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RESUMEN

Magdalena de Jesus Rostro Alanis Fecha de Graduacion: Junio, 2014

Universidad Auténoma de Nuevo Leén

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ARABINOXILOOLIGOSACARIDOS A

PARTIR DE PERICARPIO DE MAIZ NIXTAMALIZADO Y DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD PREBIOTICA Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Numero de péaginas: 185 Candidato para el grado de Doctorado

en Ciencias con especialidad en Farmacia

Area de Estudio: Farmacia

Propdsito y Método del Estudio: El empleo de materiales lignocelulésicos, en especial los

de caracter agricola resulta en la obtencion de componentes bioactivos como
oligosacaridos y compuestos fendlicos. Los oligosacaridos pueden presentar
actividad prebiotica. Los prebidticos son compuestos no digeribles que benefician la
salud del ser humano. El pericarpio de maiz nixtamalizado (PMN) es un residuo
agroindustrial que se genera en grandes cantidades por la industria de la tortilla. El
objetivo de estudio fue obtener oligosacaridos a partir de PMN y determinar la
actividad prebiética y actividad antioxidante en estudios in vitro. La obtencion de
oligosacaridos se realiz6 mediante procesos de autohidrélisis. Se realizé hidrélisis
enzimatica para disminuir el grado de polimerizacion de los oligosacaridos
obtenidos. La tecnologia de membrana fue utilizada para la purificacion de los
compuestos. Las actividades bioldgicas fueron evaluadas por separado, el potencial
prebiético se determind mediante fermentaciones con un in6culo fecal evaluando el
consumo de carbohidratos, la generacién de lactato y acidos grasos de cadena
corta y el efecto bifidogénico fue evaluado por hibridacion fluorescente in situ. La
actividad antioxidante se evalué mediante técnicas como capacidad antioxidante
equivalente en trolox, poder reductor, poder antioxidante de reduccion del hierro y
captacion del radical libre a,a-difenil-B-picrilhidrazilo. Los oligosacaridos obtenidos a
partir del PMN estan compuestos quimicamente por moléculas de xilosa y
arabinosa. El 77% del acido ferulico presente en el PMN permanece esterificado a
moléculas de arabinoxilooligosacéridos después del tratamiento autohidrolitico e
hidrélisis enzimética.

Contribuciones y Conclusiones: Los arabinoxilooligosacéaridos obtenidos a partir del PMN

presentan actividad antioxidante y actividad prebidtica en estudios in vitro. Los
arabinoxilooligosacaridos obtenidos se sitGan como compuestos prometedores
como nutracéuticos multifuncionales.

Dra. Monica Noel Sanchez Gonzalez Dra. Maria del Rayo Camacho Corona

Director de Tesis Co-director de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales son un problema mundial de salud
publica a pesar de los avances de la medicina.

En el 2008, las enfermedades gastrointestinales infecciosas (principal
causa de diarrea) estuvieron dentro de las primeras cinco causas de muerte
a nivel mundial con 2.46 millones de decesos, equivalente al 4.3% del total
de muertes, de acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).! En
México en el afio 2011, ocuparon el lugar 19 de las causas totales de

muerte.>?

Este tipo de padecimientos pueden ser tratados con la
administracion de antibiéticos; sin embargo, el mal uso y el abuso de éstos
ha provocado aumento en la resistencia bacteriana disminuyendo su
efectividad.?

Por otra parte, en la poblacion mexicana, el estrefiimiento se presenta
entre el 2 y 20%, mientras que en Estados Unidos afecta al menos a 10% de
la poblacion y anualmente es responsable de méas de 2.5 millones de visitas
médicas y de 92,000 hospitalizaciones.* > En México la prevalencia estimada
de estrefiimiento crénico es de 14.4%, siendo mas frecuente en mujeres

jovenes.®

En paises de América del Norte y Europa entre 10-15% de la poblacion
presenta sindrome de colon irritable.® En México, las cifras se encuentran

entre 16 y 35% de la poblacion.’
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La OMS estimd que la principal causa de muerte en el mundo durante
2008 fue el cancer con 7.6 millones de casos, equivalente al 13% del total de
muertes a nivel mundial, de los cuales 608, 000 decesos fueron ocasionados
por cancer de colon.? En México, el cancer de colon provoca nueve muertes
diarias y 58 diagndsticos nuevos, ubicandolo como una de las enfermedades
mas agresivas.” '° La Asociacién Americana del Cancer estima que 70% de
los enfermos con cancer tienen problemas asociados a algunas deficiencias
de nutrimentos.*

En la actualidad, existe un gran interés por la industria farmacéutica en
encaminar esfuerzos a la busqueda de alternativas profilacticas.® ** ** De
ahi surge en 1989 el término farmacoldgico nutracéutico para denominar a
los compuestos quimicos de origen natural con propiedades bioldgicas
activas, que brinden beneficios para la salud con capacidad preventiva y/o
terapéutica.'® Los nutracéuticos han evolucionado la ciencia entre los
alimentos y la nutricion y se han involucrado en el tratamiento de ciertas
enfermedades y la reduccién del riesgo de muerte.*! El uso de prebiéticos,
probioticos, simbidticos y antioxidantes, entre otros, aparecen como una

nueva herramienta para el tratamiento de enfermedades.

