presente 2 mEq de alcali/gramo
de fibra en el medio de extraccion, se sometié a ebullicion por 1 h con
agitacion constante. Una vez enfriada, se llevo a la centrifuga (Sorvall™
ST 16, Thermo Scientific™, Estados Unidos) a 6 000 x g por 20 min. El
sobrenadante fue recuperado por decantacion y al remanente se le
anadié 400 mL de H20 para luego ebullirla con agitacion por 5 min, esta
ultima también se centrifugd. La fraccién decantada se mezcl6 con el
sobrenadante inicial (extracciones repetidas sobre el precipitado pueden

mejorar el rendimiento).

A la fraccidén decantada se agreg6 17 mL de H20:2 al 30%, se ajusto el
pH a 11,5 con NaOH al 50% (aprox. 1,5mL) y se agitdé a temperatura
ambiente por 2 h. Luego se ajusté el pH entre 4-4,5 agregando HCI
concentrado (aprox. 7 mL), se esperé entre 15 y 30 min para precipitar
la hemicelulosa A, la cual se separé mediante centrifugacién a 7 100 x
g por 20 min. Al sobrenadante se afnadié lentamente dos volumenes de
etanol 96% con agitaciéon para precipitar la fracciéon principal de AXF,
hemicelulosa B. Se dej6 que la fraccion de Hemicelulosa B se deposite
como un precipitado floculante blanco (aprox. 30-60 min) en frio, se
separd por filtracion al vacio sobre una tela de muselina y se lavé con
etanol 96%. El AXF extraido, se dializé en una membrana de dialisis con
un corte de peso molecular (MWCO, por sus siglas en inglés) de 3,5 kDa
y 16 mm de didmetro circular interno (SnakeSkin™ Dialysis Tubing,
Thermo Scientific™, Estados Unidos) durante 48 h en agua corriente y
48 h en agua destilada. La muestra dializada se seco en estufa de aire
circulante a 50 °C por 48 h, seguidamente fue triturada y pasada por un
tamiz N° 40.
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Figura 3. Esquema del proceso de extraccion del AXF a partir del BCJ (Elaboracion propia).

IV.4.2. Caracterizacion del polisacarido aislado

IV.4.2.1. Solubilidad

La solubilidad del polisacarido pulverizado fue determinada mediante los

ensayos de disolucién empleando diferentes solventes y temperaturas.

IV.4.2.1.1. Solubilidad en solventes de diferente polaridad

La muestra pulverizada fue disuelta empleando solventes con diferente
grado de polaridad de acuerdo a lo especificado en la monografia
<5.11> de la Farmacopea Europea 10.078. Los solventes empleados
fueron: agua destilada, agua de pH 5 (acidificada con HCI 0,5N), agua
de pH 10 (alcalinizada con NaOH 0,5N), metanol, etanol, acetato de
etilo, acetona y cloroformo. Los términos descriptivos de los resultados
se expresaron como: muy soluble, facilmente soluble, soluble,
moderadamente soluble, poco soluble, muy poco soluble vy
practicamente insoluble. La muestra de AXF pulverizado fue agitada
vigorosamente por 1 min y luego se incubé a 25,0 £ 0,5 °C por 15 min.
Si no se logré una completa disolucién, se repitidé la agitacion y se
mantuvo a temperatura constante por 15 min. La Figura 4 presenta

detalles del ensayo de solubilidad llevado a cabo.
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Figura 4. Flujograma de la solubilidad del AXF pulverizado de acuerdo con la

monografia <5.11> de la Farmacopea Europea 10.4 (Elaboracion propia).
IV.4.2.1.2. Solubilidad a diferentes temperaturas

La evaluacion de la solubilidad a diferentes temperaturas se realizd
conforme a lo detallado por Kong et al.”® con ligeras modificaciones. En
un inicid, se mezclé 100 mg de muestra y 50 mL de agua destilada bajo
agitacién constante a 150 rpm a temperaturas de 25, 40, 60, 80 y 100
°C hasta evidenciar su total disolucién. El ensayo se realiz6 por triplicado
(n=3).
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IV.4.2.2. Contenido de humedad

Se empled el método de desecacion por estufa descrito por la Asociacion de
Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, por sus siglas en inglés), para lo cual 2
g de AXF extraido fueron colocados sobre placas Petri de peso conocido en una
estufa a 105 °C durante 3 h. El peso de la muestra y la placa Petri fue tomada
luego de que estos enfriaran dentro de un desecador. Los ensayos fueron

realizados por triplicado (n=3) y los resultados se expresaron en % (p/p).

IV.4.23. pH

Se determiné el pH en una solucion de polisacarido al 1% (p/v) utilizando un pH-
metro digital. El agua empleada en la disolucién de la muestra fue previamente
hervida para eliminar el contenido de CO2. La medicion se realizé por triplicado
(n=3)31.

IV.4.2.4. Cenizas

Se utilizé el método de gravimetria (920.03) de la AOAC? para cuantificar
cenizas, el cual fue llevado a cabo en el Centro de Control Analitico (CCA) de la
Facultad de Farmacia Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

El ensayo se realiz6 por triplicado (n=3)

IV.4.2.5. Proteinas

Se utilizdo el método de Kjeldahl (960.52) de la AOAC?® para cuantificar
proteinas, el cual fue llevado a cabo en el Centro de Control Analitico (CCA) de
la Facultad de Farmacia Bioquimica, Universidad Nacional Mayor de San

Marcos. El ensayo fue realizado por triplicado (n=3)

IV.4.2.6. Analisis micromeritico
IV.4.2.6.1. Angulo de reposo

El calculo del angulo de reposo estatico fue efectuado siguiendo el
método de flujo en embudo indicado en la monografia <1174> de la USP
4182 Inicialmente, se acondicioné una superficie plana cubierta con

papel y un embudo cuya punta se mantuvo a 2 cm de distancia respecto
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a la superficie. Se dejé que la muestra (10 g) fluya libremente sobre el
embudo hasta que se forme un cono simétrico que alcance la punta del
embudo. La altura (h) y radio de la base (r) del cono formado fueron
medidos y reemplazados en la ecuacién (1), donde 6 es el angulo de

reposo.

0= Tan " - (1)

Al angulo de reposo obtenido se le atribuy6 una caracteristica de fluidez
considerando la siguiente escala: flujo excelente (6 < 30°), flujo bueno
(6 entre 31 — 35°), flujo justo (6 entre 36 — 40°), flujo pasable (8 entre 41
—45°) y flujo pobre (B entre 46 — 55°).

IV.4.2.6.2. Densidad aparente y densidad compactada

La densidad aparente (pa) y la densidad compactada (pc) se calcularon
en base a la técnica de medicion en probeta descrito por ljaz et al.83 con
algunas modificaciones. Inicialmente, 10 g de muestra fueron agregados
cuidadosamente en una probeta de 50 mL y se mididé el volumen
ocupado por la muestra (va). Luego, se golpeteé mecanicamente la
probeta sobre una superficie plana, el volumen se ley6 luego de 500
golpeteos al evidenciarse un volumen constante (vc). La ecuacion (2) y

(3) permitieron obtener los calculos respectivos.

W

Pa =1y (2)
W

Pe =7 ()

Doénde: W es la masa de muestra (g), Va es volumen aparente (mL)y V.

es el volumen compactado (mL).
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IV.4.2.6.3. indice de Hausner (IH)

El IH fue calculado empleando la ecuacion (4). El valor del IH permitié
identificar la caracteristica de flujo de la muestra considerandose lo
siguiente: flujo excelente (IH entre 1.00 - 1.11), flujo bueno (IH entre 1,12
— 1,18), flujo justo (IH entre 1,19 — 1,25), flujo pasable (1,26 — 1,34) y
pobre (IH > 1,35)%.

Indice de Hausner (IH) = Pa (4)

c

Ddnde: ps es la densidad aparente y pc es la densidad compactada.

IV.4.2.6.4. indice de Carr (IC, %)

El indice de compresibilidad de Carr fue calculado empleando la
ecuacion (5). El valor del IC permitio identificar la caracteristica de flujo
de la muestra considerandose lo siguiente: flujo excelente (IC < 10), flujo
bueno (IC entre 11 -15), flujo justo (IC entre 16 — 20), flujo pasable (IC
entre 21 - 25) y pobre (IC > 26)34.

Indice de Carr (IC,%) = (Pc ~ Pa) %X 100 %

Pec (5)

Dénde: pses la densidad aparente y pc es la densidad compactada.

IV.4.2.7. Viscosidad

Para determinar la viscosidad intrinseca se prepararon soluciones de

concentraciones de 0,1; 0,4 y 0,8% p/v del AXF obtenido y se procedié de

acuerdo con lo detallado por Van-Craeyveld®. El tiempo de flujo de la muestra

fue medido a 30°C utilizando un viscosimetro de Ostwald. El ensayo se realiz6

por triplicado (n=3). Se calcul6 la viscosidad relativa (nrel) de la muestra frente al

agua destilada y la siguiente férmula permitié el célculo de la viscosidad

especifica (nsp):

32



Nsp = Nrel — 1 (6)

Por ultimo, la viscosidad intrinseca aparente (nint, dL/g) fue determinada

mediante la ecuacion de Morris (7):

Nint = 1/C % [2 X (Nsp — |n|’]rel)]0'5 x 10 (7)

IV.4.2.8. Determinacion del contenido fendlico total

El contenido fendlico total fue llevado a cabo de acuerdo con el procedimiento
de Si et al.%!, empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Brevemente, 100 yL de
solucion de la muestra (1% p/v, en agua destilada) se mezclaron con 150 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteu diluido (1:10, v/v), la mezcla se dejé reposar por 5
min. Luego, se agregd 150 uL de carbonato de sodio saturado al 7,5% y 3600
ML de agua destilada, esta mezcla se incubd a temperatura ambiente y en
oscuridad por 30 min, después de lo cual se midi6 la absorbancia a 760 nm en
un espectrofotometro UV/Vis (Genesys™ 150, Thermo Scientific, Estados
Unidos). Se empleé el agua destilada como blanco. El contenido fendlico se
expres6 como mg equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg
EAG / g ps), basado en una curva estandar de calibracién de 0,03125; 0,0625;
0,125y 0,25 mg/mL de acido galico. El analisis se realiz6 por triplicado (n=3).

IV.4.2.9. Identificacion de monosacaridos por cromatografia de capa fina
(CCF)
Inicialmente, la muestra fue sometida a hidrélisis acida de acuerdo con lo
referido por Buksa et al.8, para lo cual 25 mg del AXF extraido se trataron con
2 mL de &cido trifluroacetico (ATF) 2 M a 100 ° C por 2,5 h. La separacion e
identificacion de los monosacaridos del AXF se realiz6é en placas de vidrio con
silica gel de 20 x 20 cm (TLC Silica gel 60 Fz2s4, Merck, Alemania) pre-lavadas
con la fase movil, esta ultima conformada por cloroformo, acido acético y agua
(3:3,5:0,5, v/vlv). Se sembrd L-Arabinosa:D-Xilosa:D-Glucosa (1:1:1, v/v/v), L-
Arabinosa (0,5%), D-Xilosa (0,5%), D-Glucosa (0,5%), L-Arabinosa:D-Xilosa
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(1:1, v/v) y la muestra de AXF hidrolizada. El solvente ascendié dos veces con
los sembrados hasta 12,8 cm, se retird la placa y se secdé completamente entre
los dos ascensos (100 °C por 30 min). Los monosacaridos fueron revelados
mediante aspersién de una mezcla preparada con 1 g de difenilamina y 1 mL de
anilina en 100 mL de acetona, a la cual se anadio acido ortofosférico al 85% (10

mL) antes de usarse; una vez rociado se seco la placa a 100 ° C por 10 min.

IV.4.2.10. Analisis por HPLC—MS/MS
IV.4.2.10.1. Pretratamiento del AXF por metandlisis acida

El AXF pulverizado seco fue sometido a hidrdlisis parcial por metandlisis
acida de acuerdo a lo descrito previamente por Eugene et al.8” con
ligeras modificaciones. Inicialmente, se prepard una solucion stock de
20 mg/mL del AXF, con agua ultrapura Mili-Q dentro de un eppendorf de
2,0 mL, con ayuda de un agitador tipo vortex por aprox. 5 min. Luego,
este fue colocado en bafo de ultrasonido por 5 min a 30 °C hasta
completa disolucidn, seguidamente se llevo al agitador tipo vortex por 1
min. Una vez disuelta, se prepard una solucion de concentracion final

100 pg/mL a partir de la solucion stock.

Una alicuota de 200 uL de la muestra diluida fue colocada en un tubo
de ensayo de vidrio con tapa rosca (capacidad 10 mL). Después fue
llevada a secar con nitrégeno (N2) en un equipo automatizado de
vaporizacion de solventes (TurboVap® LV, Biotage, Suecia). Una vez
seca, se afadid 300 pL del reactivo HCI metandlico 3M® (acido
clorhidrico 3M en metanol), e inmediatamente se cerré con la tapa.
Seguidamente, fue llevada a la estufa Heratherm® (Thermo Fisher
Scientific Inc., Estados Unidos) a 65 °C por 1 h, y se llevd hasta
sequedad con nitrogeno (N2). Finalmente, se adicioné 200 pL del
solvente (Acetonitrilo:H20, 9:1) y se mezclé con ayuda del agitador tipo
vortex por 1 min. Se llevé la muestra al inserte para vial (250 uL) y se
centrifugd a 9000 rpm por 15 min. Para el analisis por HPLC-MS/MS se

us6 150 L del sobrenadante.
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IV.4.2.10.2. Condiciones HPLC—MS/MS

El analisis del AXF hidrolizado por metandlisis acida se realizé mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por sus siglas en inglés)
y espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) para lo cual
se utilizé un Cromatégrafo liquido Dionex UltiMate ™ 3000 (Thermo
Fisher Scientific, San Jose, CA, Estados Unidos) acoplado a
espectrometro de masas Thermo QExactive™ Plus Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Alemania) con fuente de ionizacién por
electrospray (ESI) en modo negativo. ); este analisis fue realizado por el
Centro de Andlisis Quimico de la Universidad Federal de Rio de Janeiro

en Brasil.

