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RESUMEN

Se valido y ajusté un método enzimati-
co para la cuantificacion del B-glucano to-
tal y B-glucano soluble en la fraccion so-
luble dcida (FSA) del grano de cebada. La
extraccion completa del f-glucano se rea-
lizé utilizando acido perclorico 50 mM (5
min.), mientras que para la determina-
cién del B-glucano soluble enla FSA, pri-
mero se hizo una extraccion con un buffer
dcido, pH 1.5 (KCI-HCI) y luego se con-
tinud con la extraccion del B-glucano con
dcido perclérico 50 mM. En ambos ca-
sos, el P-glucano fue hidrolizado con
(-glucanasa (E.C. 3.2.1.4) del Penici-
Hium funicolosum a oligosacdridos de alto
peso molecular. Estos oligosacaridos fue-
ron hidrolizados cuantitativamente a glu-
cosa utilizando la B-glucosidasa purifica-
da (E.C. 3.2.1.21) de almendras. La
glucosa liberada se cuantificé usando el
reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa.
El porcentaje de hidrélisis obtenido con
las enzimas utilizadas fue de 80,5%. El

método presentd una correlacion de 0.98
entre la concentracion de glucosa y la ab-
sorbancia (475 nm) en un rango de 0-10
ug glucosa/ml, con limite de cuantifica-
cionde 1.66 pg glucosa/ml y limite de de-
teccion de 1.41 pg glucosa/ml. La a-ami-
lasa y el almidén no fueron interferentes
en el método. La recuperacion del analito
en la matriz fue de 96,2% al nivel de
3,44% de P-glucano en la muestra, El
método se validé sobre 240 muestras de
cebadas del banco de germoplasma de
Corpoica, cosechadas en tres localidades
de Cundinamarca. Los niveles de
B-glucanos totales fueron de 1,82% vy
1,29% para los genotipos desnudos y cu-
biertos, respectivamenie. Los B-glucanos
solubles de la FSA representaron 16,5%
y 18,6% del B-glucano total de los granos
desnudos y cubiertos, respectivamente.

ABSTRACT

An enzymatic method to quantitati-
vely determinate total B-glucan and solu-
ble B-glucan in acid soluble fraction
(ASF) was adjusted and validated using
barley. Exhaustive extraction of glucans
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was conduced using perchloric acid (50
mM) while soluble B-glucan in ASF was
conduced using an acid buffer, pH 1.5
(KCl -HCI) and perchloric acid (50
mM). [-glucanase (E.C. 3.2.1.4) from
Penicillium funicolosum was used to
hydrolyze [-glucan to high molecular
weight oligosacharides. These oligosa-
charides were then quantitatively
hydrolyzed to glucose using purified
(-glucosidase (E.C. 3.2. 1.21) extrac-
ted from almonds. Glucose release in
this step was specifically determinated
using glucose oxidase/peroxidase rea-
gent. These two enzymes hydrolyzed
80.5% of the substrate. A correlation
coefficient of 0,98 was found between
glucose concentration and absorbance
(475 nm) with a range of 0-10 pg gluco-
se/ml, with a quantification limit of 1.66
ng glucose/ml and detection limit of
1.41 pg glocose/ml. Starch and
a-amylase do not interfere with the as-
say. Recovery of B-glucan in the mairix
was 96.2%, with a sample concentration
of 3.44 % of B-glucan. Validation of this
methodology was then conducted using
240 barley samples from Corpoica Gene
bank, harvested at three locations of
Cundinamarca. Total 3-glucan concen-
tration was 1.82% and 1.29% for hulless
and hulled barley genotypes respecti-
vely. The soluble f3-glucans in ASF re-
presented 16.5% and 18.6% of the total
[}-glucans for the hulless and hulled bar-
ley, respectively.

INTRODUCCION

El PB-glucano es el mayor componente
de la pared celular del endospermo del
grano de cebada (Hordeum vulgare), y
sus enlaces mixtos de (1-3), (1-4)-B-D-
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tandao

-glucanos, representan aproximadamente
75 % del 1otal de carbohidratos de la pared
celular (1). Los [}-glucanos son hidroco-
loides que se diferencian de la celulosa
porque si estructura estd construida so-
bre una molécula lineal que consiste en un
bloque de (1-4)-B-oligoglucosidos unidos
por enlaces (1-3), los cuales contienen
70% de enlaces P(1-4) y 30% de enlaces
[3(1-3); ademas, son de menor peso mole-
cular y tienen la tendencia a formar solu-
ciones viscosas y pegajosas cuando se
mezclan con agua (2). Las cebadas cu-
biertas pueden contener tipicamente de
3-7% de B-glucano (3) y las cebadas des-
nudas hasta 16% (4). Los [}-glucanos so-
lubles son los mayores componentes de la
fibra dietaria soluble, la cual esta implica-
da en procesos de hipocolesterolemia en
pollos, humanos y ratas (5). En el caso
particular de las aves, éstas no tienen la
capacidad enzimdtica propia para digerir
los 3-glucanos presentes en los granos de
cebada, v debido a que son carbohidratos
de alta viscosidad, disminuyen la accesi-
bilidad de nutrientes esenciales a la super-
ficie mucosa del intestino, incrementan la
viscosidad del bole digestivo y producen
una reduccién de la digestibilidad de los
nuirientes presentes en los demds recur-
s0s alimenticios de la dieta. Ademas, n-
crementan el consumo de agua, aumen-
la humedad de las excretas,
dificultando de esta manera el manejo
ambiental en explotaciones intensivas de
carne y huevo (6).