1.1 Microbiota Intestinal

La microbiota intestinal juega un papel primordial en el desarrollo o
prevencion de enfermedades gastrointestinales y esta compuesta por mas
de 400 especies diferentes de microorganismos. Ademas, la composicion
bacteriana es diferente tanto cualitativa como cuantitativamente en los
distintos segmentos del tracto gastrointestinal. En la Figura 1.1 (pp. 3) se
muestra la distribucion y la composicion de las diferentes especies

bacterianas.
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En el estbmago y el duodeno el pH es bastante acido, la concentracion
bacteriana llega hasta 10% unidad formadora de colonias (UFC) /mL; en el
yeyuno e ileon disminuye la acidez debido a la diluciéon de los acidos y a la
presencia de sales biliares, lo que facilita la colonizacion bacteriana, en esta
parte habitan en promedio de 10* a 10® UFC/mL, mientras que en el colon se
encuentra la mayor cantidad de microorganismos, que va desde 10° hasta

10 UFC/mL dando lugar a que mas de la tercera parte del contenido en

materia seca de las heces sean bacterias.'> ** 1°

Eséfago
Presencia bacteriana l Organo

- Estomago

l- Duodeno

Enterococos

y lactobacilus
- Yeyuno L Intestino
Delgado

Enterobacteria - lleon

Enterococcus faecalis
Bacteroides
Bifidibacterium
Eubactenum
Peptococcus
Peptostreptococcus
Rumicoccus
Clostridios
Lactobacilus
Streptococcus -

Staphylococecus 1

Ano

JL
|

- COlOﬂ " lntestlno
grueso

Figura 1.1 Distribucion y composicion de las diferentes especies bacterianas en el
tracto gastrointestinal.™
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De todas estas especies bacterianas unas son benéficas y otras
patogenas, por lo que la actividad metabdlica de las mismas puede tener un
efecto positivo 0 negativo en la salud, mantener un balance adecuado en el
ecosistema intestinal siempre a favor de las bacterias beneficiosas es
fundamental para el organismo.*® En la Figura 1.2 (pp. 5) se muestra una
vision simplificada de la microbiota del colon, los grupos bacterianos
situados a la izquierda de la barra tienen efectos predominantemente
perjudiciales sobre la salud humana, mientras que los de la derecha ejercen
efectos beneficiosos. Algunos grupos estan a ambos lados de la barra, éstos

contienen especies tanto beneficiosas como perjudiciales.'” '8

Dentro de las bacterias indeseables se encuentran, entre otras, especies
de los géneros Clostridium y Veillonella. Estos géneros originan sustancias
potencialmente perjudiciales tales como productos putrefactivos, toxinas y
carcindgenos que pueden causar diarrea, infecciones, dafio en el higado,
carcinogénesis y putrefaccion intestinal.*’

Las bacterias beneficiosas incluyen principalmente especies del género
Lactobacillus y Bifidobacterium que le confieren al hospedero beneficios
nutricionales (produccion de &cidos grasos de cadena corta, aminoacidos y
vitaminas, y promocion de la absorcion de iones), de proteccién y prevencion
de enfermedades (barrera que impide la invasion de patégenos) e
importantes efectos sobre el epitelio intestinal y la modulacién del sistema

inmunolégico.*” 18
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Efectos perjudiciales Efectos beneficiosos
Putrefaccion
intestinal Inhibicion del erecimiento
de bacterias exdgenasy
Produccién de - Di i6n/ab i6n d
carcinégenos igestion/absorcién de

ingredientes alimentarios y
minerales

Estimulacion del
sistema inmune

Diarrea, estreiimiento,
infecciones, dafo hepatico,
cancer, toxigénesis,
encefalopatia

Sintesis de
vitaminas

11  N°células/ g heces (escalalog)

Figura 1.2. Visién simplificada de la microbiota del colon.’

El crecimiento de estas bacterias esta relacionado con su capacidad de
producir carbohidrasas, asi como transportadores de mono y oligosacaridos
implicados en el metabolismo de carbohidratos extradigestivos.*

El equilibrio del organismo se ve afectado cuando se rompe la relacion
del hospedero con su microbiota benéfica, como cuando se usan

1.2 En ausencia de

antibiéticos o ante una infeccion gastrointestina
microbiota normal, las condiciones microambientales del intestino grueso
cambian y pueden establecerse microorganismos oportunistas como
Staphylococcus, Proteus, o la levadura Candida albicans produciendo
cambios patolégicos importantes que se relacionan con procesos
inflamatorios, autoinmunes e infecciosos, entre otros.** Debido a lo anterior,
es importante conservar la homeostasis intestinal, a través del balance
microbiano. Una alternativa es a través del uso de oligosacaridos

prebiéticos.*? 14
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1.2 Prebidticos

Los prebidticos son compuestos no digeribles que benefician la salud del
ser humano, asociados a una modulacion de la microbiota intestinal,
estimulando de manera selectiva el crecimiento y/o actividad bacteriana
autéctona benéfica del sistema digestivo.*® ** % E| efecto prebiético se
evalia con base en el incremento de las bacterias benéficas como
Lactobacillus y Bifidobacterium, la disminucion de clostridios y la produccion
de acidos grasos de cadena corta (AGCC).*

Para que un compuesto sea considerado prebiotico tiene que cumplir con
los siguientes criterios.’

