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RESUMEN

Los arabinoxilanos (AX) son polisacaridos heterogéneos no amilaceos presentes
en varios tejidos de cereales. Los AX tienen la capacidad de formar geles
covalentes mediante el acopiamiento oxidativo del acido ferulico (AF) por accion
de un agente entrecruzante como la enzima lacasa. Las propiedades de los geles
de AX dependen de las caracteristicas estructurales del polisacarido. El
contenido de proteina en AX es una de las caracteristicas cuyo impacto en ia
gelificacion del polisacarido no ha sido investigado a profundidad. El objetivo del
presente estudio fue remover la proteina asociada al AX mediante tratamientos
enzimaticos (proteasa, O-glicosidasa) para investigar el tipo de enlace AX-
proteina y evaluar el efecto de esta modificacion enzimatica en las caracteristicas
viscoelasticas y microestructurales de los geles de AX formados. En una primera
etapa de la investigacion, los AX extraidos de granos secos de [a destileria con
solubies (DDGAX) fueron caracterizados. Estos presentaron una pureza del 64%
{p/p), un peso molecular promedio de 209 kDa, un contenido de AF de 6.05 ug/mg
AX, una proporcién A/X de 1.08, una viscosidad intrinseca de 292 mU/g y un
contenido de proteina de 8.2%. El tratamiento con proteasas de DDGAX redujo
el contenido proteico en un 54% y modificé las caracteristicas microestructurales
de los geles formados. La eliminacidn parcial de la proteina no modificé (p>0.05)
las caracteristicas reologicas de los geles. En una segunda etapa, los DDGAX
dializados {DDGAXD) fueron sometidos a un tratamiento con la enzima O-
glicosidasa para eliminar la proteina e identificar el enlace carbohidrato-
aminoacido en la asociacion AX-proteina. La proteina asociada a DDGAX
presenté un rango de peso molecular de 6 a14 kDa. Se identifico la secuencia
parcial ATWEGER (alanina, treonina, triptéfano, acido glutamico, glicina, acido

glutamico y arginina), cotrespondiente a un fragmento de la proteina de DDGAX.
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La proteina se encuentra unida al carbohidrato mediante un enlace covalente.
Los resultados indican que la eliminacion parcial de 1a proteina no modifica las
caracteristicas viscoelasticas de los geles formados y que la proteina podria estar

asociada covalentemente al AX mediante los aminoacidos serina y/o treonina.

Palabras clave: Arabinoxilanos, acido ferllico, gelificacion, proteina, enlace

covalente,
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ABSTRACT

Arabinoxyians (AX) are heterogeneous non-starch polysaccharides present in
cereal grains. AX can form gels through covalent cross-linking of ferulic acid (FA)
resulting in the formation of dimers (di-FA) and trimer (tri-FA) of FA. The properties
of AX gels depend on the structural characteristics of the polysaccharide. Protein
content of AX is one such structural characteristic, the impact of which on gelling
and gel properties has not been reported so far. The objective of the present study
was to remove the protein associated with AX, using enzymatical (protease, O-
glycosidase) treatments in order to investigate the type of linkage between AX-
protein, and evaluate the effect of the enzymatic modification on the viscoelastic
and microstructural characteristics of the formed gels. On a first research stage,
the AX extracted from distillers dried grains with solubles (DDGAX) were
characterized. The AX presented a purity of 4% (w/w), a molecular weight of
209 kDa, a FA content of 8.05 ug/mg, an A/X ratio of 1.08, an intrinsic viscosity of
292 ml./g and 8.24% of protein content. A protease treatment reduced 54% of the
protein content in DDGAX and modified the microstructural characteristics of the
formed gels. The rheological characteristics of the gels were not affected (p>0.05)
by the partial elimination of the protein. On a second stage, the dialyzed DDGAX
(DDGAXD) were subjected to a treatment with O-glycosidase in order to eliminate
the protein and help to identify the nature of the aminoacid-carbohydrate linkage
in the arabinoxylan-protein association. The protein associated with AX showed
a molecular weight range of 6-14 kDa. A partial sequence, ATWEGER ({(alanine,
threonine, tryptophan, glutamic acid, glycine, glutamic acid and arginine) was
identified, corresponding to a fragment of the DDGAX protein. The protein is
covalently associated with the arabinoxylan. The resulis indicate that the partial

elimination of the protein do not modify the viscoelastic characteristics of the gels
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formed and that the protein could be covalently associated with arabinoxylan

through serine and/or threonine.

Keywords: Arabinoxylan, ferulic acid, gelling, protein, covalent linkage.
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. INTRODUCCION

l.os arabinoxilanos (AX) son polisacaridos heterogéneos no amilaceos que se
encuentran en varios tejidos de los granos de cereales (lzydorczyk y Biliaderis,
2007). Entre sus propiedades funcionales resalta su capacidad para formar geles
covalentes en presencia de agentes oxidantes. Estos geles poseen propiedades
que les permiten ser utilizados como matrices de liberacion controlada para la
industria alimentaria y biomédica (Berlanga-Reyes et al., 2009a y b; Carvajal-
Millan et al., 2007). Estas propiedades dependen de las caracteristicas del
polisacarido, por lo que el conocimiento de su estructura es muy importante al
momento de buscar nuevas aliernativas para su aplicacion.

Existe controversia acerca de la asociacion AX-proteina. Se ha
demostrado la presencia de proteina residual asociada o fuertemente ligada al
polisacarido que permanece remanente aun despues de utilizar ciertos metodos
de purificacidon (Ebringerova, 1994; Saulnier et al., 1985a; Yadav et al., 2007b).
Sin embargo, no se ha determinado hasta qué punto es posible eliminar esta
proteina mediante métodos enzimaticos y quimicos especificos. Debido a que la
capacidad gelificante de los AX depende de su composicion y estructura, el
conocimiento de sus caracteristicas estructurales y su efecto en las propiedades
del gel es esencial para la construccion de un conocimiento profundo acerca de
la naturaleza de los geles y para el disefio de geles con diferentes caracteristicas
que pudieran tener nuevas aplicaciones.

En relacion al tipo de enlace presente en {a asociacion AX-proteina, se han
propuesto dos vias mediante las cuales podria estar unida la proteina al
polisacarido. Una de éstas involucra la posible asociacion entre &cido ferulico
(AF) y aminoacido, y la otra una unién entre carbohidrato y aminoacido. Sin

embargo, no se ha logrado determinar con precision el tipo de enlace entre la
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asociacion AX-proteina (Saulnier: et al., 1995a). Existen estudios relacionados
con la asociacion AX-proteina y su relacion con la gelificacion (Bettge y Morris,
2007; Girhammar y Nair, 1995; Morita et al., 1974). Sin embargo, el papel que
desempeda la fraccidn proteica en la capacidad gelificante de los AX aun no esta
claro. |

En este estudio se evalué el efecto de la remocion de proieina asociada al
arabinoxilano en su capacidad gelificante y en las caracteristicas viscoelasticas
y microestructurales de los geles formados y se investigo si esta proteina esta
unida al arabinoxilano de forma covalente mediante una unidon O-glicosidica

carbohidrato-proteina.



. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

1.1, Estructura Quimica de los Arabinoxilanos

La estructura de los AX consiste en una cadena de xilosas unidas entre si por
enlaces B-(1-4) v residuos de arabinosa unidos a la cadena principal. Los
residuos de arabinosa pueden estar unidos a la cadena de xilosas en posiciones
0-3 ylo O-2, lo que resulta en cuatro estructuras diferentes: monosustituida,
disustituida y no sustituida (Figura 1). Aungue en promedio, el 50-60% de los
residuos de xilosa de la cadena se presentan en la forma no sustituida, Ia
cantidad y distribucion de estas estructuras varia dependiendo de la fuente del

polisacarido (Izydorczyk y Dexter, 2008).

R,CO

OH

Figura 1. Posicion de arabinosas en arabinoxilanos. a) No sustituida,
b) monosustituida en O-2, ¢) monosustituida en O-3 con un residuo de
acido ferdlico esterificado en arabinosa y d) disustituida en 0-2,3,
Fuente: {zydorczyk y Dexter, 2008.



La estructura quimica de los AX puede variar en cuanto a su complejidad
de una fuente a otra. Los AX de salvado de maiz, sorgo y arroz son mas
complejos en comparacion a los de trigo, cebada y centeno, ya que ademas de
arabinosa contienen residuos de xilosa, galactosa y &cido glucuronico. En AX de
maiz, los residuos de acido glucurdnico se unen a la posicion 0-2 de la xilosa, y
algunos residuos de galactosa y xilosa a la arabinosa ramificada (Saulnier et al,
1995a). Una caracteristica Unica de estos polisacaridos, es la presencia de
acidos hidroxicinamicos como el ferllico y cumarico, gque se encuentran
esterificados a la arabinosa en posicion O-5 (Smith y Hartley, 1983). Ademas,
presentan residuos de acético esterificados (3-5%) directamente a la cadena de
xilosas en las posiciones 0-2 6 O-3 (Agger et al., 2010).

Los AX poseen caracteristicas estructurales que pueden variar y afectar
asi sus propiedades fisicoquimicas. Estas variaciones se ven reflejadas en el
grado de polimerizacion (GP), proporcién arabinosa/xilosa (A/X), proporcion y
secuencia de enlaces glicosidicos, patron de sustitucidn de arabinosas en la
cadena y en la presencia de otros sustituyentes (Izydorczyk y Biliaderis, 2007).

La relacion A/X se refiere al grado de ramificacion o sustitucion de los AX
e indica el nimero de unidades de arabinosa unidas a la cadena principal de
xilosas. Esta proporcion puede variar de 0.3 a 1.1 dependiendo del origen del
polisaca‘ﬁdo (lzydorczyk y Biliaderis, 2007). En AX de pericarpio de maiz se han
encontrado altos grados de sustitucion que van desde 0.8 a 0.85 (Van Laar et al ,
2002; Carvajal-Millan et al.,, 2007; Yadav et al., 2009; Yadav et al., 2007b). Esta
relacion no detalla las caracteristicas estructurales de estos polimeros, pero esta
relacionada con la proporcidén de las cuatro estructuras moleculares, en las
cadenas de los AX (Izydorczyk y Biliaderis, 2007).

Los AX se clasifican como extraibles y no extraibles en agua (WE-AX y
WU-AX, respectivamente) en base a su solubilidad (Nifio-Medina et al., 2010).
Estas diferencias en la solubilidad pueden estar relacionadas con los patrones de
sustitucion y el grado de entrecruzamiento. También pueden deberse a enlaces
covalentes entre los grupos carboxilo de acidos urdnicos y los grupos hidroxilo

de los AX, asi como a la formacion de puentes diferdlicos entre las cadenas



adyacentes (Fincher y Stone, 1986; Gruppen et al.,, 1990). En los granos de
cereales, los WE-AX se localizan principalmente en el endospermo y los WU-AX
en la capa aleurona y cascarilla (Nifo-Medina et al., 2010). A pesar de que las
caracteristicas estructurales de los WU-AX han sido menos estudiadas, se ha
dermostrado que su estructura es similar a la de los WE-AX, pero con valores mas
altos de peso molecular promedio y proporcién A/X (lzydorczyk y Biliaderis,
1995).

i1.2. Asociacion Arabinoxilano-Proteina

Los AX de maiz se obtienen mediante tratamientos que involucran una hidrolisis
alcalina controlada. La composicion de estos AX es: xilosa (b0-60%}), arabinosa
(31-35%), galactosa (7-8%) y acido glucurénico (4-5%). Ademas, se ha
demostrado que presentan un porcentaje de proteina fuertemente asociada o
ligada a su estructura que varia del 2-5% (p/p). Este porcentaje puede variar
dependiendo del origen y el método utilizado para su obtencion (Whistler y
Bemiller, 1956, Yadav et al., 2007b).

