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INTRODUCCION

El aumento de distintas Enfermedades Crénicas No Transmisibles (ECNT) asociadas al
estrés oxidativo como la diabetes tipo 2 se estan volviendo cada vez mas comunes en la
region Arequipa, siendo las principales causas de riesgo para contraer dichas enfermedades
los malos hébitos alimenticios de la poblacién, ademas de otros factores.

Por otro lado, no existe informacion cientifica del potencial nutritivo y funcional relevante
a la salud de la diversidad alimentaria de la region. Su valorizacion y consumo equilibrado
podria constituir una estrategia dietética importante para la prevencion de las ECNT. Un
producto destacado de esta biodiversidad es el maiz morado (Zea mays L.), del cual se
desconoce como varia su composicion (nutricional y fitoquimica) y sus propiedades
bioactivas en funcion a la variedad y a las zonas geogréaficas de cultivo en Arequipa, las
cuales se asocian generalmente a diferentes condiciones climaticas.

Este trabajo serd el primero en abordar el estudio de la variabilidad de la bioactividad
(capacidad antioxidante e inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa relevante para
la modulacion de la hiperglicemia) del maiz morado seguln las zonas geogréaficas de cultivo
en la region.

Esta investigacion abrira las puertas a futuras investigaciones que ayuden a contribuir con
el conocimiento cientifico de los alimentos de origen vegetal presentes en la biodiversidad
regional. La informacion generada sobre el maiz morado de Arequipa respecto a su potencial
actividad antioxidante y antihiperglucémica in vitro y su variabilidad segun el lugar de
cultivo podria contribuir con informacion importante para mejorar a futuro la cadena

productiva de maiz morado en la region.
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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalu6 el potencial funcional relevante a la salud
de muestras de maiz morado de la variedad Cantefio (marlo y grano) procedentes de dos
zonas de cultivo en la region de Arequipa (Iray y Chuquibamba, provincia de Condesuyos)
en relacién a su capacidad antioxidante a través de los métodos de inhibicién de los radicales
ABTS (2,2-azinobis-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) y DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrasil)
y su potencial de inhibicion in vitro de las enzimas digestivas a-amilasa y a-glucosidasa
relevantes para el control de la hiperglicemia. Se evaluaron las fracciones fendlicas libres y
ligadas (fendlicos asociados a la fibra dietética) del marlo y grano del maiz morado y se
incluyeron muestras de una zona de referencia para efectos comparativos (Corire, provincia
de Castilla).

Se encontraron valores altos de capacidad antioxidante en la fraccion fendlica libre de las
muestras de grano y marlo; y esta propiedad fue mayor en el marlo (de 29909.55 a 37301.89
pmoles Equivalentes de Trolox/100 g base seca (bs) y de 6998.60 a 9483.22 umoles
Equivalentes de Trolox/100 g base seca (bs) con el método de ABTS y DPPH
respectivamente). Todas las muestras presentaron potencial in vitro de inhibicion de las
enzimas digestivas evaluadas, sin embargo, los rangos de inhibicion de la a-glucosidasa
fueron mayores a los valores de inhibicion de la a-amilasa y estas propiedades fueron a su
vez mas elevadas en la fraccion fendlica libre del marlo (30.64 % con 25 mg y 95.01 % con
1.25 mg de muestra para el ensayo de inhibicion de la a-amilasa y a-glucosidasa,
respectivamente). Las muestras procedentes de Chuquibamba presentaron los mayores
valores de capacidad antioxidante y la mayor actividad de inhibicion de la a-amilasa. Estos

resultados constituyen una base bioquimica importante para la validacion in vivo a futuro
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del potencial antioxidante e hipoglucémico del maiz morado y potencial mejora de la cadena

productiva de este maiz.

Palabras Claves: Zea mays L., fraccion fendlica libre, fraccion fendlica ligada, marlo,
grano, capacidad antioxidante, inhibicion de las enzimas digestivas, a-amilasa, o-

glucosidasa.
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ABSTRACT

This research evaluated the health-relevant functional potential of purple corn samples
(Variety Cantefio, corn cob and grains) grown in two geographical zones from the Arequipa
region (lray and Chuquibamba, Condesuyos province) in relation to their antioxidant
capacity measured by two free radical inhibition methods (ABTS: 2,2-azinobis- 3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonic and DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrasil) and their in vitro
inhibition potential against digestive enzymes such as a-amylase and a-glucosidase relevant
for hyperglycemia management. The free phenolic and dietary fiber-linked phenolic
fractions from purple corn cob and grains were analyzed and samples from a reference
geographical zone have been included for comparative purposes (Corire, Castilla province).
The free phenolic fractions from cob and grain samples exhibited higher in vitro antioxidant
capacity values than bound-phenolic fractions and this property was the highest in corn cob
samples (from 29909.55 to 37301.89, and from 6998.60 to 9483.22 umoles TE/100 g dw
with the ABTS and DPPH methods, respectively). All sample extracts showed potential for
the in vitro inhibition of evaluated digestive enzymes; however, ranges of a-glucosidase
inhibition were higher than a-amylase inhibition values and both functional properties were
high in the corn cob free phenolic fractions (30.64 % with 25 mg and 95.01 % with 1.25 mg
of sample for the a-amylase and a-glucosidase inhibition test, respectively). Purple corn
samples from Chuquibamba had the highest values of antioxidant capacity and in vitro
inhibition of a-amylase. Results from current research are an important biochemical base
for future in vivo validation of antioxidant and anti-hyperglycemic properties of purple corn
and may give critical scientific information for the future improvement of purple corn

productive chain.

Key words: Zea mays L., free phenolic fraction, bound phenolic fraction, cob, grain,

antioxidant capacity, digestive enzymes inhibition, a-amylase, a-glucosidase.
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OBJETIVOS

1. Objetivo General

Evaluar la capacidad antioxidante y del potencial de inhibicion de las enzimas a-amilasa
y a-glucosidasa del maiz morado (Zea mays l.) procedente de dos zonas geograficas de

la region Arequipa utilizando modelos in vitro.

2. Objetivos Especificos

1. Determinar el potencial antioxidante in vitro de las fracciones fendlicas libres y
ligadas de las muestras de maiz morado (granos y marlos) procedentes de dos zonas
geograficas de Arequipa utilizando los métodos inhibicion del radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo) y ABTS (2,2 '- azino - bis (3 - etilbenzotiazolina - 6 - &cido

sulfénico)).

2. Analizar el potencial de inhibicién de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa de las
fracciones fendlicas libres y ligadas de las muestras de granos y mazorcas de maiz
morado (granos y marlos) procedentes de dos zonas geograficas de Arequipa a

través de métodos in vitro.
3. Evaluar estadisticamente los resultados para determinar la variabilidad de las

propiedades bioactivas del maiz morado por efecto de la zona geogréafica de

procedencia.
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HIPOTESIS

El maiz morado presenta capacidad antioxidante y potencial de inhibicion de las enzimas a-
amilasa y a-glucosidasa in vitro (1); y estas propiedades podrian variar en funcién a la zona

geogréfica de cultivo en la region Arequipa.
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CAPITULO |
1. MARCO TEORICO
1.1. COMPUESTOS FENOLICOS

Se denomina polifenoles a compuestos que presentan en su estructura uno 0 mas
anillos fendlicos, origindndose principalmente en plantas que los sintetizan en gran
cantidad como producto de su metabolismo secundario. Algunos cumplen funciones
importantes dentro de la planta como defensa ante factores de estrés y otros estimulos
bidticos o abioticos. Los polifenoles se pueden clasificar segun el nimero de anillos
fendlicos que poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos,
siendo los principales: flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, alcoholes
fendlicos. (2) (3)

La biosintesis de los polifenoles como producto del metabolismo secundario de las
plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del acido
shikimico y la ruta de los poliacetatos. (4)

En el maiz morado, como en todos los cereales, los compuestos fendlicos se
encuentran de manera soluble e insoluble o ligada. Dentro del grupo de solubles
podemos encontrar a los fenoles libres, entre los cuales encontramos flavonoides
(antocianinas), acidos fenolicos y amidas fendlicas. Por otro lado, los fenoles
insolubles se encuentran ligados a los componentes presentes en la pared celular, el
acido feralico es el de mayor abundancia en esta fraccion, su union a la pared celular
contribuye al dar una mayor resistencia a las paredes celulares, estos polifenoles no
pueden ser absorbidos en el intestino delgado, por lo que pasan al intestino grueso
donde pueden llegar a ser fermentados por una serie de microorganismos, siendo

parcialmente liberados de la pared celular. (5) (6) (7) (8)

1.1.1. Flavonoides

Los flavonoides se encuentran mayoritariamente como glucésidos, pero tambien
pueden aparecer en forma libre, pero en muy bajas concentraciones (también
Ilamados agliconas flavonoides). Los flavonoides son compuestos de bajo peso
molecular (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a

través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los
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anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2" al 6' (Fig. 1)
(9). Ademés, se pueden presentar como sulfatos, dimeros o polimeros. Existen
varios subgrupos de flavonoides que se clasifican por su estructura quimica, la
posicion y nimero de los grupos hidroxilo y por los grupos funcionales que
puedan tener: flavonoles, flavonas, flavanonas (di-hidroflavonas), isoflavonas,

antocianidinas y flavanoles. (10) (11)

Figura 1.- Estructura basica y sistema de numeracion de los flavonoides. (4)

1.1.1.1. Antocianinas

Las antocianinas representan el grupo mas importante de pigmentos
hidrosolubles detectables en la region visible por el ojo humano.
Quimicamente, las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides y son
glucésidos de las antocianidinas, constituida por una molécula de
antocianidina unida por un enlace glucosidico a un azucar. Sus funciones en
las plantas son multiples, desde la proteccion contra la radiacion ultravioleta,

atraccion de insectos polinizadores, entre otros. (12) (13)

Se conocen aproximadamente 20 antocianidinas, entre las mas importantes
se encuentran la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina
y la malvidina (Fig. 2); la combinacién de éstas con los diferentes azlcares
(glucosa, ramnosa, galactosa, xilosa, arabinosa, etc.) genera

aproximadamente 150 tipos antocianinas. (14) (15)
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Antocianidinas R, R,
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Pelargonidina H H
Petunidina OMe  OH
Peonidina OMe H

Figura 2.- Antocianidinas mas comunes en la naturaleza. (16)

Las antocianinas una vez consumidas a través de diferentes fuentes
alimentarias son muy poco biodisponibles, sin embargo, existe numerosa
literatura en relacién a sus efectos beneficiosos para la salud como la
reduccion de la enfermedad coronaria, efectos antioxidantes,
anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos (17).
Segun varios estudios realizados con diferentes fracciones de antocianinas
provenientes del vino han demostrado que éstas son efectivas en atrapar
especies reactivas del oxigeno, ademas de inhibir la oxidacion de

lipoproteinas y la agregacion de plaquetas. (18) (19)

Diversas investigaciones han mostrado que productos con un alto contenido
en antocianinas tienen un elevado potencial antioxidante y promueven un
efecto antihiperglucémico. Por ejemplo, el maqui (Aristotelia chilensis) es un
fruto con un alto contenido en antocianinas y ha mostrado un efecto positivo
en el balance de la glucosa en sangre en modelos in vivo (20). En otro estudio
se compararon las propiedades bioactivas de 3 variedades de aradndano:
Northland (NL), Britewell (BW) y Gardenblue (GB) de China, resultando que
el extracto de antocianinas de la variedad NL exhibi6 una actividad
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antioxidante superior, pero, la variedad BW mostro tener el efecto inhibidor

de la a-glucosidasa in vitro mas fuerte. (21)

1.1.2.  Acidos fenélicos

Los é&cidos fendlicos o también llamados acidos fenol carboxilicos, son
compuestos organicos, que comprenden sustancias que contienen un anillo

fendlico y una funcion orgéanica de &cido carboxilico (C6-C1). (22)

En la Tabla 1 se pueden apreciar algunos de los acidos fendlicos de interés en

alimentos, con sus respectivos radicales (Fig. 3). (23)

Tabla 1.- Radicales de algunos acidos fendlicos. (23)

Acido Nombre cientifico R1 R2 R3
p-Hidroxibenzoico 4-Hidroxibenzoico H OH H
Protocatecuico 3,4-Dihidroxibenzoico OH OH H
Vainillico 4-Hidroxi-3-Metoxibenzoico | OCHs | OH H
Siringico 3,5-Dimetoxibenzoico OCHs | OH | OCHs
Galico 3,4,5-Trihidroxibenzoico OH OH OH

O
© OH

Rl

Figura 3.- Ejemplo de acido fendlico. (23)

1.2. ENFERMEDADES CRONICAS NO TRANSMISIBLES (ECNT)

Las ECNT son enfermedades de larga duracion cuya evolucion es generalmente
lenta. Estas enfermedades representan una verdadera epidemia que va en aumento

debido a los modos de vida actuales que acentlan el sedentarismo y la mala

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

alimentacion. Las principales ECNT son la diabetes tipo 2, las enfermedades
cardiovasculares, el cancer, las enfermedades respiratorias crdnicas y la enfermedad
renal, y se caracterizan por compartir los mismos factores de riesgo como el
tabaquismo, mala alimentacion, falta de actividad fisica y consumo excesivo de
alcohol. En su conjunto son responsables de mas del 60% de las muertes a nivel
mundial, 80% de las cuales ocurren en paises de bajos y medianos ingresos. (24) (25)

Particularmente, los malos habitos alimenticios estan provocando el incremento de
personas con sobrepeso y obesidad en el Per( y el mundo. Estos malos habitos se
relacionan con el consumo constante de alimentos azucarados, alimentos con altos
contenidos en sodio o grasas, harinas refinadas y lacteos en reemplazo de las dietas
tradicionales generalmente mas ricas en granos enteros, verduras y frutas nativas
(26). Segun un informe reciente de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura) y la OPS (Organizacion Panamericana de la
Salud) en el Per(i el sobrepeso (indice de masa corporal (IMC) = 25.0 - 29.9 kg/m?),
afecta al 58.2% de adultos y al 7.2% de menores de 5 afios. En el caso de la obesidad
(IMC = 30.0 - 40.0 kg/m?) el 20%, de la poblacion en el Per( es obesa, siendo las
mujeres las mas afectadas (26%) que los hombres (16%) (27) (28). En Arequipa, el
40.5% de la poblacion de Arequipa mayor de 25 afios tiene sobrepeso y el 18.5% es
obesa. (29)

La obesidad se relaciona generalmente con otros problemas de salud como alta
presion sanguinea, elevados niveles de glucosa y colesterol en la sangre, condiciones
gue en su conjunto se conocen como el sindrome metabdlico (30). Si este sindrome
no es controlado con un cambio de alimentacion en conjunto con intervenciones
farmacoldgicas apropiadas, se pueden manifestar diversas ECNT como la diabetes
tipo 2. Esta enfermedad metaboOlica alberga un conjunto de alteraciones
caracterizadas por la elevacion de la glucosa en sangre (hiperglucemia) y
generalmente deriva en una serie de complicaciones cardiovasculares como:
enfermedad coronaria, insuficiencia cardiaca y cardiomiopatia diabética. (31) (32)
(33)

1.2.1. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccién de

especies reactivas y la capacidad de un sistema biolégico de decodificar
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rdpidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante. Todos los
seres vivos mantienen un entorno reductor dentro de las células; este entorno se
preserva por enzimas que mantienen este estado reducido a través de un
constante aporte de energia metabolica. Desbalances en estos sistemas REDOX
causan efectos toxicos por la produccion de perdxidos y radicales libres,
dafiando los componentes de la célula como las proteinas, lipidos, carbohidratos
y el DNA (34). El estrés oxidativo puede originarse por dos motivos: (35)

e Reduccidn de antioxidantes disponibles por una mala alimentacion.
e Excesiva produccion de especies reactivas de oxigeno debido a la
sobreexposicion de células a altos niveles de oxigeno.