1. Resistencia a la acidez géstrica.

2. Resistencia a la hidrolisis por las enzimas gastrointestinales.
3. Que no sea absorbido en el intestino delgado.

4. Que sea fermentado por las bacterias intestinales.

5. Que induzca la estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad
bacteriana intestinal asociada con la promocion de la salud y el
bienestar del hospedero.

La actividad prebidtica promueve algunas funciones fisioldgicas dentro de
las cuales se encuentran: disminucién de infecciones intestinales,?
biodisponibilidad de minerales como calcio y magnesio,?* disminucién de
problemas de constipacién,® disminucién de los niveles de colesterol, %
reduccién del riesgo de cancer de colon?®®, disminucién de problemas de

2223 astimulacion del sistema inmunolégico®® y reduccién del

hipertension,
riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.?® 2 En la Figura 1.3 (pp.
7) se muestra un esquema del mecanismo propuesto de los efectos a la

salud tras la ingesta de prebiéticos.?
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Figura 1.3 Mecanismos propuestos para la promocion de la salud en humanos

como resultado de la ingestion de prebiéticos.”

1.2.1 Mecanismo de Accién

Los prebidticos son compuestos no digeribles por lo que pueden
alcanzar la parte distal del intestino grueso para ser hidrolizados por
bacterias que sintetizan enzimas extracelulares como fructofuranosidasas,
galactosidasas, xilanasas y otras carbohidrasas.'> De esta manera se
genera un incremento en la fermentacién de carbohidratos y una disminucién

en la degradacion y fermentacion de proteinas.
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La fermentacién de carbohidratos resulta en la generacion de productos

inofensivos o hasta benéficos, mientras que la degradacion de proteinas y

aminoacidos tiene como resultado

la produccibn de compuestos

potencialmente dafiinos como aminas, amonio y compuestos fendlicos,

considerados perjudiciales para el tracto gastrointestinal.”® Un esquema de

los productos de la digestién de polisacaridos y proteinas se muestra en la

Figura 1.4.

\ 4 v
POLISACARIDOS PROTEINAS
, J J
MONOSACARIDOS AMINOACIDOS
ACIDO LACTICO —> AGCR
( ACIDO ACETICO
(ACIDO PROPIONICO AGCC € —> ':I\':-S'gl'_-gss
( ACIDO BUTIRICO
ETANOL —> NH,
H, € —> H,S
(
co, € 1y AMINAS

Figura 1.4. Esquema de la fermentacién de proteinas y carbohidratos por la
microflora intestinal. AGCC = Acidos Grasos de Cadena Corta, AGCR = Acidos Grasos de

Cadena Ramificada




UANL
L

Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia

El metabolismo continGa en el interior de la bacteria hasta la obtencion
de piruvato a través de la via metabdlica de Embden-Meyerhoff-Parnas (via
glucolitica) o Warburg-Dickens (via de las pentosas fosfato).?” ?® En la
Figura 1.5 se muestra un esquema de las vias metabdlicas microbianas

dependiendo del tipo de sustrato.

Fructanos
Almidon )
Celulosa Xilanos
Galactomananos Pectinas
Via Via
Glicolitica Pentosa-Fosfato
PEP-fosfoenolpiruvato
= NADH = NADPH
NAD*+ =’ NADP+ =

Formiato
v /
< Piruvato

Succinato ———» | actato

\\ H

co,
¢ \

Acetil-CoA — Etanol
/ ) s0.

v l l CH4 v

Propionato Acetato Butirato H,S

Figura 1.5. Principales vias de produccion de los AGCC y otros metabolitos por
fermentacion bacteriana en el lumen del colon.?’
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El piruvato posteriormente es convertido en AGCC como acido acético,
acido propionico o acido butirico y también puede ser transformado a
productos gaseosos finales como CO,, Hz y CH4.%° Los productos generados
en la fermentacion del piruvato producen efectos positivos en el metabolismo
del huésped. Los gases formados son utilizados por otros microorganismos
presentes en la microflora intestinal como bacterias metanogénicas y

acetogénicas.”

