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RESUMEN

Los arabinoxilanos (AX) son polisacaridos formados por una cadena lineal de xilosas con
sustituciones de arabinosa, las cuales pueden estar esterificadas con acido feralico (AF). Los AX
ferulados forman geles covalentes mediante el entrecruzamiento de sus cadenas poliméricas via
acoplamiento oxidativo del AF con enzimas como lacasa y peroxidasa, formando dimeros (di-AF)
y trimeros (tri- AF) de AF. Sin embargo, el efecto de distintas enzimas entrecruzantes en la
actividad antioxidante de estos geles no ha sido reportado. El objetivo de esta investigacion es
estudiar el efecto del tipo de agente entrecruzante (lacasa o peroxidasa) en la actividad antioxidante
de geles de AX de un subproducto de la produccion de bioetanol de maiz (DDGS). Los AX fueron
extraidos con un rendimiento del 3.5% (p/p) y presentaron caracteristicas similares a las de otros
AX de esta fuente (0.5 pg AF/mg AX, A/X de 0.6, [n]=114 mL/g, Mv=368 kDa). El espectro FTIR
mostré que la identidad molecular del polisacarido extraido corresponde a los AX. Este espectro
registré una banda central a 1158 cm relacionada con el enlace C-OH, y una banda pequefia a 897
cm* asignada al enlace glucosidico B (1 — 4). Los AX formaron geles al 2 % (p/v) inducidos por
lacasa y peroxidasa cuyo médulo elastico (G”) y viscoso (G™") fue de 79y 0.30 y de 94 y 0.41 Pa,
respectivamente. Se encontré un 94% de oxidacion de AF en los AX después de la gelificacion con
ambas enzimas. La actividad antioxidante de los geles de AX disminuy6 43% y 22% (método
ABTS) y 27y 21% (método DPPH) al ser formados con lacasa y peroxidasa, respectivamente. Los
geles de AX formados con peroxidasa presentaron un mayor contenido de di-AF, en particular de
los isbmeros 8-5 y 5-57, lo cual podria estar relacionado con la mayor conservacion de actividad

antioxidante respecto a los geles formados con lacasa.

Palabras clave: arabinoxilanos, lacasa, peroxidasa, acido ferulico, geles, actividad antioxidante
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ABSTRACT

Arabinoxylans (AX) are polysaccharides formed by a linear chain of xyloses with arabinose
substitutions, which can be esterified with ferulic acid (AF). AX form gels by covalent cross-
linking involving FA oxidation by oxidative enzymes, such as laccases or peroxidases, forming
dimers (di-AF) and trimers (tri- AF) of AF. However, the effect of different cross-linking enzymes
on the antioxidant activity of these gels has not been reported. The aim of this research is to study
the impact of the type of crosslinking agent (laccase or peroxidase) on the antioxidant activity of
DDGS AX gels. AX were extracted with a yield of 3.5% (w/w) and presented characteristics
similar to other AX from this source (5 pg AF/mg AX, A/X of 0.6, [n] = 114 mL/g, Mv = 368
kDa). The FTIR spectrum showed that the molecular identity of the extracted polysaccharide
corresponds to the AX with a central band at 1158 cm related to the C-OH bond, and a small band
at 897 cm* assigned to the p-(1—4)-glycosidic linkage. The AX formed gels at 2% (w/v) induced
by laccase and peroxidase whose elastic (G”) and viscous (G™) modulus were 79 and 0.30 and 94
and 0.41 Pa, respectively. A 94% oxidation of FA was found in the AX after gelation with both
enzymes. The antioxidant activity of the AX gels decreased 43% and 22% (ABTS method) and 27
and 21 % (DPPH method) when they were formed with laccase and peroxidase, respectively. The
AX gels formed with peroxidase presented a higher content of di-AF, in particular 8-5' and 5-5'
isomers, which could be related to the greater conservation of antioxidant activity with respect to

the gels formed with laccase.

Keywords: arabinoxylans, laccase, peroxidase, ferulic acid, gels, antioxidant activity
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1. INTRODUCCION

Los arabinoxilanos (AX) son polisacaridos presentes en diversos cereales, tanto en
pericarpio y aleurona como en endospermo. Estos polisacaridos estdn contenidos en la dieta
formando parte de la fibra dietética, siendo ademas considerados prebioticos (Marquez-Escalante
et al., 2018a). Los AX no son digeribles, resisten la hidrolisis en el estmago y la absorcion en el
intestino delgado humano, pero pueden ser fermentados total o parcialmente por la microbiota del
intestino grueso humano (Mendis et al., 2016; Knudsen y Laerke, 2010).

En los dltimos afios se ha acrecentado el interés por los AX y oligosacaridos de arabinoxilanos
(AXOS), ya que se han asociado con efectos benéficos a la salud como antioxidantes (Malunga y
Beta, 2015), prebidticos (Marquez-Escalante et al., 2018a), inmunoestimulantes (Mendis et al.,
2016), reguladores de glucosa y colesterol (Vogel et al., 2012) y agentes antiproliferativos (Melo-
Silveira et al., 2019). Una caracteristica importante de los AX es su capacidad para producir geles
por entrecruzamiento de sus cadenas poliméricas mediante acoplamiento oxidativo del &cido
ferulico (AF) por via enzimatica. Las enzimas lacasa y peroxidasa favorecen la formacion de
dimeros (di-FA) y trimeros (tri-FA), los cuales presentan caracteristicas muy particulares: son
neutros, incoloros e inodoros, y poco afectados por cambios de temperatura, fuerza iénica o pH,
debido a la presencia de entrecruzamientos covalentes en su red polimérica (Izydorczyk y Biliaderi,
1995).

Las caracteristicas estructurales de los AX estan relacionadas con su fuente y definen las
propiedades de los geles formados, por ejemplo, los AX de maiz presentan un mayor contenido de
AF que los AX de trigo y por lo tanto forman geles con un contenido mas alto de di-AF
comparado con geles de AX de trigo. También el tipo de agente entrecruzante utilizado para formar
los geles de AX tiene un efecto en las propiedades de éstos. Se ha reportado que los geles formados
con peroxidasa contienen mayor proporcion del isomero 5-5" y menor modulo elastico que los
formados con lacasa (Martinez-Lépez et al. 2019). Se ha reportado ademas que la actividad
antioxidante de los AX disminuye al formar el gel porque el acoplamiento oxidativo del AF que

origina los di-AF implica una reduccion en el contenido de AF en el gel (Méndez-Encinas et al.,

12


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224419304029#bib36

2019). Sin embargo, no se conoce aun como puede la variacién en el tipo de isdbmeros de di-AF
presentes en el gel de AX modificar la actividad antioxidante de estos geles. Tampoco se conoce
el efecto de la presencia de cadenas de AX no entrecruzadas en el gel en la actividad antioxidante
de éste. Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo de investigacion planteé como pregunta
de investigacion ¢Qué efecto tiene el tipo de enzima entrecruzante (lacasa o peroxidasa) en la
actividad antioxidante del gel de los arabinoxilanos de maiz? Para responder a esta pregunta se
estructuro la hip6tesis y los objetivos que en las secciones correspondientes del presente manuscrito
de tesis se describen y se siguio el procedimiento experimental detallado también en el presente

documento.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Los Arabinoxilanos

Hoffman y Gortner (1927) identificaron por primera vez los arabinoxilanos (AX) y los describieron
como una goma viscosa que se encuentra en la harina de trigo. Fueron denominados “pentosanos”
porque son polimeros de carbohidratos formados por pentosas (xilosa y arabinosa) (Bastos et al.,
2018). Estos polisacaridos se han reportado en los cereales como trigo, centeno, cebada, avena,
arroz, sorgo, maiz y mijo (Morales-Ortega et al., 2013) y estan presentes como parte de la fibra
dietética en el endospermo, el pericarpio y la aleurona de estos cereales (Malunga et al., 2017; J.
Marquez-Escalante et al., 2018a).