Para la cromatografia liquida se emple6é una columna cromatografica
Water XBridge® Amide BEH (150 mm x 4,6 mm x 3,5 ym) con fase movil
de solvente A (0,1 % hidroxido de amonio en 95 % de agua y 5 %
acetonitrilo) y B (0,1 % hidréxido de amonio en 95 % de acetonitrilo y 5%
de agua). Método de elucién en gradiente: 0-2 min B 95 %; 2-17,0 min
B 50 %; 17-20,0 min B 50 %; 20,0-21,0 min B 95 %; 21,0-27,0 min B 95
%. Velocidad de flujo 500 yL/min e inyeccién de 8 uL. Temperatura del

horno de la columna a 45 °C.

El analisis ESI—MS/MS fue llevado a cabo por escaneo total combinado
con fragmentacion de modo de ionizacién negativa por electrospray
(ESI—). Los parametros de la fuente ESI se describen a continuacion:
voltaje de spray 3,6 kV (-); caudal del gas envolvente 50 (valores
arbitrarios); tasa de flujo del gas auxiliar; 10 (valores arbitrarios); voltaje
de la lente del tubo 50 V; temperatura del calentador de la sonda 400°C

y temperatura de capilaridad 300°C.

Otros parametros usados en la espectrometria de masas fueron:
parametros del modo Full MS: resolucion 35000 (FWHM), ACG target:
5e5, maximo IT: 100 ms y rango m/z 100-1000; parametros del modo

dd-MS? (experimento de aquisicion dependiente de dados — DDA):
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resolucién 17500 (FWHM) | ACG target: 1€5, maximo IT: 50 ms, loop
count 3, ventana de aislamiento m/z 1.2, topN 3 y NCE: 15, 20, 30; y
parametros del monitoreo de reaccion paralela (PRM, por sus siglas en
inglés)-MS?: resolucion 35000 (FWHM), ACG target: 2e5, maximo IT:
100 ms, ventana de aislamiento: m/z 1.2 y (N)CE = 10, 30.

IV.4.2.11. Analisis por espectroscopia UV-vis

La muestra del AXF en solucién acuosa (0,5 %, p/v) fue colocada en cubetas de
cuarzo para realizar un barrido del espectro entre 250 y 500 nm con un
espectrofotometro  UV/Vis (Genesys™ 150, Thermo Scientific, Estados

Unidos)2.

IV.4.2.12. Anadlisis por espectroscopia infrarroja (IR)

El polisacarido seco fue analizado mediante espectroscopia IR con transformada
de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés) empleando la técnica de muestreo
de reflectancia total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés). La muestra
pulverizada fue triturada con bromuro de potasio a razén 1:20 (p/p),
seguidamente se prenso6 para formar pellets de 1mm de espesor. La resolucion
del escaneo fue de 4 cm, con barrido entre 4000 y 400 cm™ en el
espectrofotometro IR (Spectrum 100 FT-IR, PerkinElmer, Estados Unidos); este
analisis fue realizado por el laboratorio del Centro Nacional de Control de
Calidad (CNCC) del Instituto Nacional de Salud del Peru (INS).

IV.4.2.13. Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro

IV.4.2.13.1. Capacidad de inhibicién del radical DPPH*

La capacidad de inhibicién del radical DPPH" fue determinada por el método
adoptado por Marquez-Escalante y Carvajal-Millan®® en la que se evita la
precipitacion del DPPH' y del AXF. En un principio, el polisacarido se disolvio en
H20 destilada con ayuda de un vértex para preparar una solucion stock y obtener
concentraciones de 0,5; 1; 2; 4; 5; 6; 8 y 10 mg/mL. Se prepar6 50 mL de solucién
DPPH® 45 pM con metanol:agua (60:40). Una vez disuelta mediante agitacion
vigorosa, se filtré por papel Whatman N° 1 y se utilizd luego de 1 h,
manteniéndose en la oscuridad y a temperatura ambiente. Cuatrocientos uL de
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AXF se mezclaron con 350 uL de metanol y se afadié 750 uL de DPPH* seguido
de una incubacién por 30 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Se
determiné la capacidad de captacion de radical DPPH® del trolox, a
concentraciones entre 0,001 y 0,002 mg/mL para elaborar una curva de
inhibicion. El control contenia todos los reactivos excepto la muestra, mientras
que el agua y metanol fueron empleados como blanco del espectro. La
absorbancia se midié a 515 nm empleando el espectrofotometro UV/Vis
(Genesys™ 150, Thermo Scientific, Estados Unidos). El % de inhibicion del

radical DPPH* fue determinada mediante la siguiente ecuacion:

% Inhibicién del radical DPPH*= (AC""”‘”_A’”““”“) x 100 % (8)

Acontrol

Donde, Acontror €S la absorbancia del control y Amuestra €S la absorbancia de la
muestra o del estandar. La concentracion de muestra que inhibe el 50% del
radical (ICso0) se determind mediante interpolacién en la curva de % inhibicion,
los resultados también se expresaron como capacidad antioxidante equivalente
al Trolox (TEAC, umolL/g muestra) El corrido de la muestra y el estandar se

realizo por triplicado (n=3).

IV.4.2.13.2. Capacidad de inhibicién del radical ABTS™*

La capacidad de inhibicion del radical ABTS™ fue realizado teniendo en
consideracion lo previamente reportado por Malunga y Beta®. La solucion activa
del radical ABTS* se produjo dejando reaccionar una solucion etandlica de
ABTS™ 7mM con persulfato de sodio (Na2S20s) para una concentracion final de
2,45 mM (para 4 mL, 0,0154 g de ABTS y 0,0027 de Na2S20s) en la oscuridad
y por 16 h. La solucion preparada se diluyd con H20 bidestilada
(aproximadamente 1:100) a una absorbancia de 0,7 + 0,02 a 734 nm. Luego, 1,7
mL ABTS'™* se anadieron a 100 uL de diferentes concentraciones de la muestra
(0,1; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8 y 10 mg/mL), se mezcl6 con voértex y luego dejoé en reposo
por 7 min a temperatura ambiente se midi6 la absorbancia a 734 nm. El control
contenia todos los reactivos excepto la muestra, mientras que el agua se uso6

como blanco del espectro. Se prepard una curva de inhibicion del estandar
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Trolox empleando concentraciones entre 0,003 y 0,1 mg/mL. El % de inhibicion

del radical ABTS™ fue determinada mediante la siguiente ecuacion:

% Inhibiciéon del radical ABTS**= (AC"””‘”_A"’”“"“) x 100 % (9)

Acontrol

Donde, Acontrol €S la absorbancia del grupo control y Amuestra €S la absorbancia de
la muestra o del estandar. Los resultados se expresaron como ICso y TEAC. El

corrido de la muestra y del estandar se realizé por triplicado.

IV.4.2.13.3. Ensayo de FRAP

El poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) se ejecuté de acuerdo con lo
indicado por Xu et al.®'. El reactivo de FRAP fue de reciente preparacién y se
elaboré al mezclar buffer acetato (300 mM a pH 3,6, reactivo A), FeCl3*6H20
(20 mM, reactivo B) y 2, 4, 6-Tripiridil-S- triazina (TPTZ, 10 mM en HCI 40 mM,
reactivo C) en una proporcion 10:1:1 (reactivo A, reactivo B y reactivo C). Se
elaboraron curvas de calibracion a partir de diferentes concentraciones de acido
ascorbico (100 — 1000 pmol/L) y de FeSOs4 « 7H20 (25 — 1000 umol/L).
Subsecuentemente, se dejé reaccionar 50 pL de polisacarido, 450 uL de reactivo
FRAP y 1500 pyL de agua bidestilada durante 10 min, después se determind la

absorbancia a 593 nm. Las corridas se hicieron por triplicado.
IV.4.2.14. Determinacion de la capacidad antihiperglicemiante in vitro

IV.4.2.14.1. Capacidad de adsorcion de glucosa (CAG)

La CAG fue determinada empleando el método de Dong et al.®? con
modificaciones menores. Inicialmente, se mezcld 0,5 g de muestra con 50 mL
de diferentes concentraciones de glucosa anhidra (10, 50, 100 y 200 mmol.L™"),
y se incubaron a 37°C por 6 h. Después de centrifugar a 4500 x g durante 20
minutos, la cantidad de glucosa adsorbida fue estimada por cuantificacion de
glucosa en el sobrenadante empleando el kit de ensayo enzimatico de glucosa
oxidasa/peroxidasa (GAGO20, Sigma-Aldrich, Estados Unidos). La CAG se
expres6 como mmol de glucosa adsorbida por gramo de muestra (mmol/g) y se

calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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C;— C; (10)
Wn

CCG (mmol/g) =

Donde C; y Cr son el contenido de glucosa antes y después de la absorcion, y

W, es el peso de la muestra.

IV.4.2.14.2. Capacidad de inhibicién de la difusiéon de glucosa

El ensayo de inhibicién de la difusidén de glucosa se realizé empleando tubos de
dialisis de 3,5 kDa y 16 mm de diametro circular interno (SnakeSkin™ Dialysis
Tubing, Thermo Scientific™, Estados Unidos) de acuerdo con el protocolo
descrito por Maktoof et al.®® con algunas modificaciones. Se prepararon tres
concentraciones diferentes de AXF (1, 10 y 25 mg/mL). Las muestras de
polisacarido (2 mL) fueron colocadas en los tubos de dialisis (6 cm x 16 mm) y
se afnadié 2 mL de glucosa 0,25 M preparada con NaCl 0,15 M. El control

negativo y positivo fueron agua destilada y acarbosa, respectivamente.

Los tubos de dialisis se sellaron en los extremos y se sumergieron en un beaker
con NaCl 0,15 M (80mL) y agua destilada (20mL), se agité a 150 rpm y 37 °C.
La difusién de glucosa hacia la solucion externa se determindé cada 30 min
durante 3h espectrofotométricamente a 505 nm con ayuda de un kit enzimatico
de cuantificacion de glucosa, para lo cual se tomd una alicuota (1 mL) de la
soluciéon externa que fue inmediatamente reemplazada con un mismo volumen
de NaCl 0,15M. La concentracién de glucosa en el medio externo fue expresada

en ug/mL. Cada lectura fue realizada por triplicado.

IV.4.2.14.3. Capacidad de inhibicion de a- amilasa

El ensayo fue llevado a cabo de acuerdo con lo reportado previamente por
Inocente et al.%.Ciento veinticinco microlitros de AXF a diferentes
concentraciones (entre 0,1 — 5 mg/mL) o acarbosa (entre 0,1 - 5 mg/mL) fueron
pre-incubados a 25 °C por 10 min con 125 yL de una solucién de a-amilasa (13
U/mL), esta ultima disuelta en buffer fosfato de sodio 0,02 mol/L a pH 6,9 y con
0,006 M de NaCl. Después de pre-incubar; se adiciond 125 uL de almidén
soluble al 1%, esta ultima preparada por disolucién en buffer fosfato de sodio
(pH 6,9 con 0,006 M de NaCl) bajo agitacion a 90 °C. Luego, se afiadié 250 pL

39



de acido 3,5-dinitrosalicilico 96 mM. La reaccion se detuvo al colocar los tubos
a ebullicion por 15 min. Se enfriaron a temperatura ambiente y se disolvieron
con agua destilada (3 mL) para finalmente leer las absorbancias a 540 nm. El %
de inhibicion fue calculado empleando la siguiente ecuacion:

(41— 4,)

———=2| x 100 %
(As — A4)

Inhibicion (%) = [1 -

(11)

Donde A1, A2, A3y A4 se definen como la absorbancia de la muestra (con
enzima), absorbancia del blanco de la muestra (sin enzima), absorbancia del
control con 100% de actividad (sélo enzima y solvente) y absorbancia del blanco
del control con 0 % de actividad (sin enzima), respectivamente. Se calculo el
ICs0 que indica la concentracion requerida de un inhibidor de a-amilasa para

reducir el 50 % de la actividad enzimatica.

IV.5. Analisis estadistico

Los datos se presentaron como promedio + desviacion estandar (D.E.) para tres
réplicas. Se empled el analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con prueba
post hoc de Turkey para realizar comparaciones entre tratamientos utilizando el
programa estadistico GraphPad Prism 6.0. Los valores p<0,05 se consideraron

como estadisticamente significativos.

V. RESULTADOS
V.1.Presentacion y analisis de los resultados
V.1.1. Pretratamiento y extraccion quimica

La fraccion separada de pericarpio de maiz germinado estuvo conformada
principalmente por residuos fibrosos tal como se muestra en la Figura 5, dicha
fraccidn representé el 29,25 + 2,47 % (p/p, n=2) con respecto a la muestra de
bagazo seca. El desengrasado con n-hexano tuvo un rendimiento de 88,67 *
2,20% (p/p, n=3), mientras que los rendimientos del tratamiento con a-amilasa
o0 desalmidonado y la extraccion quimica con peroxido de hidrogeno alcalino
fueron de 77,42 + 3,89 % (p/p, n=3) y 19,87 £ 4,56 % (p/p, n=3) respectivamente
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(ver Figura 6). La Figura 7(a) permite observar la apariencia de la muestra de
BCJ seca, triturada y tamizada obtenida como resultado del pretratamiento, y
también luego del desengrasado (Figura 7(b)) y al finalizar la eliminacién del
almidén (Figura 7(c)). La Figura 7(d) presenta al AXF seco y pulverizado extraido

a partir de 50g del BCJ pretratado, desengrasado y libre de almidén.
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Figura 5. Muestra del BCJ sin pretratamiento (izquierda) y luego separar los componentes

fibrosos correspondientes al pericarpio de maiz germinado (derecha).
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Figura 6. Rendimiento durante el proceso de extraccion del AXF. Los resultados se expresan

como la media + D.E. (n=3).