Los AGCC formados disminuyen el pH del ambiente por lo que facilitan el
crecimiento de otras bacterias benéficas para el colon. Tanto el pH como la
generacion de gases ocasionan la formacion de un consorcio bacteriano
benéfico que impide el crecimiento de bacterias patdégenas. Ademas, el
aumento en la masa celular bacteriana incrementa el movimiento peristaltico
facilitando la evacuacion intestinal.*? La disminucién del pH por los AGCC
tiene como consecuencia ademas el incremento en la solubilizacion de
minerales y por lo tanto en su absorcién.? Sin embargo, la disminucién del
pH no es la Unica funcién de los AGCC, estos son absorbidos en el colon y
metabolizados en diferentes tejidos: el acido butirico por el tejido colénico, el
acido propiénico y el acido acético por el higado y el acido acético también
puede ser metabolizado en el musculo y otros tejidos periféricos. El acido
acético y el acido propionico contribuyen a la diminucion de problemas
asociados con el metabolismo de lipidos, inhibe la sintesis de acidos grasos
en el higado reduciendo los niveles de colesterol.?> ?® El &cido butirico,
utilizado por los colonocitos, es metabolizado hasta CO, y cuerpos cetdnicos
por lo que se disminuye el metabolismo de proteinas y lipidos que generan
productos téxicos. Por otra parte, el acido butirico actia como regulador del
crecimiento celular, ya que retarda la proliferacion celular y favorece la
diferenciacion y la apoptosis. A este mecanismo se atribuye la reduccion del

riesgo de cancer de colon.?*
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Finalmente, el metano y el H, son liberados por la respiracion y los flatos.
La produccion de gases, especialmente si es rapida, es una de las
principales desventajas cuando se ingieren alimentos con un elevado

contenido de sustratos fermentables.?°

1.2.2 Prebiéticos Comerciales

Dentro de los compuestos prebidticos se encuentran los oligosacaridos
no digeribles (OND).%3%32 Algunos de ellos estan bien establecidos como
prebiéticos a nivel mundial y desde el punto de vista comercial los
oligosacaridos mas importantes son la inulina, los fructooligosacaridos (FOS)
y los galactooligosacaridos; sin embargo, existe una serie de OND que se
consideran prebidticos emergentes. En la Tabla | (pp. 12) se mencionan
OND pero aun no se ha demostrado la capacidad prebiética de todos los

compuestos listados por la falta de estudios concluyentes.3 313233
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TABLA |

NOMBRE Y ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS OLIGOSACARIDOS*

Nombre Nombre Estructura quimicay tipo de enlace
comercial glucosidico
Inulina Raftiline® a-D-Glu-(1,2)-[B-D-Frul,-(1,2)-B-D-Fru (n=10-60)
Oligofructosa Raftilose® B-D-Fru-(1,2)-[B-D-Frul,-(1,2)-B-D-Fru (n=2-10)
Fructooligosacaridos Actilight® a-D-Glu-(1,2)-[B-D-Frul,-(1,2)-B-D-Fru (n=1-3)
Galactooligosacaridos Oligomate® a-D-Gal-(1,6)-[p-D-Gal],-(1,4)-B-D-Glu (n=1-5)
Galactotriosa/TOS Cup-Oligo® a-D-Gal-(1,6)-[p-D-Gal], (n=2)
Isomaltooligosacaridos Isomalto-900® [a-D-Glu-(1,6)], (n=2-5)
Sojaoligosacaridos Soya-Oligo® [a-D-Gal-(1,6)],-a-D-Glu-(1,2)-pB-D-Fru (n=1-3)
Xilooligosacéridos - [B-D-Xi-(1,4)], (n=2-9)
Gentiooligosacaridos Gentose® [B-D-Glu-(1,6)], (n=2-5)
Lactulosa Duphalac® B-D-Gal-(1,4)-B-D-Fru
Lactosucrosa - B-D-Gal-(1,4)-a-D-Glu-(1,2)-B-D-Fru
Celobiosa - B-D-Glu-(1,4)-D-Glu
Celodextrinas [B-D-Glu-(1,4)],-D-Glu (n=3-6)
Ciclodextrinas Dexy Pearl® [a-D-Glu-(1,4)]1s cicico (N=6-12)
Glucanoligosacéridos - -
Leucrosa - o-D-Glu-(1,5)-D-Fru
Maltitol o-D-Glu-(1,6)-D-Sor
Palatinosaoligosacaridos - [a-D-Glu-(1,6)-D-Fru], (n=2-4)
Lactitol - B-D-Gal-(1,4)-D-Sor
Maltooligosacéridos - [a-D-Glu-(1,4)], (n=2-7)
Manooligosacaridos Alltech® [a-D-Man-(1,6)], (n=2-8)
Glucosilsucrosa Coupling a-D-Glu-(1,4)-a-D-Glu-(1,2)-B-D-Fru
Sugar®

Fru=Fructosa, Gal=Galactosa, Glu=Glucosa, Man=Manosa, Sor=Sorbitol, Xil=Xilosa
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1.2.3 Métodos para Determinar el Caracter Prebiodtico

Entre los criterios mencionados con anterioridad que debe cumplir un
compuesto para ser considerado prebiodtico, el que concierne a la
estimulacion selectiva de las bacterias beneficiosas es el mas dificil de
demostrar y de cumplir. Por lo cual, a medida que el campo de los
prebidticos se ha ido desarrollando, la metodologia para determinar su
funcionalidad, especialmente relacionada con los cambios en la microbiota

gastrointestinal, también se ha ido modificando y perfeccionando.®*

Los métodos para determinar el caracter prebiotico son:

1.2.3.1 Cultivos puros.

Los cultivos puros son la via mas sencilla y la primera en ser utilizada en
los estudios con prebioticos. El sustrato se afiade a un medio basal donde
tiene lugar el crecimiento bacteriano durante un tiempo de incubacion
determinado.® Este tipo de estudio proporciona una idea de cémo tiene
lugar la fermentacion del sustrato a evaluar, pero no tiene en cuenta la

posible interaccion entre bacterias.