En la actualidad se han desarrollado modelos que estudian el efecto de los
procesos oxidativos y cémo estos estan involucrados con el desarrollo y la
progresion de la diabetes mellitus tipo 2. Por ejemplo, se demostro que el estrés
oxidativo generado por la acumulacién de grasa tiene un efecto patdgeno
promoviendo el sindrome metabdlico asociado a la obesidad (36). También la
hiperglucemia contribuye al dafio oxidativo, al activar diferentes mecanismos de
reaccion, entre los cuales se proponen la oxidacion de la glucosa, la via del
sorbitol, la glicacién de proteinas (AGE), entre otros. (37) (38) (39)

1.2.1.1. Radicales Libres

Quimicamente, los radicales libres son especies quimicas que en su estructura
atdmica presentan un electrén desapareado o impar en su érbita externa, es
por esto que los radicales libres oxidan a las moléculas vecinas para asi
adquirir un equilibrio quimico. Son muy reactivos, tienen una vida media
corta, por lo que acttan cercano al sitio en que se forman y son dificiles de
dosificar. (40) (41) (42)

Al momento de que las moléculas vecinas son oxidadas por los radicales
libres, se convierten en especies radicalarias inestables, en busca de
electrones de moléculas vecinas para alcanzar su propio equilibrio,
provocando asi una reaccion en cadena que puede llegar a hacer mucho dafio

en el organismo, si no hay un control con los antioxidantes. (40)
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Molecularmente, son moléculas pequefias producto de varios mecanismos
como la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de
electrones a nivel microsomal y de cloroplastos, y en reacciones de oxidacion
provocando dafio celular al interactuar con biomoléculas de gran importancia
en el organismo. Estos se producen a través de diferentes mecanismos de

manera tanto endégena como exogena. (35)

Tabla 2.- Ejemplo de algunas especies reactivas y radicales libres. (41)

ESPECIE REACTIVA RADICAL LIBRE
Superdxido (O2)
ESPECIES REACTIVAS DE Hidroxilo (*OH)
OXIGENO (ROS) Hidroperoxido (HOz¢)
Peroxido (RO2¢)
ESPECIES REACTIVAS DEL Oxido nitrico (NO»)
NITROGENO (RNS) Didxido de nitrégeno (NOy).

Estas moléculas pueden ser neutralizadas por el propio organismo de ser
producidos en cantidades moderadas. Sin embargo. Las moléculas de ROS
que escapen los sistemas de defensa pueden causar dafios irremediables a los
carbohidratos, proteinas, lipidos y ADN que puedan alcanzar; provocando

consecuencias variadas que pueden ser de corto o largo plazo. (35) (42)

e Dafio al ADN: Producido por el <OH, provocando distintas
modificaciones, en general en la desoxirribosa, liberando bases
nitrogenadas unidas a este azucar; provocando el rompimiento de una o
ambas cadenas asi causando deleciones dando resultado en mutaciones,
reordenamientos cromosdmicos, activacion o inactivacion de genes.
También el estrés oxidativo causado produce errores durante la
transcripcion y la traduccién del ARN. (35) (43)

e Dafio a las proteinas: Todos los aminoacidos presentes en las proteinas
tienen residuos que son susceptibles al ataque de radicales libres, en su
mayoria por el radical hidroxilo; los aminoacidos mas susceptibles a un
ataque oxidativo son la tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina,
metionina y la cisteina. Esta oxidacion provoca en las proteinas un

deterioro en la actividad hormonal y enzimatica, asi como en el
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transporte de iones, y una mayor sensibilidad a una degeneracion
proteolitica. (35) (43)

e Dafio en los lipidos: Se conoce a este dafio como peroxidacion lipidica o
enranciamiento oxidativo, por lo que afecta a estructuras ricas en &cidos
grasos polinsaturados (PUFA). Los PUFA son una parte esencial de
fosfolipidos que forman la capa bilipidica de las membranas celulares,
brindandoles fluidez e integridad. El dafio de la oxidacion sobre éstas
resulta en la pérdida en la estabilidad y permeabilidad de la membrana,
provocando la muerte celular. (35) (43)

e Daiio a los carbohidratos: Un radical carbono se produce al momento que
el radical hidroxilo secuestra al azar un hidrégeno de un atomo de
carbono; provocando asi la ruptura de moléculas como el acido

hialurénico y la condroitina. (35) (43)

1.2.1.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias capaces de neutralizar radicales libres,
mediante la liberacion de electrones en la sangre, captados por radicales libres
para asi poder alcanzar su estabilidad y de este modo ya no dafien las células.
Por esto los antioxidantes son vitales en el mantenimiento 6ptimo de las
células. (35)

Los antioxidantes se transforman en radicales libres débiles al donarle un
electron a los radicales libres presentes, estos radicales libres débiles tienen
un escaso o0 nulo efecto toxico, en algunos casos se pueden regenerar en su
forma primitiva por la accién de otros antioxidantes, como la vitamina E. (41)
(43)

Segun su naturaleza, los antioxidantes pueden clasificarse como enddgenos,
sintetizados en la célula, y exdgenos, que ingresan al organismo a través de
la dieta. (43)

* Antioxidantes enzimaticos o enddgenos: Enzimas como la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GSH-PX) y
glutatién reductasa. (35) (42) (43)

*  Antioxidantes no enzimaticos o exdgenos: Sustancias de origen vegetal,

de bajo peso molecular ingeridos a través de la dieta, como la vitamina
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C (acido ascorbico), vitamina E (atocoferol), B-caroteno (provitamina
A), polifenoles y algunos elementos traza (selenio, cobre, zinc y
magnesio). (35) (42) (43)

e Polifenoles como antioxidantes

Los polifenoles, en especial los flavonoides, son efectivos donadores de
hidrégenos. Su potencial antioxidante depende del nimero y de la
posicion de los grupos hidroxilos y su conjugacién, asi como de la
presencia de electrones donadores en el anillo estructural, debido a la
capacidad que posee el grupo aromatico de soportar el desapareamiento
de electrones por desplazamiento del sistema de electrones-n (44) . Las
antocianinas, pertenecientes al grupo de los flavonoides presentan una
estructura adecuada para ser antioxidantes, ya que pueden donar
hidrégenos o electrones a los radicales libres, o bien, atraparlos y

desplazarlos en su estructura aromatica. (45) (46)

1.2.2. Diabetes tipo 2

La hiperglicemia es el aumento anormal de la glucosa en sangre, esto es lo
primero que se encuentra en todos los tipos de diabetes mellitus. La
hiperglicemia y la resistencia a la insulina tienen efectos como la disminucion
de la resistencia a la infeccién, al favorecer la infeccién por bacterias Gram-

negativas y por hongos. (47) (48)

La diabetes tipo 2 es un desorden metabdlico caracterizado por la hiperglicemia,
en contexto a la resistencia a la insulina y la falta relativa de ésta. La obesidad
se cree que es una de las razones principales para el desarrollo de la diabetes,
esto explica el aumento en las tasas de incidencia en ambas paralelamente. (48)
(49)

En el Perq, la diabetes mellitus (tipo 1y 2) afecta al 7% de la poblacion adulta,
siendo que la diabetes tipo 2 representa el 96.8% de los casos. La diabetes tipo
2 es la octava causa de muerte en el pais, la sexta causa de ceguera y la primera
de enfermedad cronica renal (ECR), también el 31.5% de infartos cardiacos y el
25% de accidentes cerebro vasculares (ACV) ocurren en pacientes diabéticos

(50). En el caso de Arequipa, casi el 7% de la poblacién presenta diabetes tipo
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2 y esta ciudad ocupa el segundo lugar en el Per( con el mayor nimero de

personas diabéticas, después de Lima. (51)

1.2.2.1. Polifenoles y efecto en la diabetes tipo 2

Se han reportado diferentes mecanismos de accion por los cuales los
compuestos fendlicos podrian disminuir los factores de riesgo de la diabetes

tipo 2 (Fig. 4).
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Figura 4.- Sitios potenciales de accidn de los polifenoles de la dieta sobre el metabolismo

de los carbohidratos y la homeostasis de la glucosa. (53)

Uno de ellos es a través de la inhibicién de enzimas como las amilasas y
glucosidasas en la luz intestinal; estas enzimas son importantes para la
digestién de carbohidratos por lo que su inhibicién por accién de los
polifenoles de origen dietario limita la digestion de polisacaridos consumidos
en la dieta, reduciendo asi la absorcién de azlcares simples. Esto podria
constituir una importante estrategia para la prevencién de la hiperglicemia a

través de la dieta (52). Otro mecanismo es por medio del aumento de la
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absorcion del azlcar de la sangre en el tejido muscular y adiposo, controlando
asi la hiperglicemia. Los polifenoles también aumentan la actividad de la
glucoquinasa hepética, promoviendo asi la utilizacion de la glucosa para
promover el almacenamiento de energia en forma de glucdgeno, y suprimir
la produccion de glucosa hepatica (glucogénesis). (53) Las células B se ven
afectadas por la hiperglicemia (glucotoxicidad), contribuyendo al deterioro
progresivo de la homeostasis de la glucosa caracteristica de la diabetes tipo
2; en estos casos, se ha sugerido que los polifenoles protegerian las células B
pancredticas de la glucotoxicidad y mejoran la secrecion de insulina,
previniendo la diabetes tipo 2 al actuar sobre células excretoras de insulina.
(53) (54)

e Digestion de los carbohidratos en el organismo y accién de los
inhibidores de glucosidasa

Oligosacaridos
del almidon

® Glucosa

Microvellos alfa-glucosidasa

Microvellos

Enterocito \

Figura 5.- Diagrama esquematico de la hidrolisis enzimatica de los oligosacaridos y la

inhibicion competitiva de la acarbosa. (57)
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La a-amilasa cataliza la hidrolisis de los enlaces internos de o-1,4-
glucano en polisacaridos que contienen 3 0 mas unidades de D-glucosa
con enlaces a-1,4, produciendo una mezcla de maltosa y glucosa (55).
La a-glucosidasa hidroliza los residuos terminales, no reductores de la o-
D-glucosa enlazados en 1,4, con la liberacion de la a-D-glucosa. Los

enlaces a 1,2 y a 1,3 se dividen a un ritmo mucho mas lento. (56)

Un inhibidor de estas enzimas es la acarbosa la cual es cominmente
utilizada como agente terapéutico para el control de la hiperglicemia a
través de la inhibicion de las enzimas glucdsidos hidrolasas, en
especifico a las a-glucosidasas ubicadas en el intestino delgado, y a las
a-amilasas pancreaticas; la acarbosa se une de manera competitiva a los
sitios de union de las enzimas, impidiendo asi la unién y posterior
hidrélisis enzimatica de carbohidratos (Fig. 5). (57)

1.3. MAIZ MORADO (Zea mays L.)

El maiz es una planta oriunda de América, encontrando restos de este cereal en
Canada hasta el norte de Argentina. EI maiz morado es el Gnico en el mundo, que
presenta la pigmentacion morada tanto en los granos como en la coronta, esta
pigmentacion se debe a la presencia de las antocianinas, que constituyen un colorante
natural de alta importancia en el campo de la medicina y en la industria de alimentos.
En el caso del Perq, las diferentes variedades de este maiz provienen de la raza
“Kculli” (negro en quechua). Esta raza se cruzé con otras de la zona, transfiriendo asi
sus colores caracteristicos a las razas derivadas, como el San Jerénimo, Cantefio,

Huancavelicano, Piscoruto, Cuzco, Huaylefio e Iquefio. (58) (59)

1.3.1. Produccién

De alta distribucion en América Latina, donde principalmente crecen en los
Andes del Peru y Bolivia; también pueden encontrarse cultivos en Colombia y
Ecuador, pero no en gran cantidad. En el Pert el maiz morado se cultiva desde
el nivel del mar hasta los 3000 msnm, donde se estima que se tienen alrededor
de 5000 ha de este cultivo en el pais; siendo las zonas de mayor concentracién
de cultivo las regiones de Arequipa, Lima, Huanuco, Cajamarca y Ayacucho.
(60) (61) (62)
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El Peru es un gran exportador de maiz morado, siendo la region de Arequipa una
de las principales productoras del pais, concentrando casi el 10% de la
produccion nacional (Fig. 6) (63) (64) (52) (65) (66). EI maiz morado exportado
desde el Per0 tiene tres presentaciones: en mazorca y en polvo. En el 2018 se
export6 en mazorca 869 653 kg. Los principales paises importadores son Estados
Unidos 79%, Corea del Sur 15%, Canada 4% y otros 2%. (67)

Otros: 20.3%

——— Lima: 45.3%
Arequipa: 9.7%

Huanuco: 10.5%

Ayacucho: 14 3%

Figura 6.- Produccion a nivel nacional de maiz morado. (64)

Las diferentes zonas geogréaficas en donde se realice el cultivo del maiz morado,
podrian influir en su composicion en compuestos bioactivos y sus propiedades
funcionales. Existe solo una investigacion en el Per( donde se tomaron 18
muestras de maiz morado cultivado en diferentes localidades (Arequipa,
Cajamarca, Canta, La Molina y Pacaran), realizando una comparacion de la
cantidad de antocianinas y polifenoles totales segn su ubicacion geografica,
concluyendo que la ubicacion geogréafica del cultivo afecta el porcentaje total de
antocianinas y fenoles totales, siendo las muestras de Cajamarca las que tuvieron
los mayores valores (68). Este es un tema que no se ha investigado en la region

de Arequipa.
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1.3.2. Clasificacién Taxonémica.

El maiz se clasifica de la siguiente manera, segin Takhtajan et al. (69)
Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Monocotiledénea

Subclase: Apetala
Orden: Poales

Familia: Poaceae

Género: Zea

Especie: Zea mays L.
Nombre comun: Maiz morado

1.3.3. Propiedades Bioactivas

El maiz morado es un alimento con alto contenido de antocianinas. Las
antocianinas principales presentes en el maiz morado incluyen la cianidina-3-
glucésido (C-3-G) (Fig. 7), pelargonidina-3-glucésido (Pg3-glu), peonidina-3-
glucésido (Pn-3-glu) y sus derivados acilados formados cuando el azlcar se une
a un radical acilo proveniente de acidos organicos (alifaticos o aromaticos). (70).