Los AX tienen gran cantidad de aplicaciones potenciales derivadas de su capacidad gelificante,
emulsificante y texturizante, entre otras. Dichas aplicaciones estan determinadas por sus
caracteristicas estructurales y fisicoguimicas (Bai et al., 2017; Buksa y Krystyjan, 2019;
Koegelenberg y Chimphango, 2017). Ademas, los AX estan asociados con distintos beneficios
para la salud, como es la actividad antioxidante, prebiotica y reguladora de glucosa postprandial
(Lagaert et al., 2010; Mendis et al., 2016; Mendez-Encinas et al., 2018; Chen et al., 2019).

También se han empleado geles de AX para la liberacion controlada de proteinas modelo y
farmacos como la insulina (Martinez-Lopez et al., 2019a; Morales-Burgos et al., 2019), la
metilxantina (Iravani et al., 2011), el diclofenaco sddico (Igbal et al., 2011) y la cafeina (Pérez-

Flores et al., 2019), asi como probidticos (Morales-Ortega et al., 2014).

2.2. Estructura Molecular de los Arabinoxilanos

La estructura de los AX consiste en una cadena lineal de xilosas con enlaces glicosidicos B-(1—4),
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que contiene residuos de arabinosas unidos con enlaces glucosidicos a-(1—3) o a-(1—2), o ambos
(Figural). Las xilosas de la cadena principal pueden estar mono-sustituidas o di-sustituidas, dando
como resultado cuatro tipos de patrones de sustitucion de xilosas: no sustituido, mono-sustituido
en O-2, mono-sustituido en O-3, o di-sustituido en O-2 y 3 (Figura 2) (Izydorczyk y Dexter, 2008).
Algunos residuos de arabinosa se encuentran esterificados con &cido ferulico (AF) en la posicion
O-5. Otros sustituyentes de menor frecuencia son el acido glucurénico, la galactosa y los grupos

acetilo (Figura 1) (Mendez-Encinas et al., 2019a).

Unién ester

O HO
o OH /%0 \4701{0 B-{1—4)-D-xilanopiranosa
[8) O G (o]
0

H
r \ o—L-arabinofuranosas
Q O—CH, OH

Acido fertlico <

H,CO

OH

Figura 1. Estructura de los arabinoxilanos.
Fuente: Morales-Ortega et al. (2013)

En funcién de la solubilidad, los AX pueden clasificase en extraibles en agua (WEAX) y no
extraibles en agua (WUAX). En los cereales, los WEAX se encuentran principalmente en el
endospermo y los WUAX se ubican tanto en la capa aleurona como en el pericarpio. La cantidad
de AX en un tejido vegetal puede variar dependiendo del origen, asi como de factores ambientales
y del estado de madurez. En general, el contenido de WEAX es menor (0.5 a 3.0 %, p/p) en el
endospermo de los cereales (trigo, centeno y cebada) que el de WUAX (20 a 30 %, p/p) en el

pericarpio de los mismos (lzydorczyk y Biliaderis, 2007).
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Figura 2. Posicion de arabinosas en arabinoxilanos.
Fuente: Mendez-Encinas et al. ( 2019b)

Las caracteristicas estructurales de los AX estan estrechamente relacionadas con sus propiedades
fisico-quimicas. Entre estas caracteristicas se encuentran el grado de polimerizacion (GP) y la
proporcion A/X (proporcion de arabinosas unidas a la cadena principal de xilosas), la cual puede
variar de 0.3 a 1.1, dependiendo del origen del polisacarido. Otras caracteristicas son la secuencia
de enlaces glicosidicos (patrén de sustitucion de arabinosas en la cadena) y la presencia de otros

sustituyentes (Mendez-Encinas et al., 2019b).

2.3. Fuentes de Obtencion de los Arabinoxilanos

Las principales diferencias entre los AX de los granos de distintos cereales es la distribucién y

cantidad de sustituciones de arabinosa en el esqueleto de xilano, la secuencia de los diversos
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enlaces entre estos dos azUcares (xilosa y arabinosa), el contenido de AF y la presencia de otros
sustituyentes (lzydorczyk y Biliaderi, 1995). En general, el contenido de AX en los cereales varia
desde 1.2% (p/p) en arroz y hasta 8.5% (p/p) en centeno (Figura 3). La mayoria de los AX estan
presentes en el pericarpio de los granos de cereales, donde representan aproximadamente el 25%
del peso seco del grano. En conjunto, se puede concluir que las materias primas y el método de
extraccion de los AX determinan su peso molecular, proporcién A/X, tipo de sustitucion de las
arabinosas y contenido de AF (Bastos et al., 2018; Mendez-Encinas et al., 2019b).

= Grano entero =Salvado ‘Harina = Paja » Cascarilla

45
40
35
30
25
20

15 , ‘
10 i ﬂ
5 ' L

; ' m mi . il I !

% de AX (p/p)

W

Maiz Arroz Avena Centeno

"Qi#%* ¢ = '?,f':q
, W 'iiqu:‘ 3
Figura 3. Contenido promedio de AX en granos y tejidos enteros.

Fuente: Bastos et al. (2018)

2.4. Métodos de Obtencidn y Purificacion de los Arabinoxilanos

La mayoria de los AX estan incluidos en una matriz insoluble en agua en la pared celular de los
granos de cereales, solamente los WEAX pueden solubilizarse con agua a presion atmosférica
(Izydorczyk y Biliaderi, 1995). La presencia de cantidades variables de proteina, lignina,
compuestos fendlicos y otros polisacaridos dificulta la extraccion de AX en agua. En consecuencia,
se han propuesto metodologias mas severas y de multiples pasos para la extraccion de los WUAX,
los cuales se pueden extraer mediante tratamientos quimicos, enzimaticos o fisicos (Bastos et al.,
2018; lzydorczyk y Billiaderis, 2007). Ademas de su solubilidad, las principales diferencias entre
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los WEAX y los WUAX son que estos ultimos tienen un peso molecular mas alto y poseen mayor
diversidad en las cadenas laterales, ya que ademas de arabinosa contienen acido glucurénico,
galactosa y grupos acetilo (Morales-Ortega et al., 2013).

2.5 Caracteristicas Fisico-quimicas de los Arabinoxilanos

2.5.1 Peso Molecular

El peso molecular (PM) de los AX depende de su origen y del método utilizado para su obtencion.
En los WEAX se han reportado valores de PM desde 10 hasta 10 000 kDa, mientras que en WUAX
puede exceder los 10 000 kDa. ElI PM de AX de pericarpio de maiz extraidos con tratamiento
alcalino se encuentra entre 244 y 491 kDa. lzydorczyk y Biliaderis, (1995) reportaron PM en
intervalos de 134 a 201 kDa en WEAX extraidos de distintas variedades de trigo canadiense. Segun
Shyama et al. (2007), el peso molecular de WEAX de arroz es de 231 kDa, el cual disminuye a

75 kDa después del proceso de malteado.