1.2.3.2 Cultivos mixtos.

Dentro de los estudios llevados a cabo con cultivos mixtos, el mas
sencillo es aquel en el que se utiliza un determinado niumero de especies
seleccionadas (beneficiosas y perjudiciales) del tracto gastrointestinal. De
esta manera se introduce en el sistema un cierto grado de competicion ente
los microorganismos. Este modelo de fermentacién es util para predecir
como influye el sustrato a estudiar en las especies consideradas

patégenas.>®
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1.2.3.3 In6culos fecales.

El uso de inéculos fecales es un método mas fiable que asegura que un
namero representativo de especies bacterianas se exponga al carbohidrato a
ensayar.*® Sin embargo, en estudios en sistemas en discontinuo la cantidad
de sustrato es limitada y solo es util para experimentos con un tiempo de
duracion pequefio, hay que tener en cuenta que en el ser humano, el colon

se esta llenando constantemente de nutrientes.®

1.2.3.4 Fermentadores en continuo.

Un buen modelo gastrointestinal deberia ser capaz de reflejar las
diferentes regiones del colon, para lo cual se han empleado fermentadores
en continuo para simular el tracto intestinal desde el yeyuno hasta el colon
descendente.®” Los experimentos que se desarrollan generalmente con
cultivos continuos tienen la limitante de que los metabolitos no son
absorbidos o drenados de los fermentadores como sucede naturalmente en
el colon por lo que la acumulacion de estos productos afecta el equilibrio de
los procesos bioquimicos (inhibicién). Aun asi, este tipo de estudios son

considerados de gran importancia.®

1.2.3.5 Estudios moleculares del potencial prebidtico.

El estudio del potencial prebiético de los oligosacaridos se ha llevado a
cabo mediante técnicas tradicionales de recuento en cultivos. El crecimiento
de estas bacterias refleja su abundancia relativa, pero hay que tener en
cuenta que no todas las bacterias son cultivables, lo cual supone una
limitacion de los métodos de medida tradicionales. Por ello, para llevar a
cabo la identificacion de las diferentes poblaciones bacterianas se han
utilizado métodos basados en técnicas moleculares que proporcionen mayor
informacion y fiabilidad.3*

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa (Polymerase
Chain Reaction, g-PCR) y la Hibridacién Fluorescente in situ (Fluorescence
in situ Hybridation, FISH), son las mas empleadas por ser herramientas
eficientespara conocer la compleja composicion de la microbiota

gastrointestinal.>*
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1.2.3.5.1 Hibridacion Fluorescente in situ. La técnica de FISH permite
no soélo conocer la filogenia de las bacterias sino también su morfologia,
localizacion y abundancia. Esto se logra gracias a la utilizacion de sondas de
acidos nucleicos marcadas con un tinte fluorescente cuyas dianas son
regiones especificas de las moléculas de ARNr 16S de las bacterias. La
especie, el género, la familia y el dominio pueden ser determinados
utiizando una sonda especifica. La utilizacion de estas sondas y las
condiciones de tratamiento adecuadas permiten detectar especificamente
los microorganismos fijados de manera adecuada, ya sea por la manera mas
tradicional mediante microscopia de fluorescencia o microscopia confocal de

barrido laser o por métodos de recuento semiautomaticos.™* % *°

1.3 Antioxidantes

El estrés oxidativo es el resultado de la alteracion en los mecanismos
antioxidantes de defensa por la excesiva acumulacién de radicales libres;
éste a su vez aumenta la formacién de aniones superoxido, radicales
hidroxilo, oxigeno singulete, perdxido de hidrégeno, radicales de 6xido nitrico
y de hipoclorito que son todos capaces de reaccionar con los lipidos de
membrana, acidos nucleicos, proteinas y enzimas provocando dafio
celular.*™ ** El dafio celular causado por los radicales libres parece contribuir
al envejecimiento y las enfermedades degenerativas tales como: cancer,
aterosclerosis, artritis, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares,
cataratas, deficiencia inmune, enfermedades del higado, inflamacion,

insuficiencia renal y disfuncion cerebral.** 42
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Los antioxidantes son moléculas que neutralizan los radicales libres, y
son capaces de retardar y prevenir el envejecimiento, la degeneracion y
muerte de las células. Entre los antioxidantes mas importantes se puede
mencionar al acido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), carotenos
y compuestos fenolicos como las isoflavonas, flavonoides y antocianinas,
entre otros. ' 444243

Los antioxidantes pueden actuar por diferentes mecanismos y por
cooperacion de los mismos, por tal razon, para determinar la actividad
antioxidante de un compuesto es aconsejable utilizar diferentes ensayos.
Dentro de los mecanismos de accidon se encuentran por transferencia de

electrones, por neutralizacién de radicales libres o por ambas.*"*

1.3.1 Acido Ferulico

El acido ferulico (AF) (acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propendico) es
uno de los &cidos fendlicos més abundantes encontrados en la naturaleza,
es derivado del &cido cinamico, éste puede ser encontrado de manera libre o
conjugada mediante enlaces tipo éster unido a polisacaridos, tales como
arabinoxilanos, hemicelulosa y celulosa, formando parte de las paredes
celulares de plantas y granos.** %+ 4°