(@)

Figura 7. Muestra de BCJ seca, pulverizada y tamizada obtenida al final del pretratamiento (a);
muestra del BCJ luego de la etapa de desengrasado (b); muestra de BCJ luego de la eliminacién

de almiddn (c); y muestra del AXF secada en estufa y pulverizada (d).
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V.1.2. Caracterizacién fisicoquimica del polisacarido aislado
V.1.21. Solubilidad

La Figura 8 permite evidenciar que la solubilidad del AXF varia en funcioén del
grado de polaridad del solvente con la cual interactua. La Tabla 1 resume el
comportamiento de la solubilidad del AXF en diferentes solventes. EI AXF
mostro ser soluble en agua destilada, facilmente soluble en agua a pH 5 y pH
10, muy poco soluble en acetato de etilo, y practicamente insoluble en metanol,

etanol, acetona y cloroformo.

| (b )l (e) (a)iLe), @) (o) (h)

Figura 8. Solubilidad del AXF en solventes de diferente grado de polaridad tales como: agua
acidificada, pH=5 (a); agua destilada, pH=7 (b); agua alcalinizada, pH=10 (c); metanol (d); etanol
(e); cloroformo (f); acetona (g); y acetato de etilo (h).
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Tabla 1: Solubilidad en solventes de diferente polaridad del AXF extraido

Solvente Término descriptivo
Agua acidificada (pH= 5) Facilmente soluble
Agua destilada (pH=7) Soluble

Agua alcalinizada (pH= 10) Facilmente soluble
Metanol Practicamente insoluble
Etanol Practicamente insoluble
Cloroformo Practicamente insoluble
Acetona Practicamente insoluble
Acetato de etilo Muy poco soluble

Por otra parte, el AXF (100 mg) presentd una solubilidad en agua facilitada por
el incremento de la temperatura. La Figura 9 muestra que el mayor tiempo de
disolucion de 79,33 + 7,02 min (n=3) ocurrié a 25 °C, mientras que a una
temperatura alta de 100 °C el tiempo se redujo a 8,00 £ 3,61 min (n=3), es decir
que durante la disolucion acuosa del AXF, el tiempo y temperatura guardaron

una relacion inversamente proporcional.

100 ~
90 A

o]
o
1

7933 + 7,02
70 4
60 4
50 1 46,00 + 4,00
40 4
30 - 27.33 + 4,04

20 A 16,67 + 2,52

Tiempo de disolucion (min)

10 1 8,00+ 3,61

0

10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120
Temperatura (°C)

Figura 9. Influencia de la temperatura (25 - 100 °C) sobre el tiempo de disolucion del AXF

pulverizado. Los resultados se expresan como la media + D.E. (n=3).
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V.1.2.2. Humedad

Luego de realizar el ensayo de contenido de humedad por el método de
desecacion en estufa, el AXF extraido (2 g) presentd un contenido de humedad
de 8,00 £ 1,77% (n=3). La Tabla 2 presenta el contenido de humedad en % (p/p).

V.1.2.3. pH

El pH de la solucion al 1% (p/v) del AXF aislado fue 5,81 + 0,02 (n=3),

considerandose como ligeramente acida. La Tabla 2 muestra este valor.

V.1.2.4. Cenizas totales

El polisacarido aislado tuvo un contenido de cenizas totales de 2,68 + 0,01 %

(n=3), como se aprecia en la Tabla 2.

V.1.2.5. Proteinas

El contenido de proteinas de la muestra de polisacarido fue de 3,78 + 0,02 %

(n=3), como se presenta en la Tabla 2.

V.1.2.6. Analisis micromeritico

Los valores de angulo de reposo, densidad aparente, densidad compactada,
indice de Hausner e indice de compresibilidad de Carr del AXF pulverizado
fueron 20,04 + 0.43 ° (n=3); 0,78 + 0,02 g/mL (n=3), 0,91 £ 0,01 g/mL (n=3), 1,17
+ 0,02 (n=3) y 14,35 + 143 % (n=3), respectivamente (Tabla 2.). La
caracteristica de fluidez atribuida a la muestra teniendo en cuenta el angulo de
reposo fue flujo excelente. El indice de Hausner y Carr indicaron que el AXF

aislado pulverizado presenta una buena fluidez.

La Tabla 2 presenta un resumen de todas las caracteristicas fisicoquimicas del
AXF aislado.
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Tabla 2: Caracterizacion fisicoquimica del AXF extraido por el método de

peréxido de hidrégeno alcalino

Caracteristica fisicoquimica Resultados
Humedad (%) 8,00 + 1,77
pH 5,81 £ 0,02
Cenizas totales (%) 2,68 + 0,01
Proteinas (%) 3,78 £ 0,02
Angulo de reposo (°) 20,04 + 0,43
Densidad aparente 0,78 £ 0,02
Densidad compactada 0,91 + 0,01
indice de Hausner 1,17+ 0,02
indice de Carr 14,35+ 1,43

Todos los resultados se expresan como la media £ D.E. (n=3).

V.1.2.7. Viscosidad

El AXF presentd una viscosidad intrinseca dependiente de la concentracion, un
aumento en la cantidad del polisacarido aislado aumentdé los valores de
viscosidad intrinseca como se muestra en la Figura 10. El mayor valor de nint fue
de 1,983 £ 0,01 dL/g (n=3) a una concentracion de 0,8 % (p/v) de AXF extraido

y el menor valor fue 0,121 + 0,02 dL/g (n=3) para la concentracién de 0,1 % (p/v).
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Figura 10. Viscosidad intrinseca a diferentes concentraciones del AXF extraido. Los resultados

se expresan como la media = D.E. (n=3).

En el Anexo 3 se presentan las imagenes de los ensayos realizados

concernientes a la caracterizacion fisicoquimica.

V.1.2.8. Contenido fendlico total

La Figura 11 muestra la curva de calibracion para la determinacion del contenido
fendlico total determinada a partir de concentraciones estandar de acido galico
(0,03125 - 0,25 mg/mL), con lo cual se obtuvo una ecuacion de regresion lineal
de Y=1,4378X + 0,0413 con R? igual a 0,9966 (el Anexo 4 detalla el resultado
de las absorbancias).
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Figura 11. Curva de calibracion para la determinacion del contenido fendlico total. Los resultados

se expresan como la media = D.E. (n=3).

Luego de realizar los calculos correspondientes con las absorbancias obtenidas
(n=3), se determino que el contenido fendlico total para el AXF extraido fue 5,722

+ 0,113 mg EAG/ g peso seco.

V.1.2.9. Identificacion de monosacaridos por cromatografia de capa fina
(CCF)

La Figura 12 es la CCF revelada con manchas de color azul oscuro

correspondientes a la separacion de los monosacaridos de las muestras

sembradas sobre la fase estacionaria de silica gel con el sistema de solventes

cloroformo, acido acético y agua (3:3,5:0,5). Los estandares permitieron

diferenciar a los monosacaridos presentes en las mezclas y en el AXF

hidrolizado.
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Figura 12. Separacion por CCF de L-Arabinosa:D-Xilosa:D-Glucosa (Ara:Xil:Glu), L-Arabinosa
(Ara), D-Xilosa (Xil), D-Glucosa (Glu), L-Arabinosa:D-Xilosa (Ara:Xil) y la muestra de AXF

hidrolizado.

La Tabla 3 resume las distancias de migracién, Rr y Rs. La distancia de
migracion desde el origen fue mayor para el estandar de D-xilosa, menor para
el estandar de L-arabinosa y mucho menor para estandar de D-glucosa. EI AXF
hidrolizado presento dos valores Rrde 0,73 y 0,70 los cuales son idénticos a los
estandares de D-Xilosa y L-Arabinosa, respectivamente. En el caso del Rg, se
determiné que este también fue idéntico entre los valores de la muestra del AXF
hidrolizado y los estandares de los monosacaridos de D-Xilosa y L-Arabinosa,

siendo para cada monosacarido 1,19 y 1,14 respectivamente.
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Tabla 3: Distancias de migracion, valores Rf y RG de los monosacaridos

presentes en las muestras sembradas

Muestra sembrada DM (cm)*  Rf™ Rg™**
9,4 0,73 1,19
L-Arabinosa:D-Xilosa:D-Glucosa 9,0 0,70 1,14
8,0 0,63 1,01
L-Arabinosa 9,0 0,70 1,14
D- Xilosa 9,4 0,73 1,19
D-Glucosa 7,9 0,62 1,00
. . 9,4 0,73 1,19
L-Arabinosa:D-Xilosa
8,9 0,69 1,12
) . 9,4 0,73 1,19
AXF hidrolizado
9,0 0,70 1,14

* DM = distancia migrada en cm desde el origen de siembra
** Rf = factor de retencién
***RG = factor de retencién relativo a D-glucosa

V.1.2.10. Analisis por HPLC—MS/MS

La Figura 13 muestra el perfil cromatografico de escaneo total con tiempo de
retencion (tr) entre 0 y 40 min para la muestra que contenia los estandares de
azucares y de la muestra del AXF antes de la metandlisis acida. Dentro de los
estandares, la arabinosa tuvo el menor tr (9,36 min) y la maltodecaosa el mayor
(32,59 min). Los resultados de la Figura 13(b) indican que es necesario liberar
los monosacaridos del AXF empleando técnicas de hidrélisis ya que no se

evidencio ninguna separacion.
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Figura 13. Perfil cromatografico (LC-MS) de escaneo total de los estandares de azucares (a) y

del AXF antes de la metandlisis acida (b).

La Figura 14 presenta el perfil cromatografico del AXF luego de la hidrdlisis
parcial por el método de metandlisis acida. Las bandas mas prominentes se
evidenciaron bajo los siguientes tr: 4,15; 4,69; 6,55; 7,20; 9,31 y 10,59 min. No
se evidencio ningun pico a tr mayor de 12,00 min con abundancia relativa
significativa. El recorte con los picos de mayor abundancia relativa entre tr de
2,50 hasta 18,00 min permitié una mayor resolucion de las separaciones en la
cual aparecieron nuevos picos a tr de 5,74; 8,16; 8,27 y 11,13 min. A diferencia
de lo observado en la Figura 13(b) el AXF hidrolizado presenté un perfil
cromatografico con bandas probablemente correspondientes a azucares

metilados obtenidos luego de hidrolizar al polisacarido.

Teniendo en cuenta que luego de la metandlisis acida los productos resultantes
son azucares metilados y que no se ha determinado tr con estandares de
azucares metilados, no ha sido posible sugerir la identificacion de azucares

presentes en la muestra basados en los tr obtenidos.
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Figura 14. Perfil cromatografico (LC-MS) de escaneo total del AXF después de la metandlisis

acida entre tr 0 — 27 min. Asimismo, se muestra el perfil cromatografico (LC-MS) de escaneo

total recortada entre tr 2.50 — 18 min con los picos de mayor abundancia relativa.

Teniendo en cuenta que entre el tr 2,50 y 18 min se encontraron los picos de

interés para el analisis de monosacaridos metilados originados durante la
hidrdlisis del AXF. En la Figura 15(b) se muestran picos a tr de 5,92; 6,62; 7,21;

7,47 y 7,69 min luego de un escaneo total MS?, dentro de los cuales la mayor

abundancia relativa se dio a tr 7,21 min. Ademas, se observo tan solo 5 picos a

diferencia del escaneo total MS (Figura 15(a)) en la cual se observé mas de 24

picos. La Figura 15(c.1 — c.5) presenta los espectros de masas (EM) en modo de

ionizacién negativa de cada uno de los picos obtenidos por MS? ordenados por

tr, de menor a mayor tr de izquierda a derecha. Los 5 picos analizados pese a

tener diferentes tr, presentaron espectros de masa (c.1 - ¢.5) con un patrén de

fragmentacién del ion precursor (m/z 163,06) similar.
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Figura 15. Perfil cromatografico (LC-MS) de escaneo total recortada del AXF hidrolizado con tr
desde 2,5 min hasta 18,0 min (a); Perfil cromatografico (LC-MS) de escaneo total MS?recortada
del AXF hidrolizado entre tr de 2,5y 18,0 min (b); y espectros de masas en modo de ionizacién
ESI (-) de los picos cromatograficos obtenidos por PRM de iones precursores a m/z 163,06 [M-

H]- ordenados de acuerdo al tr (c.1 — c.5).

La Figura 16(b) presenta cinco picos con tr entre 8,18 y 11,17 min a diferencia
de la Figura 15(b) en la cual los picos se encontraron a tr entre 5,92 y 7,69 min,
esto luego de realizar un escaneo total MS? con PRM a m/z 193.05 (ESI-). La
mayor abundancia relativa fue para el tr 10,86 min. Los espectros de masas (c.1
- ¢.5) corresponden a la separacién de picos con tr diferente; sin embargo, el EM
muestra un ion precursor a m/z 193,07, con similares patrones de fragmentacién

en los cinco picos.
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Figura 16. Perfil cromatografico (LC-MS) de escaneo total recortado del AXF hidrolizado entre
tr desde 2,5 min hasta 18,0 min (a); Perfil cromatografico (LC-MS) de escaneo total
MS?Z’recortado del AXF hidrolizado entre tr desde 2,5 min hasta 18,0 min (b); y espectros de
masas en modo de ionizacion ESI (-) de los picos cromatograficos obtenidos por PRM de iones

precursores a m/z 193,05 [M-H] ordenados de acuerdo al tR (c.1 — ¢.5).