En los Gltimos afios se han realizado varios estudios in vitro y algunos in vivo en
los cuales se ha investigado la bioactividad del maiz morado y sus posibles

beneficios a la salud como capacidad antioxidante y efecto hipoglucémico. (71)

(72)
OH
OH
@®
HO @)
~
‘ = OH
O 0
HO

Figura 7.- Cianidina-3-glucoésido. (70)
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Diversos estudios han mostrado que la C-3-G presenta actividad antiinflamatoria
in vivo, proporcionando la base bioquimica para el uso potencial de fuentes ricas
en C-3-G como un componente importante en el desarrollo de alimentos
funcionales (73) (74). Asimismo, las antocianinas del maiz morado han
presentado una mayor capacidad antioxidante in vitro que el arandano. (75)

En Tailandia, una investigacién determind la composicién fitoquimica y el
potencial contra la obesidad de extractos de seda del maiz morado centrandose
en la interrupcion del ciclo de vida de los adipocitos, comprobando que expresan
una significativa actividad antiproliferativa y efectos antiobesidad (71). Otro
estudio realizado en Japon propone que la disfuncion de los adipocitos esta
fuertemente asociada con el desarrollo de la obesidad y la resistencia a la
insulina, demostrandose que un extracto de maiz morado rico en C-3-G presentd
una accién farmacol6gica Unica en adipocitos de rata aislados; por lo que las
antocianinas de este tipo tuvieron implicaciones importantes para prevenir la
obesidad y la diabetes (76). Otra investigacion examind si las antocianinas
presentes en el maiz morado, principalmente la cianidina -3- glucésido y la
cianidina -3- (6”- malonil glucésido) pueden atenuar la proliferacion de células
mesangiales y la acumulacion de glucosa, principales caracteristicas de
glomeruloesclerosis diabética; se utilizaron cultivos de células renales humanas,
se comprobd que los extractos de antocianinas provenientes del maiz morado
detuvieron la fibrosis e inflamacién mesangial asociada a la diabetes (77). Un
estudio realizado en Japdn estudio la capacidad antioxidante de las antocianinas
del maiz morado y su efecto potenciador de la actividad superdéxido dismutasa
(SOD) en animales monogastricos, defensa antioxidante en rumiantes; se evaluo
el efecto de la suplementacion de un pigmento purpura de maiz rico en
antocianinas en las actividades antioxidantes de la sangre y la resistencia a la
oxidacién en 12 ovejas; resultando que la ingesta del pigmento de maiz morado
aumento la actividad de la SOD vy el potencial de la actividad antioxidante del

plasma en ovejas. (78)

El maiz morado también ha presentado otras propiedades bioactivas relevantes
a la salud como potencial antiproliferativo y efecto cardioprotector en modelos
in vitro e in vivo. (79) (80)
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CAPITULO II
2. MATERIALES Y METODOS
2.1. LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion se realiz6 durante los meses de marzo del 2018
a enero del 2019, en el Laboratorio de Ciencia de Alimentos de la Vicerrectoria de
Investigacion (Pabellén F-404) de la Universidad Catolica De Santa Maria.

2.2. MATERIALES

2.2.1. Obtencion y Almacenamiento del Material Vegetal

El material vegetal utilizado correspondid a mazorcas completas de maiz
morado (Zea mays L.) de la region de Arequipa. Se seleccioné una variedad de
maiz morado (Cantefio) y se recolectd aleatoriamente muestras (mazorcas) de 3
fundos o campos de cultivo de dos zonas geograficas. Las zonas geogréaficas
seleccionadas correspondieron a los distritos de Iray y Chuquibamba (provincia
de Condesuyos). Se considerd que un grupo de muestras de mazorcas de cada

fundo o campo de cultivo corresponde a una réplica biolégica.

Para efectos comparativos, se incluyé un grupo de muestras (4) procedentes de
Corire (provincia de Castilla), ya que esta es la zona de mayor produccion de
maiz morado a nivel de la region Arequipa (64); sin embargo, en todos los casos
se desconoce la variedad utilizada. La informacién de cada fundo junto con los

cddigos asignados a cada muestra se muestra en la Tabla 3.

Durante la colecta se recopilé informacion de las condiciones pre y post cosecha
aplicadas al cultivo de cada muestra (Anexo 1). También se recogieron datos
meteoroldgicos provistos por el Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia
del Pert (Senamhi) de las zonas de Chuquibamba y Corire, mas no de Iray, ya

que el Senamhi no posee una sede en esta region (Anexo 2).

Las mazorcas colectadas estaban aun humedas por lo que una vez trasladadas al
laboratorio se secaron inmediatamente en una estufa con aire forzado a una
temperatura de 42 °C por 3 dias. (81) (82)
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Tabla 3.- Lugar de colecta y cddigo dispuesto para las muestras.

Localizacién
L Localidad / Altura L geografica
Provincia | Zona Distrito (ms.nm,) | Codigo | Lugar Latitud/
Longitud
2768 CH-01 Huayra 71250351?3230 47 VSV
1 Chuquibamba 2759 CH-02 Huayra 712503?5533 65 VSV
N, 15°48'59.6” S
2896 CH-03 | Chiringay 72°38°33.3” W
Condesuyos
2249 IR-01 Puyara %302%57’447 Vs
2 Iray 2337 | IR02 | Huychara | L0342 S
1712 IR-03 | Pacaychare 1752053:2?%2\;
310 CO-01 Toran 71260228130 : VSV
532 CO-02 | Querulpa 71260203 14 70 VSV
Castilla 3* Corire
429 CO0-03 Corire 71260215 12 64 VSV
1570 | CO-04 | Maran | 222388

* Incluida para efectos comparativos. Zona de mayor produccion en Arequipa.

2.2.2.  Insumos y Reactivos Quimicos

e 4-nitrofenil-a-D-glucopiranosa (N1377-5G) (Merck).

e ABTs (2,2-azinobis-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfonico)) 98% (Sigma-
Aldrich).

e Acarbosa 95% (Merck).

e Acetona p.a. (Merck).

e Acido Clorhidrico fumante 37% (Merck).

e Almiddn p.a. (Merck).

e Difosfato de Sodio ACS (Merck).

e DNS (acido dinitrosalicilico) 98% (Sigma-Aldrich).

e DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrasil) 98% (Sigma-Aldrich).
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e Etilo acetato p.a. (Merck).

e Fosfato Dipotasico p.a. (Merck).

e Fosfato Disodico p.a. (Merck).

e Fosfato Mono potésico p.a. (Merck).

e Hidrdxido de Sodio p.a. (Merck).

e Metanol p.a. (Merck).

e Persulfato de Potasio p.a. (Merck).

e Trolox (6 — hidroxi - 2, 5, 7, 8 —tetrametilcroman—2- &cido carboxilico) 97%
(Sigma-Aldrich).

Enzimas

e a-amilasa pancreética (Type VI-B, > 10 unid/mg; Sigma, A3176-10 MU)
NUmero EC 232-565-6.
e a-glucosidasa de levadura (Sigma, G5003-100UN) Numero EC 232-604-7.

2.2.3. Material de Laboratorio

e Columnas SPE 6 ml Thermo Scientific™ HyperSep™ Verify-CX
e Frascos &mbar.

e Matraz aforado de 5, 10 y 500 ml.

e Micropipetas de 0.2-20 pl, 20-100 pl, 100-1000 pl y 500-5000 pl.
e Microplacas (transparente) 96 pocillos de 400ul c/u.

e Pipetas de vidrio de 1, 5y 10 ml.

e Probetas de 10, 50, 100 y 500 ml.

e Tamiz de 500 pm.

e Tubos de centrifuga 15 y 50 ml.

e Tubos de ensayo de 25 ml.

e Tubos de microcentrifuga 2 ml.

e Vasos de precipitado 50 y 250 ml.

2.2.4. Equipos e Instrumentacion

e Agitador magnético (ASHA serie, A & amp, China).
e Agitador orbital (SK-0330-Pro, SCILOGEX, EEUU).
e Balanza analitica (Explorer® Analitica, OHAUS, EEUU).
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Bomba al vacio (2546, Welch, Alemania)

Campana extractora (FHI800(P), BIOBASE, EEUU).

Centrifuga (RH5A/RH5, RongHua, China).

Cocina electrica (Dinamic Inox Duo - MGF: 8022, Magefesa, EEUU).
Equipo Manifold (60103-351, Thermo Scientific™, EEUU)
Espectrofotémetro (Evolution 201, Thermo Scientific, EEUU).

Estufa de secado (OMS60 / OMS100, Heratherm General Protocol Ovens,
EEUU).

Lector de microplacas (DIAReader ELX800G, DIALAB, EEUU).
Molinillo (MKM®6003, Bosch, Alemania).

Molino (Nutribullet 600 series, Magic Bullet, EEUU).

Molino manual (WF2541, Wolfox, EEUU).

Potenciometro (HI 3220, HANNA Instruments, Italia).

Rotavapor con bafio maria y bomba de vacio (Rotavapor® R-100, Buchi,
Alemania).

Selladora (PFS-300, Chen-he Machine, China).

Sistema de produccion de agua ultrapura (Simplicity®, MERK, EEUU).
Vortex (WIZARD IR Infrared Vortex Mixer, Velp Scientifica, Italia).

2.3. METODOS

2.3.1. Metodologia de preparacion de muestras y extraccion

2.3.1.1.

Preparacion de muestra

Los granos y los marlos secos se molieron en diferentes condiciones. Los
marlos se trituraron primero con un molino manual para luego ser
pulverizados en un molinillo eléctrico, se procedi6 al tamizado y
almacenamiento en bolsas de polietileno de alta densidad en oscuridad a -
18°C. Los granos por otro lado se molieron directamente en un molinillo
eléctrico, se tamizaron y las harinas se almacenaron en iguales condiciones

que los marlos.
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2.3.1.2. Extraccion de la fraccion fenoélica libre

Se pesaron 5 y 1 g de harina de grano y marlo de maiz morado,
respectivamente, luego se adicionaron 20 ml de solucion de metanol: acetona:
agua (45:45:10 v/vlv) acidificado con 0.1% de HCI p.a. y la mezcla fue
llevada a un agitador orbital a 200 rpm durante 1 h a temperatura ambiente y
protegidos de la luz, la mezcla luego fue centrifugada a 4000 rpm durante 15
min y se separé el sobrenadante; se reextrajo dos veces mas para la muestra
de marlo y una vez més para el caso del grano. Los sobrenadantes en ambos
casos (marlo y grano) se juntaron y se concentraron al vacio hasta sequedad
en un rotavapor a 180 rpm a 45 °C. Los compuestos fendlicos de la fraccion
libre fueron resuspendidos con 10 ml de agua ultra pura. (83)

2.3.1.3. Extraccion de la fraccion fendlica ligada

Se pesaron 0.5 g y 0.1 g de harina de grano y marlo de maiz morado,
respectivamente. Se procedi6 a adicionar 2 ml de solucion de metanol:
acetona: agua (45:45:10 v/v/v) acidificado con 0.1% de HCl p.a. y se procedio
de la misma forma que en el punto 3.1.2. Se descart6 la fraccion fendlica libre
y se conservo el pellet (fraccion insoluble). El residuo se mezclé con 20 mi
de NaOH 3N y se procedio6 con la hidrolisis alcalina por 88 min a temperatura
ambiente en un agitador orbital a 200 rpm. La suspensidn fue acidificada con
HCI hasta un pH aproximado de 2.5-3. La solucion final fue extraida seis
veces con 10 ml acetato de etilo, separando luego de cada extraccion la
fraccidn organica (acetato de etilo) por centrifugacion a 4000 rpm durante 5
min, finalmente las fracciones de acetato de etilo se juntaron y se
concentraron al vacio a 45°C a sequedad. La fraccién fendlica ligada se

resuspendié en 5 ml de agua ultra pura. (83)

2.3.2.  Métodos de Analisis

2.3.2.1. Determinacion de Humedad

Se determind el contenido de humedad de las muestras para poder expresar
los resultados de los parametros evaluados en base seca. Para esto se empled

el método de la A.O.A.C. a través del uso de una estufa con aire forzado hasta
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peso constante. Los resultados se expresaron en porcentaje (%) peso/peso.
(84)

2.3.2.2. Capacidad antioxidante

e Inhibicion del radical ABTSe+

La generacion del radical ABTSe+ es uno de los métodos
espectrofotométricos mas utilizados para medir la actividad antioxidante
de diferentes soluciones. La manera mas apropiada de realizar este
ensayo consiste en la técnica de decoloracién, donde el radical se forma

de manera estable antes de su reaccion con los antioxidantes. (85)

El método consiste en la formacion directa del cromoforo ABTSe+
(verde-azul), a través de la reaccién entre el ABTS vy el persulfato de
potasio (K2S20g). Este cromdforo presenta tres maximos de absorbancia
a las longitudes de onda de 645nm, 734nm y 815nm. Los antioxidantes
reducen al radical preformado a ABTS. De este modo el grado de
decoloracion representa el porcentaje de inhibicion del radical catién
ABTSe+ (Fig. 8), determinado en funcion al tiempo y la concentracion,
utilizando como estandar al Trolox (analogo de la vitamina E) en las

mismas condiciones. (85) (86)

- s 50, + Antioxidantes
0,5 (3 N# —_——
£ N "K,S0
TS =
Fil C,H,

CZHE
L . _
ABTS (732nm)
Azul

'\‘;

N C,H;

) 035\©:s>=€:<:1:r3o§

ABTS” (732 nm)
Incoloro

Figura 8.- Estructura del ABTSe+ antes y después de la reaccion con el antioxidante. (85)
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Procedimiento

El procedimiento se desarrolld segin Pérez-Jiménez et al (87). Se
prepar0 la solucion madre de ABTS, pesando primero 16.8 mg de
persulfato de potasio (K2S20g) y 96 mg de ABTS para luego disolver
ambos en 25 ml de agua destilada; se dejé en agitacion constante por 16
h a temperatura ambiente y protegido de la luz. Por dltimo, se deja en

refrigeracion con un tiempo maximo de uso de 2 semanas.

La solucion de trabajo se preparé al momento, diluyendo la solucion
madre con metanol hasta obtener una Absorbancia igual a 0.700+0.002.

Se prepar6 una curva estandar de Trolox utilizando un rango de
concentraciones desde 50 a 600 puM, esta fue preparada en cada corrida

de analisis.

En cubetas de 5 ml se agreg6 primero 100 pl de la muestra, luego se
adiciono 3.9 ml de la solucién de trabajo y se dejo en incubacion durante
6 min en oscuridad. La medicion se realizd en un espectrofotometro a
una longitud de onda de 734 nm. Se corrié un control bajo las mismas

condiciones utilizando en lugar de la muestra, metanol.

Se determind el porcentaje (%) de inhibicion con la siguiente ecuacion:

(Abscontrot— AbSmuestra) %100 (ec 1)

%Inhibicion = =
control

Los resultados fueron expresados como umoles Equivalentes de Trolox
(ET)/ 100 g de muestra en base seca (bs), utilizando una curva estandar

de Trolox.

¢ Inhibicion del radical DPPH

La molécula de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrasil) se conoce por ser un
radical libre estable por la deslocalizacion de un electrén desapareado
sobre la molécula completa, por lo tanto, la molécula no se dimeriza,
como es el caso en la mayoria de radicales libres. Esta deslocalizacion

del electrén provoca también la intensificacion del color violeta de este
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cromoforo, la cual presenta una absorbancia a 517 nm en presencia de
metanol. La solucion de DPPH al entrar en contacto con el sustrato
antioxidante pierde su color violeta, ya que este le dona un dtomo de
hidrégeno a la misma (Fig. 9). Este cambio de color se monitorea de
manera espectrofotométrica para determinar las propiedades
antioxidantes de los sustratos. La mayoria de estudios donde se utiliza
este ensayo determiné como tiempo de reaccién de 20-30 min. (85) (86)

NO, NO,
- . D
02N N—"N + AH — = O.N N—N + A
NO2 \© NO, @

1,1-difenil-2-pi|:rilhidrazilo {raﬂif:al |ibrE':l 1 ,"I-difenil-2-pil:rill1idrazilo [no radil:al}
Morado Amarillo

Figura 9.- Estructura del DPPH antes y después de la reaccion con el antioxidante. (85)

Procedimiento

El procedimiento se desarrolld6 segun Pérez-Jiménez et al. (87). Se
prepard la solucion madre de DPPH, pesando primero 12.5 mg de DPPH,
para disolver en 100 ml de metanol; se dejo en agitacion suave y
protegido de la luz hasta disolucién. Por ultimo, se deja en refrigeracion
con un tiempo maximo de uso de 2 semanas. La solucion de trabajo se

prepard diluyendo la solucion madre con metanol a 2.5 mg/100 ml.

Se prepar0 una curva estdndar de Trolox utilizando un rango de
concentraciones desde 50 a 600 puM, esta fue preparada en cada corrida

de andlisis.