El AF es el principal compuesto fendlico presente en el maiz (Zea mays),
y se concentra en el pericarpio del grano en forma libre o esterificado a los
heteroxilanos que constituyen la hemicelulosa de la pared celular. El maiz
contiene mas fenoles totales y mayor poder antioxidante que cereales como
trigo, arroz y avena. %%

La actividad antioxidante del AF (Figura 1.6, pp. 17) est& relacionada con
su anillo fendlico que, en conjunto con doble enlace que extiende la
conjugacion presente entre el extremo carboxilico y el anillo, son capaces de
formar un radical libre estabilizado por resonancia. De esta manera, actia
como una molécula protectora reaccionando con las especies reactivas del

oxigeno evitando que éstas reaccionen con moléculas del organismo.** ¢ 47
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Figura 1.6 Estructura quimica del &cido ferdlico.

1.4 Oligosacaridos no Digeribles

La inulina, los galactooligosacaridos, los FOS y la lactulosa son OND que
poseen evidencia suficiente en estudios in vitro e in vivo para ser clasificados
como prebibticos. Sin embargo, existen otros compuestos como los
xilooligosacéaridos (XOS) y arabinoxilooligosacaridos (AXOS), que son
denominados prebidticos emergentes porque poseen un potencial prebidtico
promisorio.’® 2> *® | os XOS y AXOS presentan la cualidad de poder ser
obtenidos a partir de material lignocelulésico (MLC) de bajo costo, rico en
hemicelulosa que normalmente es desechado por la industria

agroalimentaria.
1.4.1 Materiales Lignocelulésicos

Los MLC se refieren a los distintos tipos de biomasa vegetal que estan
formados mayoritariamente por polisacaridos (celulosa y hemicelulosas) y
por lignina (un polimero de naturaleza fendlica). Estos son una de las
materias primas de mayor interés que existen en el mundo, debido a su
composiciébn y propiedades, ademas de su caracter renovable, su

abundancia y su bajo costo.*
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Los MLC presentan una composicion variable y condicionada por
diversos factores como: origen del material, localizacion geogréfica,
condiciones de crecimiento, etc.****? Los componentes de los MLC se
dividen en componentes estructurales y no estructurales.>® Los
componentes estructurales de los MLC (celulosa, hemicelulosa y lignina) le
confieren firmeza y proteccion a la célula, estos se encuentran
interpenetrados y unidos mediante interacciones quimicas y fisicas. En la
Figura 1.7 se muestra una imagen representativa.>® °>* > Los componentes
no estructurales comunes en los MLC son: agua, cenizas (constituidas por
sales inorganicas), extractos (corresponden a fluidos biolégicos de las
plantas y se caracterizan por ser facilmente separables por la accién de

vapor o de disolventes organicos sin necesidad de que exista reaccion
53, 56

quimica), proteinas y almidon.

Hemicelulosas

Haz de fibras de celulosa

Figura 1.7. Disposicion tridimensional de los componentes estructurales dentro
de la pared de la célula vegetal.>



UANL
L

Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia

1.4.1.1 Celulosa.

Es un polisacarido lineal formado por unidades de glucosa unidas por
enlaces 3-(1,4) y es el componente mas abundante de las paredes celulares
de plantas superiores.®’

1.4.1.2 Hemicelulosa.

El término hemicelulosa engloba a todos los polisacéridos estructurales
que se encuentran en los MLC excepto la celulosa.’® La funcién de las
hemicelulosas en los vegetales es facilitar las uniones quimicas entre la
celulosa y la lignina, actuando como puente de unién entre ellas.>®

Las hemicelulosas, a diferencia de la celulosa, estan compuestas por
diferentes azucares formando cadenas mas cortas y con ramificaciones.
Entre los azlcares que forman las hemicelulosas se puede encontrar
pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas (glucosa, manosa, galactosa) y
derivados de monosacéaridos como &cidos urdnicos (acidos glucurénico y
galacturénico) y desoxihexosas (ramnosa y fucosa).*

La fraccion hemicelulésica es la que presenta diferencias mas
significativas entre los diversos MLC.?*® La cadena principal de una
macromolécula hemicelulésica puede estar constituida por un solo
mondmero, homopolimero (xilanos, mananos o galactanos) o por dos o mas
unidades monoméricas  distintas, heteropolimero  (glucomananos,
arabinogalactanos o arabinoxilanos).®*

1.4.1.3 Lignina.

La lignina es un polimero aromatico hidr6fobo heterogéneo con estructura
tridimensional y amorfa formada a partir de unidades estructurales de 4-
fenilpropano (alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico) y grupos
metoxilo. Es fuertemente resistente a la hidrolisis acida (debido al enlace
covalente carbono-carbono) y con indices de polimerizacién variables.>® ©2
Las funciones biolégicas de la lignina incluyen actuar como aglomerante de
las fibras de celulosa (dandoles mayor rigidez mecanica) y proteger a la
célula y a la planta de atagues externos (tanto ambientales como

microbiolégicos). %
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1.4.2 Arabinoxilano