La Figura 17(a) muestra el EM a tr 7,21 min, en cual el pico a m/z 163,06
corresponde al ion molecular. Los principales picos obtenidos por fragmentacion
del ion molecular fueron m/z 145,05 (A); m/z 131,03 (B); m/z 113,02 (C); m/z
101,02 (D), m/z 71,01 (E) y m/z 59,01 (F). El pico a m/z 101,02 (D) presento
mayor abundancia relativa. Por otra parte, en la Figura 17(b) el ion molecular se
presenté a m/z 193,07 con tr 10,86 min, con fragmentos a m/z 175 (A); m/z
113,06 (B); m/z 101,02 (C), m/z71,01 (D) y m/z 59,01 (E). Asimismo, se muestra
un pico con baja abundancia relativa a m/z 161 (F). El pico a m/z 101,02 (C)
presento la segunda mayor abundancia relativa tan solo por debajo del m/z del

ion precursor (m/z 193,07).
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Figura 17. A la izquierda se presenta la fragmentacién del ion molecular con m/z 163,0611967
[M-H]-en tr = 7,21 (a); y a la derecha se presenta la fragmentacién en el espectro de masas del
ion molecular con m/z 193,0506321 [M-H]-en tr = 10,86 min (b). Ambos en modo de ionizacion
ESI(-).

En el cromatograma de la Figura 15(b) mediante la técnica de monitoreo de
reaccion paralela a m/z 163.0611967, se observo picos que sugeririan ser
moléculas correspondientes a metil-pentofuranosidos o metil-pentopiranosides
(isébmeros anomeéricos); y por el perfil de fragmentacion podrian corresponder a
los azucares monomeéricos de la arabinosa y la xilosa metilados (Figura 17,
izquierda). Por otra parte, en el cromatograma de la Figura 16(b) cuando se
coloca en monitoreo de reaccion paralela a m/z 193.05063, se evidencio picos
que podrian sugerir la presencia de metil-hexafuranosidos y metil-
hexapiranosidos (isbmeros anoméricos), y de acuerdo al perfil de fragmentacion
podrian relacionarse principalmente con metil-hexapiranosidos (Figura 17,

derecha).

V.1.2.11. Espectroscopia UV-vis

El espectro de absorcion del AXF a la concentracion de 0,25 % reveld dos
maximos de absorcion en la regién UV, una primera banda de absorcion
prominente a 280 nm (A1) y un brazo de absorcion a 325 nm (A2). Ambos
detectados como resultado de haber realizado un barrido entre 250 y 500 nm

como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Espectro de absorcion UV-vis del AXF extraido.

Teniendo en consideracion que el barrido en el UV-vis se realizé pensando en
el compuesto fendlico debido a que los grupos funcionales de los polisacaridos
presentan poca o nula absortividad en el espectro UV-vis; se puede sugerir que
la banda de absorcion a 325 nm esta asociado al compuesto fendlico esterificado
sobre el polisacarido. Adicionalmente, se evidencio una banda a 280 nm el cual
podria asociarse con la presencia de macromoléculas como proteinas las cuales
interactuan intermolecularmente con el AXF dentro de la matriz de la pared

celular de los granos de maiz.

V.1.2.12. Espectroscopia infrarroja

La Figura 19 muestra bandas de absorcién en el espectro IR en el rango de 4000
y 400 cm™!, como resultado de haber realizado el andlisis por FT-IR del polvo
seco del AXF extraido a partir del BCJ.

El espectro obtenido presenta bandas de absorcion a 3320, 2970, 2880, 1380,
1090, 1050, 616 y 431 cm™, los cuales se asocian con vibraciones de los
siguientes grupos funcionales: —OH, —CH2, —CH2, C=0, C-O-C, C-OH, C=C y
C-C; de manera respectiva. Asimismo, a 880 cm-! se evidencid la vibracién de la
configuracion B del carbono enantiomérico. La relacion entre las bandas obtenidas
y grupos funcionales permite sugerir que el espectro infrarrojo de la Figura 19 podria

corresponder a la estructura tipica del AXF extraido a partir del BCJ.
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Figura 19. Espectro infrarrojo del AXF extraido.

V.1.3. Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro
V.1.3.1. Capacidad de inhibicién del radical DPPH*

Como se muestra en la Figura 20, diferentes concentraciones entre 0,5 y 10
mg/mL del AXF extraido presentan capacidad de inhibicion del radical DPPH",
el cual se incrementa con el aumento de la concentracion del polisacarido. A la
concentracion de 0,5 mg/mL el % de inhibicion fue menor (18,92 £ 0,84 %)
incrementandose hasta 61,66 £ 0,41 % con 10 mg/mL del AXF extraido. Por otra
parte, el mayor porcentaje de inhibicion para el estandar de Trolox fue de 74,97
1 0,53 % a una concentracion de 0,02 mg/mL. El valor ICso para el Trolox se
calculé empleando la ecuacion de regresion lineal de Y=3787,4X + 1,3536
(R?=0,9951), el cual se obtuvo a partir de la curva del % de inhibicién del radical
DPPH'. De manera similar, se calcul6 el ICso para la muestra. La Tabla 4, resume
los valores de ICso para el estandar y para el AXF en mg/mL, el estandar tuvo
un menor valor (0,0128 mg/mL) con lo cual se evidencié que el Trolox presenta
una mayor capacidad antioxidante que el AXF (ICso de 6,5921 mg/mL). La
capacidad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC) fue de 7,7844 umol/g de

muestra.
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Tabla 4: Resultados de la inhibicién del radical DPPHe del AXF extraido y

estandar de Trolox

Trolox

Concentracién Inhibicién de Concentracién Inhibicién de
(mg/mL) DPPH" (%)* (mg/mL)* DPPH" (%)*
0,5000 18,92 £ 0,84 0,0010 3,63+1,49
1,0000 22,91 +£0,55 0,0025 9,76 £ 1,72
2,0000 30,66 + 1,31 0,0050 19,58 £ 0,23
4,0000 40,99 £ 1,95 0,0075 31,49 £ 0,51
5,0000 45,25+ 0,74 0,0100 42,26 + 0,88
6,0000 49,30 £ 0,36 0,0130 51,68 £ 0,31
8,0000 56,77 £ 0,44 0,0160 61,51 + 1,68
10,000 61,66 £ 0,42 0,0200 74,97 £ 0,53

Los resultados se expresan como la media £ D.E. (n=3).
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Figura 20. Curvas de Inhibicion del radical DPPH* del AXF extraido y estandar de Trolox. Los

resultados se expresan como la media £ D.E. (n=3).

El Anexo 5 presenta las imagenes del ensayo de DPPH:.
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V.1.3.2. Capacidad de inhibiciéon del radical ABTS™*

En la determinacién de la capacidad antioxidante por el ensayo de ABTS™ se
encontré que el AXF extraido presenta una mayor capacidad de inhibicion del
radical ABTS* (71,17 + 1,08 %) a la concentracion de 10 mg/mL, asi mismo, el
menor porcentaje de inhibicion (0,90 £0,30 %) se dio a la concentracién de 0,1
mg/mL de polisacarido. La muestra evidencioé una tendencia de incremento en
la capacidad antioxidante con el aumento de la concentracion (ver la Figura 21),
similarmente ocurrid para el estandar. La curva de inhibicion del Trolox realizado
con ocho diferentes concentraciones, entre 0,0025 y 0,1 mg/mL, permitio
obtener una ecuacion de regresion lineal de Y = 857,58X — 0,7305 con R? igual
a 0,998. ElI AXF evidencio una ecuacion de regresion lineal de Y = 7,2578X -
2,8572 (R?=0,9893) para la curva de inhibicién. El valor ICso, la concentracion a
la cual se inhibe el 50% del radical ABTS™*, fue de 6,50 y 0,0592 mg/mL para la
muestra y el estandar de Trolox, respectivamente (véase la Tabla 5). El Trolox
presentd una capacidad de inhibicién aprox. 11 veces mayor que el AXF al
comparar sus valores ICso. Luego de calcular la TEAC se obtuvo un valor de
35,347 + 0,94 pmol/g de muestra (ver Tabla 9).

Tabla 5: Resultados de la inhibicién del radical ABTS™* del AXF extraido y

estandar

AXF Trolox
Concentracion Inhibiciéon de Concentracion Inhibicién de
(mg/mL) ABTS™ (%) (mg/mL)* ABTS™ (%)*
0,100 0,90 £ 0,30 0,003 1,27 £ 0,88
0,500 4,80 + 0,26 0,005 2,59 +0,45
1,000 10,06 £ 0,79 0,008 5,43 £ 0,31
2,000 17,97 £ 0,69 0,010 7,63 10,22
4,000 35,79 £ 0,53 0,025 20,50 £ 0,22
6,000 49,65 £ 1,79 0,050 45,35 £ 0,08
8,000 61,86 + 1,65 0,075 63,80 £ 0,94
10,00 71,17 £ 1,08 0,100 83,41 £ 1,30

*Los resultados se expresan como la media + D.E. (n=3).
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Figura 21. Inhibicion del radical ABTS* del AXF extraido y estandar. Los resultados se expresan

como la media + D.E. (n=3).

El Anexo 6 presenta las imagenes del ensayo de ABTS™.

V.1.3.3. Ensayo de FRAP

La Figura 22 muestra la curva de calibracion para el estandar de acido ascorbico
a concentraciones entre 100 y 1000 umol/L cuya ecuacién de regresion lineal
resulté ser de Y = 0,0008X - 0,0196 (R? = 0,9956), la cual permiti6 el calculo del
valor FRAP en umol acido ascoérbico/g de muestra el cual se presenta en la Tabla
8. La capacidad antioxidante del valor FRAP expresado en ymol FeSO4+ 7H20/g
de muestra se calculé mediante interpolacion de las absorbancias del AXF a la
concentracion de 40 mg/mL en la ecuacién de regresion lineal de Y = 0,0003X -
0,0085 (R? = 0,999) obtenida mediante la curva de calibracion para el FeSOa4 ¢
7H20 (véase la Figura 23). Los resultados de la Figura 24 permiten evidenciar
que el incremento gradual en la concentracién del AXF incrementa la capacidad
antioxidante del polisacarido, y también que el AXF tiene una capacidad
antioxidante menor que la vitamina C. Adicionalmente, la concentracion de
40mg/mL del polisacarido alcanzé el maximo valor FRAP (1465 + 11,71 ymol/L

FeSO4+ 7H20); sin embargo, para el estandar de vitamina C el valor FRAP mas
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alto fue de 2777,22 £ 13,33 pmol/L FeSO4+ 7H20 a la concentracion de 0,1761
mg/mL.

Tabla 6: Resultados de absorbancia del AXF extraido y Acido Ascérbico

AXF Acido ascérbico
Concentracién Absorbancia Concentracién Absorbancia
(mg/mL) (Abs)* (mmol/L) (Abs)*
1 0,013 £ 0,002 100 0,060 + 0,005
8 0,119 £ 0,002 200 0,145 + 0,003
16 0,204 + 0,007 300 0,244 + 0,007
20 0,261 £ 0,004 400 0,336 + 0,006
25 0,309 £ 0,007 500 0,401 £ 0,004
30 0,345 + 0,005 600 0,449 £ 0,004
35 0,369 £ 0,002 800 0,669 £ 0,012
40 0,431 £ 0,004 1000 0,823 £ 0,004

Los resultados se expresan como la media £ D.E. (n=3).

Tabla 7: Resultados de absorbancia del AXF extraido y Sulfato Ferroso

AXF Sulfato ferroso
Concentracién Absorbancia Concentracién Absorbancia
(mg/mL) (Abs)* (mmol/L) (Abs)*
1 0,013 £ 0,002 25 0,006 + 0,003
8 0,119 £ 0,002 50 0,011 £ 0,003
16 0,204 + 0,007 75 0,016 £ 0,001
20 0,261 £ 0,004 100 0,022 £ 0,002
25 0,309 £ 0,007 250 0,079 £ 0,005
30 0,345 + 0,005 500 0,158 + 0,007
35 0,369 + 0,002 750 0,250 + 0,005
40 0,431 £ 0,004 1000 0,342 + 0,006

Los resultados se expresan como la media £ D.E. (n=3).
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Figura 22. Curva de calibracion mediante el ensayo de FRAP empleando acido ascorbico a

concentraciones entre 100 y 1000 umol/L. Los resultados se expresan como la media + D.E.

(n=3).
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Figura 23. Curva de calibracion mediante el ensayo de FRAP empleando sulfato ferroso a

concentraciones entre 25 y 1000 umol/L. Los resultados se expresan como la media + D.E.

(n=3).
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Figura 24. Poder antioxidante reductor férrico del AXF extraido y de la vitamina C a diferentes

concentraciones. Los valores se presentan como la media + D.E. (n=3).

El Anexo 7 presenta las imagenes del ensayo de FRAP.

En la Tabla 8, respecto a la inhibicion del radical DPPH' se puede evidenciar que
el estandar de Trolox presenta un poder de inhibir al radical DPPH" aprox. 515
veces mayor que el AXF extraido, luego de contrastar sus valores ICso0. Durante
el ensayo de inhibicion del radical ABTS™ el Trolox presentd una capacidad de
inhibicion aprox. 11 veces mayor que el AXF al comparar sus valores |Cso. Por
lo tanto, el AXF presente un mejor desempeno para la inhibicién del radical
ABTS™* que la inhibicion del radical DPPH".
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Tabla 8: Capacidad antioxidante del AXF extraido determinado por los
ensayos de DPPH’, ABTS* y FRAP

Muestra Ensayo in vitro
DPPH’
IC 50 TEAC
(mg/mL) (pmollg muestra)
AXF 6,59 + 0,03 7,7844 £ 0,08
Trolox 0,013 £ 0,0001 -
ABTS™
IC 50 TEAC
(mg/mL) (umol/g muestra)
AXF 6,50 + 0,08 35,347 £ 0,94
Trolox 0,059 £ 0,0001 -
FRAP
Valor FRAP Valor FRAP
(umol AA/g) (umol FeSO4/g)
AXF 14,081 £ 0,11 36,63 £ 0,29

* ICs0 = La concentracion de compuesto que produce una inhibicion del 50%
**TEAC = Capacidad antioxidante equivalente al Trolox
Todos los resultados se expresan como la media + D.E. (n=3).