2.5.2. Viscosidad Intrinseca

La viscosidad intrinseca ([n]) es un indicador del volumen hidrodinamico ocupado por un polimero
aislado en solucion. Las caracteristicas de la molécula de AX como PM y conformacion del
polimero estan relacionados directamente con su viscosidad. Los altos PM y la rigidez de las
cadenas hacen que los AX presenten alta [n] en dispersiones acuosas (lzydorczyk y Biliaderis,
2007). La [n] varia dependiendo del método de extraccion, el tipo y variedad del cereal, asi como
las condiciones ambientales del cultivo (Saulnier et al., 2013). Para los WEAX de trigo, la [n] se
encuentra entre 200 y 600 mL/g, con un promedio de 400 mL/g. Carvajal-Millan et al. (2007)
reportaron una [n] de 208 mL/g en WUAX obtenidos de pericarpio de maiz.
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2.5.3. Solubilidad

La solubilidad de los AX depende en gran medida del grado de sustitucién que presenta la xilosa
con unidades de arabinosa, asi como su distribucién a lo largo de las cadenas, lo cual afecta el
potencial de las cadenas de AX para interactuar entre si 0 con otros polisacaridos. En general, la
presencia de ramificaciones de arabinosa impide la interaccion entre regiones lisas de xilosas en
las cadenas de AX favoreciendo la solubilidad de este polisacarido en agua (Saulnier et al., 2013).
Sternemalm et al. (2008) estudiaron el efecto de la sustitucién de arabinosa en la solubilidad de los
AX mediante la utilizacion de soluciones a 1 % de AX y una relacién A/X inicial de 0.52. Estos
autores observaron gque conforme decrecia la relacion A/X también disminuia la solubilidad de los
AXy atribuyeron este comportamiento a que los residuos de arabinosa favorecen la interaccion del
polisacarido con el agua. Una vez removidas las sustituciones de arabinosa, las cadenas de xilosas
pueden formar interacciones fisicas en mayor proporcion, en especial puentes de hidrogeno,

produciendo agregados insolubles en agua (Morales-Ortega et al., 2013).

2.6. Propiedades Funcionales de los Arabinoxilanos

Las propiedades funcionales de los AX estan estrechamente relacionadas con sus caracteristicas
estructurales como el PM, relacion A/X y contenido de AF. Los AX presentan un alto potencial de
aplicacién en la industria de alimentos por su capacidad de retencion de agua, emulsificante y
texturizante, lo cual ayuda a estabilizar sistemas alimenticios. También son de interés la capacidad
gelificante, antioxidante, prebidtica, inmunoestimulante y de regulacion de glucosa y colesterol
reportadas en AX (Nifio-Medina et al., 2010).

2.6.1 Actividad Prebidtica

Los prebidticos son ingredientes alimenticios no digeribles que afectan de manera benéfica al
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huésped y aumentan el nimero de bifidobacterias y/o lactobacilos que se encuentran en el colon.
Los AX son resistentes a la digestion y la absorcion en el intestino delgado humano, pero pueden
ser fermentados total o parcialmente por la microbiota intestinal en el intestino grueso. Por lo tanto,
se cree que los beneficios para la salud de los AX estan relacionados con su fermentacion. Los
efectos benéficos que otorga el consumo de prebidticos incluyen mejoras sobre el metabolismo de
los lipidos, el sistema inmunitario y una disminucion en el riesgo de cancer de colon (Mendis et
al., 2016; Knudsen y Laerke, 2010; Wang et al., 2020).

Los AX actGan como prebidticos para bacterias como los lactobacilos y las bifidobacterias en el
intestino grueso y sus estructuras pueden influir en su potencial prebiotico (Damen et al.,
2011). Para hidrolizar los sustratos, las bifidobacterias necesitan la accion conjunta de varias
enzimas (Kale et al., 2018). Las cadenas principales de xilosas pueden hidrolizarse por
B-xilosidasas o exo-oligoxilanasas reductoras que liberan xilosas, mientras que los residuos de
arabinosas pueden ser reducidos por a-L-arabinofuranosidasas producidas por bacterias del colon
(Mendis et al., 2016; Pollet et al., 2010).

2.6.2 Promotores de la Salud

Los AX son considerados como promotores de la buena salud debido a sus propiedades funcionales
y bioactividad. Se han reportado efectos inmunomoduladores o modificadores de la respuesta
bioldgica, son capaces de interactuar con el sistema inmunitario del huésped y provocan una
regulacion positiva o negativa de respuestas inmunitarias especificas. La respuesta inmune esta
mediada por caracteristicas especializadas asociadas con la mucosa intestinal, que esta expuesta a
una amplia gama de fibras dietéticas (Mendis et al., 2016). El efecto inmunomodulador de la fibra
dietética no solo se atribuye a su fermentacion por la microbiota intestinal y la produccion de acidos
grasos de cadena corta (SCFA) (Flint et al., 2012 ), sino que también puede ser el resultado de
efectos inmunomoduladores inducidos por esta fibra en el intestino (Bermudez-Brito et al., 2015;
Mendis et al., 2016).
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Las células NK (natural Killer) estan cobrado interés como una herramienta para las inmunoterapias
contra el cancer, ya que son un tipo importante de células para el sistema inmunitario. Se sabe que
la eliminacion de tumores estd mediada en parte por la citotoxicidad de las células NK activadas
que poseen una actividad antitumoral distinta al liberar citocinas, quimiocinas y otras sustancias
toxicas proinflamatorias para la destruccion de células tumorales (Pang et al., 2018). Diversos
estudios han sugerido que los AX de salvado de arroz modificados con bajo peso molecular (30—
100 kDa) pueden estimular significativamente el sistema inmunolégico al mejorar la actividad de
las células NK (Ghoneum y Abedi, 2004; Cholujova et al., 2009). Pérez-Martinez et al. (2015)
estudiaron el producto comercial MGN-3/Biobran (AX de salvado de arroz) y reportaron que
estimula la actividad citotoxica de las células NK contra el neuroblastoma in vitro e in vivo y
aumenta selectivamente la expansion de las células NK. La interleucina 8 (IL-8) es una citocina
multifuncional con la capacidad de regular la migracion de monocitos, neutrofilos, linfocitos y
fibroblastos (Kucharzik et al., 2005). Se ha reportado que los AX pueden aumentar la produccion
de IL-8, sin embargo, el mecanismo de dicho efecto inmunoestimulador necesita mas investigacion

para establecer la relacion entre las caracteristicas estructurales del polisacarido (Li et al., 2015).

También se ha reportado actividad antiproliferativa en los AX. Melo-Silveira et al. (2019)
encontraron que los AX disminuyen la proliferacion de células de macrofagos murinos (RAW
264.7), de células epiteliales de adenocarcinoma de pulmén humano (A549) y de células de
adenocarcinoma cervical humano (HelLa). Estos autores sugieren que los AX pueden ser un

antitumoral seguro con efectos antioxidantes y anticoagulantes.

Los AX, al formar parte de la fibra dietética contenida en los cereales y debido a su alta viscosidad,
ayudan a reducir la sensacion de hambre y aumentan la sensacion de saciedad. En humanos se ha
registrado un efecto positivo del consumo de AX (Sandberg et al., 2017) o AXOS (Boll et al.,
2016) sobre la tolerancia a la glucosa. Garcia et al. (2007) encontraron que el consumo de AX
durante 6 semanas disminuyd la respuesta de glucosa sérica posprandial, insulina sérica, grelina 'y
triglicéridos en sujetos con sobrepeso e intolerancia a la glucosa. Esto se asocié con disminuciones
en las concentraciones plasmaticas totales de grelina, hormona producida y excretada
principalmente en el estdmago, que afectan inversamente la regulacion endocrina del equilibrio

energético. Boll et al. (2016) estudiaron en adulto sanos los efectos de AXOS sobre la tolerancia a
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la glucosa durante la noche. Encontraron que los AXOS tienen el potencial de mejorar la tolerancia
a la glucosa en una perspectiva nocturna y los mecanismos sugeridos son una mejor sensibilidad a
la insulina y una mayor fermentacion intestinal. Ademaés, Sarma et al. (2018) observaron en ratones
que la inclusion de AX en una dieta alta en grasa promovid la tolerancia a la glucosa, asi como la
disminucion de las altas concentraciones de lipopolisacaridos, de insulina 'y de leptina en el suero.
Altos niveles de estos compuestos son indicativos de una resistencia a la insulina inducida por la

endotoxemia metabdlica que puede conducir a la diabetes tipo Il (Singh et al., 2015).