Los xilanos son los principales componentes de las hemicelulosas y se
pueden dividir en tres grupos: glucuronoarabinoxilanos (maderas suaves),

glucuronoxilanos (maderas duras) y arabinoxilanos (residuos agricolas).®

En los residuos agricolas, la hemicelulosa es un grupo de
heteropolisacaridos ramificados del tipo arabinoxilano (AX), también llamado
pentosano,®® este es uno de los principales polisacaridos estructurales
presentes en la pared de los granos de cereales, constituyen alrededor del
20-30% del peso seco de residuos agricolas, tales como paja de cereales y
cascara de granos.®® Las paredes celulares de las cascaras de los cereales
como maiz, trigo, arroz y cebada contienen componentes fenélicos, como el
acido ferulico, p-cumarico y sinapico, que representan el 1-2% del peso seco
del material, encontrandose esterificados en las hemicelulosas vy

presentando propiedades antioxidantes.®*

1.4.2.1 Estructura del Arabinoxilano.

El AX (Figura 1.8, pp. 21) tiene un esqueleto principal formado por
unidades de xilosa unidas por enlaces (3-(1,4) y puede tener sustituyentes en
las posiciones 2 y 3 como arabinosa, glucosa, galactosa, acido glucurdnico,
acido fertlico, acido acético, entre otros.®” % La frecuencia y composicién de
las ramificaciones dependen de la fuente de xilano.”® En su mayoria los
acidos ferulico y p-cumarico se encuentran unidos a unidades de arabinosa
esterificados en el carbono C-5.° La distribucién de las unidades de
arabinosa a lo largo de la cadena principal son de suma importancia, debido
a que influye en la conformacién del polimero y en su capacidad para

interaccionar con otros polisacaridos.®®

La hidrdlisis bajo condiciones controladas del AX genera carbohidratos de
bajo grado de polimerizaci6n (GP) como XOS y AXO0S.®®
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Figura 1.8 Estructura del arabinoxilano.

1.5 Métodos de Obtencion de Oligosacaridos

1.5.1 Residuos Agroindustriales

Los residuos generados por la industria agricola, ganadera y pesquera
son denominados agroindustriales. La produccion de XOS y AXQOS, a partir
de residuos agroindustriales, se ha realizado a través de métodos quimicos y

bioldgicos utilizados de forma alternativa o secuencial, el niUmero de pasos a

utilizar depende de la composicién del sustrato vegetal.”* "2

3

Se han reportado estudios utilizando madera,”® residuos de cosechas,®

68,75 cascara de arroz,”® " bagazo

68, 78, 79

tallo de algodén,” paja y salvado de trigo,
de cafia de azlcar,® tallos y mazorca de maiz, cascara de mani,”
cascara de almendra,” paja de cebada,” % huesos de aceituna,'* entre

otros.

OH
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1.5.2 Métodos Quimicos

Los métodos quimicos implican la utilizacién de acidos, &lcalis o vapor.®

1.5.2.1 Métodos con Acidos o Bases.

Los meétodos acidos (prehidrélisis acida) utilizan disoluciones acidas
concentradas o diluidas, generalmente de acidos fuertes como H,SO, y HCI
a bajas temperaturas.?? Cruz y col. (2000) sometieron mazorcas de maiz a
tratamientos con H,SO,4 al 2% a 125 °C durante 15 minutos solubilizando el

1.8* Asi mismo, se han obtenido altos rendimientos de

98% del xilano inicia
solubilizacion del xilano (cercanos al 92%) en las mismas condiciones a
partir del residuo sélido procedente del malteado en la produccién de
cerveza (Mussatto y Roberto, 2005).%

La hidrdlisis acida diluida se utiliza también como tratamiento previo del
MLC antes de la hidrédlisis enzimética. En los tratamientos alcalinos, las
hemicelulosas se disuelven en soluciones de NaOH, KOH, Ca(OH),,

Ba(OH),, etc.®

1.5.2.2 Autohidrélisis.

Este método consiste en someter a la hemicelulosa a condiciones
controladas de presion y temperatura ocasionando la desacetilacion del
xilano. El &cido acético liberado genera condiciones acidas que favorecen la

’8.79. 86 | 5 autohidrélisis no

solubilizacion e hidrdlisis de la hemicelulosa.
implica el uso de productos quimicos y permite realizar el proceso de
hidrélisis lo suficientemente suave como para provocar una
despolimerizacion selectiva de la hemicelulosa sin degradacion substancial

de las fracciones de celulosa y lignina.® &
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La solubilizacion de la hemicelulosa puede lograrse mediante
tratamientos hidrotérmicos por presentar mayoritariamente estructuras
amorfas, requiriendo tratamientos menos severos que la celulosa.®® La
hemicelulosa sufre reacciones de hidrdlisis a temperaturas comprendidas
entre 150 y 230 °C y la fraccion celuldsica lo hace a temperaturas superiores
(230-280 °C).%* % En el 2005, Vegas y col. reportaron un proceso a partir de
residuos de la industria cervecera en un reactor discontinuo de acero
inoxidable (reactor Parr) a 207 °C obteniendo un rendimiento de 70%°,
similar a lo reportado por Carvalheiro en el 2004 utilizando una temperatura