V.1.4. Determinacion de la capacidad antihiperglicemiante in vitro
V.1.4.1. Capacidad de adsorcion de glucosa (CAG)

El AXF extraido presentd CAG luego de mezclarse en soluciones de glucosa
anhidra de creciente concentracion. Los resultados en la Figura 25 muestran
que el AXF extraido puede adsorber 1,81 £ 0,21; 2,82 £ 0,25; 6,21 £ 1,23y 8,10
t+ 1,63 mmol/g de glucosa a las concentraciones de 10, 50, 100 y 200 mmol/L,
respectivamente. Se evidencié una mayor CAG a la concentracion de 200
mmol/L y la menor CAG a la concentracion de 10 mmol/L, lo cual indica que el
AXF muestra una CAG directamente proporcional a la concentracion molar de
glucosa del medio. A mayor cantidad de glucosa en solucién se evidencia

mayores cantidades de glucosa unidas al polisacarido (ver Anexo 8).
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Figura 25. Capacidad de adsorcién de glucosa del AXF en soluciones de diferente concentracion

de glucosa anhidra. Los resultados se expresan como la media + D.E. (n=3).

Tabla 9: Capacidad de adsorciéon de glucosa del AXF

Concentracion de glucosa inicial Capacidad de adsorciéon de glucosa

(mM) (CAG/g)*
10 1,8+0,2
50 28+0,2
100 6,2+1,2
200 8,1+1,6

*Los resultados se expresan como la media + D.E. (n=3).

V.1.4.2. Capacidad de inhibiciéon de la difusion de glucosa

La Figura 26 presenta los resultados de capacidad de inhibicién de la difusién
de glucosa del AXF. En cada grupo de tratamiento (control negativo, acarbosa,
AXF 1 mg/mL, AXF 10 mg/ml y AXF 25 mg/mL) se evidencié una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05), la cual se incrementé rapidamente
desde los 30 min hasta los 60 min. La concentracion de glucosa en el dializado
del control negativo, acarbosa, AXF 1 mg/mL, AXF 10 mg/ml y AXF 25 mg/mL a
30 min estuvo en el rango desde 446,56 + 20,04 ug/mL a 372,14 + 44,62 ug/mL
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y desde 866,41 £ 42,97 ug/mL a 798,66 = 5,73 pg/mL a 180 min. Una

| grupo control negativo permitio observar que el AXF 10

s

comparacion con e

mg/mL a 30 min y el AXF 25 mg/mL, excepto a 180 min, presentan una

capacidad de inhibicion estadisticamente significativa (p<0,05), los demas

grupos inhibieron la difusién de glucosa, pero no con diferencia significativa

(p>0,05). El contenido de glucosa en el dializado de todos los grupos de

tratamiento han demostrado un efecto de la inhibicion del movimiento de glucosa

hacia la solucion externa a través de la membrana de dialisis de 3,5 kDa

comparados con el control positivo (acarbosa), pero en su mayoria no son

Solo el AXF 25 mg/mL a 90 min mostro

p>0,05).

(

una diferencia estadisticamente significativa comparada con la acarbosa a la

estadisticamente significativos

R R R R R R R P PR RO,

A R R s

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

*

0 % R AR

*

o = I

Bt S S S O D S S S o o )
AR AR

*

B

P B e B S B S B S S B S Sy P e P B PR e e e P e Ee )

Db e e P e e e R R )

B

L O S S R S e S S ]

SRR,

=
£
(=]
[e0]
bl
2]
=
£
o
[Fp]
bl
(5]
=
£
(=]
(V]
bl
E
=
£
(=]
[s)]
B
=

~ £

® g

o

Q m

o

C =

< £

—_

o) @

= a

c

O

o

©

=

c

% I T

o (e ]

5 e o

) e o

®©

e

0

S

T T T T
o o o o
(=] o (=] o

300 A
200 A
100

T
o
o
o0} ~ (o} wn <

(qwybrl) ousdyxa olpsw
|® ud esoan|b ap uoIdBIUIIUOD

AXF
(25mg/mL)

Acarbosa AXF AXF
(img/mL) (10mg/mL)

Control
negativo

Figura 26. Capacidad de inhibicion de la difusion de glucosa de diferentes concentraciones de

AXF, control y control positivo evaluada en diferentes tiempos. Los resultados se expresan como

3). *p<0,05 comparado con el control negativo. 2p<0,05 comparado con la

la media + D.E. (n

acarbosa.

66



V.1.4.3. Capacidad de inhibiciéon de a- amilasa

Los resultados presentados en la Figura 27 muestran que el porcentaje de
inhibicion de la enzima a-amilasa del AXF extraido se incrementa con la
concentracion del polisacarido, con lo cual se corrobora su capacidad inhibitoria.
Entre las siete diferentes concentraciones la mayor capacidad de inhibicién (46,6
1 0,42 %, n=3) ocurrié a una concentracion de 5 mg/mL del AXF, sin embargo,
a esa misma concentracion la acarbosa alcanz6 una capacidad inhibitoria de
88,7 + 0,33 % (n=3). Cuando la concentracion del AXF fue 0,1 mg/mL, el
porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa (11,51 + 0,88 %, n=3) fue menor
comparada con la acarbosa (46,24 + 2,24 %, n=3) a una concentracién de
1mg/mL. Entre las concentraciones de 0,1 y 1 mg/mL hubo mayor variacion en
el % de inhibicion; por lo contrario, entre 2 — 5 mg/mL el incremento fue ligero

(ver Anexo 9).

Tabla 10: Capacidad de inhibiciéon de a-amilasa

Concentracion

Inhibiciéon de a-amilasa (%)*

(mg/mL) Acarbosa AXF
0,1 46,24 + 2,24 11,51 £ 0,88
0,5 61,26 + 3,47 17,52 + 1,19
1 78,55 + 2,36 30,79 £0,24
2 87,50 + 0,19 37,21+0,72
3 88,23 + 0,17 43,07 £ 0,57
4 88,05+ 0,19 4413 £ 0,49
5 88,71 £ 0,33 46,60 + 0,42

*Los resultados se expresan como la media = D.E. (n=3).
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Figura 27. Resultados de inhibicion de a-amilasa del AXF y acarbosa. Los resultados se

expresan como la media = D.E. (n=3).

La Tabla 11 muestra que el valor ICs0 del AXF es significativamente diferente
(p<0,05) respecto a la acarbosa; sin embargo, el valor ICs0 de la muestra de
polisacarido es 14 veces mayor por lo cual la acarbosa presenta una mayor

capacidad de inhibicion que el AXF.

Tabla 11: Valores ICso para la inhibicion de la enzima a-amilasa del AXF

extraido y la acarbosa

Muestra Valor ICs0 (mg/mL)*
AXF 4,73 £ 0,05
Acarbosa 0,35 £ 0,001

*Todos los resultados se expresan como la media £ D.E. (n=3)
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VI. DISCUSION

El AXF fue extraido a partir de los residuos desengrasados y desamilados de la
fibra del pericarpio del maiz derivado del proceso de elaboracion de CJ
empleando NaOH a razon de 2meq de alcali/g de fibra en presencia de H202 30
%. El rendimiento de extraccion del AXF del BCJ fue 19,87 + 4,56 %, un
rendimiento similar al reportado para el AXF extraido del pericarpio de maiz
(18%) por Yadav et al.®> quienes emplearon NaOH y Ca(OH)z a razén de 2meq
de alcali/g de fibra en presencia de H202 30 %. Un rendimiento ligeramente
mayor (38%) fue determinado por Kamboj y Rana®? para el AXF extraido del
salvado de maiz bajo similares condiciones del método de extraccidon empleada
para extraer el AXF del BCJ. Por otra parte, Buksa et al.®® reportaron un
rendimiento de 1,7 % y 3,2 % para el AX procedente del trigo y centeno
respectivamente, en ambos casos extraidos por el método acuoso. EI AX no es
eficazmente extraido empleando agua como solvente de extraccion a diferencia
de otras técnicas de ruptura de enlaces como tratamientos con alcali y
enzimaticos los cuales permiten una mayor remocion del AX, debido a que el
mayor porcentaje de AX interactua mediante uniones covalentes y no covalentes
con otros componentes estructurales de la pared celular de los cereales. Las
condiciones alcalinas permiten la ruptura de enlaces éster y puentes de
hidrégeno dentro de la pared celular®®. Maes y Delcour®” indican que las
soluciones alcalinas con H202 reaccionan rapidamente con la lignina para formar
productos oxidados solubles en agua de bajo peso molecular, lo cual ocasiona
la ruptura en la unién de lignina y AXF. El H202 en medio alcalino forma un anién
altamente reactivo que oxida los grupos hidrofilicos de la lignina, el anién
hidroperoxido (HOO")%. Xinyi®® reportd un rendimiento entre 26 y 34 % para el
AXF extraido con alcali entre 100 y 120 °C a partir de granos secos de destileria
(GSD) derivados de la fabricacion industrial de alcohol (compuestos
principalmente por salvado de trigo) y sefiala que la temperatura se relaciona

directamente con el rendimiento durante la extraccion alcalina.

El resultado de la solubilidad del AXF del BCJ presentado en la Tabla 1 fue
similar al reportado previamente por Hoije et al.'%° para AX aislado de la cascara

de avena. La solubilidad acuosa se debe a la elevada presencia de grupos
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hidroxilo (OH") en la cadena del polisacarido y por ende a su mayor capacidad
de formar puentes de hidrégeno. Por otra parte, la baja solubilidad acuosa se
debe al elevado grado de polimerizacion y a la existencia de puentes de
hidrégeno de alta resistencia entre macromoléculas del polisacarido, teniendo
en cuenta que la solubilidad del AXF depende de la ruptura de estos puentes de
hidrogeno'0'. Ademas, el polisacéarido podria tener una naturaleza anfifilica en
la que los anillos de los monosacaridos representarian una region apolar con
una gran tendencia a unirse en medio acuoso, favoreciendo la baja
solubilidad'®2, En concordancia con los resultados mostrados en la Figura 9,
Lindman et al.'%2 sefialaron que las altas temperaturas disminuyen el tiempo de
disolucién; sin embargo, se anadié que el peso molecular del polisacarido es un

factor a considerar durante la disolucion.

El contenido de humedad nos ayuda a predecir el crecimiento microbiano en la
muestra del AXF, lo cual puede acelerar la descomposicidén y generar
toxinas'%3. EI AXF del BCJ (secado en estufa a 50°C por 48 h) presenta un
contenido de humedad de 8,00 £ 1,77 %, un valor menor que el encontrado
para el AXF de los GSD por Bell'® (12,1 %, secado en estufa a 50°C por 96 h).

El pH es una caracteristica fisicoquimica que nos ayuda a deducir la solubilidad,
estabilidad, irritabilidad y permeabilidad en membranas biolégicas de una
sustancia. Asimismo, determina la compatibilidad en formulaciones®'. Una
solucién de AXF al 1 % (p/v) dio un pH de 5,81 + 0,02; sin embargo, este valor
es ligeramente mas acido que el pH del AX del salvado de arroz (pH = 6,19 *
0,03)"%, Esto puede deberse a la presencia de acido urénico y a una mayor

cantidad de acidos fendlicos libres'96.

El porcentaje de cenizas totales en el AXF (2,68 £ 0,01 %) sugiere la presencia
de sustancias residuales inorganicas no volatiles. Generalmente, las cenizas
totales estan compuestas por 6xidos, carbonatos, oxalatos y silicatos de
metales'?’. Jacquemin et al.'® emplearon la ultrafiltracion como técnica de
purificacion de minerales y de moléculas organicas pequefias como azucares

libres, los autores encontraron un porcentaje de cenizas de 5,5 % y sugieren que
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el elevado contenido de cenizas podria deberse a la presencia del metal sodio

(Na) procedente del uso de NaOH durante la etapa de extraccion del AX.

El AX contiene pequenas pero significativas cantidades de proteinas las cuales
contribuyen al poder emulsificante del polisacarido. Los aminoacidos
predominantes en el AX del maiz son la prolina y glutamina'®®. El contenido de
proteina del AXF del BCJ fue 3,78 + 0,02 %, similar al valor obtenido para el AX
de trigo (3,70 + 0,05%)'"°. No obstante, el contenido de proteina en el AXF
reportado por Mendez-Encinas et al.’% fue 8,2%. Los resultados indican que en
el AXF las proteinas forman un complejo que no puede ser faciimente

desestabilizado aun bajo tratamiento con peroxido de hidrogeno alcalino.

El conocimiento de las propiedades micromeriticas del polvo seco del AXF es
importante para justificar su potencial utilizacion como excipiente en
formulaciones farmacéuticas. En el presente estudio se evidencioé que el AXF
del BCJ presenta un buen comportamiento de fluidez, lo cual coincide con lo
demostrado por Erum et al.''" para el AX de la cascara de Plantago ovata. Por
otra parte, Pawar et al.11? sugiere que los polisacaridos con buenas propiedades
de fluidez comprobadas mediante la determinacion del angulo de reposo,
densidad aparente, densidad compactada, indice de Hausner e indice de Carr,
podrian ser usados en la formulacion de tabletas preparadas por compresion

directa.