En cubetas de 5 ml se agreg6 primero 100 pl de la muestra, luego 3.9 ml
de la solucién de trabajo, se dejé en incubacién durante 25 min en
oscuridad. La medicion se realizé en un espectrofotometro a una longitud
de onda de 517 nm. Se corri6 un control bajo las mismas condiciones

utilizando en lugar de la muestra, metanol.
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Se determind el porcentaje (%) de inhibicidn con la siguiente ecuacion:

YlInhibicion = AlScontrol” AbSmuestra) , 4 o (ec. 2)

AbScontrol

Los resultados fueron expresados como umoles Equivalentes de Trolox
(ET)/ 100 g de muestra en base seca (bs), utilizando una curva estandar

de Trolox.

2.3.2.3.  Inhibicion in vitro de la enzima a-amilasa

Este método esta basado en la disminucién de la hidrdlisis enzimatica
produciendo una pérdida de color del compuesto reactante (DNS), la cual es
correlacionada de forma proporcional a la presencia de compuestos fendlicos
u otros compuestos inhibidores presentes en los extractos de estudio. Se
utilizé el acido 3.5 dinitrosalicilico (DNS) para la deteccion de azlcares
reductores formados a partir de la hidroélisis del almidon por la accién de la
a-amilasa. El procedimiento se basa en una reaccion redox, donde el azicar
reductor se oxida a causa del DNS, provocando su propia reduccién
endotérmica en el proceso (Fig. 10). Esta reaccién es colorimétrica, ya que el
DNS es de color amarillo, mientras que el acido 3-amino-5-nitrosalicilico
resultante de la reaccion posee un color rojo pardo oscuro, cuya intensidad
depende de la cantidad de azucares reductores presentes en la muestra. Al
finalizar la reaccion se hace la lectura por espectrofotometria, midiendo la

absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. (88)

OH  +reducing O +oxdsed
sugar : ﬂ—ﬂ) sugar
/\"-%/
O NO, ON NH;
3,9-dinitrosalicylic acid 3-amno-5-nitrosalicylate (red, A, 540nm)

Figura 10.- Oxidacion de azucares reductores por la accion del DNS. (88)
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Procedimiento

El procedimiento se realiz6 segun lo indicado por Worthington V. et al.
(55) y modificado por Gonzales A. et al. (1). Se dejé incubar 500 pl de
cada extracto de las muestras de maiz morado y 500 pl de la enzima a-
amilasa (0.5 mg/ml) contenida en buffer fosfato de sodio 0.02 M (pH
6.9 con NaCl 0.006 M) a temperatura ambiente durante 10 minutos en
un tubo de ensayo. Luego se afiadié 500 pl de una solucion de almidén
al 1% en buffer fosfato de sodio 0.02 M (pH 6.9 con NaCl 0.006 M) a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Finalmente se agregé 1 ml del
reactivo de color DNS y las muestras se incubaron en un bafio de agua
hirviendo durante 10 minutos. La mezcla se diluy6 con 15 ml de agua
destilada, se mezcl6 bien y se midio la absorbancia a 540 nm. También
se registro la absorbancia de un blanco de muestra (buffer en lugar de la
solucion enzimatica) y de un control (buffer en lugar del extracto de
muestra). La absorbancia a trabajar se obtuvo al restar la absorbancia del
blanco de muestra a las lecturas de absorbancia de las muestras. Los

resultados se calcularon utilizando la siguiente ecuacion:

B i Ab — Ab
%Inhibicion = S“’“ZI;’; Smuestra) 4900 (ec. 3)
control

Los resultados se expresaron como % de inhibicion por mg de muestra'y
se evalud si existio dosis dependencia a 3 diferentes cantidades de

muestra (mg).

2.3.2.4.  Inhibicion in vitro de la enzima a-glucosidasa

Este método consiste en la inhibicion de la hidrolisis enzimatica del sustrato
sintético p-NFGP (p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido), que por la accion de la
a-glucosidasa libera unidades de p-nitrofenolato y a-D-glucosa (Fig. 11). El
ion p-nitrofenolato presenta una coloracion amarillo claro, lo que indica que
la hidrélisis enzimatica se ha producido. La disminucién de esta hidrolisis

resulta en la pérdida de color, la cual se atribuye de forma proporcional a la
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presencia de compuestos inhibidores como los compuestos fendlicos u otros

presentes en los extractos de estudio. (56) (89)

OH
m Q
o E&A
HO 0 QHDH
HO a-D-Glucosa
oH i +
o N+ elucosidoss ————) [T T T
{ E \ L Va
¢ : N
p-Mitrofenil-o-D-glucopirandsida : \D' :
: Tén p-nitrofenclato :

Figura 11.- Hidrolisis enzimatica del p-nitrofenil-D glucopirandsido por accion de la a-
glucosidasa. (89)

Procedimiento

El procedimiento se realizd segun lo indicado por Worthington V. et al.
(56) y modificado por Gonzales A. et al. (1). En una microplaca de 96
pozos se dejé incubar 50 pl de extracto de cada muestra de maiz morado
(o sus respectivas diluciones) con 50 pl de buffer fostato de potasio 0.1
M (pH 6.9) y 100 pl de la enzima a-glucosidasa (1.0 U/ml) preparada en
buffer de fosfato de potasio 0.1 M (pH 6.9) a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Luego se afiadié 50 pl de la solucion de p-NFGP a
5mM en buffer fosfato de potasio 0.1 M (pH 6.9) a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Se registraron las absorbancias en un lector de
microplacas antes y después (a tiempo 0 y a los 5 minutos) de la
incubacion a 405 nm y se las compard con un control que contenia 50 ul
de buffer en lugar del extracto. Los resultados se calcularon utilizando la

siguiente ecuacion:

Y Abs — Abs
%Inhibicion = """;Tl;’; muestra) , 1) (ec. 4)
control

Para los célculos, las absorbancias del tiempo O se restaron a las del
tiempo 5 min. Los resultados se expresaron como % de inhibicion por
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mg de muestra y se evaluo si existié dosis dependencia a 3 diferentes
cantidades de muestra (mg).

2.3.3.  Andlisis Estadistico

Para observar si hubo diferencias significativas en las propiedades evaluadas de
las muestras procedentes de Iray y Chuquibamba se realizd un analisis
estadistico con la prueba “t” de student para medidas de dos muestras
emparejadas, a un nivel de significancia del 95% (p<0.05) usando el programa
Statgraphics Centurion (XV) 16.1.15.
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CAPITULO III
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. ANALISIS DE HUMEDAD

En la tabla 4 se puede apreciar el contenido de humedad de las muestras recolectadas
en las diferentes zonas geograficas de Arequipa. Se determind el contenido de
humedad para asi poder expresar los resultados de los diferentes analisis en base
seca. La humedad estuvo en todos los casos por debajo del valor recomendado que
aseguran una adecuada estabilidad de los granos secos para su almacenamiento (15
%). (84)

Tabla 4.- Contenido de humedad de las muestras de maiz morado evaluadas.

Variedad Zona Contenido de humedad (%0)
Marlo Grano
Cantefio Chuquibamba* 5.855 + 0.504 9.262 + 0.653
Iray* 7.423 +1.225 | 10.547 +1.395
Desconocida Corire** 5.882 +1.030 | 10.738 +0.356
*n=3, **n=4

Los contenidos de humedad obtenidos podrian ser menores a los recomendados a
causa de los tratamientos a los que son sometidas las muestras utilizadas.

3.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Los resultados de capacidad antioxidante determinada por el método de inhibicion
del radical ABTS de las fracciones fendlicas libres y ligadas de las muestras de marlo
y grano de maiz morado de diferentes zonas geograficas de cultivo se presentan en
las tablas 5 y 6; mientras que los resultados obtenidos por el método de inhibicion
del radical DPPH se presentan en las Tablas 8 y 9. Se incluy6 la zona de Corire para

efectos comparativos en todos los casos.

3.2.1. Inhibicion del radical ABTS

En el Anexo 7 se presentan los resultados obtenidos de todas las repeticiones de
cada zona trabajada, donde se aprecia como los valores obtenidos varian entre
cada fundo de donde se recogieron las muestras, esto se podria explicar debido
que, a pesar de que las muestras sean procedentes de una misma zona geografica,

hay mas variables que afectan el crecimiento y desarrollo de estas muestras,
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como lo es el tipo de suelo o los tratamientos a los que se someten los cultivos
(90). En el Anexo 8 se muestra la curva de calibracion que fue utilizada
finalmente para obtener los valores de pmoles Equivalentes de Trolox.

Segun las tablas 5 y 6 se puede apreciar que la fraccion libre presentd los
mayores valores de capacidad antioxidante respecto a las fracciones fendlicas
ligadas. Siendo aproximadamente 3 veces mayor en comparacion con la fraccion
ligada. Esto podria relacionarse con la composicion fendlica de la fraccion libre,
la cual esta principalmente constituida por antocianinas; Pedreschi R. et al. (91),
Aoki H. et al. (92) y Yang Z. et al. (93) reportaron que la fraccion fenolica libre
del maiz morado de origen peruano es rica en antocianinas del tipo cianidina-3-
glucosido, pelargonidina-3-glucésido y peonidina-3-glucésido, y la capacidad
antioxidante medida por diferentes métodos in vitro se correlaciono
significativamente por la presencia de antocianinas, siendo esta propiedad
mayor en las fracciones fendlicas libres. Sin embargo, en maices con
pigmentacion de grano mas claros se observé que la mayor capacidad
antioxidante se encontraba en las fracciones fendlicas ligadas (94) (1). En otros
casos como el grano de mijo, también la mayor concentracion de polifenoles
(flavonoides y acidos fendlicos) se encontr6 en la fraccién ligada. (95)

Asimismo, al comparar los resultados de las Tablas 5 y 6, se observa que la
capacidad antioxidante fue mayor en los marlos que en los granos. Monroy Y.
et al. (96) evaluo6 la composicién fendlica y algunas propiedades funcionales en
el marlo y grano de maiz morado de origen peruano y encontré que el marlo
tuvo una cantidad de 63.09 mg C3G (equivalentes de cianidina-3-glucésido/g bs
(base seca)), mientras que el grano presentd 12 mg C3G/g bs. Esto podria
explicar la mayor capacidad antioxidante del marlo encontrado en la presente

investigacion.

Hosada K. et al. (78), Mazewskia C. et al. (79) y Petroni K. et al (80) reportaron
que la cianidina-3-glucésido, la mayor antocianina encontrada en el maiz
morado, present6 una alta capacidad antioxidante al utilizar modelos in vitro e
in vivo, siendo esta una posible razon por la cual segun diversos estudios
epidemioldgicos han demostrado que el consumo continuo de alimentos con

altos contenidos de antocianinas podria disminuir los factores de riesgo de las
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ECNT asociadas al estrés oxidativo, sin embargo, los estudios en ensayos

clinicos aun son escasos.

En relacion a las diferencias de los resultados por zona geogréfica de cultivo, se
observo, segin el Anexo 9 que existieron diferencias significativas en los
resultados de capacidad antioxidante del marlo y grano, siendo las muestras
procedentes de Chuquibamba las que presentaron los mayores valores respecto
a las muestras de Iray tanto en la fraccion fendlica libre, ligada y total.

Tabla 5.- Capacidad antioxidante por el método de inhibicion del radical libre ABTS del
marlo de maiz morado (umoles ET/100 g bs).

Fraccion fendlica Fraccion fendlica
ZONA libre ligada TOTAL

Iray* 20909.274 + 2923.8262 | 9000.293 + 486.265% | 29909.567 + 2927.3402
Chuquibamba* | 27564.585 + 1674.677° | 9737.305 + 600.038? | 37301.890 + 1147.010°

Corire** 19722.021 + 3042.250 | 8558.682 + 344.420 | 28280.703 + 3335.131
*n=3, **n=4. Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadistica

significativa (p<0.05).

Tabla 6.- Capacidad antioxidante por el método de inhibicion del radical libre ABTS del

grano de maiz morado (umoles ET/100 g bs).

ZONA Fracci(?n fendlica Fracci_()n fendlica TOTAL
libre ligada
Iray* 3546.886 + 148.965% |1372.385 + 21.502% | 4919.271 + 134.1512
Chuquibamba* | 4076.321 + 501.329" |1462.852 + 28.099° | 5539.173 + 473.815°
Corire** 2729.936 + 134.348 | 1281.513 +51.462 | 4011.449 + 129.363

*n=3, **n=4. Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia

estadistica significativa (p<0.05).

En el caso de las muestras (grano y marlo) de la regién de Corire, la cual fue
incluida para efectos comparativos, se puede observar que en todos los casos se
obtuvieron valores menores a los presentados por las muestras de lray y
Chuquibamba en las fracciones fendlicas libres y ligadas, esto podria deberse a
que las muestras de esta zona tendrian una menor cantidad de polifenoles

(flavonoides y acidos fendlicos) en sus fracciones fendlicas libres y ligadas y
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por lo tanto no presentan un una mayor accién sobre el radical libre ABTS
respecto a las muestras de las otras zonas geograficas, sin embargo mas

investigaciones son necesarias para comprobar esta premisa.

En la tabla 7 se presentan los resultados de capacidad antioxidante in vitro total
por el método de inhibicién del ABTS obtenidos en la presente investigacion y
las reportadas por otros autores para maiz morado, negro o con otro tipo de
pigmentacion, también se muestran las procedencias de las muestras y la parte

de la mazorca evaluada (grano/marlo).

Los valores obtenidos en el estudio actual son generalmente mayores a los
encontrados en diferentes investigaciones internacionales tanto en marlo y grano
de maiz morado. Adicionalmente, se observa que la capacidad antioxidante del
maiz morado es mayor al encontrado en maiz de pigmentaciones mas claras.
Esto se explicaria posiblemente a que las muestras evaluadas presentan mayores
contenidos de polifenoles que las analizadas en las otras investigaciones.
Ademas del origen, diversos factores como la variedad (factores genéticos), las
condiciones agroclimaticas de cultivo, condiciones de manejo pre y post cosecha
y posibles diferencias en los métodos de analisis podrian explicar estas
diferencias.

Tabla 7.- Capacidad antioxidante total (libre+ligada) (umoles ET/100 g bs) por el método
de inhibicién del radical ABTS de maiz de diferentes procedencias en comparacion con los

resultados del estudio actual.

Procedencia Marlo Grano Color de Referencia
grano

Iray 29909.567 | 4919.271 Morado | Estudio actual

Chuquibamba | 37301.890 | 5539.173 Morado | Estudio actual

Corire (Pert) | 28280.703 | 4011.449 Morado | Estudio actual
Serbia No reporta | 3600.000 | Azul claro (97)
Perl No reporta | 9456.370 Morado (94)
Tailandia 9460.000 | No reporta | Morado (98)
Chile No reporta | 2362.700 | Amarillo (72)
India No reporta | 1787.600 | Amarillo (99)
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3.2.2.  Inhibicion del radical DPPH

En el Anexo 10 se muestran los valores obtenidos de todos los fundos trabajados,
al igual que en el punto anterior se observa la diferencia que existe entre las
réplicas bioldgicas. EI Anexo 11 se tiene la curva de calibracion utilizada en este

caso.

Similar a lo observado con el método de inhibicion del ABTS, las fracciones
fendlicas libres presentaron los mayores valores de capacidad antioxidante con
respecto a la fraccién fendlica ligada utilizando el método de inhibicion del
radical DPPH (Tablas 8 y 9). En algunos casos, la diferencia fue 4 veces mayor
a los valores de la fraccion ligada. Esto podria explicarse por la alta
concentracion de antocianinas de la fraccion fendlica libre como ha sido
diferentes autores,

reportado por las cuales estarian contribuyendo

significativamente a la capacidad antioxidante in vitro. (91) (92) (93)

Al comparar las tablas 8 y 9 se aprecia que los valores de marlo son mayores a
los obtenidos con las muestras de grano. Diferentes estudios han presentado que
existe una mayor concentracion de polifenoles, sobre todo antocianinas, en la
composicién del marlo del maiz morado respecto al grano, como se menciond
en el punto 2.1. (96). Lo que explicaria la mayor capacidad antioxidante del

marlo respecto al grano.