La asociacion AX-proteina y el papel que podria desempeniar esta fraccion
proteica en el polisacarido ha sido tema de polémica. En diversos estudios, se ha
observado cierto contenido de proteina que permanece remanente despues de
los procesos de extraccion y purificacion de los AX. En maiz, las extracciones
secuenciales con proteasas y alcali han permitido obtener AX con un contenido
de proteina del 0.4 al 5% (Saulnier et al., 1995a). Resultados similares fueron
encontrados en centeno, donde el extracto purificado con pronasas y alcali
presentd un contenido de proteina del 1.1% (Ebringerova et al., 1994). Asi mismo,
en AX de trigo se ha obtenido un contenido del 4.2%, después de hacer una
purificacién con pronasas {(Morales-Ortega et al., 2013). Los estudios anteriores
indican que aun después de utilizar métodos para purificar al extracto, cierto

contenido de proteina permanece remanente en el polisacarido.



Por ofro lado, se han utilizado métodos gue involucran extracciones
acuosas para separar a los AX en base a su solubilidad en agua del resto de los
componentes. En estos casos, el material proteico remanente puede exiraerse
con solventes no polares como el etanol acuoso. Esto permite reducir el
contenido de proteina hasta 2-0.6%, pero sin lograr una eliminacion completa
(Fincher y Stone, 1974, Yadav et al., 2010). Cabe mencionar que en trigo, la
presencia de la proteina asociada al AX fue confirmada mediante estudios de
microscopia de fuerza atomica. Los autores sugieren que la proteina esta
fuertemente ligada y posiblemente asociada de manera covalente al polisacarido
(Adams et al., 2003). Sin embargo, no se ha establecido como es que esta
fraccion proteica se encuentra unida al polisacérido.

Con base en los estudios anteriores, es claro que exisie proteina que se
encuentra asociada de alguna forma al polisacarido, la cual no es posible eliminar
con los métodos de extraccion y purificacion utilizados cominmente. No
obstante, no se ha determinado hasta qué punto podria la aplicacion de otros
métodos mas especificos ser capaces de lograr la eliminacién de esta fraccion
oroteica. Esto permitiria, ademas de identificar el fipo de enlace que existe entre
el AX y la proteina, contribuir al conocimiento de su estructura para tomar ventaja

del polisacarido en futuras aplicaciones.
| Yadav et al. (2011), lograron aislar e identificar a la proteina asociada a
los AX de maiz. Esta proteina presentd una secuencia de péptidos y peso
molecular (22 kDa) similares a la proteina hidrofébica alfa-zeina del maiz.
Ademas, indicaron que dicha proteina puede estar unida de manera covalente ©
fisica a la estructura de los AX, lo que les permite actuar como emulsionante. En
este estudio, los AX fueron obtenidos mediante una hidrdlisis alcalina, seguida
de una precipitacion con etanol. Sin embargo, durante la extraccion no se indico
el uso de enzimas proteoliticas para purificar el extracto, lo cual se vio reflejado
en un alto contenido de proteina (8.5%). Debido a esto, es posible que la proteina
aislada haya presentado residuos proteicos que no formaban parte integral del

polisacarido y que tal vez no fueron eliminados durante el proceso de extraccion.



En cuanto a informacion relacionada con el perfil de aminoacidos de las
proteinas asociadas a los AX, se tienen pocos estudios. Los aminoacidos mas
abundantes detectados en estas proteinas se muestran en la Tabla 1. Por
ejemplo, la proteina identificada en AX de pericarpio de maiz ha presentado
cantidades importantes de alanina (Ala), valina (Val), prolina (Pro), glicina (Gly),
glutamina (Gin), leucina (Leu), treonina (Thr), tirosina (Tyr) e hidroxiprolina (Hyp)
(Cirre et al. 2014; Saulnier et al., 1995a; Yadav et al., 2011). Por su parte, en la
proteina de AX de centeno, se ha observado un menor contenido de Pro, pero
rico en Gly y Ser (Ebringerova et al., 1994). Aungque se conocen los aminoacidos
presentes en las proteinas asociadas a los AX, aun no ha sido posible determinar

qué aminoacidos podrian estar participando en dicha asociacion.

Cuadro 1. Aminoacidos mas abundantes en las proteinas asociadas a AX.
Fuente de AX Contenido de Aminoacidos

proteina {%)

Pericarpio de maiz?®® 5-8.5 Ala, Val, Pro, Gly, Gin, Leu,
' Thr, Tyr, Hyp
Centeno® 1.1 Gly, Ser, Ala, Arg

3(Saulnier et al., 1995a); ®{Yadav et al. 2011}, (Cirre et al. 2014}, YEbringerova, 1994);
Ala: Alanina, Pro: Prolina, Gly: Glicina, Hyp: Hidroxiprolina, Thr: Treonina, Ser: Sering,
Arg: Arginina, Val: Valina, Gin: Glutamina, Leu: Leucina; Tyr: tirosina.

Cirre et al. (2014) aplicaron un fratamiento con proteasas a fracciones de
AX con la finalidad de investigar el tipo de enlace entre el AX y 1a proteina. Ellos
encontraron que después de 24 y 48 h de tratamiento, el peso molecular de! AX
no se modificod. Lo anterior indico que la proteina no fue digerida por la proteasa,
resultado gue usualmente se presenta en la goma arabiga al observar una
reduccion considerable en su peso molecular. Esto sugiere que el enlace entre
AX y proteina no parece ser similar al que se presenta en la goma arabiga, el

cual se considera que se da via hidroxiprolina y posiblemente a traveés de serina.



Son escasos los estudios relacionados con la naturaleza del enlace en la
asociacién AX-proteina. Con base en éstos, se han propuesto dos vias mediante
las cuales podria estarse dando la unidn entre el AX y la proteina. Una de ellas
involucra una posible interaccion AF-aminoécido y la ofra, una unidén aminoacido-
carbohidrato. En el primer caso, se sugiere la interaccion entre el aminoécido Tyr
de las proteinas y el residuo de AF de los AX, mediante la formacion de un dimero
(AF-Tyr) (Neukom y Markwalder, 1978) (Figura 2). Piber y Koehler (2005),
detectaron este entrecruzamiento en harinas de trigo y centeno, pero no lograron
identificar con precisién la estructura formada. Por ello, propusieron diferentes
estructuras para el dimero formado, las cuales sugieren un enlace covalente

entre el AF vy la Tyr, predominando el de lipo eter.

Figura 2. Estructura propuesta para el dimero AF-Tyr.
{adaptada de Piber y Koehler, 2005).

La ofra posible interaccion es la unién entre carbohidrato y aminoacido. &n
uno de los primeros estudios, se observé que la proteina asociada a los AX de
pericarpio de maiz presentd un elevado contenido de Hyp y Pro. Debido a que
las proteinas de la pared celular del pericarpio de maiz son ricas en estos
aminoacidos, se sugirié que la proteina podria relacionarse con alguna de las
glicoproteinas del maiz. Aunque se conoce que los enlaces glicosidicos a través
de Hyp son resistentes a tratamientos alcalinos, no se ha determinado la
naturaleza del enlace entre la proteina y el AX (Saulnier et al., 1995a)}. Esto lleva

a sugerir la posibilidad de que la interaccion entre la proteina y el AX sea
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mediante un enlace de tipo covalente que involucre la unidn del polisacarido a la
proteina a través de la Hyp. Ademas, si este enlace se presentara en la
asociacion AX-proteina, su resistencia al alcali se confirmaria al saber que la
proteina permanece asociada al AX aln después de la extraccion.

Por otro lado, en centeno fue aislado un complejo AX-proteina y se
determiné que la proteina asociada al polisacarido era rica en los aminoacidos
Ser y Gly (Ebringerova et al., 1994). Se propuso que las cadenas de xilosas se
encuentran unidas covalentemente a un nucleo proteico, con una estructura
similar a la de complejos de arabinogalactanas-proteicas (AGP's) aisladas en
trigo. En dicha estructura, la union del carbohidrato a fa proteina se da mediante
un enlace Hyp-galactosa (Strahm et al., 1981). En este contexto, se sabe que los
AX de pericarpio de maiz pueden presentar residuos de galactosa y que [a
proteina asociada a éstos presenta contenidos elevados de Hyp. Por lo anterior,
no se descarta la posibilidad de que pudiesen estar presentes enlaces de este
tipo entre el AX y la proteina. Sin embargo, esta es solamente una propuesta de
la estructura que podria formarse, la cual no ha sido comprobada. Para ello es
necesario hacer estudios mas profundos que permitan determinar el tipo de

enlace que existe en esta asociacion.

11.3. Caracteristicas Fisicoguimicas de los Arabinoxilanos

Los AX presentan ciertas caracteristicas fisicoguimicas que les confieren
distintas propiedades funcionales. Dichas propiedades dependen de la
conformacion, interacciones cadena-cadena, con otro polimero o el solvente
(lzydorczyk y Biliaderis, 1998). Entre las caracteristicas mas importantes se
encuentran su peso molecular, solubilidad y viscosidad, las cuales se describen

a continuacion.



i1.3.1. Peso Molecular

El peso molecular (PM) de los AX varia dependiendo del origen y el método que
se utilice para su determinacion. Este PM se encuentra en rangos de 10 hasta
10,000 kDa en WE-AX y excede los 10,000 kDa en los WU-AX (lzydorczyk v
Biliaderis, 1995). En los WU-AX, se requiere de una exiraccién gque puede
propiciar la degradacion de las cadenas poiiméricas y afectar el PM de las
mismas. Ei PM de AX de pericarpio de maiz extraidos con tratamiento alcalino
se encuentra entre 244 a 491 kDa con un indice de polidispersidad (IP) de 1.35
a 2.5, En este caso, el PM es afectado por las condiciones de extraccion (tiempo,
pH y T) (Chanliaud et al., 19985; Yadav et al, 2007a; Yadav et al., 2009).

11.3.2. Solubilidad

La solubilidad en agua de los AX y de los polisacaridos en general depende de
las interacciones entre cadena-cadena y cadena-solvente. Diversos factores
como la longitud de la cadena, la presencia de grupos laterales, asi como su
distribucién pueden modificar la solubilidad de los polimeros. En general, la
presencia de ramificaciones impide la interaccion entre cadenas favoreciendo la
solubilidad de los polimeros (Saulnier et al., 2013).

Otro factor que influye en la solubilidad de los AX es la presencia de
enlaces covalentes con otros polimeros de la pared celular. Tal es el caso de los
WU-AX que tienen mayor proporcion de A/X que los WE-AX, lo cual deberia
reflejarse en una alta solubilidad, pero la presencia de enlaces covalentes de
puentes diferulicos entre cadenas afecta disminuyendo su solubilidad (Saulnier
et al., 2013). Andrewartha et al. (1979), encontraron que conforme la proporcion
de A/X disminuye, la solubilidad de los AX se reduce considerablemente. El valor
critico de A/X que identificaron fue ~0.43, en el cual se observo que la solubilidad

de los AX disminuy6 abruptamente. Con lo anterior, se puede asumir que la
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presencia de segmentos de residuos de xilosa no sustituidos en la cadena

polimérica favorece la formacion de agregados intermoleculares.

1.3.3. Viscosidad

La viscosidad de una solucidn polimérica es un parametro que se relaciona
directamente con las propiedades de la molécula (conformacion, PM, distribucion
de pesos moleculares) y la concentracion del polimero (Lefebvre y Doublier,
2005). La viscosidad intrinseca ([n}) es una medida del volumen hidrodinamico
que ocupa el polimero aislado en la solucion y no debe confundirse con la
viscosidad de la solucién (Saulnier et ai., 2007). Como resultado de los altos PM
y rigidez local de las cadenas, los AX se caracterizan por presentar alta
viscosidad en soluciones acuosas (lzydorczyk y Biliaderis, 2007).