La importancia al determinar la viscosidad del AXF radica en que esta
caracteristica fisicoquimica determina en gran parte la influencia del polisacarido
sobre el metabolismo de la carbohidratos y los lipidos'31"4, La viscosidad
intrinseca es el valor que refleja el volumen hidrodinamico ocupado por una
molécula individual de polimero''®. Los resultados obtenidos y mostrados en la
Figura 10 confirman que el comportamiento de la viscosidad de un polisacarido
en solucién guarda una relacion directa con la concentracion del polimero8116,
por ello una viscosidad intrinseca de 1,983 + 0,01 dL/g correspondié a la mas
alta concentracion y 0,121 + 0,02 dL/g a la menor. Se han reportado valores de
nint de AX desde 0,8 hasta 5,48 dL/g''" y para los AXEA puede llegar a ser hasta
de 13dL/g"''®. Asimismo, entre otros factores que afectan esta propiedad se
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encuentran el peso molecular''®18 |ongitud de la cadena, grado y patrones de
sustitucion, y la union con acido ferulico'”. Cabe resaltar que no se ha podido
conocer la correlacion entre la viscosidad y el peso molecular de la muestra con

certeza debido a que se trabajoé con el AXF de peso molecular = 3,5 kDa.

La estimacion del contenido fendlico total incluye a los compuestos fendlicos que
se encuentran unidos covalentemente a los residuos de arabinosa (acido ferulico
y acido p-cumarico) y a los que se encuentran libres. En este contexto, Lopez-
Martinez et al.''® indicaron que la mayor proporcion de compuestos fendlicos se
encuentra en su forma ligada (esterificada), y solo un 20 % del contenido fendlico
total corresponde a la forma libre (no esterificada). El contenido fendlico total del
AXF extraido por el método de peréxido de hidrégeno alcalino a partir del BCJ
fue 5,72 £ 0,11 mg EAG/ g de peso de polisacarido seco, el cual fue menor al
valor de 67,66 + 4,71 mg EAG/ g reportado por Kamboj et al.5? para el AXF
extraido por el mismo método. Es probable que el menor contenido fendlico se
deba a que la germinacion del grano de maiz (durante la elaboracion de la chicha
de jora) disminuya el contenido fendlico, concordando con la investigacion de
Ramadan et al.'?° quienes concluyen que la germinacién disminuye el contenido
fendlico del grano del maiz. Asimismo, Rao y Muralikrishna'?' evidenciaron una
disminuciéon en el contenido fendlico del AXF extraido de arroz luego de un
proceso de malteado. Por otro lado, el resultado obtenido es ligeramente mayor
que el del AX de Ayala-Soto et al.?® (3,29 mg EAG / g de muestra seca)
procedente de fibras de salvado de maiz no delignificadas, estos autores
ademas concluyen que el perfil de acidos hidroxicinamicos varia de acuerdo a
las condiciones de extraccion y a la fuente de la fibra del maiz. Analogamente,
en una investigacion llevada a cabo por Kim et al.'?? se obtuvo un contenido
fendlico total para el salvado de trigo blanco de 3,36 mg EAG/g de salvado,

resultado ligeramente inferior al del AXF extraido en la presente investigacion.

Los monosacaridos constituyentes del AXF del BCJ fueron identificados por
CCF, como se indica en la Tabla 3 se identific la presencia de L-Arabinosa y
D-Xilosa luego de hidrolizar al polisacarido. Sin embargo, debido a que la
mancha de la muestra de AXF hidrolizado mostré una cola de longitud
considerable luego de la elucién (ver Figura 12), se puede presumir la presencia
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de otros monosacaridos. Li y Du'?3 reportaron que el AX estd compuesto en un
80 % por monosacaridos de arabinosa y xilosa aunque también identificaron
galactosa en baja proporciéon como resultado de realizar una cromatografia de
gases con detector de ionizacion a la llama. En general, la identificacién de
monosacaridos del AXF del BCJ determinada por CCF fue similar a lo sefalado
en el estudio de Saghir et al.'?* para el AX, en el cual mediante HPLC — UV, se
identificaron monosacaridos de xilosa, arabinosa, ramnosa y galactosa, los dos

ultimos en cantidades traza.

La elucidacién estructural del AXF mejora la comprension de las propiedades
fisicoquimicas y la relacion estructura-actividad bioldgica. En este estudio, la
hidrdlisis del AXF fue llevado a cabo por metandlisis acida, la cual permite la
ruptura de enlaces glicosidicos por introduccion de grupos metilo y para formar
consecuentemente metil-glicosidos. La Figura 17(a) del espectro de masas
obtenido mediante PRM con m/z 163,0611967 a tr 7,21 min presenta un
primer ion con intensidad detectable correspondiente al ion formado a partir del
ion molecular por pérdida de un atomo de hidrégeno, [M-H]~, también llamado
ion cuasimolecular'®. Devi et al.'® observaron un m/z 149,43 para el ion
anionico de mondmeros de pentosa luego de hidrdlisis parcial del AX con HCI
1M. Asimismo, en el estudio de Jung et al.'?” se indica que luego de la metilacién
la masa de la molécula incrementa en 14Da. Por lo tanto, se sugiere que el ion
cuasimolecular obtenido (m/z 163.06) luego de hidrolizar el AXF, corresponderia
a la presencia de moléculas de metil-pentofuranésidos o metil-pentopirandsidos
(isbmeros anoméricos). La espectrometria de masas no permite discriminar
compuestos que tienen un mismo peso molecular que difieren en la disposicion
espacial de sus grupos funcionales, como es el caso de la L-Arabinosa y D-
Xilosa que son monosacaridos diastereoisomeros en C-4'28. Mdcsai et al.'?®
muestran espectros obtenidos por GC-MS de 3-O-metil-arabinosa y 3-O-
metilxilosa con picos caracteristicos de m/z 190, m/z 130 y m/z 87 para ambos
monosacaridos, pero los autores analizan un tercer monosacarido metilado (3-
O-metil-arabinosa) la cual presenta picos m/z 118 y m/z 85, con lo cual se podria
sugerir que la metilacion de los monosacaridos del AXF presentan
principalmente metilaciéon en el C-3. Los iones de m/z 145,05 y m/z 131,03

corresponderian a la pérdida neutra por fragmentacion de H20 y CH3OH,
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respectivamente, de los azucares monoméricos de metil-arabifuranosa y la
metil-xilopiranosa, fragmentacidon que fue similar a lo evidenciado previamente
por Nagar et al.'3 para monosacaridos metilados y analizados por ESI-EM.
Asimismo, el fragmento con pico m/z 59,01 concuerda con el espectro obtenido
por LC-ESI-QQ-MS/MS para la arabinopiranosa (récord PS109408) publicada

en base de datos de espectros de masa MassBank

(http://www.massbank.jp)'3'. En el estudio de Sarossy et al.'®? se adicioné
grupos acetilo a los monosacaridos evidenciandose fragmentaciones con
pérdidas de grupos ceteno (42 Da) y de fragmentos de 73 Da para metil-2,3,4-
tri-O-acetil-D-xilopiranosa y metil-2,3,5-tri-O-acetil-D-arabinofuranosa,
respectivamente; sin embargo, estos resultados no se encuentran en linea con
el patron de fragmentacion hallado en el presente trabajo debido a que los
monosacaridos obtenidos luego de la hidrdlisis del AXF no fueron acetilados
quimicamente. En otro estudio, se empled oligosacaridos derivados del AX de
estructura, grado de polimerizacién y patrén de sustitucion con arabinosa
conocida adquiridos comercialmente, en cual el andlisis por cromatografia
liquida de interaccion hidrofilica (HILIC) acoplado a MS/MS de la muestra sin
derivatizar permitié confirmar los enlaces C-2 y/o C-3 de arabinofuranosil con o
sin cadena lineal de xilopiranosil unidas por enlace f(1-4)**. En la presente
investigacion no se llevo a cabo la derivatizacion de los monosacaridos liberados
luego de la metandlisis. Maina et al.'3 sefiala que en el analisis de polisacaridos
no derivatizados es preferible usar el modo negativo de ionizacion (ESI-MS/MS),
y sugiere que la fragmentacion ocurre desde el extremo terminal no reductor
hacia el extremo reductor para producir un extremo no reductor ionizado
negativamente. En la Figura 17(b), se puede evidenciar que la muestra del
polisacarido presenta picos con m/z 194,07 y m/z 175. De acuerdo a los reportes
previos de Sinosaki et al.'3* y He et al.’® el acido ferdlico presenta tres m/z
caracteristicos: 1) m/z 193, relacionado a la deprotonacién del acido carboxilico,
2) m/z 178, correspondiente a la pérdida por demetilacién del grupo metoxi y 3)
m/z 134 correspondiente a la pérdida de carbonilo (CO). Sin embargo, en el
espectro encontrado de la Figura 17(b) no se evidencia el pico relacionado a la
pérdida del grupo CO por lo cual no corresponderia al acido ferulico. Los iones
precursores con m/z193,07304; m/z193,07368; m/z193,07314; m/z 193,07274;

m/z 193,07285 (Figura 16 (c1 - c5)) contienen fragmentos que corresponderian
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a los monosacaridos, posiblemente procedentes de metil-hexafurandsides o
metil-hexapirandsides (isomeros anoméricos). Ello luego de comparar con el
espectro de masas de un metil-hexopirandésido (m/z 193,07174, [H-]), publicado
en la base de datos PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)'38 con cuatro
fragmentos (m/z 59,013; m/z 71,013; m/z 85,029; m/z 101,023) obtenidos en

modo negativo usando el equipo LC-ESI-Orbitrap.

Los picos de absorcién durante el barrido UV-vis del AXF del BCJ ocurrieron a
280 nm y 325 nm. Respecto al pico de absorcién a 280 nm, Guo et al.'®" indican
que dicho pico se relaciona con la existencia de proteinas, lo cual es consistente
con la cuantificacion de proteina realizada. El brazo de absorcion evidenciado a
325 nm, de acuerdo a Li et al.'38 se atribuye a compuestos fendlicos unidos a
residuos de arabinosa. Por otra parte, Xie et al.'3® mencionan que la aparicién
de bandas alrededor de 324 nm (transicion n — 1" de enlaces C=0 y C=C
conectados al anillo de benceno) sugiere la presencia de unidades de

compuestos fendlicos conjugados (acido ferulico y acido p-cumarico).

Una molécula al absorber un haz de luz infrarroja (IR) sufre un movimiento o
transicion vibracional, a diferencia de la radicacién por microondas que estimula
el movimiento rotacional. En la espectroscopia por IR las moléculas pueden
manifestar dos tipos de vibracion: estiramiento y flexion'4°. El espectro infrarrojo
para el AXF extraido en el presente trabajo (Figura 19) muestra patrones y
bandas de absorcidn caracteristicos identificados previamente para el AXF por
Aslam-Khan et al.’*', Qing et al.’*?, y Gonzalez-Estrada et al.'°. La banda amplia
a 3320 cm™ se atribuye a la vibracion de estiramiento del grupo funcional
hidroxilo (-OH) de los polisacaridos'#3. El patron de bandas a 2970 cm™' y 2880
cm-' corresponden a vibraciones de estiramiento C-H del grupo alifatico saturado
—CH2'#4. Adicionalmente, la absorcion a 1380 cm™' es asignada a la tensién
simétrica C=0, el cual se asocio previamente con la presencia de acido urénico
en la estructura del AXF por Guo et al.’®. Las transiciones vibracionales
ocurridas entre 1200 y 800cm™' corresponden a la regién de huella dactilar. La
absorcién a 1090 cm-! corresponde a la vibracidon de estiramiento antisimétrica
C-O-C tipico del enlace glicosidico del polisacarido, mientras que una banda
central a 1050 cm" se asigna a la vibracion de flexion del enlace C-OH'#5. A 880

75


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

cm™' se evidencid una banda que indica la configuracion B del carbono
enantiomérico de las unidades pirandsicas'®”. Al igual que Li et al.'% y Qing et
al.'*2, no se evidencio absorcién a 850 cm-! asociados a la configuracion a del
monosacarido furanoésico de arabinosa. Asimismo, la banda a 616 cm™' podria
estar asociado a vibracion C=C del anillo aromatico del acido ferulico'™s,
mientras tanto a 431 cm™' se podria indicar el estiramiento del enlace C-C'*5. Por
otra parte, el espectro IR para el AXF del BCJ no reflejé la existencia de
proteinas pese a haberse cuantificado; lo cual difiere con la investigacion llevada
a cabo por De Anda-Flores et al.', en la cual se sugiere la existencia de
proteinas al evidenciarse bandas de absorcién entre 1640 y 1533 cm™' dentro
del espectro IR del AXF extraido a partir de granos residuales de la fermentacién

bioetandlica.

En este estudio, se emplearon los ensayos in vitro de DPPH*, ABTS™" y FRAP
para investigar la capacidad antioxidante del AXF extraido del BCJ. Estudios
recientes indican que la capacidad de inhibicion de radicales libres del AXF se
encuentra correlacionado positivamente con la presencia de acido ferulico'.
Dentro de la estructura quimica del acido ferulico la presencia del grupo
carbonilo (-CO-) en posicién para- del anillo fendlico causa la deslocalizacién de
electrones para originar el radical fenoxi, el cual se estabiliza por la presencia
del grupo o-metoxi (-CH3)'9. Es la formacion del radical resonante fenoxi que
da lugar al poder reductor del acido ferulico a través de la donacién de atomos
de hidrogeno'P. Szelgg et al.’®! indican que la transferencia de atomos de
hidrogeno es el mecanismo antioxidante termodinamicamente mas favorecido
en comparacion a la transferencia del electrén unico (acoplada a la transferencia
de protdén) para el acido ferulico. La capacidad antioxidante del AXF puede ser
expresado por el % de inhibicién del radical DPPH*, el AXF extraido del BCJ
mostréo capacidad de inhibicion del radical DPPH® dependiente de la
concentracion. A la concentracion de 5 mg/mL, el porcentaje de inhibicion para
el AXF extraido del BCJ fue 45,25 + 0,74 %; un valor ligeramente superior a lo
reportado en el estudio de Jiang et al.'®2, quienes a la misma concentracion
obtuvieron una inhibicion del 42,64 % para el AXF extraido del salvado de maiz
usando alcali asistido por microondas ultrasénico. Sin embargo, el valor ICso

obtenido (6,59 £ 0,03 mg/mL) fue menor que el ICs0 (1,3 mg/mL) senalado por
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Yuwang et al.’>3 para el AXF extraido del salvado de arroz por tratamiento
enzimatico. Una comparacién del valor ICso calculado por el método de DPPH®
para el AXF del BCJ con el ICso encontrado previamente por Wan et al.’>* y
Hafsa et al.'*® para los polisacaridos de las algas Laminaria japonica (23,76
mg/mL) y Nannochloropsis oculata (> 10 mg/mL) respectivamente, podria ser
indicativo de una mejor capacidad antioxidante para el polisacarido extraido del
BCJ. La capacidad antioxidante del AXF expresado en TEAC fue 7,784 + 0,08
pmol TEAC/g, un valor menor que el obtenido por Marquez-Escalante y Carvajal-
Millan8® para el AXF de los residuos de maiz derivados de la produccion
industrial de etanol (18 umol TEAC/g). En general, Salazar-Lépez et al.’®®
revelaron que los procesos térmicos reducen el contenido fendlico en funcion
del tiempo y temperatura de exposicion, lo cual también sugiere una disminucion
de la capacidad antioxidante; esta podria ser una explicacién del menor poder
antioxidante obtenido en este estudio teniendo en cuenta que durante el proceso
de elaboracion de la CJ el maiz de jora geminado y triturado es hervido a 100
°C entre 1-2 h.