Los andlisis bioguimicos muestran que
la fraccion soluble dcida (FSA) en KCI-
HCI, pH 1.5, de la cebada contiene car-
bohidratos de peso molecular alto y bajo.
Los carbohidratos de peso molecular alto
son principaimente B-glucanos y en menor
grado, almidoén y pentosanos, mientras
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que los carbohidratos de bajo peso mole-
cular son: fructosa y sacarosa, con pe-
quenas cantidades de glucosa, xilosa, arabi-
nosa, maltosa y rafinosa (7). Aastrup (8),
reporta variaciones genotipicas en el con-
tenido de B-glucanos solubles extraidos en
la FSA, v su concentracion ha sido asocia-
da con la calidad cervecera del grano; en
este sentido, Smith (7), muestra que hasta
67% del total de J-glucano fue soluble en
cebadas malteras de pobre calidad compa-
rado con cerca del 25% presente en los
granos de cebada de buena calidad. Otros
estudios estiman que la distribucion de los
[}-glucanos solubles en agua (40°C) repre-
sentan 21-39% v los solubles en la FSA

(25°C) representan 27-47 % del total de los
[-glucanos (3).

Las limitantes sefaladas para el uso de
ccbadas en alimentacion animal hacen que
el principal objetivo de los programas de
mejoramiento genético de granos de ceba-
das desnudas sea la identificaciony el esta-
blecimiento de variedades con bajos nive-
les de p-glucanos y con altos niveles de
[-glucanasas endogenas. Como se ha des-
crito, las cebadas son ricas en otros car-
bohidratos que contienen glucosa, tales
como maltosacaridos, sacarosa, almidony
celulosa; en consecuencia, el método por
utilizar para la cuantificacién de -glucanos
debe ser rapido, altamente especifico y
debe permitir analizar un gran nimero de
muestras provenientes de los diferentes
programas de mejoramiento genético de ce-
badas cubiertas v desnudas (9).

En general, se han sugerido varias téc-
nicas de extraccion y cuantificacion para
la determinacion de (-glucano en granos
de cereales. Los principales problemas
que se tienen con estos métodos son la ex-
traccion incompleta o la deficiente hidro-

lisis de los [-glucanos, la falta de pureza
de (-glucanasas y la escasa disponibili-
dad de estindares de referencia adecua-
dos para la calibracion de métodos como
el espectrofluorométrico y los basados en
la viscosidad (10).

Los procedimientos de extracciéon no
han sido satisfactorios, basicamente por
las dificultades en la extraccion del com-
ponente hemiceluldsico. Por ejemplo, va-
rios métodos determinan solo el B-glucano
soluble en agua a 40 o 65°C; de este modo
no se lienen en cuenta componentes inso-
lubles en agna y solubles en alcali o en
urea (11). La extraccidn acuosa a 65°C de
los B-glucanos no es muy efectiva y, aun-
que rompe algunos enlaces covalentes cru-
zados con la pared celular, no rompe el
enlace proteina-p-glucano, haciéndolos
inaccesibles a la enzima hidrolitica (12).
El tratamiento con hidrazina permite la li-
beracién completa de fi-glucanos; sin em-
bargo, a pesar de las 40 horas de extrac-
cion y la remocion de hidrazina por didlisis
(20 horas), hay pérdidas de los enlaces de
los oligosacaridos.

Otros métodos que involucran precipi-
tacion con sulfato de amonio (30% p/v)
no precipitan todos los fi-glucanos, y la
extraccion en condiciones alcalinas no in-
crementa necesariamente la solubilidad
del componente hemicelulosico (13). El
método de extraccion de reflujo con eta-
nol al 80% (v/v) por 2 horas se ha usado
en una primera etapa de extraccion, para
luego tratar los residuos con NaOH IN y
agua a [00°C para extraer los 3-glucanos
totales y solubles en agua respectivamen-
te (14). El método del dcido perclérico 50
mM a 96°C por 3 minutos usado en este
estudio, fue desarrollado para la extrac-
cion de almidon y de P-glucanos. Este
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tratamiento inactiva enzimas endogenas v
no requiere una neutralizacién previa a la
adicién del buffer de acetato de sodio,
permitiendo una medicion rdpida y direc-
ta del P-glucano. En estas condiciones, el
porcentaje de recuperacion del B-glucano
de una preparacion purificada (Biocon-Ir-
landa) fue de 99.4% 3.2% (15).

Las técnicas mas comunmente emplea-
das para la cuantificacion de B-glucanos se
basan en la utilizacion de [-glucanasas puri-
ficadas del Bacilius subrilis (9) v del Penici-
llivm funiculosum (16). Estas p-glucanasas
han sido recomendadas para la cuantifica-
cion del P-glucano por fener una mayor
efectividad en la hidrolisis de este polimeroy
por ser estables al calor, De otra parte, las
enzimas contaminantes por lo general son
termolabiles v rdpidamente mactivadas. Es
asi como se han desarrollado métodos en los
que se wtiliza sdlo la [i-glucanasa para el
fraccionamiento del polimero de J-glucano,
la cual hidroliza los enlaces (1-4)-p-D-
glucano a unidades mas pequenas, principal-
mente celobiosa y oligosacdridos (11, 13).
Tgualmente, se ha propuesto la inclusion de
la B-glucosidasa (E.C. 3.2.1.21), la cual
completa la hidrélisis del [3-glucano, al ac-
tuar €n el extremo no reductor de los resi-
duos de la 3-D-glucd- sidos liberando f-D-
glucosa (9). Owos métodos son: el
fluorométrico que usa oOptica resplande-
ciente con calcoflior (17) y un sistema de
andlisis de inyeccion de flujo continuo ba-
sado en el enlace especifico del fluorocro-
mo (calcoflior) al B-gluicano (1). De otra
parie, se han desarrollado otros métodos in-
directos mediante los cuales se relaciona
significativa y positivamente el contenido
de [I-glucanos con la viscosidad de la FSA
de la cebada (5).
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En cualquier proceso de validacion de
una técnica analitica, la norma ICH3 esta-
blece los criterios para el desarrollo me-
todologico, que son los mismos criterios
que utiliza la cGMP-GLP-GALP-ISO
9000 (18), dando como definicion gene-
ral de la validacion, el proceso que pro-
vee la evidencia documentada de algo que
hace lo que intenta hacer. El principal ob-
jetivo de validar un método es obtener
productos de calidad y calidad de los da-
tos del estudio, con el fin de desarrollar y
fabricar productos tecnolégicos a través
de actividades de investigacion y desarro-
llo. Para establecer el grado de confiabili-
dad de la técnica y el resultado se conside-
raron en ¢l desarrollo de la norma los
siguientes pardmetros: linealidad, sensi-
bilidad, precision, selectividad y exacti-
tud (19).