En WE-AX de trigo, la {n)] se encuentra en el rango de 2 a 6 dL/g con un
valor promedio de 4 dL/g (Rattan et al., 1994; Saulnier et al., 1995b). Estos
valores varian dependiendo del método de extraccidn, la variedad del cereal, asi
como del PM y/o conformacion del polimero (Saulnier et al., 2007). Nifio-Medina
et al. {2009), registraron una [n] de 1.83 di/g en AX extraidos de nejayote. En AX
extraidos de pericarpio de maiz se han encontrado valores de [n] entre 1.35 y
2.08 di{g (Carvajal-Millan et al., 2007; Yadav et al., 2007a; Yadav et al., 2009).

11.4. Capacidad Gelificante de los Arabinoxilanos

Los AX forman soluciones altamente viscosas e hidrogeles en presencia de
agentes oxidantes, ya sea via enzimatica con peroxidasa/Hz02, lacasa/Oz y acido
linoleico/lipoxigenasa, o quimica con el persulfato de amonio y el cloruro férrico.
Esta caracteristica se debe al entrecruzamiento covalente de las cadenas de AX
mediante la dimerizacion de AF (lzydorczyk y Biliaderis, 2007). El proceso de

gelificacion resulta de fa formacion de redes tridimensionales entre cadenas de
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AX entrecruzadas por los dimeros y trimeros de AF en las que la fase acuosa es

retenida (Figura 3).
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Figura 3. Formacion de la red tridimensional de AX por accién de la enzima
lacasa (adaptado de Martinez-L.opez et al., 2013).

La dimerizacion de AF se lleva a cabo en dos etapas: Primero, se genera
un radical por el ataque de una molécula de H del grupo hidroxilo en la posicion
del anillo fendlico. Este radical es estabilizado por la resonancia dentro de la
misma molécula y puede localizarse en posicidon 4-O, C-5 o C-8. En el siguiente
paso, se da el acoplamiento de los radicales de dos monomeros diferentes v la
formacion de enlaces covalentes que conectan fuertemente a las dos cadenas
de AX (Ralph et al., 1994). Asi, la estructura de los dimeros formados depende
de la distribucion de los radicales libres (Saulnier et al., 2013).

La desaparicién de AF, asi como la formacién de dimeros y trimeros
derivados durante la primera etapa de la gelificacion de los AX, demuestran la
intervencién de estos residuos durante el proceso (Carvajal-Millan et al., 2005g;
lzydorczyk et al., 1991). En geles de AX se han identificado cinco dimeros de AF:
5-5', 8-5' benzo, 8-8’, 8-0-4" y 8-5', siendo los dos ultimos los mas abundantes

(Saulnier et al., 2013). Por otro lado, Carvajal-Millan et al. (2005a) reportaron la
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presencia de un trimero de AF (4-0-8", 5-57) en geles de AX de trigo inducidos
por lacasa, pero en concentraciones menores que las de los dimeros.
Actualmente, los trimeros identificados y caracterizados estructuralmente en los
AX son el 5-5/8-0-4', 8-0-4'/8-0-4', 8-8'(ciclico)/8-0-4', 8-0-4'18-5'(no ciclico), y
5.5'18-0-4'(H20). También se han identificado dos tetrdmeros de AF en AX de
pericarpio de maiz, el 4-O- 8/5-5'/8-0-4" y el 4-0- 8'/5-5'/8-5'(no ciclico) (Bunzel,
2010).

Los AX de pericarpio de maiz presentan un alto contenido de acidos
fenolicos (4%), siendo los principales el AF y sus dimeros. E[ AF se ha encontrado
en concentraciones de 0.32-0.34 ug/mg de AX de pericarpio (Carvajal-Millan et
al., 2007; Lapierre et al., 2001). En el estudio de Carvajal-Millan et al. (2007), se
detectaron contenidos de 0.77 y 0.39 pg/mg de dimeros y trimeros de AF,
respectivamente, siendo el dimero 5-5' la estructura mas abundante. Por su
parte, Lapierre et al. (2001), encontraron un contenido total de 0.60 pg/mg de
dimeros en su muestra, predominando las estructuras 8-5"y 5-5".

Como se ha mencionado, la capacidad gelificante de los AX esta
determinada en gran parte por sus caracteristicas estructurales. Los
entrecruzamientos entre las cadenas de AX dependen de la presencia de AF, por
lo que su concentracién y distribucion puede influir en la gelificacion. Aungue el
rol del AF es muy importante durante la formacion del gel, existen otros aspectos
que podrian influir de alguna manera durante el proceso de gelificacion y por fo
mismo ser considerados. Por ejemplo, el PM vy la proporcion A/X de los AX, asi
como también podria ser la asociacion entre el AX y la proteina. Estos aspectos
del polisacarido son los que le propician las caracteristicas viscoelasticas y
estructurales al gel formado, las cuales a su vez le confieren distintas
propiedades funcionales. Asi, los geles pueden tener diferentes aplicaciones
dependiendo de las propiedades funcionales que presentan.

Los geles de AX poseen sabor y olor neutro, una alta capacidad de
absorcion de agua y son resistentes a cambios en el pH o fuerza idnica debido a
la naturaleza de sus enlaces covalentes (lzydorczyk y Biliaderis, 1995). Estos

geles generalmente son fuertes, se forman rapidamente, son estables al calor y
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no presentan sinéresis después de periodos prolongados (Carvajal-Millan et al.,
2005a). Ademas, presentan una estructura meso y macroporosa y naturaleza de
fiora dietaria, lo que les permite su aplicacion potencial como matrices de
liberacién controlada de agentes activos en distintos campos (lzydorczyk vy
Biliaderis, 1995). Estas propiedades dependeran de la capacidad gelificante y de
las caracteristicas esiructurales del gel. Sin embargo, hace falta mas
conocimiento sobre la relacién entre las caracteristicas del AX y la funcionalidad
de los geles formados. Una de estas caracteristicas que podria ser importante es
su asociacion con la proteina y el efecto que podria tener en el proceso de

gelificacion.

11.5. Asociacion AX-Proteina y Gelificacidn

La asociacion AX-proteina y el papel que podria desempefar la fraccion proteica
en el proceso de gelificacion de los AX son temas de polémica. Uno de los
primeros estudios, sugiere que la proteina participa en la gelificacion, por lo que
es necesaria para que se lleve a cabo dicho proceso (Neukom et al, 1962).
Contrario a esto, Morita et al. (1974), mostraron evidencia de geles formados con
fracciones de AX libres de proteina. Otros estudios indicaron que el uso de
enzimas proteoliticas en soluciones de AX previenen la gelificacion, y si son
aplicadas en un gel provocan su degradacion (Girhammar y Nair, 1995; Neukom
y Markwalder, 1978). A pesar de que hay varios trabajos en los que se ha
estudiado la asociacion AX-proteina en el proceso de gelificacion, los resultados
obtenidos no son consistentes. Debido a esto, no ha sido posible determinar el
papel que desempena la proteina y como podria influir en la capacidad gelificante
de los AX.

Por ofro lado, se han realizado diversos estudios con la finalidad de
identificar las posibles interacciones entre el AX y la proteina durante la
gelificacién. La mayoria de estos experimentos han sido en preparados de

harinas de cereales, en donde se adicionan aminoacidos modelo para observar
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las interacciones que podrian darse entre éstos y el AF, y su efecto en la
gelificacién. Algunos autores mencionan gue en presencia de proteinas, el AF
podria enlazarse a residuos de tirosina (Tyr) o cisteina {Cys), y que este Ultimo
aminoacido inhibe la gelificacion (Moore et al., 1990). Girhammar y Nair (1995)
explican esta inhibicion en la gelificacién como un efecto de competencia por el
agente oxidante durante la reaccion. Por su parte, Neukom y Markwaider (1978)
sugieren dos vias en las cuales la proteina podria estar involucrada en la
gelificacién. En la primera, el AF podria enlazarse a un grupo amino terminal,
formando un enlace pseudopeptidico. En la segunda, el AF asociado al AX podria
entrecruzarse con el residuo de Tyr. Esta Ultima via es la que coincide con los
resultados de la mayoria de los estudios realizados.

En harinas de trigo y centeno, se ha encontrado el entrecruzamiento
covalente de un dimero de AF-Tyr. Esto puede deberse a la presencia de Tyr
libre en la harina y AF en los AX del endospermo, asi como a la lignina de las
capas externas del grano. Sin embargo, no se descarta la idea de gque sea un
nuevo entrecruzamiento covalente generado entre el AF de los AXy la Tyrde las
proteinas del gluten presente en la harina de cereales (Piber y Koehler, 2005).
De igual manera, en harinas de trigo sometidas a gelificacion oxidativa fue posible
observar la interaccion entre AX-proteina mediante puentes de AF-Tyr (Bettge &
Morris, 2007). Por su parte, Figueroa-Espinoza et al. (1988b) estudiaron la
adicidn de Tyr en la gelificacion oxidativa en presencia de la enzima manganeso
peroxidasa. Aunque la Tyr no afectd el proceso de gelificacion, se observd una
oxidacion acelerada del AF, pero con una escasa formacion de dimeros de AF.
Ellos indicaron que pudo haberse dado una interaccion entre AF vy 'Tyr, lo cual
sugiere la posibilidad de la existencia de un enlace covalente entre las proteinas
y el AX.

Oudgenceg et al. (2001) demostraron que la Tyr puede acoplarse
mediante un enlace covalente a dos moléculas de AF en presencia de laenzima
peroxidasa, por lo gue se sugiere la posibilidad de un enlace similar entre las
nroteinas y Jos AX. En un estudio similar se utilizaron peptidos modelo que

contenian Tyr, los cuales fueron sometidos a reaccionar con AF en presencia de
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la enzima lacasa. Los investigadores encontraron que ta Tyr formaba un enlace
covalente con el AF y fue identificado como uno de tipo éter {(enlace isoditirosina)
(Mattinen et al., 2005).

Los estudios expuestos coinciden en que la interaccion que se da enire el
AXy las proteinas durante la gelificacion, involucra el entrecruzamiento covalente
AF-Tyry que este podria ser de tipo éter. Aunque dicho entrecruzamiento ha sido
identificado en condiciones simuladas adicionando al aminoé&cido Tyr, se puede
plantear como una posibilidad que ciertas interacciones en la asociacion AX-
proteina sean de esta naturaleza. El conocer el tipo de enlace en la asociacion
AX-proteina permite proponer la elaboracion de estudios mas profundos en los
que sea posible eliminar la fraccion proteica. Esto con la finalidad de evaluar el
efecto de dicha fraccién en la capacidad gelificante del polisacérido. Esta
informacion, ademas de ampliar el conocimiento sobre la estructura de los AX
permitiria un mejor entendimiento de la relacidon estructura-funcion en este
polisacarido. Este conocimiento podria contribuir al disefio de geles de AX con
funcionalidades especificas.

Por dltimo, cabe mencionar que no existen estudios relacionados con la
asociacion AX-proteina y el efecto que podria tener la fraccion proteica en la
propiedad gelificante del polisacarido. La mayoria de los estudios que se han
hecho estan dirigidos a evaluar el papel de esta proteina sdlo en la capacidad

emulsionante del polisacarido.
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. HIPOTESIS

La remocién de proteina asociada al arabinoxilano modifica la capacidad
gelificante del polisacarido y las caracteristicas viscoelasticas vy
microestructurales de los geles formados.

La proteina esta unida al arabinoxilano de forma covalente mediante la unidn

O-glicosidica carbohidrato-proteina.
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V. OBJETIVOS

IV.1. General

Evaluar el efecto de ta remocion de proteina asociada al arabinoxilano en su
capacidad gelificante y en las caracteristicas viscoelasticas vy
microestructurales de los geles formados e investigar si esta proteina esta
unida al arabinoxilano de forma covalente mediante la unién O-glicosidica

carbohidrato-proteina.