Los resultados de este estudio estan en concordancia con los hallazgos de
Hromadkova et al.'%’, en el cual el AXF presenté mayor capacidad antioxidante
en el ensayo de ABTS™* (medio acuoso) en comparacion con el ensayo DPPH*
(medio parcialmente acuoso). Chen et al.'”® sefialan que el AXF muestra un
comportamiento hidrofilico por lo que su perfil antioxidante se ve favorecido en
un medio de igual naturaleza, lo cual genera un incremento de la concentracion
efectiva de acido ferulico en el medio acuoso asociado a su esterificacion sobre
los residuos de arabinosa en la cadena del polisacarido, ya que el acido ferulico
no esterificado es muy poco hidrofilico. Recientemente, Paz-Samaniego et al.'%®
han reportado una capacidad antioxidante de 6,1 + 0,1 umol TEAC/g
determinado por el ensayo de ABTS™ para el AXF aislado del subproducto
obtenido luego de la nixtamalizacion del grano de maiz (nejayote). Asimismo,
Marquez-Escalante et al.’® han sefialado que el AXF extraido con alcali a partir
de los granos de destileria de maiz derivados de la fabricacion industrial de
alcohol presentan una capacidad antioxidante de 11,3 umol TEAC/g (para el
ensayo de ABTS™). Estos resultados son menores en comparacion con el
resultado de la investigacion actual (35,3 £ 0,9 umol TEAC/g) para el AXF del
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BCJ en el ensayo de ABTS™. Por otra parte, nuestro resultado es cercano al
valor previamente reportado por Paz-Samaniego et al.’®® de 39,2 + 1 ymol
TEAC/g, y es menor que lo informado por De Anda-Flores et al.'#’, en estos dos

ultimos los resultados de ABTS™ corresponden al AXF extraido de GSD.

El ensayo de FRAP mide el potencial de un antioxidante de poder reducir el ion
férrico (Fe*3) para producir el ion ferroso (Fe*?) de coloracién azul en un medio
de bajo pH, y proporciona una estimacion de la habilidad para donar un atomo
de hidrégeno y romper la cadena de radicales libres a diferencia de los ensayos
de DPPH y ABTS en los cuales el antioxidante inhibe radicales libres(160). El
poder reductor del AXF del BCJ expresado como el valor FRAP fue 36,6 £ 0,3
umol Fe?*/g, el cual es mayor que el valor reportado previamente por Hu et al.’®"
para el AXF comercial, 5,6 umol Fe?*/g. Pérez-Flores et al.'®? obtuvieron un valor
FRAP ligeramente mayor (49 umol Fe?*/g) para el AXF obtenido por extraccion
alcalina a partir de los granos residuales de cebada malteada derivados de la
produccion de cerveza. Sin embargo, el resultado del presente estudio fue
menor que el valor reportado por Yuwang'63 (786,2 umol Fe?*/g) quien extrajo el
AX enzimaticamente del salvado de arroz bajo precipitacion con etanol al 60 %,
este ultimo también indicé que el poder reductor es influenciado por el grado de
etanol empleado para precipitar el polisacarido (menor capacidad antioxidante
con etanol de 90%). Aunque los datos de la capacidad antioxidante del AXF
pueden parecer controversiales, la comparacién entre diferentes estudios es una
tarea dificil teniendo en consideracion las diferencias entre los métodos de
extraccion, naturaleza de la fuente de extraccion, contenido fendlico, grado de

sustitucién, grado de polimerizacion y peso molecular del polisacarido.

La diabetes es un trastorno metabdlico asociado a estados de hiperglucemia
cronica; por lo tanto, uno de los objetivos terapéuticos es controlar la glucemia
postprandial. Estudios previos han confirmado la disminucion eficaz de las
concentraciones de glucosa en sangre en seres humanos luego de aumentar el
consumo de carbohidratos complejos y una dieta rica en fibra. Los principales
mecanismos de reduccion en los niveles de glucemia por productos ricos en fibra
son: disminucién de la concentracion de glucosa disponible por adsorcién de la
glucosa, obstaculizacién de la difusion de glucosa por incremento de la
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viscosidad en el sistema, inhibicion de la actividad enzimatica de la a-amilasa y
o-glucosidasa'®. La CAG es un indicador que permite intuir la capacidad
antihiperglicemiante. Los resultados de la CAG en diferentes concentraciones
molares de glucosa (10-200 mmol/L) son indicativos de que el AXF puede
adsorber glucosa efectivamente y por ende podria jugar un rol importante en
disminuir las concentraciones de glucosa postprandial. La capacidad del AXF
del BCJ para poder adsorber glucosa (1,81 — 8,10 mmol/g) fue mayor que los
valores reportados para el polisacarido de la fibra dietaria insoluble del salvado
de arroz (0,01 — 1,04 mmol/g, determinado en concentraciones de glucosa entre
5 — 200 mmol/L)'®® y ligeramente menor respecto al polisacarido de la fibra
dietaria insoluble del salvado del grano fino foxtail “Setaria italica” (3,72 — 16,74
mmol/g, determinado en concentraciones de glucosa entre 50 — 200 mmol/L)%.
En el estudio previo llevado a cabo por Chen et al.'®® se evidencio que el AX
extraido del salvado de triticale (cereal hibrido entre trigo y centeno) presenta
una CAG relacionado proporcionalmente al peso molecular; fendomeno que
podria deberse a que el polisacarido con menor peso molecular tiene un menor
grado de polimerizacién y una menor viscosidad con lo cual la capacidad de
interaccion con la glucosa es débil. Qi et al.’® hidrolizaron la fibra dietaria
insoluble del salvado de arroz con KOH y H2SO4, los autores concluyeron que
la pérdida de estructura de red del polisacarido incrementa el area superficial y
la porosidad facilitandose el anidamiento de glucosa. Por otra parte, Pantophlet
et al.'®” sugieren que el AXF incrementa la viscosidad del bolo alimenticio, lo

cual interfiere en la absorcion de glucosa en el intestino delgado.

El ensayo de inhibicidn de difusion de glucosa es util para predecir el efecto que
presenta un polisacarido para poder retrasar la absorcién de glucosa en el tracto
gastrointestinal®®. Se evidencié que el incremento en la difusion de glucosa a
través de la membrana de dialisis con un corte de peso molecular 3,5 kDa fue
rapida hasta los 60 min luego del cual la difusion fue mas lenta hasta completar
los 180 min, esto concuerda con lo evidenciado para el AXF extraido de triticale
(difusién por una membrana de 7 kDa MWCQ)'®® y para el polisacarido de
extraido a partir de Tuber aestivum (difusidon por una membrana de 12 kDa
MWCOQ)'8°. Asimismo, la inhibicidn de la difusion a través del tubo de dialisis fue

mayor para la muestra de AXF del BCJ a una concentracién de 25 mg/mL, la
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cual correspondié a la muestra de mayor concentracién y por ende a la de mayor
viscosidad. Estos resultados pueden deberse a que a mayor viscosidad se
desarrolla una red del polisacarido que forma una barrera sobre el tubo de
dialisis lo cual reduce y/o evita la difusion de la glucosa. La capacidad de inhibir
la difusién de glucosa por parte de los polisacaridos puede deberse a factores
como grado de viscosidad, capacidad de adsorcion, formacion de obstaculos
fisicos y a la capacidad de entrampar glucosa dentro de una red'°. En el estudio
de Zheng et al.'”' se hidrolizd enzimaticamente a la fibra dietaria extraida del
salvado de Setaria italica, los autores indican que luego del tratamiento
enzimatico ocurre una exposicion de grupos funcionales que tienen una elevada
afinidad por la glucosa entre los que destacan los acidos fendlicos y se incluyen
al acido urico y aldehidos. El ensayo desarrollado en tubos de dialisis nos puede
ayudar a determinar el potencial del AXF para retardar la difusién de glucosa a
través de las membranas bioldgicas; sin embargo, en el tracto gastrointestinal
de los seres humanos el transito de la glucosa esta asociado a la presencia de
proteinas transportadoras y las contracciones intestinales’”2. Por lo tanto, es
necesario desarrollar estudios in vivo para determinar el efecto real del AXF

extraido del BCJ sobre la difusion de glucosa.

La enzima a-amilasa cataliza la hidrélisis del enlace (a-1,4)-glicosidico interno
del almidén en productos de bajo peso molecular; tales como glucosa, maltosa,
maltotriosa y dextrinas (oligosacaridos derivados de la fragmentacién de
amilopectina que contiene puntos de ramificacion a-1,6). La inhibicion de la
actividad enzimatica de esta enzima puede contribuir en retrasar el incremento
de los niveles de glucosa postprandial en sangre al disminuir la liberacion
glucosa y retrasar su absorcion’’3. La capacidad del AXF del BCJ de inhibir la
a-amilasa fue determinada, y el resultado del presente estudio (ICs0 = 4,73 +
0,05 mg/mL) estuvo en concordancia con lo encontrado por Malunga et al.'”*
para el AX soluble en agua (ICso = 5 mg/mL) del salvado de trigo, en el cual se
menciona que el AX disminuye la amildlisis del almidén en funcion de la
concentracion y fuente de polisacarido. Chen et al('™ reportaron que la
capacidad de inhibicion de la a-amilasa del polisacarido extraido del estigma de
maiz fue mayor luego semisintetizar un derivado carboximetilado (ICso = 5,33

mg/mL) en comparacion con el valor ICso (10,07 mg/mL) del polisacarido nativo,
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sugiriéndose que los grupos carboximetilo estan correlacionados con la
inhibicion de la enzima. Los polisacaridos pueden limitar la tasa de digestion del
almidon por parte de la enzima a-amilasa de dos maneras'”®. En primer lugar;
los polisacaridos pueden formar una barrera que disminuye o previene la
interaccion de la enzima digestiva con el almidon. Zhang et al.'’” sefiala que el
incremento de la viscosidad del polisacarido disminuye la movilidad acuosa del
almidon a digerir, lo cual reduce la oportunidad de contacto entre la enzima y su
sustrato. En esa misma linea, Hu et al.'8 indican que los polisacaridos pueden
adsorber al almidon por medio de interacciones intermoleculares de puentes de
hidrogeno y de esta manera impedir la hidrdlisis del almidén. En segundo lugar;
la naturaleza quimica de los polisacaridos puede estar relacionado con la
inhibicion de la a-amilasa, se ha demostrado que una elevada presencia de
grupos carboxilicos libres inhibe la hidrolisis enzimatica del almidon. Gong et
al.'”® mencionan que los componentes fendlicos de polisacaridos son potentes
inhibidores de la a-amilasa y a-glucosidasa, se sugiere que la presencia de
grupos hidroxilo y metoxi presentes en el anillo aromatico determinan la
inhibicion. Las interacciones de puentes de hidrogeno, hidrofébicas y fuerzas de
Van der Waals predominan en la complejacion del compuesto fendlico con la
enzima. El presente estudio empled diferentes concentraciones del AXF de BCJ
con un peso molecular mayor igual a 35 kDa; sin embargo, no se determino su
correlacion con la capacidad inhibitoria de la enzima a-amilasa. En el estudio
previo llevado a cabo por Lv et al.'® se evidencié que los polisacaridos de bajo
peso molecular poseen una mayor capacidad de inhibicidn respecto a los de alto
peso molecular, ello luego de evaluar la capacidad de inhibicion de la a-amilasa
de dos fracciones de AX extraidos del salvado de trigo, una obtenida por
extraccion acuosa de 193 kDa (ICs0 = 1,92 mg/mL) de peso molecular y otro
obtenida por extraccion con alcali de 107 kDa (ICso = 0,40 mg/mL). En
contraposicion, Chen et al.'®® concluyen que a mayor peso molecular del AX
extraido del salvado de triticale (cruce entre trigo y centeno) se evidencia mayor
inhibicion de la enzima a-amilasa y a-glucosidasa. También se determind la
cinética de inhibicion del AX luego de graficar el diagrama de Lineweaver-Burk
con diferentes de concentraciones del polisacarido (0 — 0,8 mg/mL);
evidenciandose que no hubo cambio en la velocidad maxima (Vmax), pero si hubo
un incremento de la constante de Michaelis-Menten (Km), los resultados
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indicaron que el AX presenta una inhibicion de tipo competitiva. Ademas, el AXF

extraido por el método de extraccidn alcalino presenta mayor tasa de inhibicidn

de la enzima a-amilasa comparada con la extracciéon enzimatica, debido a que

el primer método genera mayor cantidad de acido ferulico libre'%®. Cabe destacar

que es necesario desarrollar estudios in vivo para evaluar la capacidad

antihiperglicemiante del AXF.