El objetivo del presente trabajo fue va-
lidar en el contexio del desarrollo meto-
dologico descrito por la norma ICH3 un
método de cuantificacion enzimatico para
determinar la concentracion de -glucano
en el grano de cebada, basado en la técni-
ca desarrollada por McCleary y Glennie-
Holmes, (9) y oficializado por la AOAC
(20), con modificaciones en la extraccion
utilizando dcido perclorico 50 mM (15) y
en la utilizacion de (-glucanasa del Peni-
cillium funicolosum (E.C. 3.2.1.4) en la
primera etapa de hidrolisis del polisacdri-
do (11) y en la segunda etapa la enzima
B-glucosidasa (E.C. 3.2.1.21), de almen-
dras, la cual ha sido recomendada especi-
ficamente para la cuantificacion del
[-glucano del grane de cebada (9).
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiales
Equipos: espectofotometro  Milton

Roy 601 longitud de onda variable uv-vis,
liofilizador 18L Lyph-lock Labconco y
bafio termostatado Magni Whirl 25L.

Reactivos: icido perclorico 50 mM,
acetalo de sodio, dcido acético, dcido
clorhidrico IN y cloruro de potasio, R.A.

Estandares: [-glucano de cebada,
SIGMA Ref. G-6513. Solucién estandar
de glucosa de 1000 mg/l con 0.1 % de aci-
do benzoico como preservativo Marca
SIGMA Ref. 635-100. Almiddén soluble
R.A marca MERCK Ref. 8543810

Enzimas: endo-3-glucanasa (celulasa,
liquenasa) E.C. 3.2.1.4 SIGMA C-0901 de
Penicillium  funicolosum, [-glucosidasa
E.C. 3.2.1.21 de almendras SIGMA Rel.
G-4511, enzimas PGO (mezcla enzimatica
de glucosa-oxidasa de Aspergillus niger y
Peroxidasa de riabano) Sigma Ref. 510-6,
O-dianisidina dihidroclorada SIGMA Ref.
510-50, Takadiastasa (E.C. 3.2.1.1) tipo
X-A: fungal cruda del Aspergillus orvzae
SIGMA Ref. A6211.

Muestras de cebadas: para validar y
ajustar la técnica enzimatica utilizada en
la determinacion de la concentracién de
[}-glucanos totales y solubles en la FSA,
se tomd una muestra de cebada represen-
tativa, para evaluar la matriz.

La metodologia enzimitica validada v
desarrollada en el presente estudio fue
aplicada a 240 muestras de cebadas pro-
venientes de las miejores lineas de cebadas
cubiertas y desnudas (10 lineas cubiertas,
10 lineas desnudas) del banco de germo-

plasma de Corpoica, cosechadas en tres
municipios del departamento de Cundina-
marca (Bojaca, Cucunubd y Subacho-
que). La metodologia descrita fue aplica-
da para cuantificar el contenido de
{-glucanos totales y solubles en la FSA de
la cebada.

Métodos

Método enzimdatico para la cuantifi-
cacion del -glucano total y soluble en la
FSA del grano de cebada (figuras 1y 2)

Fase de preparacion de la muestra:

Paso 1. Para cuantificar el B-glucano
total y el soluble en la FSA en el grano de
cebada, la cantidad de muestra que se
tomo fue de 0,25 y 0,50 g respectivamen-
te, con una humedad aproximada de
12%. Las muestras fueron molidas en un
molino Wiley, tamizadas a 1 mmy proce-
sadas por duplicado. A cada muestra se le
adiciond 1 ml de etanol al 80% v/v, se
agito en vortex, se dejé decantar por 10
min., se centrifugd a 3000 r.p.m. por 30
min.. se elimind el sobrenadante y el pre-
cipitado se sec6 a 80°C por una hora.

Fase de extraccion de [}-glucano total
y soluble en la FSA:

Paso 2a. El total de p-glucano de la
muestra de cebada se extrajo utilizando el
método propuesto por Ahluwalia y Ellis
(14), el cual se basa en la adicion de 5 ml
de dcido perclérico 50 mM a la muestra.
En el presente estudio se modifico la tem-
peratura y el tiempo de extraccion, lle-
vando la muestra a autoclave a 120°C por
5 minutos, luego se centrifugé a 4000
r.p.m. por 30 (min.) y se tomé el sobre-
nadante. Al precipitado se le adicioné 1
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Figura 1. Método enzimitico para la cuantificacion de -glucano total en grano de cebada.

ml de dcido perclérico 50 mM y se repitio
¢l proceso de extraccion. Por iltimo se
mezclaron los sobrenadantes.

Paso 2b. Los -glucanos solublesen la
FSA se extrajeron por el método propues-
1o por Bhatty, y col. (5), quienes utiliza-
ron buffer acido pH 1.5 (82,8 mlde HC1 1
Ny 7,46 2de KCI). Laextraccion se llevé
a cabo en una relacion solido-solucion
1:10 p/v, se agitd en un agitador de brazo
mecdnico por | hora a temperatura am-
biente, se centrifugd a 5000 r.p.m. por 30
min., se tomo el sobrenadante y se neu-
tralizé con 0,2 ml de bicarbonato de sodio
enrelacion 5% p/v, para evitar hidrdlisis.
Este se congelé a -70°C por 48 horas,
liofilizandolo durante 48 horas. En este
punto se continud con la extraccion con
dcido perclorico 50 mM como el paso 2a.
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Fase de hidrolisis enzimdtica:

Paso 3. A los sobrenadantes del paso
2ay 2b se les adicioné 5 ml de buffer ace-
tato de sodio (pH 5,4, 0,1 M) mas 10 uni-
dades (0,2 ml) de B-glucanasa (50 U/ml),
disuelta en buffer acetato de sodio (pH 5,4,
0,1 M), se incubd a 40°C por una hora,
Para determinar el total de [3-glucanos, se
ajustd a.un volumen de 25 ml con agua des-
tilada, mientras que para los (-glucanos so-
lubles en la FSA. se ajusto a un volumen de
10 ml (16).