IV.2. Particulares

Extraer los arabinoxilanos de maiz y determinar sus caracteristicas

composicionales y fisicoquimicas.
Reducir el contenido de proteina en los AX mediante una proteasa y
determinar su efecto en la capacidad gelificante del polisacéarido y en las

caracteristicas viscoelasticas y microestructurales de los geles formados.

Investigar si la proteina esta unida de forma covalente al arabinoxilano (union

carbohidrato-aminoéacido).
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V. CARACTERISTICAS VISCOELASTICAS Y MICROESTRUCTURALES DE
GELES DE ARABINOXILANOS FERULADOS: EFECTO DE LA

REMOCION PARCIAL DE LA PROTEINA ASOCIADA AL POLISACARIDO

V.1, Resumen

Ef objetivo del presente estudio fue investigar el efecto de la eliminacién parcial
de proteina en la capacidad gelificante de los arabinoxilanos (AX). Los AX
(abreviados DDGAX) fueron extraidos a partir de {os granos secos de la destileria
con solubles (DDGS), el cual es un subproducto de la molienda seca para la
produccion de bioetanol. DDGAX mostrd un espectro FT-IR tipico al reportado
para AX de otras fuentes. La distribucion de peso molecular de DDGAX registrd
un banda ancha con un pico mayoritario a ~209 kDa. Su contenido de &cido
ferdlico (FA) fue 6.05 uyg/mg de AX. El tratamiento con proteasas disminuyo el
contenido de proteina de DDGAX en un 54%. Las soluciones de DDGAX y
DDGAX tratadas con proteasa (DDGAXP) al 2% (p/v) formaron geles inducidos
por lacasa. La distribucion de proteina en la red de AX fue estudiada mediante
microscopia confocal de barrido laser. En los geles de DDGAXP, el tamafio de
las zonas brillantes correspondientes a proteina disminuyo, resultando en una
fase continua de la red del polisacarido. La microestructura de los geles de
DDGAX y DDGAXP fue analizada por microscopia electronica de barrido (SEM),
observando una estructura mas homogénea y compacta en DDGAXP. Los
DDGAX fueron dializados para compararios con los DDGAXP y evaluar el efecto
de la disminucion de proteina en fa capacidad gelificante del polisacarido. Los
resultados indican que la eliminacion parcial de proteina no modifica las

caracteristicas viscoelasticas de los geles.
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V.2, introduccién

La produccién‘ de bioetanol ha ido en aumento de forma acelerada alrededor del
mundo, especialmente en Estados Unidos. Actualmente, el maiz es la principal
fuente para la produccion de bioetanol en dicho pais. Uno de los principales
subproductos de fa industria del bioetanol a partir de maiz son los granos secos
de la destileria con solubles (DDGS), que consisten de todas las porciones no
fermentables del granos de maiz como la fibra, las proteinas del germen vy la
proteina del endospermo (Du et al, 2009). Por lo general, los DDGS son
utilizados como ingredientes en la produccién de alimento para animales y
vendidos a muy bajo costo. Con la finalidad de reducir el costo de la produccion
del bioetanol, el desarrollo de productos de alto valor agregado a partir de los
DDGS ha sido foco de interés en los Ultimos afios. Uno de los principales

componentes de los DDGS es la fibra dietaria en forma de arabinoxilanos (AX).

Los AX son polisacaridos no amilaceos de los granos de cereales. La
estructura de los AX consiste en una cadena lineal de residuos de xilosas unidos
por enlaces B(1-4) y residuos de arabinosa unidos a la cadena principal en las
posiciones O-3 y/o O-4. A su vez, algunos residuos de arabinosa se encuentran
esterificados al FA en la posicion O-5 (izydorczyk & Dexter, 2008). Los AX
pueden formar geles mediante el entrecruzamiento covalente del FA, que resulta
en la formacién de dimeros (di-FA) y un trimero (fri-FA) de FA (Carvajai-Millan et
al., 2005a). Estos geles presentan alto potencial para la aplicacién como matrices
para la liberacion controlada de biomoléculas, células para alimentos o industrias
biomédicas, entre ofros (Berlanga-Reyes et al., 2009b; Carvajal-Millan et al,
2008; Hernandez-Espinoza et al., 2012; Morales-Ortega et al., 2014). Debido a
que la capacidad gelificante de los AX depende de su composicion y estructura
(contenido de FA, relacidn arabinosa/xilosa, peso molecular), el conocimiento de
las caracteristicas estructurales y su efecto en las propiedades del gel es esencial
para crear una comprension profunda sobre la naturaleza de los geles. El
contenido de proteina de los AX es tan solo una de las caracteristicas

estructurales, de la cual su impacto en [a capacidad gelificante y las propiedades
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del gel no ha sido estudiado. AX de diversas fuenteé, especialmente los de maiz,
se encuentran asociados a una pequefa pero significativa cantidad de proteina,
la cual se conoce que imparte ciertas propiedades funcionales de interes al
material, tales como la capacidad emulsionante (Yadav et al, 2008). Esta
fraccion proteica se encuentra fuertemente asociada con el AX, y la presencia de
proteina residual asociada con el AX, aun después de tratamientos con
proteasas, ha sido estudiada previamente (Ebringerova et al., 1994; Saulnier et
al., 1995a; Yadav et al., 2011). Es incierto el pape! que desempefa fa fraccion
proteica en la capacidad gelificante y en las propiedades del gel de AX. En el
presente estudio, nosotros nos enfocamos a comprender el papel de la proteina
en los geles de AX. Los AX extraidos de DDGS (DDGAX) fueron tratados con
proteasa (DDGAXP) para reducir su contenido de proteina. Enseguida, las
caracteristicas reologicas y microestructurales de los geles de DDGAX y
DDGAXP obtenidos mediante un entrecruzamiento enzimatico fueron estudiadas

y comparadas.
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V.3. Materiales y Métodos

V.3.1. Materiales

Como fuente de AX fue utilizado un residuo de la produccion de bioetanol de
maiz. La enzima lacasa (benzenediol: oxigeno oxidoreductasa, EC 1.10.3.2) de
Trametes versicolor, la proteasa tipo XIV (EC 232-909-5) de Streptomyces
griseus y el resto de los productos quimicos utilizados fueron adquiridos en Sigma
Chemical Co. {(St. Louis, MO, EUA).

V.3.2. Metodos

V.3.2.1. Extraccion de DDGAX de pericarpio de maiz. Los DDGAX fueron
extraidos de acuerdo a la metodologia establecida por Fierro-Islas (2014), con
ciertas modificaciones. Esta se basa en una hidrélisis alcalina controlada, con
NaOH a 25 °C en oscuridad por un periodo de 30 min en agitacion constante. La
recuperacion de los DDGAX fue mediante precipitacién con etanol, seguido de

un secado por intercambio de solventes.

V.3.2.2. Tratamiento con enzimas proteasas de DDGAX. Se prepard una solucion
de DDGAX (2% p/v) en agua y se ajustd el pH a 7.5 con NaOH 2 M. Las proteasas
disueltas en agua (0.4 U/mg de AX) fueron adicionadas a la solucion de DDGAX
y se agitaron durante 2 min. Se dejé en incubacion durante 4 h a 20 °C. La
solucidn fue llevada a ebullicidn durante 10 min para terminar la reaccion.
Enseguida fue sumergida en agua fria. £l extracto fue centrifugado a 6000 rpm a
20 °C durante 15 min (Hermle Z300, 220.97 V02 Rotor} y el sobrenadante fue
recuperado y dializado durante 48 h a 4°C (membrana de ester celulosa
Spectra/Por Biotech, 50 kDa). La solucién dializada fue congelada y licfilizada
para obtener DDGAX tratados con proteasa (DDGAXP).
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V.3.2.3. Proteina. El contenido de proteina en DDGAX y DDGAXP fue
determinado de acuerdo al método de Dumas, usando un analizador de nitrégeno
Leco-FP 528 (ACAC, 1995).

V.3.2.4. Azdcares neutros. El contenido de azucares neutros fue determinado
después de una hidrdlisis de los DDGAX con acido triflucroacetico 4 N a 120 °C
durante 2 h. La reaccidn fue detenida con agua fria y los extractos fueron
evaporados bajo aire a 40 °C, se realizaron dos lavados con 200 pyL de agua.
Enseguida, los extractos fueron solubilizados en 1 mL de agua. El manitol fue
utilizado como estandar interno. Las muestras fueron filtradas a través de un filtro
de 0.45 um (Whatman) y analizadas por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) utilizando una columna Supelcogel Pb (300 x 7.8 mm, Supelco, inc.,
Bellefont, PA, USA) y un detector de indice de refraccion Varian 2414 (Varian, St
Helens, Australia). Se utilizd agua filtrada (0.45 um, Whatman) como fase movil
a un flujo de 0.6 mL/min a 80 °C (Carvajal-Millan et al., 2007).

V.3.2.5. Cuantificacién de AF en DDGAX y DDGAXP. E! contenido de
compuestos fendlicos fue cuantificado mediante HPLC. Los compuestos
fendlicos fueron exiraldos mediante una saponificacion controlada, seguido de
una recuperacion en éter de acuerdo a la metodologia por Vansteenkiste et al,,
(2004). A 100 mg de DDGAX y DDGAXP se adicionaron 10 mL de NaOH 2 My
se pasd un flujo de nitrégeno de alta pureza a la superficie. Se incubaron por 2 h
en la oscuridad a 35 °C, bajo agitacién suave y se ajustd el pH a 2.0 £ 0.2 con
HCl 4 M o NaOH. Los fenoles fueron extraidos dos veces con éter dietilico y
evaporando a 30 °C en presencia de nitrogeno de alta pureza. El extracto fue
recuperado en 1 mL de una mezcla de metanol/agua/acido acetico (40/59/01} y
se inyecté (20uL) en una columna Supelcosil LC-18-DB (250 x 4.6 mm, Supelco,
Inc., Bellefont, PA). La temperatura de fa columna fue de 35°C, utilizando una

elucion isocratica con un detector de arreglo de diodos. La deteccion se efectud
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a 320 nm, utilizando los factores de respuesta determinados por Rouau et al.
(2003).

V.3.2.6. Determinacion de viscosidad intrinseca. La viscosidad especifica (nsp)
de las soluciones de DDGAX fue determinada por viscosimetria capilar utilizando
un tubo capilar de Oswald (tiempo de caida del agua 9.42 s). La nsp se relaciond
con la concentracion DDGAX (nsp/C) para obtener ia viscosidad reducida, nyred
{ml/g), de acuerdo a Rao, 1993. La viscosidad intrinseca {n] fue determinada
mediante la ecuacién de Mead, Kraemer y Fouss (Kraemer, 1938; Mead y Fouss,
1942).

\V.3.2.7. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR). El
espectro FT-IR del polvo seco de DDGAX y DDGAXP fue analizado en un
espectrofotdmetro Nicolet FT-IR (Nicolet Instrument Corp. Madison, W1, US). Las
muesiras fueron compactadas en una pastilla con KBr (2 mg/200 mg KBr). Se
utilizé una pastilla de KBr como blanco. Los espectros fueron medidos en modo

de transmisiéon con una resolucion de 400-4000 cm™.

V.3.2.8. Distribucion de peso molecular, La distribucién del peso molecular de los
AX fue determinada mediante HPLC a 38 °C, usando una columna TSKgel
(Polymer Laboratories, Shropshire, U.K)) G5000 PWXL (7.8 x 300 mm). Se
tomaron 20 pL de una solucién de AX (0.5% p/v en LiNO3 0.1 M) filtrada a traves
de una membrana 0.2 ym (Whatman) y fueron inyectados para su analisis. Se
realizd una elucion isocratica a 0.6 mL/min con LING3 0.1 M, el cuat fue filtrado a
través de una membrana de 0.2 ym (Whatman). Para la deteccion fue utilizado
un detector de indice de refraccion Waters 2414, Los pesos moleculares fueron
estimados después de una calibracidn universal utilizando pululanos como
estandares (P50 a P800) (Carvajal-Millan et al., 2005b).
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V.3.2.9. Dialisis de DDGAX. Los DDGAX disueltos en agua (2% p/v} fueron
dializados durante 48 h a 4°C (membrana de éster celulosa Spectra/Por Biotech,

50 kDa). La solucién dializada fue congelada y liofilizada para obtener a los
DDGAXD.