De acuerdo a lo presentado en el Anexo 12, existieron diferencias significativas
en la capacidad antioxidante del marlo (fraccion libre y ligada) por efecto de la
zona geografica de procedencia, siendo las muestras procedentes de
Chuquibamba las que presentaron los mayores valores respecto a las muestras

de Iray tanto en las fracciones fendlicas libres, ligadas y total.

Tabla 8.- Capacidad antioxidante por el método de inhibicion del radical libre DPPH del

marlo de maiz morado (umoles ET/100 g bs).

ZONA Fraccié.n fendlica Fracci_()n fenodlica TOTAL
libre ligada
Iray* 5068.642 + 1647.556% | 1929.962 + 371.942% | 6998.604 + 1481.7942
Chuquibamba* | 7163.493 + 567.216° 2319.727 + 49.234° 9483.220 + 576.452°
Corire** 4754.578 + 568.648 1839.709 + 184.689 6594.287 + 651.697

*n=3, **n=4. Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadistica

significativa (p<0.05).
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Tabla 9.- Capacidad antioxidante por el método de inhibicién del radical libre DPPH del
grano de maiz morado (umoles ET/100 g bs).

ZONA FracciQn fendlica Fracci_c')n fenodlica TOTAL
libre ligada
Iray* 906.290 + 15.303? 274.709 + 44.245% | 1180.999 + 59.4742
Chuquibamba* | 1677.551 + 28.679? 306.958 + 8.429° | 1984.509 + 32.354"
Corire** 886.867 + 301.219 239.290 + 37.147 | 1126.157 + 330.640

*n=3, **n=4. Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencia estadistica

significativa (p<0.05).

En la tabla 10 se representan los resultados de la capacidad antioxidante in vitro
total obtenida por el método de inhibicion del DPPH de la presente investigacion
comparandolos con aquéllos reportados por otros autores para maiz morado y
otros tipos de maiz. Los resultados obtenidos en la presente investigacion son
mayores en el caso de marlo a los reportados por otros autores y comparables
para el caso de los resultados del grano, y al igual que lo explicado para lo
observado con el método de inhibicién del ABTS, las muestras evaluadas
posiblemente presenten mayores concentraciones de polifenoles como
antocianinas u otros flavonoides en el marlo respecto a las muestras de otras
investigaciones. Ademas, otros factores relacionados a las diferentes
condiciones agroclimaticas del cultivo del maiz, la variedad, el origen, entre

otros podrian explicar estas diferencias.

Al analizar todos los resultados obtenidos por ambos métodos, las fracciones
fendlicas libres de las muestras de maiz morado presentaron mayores valores de
capacidad antioxidante que las fracciones fendlicas ligadas y esta propiedad in
vitro fue mayor en el marlo que en el grano, lo anterior esté posiblemente
relacionado con las diferencias en la composicion y concentracién de
compuestos fendlicos, en especial de antocianinas como fue explicado
previamente. Ademas, as muestras de maiz morado (grano y marlo) procedentes
de la regién Chuquibamba presentaron los mayores valores de inhibicion del
radical ABTS y DPPH que las muestras procedentes Iray y la zona de referencia
(Corire).
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Tabla 10.- Valores de capacidad antioxidante total (libre+ligada) (moles ET/100 g bs)
por el método de inhibicion del radical DPPH de maiz de diferentes procedencias en
comparacion con los resultados del estudio actual.

Procedencia Marlo Grano Color de Referencia
grano

Iray 6998.604 | 1180.999 | Morado | Estudio actual

Chuquibamba | 9483.220 | 1984.509 | Morado | Estudio actual

Corire (Perl) | 6594.287 | 1126.157 | Morado | Estudio actual

Serbia No reporta | 2700.000 | Azul claro (97)
Per( 3750.000 | 987.400 | Morado (96)
India No reporta | 1500.000 | Morado (100)
China No reporta | 1003.000 | Amarillo (95)
India No reporta | 1577.000 | Amarillo (72)

En el Anexo 2 se presentan las diferentes condiciones climaticas que fueron
proporcionadas por el SENAMHI de las provincias de Condesuyos
(Chuquibamba) y Aplao (Corire) durante el periodo de cultivo de maiz morado
de las muestras evaluadas. No se encontraron mayores diferencias en los
parametros como: humedad relativa, precipitacién total mensual, temperatura
maxima, temperatura minima y velocidad del viento. Sin embargo, se observa
que los valores de las temperaturas maximas alcanzadas en la provincia de Aplao
(Corire) (9.9 — 30.4 °C) fueron mayores que aquellas presentadas en la provincia
de Condesuyos (Chuquibamba) (4.3 — 18.8 °C) (Anexo 2). Leguizamon G. et al.
(101) y Mori K. et al. (102) explican que la temperatura influye en la sintesis de
flavonoides, ya que temperaturas mayores a los 30 °C se promueve la inhibicion
de distintas enzimas involucradas en la sintesis de antocianinas (fenilalanina
amoniaco liasa (PAL), UDP-glucosa: flavonoide-3-O- glucotransferasa
(UFGT), chalcona sintasa (CHS), chalcona isomerasa (CHI), flavanona 3-
hidroxilasa (F3H), dihidro flavonol 4-reductasa (DFR), leucoantocianidin
dioxigenasa (LDOX), entre otras); en el trabajo de Mori K. et al. (102) se
obtuvieron valores mas altos de antocianinas totales en las muestras de uva que
fueron cultivadas en regiones donde la temperatura maxima no sobrepaso los
15°C, a comparacion de las muestras que fueron cultivadas en regiones con

temperaturas mayores a 30 °C.

En la presente investigacion, posiblemente las mayores temperaturas alcanzadas

en la region de Corire se relacione con la inhibicion parcial de la sintesis de
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antocianinas y otros compuestos fendlicos lo que explicaria la menor capacidad
antioxidante in vitro en el maiz morado cultivado en esta zona respecto a los
valores encontrados en el maiz morado de las zonas de mayor altura como Iray
y Chuquibamba. En otras investigaciones, se ha reportado que la mayor
radiacion relacionada con zonas geogréficas localizadas a mayor altura induce
una mayor biosintesis de antocianinas, por lo que este factor también podria
explicar las diferencias encontradas en la capacidad antioxidante de las muestras
evaluadas segun su procedencia (21) (103). Serian necesarias investigaciones a
futuro en condiciones controladas de cultivo para determinar exactamente los

factores agroclimaticos que expliquen tales diferencias.
3.3. INHIBICION IN VITRO DE LA ENZIMA a-AMILASA

De la misma forma que se observa en los casos anteriores, en los resultados por fundo
de recoleccion de la muestra se muestran diferentes entre si en la misma zona (Anexo
14). En la Tabla 31 del Anexo 14 se tiene el control positivo de inhibicién de la
enzima a-amilasa realizada con la acarbosa, que con una concentracion de 1 mg/mi
se obtiene un porcentaje de inhibicién aproximado a 80 %, esto se utiliza para
comprobar que la enzima este trabajando de manera 6ptima. (55)

En las figuras 12 y 13 se presentan los resultados de inhibicion (%) in vitro de la
enzima o-amilasa encontrados en las fracciones fendlicas libres de los marlos y
granos, respectivamente, del maiz morado procedente de las zonas de lray y
Chuquibamba. Adicionalmente, se incluyeron los resultados del maiz morado
procedente de la zona de Corire para efectos comparativos. Esta propiedad fue
evaluada a 3 dosis diferentes de muestra (10, 12.5, 25 y 50, 62.5, 125 mg de muestra

de marlo y grano, respectivamente).

De acuerdo a las figuras 12 y 13, la inhibicion de la enzima a-amilasa tuvo una
tendencia dosis dependiente en las muestras de grano y marlo, ademas se observo
que a pesar que las cantidades de muestra de marlo evaluadas fueron menores a las
del grano, el porcentaje de inhibicion encontrado en el marlo fue mayor que en las
muestras de grano (Anexo 15). Esto se podria explicar porque el marlo concentra una
mayor cantidad de antocianinas (96). Algunos trabajos han reportado que muestras
con altos contenidos de antocianinas presentan una mayor inhibicién de la a-amilasa.
(94)
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Figura 12.- Porcentaje de inhibicidn de la enzima a-amilasa por extractos de la fraccién
fendlica libre del marlo. Letras diferentes en las barras correspondientes a la misma dosis
de muestra indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). Se incluyeron los

resultados de la zona de Corire para efectos comparativos.

Al comparar los resultados segun las zonas geogréaficas de procedencia, de acuerdo
a la Figura 12, el porcentaje de inhibicion de la enzima o-amilasa fue
significativamente mayor (p<0.05; Tabla 37 del Anexo 15) en las muestras de marlo
de maiz morado procedente de la zona de Chuquibamba respecto a las muestras de
la zona de Iray a todas las dosis evaluadas, siendo que se obtuvo un valor de 30.646
+11.39% para la muestra de Chuquibamba (dosis de 25 mg de muestra) mayor que
el resultado de la muestra procedente de Iray (18.162+4.99) a igual dosis de muestra.
Similar resultado se observo para el caso de las muestras de grano de maiz morado
procedente de Chuquibamba (Tabla 28 del Anexo 15).

Como pruebas adicionales, se realiz6 la pre-purificacion de la fraccidn fendlica libre
de las muestras de marlo debido a que ésta presentd la mayor capacidad antioxidante
in vitro. La purificacion permitié excluir compuestos no fendlicos posiblemente
presentes en el extracto original y que pudieran influir también en esta propiedad, y
se realiz6 segun lo descrito en el Anexo 18. Latendencia fue similar que la observada
en los resultados obtenidos en los extractos originales ( Figura 25 del Anexo 18), la

inhibicion de la a-amilasa fue mayor en el extracto purificado procedente de la zona
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de Chuquibamba en comparacion con las zonas de Iray y Corire, lo que podria estar
relacionado con la diferencia en el contenido de compuestos fendlicos en cada caso,
sin embargo, son necesarios ensayos adicionales para determinar el contenido y perfil
exacto de compuestos fendlicos y evaluar una posible correlacion con la inhibicion

de la a-amilasa.
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Figura 13.- Porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa por extractos de la fraccion
fendlica libre del grano. Letras diferentes en las barras correspondientes a la misma dosis
de muestra indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). Se incluyeron los

resultados de la zona de Corire para efectos comparativos.

Al comparar los resultados segun las zonas geogréaficas de procedencia, de acuerdo
a la Figura 12, el porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa fue
significativamente mayor (p<0.05; Tabla 37 del Anexo 15) en las muestras de marlo
de maiz morado procedente de la zona de Chuquibamba respecto a las muestras de
la zona de Iray a todas las dosis evaluadas, siendo que se obtuvo un valor de 30.646
+11.39% para la muestra de Chuquibamba (dosis de 25 mg de muestra) mayor que
el resultado de la muestra procedente de Iray (18.162+4.99) a igual dosis de muestra.
Similar resultado se observo para el caso de las muestras de grano de maiz morado
procedente de Chuquibamba (Tabla 28 del Anexo 15).
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Como pruebas adicionales, se realizé la pre-purificacion de la fraccion fendlica libre
de las muestras de marlo debido a que ésta presentd la mayor capacidad antioxidante
in vitro. La purificacion permitié excluir compuestos no fendlicos posiblemente
presentes en el extracto original y que pudieran influir también en esta propiedad, y
se realizd segln lo descrito en el Anexo 18. Latendencia fue similar que la observada
en los resultados obtenidos en los extractos originales ( Figura 25 del Anexo 18), la
inhibicién de la a-amilasa fue mayor en el extracto purificado procedente de la zona
de Chuquibamba en comparacion con las zonas de Iray y Corire, lo que podria estar
relacionado con la diferencia en el contenido de compuestos fendlicos en cada caso,
sin embargo, son necesarios ensayos adicionales para determinar el contenido y perfil
exacto de compuestos fendlicos y evaluar una posible correlacion con la inhibicion

de la a-amilasa.

En el caso del maiz morado procedente de la zona Corire se observé que los valores
de inhibicion de la o-amilasa de las muestras de marlo son menores a las de
Chuquibamba e Iray (16% a una dosis de 25 mg). Por el contrario, en las muestras
de grano esta propiedad fue mayor a la encontrada en las otras dos zonas (23% a una
dosis de 125 mg). Estos resultados son solo referenciales ya que como se muestra en
el Anexo 1, la variedad, y otros parametros relacionados a las condiciones de cultivo
de las muestras de esta zona fueron diferentes respecto al maiz morado cultivado en
las zonas de Chuquibamba e Iray, por lo que los resultados obtenidos podrian estar

influenciados por cualquiera de esos factores.

En la Figura 14 se presentan los resultados de inhibicion de la a-amilasa de las
fracciones fendlicas ligadas de las muestras de grano y marlo del maiz morado
procedente de las zonas geogréaficas evaluadas. Como los resultados obtenidos en los
extractos sin diluir dieron valores menores al 5% de inhibicion, no se evaluaron

menores dosis de muestra.

Similar a lo observado para el caso de las fracciones fenolicas libres, el porcentaje
de inhibicion de la a-amilasa fue mayor (p<0.05) en las muestras de marlo que en el
grano (Tabla 39, Anexo 15). Sin embargo, al evaluar el efecto de la zona de
procedencia sobre los resultados, los valores no mostraron diferencias estadisticas
significativas (Tabla 40 del Anexo 15).
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Figura 14.- Porcentaje de inhibicidn de la enzima a-amilasa por extractos de la fraccién
fendlica ligada de marlo y grano. Letras diferentes en las barras correspondientes al mismo
tipo de muestra, indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). Se incluyeron los
resultados de la zona de Corire para efectos comparativos.

Analizando de manera global los resultados, las fracciones fendlicas libres mostraron
un mayor potencial de inhibicién in vitro de la enzima a-amilasa que las fracciones
fendlicas ligadas, y los resultados fueron mayores en las muestras de marlo que en el
grano. Asimismo, las muestras procedentes de la zona de Chuguibamba presentaron
mayores valores de inhibicion de la a-amilasa que las muestras de Iray (en ambos
casos el maiz morado fue de la misma variedad y el cultivo fue en similares
condiciones) y esta tendencia se correlaciona con lo observado previamente en los
resultados de capacidad antioxidante. Estudios previos han reportado una elevada
concentracion de antocianinas en la fraccion fendlica libre del maiz morado, y que
estos compuestos se concentran principalmente en el marlo que en el grano (72)
(104). Por lo tanto, estos compuestos podrian estar relacionados con los mayores
valores de inhibicion de la a-amilasa encontrados en las fracciones fendlicas libres
del marlo. Las antocianinas han mostrado un alto potencial de inhibicion del tipo no

competitivo de la a-amilasa en otros estudios in vitro publicados. Sin embargo, otros
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compuestos fendlicos presentes en el maiz morado ademas de las antocianinas

podrian ejercer un efecto sinérgico. (5) (6) (21) (105)

Las diferencias encontradas en esta propiedad por efecto de la zona de procedencia
(Chuquibamba e Iray) podrian estar relacionadas con la composicion en compuestos
fendlicos de las muestras evaluadas, como fue explicado anteriormente para el caso
de la variabilidad observada en la capacidad antioxidante. Algunas investigaciones
muestran que las propiedades bioactivas como capacidad antioxidante e inhibicion
de las enzimas digestivas como la a-amilasa u otras propiedades fue mayor en
muestras cultivadas en zonas de mayor altura (asociadas a una mayor radiacion
solar). (90)

En la tabla 11 se representan los resultados de inhibicion de la enzima alfa-amilasa
in vitro obtenidos en la presente investigacion y las reportadas por otros autores,
también se muestran las procedencias de las muestras y el tipo de muestra que se
utilizé en dichas investigaciones. Los valores de inhibicién (a similares dosis de
muestra) obtenidos en la presente investigacion fueron mayores que los reportados
en otros estudios con muestras de maiz morado u otro tipo de fruto, sin embargo, aln
son pocas las investigaciones que han reportado esta propiedad en el maiz morado.