Paso 4. De la solucion obtenida en el
paso 3, se tomo una alicuota de 0,1 ml y
se adiciond 0,1 ml de buffer acetato (pH
4.0, 0,2 M) méas 0,2 unidades (0,1 ml) de
[-glucesidasa (2 U/ml) disuelta en buffer
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Figura 2. Método enzimitico para la cuantificacion de
[}-glucano soluble en la FSA del grano de cebada.

de acetato de sodio (pH 4,0, 0,2 M) y se
incubd a 40°C por 15 min.

Fase de cuantificacion de glucosa li-
bre:

Paso 5. La concentracién de glucosa
de la solucion obtenida en el paso 4 se de-
termind por el método glucosa oxida-
sa/peroxidasa, y la lectura se realizd a
475 nm (21).

Metodologias bdsicas

Determinacion del total de carbohi-
dratos: se emple6 el método de antrona,
ajustado a la modificacién propuesta por
McCleary y Glennie-Holmes (9).

Determinacion de azlicares reducitores:
para determinacion de azicares reductores
se ulilizo la metodologia de Nelson/So-
mogyi usando la modificacion sugerida por
McCleary y Glennie-Holmes (9).

| oxidasa/peroxidasa, la incuba-
cion se realizé a 40°C por 20
min.

Metodologias para la valida-
cién de la técnica enzimatica de
cuantificacion de [-glucanos

Linealidad: “Se refiere a la
proporcionalidad entre la con-
centracion del analito y su res-
puesta, sirve para determinar
ademas el rango lineal y a partir
de este la concentracion mini-
ma y maxima del analito, a la cual es apli-
cable la medida™ (19).

Para este éstudio se generd una curva
estandar de glucosa enun rango de O a 10
pg/ml a partir del patron de glucosa puro
(1000 mg/l), seguido del procedimiento
de oxidasa/peroxidasa vs. absorbancia
(475 nm), permitiendo cuantificar el con-
tenido de [I-glucanos como equivalentes
de glucosa; esta curva s¢ asocia con la
sensibilidad (limites de deteccion y cuan-
tificacion del método) y precision (error
estandar relative del método), evaluando
la respuesta de la glucosa, estableciéndo-
se-el intervalo maximo y minimo de con-
centracién del analito en un rango de 0 a
10% de B-glucano en la matriz, en la cual
se valido el método.

Sensibilidad: “Hace referencia a la
minima cantidad de analito que puede
producir un resultado significativo™ (19),
Los pardmetros que se definieron para
evaluar la sensibilidad de este método
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fueromn los limites de deteccion v los limi-
tes de cuantificacion, El limite de detec-
cion (LD) se basa en la relacion sefial-rui-
do, -con lo cual se establece la minima
concentracion del analito que puede ser
detectado; su determinacion se estima a
tres desviaciones estandar del blanco (re-
lacion sefial-ruido 3:1). El limite de cuan-
tificacion (LC) se basa en la relacion se-
fal-ruido y establece como la minima
concentracion del analito que puede cuan-
tificarse con exactitud y precision razona-

bles en las condiciones establecidas y se
expresa también en unidades de concen-
tracion, efectuandose mediciones repeti-
das sobre el blanco, se mide su desviacién
estandar y se estima a diez desviaciones
estandar del blanco (relacion sefial-ruido
10:1). Los limites de deteccion y cuantifi-
cacion se estimaron a partir de la pendien-
te de Ia curva de calibracién y del inter-
cepto  obtenido por extrapolacion a
concentracion cero (intercepto), utilizan-
do las siguientes ecuaciones:

Pendiente de curva de calibracion
Intercepto de curva de calibracion obtenida a partir de tomar

3 puntos por triplicado de las menores concentraciones
de analito (0,4, 1 y 2) vs. Absorbancia (475 nm).

LD = Yhi 4 38b1  Dande:
b b =

Ybl =

1C = Ybl + Sbl Shi =

Intercepto de curva de calibracion obtenida a partir de Ja

b desviacion estindar de cada punto vs. Concentracion
de glucosa (rg/ml).

Precision: “Estd relacionada con la
dispersion de las medidas alrededor de su
valor medio o central y corresponde al
grado de concordancia entre ensayos in-
dividuales, cuando el método se aplica re-
petidamente a miiltiples alicuotas de una
muestra homogénea” (19). La precision
se expresa matemdticamente como la des-
viacion estandar; se determino la influen-
cia de los diferentes pasos a los que se ve
sometido el B-glucano, mediante 5 lectu-
ras obtenidas a 4 niveles de concentracion
(4, 6, 8y 10 g/ml) del estiandar de glucosa
y se cuantificd por el método de glueosa
oxidasa/peroxidasa.

Selectividad: " Se refiere a la propie-
dad del método de producir una sefial me-
dible debida s6lo a la presencia del anali-
to, libre de interferencia de otros
componentes en la matriz de la muestra”
(19). Se evalud independientemente: a) la
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interferencia que pudiera causar el almi-
don presente en la cebada conjuntamente
con los B-glucanos, b) la posible interfe-
rencia causada por la accién de o -amilasa
contaminante de las enzimas empleadas
en la técnica (B-glucanasa y P-glucosi-
dasa) y la c-amilasa enddgena presente en
el grano de cebada.

a) Interferencia del almidon: se prepa-
raron diferentes concentraciones de almi-
don soluble (0, 50, 75 y 100 pg/ml) di-
suello en buffer acetato de sodio 20 mM
(pH = 5.4). Luego se continud con la me-
todologia dada en los pasos 3, 4 y 5 para
la cuantificacion de B-glucanos.