2.6.3. Capacidad Gelificante

Los AX forman soluciones altamente viscosas, las cuales tienen la capacidad de formar geles
mediante la reticulacion covalente de los residuos de AF via oxidacion enzimatica
(peroxidasa/Hz O2, lacasa/O2) o quimica (FeCls) (Marquez-Escalante et al., 2018b). La catalisis
enzimatica de la lacasa esta basada en un mecanismo oxidativo en el que el oxigeno es el aceptor
final de electrones, catalizando la oxidacion del AF (Selinheimo et al., 2007). La peroxidasa
cataliza la oxidacion del AF en presencia de H2O. La reaccion completa utiliza dos moléculas de
AF (Selinheimo et al., 2007). Estas enzimas solo inducen la oxidacion de AF; la formacion de
dimeros, trimeros y oligdbmeros de AF ocurre completamente al azar mediante un mecanismo de
radicales libres (Papon et al., 2006). En geles de AX se han identificado cinco dimeros de AF y un

trimero de AF, los cuales se muestran en la Figura 4 (Marquez-Escalante et al., 2018b).

Los geles de AX presentan caracteristicas muy particulares: son neutros, incoloros e inodoros, y
poco afectados por cambios de temperatura, de fuerza ionica o de pH, debido a la presencia de
enlaces covalentes (I1zydorczyk y Biliaderis, 1995). La disminucidn de la relacion A/X en la cadena
de polimero aumenta la elasticidad de los geles de AX debido a que favorece la agregacion del

polisacérido.
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Figura 4. Dimeros y trimeros de &cido ferulico (di-FA y tri-FA) encontrados en geles de
arabinoxilanos.
Fuente: Marquez-Escalante et al. (2018b)

2.6.4. Texturizantes

Los AX han sido estudiados de manera extensiva por el papel que desempefian en el proceso de
panificacién y su efecto en el producto final, debido a sus caracteristicas fisicas. Pueden afiadirse
a los alimentos como modificadores de textura, para mejorar el desarrollo de la masa y los
parametros de calidad del pan (volumen, textura de la miga y envejecimiento) (lzydorczyk y
Biliaderis, 2007). Ayala-Soto et al. (2016) encontraron en panes sin gluten, que los AX mejoran la
absorcion de agua y la reologia de la masa y producen panes con un mayor volumen especifico,
una textura de miga mas suave, un menor envejecimiento y calidad general comparable al pan de
trigo. Koegelenberg y Chimphango (2017) observaron que 0.8 % (p/p) de AX de salvado de trigo
puede reemplazar al 2.5 % (p/p) de la harina de trigo, sin afectar considerablemente los atributos

fisicos de pan.
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2.6.5 Capacidad Antioxidante

Los antioxidantes inhiben el dafio oxidativo ya que pueden donar &tomos de hidrdgeno o electrones
para neutralizar los radicales libres que circulan en el cuerpo que estdn relacionado con el
envejecimiento y varias enfermedades cronicas. EI consumo de alimentos ricos en antioxidantes
puede prevenir la aparicion o mitigar el progreso de dichas enfermedades (Malunga y Beta, 2015;
Fang et al., 2002) y proporciona proteccion contra dafio oxidativo en el tracto gastrointestinal
(Malunga et al., 2017).

El AF presente en los AX puede ser desesterificado mediante las enzimas de la microbiota del
colon y absorberse, produciendo efectos antioxidantes en el organismo (Slavin, 2003). Diversos
estudios se han enfocado en estudiar esta propiedad de AX y AXOS, y sus efectos sobre el
metabolismo. Se ha demostrado que los AXOS poseen propiedades antioxidantes; por ejemplo, el
estudio de Malunga y Beta (2015) sobre la capacidad antioxidante de AX y AXOS de aleurona de
trigo, mostré que el AF esterificado y su capacidad antioxidante fue mas de 1.4 veces mayor en
AXOS hidrolizados por Trichoderma viride en comparacion con los AX que no fueron
modificados. En geles de AX ha sido reportado que la actividad antioxidante disminuye respecto a
los AX no gelificados (Cuadro 1), debido a la formacion de di-FA y tri-FA (Paz-Samaniego et al.,
2015). La actividad antioxidante en geles de AX se debe al AF restante después del proceso de
gelificacion del polisacarido. Asi, un mayor contenido de AF remanente en geles de AX puede

resultar en una mayor actividad antioxidante en ese material (Mendez-Encinas et al., 2018).

Cuadro 1. Actividad antioxidante de arabinoxilanos de pericarpio de maiz.

(umol TEAC/g AX)

Muestra ABTS* DPPH
AX 68.0 + 0.5 32.2+05
Gel de AX 26.0 + 3.8 126 + 0.4

TEAC= Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (umol de TEAC/g muestra).
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2.7. Actividad Antioxidante del Acido Ferulico y sus Dimeros y Trimeros

El &cido 4-hidroxi-3-metoxi-fenil o AF es un &cido hidroxicindmico derivado del &cido cinamico.
Se puede encontrar en las paredes celulares de las plantas forrajeras, asi como en cereales, verduras
y frutas. Puede estar en forma libre o se puede encontrar en forma de esteres ligados a AX y pectinas
(Jiaetal., 2018).

2.7.1. Estructura del Acido Ferulico

Los acidos hidroxicinamicos se dividen en dos grupos principales: acidos benzoicos, que contienen
siete atomos de carbono (C6-C1) y &cidos cinamicos, que constan de nueve atomos de carbono
(C6-C3) (Razzaghi-Asl et al., 2013). EI AF se deriva del acido cinamico y se componen de un
grupo CH=CH-COOH (Figura 5) (Pefia-Torres et al., 2019). El doble enlace carbono (C=C) de la
cadena aumenta la resonancia quimica, que puede ser descrita como una deslocalizacion de los
electrones en los enlaces estabilizando los radicales libres y, por lo tanto, incrementa la capacidad

antioxidante de la molécula (Pefarrieta et al., 2014).

Y
Enlace saturado C-C COOH Grupo Carboxilo

OH —— Grupo hidroxilo fenélico
Figura 5. Estructura del &cido ferulico.
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Otras propiedades estructurales importantes incluyen grupos donantes de electrones en el anillo de
benceno (3-metoxilo y, lo que es méas importante, 4-hidroxilo) que dan la propiedad adicional de
terminar reacciones en cadena de radicales libres; el grupo acido carboxilico con un doble enlace
C-C insaturado adyacente que puede proporcionar sitios de ataque adicionales para los radicales
libres evitando asi que ataquen las membranas; y el grupo de &cido carboxilico que actia como un
grupo de anclaje que lo une a la bicapa lipidica, proporcionando cierta proteccién contra la
peroxidacion lipidica (Adelakun et al., 2012). En las plantas, el AF se puede encontrar en forma de
dehidrodimeros, trimeros y oligémeros, formados por acoplamiento de radicales libres (Bunzel,
2010).
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3. HIPOTESIS

La actividad antioxidante del gel de los arabinoxilanos ferulados de maiz difiere
dependiendo del tipo de enzima (lacasa o peroxidasa) utilizada en el proceso de acoplamiento

oxidativo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Estudiar el efecto del tipo de agente entrecruzante (lacasa o peroxidasa) en la actividad antioxidante

del gel de los arabinoxilanos ferulados de maiz.