Tabla 11.- Valores de porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa de muestras de

diferentes procedencias en comparacion con los resultados del estudio actual.

. Dosis de
Procedencia Porcoe/ntaje muestra (mg | Tipo de muestra Referencia
(%) de muestra)

Iray 18.162 25 Marlo-Maiz morado | Estudio actual
Chuquibamba 30.646 25 Marlo-Maiz morado | Estudio actual
Corire (Pert) 15.913 25 Marlo-Maiz morado | Estudio actual

Peru 29.070 250 Grano-Maiz morado (94)

Chile No encontré | No reporta | Grano-Maiz morado (1)
Noruega 21.400 22 Bayas nordicas (106)
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3.4. INHIBICION IN VITRO DE LA ENZIMA a-GLUCOSIDASA

En el Anexo 16 se tienen los resultados obtenidos por cada fundo de trabajo. El
control positivo de inhibicion con acarbosa estéa en la Tabla 32 del Anexo 13, donde
se aprecia que a una concentracion de 5 mg/ml se obtiene un aproximado de
inhibicidn de 80%, esto se realiza para asegurarnos de que la enzima este trabajando
de manera éptima. (56)

En las figuras 15 y 16 se presentan los resultados de inhibicién (%) in vitro de la
enzima a-glucosidasa de las fracciones fendlicas libres de las muestras de marlos y
granos, respectivamente, del maiz morado procedente de las zonas geograficas de
Iray y Chuquibamba. También se encuentran los resultados de maiz morado
procedente de la zona de Corire para efectos comparativos. Esta propiedad fue
evaluada a 3 dosis diferentes de muestra (1.25, 0.70, 0.50 y 6.25, 3.50, 2.50 mg de

muestra de marlo y grano, respectivamente).

La inhibicion de la enzima a-glucosidasa presentdé una tendencia de dosis de
dependencia en las muestras de marlo como de grano, y al igual que lo observado en
los resultados de la inhibicion de la a-amilasa, el porcentaje de inhibicion registrado
en las muestras de marlo fue mayor que en las muestras de grano (Anexo 17) y esto
podria estar relacionado con la mayor concentracion de polifenoles en esta parte del
maiz morado (96). Adicionalmente, los porcentajes de inhibicion de la a-glucosidasa
fueron mayores (40 — 98% con dosis de muestra que van de 0.5 mg a 6.25 mg) que
los reportados para el caso de la a-amilasa (5 — 30% con dosis de muestra que van
de 10 mg a 125 mg).

En relacidn a los resultados segun las zonas geograficas de procedencia, no hubo una
diferencia significativa entre los valores obtenidos de las muestras procedentes de
las zonas de Chuquibamba e Iray a todas las dosis de muestra evaluadas (p<0.05;
Tabla 45 y 26 del Anexo 17). Por ejemplo, el marlo presentd un porcentaje de
inhibicion de 92 y 95% con 1.25 mg de muestra para las muestras procedentes de
Chuquibamba e Iray respectivamente. En el caso del grano, se obtuvieron valores de
67 y 70% con 6.25 mg de muestra para las muestras procedentes de Chuquibamba e
Iray, respectivamente Posiblemente, otros compuestos no fendlicos presentes en los

extractos acuosos evaluados contribuyan a esta propiedad.
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Figura 15.- Porcentaje de inhibicion de la enzima a-glucosidasa por extractos de la
fraccidn fenolica libre del marlo. Letras diferentes en las barras correspondientes a la
misma dosis de muestra, indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). Se

incluyeron los resultados de la zona de Corire para efectos comparativos.

Para determinar si esta propiedad bioactiva se relaciona con los compuestos fendlicos
presentes en los extractos evaluados, se realizaron pruebas adicionales de pre-
purificacion sélo con la fraccion fendlica libre del marlo siguiendo la metodologia
presentada en el Anexo 18. De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 26 del
Anexo 19), la inhibicion de la a-glucosidasa fue ligeramente mayor (44%) en el
extracto purificado procedente de la zona de Chuquibamba en comparacion a la zona
de Iray (41%), y esta propiedad fue mayor ain al valor obtenido en las muestras de

zona de referencia de Corire (35%). Posiblemente, la mayor capacidad antioxidante
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observada en las muestras de Chuquibamba (asociada con una posible mayor
concentracion de polifenoles como las antocianinas) se relacione con estos
resultados. Si bien las antocianinas constituyen la mayor fraccion de los compuestos
fendlicos de la fraccion libre (grano/marlo) del maiz morado, también se ha reportado
la presencia de otros compuestos fendlicos como el acido feralico y cumarico son
algunos de los &cidos fendlicos encontrados en las muestras de maiz morado, y a
estos se les atribuye también el potencial de inhibicion de la enzima a-glucosidasa
(21) (104) (105). Por lo anterior, otros compuestos fendlicos diferentes a las
antocianinas podrian estar contribuyendo con esta propiedad bioactiva, sin embargo,
es necesario realizar mas estudios con las fracciones aisladas de estos compuestos.
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Figura 16.- Porcentaje de inhibicién de la enzima a-glucosidasa por extractos de la
fraccion fenolica libre del grano. Letras diferentes en las barras correspondientes a la
misma dosis de muestra, indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). Se

incluyeron los resultados de la zona de Corire para efectos comparativos.
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Con respecto a las muestras de maiz morado procedente de la zona de referencia de
Corire, se obtuvieron valores muy similares a los obtenidos en las muestras
procedentes de Chuquibamba e Iray para ambos tipos de muestras de marlo 97%
(1.25 mg) y grano 73% (6.25 mg). Al igual que lo explicado anteriormente con los
resultados de inhibicién de la alfa-amilasa, los resultados presentados por el maiz
morado de esta zona podrian estar asociados a diversos factores debido a las
diferentes condiciones de cultivo y variedad (ademas del origen), respecto a las

muestras procedentes de Iray y Chuguibamba.

120
® Marlo 1 mg

B Grano 5 mg
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80 -
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Figura 17.- Porcentaje de inhibicion de la enzima a-glucosidasa por extractos de la
fraccion fenolica ligada de marlo y grano. Letras diferentes en las barras correspondientes
al mismo tipo de muestra, indican diferencia estadistica significativa (p<0.05). Se

incluyeron los resultados de la zona de Corire para efectos comparativos.
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En la figura 17 se presentan los resultados de inhibicion de la enzima a-glucosidasa
de las fracciones fendlicas ligadas de las muestras de grano y marlo del maiz morado
procedentes de las diferentes zonas geograficas evaluadas y la muestra de
Chuquibamba (marlo) que presentd el mayor valor de inhibicion; esta muestra
también present6 una tendencia dosis dependiente cuando fue evaluada a diferentes
concentraciones (Anexo 20).

Similar a los resultados obtenidos de la fraccidn fendlica libre, los porcentajes de
inhibicién de la enzima a-glucosidasa fueron mayores en las muestras de marlo que
en las de grano (Tabla 47 del Anexo 17) y esta propiedad fue significativamente
mayor en las muestras de marlo procedentes de Chuquibamba respecto a las de Iray
(30 y 16% para Chuquibamba e Iray, respectivamente (1 mg)) (Tabla 48 del Anexo
17). Adicionalmente, estos resultados se correlacionaron con los valores de
capacidad antioxidante determinados en las fracciones fendlicas ligadas (grano y
marlo).

En la tabla 12 se representan los resultados de inhibicion de la enzima a-glucosidasa
in vitro obtenidos en la presente investigacion comparadas con los reportadas por
otros autores, también se muestran las procedencias de las muestras y el tipo de
muestra que se utilizé en dichas investigaciones. Los resultados del presente estudio
fueron superiores a los presentados por otras investigaciones, indicando un
importante efecto del origen, y factores genéticos asociados como la variedad que
podrian explicar las diferencias observadas. Es importante resaltar también que el
maiz morado evaluado presenta una mayor actividad de inhibicion de la o-
glucosidasa in vitro que otros frutos conocidos por sus altos contenidos de

antocianinas como los arandanos u otro tipo de bayas.
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diferentes procedencias en comparacion con los resultados del estudio actual.

.| Porcentaje Dosis de . :
Procedencia (%) muestra (mg | Tipo de muestra Referencia
de muestra)

Iray 95.014 1.25 Marlo-Maiz morado | Estudio actual
Chuquibamba | 92.488 1.25 Marlo-Maiz morado | Estudio actual
Corire (Per) 96.621 1.25 Marlo-Maiz morado | Estudio actual

Per( 70.050 25 Grano-Maiz morado (94)

Chile 43.000 25 Grano-Maiz morado (1)
Sudafrica 75.000 25 Seda-Maiz morado (105)
Noruega 34.700 22 Bayas nordicas (106)

China 98.000 25 Arandonos (107)

Existen varios mecanismos por los cuales los polifenoles disminuyen los factores de
riesgo relacionados a la hiperglicemia y que dan consecuencia a enfermedades como
la diabetes tipo 2, como se explicé en el punto 2.3. (Capitulo I). Uno de ellos es a
través de la inhibicion de las enzimas digestivas a-amilasa y la a-glucosidasa, para
que estas no hidrolicen carbohidratos complejos, presentes en la dieta, en unidades
de monosacaridos que pueden ser absorbidas en el duodeno y el comienzo del yeyuno
y de esta manera llegar a la sangre. En estudios recientes se observa que el uso de los
polifenoles como inhibidores de enzimas digestivas no genera efectos adversos,
como la distension abdominal, meteorismo y posible diarrea; que resulta de la
fermentacion bacteriana anormal de carbohidratos no digeridos en el colon,
provocados normalmente por inhibidores como la acarbosa, miglitol y voglibosa. En
los resultados se observo que los valores obtenidos en la prueba in vitro de la a-
glucosidasa fueron mayores que los de la a-amilasa, lo cual se considera lo mejor,
ya que esto previene malestares ocurridos con los farmacos que se utilizan para tratar
la hiperglicemia (52) (105). Los resultados de la presente investigacion muestran que
el maiz morado presenta un potencial de inhibicion de ambas enzimas,
consecuentemente el consumo este cereal podria contribuir a través de la dieta con
las actuales estrategias que apuntan a la prevencion de la hiperglicemia y sus
consecuencias en la salud, sin embargo, son necesarios estudios in vivo que

confirmen estos resultados.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

La capacidad antioxidante medida con los métodos in vitro de inhibicién del radical libre
ABTS y DPPH en las muestras de grano y marlo de maiz morado cultivado en Arequipa fue
mayor en las fracciones fendlicas libres respecto a las ligadas, y los valores de capacidad
antioxidante total (libre y ligada) fueron mas altos en el marlo y procedentes de la zona de
Chuqguibamba (37301.89 y 9483.22 umoles ET/100 g bs con el método de inhibicion del
ABTS y DPPH respectivamente), con respecto a los encontrados en la zona de Iray
(37301.89 y 6998.60 umoles ET/100 g bs con el método de inhibicion del ABTS y DPPH

respectivamente).

SEGUNDA

Las fracciones fenolicas libres y ligadas de las muestras de grano y marlo de maiz morado
evaluado presentaron potencial de inhibicién in vitro de las enzimas o-amilasa y a-
glucosidasa, siendo las fracciones fendlicas libres del marlo las que presentaron los mayores
valores de inhibicion; 18.162% y 30.646% con 25 mg para lray y Chuquibamba
respectivamente en inhibicion de la enzima a-amilasa; y 95.014% y 92.488% con 1.25 mg
de muestra para lray y Chuquibamba respectivamente en inhibicion de la enzima a-

glucosidasa.

TERCERA

El analisis estadistico revelé un efecto significativo de la zona de procedencia, siendo que
las muestras de maiz morado (en especial el marlo) procedentes de Chuquibamba
presentaron los mayores valores de capacidad antioxidante, en ABTS Chuquibamba superé
a Iray por 7392.323 pumoles TE/100 g; en DPPH fue 2484.616 umoles TE/100 g y en a-

amilasa la diferencia fue de 12.484% con una muestra de 25 mg.
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RECOMENDACIONES

e Realizar estudios futuros donde se evallie el efecto de las diferentes variables
agroclimaticas sobre las propiedades bioactivas evaluadas y en variedades comerciales
de mayor consumo interno y de exportacion.

e Las pruebas experimentales que se utilizaron para determinar la capacidad antioxidante
in vitro (inhibicion del radical ABTS y DPHH) no reflejan con exactitud lo que pasa en
un sistema vivo, por lo que se recomienda que, con la base de estos resultados, se proceda
a realizar trabajos in vivo y, por ltimo, ensayos clinicos.

e Las pruebas experimentales in vitro utilizadas para determinar la inhibicion de las
enzimas a-amilasa y a-glucosidasa no reflejan con exactitud lo que ocurre en un sistema
vivo, por lo cual se recomienda confirmar los resultados bioquimicos de la presente
investigacion con pruebas in vivo y posteriores ensayos clinicos

e Analizar diferentes productos derivados del maiz morado, y las posibles diferencias que
se puedan encontrar bajo distintas condiciones como el efecto de la coccidn u otros.

e Realizar estudios in vivo de la posible toxicidad de los compuestos fendlicos sobre

organismos organicos, para luego pasar a ensayos clinicos.
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ANEXOS

Anexo 1. Condiciones pre y post cosecha de las diferentes zonas de recoleccion de muestras.

Siembra Cosecha
MUESTRA Secado
Meses Preparacion de tierra Meses Fertilizante Plaga Control de plaga
CH-01 Gusano cogollero Biocida de origen natural
CH-02 Noviembre Arado Mayo Compost, Biol 9 9 Sol directo
CH-03 Asmopalpus (Extracto de ajo y cebolla)
IR01 Noviembre Biocida de origen natural
IR-02 Arado Mayo Compost, Biol Gusano cogollero (Extracto de ajo y cebolla) Sol directo
IR-03 Enero
COo-01 1.Arado de disco 1.Deshierbo quimico
) 2.Inundacién o riego NPK (Misti) Gusano de tierra (atrazina)
. pesado g 3 200U N Elasmopalpus 2.Herbicida de contacto
Co-02 Abril - junio 3.Pasado de poli disco Septlgmbre 130U P Caballada (Paraquat) Sol directo
Noviembre - .
CO-03 pesado 150-200U K Cogollero 3.Alfacipermetrina
4.Rigido y riel Mazorquero (a veces) 4.Clorpirifos
CO-04 5.Surcado 5.Metomilo

Fuente: Encuesta realizada a los agricultores.
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Anexo 2. Condiciones Climaéticas de las zonas de recoleccién durante la época de

siembra.