by fnterferencia de la amilasa: para
evaluar la accion posible de la o-amilasa,
se empled una preparacion comercial im-
pura llamada takadiastasa sobre el patrén
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de B-glucano, la cual es una preparacion
enzimdtica obtenida del Asperigillus
Oryzae con actividad c-amilasa, oligo
1-6 glucosidasa. invertasa, maltasa, y po-
siblemente melibiasa, preparandose una
solucion de B-glucano al 0,1 % en buffer
de acetato de sodio 20 mM (pH = 5.4).
Una alicuota de 0.5 ml se llevé a 10 ml,
incubindose con diferentes cantidades de
takadiastasa (5, 10, 20y 50 U) a40°C por
una hora; se tomd una alicuota de 0,1 ml
para determinar la concentracion de azu-
cares reductores liberados por el método
Nelson/Somogyi, y el porcentaje de hi-
drolisis sobre el 3-glucano se calculd por
interpolacion en la curva de calibracion
generada,

- Exactitud: *La exactitud del método
corresponde a la diferencia del valor ob-
tenido y el valor verdadero™ (19). En este
caso se hizo necesario evaluar la pureza
del patrén de [b-glucano, el grado de hi-
drolisis de las enzimas y ¢l porcentaje de
recuperacion del estandar en la matriz
para establecer un factor de correccion
que indique la recuperacion del analito, al
final del proceso de cuantificacion.

- Pureza del pairon de p-glucano: el
patron de [i-glucano comercial se almace-
né en un desecador con silica gel por 24
horas y luego se tomo una muesira de 50
mg de f-glucano, la cual se humedecio
con | mlde etanol al 80 % v/v, se dejo por
10 min en reposo y se seco, luego se di-
solvid en 20 ml de buffer acetato de sodio
20 mM (pH = 5.4). Se adicionaron 10
unidades de [3-glucanasa (0.2 ml de una
solucidn de 50 U/ml) v se incubé a 40°C
por 1 hora. El volumen se ajusto a 100 ml
y se tomd por duplicado una alicuota de
0,1 ml. Una alicuota se traté con (0,2 uni-
dades de [3-glucosidasa (buffer acetato de

sodio 0,2 M (pH = 4.0) y se incubd a
40°C por 15 minutos. La glucosa libera-
da se midio con el procedimiento de oxi-
dasa/peroxidasa utilizando una curva de
calibracion de 0, 2,5, 5,0, 7,5 y 10,0
g/ml de glucosa vs absorbancia (475 nm).
A la otra alicuota de 0,1 ml se le determi-
no el contenido de carbohidratos totales,
por el procedimiento de antrona, utilizan-
do una curva de calibracion de 0, 25, 50,
75 y 100 g/ml de glucosa vs absorbancia
(610 nm).

~ Grado de hidrolisis con la B-ghica-
nasea: se evalud la cantidad de B-glucanasa
requerida de acuerdo con la concentracién
del analito en la matriz. Para esto, se prepa-
o una solucion de f-glucano (100 ml, 1%)
en un buffer de acetato de sodic 20 mM
{(pH = 5.4), se incubd con diferentes
cantidades de P-glucanasa (5, 10, 20y 50
U). a 40°C por una hora, y se removid
una alicuota de 20 ml de cada una, se in-
cubaron a 100°C por 10 min. Una alicuo-
ta de 0,2 ml se diluyé 10 veces. De esta
solucién diluida se tomo una alicuota de

0,1 ml para la deierminacion de azicares

reductores (Nelson/Somogy). Para deter-
minar el grado de hidrélisis de Ia B-glu-
canasa se dividio el nivel de azicares re-
ductores por el total de carbohidratos v
se expreso en porcentaje.

— Grado de hidrolisis con la p-gluco-
sidasa: los niveles de B-glucosidasa reque-
ridos para cuantificar el grado de hidrélisis
del B-glucano en las cebadas se determina-
ron variando los niveles de B-glucosidasa a
una concentracion constante de [3-glucano
(1%). Se tomaron de la solucion tratada
con 10 U de B-glucanasa cuatro alicuotas
de 0.1 ml, se incubaron con diferentes
cantidades de [-glucosidasa (0,1, 0,2, 0.3
y 0,5 U), a40°C por 15 min, y se determi-
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no la glucosa liberada por el método de
glucosa oxidasa/peroxidasa. El porcen-
taje de hidrolisis sobre el f-glucano se
calculd por interpolacién en la curva de
calibracién generada.

~ Porcentaje de recuperacion del
B-glucano en la matriz (grano de ceba-
da): para establecer el efecto que causa la
matriz en la cuantificacion y recuperacion
del analito en el proceso de extraccion
dcida (acido perclorice 50 mM) e hidroli-
sis enzimdatica, se adicionaron diferentes
niveles (0,99, 1,61 y 2,86%) del patrén
de [3-glucano a una muestra de cebada en
la que se conocia previamente el conteni-
do de f-glucano (2,45%). La muestra se
sometio al procedimiento estdndar de de-
terminacion de B-glucano vy se establecio
la relacion del nivel adicionado del patrén
de [-glucano, con la concentracion de
[3-glucano obtenido en las muestras.

En la figura 3, se presenta un resumen
de los parametros y las metodologias que
se han tenido en cuenta para validar la téc-
nica analitica de cuantificacion de p-gluca-
nos en el grano de cebada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Linealidad: El reactivo o-diadisina
utilizado en este estudio, vario en la inten-
sidad del color (de incoloro a rosado), lo
cual estuvo asociado con el tiempo de pre-
paracion. Este reactivo debe disolverse
en agua destilada una vez abierto y no es
posible su preparacion diaria. En conse-
cuencia fue necesario evaluar el efecto
del tiempo de preparacién sobre el au-
mento de la lectura por oxidacion parcial
del reactivo, En este sentido, se conside-
raron seis curvas de calibracion de gluco-
sa.oscilando la lectura del blanco de reac-

74

tivos entre 0.001 de absorbancia en el pri-
mer dia de preparacion a 0.053 de absor-
bancia a los 30 dias de preparacion. Las
comparacienes de interceptos y pendien-
tes de las curvas, de la regresion combi-
naday de la regresion total se observarn en
la tabla 1. El andlisis de las pendientes
muestra que no hubo diferencias signifi-
cativas (P > 0,05) entre las diferentes
pendientes F; ,,: tabulado: 3.22; calcula-
do: 1.61; asi como cuando se analizaron
los interceptos F ,:: tabulado: 3.13; cal-
culado: 0.021.