4.2. Objetivos Especificos

1. Extraer arabinoxilanos ferulados a partir de un subproducto de maiz y determinar sus
caracteristicas composicionales y fisico-quimicas.

2. Determinar las propiedades viscoelasticas y el contenido de entrecruzamientos covalentes del
gel de los arabinoxilanos ferulados formado con lacasa o peroxidasa.

3. Evaluar el efecto del tipo de enzima entrecruzante utilizada (lacasa o peroxidasa) sobre la

actividad antioxidante del gel de arabinoxilanos ferulados formado.

28



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Fuente de Obtencion de los Arabinoxilanos

Se utilizaron AX extraidos de un subproducto de la produccién de bioetanol de maiz, granos
secos de destileria con solubles 0 DDGS, de acuerdo con el método reportado por (Mendez-

Encinas et al., 2019a). Los pasos del procedimiento se muestran en la Figura 6.

Eliminacion de
componentes lipidicos

Gelatinizacion de
almiddn e inactivacion
de enzimas

Hidrolisis alcalina

Recuperacion y
precipitacion

Figura 6. Proceso de extraccion de AX a partir de DDGS.

Los AX se extrajeron mediante hidrolisis alcalina. Primeramente, se eliminaron los componentes

lipidicos suspendiendo los DDGS (500 g) en etanol absoluto (2500 mL) y agitando en un mezclador

rotatorio (100 rpm, 12 h, 25°C). La mezcla DDGS/etanol se filtr6 utilizando filtros con tamafio de
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poro de 2.7 um (Millipore, EUA) y el filtrado se someti6 a un proceso de gelatinizacion de almidon
e inactivacion de enzimas, agregando 2500 mL de agua destilada y llevando a ebullicion por
30 min. Después de hervir, los DDGS tratados se recuperaron mediante filtracién con filtros
Millipore con poro de 2.7 um y se sometieron a una hidrolisis alcalina con NaOH 0.5 N (2500 mL,
25°C, 100 rpm, 2 h en oscuridad). Los sdlidos se eliminaron por filtracion y el filtrado se centrifug6
a 12,096 x g a 20°C por 15 min (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). El sobrenadante se
acidificoé a pH 4 con HCI 3 N. El liquido acidificado se centrifug6 (12 096 x g a 20°C por 15 min)
y el sobrenadante se precipité en etanol al 65% (v/v) durante 12 h a 4°C. EIl precipitado fue
recuperado, congelado a —20°C vy liofilizado —40 °C/0.133 mbar (Freezone 6 freeze dryer,
Labconco, MO, EUA).

5.2. Caracterizacion de los Arabinoxilanos

5.2.1. Identidad Molecular

El espectro infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) de los AX se registr0 en un
espectrometro (Nicolet iS50 FTIR, Nicolet Instrument Corp., Madison, WI, EUA) utilizando
reflectancia total atenuada (ATR), en modo de absorbancia de 400-4000 cmty 4 cm? de

resolucion, siguiendo el procedimiento reportado por De Anda-Flores et al. (2020).

5.2.2. Contenido de Azucares Neutros

El contenido de azUcares neutros se determind mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR), de acuerdo con la metodologia establecida por Carvajal-Millan et al. (2007). La muestra
de polisacarido se sometio a una hidrolisis con acido trifluoroacético 4 N a 120°C durante 2 h,

utilizando manitol como estandar interno. La reaccién se detuvo con hielo y los extractos fueron
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evaporados a 50°C y enjuagados dos veces con 200 pL de agua Milli-Q. El extracto evaporado fue
solubilizado en 1 mL de agua grado CLAR Yy se filtr6 empleando filtros con tamafio de poro de
0.45 um, (Whatman, EUA) para eliminar residuos que pudieran dafiar la columna. Se utilizé un
HPLC Waters 2695 Separation Module (Milford, EUA) con una columna CH Pb (7.8 x 300 mm)
y una elucidn isocratica, utilizando agua grado HPLC a un flujo de 0.4 mL/min a 70°C.

5.2.3. Contenido de Acido Ferdlico y sus Dimeros y Trimeros

La cuantificacion de acido feralico (AF), dimeros (di-AF) y trimeros (tri-AF) se realizé mediante
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (CLAR-FR), de acuerdo con Vansteenkiste
et al. (2004). Los é&cidos fenolicos de las muestras se extrajeron mediante saponificacion
controlada. A 100 mg de muestra (AX o geles de AX) se agregaron 10 mL de NaOH 2N y la mezcla
se mantuvo a 100 rpm y 25°C (KS 3000 ic control, IKA, NC, EUA) durante 2 h en atmdésfera de
nitrogeno y ausencia de luz. Posteriormente, la mezcla se neutraliz6 con 1 mL de HCI 2N. Después
se agregaron 5 mL de éter etilico y se centrifugd a 1000 g, 20°C y 5 min (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA). El sobrenadante se recuperd y se protegio de la luz con papel aluminio. La
extraccion se repitio nuevamente siguiendo el procedimiento anterior. El extracto fue evaporado a
35°C bajo flujo de nitrogeno Yy el concentrado se resuspendio en 1 mL de mezcla agua-metanol-
acido acético (60:30:10, v/v) y se filtr6 (Whatman con poro de 0.45 um). Se utilizé un HPLC
Waters €2695 Separation Module (Milford, MA, EUA). Los extractos se inyectaron en una
columna Cig (250 mm de longitud x 4.6 mm de diametro interno). Se utiliz6 un detector de arreglo
de diodos Waters 2998 a una longitud de onda de 320 nm. La elucion fue isocréatica a un flujo de
0.6 mL/miny 35°C.

5.2.4 Viscosidad Intrinseca y Masa Viscosimétrica

La viscosidad intrinseca [n] de los AX fue determinada mediante viscosimetria capilar con
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temperatura controlada utilizando un capilar Ubbelohde mediante el método de Mead, Kraemer y
Fouss (Carvajal-Millan et al., 2007).

5.3. Gelificacion de AX

La elaboracion de geles de AX se llevé a cabo por dos métodos diferentes (Figura 7), el primero
empleando la enzima Lacasa de Trametes versicolor (E.C.1.10.3.2, 98 U/mg), y el segundo método
utilizando peroxidasa de rabano (E.C.1.11.1.7, 350 U/mg). Primero se prepar6 una dispersion de
AX al 2% (p/v) en una solucion reguladora de citrato-fosfato 0.5 M a pH 5. Se utiliz6 0.1 U de
peroxidasa por mg AX y 1.5 pmol de H202 por mg AX, mientras que para lacasa se agrego
0.1 U/mg AX (Martinez-L6pez et al., 2019b).

Cadena de AX

Lacasa

P V4
0 _— \ \/ o 5 ,./\ X’-\\/J 0
I , o Peroxidasa Dimero de acido ferulico
on

& S\ :
Arabinosa -v } Xilosa
) N
Acido ferdlico = R o
[ o
Cadena de AX
Cadena de AX Gelde AX

Figura 7. Esquema representativo que describe la gelificacion de AX por via enzimatica.
Fuente: Mendez-Encinas et al. (2019c)

5.3.1. Reologia de los Geles de AX Formados con Lacasa y Peroxidasa

La cinética de formacidn de los geles de AX al 2% (p/v) fue estudiada mediante reologia dinamica
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oscilatoria de baja deformacion utilizando un reémetro Discovery HR-2, (TA Instruments, EUA),
de acuerdo con el procedimiento reportado por Vansteenkiste et al. (2004). EI médulo eléstico (G")
y viscoso (G™") se registro durante 1 h a 25°C. Se utiliz6 una frecuencia de 1 Hz y un porcentaje de
deformacion del 10%. Una vez formados los geles se les aplicé un barrido de frecuencia de 1 a 10
Hz con 10 % de deformacion a 25°C, asi como un barrido de deformacion de 0.1 a 25% a1 Hzy
25°C.