Tabla 13.- Chuquibamba: Periodo noviembre 2017 — mayo 2018

Codigo | Afio | NOV | DIC | ENE | FEB | MAR | ABR | MAY
2017 | 45 | 60 | - | - i i i
HR101 =68 T - ~ [ 73 | 81 | 73 | 66 | 45
2017 00 | 73 | - | - . i i
PTI0L Sots - ~ 1241 211 163 | 101 | 00
2017 | 179 1771 - | - 7 i i
TMI102 =51e T - ~ 170 1 163 | 174 | 17.0 | 188
2017 | 47 | 491 - | - i i i
TM 103 =01e - = 50 | 48 | 55 | 49 | 43
VT 107 [ 2007 | 1.4 | 19 | - | - i X i
(SE) [2018] - - 118 | 15| 16 | 16 | 16

Fuente: SENAMI Arequipa

Tabla 14.- Aplao (Corire): Periodo abril 2017 — enero 2018

Cédigo | Afio | ABR | MAY | JUN | JUL | AGOS | SET | OCT | NOV | DIC | ENE
HR101 2007 69 | 71 [ 72 73 | 71 [ 72 | 64 | 63 | 65 | -

2018 | - 3 : L ; - ] - - | 65

2017 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 05| 00 | 00 | 00 | -
PT10L Hots | - ¥ . - ) - - - - |30
TM | 2017 | 30.4 | 26.6 | 25.2 | 243 | 248 | 26.3 | 29.0 | 295 | 29.8 | -
102 |2018| - - ; . : : - - - 301
TM | 2017 | 15.8 | 129 | 99 | 85 | 75 |102 | 11.0 | 12.4 | 149 | -
103 | 2018 | - - g ; : : - - - | 164
VT 107 | 2017 |22 |17 15 | 1.4 | 1.9 |20 | 20 | 25 | 24 | -
(SE) [2018| - - - - 3 - - - - 27

Fuente: SENAMI Arequipa
Codificacion: HR101 (humedad relativa), PT101 (precipitacién total mensual), TM102
(temperatura maxima), TM103 (temperatura minima), VT107 (direccion (SE: Sur Este) y

velocidad (m/s) del viento mensual).
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Anexo 3.- Ejemplo del método ABTS.

::I CONTROL 2X
é N
3:' CURVA DE
CALIBRACION
\ J
<:| MUESTRAS
p " L
Figura 18.- Método de inhibicion del radical ABTS.
Anexo 4.- Ejemplo del método DPPH.
BLANCO
CONTROL 3X

,
CURVA DE
CALIBRACION

MUESTRAS 2X

Figura 19.- Método de inhibicion del radical DPPH.
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BLANCO  CONTROL
. 3X  ACARBOSA
¢ X

Figura 20.- Método de inhibicién de la enzima a-amilasa.

Anexo 6.- Ejemplo del método de inhibicion de la a-glucosidasa.

s o000 ®®® @9 8N CONTROL
‘A AT A A & A A W N ¥l W) ACARBOSA
MUESTRA 3X

= BLANCO
D000 0 9 MUESTRA

Deeees sy

Figura 21.- Método de la inhibicion de la enzima a-glucosidasa.
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Anexo 7.- Resultados de la inhibicion del radical libre ABTS.

Tabla 15.- Resultados de la inhibicidn in vitro del radical libre ABTS con extractos de la

fraccion fendlica libre del marlo.

Zona

Cadigo

R1

R2

Promedio

Promedio

DS

IR-01

18658.559

17039.136

17983.847

Iray

IR-02

21564.825

20260.134

20912.480

IR-03

25448.223

22214.768

23831.496

20909.274

2923.826

CH-01

30368.291

28214.615

29291.453

Chuquibamba

CH-02

27231.703

24663.297

25947.500

CH-03

28084.720

26824.886

27454.803

27564.585

1674.677

CO-01

20660.013

19455.989

20058.001

CO-02

16634.239

15010.865

15822.552

Corire

CO-03

20048.677

19466.606

19757.641

CO-04

23538.002

22961.776

23249.889

19722.021

3042.250

Tabla 16.- Resultados de la inhibicién in vitro del radical libre ABTS con extractos de la

fraccion fendlica libre del grano.

Zona

Cadigo

R1

R2

Promedio

Promedio

DS

Iray

IR-01

3622.413

3313.561

3467.987

IR-02

3888.337

3549.074

3718.706

IR-03

3692.956

3214.971

3453.963

3546.886

148.965

Chuquibamba

CH-01

3809.923

3343.145

3576.534

CH-02

4324.883

3821.618

4073.250

CH-03

4843.373

4314.985

4579.179

4076.321

501.329

Corire

CO-01

2896.025

2268.785

2582.405

CO-02

2851.681

2487.545

2669.613

CO-03

2879.273

2907.975

2893.624

CO-04

2873.085

2675.119

2774.102

2729.936

134.348
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Tabla 17.- Resultados de la inhibicién in vitro del radical libre ABTS con extractos de la

fraccion fendlica ligada del marlo.

Zona

Cadigo

R1

R2

Promedio

Promedio

DS

IR-01

9169.640

8345.877

8757.758

Iray

IR-02

9847.240

9273.006

9560.123

IR-03

8685.672

8680.326

8682.999

9000.293

486.265

CH-01

9325.353

9255.190

9290.272

Chuquibamba

CH-02

10967.497

9871.026

10419.261

CH-03

9564.852

9439.912

9502.382

9737.305

600.038

CO-01

8914.511

7701.121

8307.816

CO-02

8730.650

7780.936

8255.793

Corire

CO-03

8956.687

8404.996

8680.842

CO-04

9109.662

8870.896

8990.279

8558.682

344.420

Tabla 18.- Resultados de la inhibicién in vitro del radical libre ABTS con extractos de la

fraccion fendlica ligada del grano.

Zona

Cadigo

R1

R2

Promedio

Promedio

DS

Iray

IR-01

1470.286

1321.346

1395.816

IR-02

1469.814

1237.296

1353.555

IR-03

1431.144

1304.427

1367.786

1372.385

21.502

Chuquibamba

CH-01

1554.215

1432.879

1493.547

CH-02

1582.227

1331.006

1456.617

CH-03

1530.657

1346.133

1438.395

1462.852

28.099

Corire

CO-01

1359.734

1294.248

1326.991

CO-02

1262.637

1183.414

1223.025

CO-03

1340.353

1166.817

1253.585

CO-04

1420.220

1224.684

1322.452

1281.513

51.462
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Anexo 8.- Curva de calibracion del método de inhibicién in vitro del radical libre

ABTS.
Tabla 19.- Curva de calibracion para el ABTS.
Concentracion % de inhibicion
1 2 3 Promedio
100 9.214 9.688 11.891 10.264
200 20.299 21.456 23.782 21.846
300 25.912 27.552 28.653 27.372
400 34.051 34.499 36.819 35.123
500 44 434 44991 47,994 45.806
600 56.080 56.616 57.450 56.716
700 64.359 64.981 68.625 65.988
800 72.217 72.921 74.928 73.355
900 83.583 84.546 87.249 85.126
1000 90.879 90.784 90.688 90.784
100 1
90 1 y = 0.091x + 1.2029 o
80 - R%?=0.9967 o
70 -
S o
S 60 o
= &
E 50 A .
Q40 - -
S 30 1 ‘
20 &
10 - o
0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion de umoles de Trolox

Figura 22.- Curva de calibracion para el ABTS.
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Anexo 9.- Analisis estadistico de los resultados de la inhibicion in vitro del radical
libre ABTS.

Tabla 20.- Estadistico t-student para la inhibicion del radical ABTs fraccidn libre.

Localidad Grano Marlo

Valor -t 2.479 5.019

Valor-p 0.033 0.001
Iray 3546.886 + 148.965 20909.274 + 2923.826
Chuguibamba 4076.321 +£501.329 27564.585 + 1674.677

Tabla 21.- Estadistico t-student para la inhibicién del radical ABTs fraccion ligada.

Localidad Grano Marlo

Valor -t 3.879 2.026

Valor-p 0.003 0.070
Iray 1372.385 + 21.502 9000.293 + 486.265
Chuquibamba 1462.852 + 28.099 9737.305 + 600.038

Tabla 22.- Estadistico t-student para la inhibicién del radical ABTs total.

Localidad Grano Marlo

Valor -t 2.132 2.776

Valor-p 0.036 0.009
Iray 4919.271 + 134.151 29909.567 + 2927.340
Chuguibamba 5539.173 £ 473.815 37301.890 + 1147.010
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Anexo 10.- Resultados de la inhibicion del radical libre DPPH.

Tabla 23.- Resultados de la inhibicion in vitro del radical libre DPPH con extractos de la

fraccion fendlica libre del marlo.

Zona

Cadigo

R1

R2

Promedio

Promedio

DS

Iray

IR-01

3567.881

3421.382

3494.632

IR-02

5137.614

4722.940

4930.277

IR-03

6900.872

6661.163

6781.017

5068.642

1647.556

Chuquibamba

CH-01

7962.328

7494.407

7728.367

CH-02

6821.838

6366.089

6593.964

CH-03

7315.009

7021.285

7168.147

7163.493

567.216

Corire

CO-01

4795.517

4168.893

4482.205

CO-02

4460.774

4445.655

4453.214

CO-03

4626.708

4324.380

4475.544

CO-04

5521.733

5692.961

5607.347

4754.578

568.648

Tabla 24.- Resultados de la inhibicién in vitro del radical libre DPPH con extractos de la

fraccion fendlica libre del grano.

Zona

Cadigo

R1

R2

Promedio

Promedio

DS

Iray

IR-01

939.621

838.826

889.223

IR-02

969.934

867.646

918.790

IR-03

957.743

863.971

910.857

906.290

15.303

Chuquibamba

CH-01

1726.217

1611.314

1668.765

CH-02

1765.550

1543.035

1654.293

CH-03

1805.028

1614.162

1709.595

1677.551

28.679

Corire

CO-01

518.080

449.961

484.020

CO-02

909.278

762.908

836.093

CO-03

1119.087

1013.937

1066.512

CO-04

1256.954

1064.731

1160.843

886.867

301.219
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Tabla 25.- Resultados de la inhibicién in vitro del radical libre DPPH con extractos de la

fraccion fendlica ligada del marlo.

Zona

Cadigo

R1

R2

Promedio

Promedio

DS

IR-01

2363.286

2284.903

2324.094

Iray

IR-02

1654.880

1515.373

1585.126

IR-03

1980.740

1780.592

1880.666

1929.962

371.942

CH-01

2410.606

2300.075

2355.340

Chuquibamba

CH-02

2426.522

2254.072

2340.297

CH-03

2291.848

2235.240

2263.544

2319.727

49.234

CO-01

1931.886

1872.685

1902.285

CO-02

2028.831

1892.600

1960.715

Corire

CO-03

1666.204

1463.790

1564.997

CO-04

1988.997

1872.685

1930.841

1839.709

184.689

Tabla 26.- Resultados de la inhibicién in vitro del radical libre DPPH con extractos de la

fraccion fendlica ligada del grano.

Zona

Cadigo

R1

R2

Promedio

Promedio

DS

Iray

IR-01

244.795

209.607

227.201

IR-02

342.330

287.148

314.739

IR-03

294.300

270.075

282.187

274.709

44.245

Chuquibamba

CH-01

311.860

282.620

297.240

CH-02

330.459

292.263

311.361

CH-03

333.262

291.286

312.274

306.958

8.429

Corire

CO-01

229.474

195.547

212.510

CO-02

221.702

212.313

217.007

CO-03

242.148

226.801

234.474

CO-04

307.921

278.415

293.168

239.290

37.147
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Anexo 11.- Curva de calibracion para el método de inhibicion in vitro del radical libre

DPPH.
Tabla 27.- Curva de calibracion para el DPPH.
Concentracion % de inhibicion
1 2 3 Promedio
50 4516 4575 4.292 4.461
100 13.196 | 13.286 | 13.451 13.311
200 25.954 | 26.749 | 27.124 26.609
300 39.763 | 41.399 | 41.593 40.918
400 54.757 | 56.049 | 56.460 55.755
500 72512 | 73.339 | 74.912 73.588
80
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Figura 23.- Curva de calibracion para el DPPH.
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Anexo 12.- Analisis estadistico de los resultados de la inhibicién in vitro del radical

libre DPPH.
Tabla 28.- Estadistico t-student para DPPH Fraccion libre.
Localidad Grano Marlo
Valor -t 42.703 3.147
Valor-p 1.1903x10*? 0.010
Iray 906.290 + 15.303 5068.642 + 1647.556
Chuguibamba 1677.551 + 28.679 7163.493 £ 567.216
Tabla 29.- Estadistico t-student para DPPH fraccidn ligada.
Localidad Grano Marlo
Valor -t 1.753 2.788
Valor-p 0.110 0.019
Iray 274.709 + 44.245 1929.962 + 371.942
Chuquibamba 306.958 + 8.429 2319.727 + 49.234
Tabla 30.- Estadistico t-student para DPPH total.
Localidad Grano Marlo
Valor -t 4.303 3.182
Valor-p 0.031 0.0002
Iray 1180.999 + 59.474 6998.604 + 1481.794
Chuquibamba 1984.509 + 32.354 9483.220 + 576.452
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Anexo 13.- Control positivo de inhibicién de las enzimas digestivas a-amilasa 'y a-
glucosidasa utilizando acarbosa.

El procedimiento se realizd segun lo indicado por Worthington V. et al. (56) y
modificado por Gonzales A. et al. (1). Donde la acarbosa se preparo a una concentracion
de 1 mg/mly 5 mg/ml para el caso de la a-amilasa y a-glucosidasa respectivamente, luego

se procedio a trabajar de la misma manera que con las muestras para ambos casos.

Tabla 31.- Control positivo con acarbosa para la a-amilasa.

Repeticion % de inhibicion Promedio

1 86.104
86.270
85.360
86.104
86.270
85.360
82.419
83.077
83.641
82.967

84.757

OO |NO (OB~ (WN

[EEN
o

Tabla 32.- Control positivo con acarbosa para la a-glucosidasa.

Repeticion % de inhibicién Promedio
86.677
86.438
86.404
85.647
87.460
86.929
87.480
86.794
86.992
86.352

86.717

OO N[OOI IWIN|F-

[HEN
o

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

Anexo 14.- Resultados de la inhibicién in vitro de la enzima a-amilasa.

Tabla 33.- Resultados de la inhibicion in vitro de la enzima a-amilasa con extractos de la

fraccion fendlica libre de marlo.

Zona | Cadigo Frﬁzc; % inhibicion | Promedio Promedio DS
IR-01 17.228 | 19.382 | 18.305
IR-02 25.0 |13.568 | 11.055| 12.312 18.162 5.129
IR-03 23.689 | 21.348 | 22.519
- IR-01 8.786 | 8.355 8.570
© IR-02 12.5 | 8.403 | 7.756 8.079 10.336 2.603
- IR-03 13.819 | 11.809 12.814
IR-01 6.374 | 8.699 7.537
IR-02 10.0 | 7.849 | 6.279 7.064 8.119 1.534
IR-03 10.134 | 9.715 9.925
CH-01 47.029 | 36.333 | 41.681
g CH-02 | 25.0 [26.316|25.891| 26.104 30.646 11.525
3 CH-03 18.593 | 19.765 | 19.179
£ CH-01 25.373(23.090 | 24.232
= CH-02 | 12,5 [16.181|17.027| 16.604 20.325 3.931
=) CH-03 19.421 | 18.114 | 18.768
5 CH-01 22.476 | 20.632 |  21.554
CH-02 | 10.0 [11.289|13.452| 12.371 16.235 5.172
CH-03 14.939 | 10.738 | 12.838
CO-01 19.440 | 18.081 | 18.761
CO-02 20.289 [ 19.949 | 20.119
co-03 | >0 [10218[ 9.213 9.715 15.897 4.657
CO-04 13.735 | 16.248 |  14.992
o CO-01 9.031 | 7.620 8.325
= CO-02 15.189 | 13.521 | 14.355
S co-03 | **° [8o6a | 8.777 8.870 10.944 2.730
CO-04 10.594 | 9.647 10.121
CO-01 6.115 | 3.481 4.798
CO-02 12.116 | 11.853 | 11.984
co03 | 00 6723 [ 7563 | 7.143 8.370 | 3.023
CO-04 8.527 | 9.130 8.829
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Tabla 34.- Resultados de la inhibicién in vitro de la enzima a-amilasa con extractos de la
fraccion fendlica libre de grano.