En consecuencia, se combinaron las
diferentes curvas y se obtuvo una ecua-
cidm final de calibracion de glucosa. Los
resultados indicaron que en un rango de
lectura de 0 a 10 pg glucosa/ml, se obtuvo
una relacion de tipo lineal entre la con-
centracion de glucosa y la absorbancia
(475 nm) (ecuacion 1). El limite de con-
fianza al 95% para la pendiente fue de
0.0359 < b < 0,0384, y el nivel de con-
fianza del intercepto fue 0,0297 < a <
0,0496.

Ecuacion 1. Y = 0,0372(20,0006)
x +0.0397 (£0,0049) R* =098 n=
34 RSD = 0,0196

Sensibilidad: A partir de las ecuacio-
nes 2a y 2b, como se menciono en la me-
todologia, se establecié que el limite de
deteccion del B-glucano fue de 1,41 pg
glucosa/ml v el limite de cuantificacién
de 1,66 pg glucosa/ml. Esta técnica enzi-
miética muestra una sensibilidad que per-
mite analizar muestras que contienen baja
concentracion de [}-glucanos.

Ecuacion 2a. 'Y = 0,041(£0.0075) x
+ (.0519(+0,0098) R =098 n=9
RSD = 0.0060
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I CRITERIOS DE VALIDACION DE UNA TECNICA ENZIMATICA PARA DETERMINAR B-GLUCANOS —I

|

LINEALIDAD I

Curvis de calibracion con glucosa
(oxidasa/peroxidasa)

SENSIBILIDAD

[ Limite de déteccion

H

Limite de cuantificacion

I PRECISION |

| Error estandar relativo del método

I_

| SELECTIVIDAD l

Interferencia por takadiestasa
(aztcares reductores,
Nelson/Somogyi)

Interferencia por almidon
(glucosa libre,
oxidasa/peroxidasa)

en la matriz (grano de cebada)

EXACTITUD
Pureza del patrdn de B-glucano Grado de hidrdlisis de la B-glucanisa
(carbohidratos wotales, antrona/ 1 (azdcures reductores,
glueosa, oxidasa/peroxidasa) Nelson/Somogyi)
Recuperacion del patron de B-glucano Grado de hidralisis de la B-glucosidasa

(elucosa. oxidasa/peroxidasa)

Figura 3. Diagrama de flujo para ajuste y validacion de la téenica analitica para cuantificacion de

B-glucanos en el grano de cebada.

Ecuacion 2b. Y = 0,0102(£0.008) x
+ 0,0014(+0,0001) R =059 n=9
RSD = 00,0096

Precision: Para los niveles analizados
4,6, 8y 10 pg glucosa/ml, la desviacion

estandar fue: 0,017, 0,019, 0,013 y
0,022, respectivamente. Los diferentes
estudios en granos de cebada demuestran
escenarios contrastantes cuando se anali-
za esle pardmetro, por ejemplo, el méto-
do descrito por Henry (22), obtuve una
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Tabla 1. Evaluacion de pendientes e inierceplos de las seis curvas de calibracion de glu-

cosa.
. ¥x? XY Ey b Residuales | G residual
Regresion | 121.2 6.023 (13119 ! 0.0413 0.01155 4
Regresion 2 220.0 10102 0.4658 0.0417 0.00196 4
Regresion 3 220.0 0348 0.3994 (1.0383 0.00221 4
Regresion 4 220.0 9.129 03811 0.0372 040227 4
Regresion § 121.0 S406 | (0.2429 .0421 0.00143 3
Regresion 6 121.0 5.336 0.2363 0.0421 0.00100 3
Pool de la regresion - - - -- 0.02447 22
Regresion comin 1023.16 45 345 2.0376 0.0443 0.02793 25
Regresion total 1023.16 45345 2.0376 - 0.02805 32

desviacion estindar de 0,033 y 0,016 en
las variedades Clipper y Grimmett, res-
pectivamente, mientras que el método
descrito por Ahluwalia y Ellis (15), que
es reproducible y preciso en la hidrélisis
enzimdtica del B-glucano, muesira una
desviacion estindar para 5 variedades de
cebadas y malta de 0,19 v 0,24, respecti-
vamente.

Selectividad: La selectividad permitio
‘medir la interferencia del almidén como
principal polisacarido de la cebada por la
accion hidrolitica de las enzimas utiliza-
das en el proceso, sobre niveles de almi-
ddn 10 veces mis altos de los que se po-
dria encontrar en la matriz como
f}-glucano. Los datos muestran que ni la

[-glucanasa cruda, ni la PB-glucosidasa
presentaron accidn hidrolitica sobre el al-
midén (tabla 2).

En el caso de la interferencia por acti-
vidad enzimatica end6gena o contami-
nante ¢n las enzimas utilizadas, se deter-
mind que la actividad hidrolitica de 1a
takadiastasa sobre el patron de f3-glucano
fue menor de 0,01 % (tabla 3), confirman-
do los resultados obtenidos por McCleary
y Glennie-Holmes (9), quienes evaluaron
el grado de interferencia de la amiloglu-
cosidasa, maltasa e invertasa con niveles
de 0,001, 0,01 v 0,3%, respectivamente.
Estos resultados muestran la especifici-
dad del mérode para medir la concentra-

Tabla 2. Grado de interferencia del almidén por accion de las enzimas gluca-

nasa/fi-glucosidasa.

% almidén detectado por la accidn
Almidén (ug/ml) final Absorbancia® enzimitica (B-glucanasa/[}-glucosidasa)
50 0.126 0.00000 I
75 0.128 0.00000 j
- 100 0.137 0.00001 |

* Blanco = 0:126.
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cién de B-glucanos presentes en el grano
de la cebada.