5.4 Actividad Antioxidante de Geles de AX

La capacidad antioxidante in vitro de los geles formados con lacasa y peroxidasa fue analizada
utilizando los métodos ABTS+ y DPPH. El método ABTS+ se utilizO como se describid
anteriormente (Rosa et al., 2013; Re et al., 1999). La absorbancia de la muestra y la mezcla de
reactivos ABTS+ se midieron a una longitud de onda de 734 nm en un espectrofotometro a los 7,
15 y 21 min. Los resultados se reportaron como pmol de Trolox por gramo de muestra (umol
TEACI/g). Se utilizd una curva dosis-respuesta de Trolox determinar la capacidad antioxidante de

las muestras.

La actividad antioxidante por el método DPPH se midié de acuerdo con el método descrito por
Malunga y Beta (2015), con algunas modificaciones. Se utilizaron dispersiones de AX a diferentes
concentraciones (0-2000 pg/mL). Ademaés, se prepararon soluciones estandar de Trolox
(0-15.0 pg/mL) en agua ultrapura. Se utiliz6 una solucion de DPPH 45 uM (1.8 mg de DPPH en
30 mL de metanol). Posteriormente, se afiadieron 20 mL de agua y se almacenaron en la oscuridad
hasta su uso. Se tomaron alicuotas de 400 pL de solucién de AX y se mezclaron con 350 pL de
metanol absoluto. Luego se afiadieron 750 pL de solucién DPPH a la mezcla, se agitaron en vortex
y se mantuvieron en la oscuridad. Las mediciones se realizaron a los 40 y 60 min a una absorbancia
de 515 nm usando un espectrofotometro. La actividad antioxidante se calculé6 mediante una curva

dosis-respuesta de Trolox y los resultados se expresaron como pumol de TEAC/g de muestra.
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5.5 Anélisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como medias (+) desviacion estandar de tres repeticiones. Se
realiz6 un andlisis de varianza de una via (ANOVA) y una comparacion por Tukey-Kramer

(Software NCSS version 2021) entre los AX y los geles de AX formados con lacasa o peroxidasa.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Extraccion y Caracterizacion de AX

El rendimiento de extraccién de AX a partir de DDGS fue de 3.5% (peso de AX/ peso de DDGS),
siguiendo la metodologia de Carvajal-Millan et al. (2007). El polisacérido se obtuvo en forma de
un polvo fino como se muestra en la Figura 8. El porcentaje de extraccion con 2 h de hidrdlisis
alcalina fue mayor que lo reportado en investigaciones previas con tiempos de 15, 30 y 60 min (De
Anda-Flores et al., 2020; Marquez-Escalante et al., 2019; Méndez-Encinas et al., 2018).

Figura 8. AX extraidos de DDGS.

Las caracteristicas macromoleculares de los AX obtenidos se presentan en el Cuadro 2. Los AX
presentaron una proporcion arabinosa/xilosa (A/X) de 0.60 + 0.03, lo que indica que la estructura
del polisacarido se encuentra moderadamente ramificada con arabinosas. El contenido de AF fue
de 0.5 + 0.04 (ug/mg AX), menor al reportado en investigaciones previas con tiempos méas cortos
de hidrolisis alcalina (De Anda-Flores et al., 2020; Marquez-Escalante et al., 2019; Méndez-
Encinas et al., 2018). No fueron detectados dimeros y trimeros de AF (di-AF vy tri-AF) en la
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estructura del polisacérido a diferencia de investigaciones pasadas, donde se ha reportado la
presencia de los di-AF 5-5", 8-5" y 8-O-4". Estas diferencias se pueden atribuir al tiempo mas
prolongado de hidrolisis alcalina (2 h) del presente estudio, en comparacion con tiempos mas cortos
(15, 30 y 60 min) utilizados en investigaciones previas, ya que los enlaces éster son muy
susceptibles a la saponificacion. Los valores de viscosidad intrinseca [#] y peso molecular
viscosimétrico (Mv) estuvieron dentro del rango reportado para otros AX (Nifio-Medina et al.,
2010).

Cuadro 2. Caracteristicas macromoleculares de AX extraidos de DDGS.

Componente Valor
Proporcion A/X 0.60 + 0.03
Acido ferdlico (ug/mg AX) 0.50 + 0.04
di-AF nd
tri-AF nd
Viscosidad intrinseca [#] (mL/g) 114 + 13
Peso molecular viscosimétrico (Mv) kDa 368 + 35

nd: no detectado. Valores medios de tres repeticiones + desviacién estandar.

Los AX presentaron un espectro FTIR caracteristico para este polisacarido en maiz, similar al
reportado anteriormente por otros autores (Figura 9). Los AX presentaron una regién caracteristica
para este polisacarido entre 1200 y 900 cm™. La banda de absorcién maxima en 1035 cm™
corresponde a la flexion de C—OH de los enlaces glicosidicos B-(1—4) entre las unidades de xilosas
que forman la columna vertebral los AX. También se encontraron bandas en 3413 cm’
correspondiente al estiramiento de los grupos OH y en 2854 cm™ correspondiente a los grupos
CH,. La banda a 1720 cm™ esta relacionada con los enlaces éster que podrian asignarse a los acidos
fenolicos. Los resultados del espectro FTIR coinciden con los reportados por Mendez-Encinas et
al. (2019a).
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Figura 9. Espectro infrarrojo de transformada de Fourier para AX provenientes de DDGS.

6.2. Contenido de Acido Fer(lico, Dimeros y Trimeros de Acido Ferdlico Antes y Después de la

Gelificacion

Los AX extraidos de DDGS presentaron un contenido de AF de 0.5 pg/mg de AX 'y no se encontrd
la presencia de dimeros y trimeros de AF (di-AF y tri-AF). Después del proceso de gelificacion de
los AX, el AF se oxidd en un 94% al utilizar la enzima lacasa 0 peroxidasa como agente
entrecruzante. No se presentaron diferencias significativas, respecto al contenido de tri-AF en los
geles, sin embargo, aquellos inducidos con peroxidasa presentaron un mayor contenido de di-AF
respecto a los geles formados con lacasa (Cuadro 3). En los geles formados con lacasa o
peroxidasa, el isbmero 8-5" fue el di-AF mayoritario. No se encontraron diferencias significativas
en el contenido del di-AF 8-O-4" mientras que el contenido de los di-AF 8-5’ y 5-5’ fue mas alto
en geles formados con peroxidasa (Cuadro 4). Una mayor formacion del di-AF 5-5 en geles de
AX de maiz formados con peroxidasa respecto a lo inducidos con lacasa fue anteriormente

reportado por Martinez-Lopez et al. (2018).