Zona | Cddigo Frﬁzc; % inhibiciéon | Promedio Promedio DS
IR-01 15840 | 17.755 | 16.797
IR-02 | 125.0 [15.370 | 12.963 | 14.167 15248 | 1.683
IR-03 14534 [ 12.794 | 13.664
_ IR0 14.227 | 12.986 | 13.606
S [ IR02 | 625 | 4991 | 4436 | 4.713 0.632 | 4.447
= [IrR03 9.677 | 8.933 | 9.305
IR-01 8.437 | 7.031 | 7.734
IR02 | 500 | 2495 | 3.882 | 3.189 5877 | 2.375
IR-03 6.700 | 6.617 | 6.658
CH-01 24.195 | 20.714 | 22.454
CH-02 | 125.0 [22.802 | 21.323 | 22.063 21870 | 1.461
3 CH-03 18.611 | 17.407 | 18.009
E [ cH-01 14.737 | 16.651 | 15.694
2 [ CH02 | 625 |16.746|14.545| 15.646 14623 | 2.537
S | CH-03 12.384 [ 10.166 | 11275
5 [ cho1 13.589 | 13.014 | 13.301
CH-02 | 50.0 [11.196| 9.474 | 10.335 11681 | 2.045
CH-03 10259 | 8503 | 9.381
CO-01 20.888 | 21.410 | 21.149
CO-02 22.367 | 23.064 | 22.715
co-03 | 120 [20463 20185 20.324 23.097 | 3.543
CO-04 26.632 | 29.765 | 28.198
. [conm 6.297 | 7.801 |  7.049
2 [ Ccoo2 10.996 | 9.398 | 10.197
S [ co-03 625 1798112453 12125 10.805 | 2.792
CO-04 14.128 | 12.844 | 13.486
CO-01 4793 | 5733 | 5.263
CO-02 7707 | 7.331 | 7519
co-03 | %Y 11891 9270 | 10581 8.919 | 2592
CO-04 11.284 | 9.908 | 10.596
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Tabla 35.- Resultados de la inhibicién in vitro de la enzima a-amilasa con extractos de la
fraccion fendlica ligada de marlo.

Zona Codigo (Pne%‘; %inhibicién| Promedio | DS

IR-01 10 2210

Iray IR-02 10 1565 2118 0.513
IR-03 10 2578
CH-01 10 5.985

Chuquibamba CH-02 10 3.407 4.113 1.638
CH-03 10 2.947
CO-01 10 -1.934
. CO-02 10 0.460

Corire CO-03 10 2.830 1.964 2.838
CO-04 10 0.552

Tabla 36.- Resultados de la inhibicién in vitro de la enzima a-amilasa con extractos de la
fraccion fendlica ligada de grano.

Zona Caddigo zﬁzc; %inhibicion | Promedio DS

IR-01 50 1.281

Iray IR-02 50 0.184 0.519 0.661
IR-03 50 0.092
CH-01 50 1.657

Chuquibamba CH-02 50 0.000 0.675 0.870
CH-03 50 0.368
CO-01 50 2.013
. CO-02 50 4.666

Corire CO-03 50 0.549 1.898 1.987
CO-04 50 0.366
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Anexo 15.- Andlisis estadistico de los resultados de la inhibicion in vitro de la enzima

a-amilasa

Tabla 37.- Andlisis estadistico para comparacion del porcentaje de inhibicion de a-amilasa

fraccion libre de marlo.

CONCENTRACION
725 12.5 10
Valor-t 2.329 5.644 3.517
Marlo Valor-p 0.042 0.00021 0.0122
Iray 18.162 +4.994 | 10.336 +2.552 | 8.119+1.721
Chuquibamba | 30.646 £ 11.39 | 20.325+3.804 | 16.235 +5.142

Tabla 38.- Analisis estadistico para comparacion del porcentaje de inhibicion de a-amilasa
fraccion libre de grano.

CONCENTRACION
125 62.5 50
Valor-t 4.636 2.577 4.228
Grano Valor-p 0.0009 0.028 0.002
Iray 15.248 + 1.960 | 9.632 +4.206 | 5.860 + 2.324
Chuquibamba | 21.870 + 2.650 | 14.623 + 2.674 | 11.006 + 2.094

Tabla 39.- Estadistico t-student para el porcentaje de inhibicion de a-amilasa fraccion

ligada.
Grupos Iray Chuguibamba
Valor -t -3.309 -3.211
Valor-p 0.029 0.034
Grano (50 mg) 0.519 + 0.661 0.675 + 0.870
Marlo (10 mg) 2.118 +0.513 4113 +1.638
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Tabla 40.- Estadistico t-student para el porcentaje de inhibicidén de a-amilasa fraccion

ligada.
Grupos Grano (50 mg) Marlo (10 mg)
Valor -t 0.248 2.014
Valor-p 0.817 0.114
Iray 0.519 + 0.661 2.118 + 0.513
Chuquibamba 0.675 £ 0.870 4113 +1.638
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Anexo 16.- Resultados de la inhibicién in vitro de la enzima a-glucosidasa.

Tabla 41.- Resultados de la inhibicion in vitro de la enzima a-glucosidasa con extractos de

la fraccién fendlica libre de marlo.

Zona | Codigo (Prﬁsgc; % Inhibicion Promedio | Promedio| DS
IR-01 96.566 | 96.835 [96.633| 96.678
IR-02 | 1.25 [89.900] 90.568 [90.818| 90.428 | 95.014 | 2.690
IR-03 98.413| 98.016 |97.381| 97.937
_ [OrR01 93.800| 93.727 |93.655| 93.727
& [IR-02 | 0.70 [85.984| 86.803 |86.639| 86.475 | 91.858 | 3.156
= [IR-03 95.370| 95.146 [95.594| 95.370
IR-01 90.927| 91.667 |91.398| 91.331
IR-02 | 0.50 [82.943| 83.508 |83.347| 83.266 | 89.450 | 3.660
IR-03 93.830| 93.905 [93.529| 93.755
CH-01 95.559| 96.431 |96.511| 96.167
_ |cH-02 125 [82.905| 83949 [83.307| 83.387 | 92.488 | 5.201
8 [ch-o3 98.413| 97.243 [98.079| 97.911
E cho1 93.242| 94.208 [94.449| 93.966
2 [CH-02| 0.70 [74.553| 76.504 |75.935| 75.664 | 88.484 | 7.448
S [ CH-03 96.866 | 95.956 [94.641| 95.821
5 [chol 91.399] 91.399 [92.363| 91.720
CH-02 | 0.50 [64.548] 65.444 [65.363| 65118 | 83.439 |10.605
CH-03 93.601| 91.590 [95.247| 93.480
CO-01 94.951| 95.040 [95.660| 95.217
CO-02 97.110] 95.709 [95.271| 96.030
co-03| 1%° [98.747(100.537|98.657| 99.314 | 20099 | 1843
CO-04 96.377| 94.475 |96.649| 95.833
. |[con 92.415| 93.287 |93.200| 92.967
2 [Ccoo2 92.491] 92.125 [91.758| 92.125
S [co-0s| " [o7.707| 97.707 [97.884] o7.766 | 428 | 300
CO-04 90.497| 91.030 [91.030| 90.853
CO-01 89.965| 89.529 [89.878| 89.791
CO-02 90.575] 90.575 [90.485| 90.545
co-03| %0 94723 95.528 [94.454] 94902 | 1374 | 2372
CO-04 90.522| 89.739 [90.522| 90.261
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Tabla 42.- Resultados de la inhibicion in vitro de la enzima a-glucosidasa con extractos de

la fraccion fenolica libre de grano.

Zona | Codigo Zﬁzc; % Inhibicion Promedio | Promedio| DS
IR-01 81.616 [83.635]82.521 | 82.591
IR-02 | 6.25 [58.85158.665|58.851| 58.789 | 70.671 |7.939
IR-03 71.645 (69.986 | 70.274 | 70.635
. | IR-01 73.072 [73.748 | 72.395 | 73.072
© | IR-02 | 3.60 [47.335[48.329]48.871| 48.178 | 58.908 |8.570
~ | IR-03 52.946 |56.333|57.143 | 55.474
IR-01 62.989 [63.915 | 66.406 | 64.437
IR-02 | 250 [37.984[38.434|39.154| 38.524 | 49.992 |8.833
IR-03 45.758 | 47.426 | 47.861 | 47.015
CH-01 66.667 |67.918 | 66.756 | 67.113
 |CH-02| 6.25 |63.72764.182|64.636| 64.182 | 67.069 |1.935
o |CH-03 69.911 [69.732|70.089 | 69.911
£ [cH-01 53.461 [52.459|54.189 | 53.370
= |CH-02] 3.60 [50.919|51.746]53.125| 51.930 | 54.917 |2.755
S | CH-03 59.006 |58.474|60.870 | 59.450
& | CH-01 45.018 |46.125| 46.771 | 45.972
CH-02 | 2.50 |44.151|42.830|45.377 | 44.119 | 45.768 |1.292
CH-03 48.310 |45.819| 47.509 | 47.212
CO-01 61.111 |64.087 | 64.881 | 63.360
CO-02 72.348 |72.917|72.538 | 72.601
co-03| %%° [81.731(81.346(82.019| 81609 | (o195 |75%
CO-04 75.405 | 75.214 | 74.738 | 75.119
o | CO-01 50.857 |51.238(54.476 | 52.190
s [ CO-02 59.942 [61.100 | 58.494 | 59.846
g co-03| 2% [67.960(70.945(69.751 | 69552 | °11%9 | 7215
CO-04 62.701 |62.701| 63.739 | 63.047
CO-01 41.611 40.379| 42.559 | 41.517
CO-02 47.980 |48.586 | 46.970 | 47.845
co-03| >0 [60.960(61.018]63.013| 62267 | 0844 |8.704
CO-04 51.431 |52.004 | 51.813 | 51.749
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Tabla 43.- Resultados de la inhibicion in vitro de la enzima a-glucosidasa con extractos de

la fraccion fenolica ligada de marlo.

Zona | Cédigo Frﬁzc; % Inhibicion Promedio |Promedio| DS
IR-01 22.562]23.448 | 21.970 | 22.660
IR-02 | 1.00 [11.765[11.475|11.668| 11.636 | 16.361 | 3.814
IR-03 14.202]14.105 | 16.051 | 14.786
> | IR-01 - - - -
® [IR-02]050 | - - - - - -
~ | IR-03 - - - -
IR-01 - - - -
IR-02 | 0.25 | - - - - - -
IR-03 - - - -
CH-01 36.467 | 37.377 | 36.998 | 36.947
CH-02 | 1.00 [21.816|15.696 | 21.224 | 19.579 | 29.945 | 6.247
2 [CH-03 32.830 34.415 | 32.679 | 33.308
£ [ch-o1 4691 | 4378 | 5.551 | 4.874
= [CH-02] 050 | - - - - 6.973 | 2.969
S |CH-03 7.776 | 10.109 | 9.331 | 9.072
& | CH-01 3.701 | 3.392 | 2.930 | 3.341
CH-02| 025 | - - - - 4.048 | 1.000
CH-03 4,955 | 2.027 | 7.282 | 4.755
CO-01 15.774|18.056 | 17.758 | 17.196
CO-02 6.917 | 8.103 | 8.696 | 7.905
co-03| “% [13.385] 9.796 [12609| 11.930 | 12768 | 3.8%8
CO-04 10.808 | 12.929 | 18.384 | 14.040
2 [Cow s S
:CS co03] 950 - - ’ - -
CO-04 - - - -
CO-01 - - - -
CO-02 - - - -
co03] 925 - . - - -
CO-04 - - - -
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Tabla 44.- Resultados de la inhibicion in vitro de la enzima a-glucosidasa con extractos de

la fraccion fenolica ligada de grano.

Zona Cadigo Frﬁzc; % Inhibicion Promedio |Promedio| DS
IR-01 6.589 | 8.272 | 4.685 | 6515
Iray IR02 | 5.00 | 3.711 | 3.024 | 6.873 | 4536 | 5383 |1.381
IR-03 4162 | 4.266 | 6.868 | 5.099
CH-01 1655 | 6.134 | 7595 | 5.128
Chuquibamba | CH-02 | 5.00 | 1.729 | 4374 | 3.357 | 3454 | 7.173 |3.903
CH-03 10.711 | 13.365 | 15.640 | 13.239
CO-01 1.449 | 2.208 | 1.725 | 1.794
. CO-02 20.353 | -0.071 ] 0.989 | 0.188
Corire =503 >%0 [1330 | 3.149 | 2.160 | 2216 | 1% |11l
CO-04 2511 | 2.654 | -0.072 | 0.024
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Anexo 17.- Andlisis estadistico de los resultados de la inhibicion in vitro de la enzima

a-glucosidasa

Tabla 45.- Anélisis estadistico para comparacion de porcentaje de inhibicion de a-
glucosidasa fraccion libre de marlo.

CONCENTRACION
1.25 0.7 0.5
Valor-t -0.981 -0.962 -1.235
Marlo Valor-p 0.341 0.357 0.245
Iray 95.014 +2.691 | 91.858 +3.156 | 89.450 + 3.661
Chuquibamba | 92.488 + 5.292 88.48 + 7.44 83.439 + 10.606

Tabla 46.- Analisis estadistico para comparacion de porcentaje de inhibicion de a-
glucosidasa fraccion libre de grano.

CONCENTRACION

6.25 3.6 2.5
Valor-t -1.017 -1.022 -1.091
Valor-p 0.336 0.332 0.306

IR Iray 70.672 + 7.939 | 58.908 + 8.571 | 49.992 + 8.833

Chuquibamba | 67.069 + 1.935 | 54.917 +£2.755 | 45.768 + 1.292

Tabla 47.- Estadistico t-student para el porcentaje de inhibicion de a-glucosidasa fraccion

ligada.
Grupos Iray Chuqguibamba
Valor -t -6.240 -7.128
Valor-p 0.000 0.000
Grano (5 mg) 5.383 + 1.381 7.173 + 3.903
Marlo (1 mg) 16.360 + 3.814 29.945 + 6.247
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Tabla 48.- Estadistico t-student para el porcentaje de inhibicién de a-glucosidasa fraccion

ligada.
Grupos Grano (5 mg) Marlo (1 mg)
Valor -t 0.997 4.278
Valor-p 0.334 0.0005
Iray 5.383 + 1.381 16.361 + 3.814
Chuquibamba 7.173 £ 3.903 29.945 + 6.247
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Anexo 18. Purificacién de la fraccion fendlica libre por extraccion en fase sélida
(SPE).

La purificacion de polifenoles se realiz a traves del método de Rodriguez-Saona
et al. (108). Se acondiciond la columna SPE C18 con 12 ml de metanol 0.01 % HCI, luego
se adicion6 18 ml de H20O 0.01 % HCI. Colocar 100 pl del extracto de la fraccién fendlica
libre (marlo), la muestra se lavé con 12 ml de H2O 0.01%HCI y finalmente se eluy6 la
muestra con 12 ml de metanol p.a. La elucion se llevd a rota evaporacion a 40°C hasta
sequedad. Se resuspendi6 en 5 ml de agua ultra pura y se almacen6 a -18 °C.

Figura 24.- Equipo Manifold con bomba de vacio utilzado para la purificacion de la

fraccion fendlica libre del marlo usando columnas SPE C18.
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Anexo 19. Resultados de inhibicion de enzimas con extractos de antocianinas a partir

de marlo.

50

45 A

40 ~

35 A

30 ~

25

% de Inhibicion

Iray

Chuquibamba
Zonas

Corire

B 1mg

Figura 25.- Inhibicion de la enzima a-amilasa por extractos de antocianinas del marlo pre-

purificada por extraccion en fase solida.
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Figura 26.- Inhibicion de la enzima a-glucosidasa por extractos de antocianinas del marlo

pre-purificada por extraccion en fase solida.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA \
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Anexo 20. Resultados de inhibicion de la enzima a- glucosidasa con extractos de la
fraccion ligada provenientes de marlo de la region Chuquibamba.
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Figura 27.- Inhibicion de la enzima a-glucosidasa por extractos de marlo.
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