Exactitud: La exactitud del método se
evalud a través de la pureza del patron del
B-glucano, el grado de hidrdlisis de las
enzimas utilizadas y porcentaje de recu-
peracion del estandar en la matriz.

[f-glucano utilizado fue de 82,10%, con-
firmando los resultados obtenidos por
Mc¢Cleary y Glennie-Holmes (9), quienes

obtuvieren una pureza del 84 %.

Poder de hidrélisis con las enzimas
utilizadas

B-glucanasa: El poder

Tabla 3. Grado de hidrolisis de 1a takadiastasa sobre el pa- de hidr6lisis para los nive-

trom P-glucano.

les 5, 10y 20 U de B-gluc-

anasa (E.C.3.2.1.4) fue de

Unidades de Hidrolisis promedia | 25 8 284 y 28,1%, res-
takadiastasa |  Absorbancia® % pectivamente (tabla 4). In-
5 0.020 0.000 crementos mayores de ni-

. veles de [-glucanasa (50

. 0421 01 U) muestran una hidrolisis
20 0.020 0.000 de 6,25% restando la ab-

50 0.020 01000 sorbancia gue corresponde

“Blanco mkadiastasa = 0,02, blancoflglucano = 0,018

Pureza del patrén de 3-glucano: En la
determinacion de la pureza del §-glucano
como primer paso se cuantifico el conte-
nido total de carbohidratos a través de la
ecuacion 3, generadade la curva de cali-
bracion obtenida por el método de antro-
na, estableciéndose que la concentracion
de carbohidratos totales del patron de
B-glucano fue de 92,28 %.

Ecuacion 3. 'Y = 0.006(0,0003) x
+0,051(x0.0326) R*=099 n=6
RSD = 0,0557

Como segundo paso, se cuantifico el
contenido de f3-glucano en el patron a tra-
vés del método enzimatico de oxidasa/pe-
roxidasa. Se determiné que la concentra-
cion de P-glucano en el patrén fue de
75,77 %. Utilizando la relacién de total de
[-glucano sobre el total de carbohidratos,
se establecio que la pureza del patron de

al blanco de [}-glucanasa
con 50 U que fue de 0,292.
Porlo anterior, se determi-
nd que para asegurar la
maxima hidrélisis de los P-glucanos se
deberia utilizar 10 U. Estos resultados
fueron similares a los obtenidos por
McCleary v Glennie-Holmes (9). Henry
(22), utilizé un exceso de f-glucanasa
para hidrolizar todo el B-glucano de la
muestra en 1 hora de incubacién y lo
complementd usando comparativamente
grandes cantidades de enzima en una
muestra pequefa. Sinembargo, la hidré-
lisis por 4 horas no incremento la canti-
dad de azucares reductores producidos.
Los resultados del presente estudio
muestran que ¢l porcentaje de hidrdlisis
del p-glucano utilizando 10U de B-gluca-
nasa fue de 34,41 %. Sise tiene en cuenta
que el patrén de -glucano sélo contiene

82,10% de B-glucanos, el porcentaje de

hidrolisis fue de 41,91%. La actividad
hidrolitica de la B-glucanasa no es com-
pleta a glucosa, por ser una endo-enzima
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que s6lo logra hidrolizar los enlaces (1,4)
enel B-glucano que también contiene en-
laces (1,3); por tanto, el uso de sélo esta
enzima no es (an efectiva para la hidréli-
sis del [-glucano de la cebada, por esta
razon se utilizdé una segunda enzima
(p-glucosidasa) con el objeto de estimar
la concentracién del 3-glucano en el gra-
no de cebada (9).

Tabla 4. Adicion de [-glucanasa y efecto sobre la hidro-

lisis del patrén de [3-glucano.

Recuperacion del patron B-glucano en
lamatriz: el nivel de glucosa libre presen-
te en el grano de cebada mostr6é una con-
centracion cercana a 1%, confirmando
los resultados obtenidos por McCleary y
Glennie-Holmes (9). Sin embargo, para
eliminar posibles errores en la cuantifica-
cion de los [3-glucanos, la muestra de ce-
bada fue tratada con etanol a 80 % v/v te-
niendo en cuenta que los diy
monosaciridos son solubles
en esta solucién, mientras

Hidrélisis que los polisaciridos son in-

Unidades de Absorbancia* promedia SOIL_lble‘s' De otra parte, la.s
l-glucanasa % enzimas endogenas también
— " T son inactivadas parcialmen-
2 oA 2081 te durante el secado de las

10 0.418 28.37 muestras y totalmente cuan-

20 0.417 28.09 do son tratadas con una so-

* Blanico |1-glucan_u = 0.016.

B-glucosidasa: El grado de hidrdlisis
para los niveles 0,1, 0,2 y 0.3 U de -gluco-
sidasa (E.C. 3.2.1.21) ftue de 57,5%.
66,0% y 65,23%, respectivamente (tabla
5). Al adicionar 0,5 unidades de B-glu-
cosidasa se observo que la lectura del
blanco fue de 0,280; si se resta esta absor-
bancia, el porcentaje de hidrdlisis fue de
49,73 % . Por fanto se estimo que paraase-
gurar la maxima hidrélisis a glucosa libre
se utilizarian 0,2 U de
B-glucosidasa, resultado
ue fue similar al obteni-
do por McCleary y Glen-

lucidn etanélica, la cual des-
naturaliza las  enzimas
inhibiendo su actividad bio-
lI6gica. Bhatty y col. (5) obtuvieron altos
valores de f}-glucanos por la presencia de
azucares reductores endogenos.