Los porcentajes de los isomeros de di-AF e los geles de AX confirman que el entrecruzamiento ya
sea con lacasa o peroxidasa resulta en el isomero 8-5" como di-AF mayoritario (61 y 59%,

respectivamente) mientras que los di-AF 8-O-4" y 5-5” representaron el 20 y 19% en geles
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formados con lacasa y el 25% y 16% en los obtenidos via peroxidasa, respectivamente. Es
interesante como en proporcion porcentual, el dimero 5-5 representa un valor mayor en geles
obtenidos con lacasa (19%) que con peroxidasa (16%). En un estudio previo realizado por
Martinez-Lopez (2011), se encontrd que el uso de lacasa como entrecruzante de AX generaba geles
con un contenido similar de di-AF pero una mayor proporcion del isbmero 5-5” en los inducidos
con peroxidasa. Las diferencias en los resultados encontrados en el presente estudio podrian estar
relacionado con las condiciones de gelificacion y las caracteristicas de los AX utilizados. Martinez-
Ldpez (2011) utilizd AX con un contenido de AF de 0.25 pg/mg AX, una proporcion A/X de 0.72,
una viscosidad intrinseca [#] de 265 mL/g y un peso molecular de 197 kDa mientras que en el
presente estudio los valores para esas variables fueron de 0.5 pg/mg AX, A/X=0.6, [n] =114 mL/g
y 368 kDa, respectivamente. Es posible que estas diferencias hayan favorecido la mayor formacion
de di-FA totales en los geles de AX inducidos con peroxidasa en el presente estudio. Un menor
grado de ramificacion de arabinosas (A/X=0.60 < A/X=0.72) disminuye la solubilidad de los AX
en agua, lo cual pudo dificultar el acceso de la lacasa a los AF de las cadenas de polisacarido,
mientras que la catalisis via peroxidasa inicia con la participacion del H20», la cual es una molécula
mucho maés pequefia que puede acceder mas facilmente a los AF para iniciar el entrecruzamiento
de los AX. Por otra parte, en el presente estudio la gelificacion se llevé a cabo a una concentracion
del 2% (p/v) de AX mientras que Martinez-Lopez (2011) la realiz6 a 4% (p/v). Es posible que una
menor concentracion de AX en el medio de reaccion -y, por tanto, una menor viscosidad del
mismo—, haya favorecido la difusion del H,O> durante la gelificacion via peroxidasa, resultando en

una mayor cantidad de dimeros formados en relacion a los obtenidos con lacasa.

Cuadro 3. Contenido de AF, di-AF y tri-AF en AX y geles de AX inducidos con lacasa o

peroxidasa.
Muestra AF di-FA tri-FA
(Hg/mg AX) (Lg/mg AX) (Mg/mg AX)
AX polvo 0.50+0.042 nd nd
Gel AX (lacasa) 0.030 + 0.003° 0.015 + 0.001° 0.002 +0.0012
Gel AX (peroxidasa) 0.031 +0.001° 0.020 +0.0012 0.002 +0.0012

nd: no detectado. VValores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en una misma columna indican que la diferencia entre estas medias es
estadisticamente significativa.
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Cuadro 4. Composicion de isomeros de di-FA en geles de AX.

Muestra 8-5' 8-0-4' 5-5'
(Hg/mg AX) (Hg/mg AX) (Hg/mg AX)
Gel AX (lacasa) 0.009 + 0.001 ° 0.003+0.0012  0.003 +0.001°

Gel AX (peroxidasa) 0.012 + 0.001 @ 0.003 + 0.001 ® 0.005 + 0.001 @

Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en una misma columna indican que la diferencia entre estas medias es
estadisticamente significativa.

6.3. Capacidad Antioxidante en AX Antes y Después del Proceso de Gelificacion

La actividad antioxidante de los AX y los geles de AX inducidos con lacasa 0 peroxidasa
determinada por el método ABTS+ y el método DPPH se presentan en los Cuadro 5y 6.

Cuadro 5. Actividad antioxidante de AX y geles inducidos por lacasa y peroxidasa por ABTS+.

Muestra ABTS+
umol TEAC/g muestra
AX polvo 17.0+04%2
Gel AX lacasa 96+0.1°
Gel AX peroxidasa 13.2+0.3°P

TEAC= Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (umol de TEAC/g muestra).
Valores medios de tres repeticiones + desviacién estandar.

Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es
estadisticamente significativa.

Cuadro 6. Actividad antioxidante de AX y geles inducidos por lacasa y peroxidasa por DPPH.

Muestra DPPH
umol TEAC/g muestra
AX Polvo 42+0.1°
Gel Lacasa 3.0+0.1°
Gel Peroxidasa 3.3+0.1°2

TEAC= Capacidad antioxidante equivalente a Trolox (umol de TEAC/g muestra).
Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.

Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es
estadisticamente significativa.
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Tanto al utilizar el método ABTS+ como el método DPPH los AX 'y los AX gelificados presentaron
actividad antioxidante. En general, los valores registrados por el método ABTS son més altos que
los obtenidos con el método DPPH. Este efecto ya ha sido anteriormente reportado y se ha
relacionado con una mayor afinidad del radical fenoxilo hacia el radical ABTS en relacién con el
radical DPPH (Marquez-Escalante et al., 2020).

La actividad antioxidante disminuy6 después del proceso de gelificacion debido a la oxidacién del
AF inicialmente presente en el polisacarido. Esta pérdida fue de 43 y 22% por el método ABTS al
utilizar lacasa y peroxidasa, respectivamente. Al aplicar el método DPPH la reduccion fue de 27 y
21% para geles formados con lacasa y peroxidasa, respectivamente. La disminucion de la actividad
antioxidante en geles de AX respecto a los AX no gelificados ha sido previamente reportada en un
rango entre 40 y 70% utilizando lacasa como entrecruzante; sin embargo, no existen reportes
previos a los del presente estudio con peroxidasa como agente entrecruzante de AX (Mendez-

Encinas et al., 2019c; Marquez-Escalante et al., 2020).

Los geles de AX inducidos con peroxidasa como entrecruzante presentaron una actividad
antioxidante mayor que los formados con lacasa. Este resultado podria estar relacionado con el
mayor contenido de di-AF en los geles formados con peroxidasa, en particular de las estructuras
isdbmericas 8-5’ y 5-57, lo cual concuerda con el reporte de Jia et al. (2018), quien encontro6 que los
di-AF 8-5’ y 5-5’ presentan mayor actividad antioxidante. Estos autores reportaron que el sitio de
unién entre los monémeros de AF determina la estabilidad del di-AF formado y por tanto su
actividad antioxidante. Por otra parte, el di-AF 5-5’ podria favorecer la actividad antioxidante en
los geles inducidos con peroxidasa porque es el Unico isomero de di-AF identificado en la
formacion de uniones intra cadena de AX (Hatfield y Ralph, 1999; Martinez-Lopez et al., 2019b)
lo cual generaria en teoria mas cadenas libres en la red polimérica las cuales al tener mayor

movilidad favorecerian la interaccion con los radicales ABTS y DPPH en el medio de reaccion.
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6.4. Reologia de los Geles de AX Formados con Lacasa y Peroxidasa

6.4.1 Cinética de Gelificacion

La Figura 10 muestra la evolucion del médulo de elasticidad (G”) y el médulo de viscosidad (G™)
de las soluciones de AX al 2 % (p/v) tratadas con lacasa o peroxidasa en funcién del tiempo. Para
ambos sistemas de gelificacion se obtuvo un comportamiento similar con un incremento de G” en
funcién del tiempo hasta alcanzar un pseudo plateau. Al final de la cinética, los geles presentaron
valores de G" y G™” de 79 y 0.3 Pa para lacasa, respectivamente mientras que para peroxidasa esos
valores fueron de 94 y 0.4 Pa, respectivamente. Estos valores estan dentro del rango reportado para
otros geles de AX extraidos de DDGS (Méndez-Encinas et al., 2019; Marquez-Escalante et al.,
2020).