V.3.2.10. Gelificacion de AX. Se prepararon soluciones de AX al 2% (p/v)
utilizando un buafer de citrato fosfato 0.5 M a pH 5.5. La enzima lacasa fue
adicionada a las soluciones de AX (0.2 U/mg de AX) como agente entrecruzante.

[os geles se formaron durante 1 ha 25 °C.

V.3.2.11. Reologia de baja deformacion. L.as mediciones reoldgicas se llevaron a
cabo utilizando un redmetro dinamico de baja deformacién (Discovery HR-3
rheometer; TA Instruments, New Castle, DE, US), de acuerdo a Vansteenkiste et
al. (2004). La cinética de gelificacion de los AX se realizd durante 1ha25°C, a
0.25 Hz y 5 % de deformacion. El espectro de frecuencia de los geles se obtuvo
entre 0.1y 10 Hz a 5 % de deformacion y 25 °C. Las mediciones reoldgicas fueron

realizadas por duplicado.

V.3.2.12. Microscopia confocal de barrido laser (CLSM) de geles y soluciones de
DDGAX y DDGAXP. La CLSM fue realizada con un microscopio confocal Leica
TCS SPE (Leica Microsystems, Mannheim, Germany) en el modo de
fluorescencia. La rodamina B isotiacicnato (RITC) al 0.02% (p/v) fue utilizada
como sonda fluorescente. La excitacién de la RITC, usando un laser de He/Ne,
fue a 532 nmy la emisidn de la fluorescencia fue medida debajo de 570 nm. Las
soluciones de AX (2% p/v) tedidas fueron colocadas en una placa antes y

después de la adicion de la enzima lacasa (Berlanga-Reyes et ai., 2014).

25



V.3.2.13. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de los geles de DDGAX y
DDGAXP liofilizados. Los geles de DDGAX y DDGAXP fueron congelados en
inmersidn con CO2 y liofilizados a -40 °C/5 atm en un liofilizador Temp Lyph-Lock
6 (Labconco, Kansas, MO, EUA). La microestructura de los geles liofilizados fue
analizada mediante microscopia electrénica de barrido con un microscopio FEI
Quata 200F (FEI Corporation, Hillsboro, OR) a un voltaje de 10 kV. Las imagenes
fueron obtenidas en el modo imagen de electrones secundario (aka Everhart-

Thornley Detector).

V.3.2.14. Analisis Estadistico. Las determinaciones quimicas y reoldgicas se
realizaron por duplicado con un indice de confiabilidad del 95 %. Los valores son

expresados en valores de medias. Se utilizd el programa estadistico NCSS.
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V.4. Resultados y Discusion

V.4.1. Extraccién y Caracterizacién de DDGAX

L.os DDGAX fueron extraidos mediante una hidrélisis alcalina de 30 min. El
rendimiento de DDGAX fue de 2.5% (p/p) en base a materia seca (ms, p
DDGAX/p DDGS), resuitado similar al reportado por Carvajal-Millan et al. (2007)
para AX de pericarpio de maiz. La composicion de DDGAX se presenta en el
Cuadro 2. El contenido de DDGAX fue estimado a partir de la suma de la
proporcion xilosa + arabinosa y corresponde al 64.01% de la materia seca (ms)
de los DDGAX recuperados. Asi mismo, se detectaron residuos de glucosa, los
cuales fueron similares a los encontrados en AX de pericarpio de maiz (Carvajal-
Milan et al., 2007; Martinez-Lépez et al.,, 2013; Fierro-islas, 2014). Tambien
fueron cuantificados residuos de proteina. Se ha reportado que los AX de maiz
presentan una estructura compleja y puede contener pequenas cantidades de
galactosa, acido glucurdnico, acido acético y otros acidos hidroxicinamicos como
el cumarico (Fincher & Stone, 1986; Smith & Hartley, 1983). El contenido de
proteina de los DDGAX fue del 8.24% (Cuadro 2), resultado similar al reportado
por Yadav et al. (2011) para AX de maiz.

Los DDGAX presentaron un contenido de AF de 6.05 ug/mg de DDGAX
(Cuadro 2). Este valor es mayor al que se ha encontrado para AX de pericarpio
de maiz {Carvajal-Millan et al., 2007; Martinez-Lépez et al., 2013), pero similar al
obtenido por Fierro-islas (2014) para AX obtenidos de DDGS. El tiempo de
extraccién de los AX en medio alcalino puede incrementar el rendimiento, pero a
su vez puede llevar a una disminucion en el contenido de AF, afectando asti su
capacidad de gelificacion (Carvajai-Millan et al., 2007, Kale et al., 2013). Por elio,
en este experimento se utilizé una hidrélisis de corto tiempo, ya que esta
condicién provee de un alto contenido de AF. La proporcion arabinosa-xilosa
(A/X) en DDGAX fue de 1.08 (Cuadro 2), indicando una estructura altamente
ramificada. Debido a que el AF se encuentra esterificado a los residuos de

arabinosa de la cadena del AX, un alto valor de A/X coincide con el elevado
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contenido de AF en la muestra. Los DDGAX presentaron una viscosidad
intrinseca ([n]) de 292 mL/g, resultado similar al reportado para AX de pericarpio
de maiz (Carvajal-Millan et al., 2007).

Cuadro 2. Composicion de los DDGAX, DDGAXD y DDGAXP.

DDGAX DDGAXD DDGAXP
Arabinosa?® 33.36+0.85 37.08 £1.58 38.60x0.02
Xilosa? 3065+147 3419117 3572x0.15
Glucosa® 511+ 0.24 487 +013 4551 0.01
Proteina? 8.24 £ 0.10 8.24+0.10 3.81+0.91
Acido ferdlico® 6.05 % 0.40 6.39+0.51 B6.03+036
AIX 1.08 1.08 1.08

Resultados obtenidos de dos repeticiones.
“Resultados expresados en g/100 g DDGAX.
bAcidos fendlicos expresados en pg/mg DDGAX.

V.4.2. Tratamiento con Proteasas de DDGAX

Los DDGAX fueron sometidos a un tratamiento con proteasa para reducir su
contenido de proteina. El rendimiento obtenido para los AX tratados con proteasa
(DDGAXP) fue de 58% p/p. Los contenidos de proteina de DDGAX y DDGAXP
fueron 8.24 y 3.81% (p/p), respectivamente (Cuadro 2), resultando en una
reduccion en el contenido proteico del 54% (p/p). Resultados similares han sido
obtenidos en AX de maiz y trigo, utilizando pronasas (Morales-Ortega et al,, 2013;
Saulnier et al., 1995a). Et contenido de AF en DDGAXP fue de 6.03 pug/mg de AX
(Cuadro 2), lo cual indica que el tratamiento con proteasa no afectd la

composicion de acidos fendlicos.
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V.4.3. Espectroscopia FT-IR

Las identidades moleculares de DDGAX y DDGAXP fueron analizadas mediante
espectroscopia FT-IR (Figura 4). El espectro FT-IR mostré una amplia region de
absorcion entre 1200-800 em!, caracteristico para polisacaridos (lravani et al.,
2011: Sarossy et al., 2013). DDGAX y DDGAXP presentaron un espectro tipico
para AX con una maxima absorcion de la banda a 1035 cm, la cual puede
asociarse al estiramiento C-OH, vy las sefiales a 1070 y 898 cm™' relacionadas
con el estiramiento antisimétrico de los enlaces B-glicosidicos entre las unidades

de los azucares (Morales-Ortega et al., 2013).

La regidn comprendida de 3500 a 1800 cm™ corresponde a la huella
dactilar de polisacaridos relacionados a los AX, con la presencia de dos bandas
(3400 cm! asociada al estiramiento OH y 2900 cm? relacionada con los grupos
CHz) {(Urias-Orona et al., 2010). La banda a 1640 cm™ se encuentra relacionada
a los enlaces éster, la cual puede asociarse con la presencia de écidos fenolicos
como el acido ferdlico (Séné et al., 1994). En ambos espectros se observé una
modificacién en las bandas de los grupos amida 1y Il (1656 y 1538 cm-1), las
cuales se asocian con la presencia de proteina (Hromadkové et al., 2012). Debido
a que la banda correspondiente al grupo amida | (1656 cm-1) se traslapa con la
banda de los enlaces éster, solamente la banda amida Il podria relacionarse con
la presencia de proteina. Sin embargo, el contenido de AF en DDGAX
(6.03 pg/mg) no se afectd por el tratamiento con proteasa, lo cual sugiere que 12
modificacion observada en las bandas de proteina se asocia con la disminucion

en el contenido proteico de la muestra.
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Figura 4. Espectro infrarojo con transformada de Fourier (FTIR) de DDGAX vy
DOGAXP.

V.4.4. Distribucidn de Peso Holecular de DDGAXN y DDGAXP

La Figura 5 muesira el perfil de cromatografia de permeacion en gel de DDGAX
y DDGAXP. La distribucion de peso molecular de DDGAX y DDGAXF registro
una banda ampiia con un pico mayoritario a ~208 y ~204 kDa, respectivamente.
Estos resultados son similares a los obtenidos para AX de DDGS y pericarpio de
maiz (Fierro-lslas, 2014; Martinez-Lépez et al., 2013). El perfil de elucién de
DDREAX presentd un pequefio pico a la derecha del pico mayoritario, indicando
una aparenie segunda poblacién de bajo peso molscular (Hempo de retencitn

entre 17 y 19 min}.

En DDGAXP, el tratamiento de didlisis purificd la muestra, observando una
distribucién de peso molecular més homogénea. Asl mismo, el perfil de eiucion
mosird gue el tratamiento con proteasas no afectd el pico mayoritario de fa

distribucion de pesos moleculares.
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Figura 5. Perfil de elucion de exclusion motecular por HPLC de DDGAX y
DDGAXP. Los pesos moleculares de los pululanos utilizados como marcadores
(kDa) para la calibracion se muestran en la parte superior de la figura.

V.4.5. Gelificacién de DDGAX y DDGAXP

El proceso de entrecruzamiento de DDGAX y DDGAXP fue investigado mediante
reologia de baja deformacion. La Figura 6 muestra el desarrolio del médulo de
almacenamiento (G} y pérdida (G") contra el tiempo de las soluciones de DDGAX
y DDGAXP al 2% (p/v) durante una gelificacion oxidativa inducida por lacasa. Los
perfiles de gelificacion de ambos geles exhibieron una cinetica caracteristica con
un incremento en ef médulo G’ al inicio, seguido por una regidn de estabilidad
(plateau). El tratamiento con proteasa afecté (p<0.05) los valores finales de G’y
G” en los geles de DDGAX y DDGAXP, observando un aumento de 767 + 39.30
a 1333 + 139.39 Pa y de 0.88 + 0.01 a 1.73 + 1.22 Pa, respectivamente. Este
aumento en el valor de G’ para el gel de DDGAXP comparado con el gel de

DDGAX puede atribuirse a la purificacion del polisacarido por efecto de la dialisis
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y a una disminucion del impedimento estérico debido a la eliminacion de proteina,
promoviendo el entrecruzamiento entre las cadenas del polisacarido y resultando

en la formacion de un gel mas fuerte.