Los resultados del presente estudio
muestran que el porcentaje de recupera-
cion del patron de B-glucano puro fue de
98.5% teniendo en cuenta la correccion
del poder de hidrolisis.de las enzimas y la
pureza del patrén de P-glucano. Estos re-

Tabla 5. Adicion de la [-glucosidasa y su efecto sobre el
patron de hidrolisis del B-glucano a una concentracion del

: e . 1%
nie-Holmes (9). Si consi-
deramos que dicho Unidades de Absorbancia*® Hidrdlisis promedia
patrén contiene 82% de frguctiidasi 2
B-glucanos, el porcenta- 0.1 0.540 57,5
jc de hidréﬁSls del ﬁ-g]u— 0.2 0.579 66.0
cano producide por las
dos enzimas fue de 0.3 0.575 65.2
80.5%. * Blaneo [-glucane = 0,009,
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sultados son similares a los obtenidos por
Ahluwalia y Ellis (15), quienes reporta-
ron porcentajes de recuperacion del
B-glucano del BIOCON (Irlanda) de
99,4 %, mientras que McCleary y Glen-

centaje total de recuperacién fue de
96,0% v 98,7 %, respectivamente.

Aplicacion de la metodologia enzimiti-
ca: En este estudio el nivel de (-glucanos

Tabla 6. Porcentaje de recuperacion del B-glucano en el patron y en la matriz.

[-glucano |}-glucano |}-glucano Recuperacién del pat r(’mzl
Muestra adicionado total recuperado | de (-glucano en la matri
% % en la matriz % %
Cebada L4 0 245 - =
Patron f-glucano 2.01 2.01 1,98 98.5
Cebada L4+ [i-gl 0,99 3.44 331 96.2
Cebada 1.4+ [}-g2 1,61 4,06 342 84,2
Cebada L4+ [-g3 2.86 5,31 4,26 80,2

nie-Holmes (9), con extraccion acuosa,
reportaron la recuperacion del B-glucano
de 99%.

El efecto de la matriz en la recupera-
cion del analito fue observado cuando se
adicioné 0,99%, 1,61% y 2,86% de
[i-glucano a una muestra de cebada y se
obtuvo una recuperacion del analito de
96,2, 84,2y 80,2%, respectivamente (ta-
bla 6); el menor porcentaje de recupera-
cion al incrementar el contenido de
[}-glucano en la matriz puede ser causado
por la saturacién del sustrato sobre la en-
zima para las condiciones de hidrélisis es-
tablecidas. Por lo anterior, se sugiere que
el contenido de analito en la matriz al mo-
mentode laextraccién con acido perclori-
co (50 mM) no debe ser superior a 34 4
mg/g muestra, Sin embargo, en un estu-
dio realizado por McCléary y Glennie-
Holmes (9) se senala que harinas estinda-
res que contenian 2 y 4,5% de PB-glucano
fueron preparadas y analizadas, y el por-

totales fue de 1,82% y 1,29% para las ce-
badas desnudas y cubiertas, respectivamen-
te (tabla 7); son resultados similares a los
reportados por Bhatty (23) con 1,7%, Bru-
fau (24) con 1,8%, Francesh (23) con
2,5%, e inferiores a los reportados por
Newman y Newman (26) con 5,8%, Villa-
mide (27) con 3,9% y Yu (28) con 3,7%.
Esta variacion en los datos no solo es debi-
da al método empleado, sino que puede es-
tar asociada con el genotipo de la cebada y
factores ambientales relacionados con el
crecimiento del grano (tiempo, localizacion
geografica). Los B-glucanos solubles de la
FSA representaron 16,5% y 18,6% del
B-glucano total de los granos desnudos y
cubiertos, respectivamente (tabla 7). Aman
y Graham (3) encontraron que cuando los
[*-glucanos de la muestra se exiraen a
38°C, se solubilizan mis B-glucanos que
cuando se extraen con buffer pH = 1.5;
ignalmente reportaron que la cebada con-
tiene en promedio 4,4 % de B-glucano total
y 2.4% (55%) de P-glucano soluble a
38°C. De otra parte, Carr y col. (14) exira-
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Tabla 7. Concentracion de B-glucano total'y B-glucano soluble en la FSA de granos de
cebada cosechados en tres municipios del departamento de Cundinamarca.

Tipo de cebada Bojacd Cucunubi ' Subachoque Promedio
[glucano total (%)

Desnuda 1.50™ 1.69% 2,28™ 1.82°

| Cubierta 1.20% 1,194 [,49" 1,29*
Promedio 1,35° 144" 1.89° —

[i~glucano soluble en la FSA del grano (%)

Desnuda 0,18 0,29™ 0,42% 0.30°
Cubierta 0,19™ 0,234 0,29 0,24"
Promedio 0,19 0,26" 0,35¢ —

Valores promedios en columnas con fetras mayisculas diferentes presentan diferendas significarivas entre ti-

pos (P < D5),

Vaulores promedios en filas con letras mindsculas diferentes presentan diferenciassignificativas entre locali-

dades (P < 05).

jeron los [b-glucanos solubles a 100°C, en-
contrando un rango de 0,49-3,9% de
[}-glucanos solubles y untotal de B-gluca-
nos de 0,58-8,86%. McCleary y Glen-
nie-Holmes (9) reportaron una variacion
en el contenido de B-glucano total y soluble
en el grano de cebada de 3.84.8% vy
1-1.6%, respectivamente.

CONCLUSIONES

Las principales caracteristicas de la
técnica enzimatica para la determinacion
de [}-glucanos totales y solubles en la FSA
del grano de cebada fueron: a) porcentaje
de hidrolisis de las enzimas utilizadas:
80,5%; b) correlacion entre la concentra-
cion de glucosa y la absorbancia (475 nm)
en un rango de 0-16 pg glucosa/ml: 0,98;
¢) limite de cuantificacion: 1,66 pg glu-
cosa/ml vy limite de deteccion: 1,41 pg
glucosa/ml; d) la c-amilasa v el almidén
no fueron interferentes en el método: e) la
recuperacion del analito en la matriz fue:

80

96.2% al nivel de 3,44 % de [-glucano en
la muestra.

En este estudio se observo que, inde-
pendientemente del ajuste y validacion de
la 1écnica con modificaciones en la ex-
traccion e hidrolisis del P-glucano de
acuerdo con la norma ICH3, la concen-
tracion de B-glucano obtenida en cebadas
cubiertas y desnudas fue baja, lo cual es
fundamental para los grupos de mejora-
miento del grano de cebada y para su in-
clusién en procesos de alimentacion hu-
mana y animal.
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