Las diferencias en la reticulacion de los AX podrian explicarse por los mecanismos de reaccion
enzimatica. La lacasa cataliza la oxidacion de AF esterificado en el AX por la interaccion entre el
O2 y el grupo de cobre en la enzima, lo que resulta en una reaccion retardada. En la catélisis de
peroxidasa, el H.O> actla en la primera etapa de la reaccion y, dado su menor peso molecular,
puede acceder mas facilmente al AF de los AX, favoreciendo asi el acoplamiento oxidativo de las
cadenas. Esto podria explicar el mayor contenido de di-AF en geles obtenidos con peroxidasa
respecto al generado con lacasa como se reporta en el Cuadro 4. La estructura de di-AF 5-5" es el
anico isbmero que se ha relacionado con la formacion de uniones tanto inter como intra cadena en
AX, los otros isomeros, el 8-5" y el 8-0O-4’ forman solamente uniones inter cadena (Hatfield y
Ralph, 1999; Martinez-Lopez et al., 2019b). Asi, las posibles uniones di-AF 5-5"que no unen
cadenas distintas de AX, es decir que forman uniones intra cadena, pueden aportar actividad
antioxidante al gel pero no elasticidad a la red polimérica del mismo. Las caracteristicas
viscoelasticas de los geles estudiados se resumen en el Cuadro 7. Los valores bajos de la tangente

delta confirman que los materiales son predominantemente elasticos.
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Figura 10. Cinética de gelificacion para soluciones de AX al 2% (p/v) inducida con lacasa o
peroxidasa. Mediciones a 0.25 Hz, 5% de deformacion y 25°C. Lacasa (G" A, G~ A); peroxidasa
(G o, G 0). Promedio de tres repeticiones.

Cuadro 7. Caracteristicas viscoelasticas de geles de AX al 2% (p/v) inducidos con lacasa o
peroxidasa al final de la gelificacion a 0.25 Hz y 5% de deformacion.

Tangente delta

G” (Pa) G (Pa) (GG
Lacasa 79+7° 0.30 +0.03° 0.003 +0.001 @
Peroxidasa 94+5¢ 0.41+0.132 0.004 + 0.0022

Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es estadisticamente

significativa.

6.4.2 Barridos de Frecuencia en Geles de AX

Los espectros mecanicos y barridos de deformacién de los geles formados por lacasa o el sistema
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POD/H20> después de una hora a 25°C se muestran en las Figuras 11y 12 y permiten conocer la
estabilidad de los geles al ser sometidos a variaciones de frecuencia y de deformacion,
respectivamente. En estos graficos se observa un comportamiento tipico de un gel con valores de
G” lineales e independientes de la frecuencia de deformacion y valores de G menores y
dependientes de la frecuencia. Este comportamiento es similar a lo reportado anteriormente para
geles de AX inducidos por lacasa o el sistema POD/H20, (Martinez-Lopez et al., 2019b). Los
valores de tangente delta (G'/G™") son menor a 1, indicando la presencia de un sistema elastico
covalente para ambas enzimas (Ross-Murphy, 1984). En los Cuadros 8 y 9 se presentan las
caracteristicas viscoelasticas de los geles a 0.25 Hz y a 5% de deformacion, respectivamente; las
cuales son las condiciones de frecuencia y deformacion son las utilizadas en la cinética de

gelificacion (Figura 10).
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Figura 11. Barrido de frecuencia de geles de AX al 2% (p/v) entrecruzados via lacasa o peroxidasa.
Mediciones a 5% de deformacion y 25°C. Lacasa (G"A, G~ A); peroxidasa (G" e, G 0).
Promedio de tres repeticiones.
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Cuadro 8. Caracteristicas viscoelasticas de geles de AX al 2% (p/v) inducidos con lacasa 0
peroxidasa. Valores a 0.25 Hz en el barrido de frecuencia.
Tangente delta

G’ (Pa) G (Pa) G”IG)
Lacasa 85+6° 0.32+0.05° 0.003 + 0.001
Peroxidasa 98+6¢ 0.45+0.08% 0.004 + 0.001

Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es estadisticamente

significativa.
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Figura 12. Barrido de deformacidn para soluciones de AX al 2% (p/v) durante la gelificacion con
lacasa o peroxidasa. Mediciones a 0.25 Hz y 25°C. Lacasa (G" A, G~ A); peroxidasa (G” e,
G” O). Promedio de tres repeticiones.

Cuadro 9. Caracteristicas viscoelasticas de geles de AX al 2% (p/v) inducidos con lacasa o
peroxidasa. Valores a 5% en el barrido de deformacion.
Tangente delta

G” (Pa) G (Pa) GIG)
Lacasa 85+6° 1.4+01° 0.015 + 0.001
Peroxidasa 9+6° 1.9+0.1°% 0.019 + 0.001

Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es estadisticamente

significativa.
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7. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de estudio utilizadas, la obtencion de AX provenientes de DDGS
generd un rendimiento de 3.5% (p/p). Los AX asi extraidos presentaron identidad molecular
(espectro FTIR) y caracteristicas composicionales y macromoleculares similares a las previamente
reportadas para este polisacarido en otros estudios (0.5 pug AF/mg AX, A/X de 0.6, [n]=114 mL/g,
Mv=368 kDa). No se encontraron di-AF en los AX obtenidos, estos se formaron después del
proceso de gelificacion. Los AX formaron geles al 2 % (p/v) inducidos por lacasa y peroxidasa. El
modulo elastico (G") y viscoso (G™") fue mayor en los geles obtenidos via peroxidasa. Se encontro
un 94% de oxidacion de AF en los AX después de la gelificacion con ambas enzimas. Los geles de
AX formados con peroxidasa presentaron un mayor contenido de di-AF, en particular de los
isdbmeros 8-5’ y 5-5". La actividad antioxidante de los geles de AX disminuy0 43% y 22% (método
ABTS) y 27 y 21% (metodo DPPH) al ser formados con lacasa y peroxidasa, respectivamente, lo
cual se atribuye a la perdida de AF durante el acoplamiento oxidativo. La menor reduccion de
actividad antioxidante en los geles formados con peroxidasa podria estar relacionado con el mayor
contenido de di-AF, respecto a los formados con lacasa, en particular de los isomeros 8-5’ y 5-5”.
Los resultados indican que la actividad antioxidante de los geles de AX de maiz difiere
dependiendo del tipo de enzima (lacasa o peroxidasa) utilizada en el proceso de acoplamiento

oxidativo, siendo mayor en los geles inducidos via peroxidasa.
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8. RECOMENDACIONES

En futuras investigaciones sobre la actividad antioxidante de geles de AX inducidos con
lacasa 0 peroxidasa, seria interesante considerar estudiar la poblacion y tipo de radicales libres
formados durante la catalisis. Para ello podria utilizarse resonancia paramagnética electronica. Esto
generaria nuevo conocimiento sobre el mecanismo del acoplamiento oxidativo de los AX al ser
inducidos con distinto agente entrecruzante.

Otro aspecto que seria importante explorar es el efecto de las caracteristicas macromoleculares de
los AX (A/X, [n], PM, contenido y distribucion de AF, contenido y composicion de la fraccion
proteica) y la concentracion del polisacarido sobre las propiedades reoldgicas y antioxidantes de
los geles formados via lacasa y via peroxidasa.

Finalmente, se sugiere también integrar analisis de morfoldgicos detallados de los geles de AX
formados con ambas enzimas tales como microscopia electronica de barrido o microscopia de
fuerza atdmica. Estos analisis morfologicos aportarian informacién complementaria sobre la forma
y tamano de las cavidades formadas en los geles asi como la topografia de los mismos, lo cual seria

de gran utilidad para considerar posibles aplicaciones potenciales.
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