Los tiempos de gelificacion (tg), calculados a partir del punto de cruce de
las curvas de G'y G" (G > G"), fueron de 8.35 y 7.10 min para los geles de
DDGAX y DDGAXP, respectivamente. El valor de {g indica el punto de transicion
sol/gel y en este punto G’ = G” (Doublier & Cuvelier, 1996). El espectro mecanico
de los geles de DDGAX y DDGAXP (Figura 7) después de 1 h de gelificacion
mostré un comportamiento tipico para un material viscoelastico, con una G’
independiente de la frecuencia y una G” mucho menor que la G' y dependiente
de la frecuencia (Ross-Murphy & Shatwell, 1993). Comportamientos similares
han sido observados para geles de AX de maiz en presencia de proteinas como
ovoalbuimina, insulina y B-lactoglubulina {(Berlanga-Reyes et al., 2009b; Carvajal-
Millan et al., 2006).
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Figura 6. Cinética reoldgica de soluciones al 2% (p/v) de DDGAX y DDGAXP
durante la gelificacion inducida por lacasa.
Mediciones reologicas realizadas a 25°C, 0.25 Hz y 5% de deformacion.
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Figura 7. Espectro mecéanico de geles de DDGAX y DDGAXP al 2% (p/v).
Mediciones reoldgicas realizadas después de 1 h de gelificacion a 25°C y 5 % de
deformacion.

V.4.6. Distribucién de Peso Molecular de DDGAXD y DDGAXP

Para llevar a cabo una comparacion de las caracteristicas reologicas de los AX,
los DDGAX fueron sometidos a las mismas condiciones de didlisis que los
DDGAXP, obteniendo a los DDGAX dializados (DDGAXD). En la Figura 8 se
muestra la comparacién entre los perfiles de elucidn obtenidos para DDGAX,
DDGAXD y DDGAXP. Las distribuciones de peso molecular para DDGAXD y
DDGAXP resultaron muy similares entre si, pero diferentes a la de DDGAX que
mostrod una segunda poblacion de bajo peso molecular (tiempo de retencién entre
17-19 min). Esta diferencia puede deberse al tratamiento de dialisis al que fueron
sometidos los DDGAXD y DDGAXP, permitiendo su purificacion y obteniendo
una distribucion de pesos moleculares mas homogénea. Los DDGAXD
presentaron un perfil de elucion con un pico mayoritario de ~181 kDa (tiempo de

retencion 13.1 min), mientras que los DDGAXP uno de ~204 kDa (tiempo de
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retencion 13 min). Resultados similares han sido obtenidos previamente para AX
de DDGS vy pericarpio de maiz (Fierro-Islas, 2014; Martinez-Lépez et al., 2013)
Lo anterior indica que el tratamiento con proteasa no afectd la distribucion de

peso molecular de los AX, conservando su pico mayoritario.
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Figura 8. Perfil de elucidn de exclusion molecular por HPLC de DDGAX,
DDGAXD y DDGAXP. Los pesos moleculares de los pululanos utilizados como
marcadores (kDa) para la calibracion se muestran en la parte superior de la
figura.

V.4.7. Caracteristicas Viscoelasticas de DDGAXD y DDGAXP

La formacion de los geles de DDGAXD y DDGAXP fueron seguidos mediante
reologia de baja deformacion. Para ambas muestras, los madulos de
almacenamiento (G) y pérdida (G”) contra el tiempo presentaron un incremento
al inicio, seguido por una regién de estabilidad o plateau (Figura 9). Al final del

proceso de gelificacion (1 hj, los valores de G’ y G" para DDGAXD fueron
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1474 + 121 y 1.86 * 0.44 Pa, respectivamente. El tratamiento con proteasas no
afectd significativamente los valores finales de elasticidad (G’) y viscosidad (G")
en DDGAXP, los cuales fueron de 1338 % 98 Pa y 1.56 % 0.81 Pa,
respectivamente. Lo anterior indica que la reduccion del 54% en el contenido de
proteina en los DDGAX, no influye en la gelificacion. Resultados similares han
sido observados en geles de AX de maiz atrapando proteinas (insulina, y
R-lactoglobulina y albimina de suero bovino) (Berlanga-Reyes et al., 2009b;
Vansteenkiste et al., 2004). En el estudio de Berlanga-Reyes et al. (2008b), los
valores de G'y G” fueron de 8.6 y 0.3 Pa, para los AX sin proteina, y variaron de
7.8 a 88 Pay de 0.26 a 0.32 Pa, para los geles de AX con insulina y

B-lactoglobulina, respectivamente.

El tratamiento con proteasas no afecto el contenido de AF, el cual fue de
6.39 + 051 y 6.03 = 0.36 ug/mg de AX para DDGAXD y DDGAXP,
respectivamente. En geles de AX adicionados con diferentes concentraciones de
BSA se obtuvo un comportamiento similar al comparar el control (AX + lacasa) y
la muestra (AX + BSA) y observar que después de diferentes tiempos de reaccion
los cambios en el contenido de AF y de dehidrémeros de AF fueron similares

(Figueroa-Espinoza et al., 1999a)

Los tiempos de gelificacion (t;) obtenidos para DDGAXD y DDGAXP
fueron de 5.43 y 6.87 min, respectivamente. En este punto G’ = G" y es el
momento en el cual se da la transicidon sol/gel (Doublier & Cuvelier, 1996). La
Figura 10 muestra el espectro mecanico para DDGAXD y DDGAXP despues de
1 h de gelificacion. Ambas muestras presentaron un comportamiento
caracteristico de un material viscoelastico, observando una G’ independiente de
la frecuencia y una G” con un valor menor que la G’ y dependiente de la
frecuencia (Ross-Murphy & Shatwell, 1993). Resultados similares han sido
observados para geles de AX de maiz en presencia de proteinas como
ovoalbimina, insulina y B-lactoglubulina (Berlanga-Reyes et al., 2009b; Carvajal-
Millan et al., 2006).
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Figura 9. Cinética reoldgica de soluciones al 2% (p/v) de DDGAXD y DDGAXP
durante la gelificacion inducida por lacasa.
Mediciones reoldgicas realizadas a 25°C, 0.25 Hz y 5% de deformacion.
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Figura 10. Espectro mecanico de geles de DDGAXD y DDGAXP al 2% (p/v).
Mediciones reoclogicas realizadas después de 1 h de gelificacidn a 25°C y 5 % de
deformacién.
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V.4.8. Distribucién de Proteina en Soluciones y Geles de DDGAX y DDGAXP

Con la finalidad de investigar como se encuentra distribuida la proteina a traves
de la red de AX, las soluciones vy los geles de DDGAX y DDGAXP al 2% (p/v)
fueron analizadas mediante microscopia confocal de barrido laser (CLSM). En la
Figura 11 se muestran las micrografias de las soluciones y geles. La proteina
aparece en color rojo brillante debido a que el marcador fluorescente, rodamina
B isotiocianato, se absorbe en las proteinas (Berlanga-Reyes et al., 2014). El
tamafo y cantidad de estas zonas brillantes, gue indican la presencia de proteina,
disminuy6 en la solucion y el gel de DDGAXP. En a solucién y el gel de DDGAX,
los agregados de proteina no presentaron una distribucién homogeénea. Un
fendmeno opuesto se observo en la solucion y el gel de DDGAXP, mostrande
una distribucién mas homogénea de la proteina, lo cual se evidencia por ia

naturaleza difusa de la respuesta observada en la Figura 11.

V.4.9. Estructura de Geles Liofilizados de DDGAX y DDGAXP

La seccion transversal de la estructura de los geles liofilizados de DDGAX y
DDGAXP fue analizada mediante microscopia electronica de barrido (SEM)
(Figura 12). La red del gel de DDGAX presentd una estructura heterogenea y
puede compararse con la estructura de un panal de abeja irregular. Resultados
similares han sido reportados para geles de maiz y frigo (Martinez-Lopez et al,,
2013; Morales-Ortega et al., 2013). El gel de DDGAXP (Figura 12b) presento una
estructura mas homogénea y compacta en comparacion con el gel de DDGAX
(Figura 12a), lo cual puede ser atribuido a la purificacion y eliminacion de proteina
en el polisacarido, generando una mejora en el entrecruzamiento de las cadenas
y promoviendo la formacion de una estructura més definida. El gel de DDGAXP
mostré tuneles bien definidos, mientras que e! gel de DDGAX presento

estructuras en formas de hojuelas rigidas.
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a) Solucidn b) Gel

DDGAX

DDGAXP

Figura 11. Observaciones por microscopia confocal de barrido laser (CLSM) de
DDGAX y DDGAXP en a) solucion al 2% (p/v) y b) gel al 2% (p/v).

Se utilizd rodamina B isotiocinanato (RITC) al 0.02% (p/v) para tefiir la proteina.
i.as zonas brillantes corresponden a la proteina (escala = 20.6 ym).
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Figura 12. Observaciones por microscopia electrénica de barrido (SEM) de los
geles liofilizados al 2% (p/v) de a) DDGAX y b) DDGAXP.
Magnificacion a 1000x.
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V.5. Conclusiones

Los AX con un alto contenido de acido ferdlico y capacidad de gelificacion pueden
recuperarse a partir de DDGS, un residuo de la molienda seca del grano para la
produccion de bioetanol. La purificacion y disminucion en el contenido de proteina
modifico las caracteristicas microestructurales de los geles. Este resultado
sugiere que la proteina estd causando un efecto estérico, y la eliminacion parcial
de dicha proteina mejora el entrecruzamiento entre las cadenas del polisacarido.
Ademas, las observaciones en CLSM mostraron que la eliminacién parcial de la
proteina promueve la continuidad y homogeneidad en la red del polisacarido. Las
observaciones en SEM indicaron que la reduccidon en el contenido de proteina
lleva a mejorar la homogeneidad en la estructura del gel. La disminucion de la
proteina no afectd las caracteristicas reologicas de los geles formados. Asi, es
claro que la fraccion proteica asociada al AX tiene un impacto en las
caracteristicas microestructurales de los geles formados de AX, y la reduccién

del contenido de proteina no influye en las propiedades del gel.
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VI. ENLACE COVALENTE CARBOHIDRATO-AMINOACIDO EN LA

ASOCIACION ARABINOXILANO-PROTEINA

V1.1, Resumen

El proposito de este estudio fue investigar si la proteina asociada al arabinoxilano
(DDGAXD) esta unida a la molécula mediante el enlace O-glicosidico
carbohidrato-aminoacido. La proteina asociada a DDGAX fue estudiada
mediante electroforesis SDS-PAGE vy presentd un rango de peso molecular de
6-14 kDa. El analisis de espectrometria de masas de la proteina de DDGAX
permitié obtener una secuencia parcial de siete aminoacidos: alanina, treonina,
triptéfano, acido glutamico, glicina, acido glutamico y arginina (ATWEGER). La
enzima O-glicosidasa puede remover la parte proteica unida a DDGAXD, lo cual
sugiere que esta fraccion se encuentra unida covalentemente a DDGAXD
mediante los aminoacidos serina y/o treonina. Los aminoacidos mas abundantes
en la proteina de DDGAXD fueron histidina, acido aspartico y treonina. Los
resultados indican que la proteina asociada a DDGAXD presenta un rango de
peso molecular cercano al reportado para otras proteinas de maiz asociadas a

AX y que se encuentra unida mediante un enlace covalente al carbohidrato.
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V1.2, introduccion

Los granos secos de la destileria con solubles (DDGS) son uno de los
subproductos principales de la molienda seca del maiz durante la produccion del
bioetanol. La fibra, producida en grandes cantidades, corresponde a la fraccion
mayoritaria de este subproducto. En ese sentido, los arabinoxilanos (AX) son el
componente mayoritario de la fibra dietaria de cereales tales como maiz, trigo,
centeno y arroz, entre otros (lzydorczyk & Biliaderis, 2007). Por ello, los DDGS

pueden ser un recurso para la obtencion potencial de AX ferulados.