VIL.

CONCLUSIONES

En el presente estudio, se logro la extraccion del AXF a partir del BCJ por
el método de peroxido de hidrogeno alcalino, el polisacarido dializado con
peso molecular = 3,5kDa tuvo un rendimiento de extracciéon de 19,87 +
4,56 %.

El analisis fisicoquimico permiti6 corroborar las caracteristicas
fisicoquimicas del AXF obtenido, mientras que el analisis
espectrofotométrico confirmé la presencia de la estructura tipica del
polisacarido.

El AXF del BCJ exhibié una promisoria capacidad antioxidante in vitro en
los ensayos de DPPH-* (ICs0 6,59 mg/mL, TEAC 7,7844 uymol/g muestra),
ABTS™ (ICs0 6,50 mg/mL y TEAC 35,34 umol/g muestra) y FRAP (valor
FRAP 14,08 umol AA/g y 36,63 umol FeS0O4/g); siendo dependiente de
la concentracion.

Los ensayos realizados para la determinacion de la capacidad
antihiperglicemiante in vitro demostraron que el AXF del BCJ posee una
capacidad de adsorcion dependiente de la concentracién de glucosa
presente en el medio con el que interactua. Asimismo, se evidencié que
inhibié la difusion de glucosa de forma directamente proporcional a la
concentracion del polisacarido y presenté un valor de ICso de 4,73 mg/mL
en el ensayo de inhibicion de la a-amilasa. Los resultados sugieren que

el AXF del BCJ podria ser usado como un agente antihiperglicemiante.
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VIIL.

IX.

RECOMENDACIONES

Optimizar el proceso de extraccion mediante la manipulacion de las
variables involucradas en el proceso de extraccion.

Desarrollar una comparacion de la capacidad antioxidante vy
antihiperglicemiante del AXF extraido del grano de maiz antes de la
germinacion y luego de la germinacion.

Evaluar la capacidad antioxidante y antihiperglicemiante del AXF extraido
del BCJ en modelos de animales de experimentacion in vivo.

Realizar la modificacién quimica del AXF extraido para mejorar sus
caracteristicas  fisicoquimicas y propiedades antioxidantes vy

antihiperglicemiantes.
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Operacionalizacién de variables

ANEXO 1

DEFINICION OPERACIONAL

INDICADOR

’ VARIABLES Vﬂzﬂng H DEFINICION CONCEPTUAL

UNIDAD DE MEDIDA

Rendimiento de extraccion % (p/p)
Contenido de humedad % (p/p)
pH pH
i 0,

] SraBiEEisEe Es un heteropolisacérido con una Cenizas totales % (P/P)
ferulado extraido a cadena principal de D-xilosas con Proteinas % (pfp)
partir del residuo de Independiente sustituciones de I_-arablnos’as, Es e_I polisacarido Viscosidad dUg

bagazo en el enlazadas lateralmente con acido pulverizado y seco de - —
procesH te ferdlico el cual forma parte de la | coleracién parda con peso Contenido fendlico total mg EAG/g ps
slaboracién de |a fibra de la cascara del grano de molecular = 3,5 kDa Contenido de monosacaridos mg/ g de muestra

e e maiz germinado del bagazo de . -

chicha de jora chicha de jora®. Cromatograffa en capa fina Rf, RG

HPLC-MS/MS miz

Espectroscopia UV-vis nm

Bandas de absorcion y emision en ot

infrarrojo
: ) Capacidad de eliminacion de
Bl capecidael deilndiSUstaricld radicales libres de DPPH Kosa, TEAC
para inhibir la degradacion
Capacidad Dependiente oxidativa (por ejemplo, la Capacidad reductora del Capacidad de eliminacién de
antioxidante in vitro peroxidacién lipidica) mediante DPPH', ABTS™ y FRAP radicales libres.de ABTS ICe0, TEAC
neutralizacion de los electrones
desapareados de radicales libres®2, Valor FRAP TEAC
Cantidad de glucosa
adsorbida por el Adsorcién de glucosa mmol/g
polisacarido
Capacidad Es la capacidad de evitar la Concentracion de glucosa Inhibicién de la difusion de ol
i i i i : ; en el dializado glucosa
antihiperglicemiante Dependiente SEDE g E s e | dializad | HO
in vitro mediante mecanismos extra
pancreaticos®. Porcentaje de enzima
inhibida medida Inhibicién de la actividad de la Ic
indirectamente por el enzima a-amilasa -
espectrofotémetro
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ANEXO 2
Carta de donacién de muestra de BCJ

o Aty
a,

©
Y

PARA QUIEN SEA DE INTERES

Nosotros Misky SAC con RUC 20526970340, con dircceién cn Reptblica de Bolivia,

Cusco 08002, Santiago, Cusco-Perti mediante la presente suscribimos:

Que se realizé la donacién de material sin fines de lucro a JUAN JHAROL SEGOVIA
HUARCAYA con DNI N°® 76674328 para efectos que estime. La materia proporcionada
corresponde a desechos de bagazo del proceso de claboracién de chicha de jora. La
chicha de¢ jora claborada en nuestras instalaciones es producida con fines de

comercializacion local y se emplea como materia prima ala jora de maiz amarillo.
Sin otro particular

Atte.
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ANEXO 3
Caracterizacion fisicoquimica del AXF extraido

Solubilidad a diferentes Angulo de reposo
temperaturas

Densidad aparente Densidad compactada
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Filtracion antes de la medicién de Medicién de pH
pH

Determinacion de la viscosidad a 30°C
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ANEXO 4
Determinacién del contenido fendlico total

Fundamento: Las sustancias antioxidantes (agentes reductores) tienen la
capacidad de donar electrones (reducir) de manera secuencial al reactivo de
Folin Ciocalteu (mezcla de acidos fosfowolframico (HsPW12040) y fosfomolibdico
(HsPMo12040) en medio basico) para formar 6xidos azules de wolframio (WgO23)
y molibdeno (MosOz23) los cuales dan picos maximos de absorcion a 760 nm. En
su forma oxidada el wolframio y molibdeno poseen una valencia de VI con
coloracion amarilla, y es luego de la interaccion con un agente reductor que

cambian su valencia a V con un color azul.

/\ “/\ C:), o

o
/ —m W O— W g —i
\// /\ P FeP S
cJ— ::_”:_OU ¢ W 2 ioxi —_— ; T W e
L N7 ZN, & o vy
LN P/ ) el
//\ /ff\/ N e
H;PW,,0,, W30;;
o [»] T Q o : '
S| PR i 2
Mo Mo——o Mg . I/
Y \ Mo—0— Mo ——O—
H \ / /\ o o | o
0_ /_:2_}0 M/, + e (antioxidante) — : ) i M,,vL'D _____
0/\0/ \ o Yoo |
\ / \ / 'Mr: ) . == “’!D_O_'ML/_DD““‘
\ /#\ / H _,,o/; ',,0/:
H;PMo,,0,, Moz0,3

Reaccidn especifica entre el reactivo de Folin Ciocalteu y un agente
antioxidante, este ultimo dona un electréon secuencialmente por ruptura
homolitica y genera la reduccién del RFC.
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De izquierda a derecha se muestran las soluciones del RFC, Na2CO3y
acido galico

Tubos de reaccion del estandar de Tubos de reaccion de la
acido galico* muestra*

*Imagenes tomadas luego de realizar las lecturas en el espectrofotometro UV
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Resultados de absorbancias para la elaboracién de la curva de
calibracion en la determinacion del contenido fendlico total

Concentracioén de acido galico Absorbancia
(mg/mL) (Abs)

0,03125 0,078 £ 0,003

0,0625 0,134 £ 0,003

0,125 0,231 £ 0,008

0,25 0,396 £+ 0,002
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ANEXO 5
Determinacion de la capacidad antioxidante por el ensayo de DPPH
Fundamento: El electron desapareado del radical DPPH* (conocido por su
alta estabilidad) absorbe a 517 nm, dando una coloracién purpura. Sin embargo,
la neutralizacion del electrén desapareado del radical al aceptar un electron o
un atomo de hidrogeno de un agente reductor (antioxidante) se decolora

gradualmente a un color amarillo.

DPPHs +
N, AO+H NOz
sl '
O:N N— —~— , ON N—N

Deep purple Pale yellow
2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazine

(DPPH) (DPPH-H)

A-517nm
Deep purple Pale yellow

Mecanismo de reaccién general de reduccién por transferencia de
hidrogeno al radical DPPH'. Fuente: Sadier et al., Antioxidants, (2020), 9,
709
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Soluciones del AXF en la cual se muestra una concentraciéon creciente de
izquierda a derecha*

Tubos de reaccion del AXF con una concentracion creciente de izquierda
a derecha*

*Imagenes tomadas luego de realizar las lecturas en el espectrofotometro UV
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ANEXO 6
Determinacion de la capacidad antioxidante por el ensayo de ABTS

Fundamento: El persulfato de potasio genera el radical cation de ABTS™ a partir
de la molécula de ABTS (no todo el ABTS se oxida), la oxidacion del ABTS es
una reaccion larga de 12 - 16 h. El radical inestable formado (ABTS'*) presenta
una coloracion verde azulada con grupos cromoéforos que absorben a 645, 734,
815 y 415 nm; sin embargo, a 734 nm se reduce las interferencias. El agente
reductor (antioxidante) luego de transferir un electron al radical inestable cambia
su coloracion hacia un azul palido con la consecuente recuperacion del ABTS

en su forma estable.

iy -S04
=

3 R

P | N=
A=
HO‘V@J

ABTS

\.7 S~ ~50H
e ENe N |
i | =~ N~
- e \
HOys” > 8 W \
) S ~SOH
+AOH — AN N= ) + ArO
r [ =N ‘e d
N 5\ SOH HO.s” =~ ~8 H _
AN = oy
| 3N N~ ge
o g L]
HOys” = 8 L
L ABTS** _
A=734 nm
Blue-green Pale blue

Mecanismo de reaccion general de reduccion por transferencia de
hidrogeno al radical catiénico ABTS**. Fuente: Sadier et al., Antioxidants,
(2020), 9, 709
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Tubos de reaccion del AXF con una concentracion creciente de izquierda
a derecha

*Imagen tomada luego de realizar las lecturas en el espectrofotometro UV
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ANEXO 7
Determinacion de la capacidad antioxidante por el ensayo de FRAP
Fundamento: El ion Fe*® en presencia de TPTZ oxida faciimente a los
antioxidantes por su elevado potencial de reduccion, dandose lugar al complejo
reducido TPTZ-Fe*2. La reaccidén en llevada a cabo en medio acido para
solubilizar al hierro. La molécula del TPTZ es un ligando que proporciona alta

estabilidad al ion ferroso.

| = = | | = =
//\\r \“\'/ N'\-_ \H\ = || \'/ | \I\‘x \R\
LT T Y \ I
N \\\l _____ e ArfﬂH [AOH] \( \E""// 7~
e L g ) A

N \_\\T \ \// !
| \

(f/\\rﬁ Y U [\_\#\ x)\f} '| S,

\/’ =
Colourless Intense blue
[Fe(TPTZ),]* [Fe(TPTZ),1*
A =593 nm

Colourless Intense blue

Mecanismo de reaccién para ensayo de FRAP por transferencia de
electrones. Fuente: Sadier et al., Antioxidants, (2020), 9, 709
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Tubos de reaccion del AXF con una concentracion creciente de izquierda
a derecha*

*Imagen tomada luego de realizar las lecturas en el espectrofotometro UV
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ANEXO 8
Determinacion de la capacidad de adsorcidon de glucosa y de inhibicion de la
difusion de glucosa

A la izquierda se muestra el kit utilizado para determinar la capacidad
de adsorcion de glucosa y la derecha los tubos de reaccién luego de
cuantificar la glucosa.

@Wiener lab. :
Glicemia enzi ' 1
AA liquida t

Q [57] 397020 [ { /

Bomy & 2022 04 I"Wi

Wiene’
Ginceem,

L

T

L

Aa
=}
-

\ A ) ooy Tl owglat ol

A la izquierda se muestra el kit utilizado para determinar la capacidad de
inhibiciéon de difusiéon de glucosa y a la derecha los tubos de dialisis con
agua, acarbosa y AXF (1, 10, 25mg/mL)
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Resultados de la determinacién de la capacidad de inhibicion de difusiéon de glucosa del AXF

Concentracion de glucosa (ug/mL)

Tiempo

(min) Control féﬁ,a,,“t?j,’ AXF (1 mg/mL)  AXF (10 mg/imL) AXF (25 mg/mL)
30 446,565 + 20,04 418,893 +3,31 416,985+ 11,57  377,863+4,96 372,137 £ 44,62
60 642,176 +22,27  608,779+920  613550+7,20 592,557 7,57 567,748 + 12,91
90 736,641+ 8,75 688931+ 16,28 722,328+10,84 672,710 +20,04 595,420 + 30,29
120 791,199 + 18,06 769,663+ 10,13  772,472+973 747,191+ 18,42 706,929 + 11,69
150 849,237 + 28,67 791,031+11,92 827,290+ 11,45 802,481 + 13,53 778,626 + 2,86
180 866,412 + 42,67 821,565+ 1515  851,145+4,37  813,931+2824 798,664 + 5,73
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ANEXO 9
Determinacion de la capacidad de inhibicion de la a-amilasa

Tubos de reacciéon de controles, blancos y acarbosa con una concentracién
creciente de izquierda a derecha*
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Tubos de reaccion de controles, blancos y AXF con una concentracion
creciente de izquierda a derecha*

*Imagenes tomadas luego de realizar las lecturas en el espectrofotometro UV
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ANEXO 10
Autores del presente trabajo de investigacion
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