Los AX son hemicelulosas constituidas principalmente por xilosa,
arabinosa, glucosa, galactosa y acido glucurénico; ademas, se ha reportado que
presentan cierto porcentaje de proteina asociada gue varia dependiendo de la
fuente (1-8.5%) (Yadav et al,, 2011). Su estructura consiste en una cadena lineal
de xilosas unidas por enlaces B-(1-4), a las cuales se unen residuos de arabinosa.
Algunos residuos de arabinosa pueden estar unidos a residios de acido ferulico
(AF) en posicién 0-3 ylo O-2 (lzydorczyk & Biliaderis, 2007).

Una de las principales propiedades de los AX es su capacidad de
gelificacion mediante el acoplamiento covalente oxidativo (quimico o enzimatico)
del AF (lzydorczyk & Biliaderis, 2007). Los geles que forman los AX presentan
propiedades muy interesantes como sabor y olor neutro, alta capacidad de
ahsorcion de agua, resistencia a temperatura y pH, ausencia de susceptibilidad
a la fuerza idnica y capacidad para formar estructuras meso y macroporosas
(lzydorczyk & Biliaderis, 1995). Las propiedades de los geles dependen de las
caracteristicas estructurales de la molécula (peso molecular, contenido de AF,
proporcion A/X, entre otros) (lzydorczyk & Biliaderis, 2007). Una caracteristica
estructural que puede ser de importancia en la gelificacion y no ha sido

ampliamente estudiada es la proteina asociada al AX.

Después de la utilizacion de tratamientos con proteasas en los AX, cierto
contenido de proteina permanece en el polisacarido. En estudios previos, el uso

de pronasas ha disminuido el porcentaje de proteina hasta un 0.4-4.2 % en AX
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de centeno y trigo (Ebringerova, 1994; Morales-Ortega et al., 2013; Saulnier et
al., 1995a). A pesar de ello, no existen reportes en los que haya sido posible
eliminar la proteina en su fotalidad. Es bien sabido que la proteina asociada al
AX juega un pape! muy importante en sus propiedades emulsificantes (Yadav et,,
2011). Sin embargo, el efecto que podria tener la eliminacién de dicha proteina

en la gelificacién no ha sido estudiado.

Hasta el momento, no se conoce cdmo es que la proteina se encuentra
unida al AX. La exposicion de los AX a condiciones alcalinas durante su
extraccion y a los tratamientos con proteasas no eliminan la proteina
completamente. investigaciones previas sugieren gue la asociacion entre el AX y
la proteina involucra un enlace de tipo covalente (Adams et al., 2003; Yadav et
al.,, 2011). En ese sentido, se han propuesto dos vias por las cuales se sugiere
que la proteina podria estar unida al polisacarido. La primera sugiere una union
covalente entre AF-Tyr. Piber y Koehler (2005) detectaron la presencia de dicho
entrecruzamiento entre las proteinas y el AF de los AX en harinas de trigo y
centeno, pero no lograron identificar tal estructura. La ofra propuesta implica una
union covalente carbohidrato-aminoacido, similar a la que se sugiere para las
arabinogalactanas proteicas (AGP’s) mediante un enlace de tipo O-glicosidico
entre los aminoacidos Hyp y Ser con la galactosa (Mahendran et al., 2008). Sin

embargo, este tipo de enlace no ha sido identificado en la asociacion AX-proteina.

Por lo anterior, en el presente estudio los DDGAXD fueron sometidos a un
tratamiento enzimatico para investigar si el enlace O-glicosidico carbohidrato-

aminoacido esta presente en la asociacion AX-proteina.
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VI.3. Materiales y Métodos

V1.3.1.Materiales

Los DDGAX y DDGAXD utilizados se obtuvieron y caracterizaron de acuerdo con
lo deserito en el capitulo anterior. Los DDGAX presentaron una pureza del 64%
(p/p), una relacidén A/X de 1.08, una distribucién de peso molecular de 209 kDa,
un contenido de AF de 6.05 pg/mg, un contenido de proteina del 8.2% y una
viscosidad intrinseca de 292 g/ml. Los DDGAXD presentaron una pureza del
76% (plp), una relacion A/X de 1.08, una distribucidn de peso molecular de
191 kDa y un contenido de AF de 6.3 pg/mg. La enzima lacasa (benzenediol:
oxigeno oxidoreductasa, EC 1.10.3.2) de Trametes versicolor, la proteasa tipo
XIV (EC 232-909-5) de Streptomyces griseus, la proteina a-lactoalbumina, asi
como el kit de deglicosilacion proteico (EDEGLY) y el resto de los productos
quimicos utilizados fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA). La enzima tripsina fue adquirida en Promega Corporation (Promega,
Madison, WI).

VI.3.2.Métodos

V1.3.2.1. Degtlicosilacion de DDGAX con acido trifluorometanosulfonico (TFMS).
La deglicositacion de DDGAX fue de acuerdo con la metodologia reportada por
Yadav et al. (2011). Los DDGAX fueron secados en una estufa de vacio durante
toda la noche previo a la hidrolisis. La muestra de DDGAX (20 mg) fue colocada
en un tubo con tapa vy se le adicioné 1 mL de una mezcla de una solucion de
TEMS/Tolueno (90/10). Se incubd durante 4 h en un bafio de etanol/COz (-20°C)
agitando ligeramente cada hora. La reaccion fue neutralizada con 1 mL de
piridina/metanol/fagua (3:1:1) e incubada durante 15 min a 0°C. Enseguida se
ajusto el pH a 5-6 con bicarbonato de amonio (5% p/v). La solucion neutralizada

fue aplicada a un cartucho de extraccion de fase soélida C18 (Michrom
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Bioresources, inc., Auburn, CA). La proteina adsorbida por la fase estacionaria
fue eluida con una mezcla de una solucién de acetronitrilofagua (1:1) conteniendo
0.1% de acido trifluoroacético. La solucién de proteina fue evaporada bajo flujo

de nitrogeno a 25°C y congelada hasta su analisis.

V1.3.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida de proteina de DDGAX
deglicosilada usandc TFMS. La proteina aislada de los DDGAX fue analizada por
electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La
electroforesis se lievd a cabo en el equipo electroforético Pharmacia Phast
System (Piscataway, NJ) y se utilizaron geles de poliacrilamida al 20% (phast
gel). Las muestras de proteina fueron solubilizadas en 30 L de un sistema
solvente (10 mM Tris, 1 mM EDTA y 2.5% SDS, pH 8.0). Se inyectaron 128 ug
de la proteina de DDGAX en cada uno de los pozos. Los geles fuer‘on teftidos
(0.2% p/v) con el colorante Coomassie R350. Se utilizd el estandar de pesos
moleculares de SeeBlue Plus2 con un rango de 3-250 kDa (Invitrogen Corp,,
Carsibad, CA) (Yadav et al., 2011).

V1.3.2.3. Digestion con enzima tripsina de proteina de DDGAX. La digestion de
la proteina se hizo con tripsina (Promega, Madison, Wi), de acuerdo con el
protocolo establecido por el proveedor. Los péptidos fueron concentrados y
purificados usando puntas de resina C18 (Zip Tip, Millipore Corp, Billerica, MA)
mediante Ia extraccion con 5 b de una solucién de Acido o-ciano-4-hidroxi-
cinamico, 5 mg/mL en acetonitrilofagua (1:1), conteniendo 0.1% de acido
trifluoroacético (solucién matriz) y colocados (1 pl) en un placa de acero

inoxidable para su andlisis en espectrometria de masas (Yadav et al, 2011).

V1.3.2.4. Espectrometria de masas. Los péplidos fueron analizados con un

espectrometro de ionizacidén/desorcion mediante laser asistida por matriz
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acoplada a un analizador de tiempo de vuelo para la medicion de los iones
seleccionados (MALDI-TOF/TOF), con un Analizador Protedmico 4700 (Applied
Biosystems, Framingham, MA). El instrumento fue operado en el modo de
reflectron positivo, con un promedio de 1000 espectros en el rango de masa de
800 a 4000 Da en el modo MS y 2000 en el modo MS/MS. La conversion de TOF
a masa (Da) para los iones monoisotépicos [M + H]+ se basé en la calibracion
del instrumento con un kit estandar de calibracion (Applied Biosystems) {Yadav
et al., 2011).

V1,325 Tratamiento con enzima O-glicosidasa de DDGAXD. El tratamiento con
la enzima O-glicosidasa se realizd de acuerdo con el protocolo establecido por el
proveedor. A los DDGAXD disueltos en agua deionizada, se les adiciond una
solucion reguladora de fosfato de sodio (250 mi, pH 5) y la enzima, y se incubs
a 37 °C durante 5 dias. La actividad de la enzima fue investigada mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
(Rodriguez-Martin, 2009). La electroforesis se Hevo a *cabo en el equipo
electroforético Pharmacia Phast System (Piscataway, NJ) y se utilizaron geles de
poliacrilamida del 10-15% (phast gel). Las muesiras de proteina fueron
solubilizadas en un sistema solvente (125 mM Tris-HCI, 20% glicerol, 10%
B-mercaptoetanol, 4% SDS, 0.05% azul de bromofenol). Se inyectaron § ug de
proteina de DDGAXD en cada uno de los pozos. Los geles fueron tefiidos con el
colorante Oriole Fluorescent Gel Stain (Bio-Rad Laboratories). Se utilizaron los
estandares de pesos moleculares de Precision Plus Protein Standards Unstained

con un rango de 10-250 kDa (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA).

V1.3.2.6. Composicion de aminoacidos de DDGAXD. El perfil de aminoédcidos de
la proteina de DDGAXD fue obtenido mediante HPLC de acuerdo con la
metodologia descrita por (Vasquez-Ortiz et al., 1995). Las muestras fueron

hidrotizadas usando HCI 8 M a 150 °C por 6 h. Después de enfriar y evaporar,
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las muestras hidrolizadas fueron resuspendidas en buffer y ajustadas a un pH de
2.2 previo a su analisis. Se utilizé un HPLC (Hewlett Packard Model 1100)
equipado con una columna Microsorb RP-C18 (10 cm x 4.6 mm D) acoplado a
un detector de fluorescencia. Los aminoacidos secundarios (prolina e
hidroxiprolina) fueron determinados mediante el analisis de una mezclade 125 pL
de muestra con 500 plL de buUffer de borato y 250 ul de 4-cloro-7-
nitrobenzofurano (NBD-CI). La mezcla fue calentada a 60 °C durante & min y la
reaccion fue terminada con 50 pl de HCH 1 M. Como aminodacidos estandar se

utilizo el Estandar H de aminoacidos (Thermo Scientific Pierce).

VI1.3.2.7. Analisis Estadistico. Las determinaciones quimicas se realizaron por
triplicado con un indice de confiabilidad del 95%. lLa cuantificacidn de
aminoacidos se realizé por duplicado. Los valores son expresados en valores de

medias. Se utilizo el programa estadistico NCSS.
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Vi.4. Resultados y Discusion

VI1.4.1.Deglicosilacion de DDGAX usando TFMS y Electroforesis SDS-PAGE

Con la finalidad de estudiar la proteina asociada a los DDGAX, estos fueron
somelidos a un tratamiento de deglicosilacidn usando el acido TFMS para
eliminar la parte carbohidrate de la molécula. La proteina asociada a DDGAX
obtenida después de la deglicosilacidon y purificacion fue estudiada mediante
electroforesis (SDS-PAGE). En la Figura 13 se muestra el perfil electroforético de
la proteina de DDGAX (carril 3) y de la a-lactoalbumina comercial {(carril 2},
utilizada para fines de comparacion. La proteina de DDGAX presento una banda
en el rango de ~ 6-14 kDa (carril 3). Esta banda es diferente pero con un rango
cercano a la banda de 22 kDa encontrada por Yadav et al. (2011) para la proteina
de goma de fibra de maiz. Esta diferencia en el peso molecuiar puede deberse a
las condiciones utilizadas en la electroforesis y a la fuente de los AX. En los
carriles 2 y 4 se encuentran las bandas correspondientes a la a-lactoalblimina
comercial (14 kDa) y a una mezcla de la proteina de DDGAX + o-lactoaibumina

comercial, respectivamente.

V1.4.2. Digestion de la Proteina de DDGAX con la Enzima Tripsina y Andilisis

de Espectrometria de Masas

Después de la digestion con tripsina de la proteina de DDGAX, los péptidos
purificados fueron analizados mediante espectrometifa de masas (MALDI
TOF/TOF). La enzima tripsina corta selectivamente a las proteinas después de
los residuos de lisina (K) y arginina (R). El analisis de espectrometria permitio
obtener el espectro de masas (MS) y enseguida seleccionar el ion mas abundante

para obtener su espectro de fragmentacion (MS/MS). EI MS proporciona la masa
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de los péptidos digeridos y el MS/MS provee informacion especifica de la
fragmentacidn para elucidar la secuencia del peptido seleccionado (Yadav et al.,
2011).

kDa )
188 S

6-14 kDa

14.2 kba l

Figura 13. Electroforesis SDS-PAGE de proteina obtenida de DDGAX despues
de deglicosilacion y de a-lactoalbimina.

Carrril 1. Estandar de pesos moleculares; Carril 2: a-lactoalbdmina; Carril 3:
proteina de DDGAX; Carril 4: Proteinas de DDGAX + a-lactoalbdmina.

El MS de los péptidos de la proteina de DDGAX (Figura 14) muestra las
masas de los iones, siendo el 848.38 el mas abundante, por lo que fue
seleccionado para la generacion de su MS/MS. La Figura 15 muestra el especiro
de fragmentacion para el ion seleccionado (848.38). Este fue analizado con el
programa PEAKS Studio 5.2 (Bioinformatics Solutions Inc. Waterloo, ON,
Canada) y generd una secuencia parcial de siete aminoacidos (ATWEGER]}. Para
fines practicos, los aminoacidos fueron abreviados en base al codigo estandar de
nomenclatura IUPAC-IUB (IUPAC-IUB, 1988). Enseguida, la secuencia parcial
obtenida fue ingresada a la Base de Datos del Centro Nacional para fa

nformacion  Biotecnologica (NCBI) para buscar proteinas coincidentes,
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resultando coincidente en cinco aminoacidos (WEGER) con la proteina hipotética
de maiz (ZEAMMB73 187074 {Zea mays] gb]AFWE8221.1}). La calidad de los
espectros MS/MS depende de la habilidad del péptido para fragmentarse y de su
concentracidn, por lo gue es comin observar que pocos peptidos produzcan

buenos espectros (Yadav et al., 2011).

La proteina de DDGAX presentd un rango de peso molecular (6-14 kDa)
cercano al de la proteina hipotética encontrada en la base de datos (9.7 kDa), y
al de la proteina de goma de fibra de maiz (22 kDa) (Yadav et al., 2011). Los
aminoacidos Ala, Val, Pro, Gly, Gin, Leu, Thr, Try, e Hyp han sido reportados
como los mas abundantes en proteinas de AX de maiz (Cirre et al., 2014, Saulnier
etal., 1995a; Yadav et al., 2011) y a Gly, Ser, Ala, Arg como los mas abundantes
en la proteina de AX de centeno (Ebringerova et al.,, 1994). En el presente
estudio, la secuencia parcial encontrada corresponde a un pequefio fragmento
de la proteina compieta de DDGAX. Por lo anterior, el resto de la secuencia
puede contener otros aminodacidos incluyendo los que han sido reportados como

los mas abundantes en las proteinas de AX.
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Figura 14. Espectro de masas MALD! TOF/TOF de péptidos de proteina de
DDGAX digerida con tripsina.
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Figura 15. Espectro de fragmentacion de ion precursor 848.3801.

V1.4.3.Deglicosilacion de DDGAXD c¢on Enzima O-glicosidasa vy
Electroforesis de proteina de DDGAXD

La proteina de DDGAXD fue estudiada mediante electroforesis SDS-PAGE
después de someteria a una digestion con la enzima O-glicosidasa. La Figura 16
muestra fa banda correspondiente a la proteina de DDGAXD ubicada entre
~ 10-15 kDa (Carril 2 y 3). Este rango de peso molecular es similar al obtenido
en la proteina deglicosilada con TFMS (~ 6-14 kDa) (Figura 10), lo cual indica
que corresponde a la misma fraccion proteica previamente detectada. En un
estudio realizado en goma arabiga, la deglicosilacidn con HF de la goma revelo
mediante un analisis electroforético, dos posibles regiones polipeptidicas. Se
observd una banda difusa de alto peso molecular de ~ 30 kDa que podria estar
parcialmente glicosilada y una banda més pequefia de ~ 5 kDa, sugiriendo dos

polipéptidos de ~ 250 y ~ 50 aminoacidos, respectivamente (Mahendran et al,
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2008). Por lo anterior, es posible que la fraccion proteica asociada a DDGAXD
sea de naturaleza polipeptidica. Cabe mencionar que se ha propuesto una
estruciura de cadenas de AX covalentemente unidas a una region proteica,
similar a la de las AGP’s (Ebringerova et al., 1994); sin embargo, esta no ha sido

identificada en los AX.

La enzima O-glicosidasa utilizada en el presente trabajo corta los enlaces
entre Gal-B-(1-3)-GalNAc y los aminoacidos Ser/Thr (Figura 17) (Bhavanandany
Umemoto, 1976). Diversos estudios han propuesto un enlace de naturaleza
covalente en la asociacion entre el AX y la proteina (Ebringerova et al., 1994;
Saulnier et al., 1985a; Adams et al., 2003; Yadav et al., 2011). Asi mismo, se
menciona que dicho enlace podria involucrar al aminoéacido hidroxiprolina
(Saulnier et al., 1995). En las AGP’s, las fracciones polipeptidicas se encuentran
unidas al carbohidrato mediante enlaces O-glicosidicos, que involucran a los
aminoacidos Ser e Hyp (Akiyama et al., 1984; Mahendran et al., 2008). De igual
manera, se ha sugerido fa presencia de enlaces O-glicosidicos mediante lisina,
hidroxilisina y/o enlaces N-glicosidicos (Mahendran et al., 2008). Con el presente
estudio es posible confirmar que el enlace entre la fraccion proteica y el AX es un
enlace O-glicosidico de naturaleza covalente y se da entre los aminoacidos

Ser/Thr y el carbohidrato.

_ Se ha reportado que la estructura de los AX puede ser mas compleja
dependiendo de la fuente de donde se obtengan. En los AX de igjidos externos
del grano, se ha identificado la presencia de residuos de galactosa, acido
glucurénico y acido acético (Figura 18) (Saulnier et al., 2013). Sin embargo, hasta
el momento no se ha identificado la presencia de aztcares aminados en la
estructura de AX, por lo que es necesario otro tipo de estudios para confirmar

este tipo de residuos en su estructura.

Ei presente trabajo confirma la presencia del enlace carbohidrato-
aminoacido en la asociacién del AX con la proteina. Aun asi, no es posible
asegurar que éste sea el Gnico tipo de enlace presente en dicha asociacion. Otra

de las vias propuestas, es el enirecruzamiento covalente entre el AF y el
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aminoacido Tyr (Piber y Koehler, 2005). Para ello, es necesario realizar ofros

estudios enfocados a este tipo de enlace que logren confirmarlo.
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Figura 16. Electroforesis SDS-PAGE de proteina de DDGAXD obtenida despues

de la deglicosilacion con O-glicosidasa.
Carril 1: Estandar de pesos moleculares; Carril 2 y 3: Proteina de DDGAXD.

Figura 17. Esquema del sitio de corte de la enzima O-glicosidasa. Gal: galactosa;
GalNAc: N-acetilgalactosamina; Ser: serina; Thr: treonina.
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Figura 18. Estructura de AX de pericarpio de granos de cereales. A: arabinosa;
X: xilosa; G: galactosa; Ga: acido glucurdnico; Ac: acido acético. Adaptada de:
Saulnier et al. (2013).

V1.4.4.Perfil de aminoacidos de la proteina asociada a DDGAXD

En el Cuadro 3 se muestra el perfil de aminoéacidos de la proteina de DDGAXD.
Los aminoacidos mas abundantes en DDGAXD fueron acido aspartico, histidina
y treonina. En la goma de fibra de maiz (CFG) se han identificado a prolina y
glutamina como los de mayor proporcion (Cirre et al., 2014). Para la proteina de
AX de centeno, glicina y serina han sido reportados como los aminocacidos
mayoritarios (Ebringerova et al., 1994). Por su parte, Saulnier et al. (1995a)
encontraron abundancia de los aminoacidos prolina e hidroxiprolina en la

proteina de AX de pericarpio de maiz.

A diferencia de las protéinas asociadas a AX de maiz reportadas por Cirre
et al. (2014) y Saulnier et al. (1995a), en DDGAXD no fueron detectados (bajo
las condiciones de hidrélisis previamente mencionadas) los aminoacidos
secundarios prolina e hidroxiprolina, En AX de fuentes como el centeno se han

detectado trazas de prolina y muy bajas concentraciones de hidroxiprolina
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(Ebringerova et al., 1994). Los AX de maiz estudiados por Cirre et al. (2014) y
Saulnier et al. (1995a) se obtuvieron directamente de pericarpio de maiz,
mientras que los DDGAXD utilizados en el presente estudio provienen de un
residuo de la produccién de bioetanol (DDGS), el cual conlleva otros procesos,
tales como la fermentacion. Cabe mencionar ademas que DDGAXD fue
dializado, por lo que la proteina remanente que no se encontrara unida
covalentemente al polisacérido, pudo haber sido eliminada con dicho tratamiento
o bien la dialisis pudo haber disminuido su concentracion de tal manera que no
lograran ser detectados durante el analisis. Asi, las diferencias en la composicion
de aminoacidos pueden deberse tanto a la fuenie de donde se obtiene el AX

como al método de extraccion utilizado para obtener al polisacarido.

L.os aminoacidos cuantificados en el perfil de DDGAXD corresponden al
77.3% del contenido total de proteina en la molécula. Por lo que el porcentaje
restante puede corresponder a los aminoacidos que no fueron cuantificados.
Entre estos aminoacidos se encuentra el triptéfano, del cual su presencia en la
proteina puede confirmarse mediante la secuencia parcial de aminoacidos
(ATWEGER) obtenida por espectrometria de masas. Asi mismo, en base al
resultado obtenido mediante la deglicosilacién de DDGAXD con la enzima O-
glicosidasa, no se descarta la posibilidad de que cierto porcentaje del nitrégeno
total (8.24%) sea aportado por azicares aminados que formen parte de la
estructura del AX. Para ello, es necesario realizar la cuantificacion de todos los
aminoacidos, asi como la utilizacion de ofro tipo de analisis como la resonancia
magnética nuclear para la identificacion de azicares aminados en la estructura
del AX.
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Cuadro 3. Contenido de aminoacidos (nmol/mg) de DDGAXD.
Aminoacido DDGAXD
Acido aspartico 51.28

A. glutamico 31.63
Serina 22.93
Histidina 54.69
Glicina 30.85
Treonina 47.73
Arginina 11.16
Alanina 23.61
Tirosina 30.54
Metionina 44 2
Valina 38.75
Fenilalanina 14.45
Isoleucina 22.41
Leucina 2478
Lisina 27.8
Prolina ND
Hidroxiprolina ND

% Proteina 8.24




VI.5. Conclusiones

La proteina asociada a DDGAX presentd un rango de peso molecular de
6-14 kDa, cercano al que presentan otras proteinas asociadas a los AX de maiz.
Se obtuve una secuencia parcial de siete aminoacidos (ATWEGER) de un
fragmento de la proteina de DDGAX. Los aminoéacidos més abundantes en la
proteina asociada a DDGAXD fueron acido aspartico, histidina y treonina. Se
identificé la presencia de un enlace covalenie de tipo O-glicosidico entre la

proteina y el AX a través de serina y/o treonina.
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