de 190 °C y 5 minutos de reaccién.®

Las condiciones de operacion de los tratamientos hidrotérmicos se
pueden optimizar para producir la hidrdlisis total o parcial de la hemicelulosa
y en este Ultimo caso, para maximizar la produccion de oligosacaridos.®® %
Dependiendo de las condiciones de operaciéon y del material a hidrolizar, los
xilanos se despolimerizan a XOS de alto peso molecular. En reacciones
consecutivas se generan XOS de bajo peso molecular, xilosa, furanos,
acidos carboxilicos y componentes fendlicos.®> Moura y col. (2007)
reportaron la obtencion de XOS a través de la autohidrélisis de mazorcas de
maiz. El rendimiento maximo de XOS obtenido fue de 65%. Estos
presentaban GP de 2-6, ademéas de mondmeros de azucares, acido acético
y furfural.”

El furfural y el 5-hidroximetilfurfural (HMF) son los furanos mas
importantes, formados por descomposicibn de pentosas y hexosas,

% 9. 9% 13 formacion de diferentes tipos de &cidos

respectivamente.
carboxilicos (como acido levulinico y &cido formico) tiene lugar a partir de los
furanos.”® Garrote y col. (2001) también emplearon la autohidrélisis con
residuos de maiz logrando solubilizar el 75.7% del xilano inicial en forma de
oligosacaridos y xilosa. Ademas se formé furfural en una concentracion
correspondiente al 2% del xilano inicial.®’ Una severidad moderada en la
autohidrdlisis reduce las concentraciones de productos de degradacion

procedentes de los sacéaridos (Carvalheiro y col. 2005).%
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En comparacién con otros procesos de aprovechamiento de la fraccion
hemiceluldsica, la autohidrélisis permite obtener altos rendimientos, es un
proceso respetuoso con el medio ambiente y no hidroliza los compuestos
antioxidantes fendlicos esterificados.”®®” 8 En el 2010, Rose e Inglett
reportaron el uso de un método autohidrolitico mediante la utilizacion de
microondas para la obtencion de feruloil-AXOS. Este método generd feruloil-
AXOS y una baja proporcion de subproductos cuando se aplica un
tratamiento térmico al maiz antes de someterlo a la irradiacion de las
microondas. El rendimiento maximo fue de 50% del xilano original, obtenido
con el tratamiento a 180 °C por 10 min o 200 °C por 2 min. El rendimiento
del método autohidrolitico por microondas es bajo en comparacién con el
obtenido en reactores Parr; sin embargo, los feruloil-AXOS obtenidos poseen

alrededor del 60% del Acido ferdlico inicial.”

1.5.3 Métodos bioldgicos

Los métodos biolégicos implican el uso de microorganismos y/o sus
enzimas.®?* La hidrélisis enziméatica se puede llevar a cabo mediante la
utilizacion de biocatalizadores comerciales 0 microorganismos que actuen
directamente sobre el MLC ya sea en una fermentacién en estado soélido o
fermentacion sumergida.'% 1%

1.5.3.1 Tratamientos con Enzimas.

En la hidrélisis enzimatica, donde la catalisis es mucho mas especifica,
hay que tener en cuenta la estructura de la fraccion hemicelulésica a separar
debido a que la degradacion de polisacaridos requiere la interaccion
sinérgica o cooperativa de diferentes enzimas para romper enlaces de

distinta naturaleza.®®

1.5.3.1.1 Enzimas que Degradan el Arabinoxilano. La cadena principal
de AX es degradada por glucosido hidrolasas (GH) que son capaces de
hidrolizar los enlaces xilosidicos presentes en el AX, glucuronoxilano y

arabinoglucuronoxilano.®
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Las enzimas mas importantes para despolimerizar la cadena principal del
xilano, son las endo-(1,4)-B-xilanasas que originan oligosacaridos de xilosa y
las B-(1,4)-xilosidasas que convierten a éstos en moléculas de xilosa, por lo
que la presencia de estas enzimas en las preparaciones utilizadas en la
generacion de XOS debe ser minima.*® Con base en su conformacién
estructural, las xilanasas pueden agruparse en dos familias: familia GH-10,
con peso molecular relativamente alto, y familia GH-11, con peso molecular
bajo.!® Las enzimas de la familia GH-10 y GH-11 poseen diferentes
propiedades cataliticas dando lugar a pequeiias diferencias en sus
productos finales de hidroélisis.*®>**? Las xilanasas GH-10 son capaces de
actuar sobre enlaces glicosidicos cercanos a la sustitucion o de las
ramificaciones y de esta manera originan mayoritariamente productos de
bajo peso molecular. Las enzimas de la familia GH-11 actian sobre
moléculas de xilano lineales o espacios con menos ramificaciones.%% 1%

Las arabinofuranosidasas son enzimas que escinden los residuos
terminales a-L-arabinosa (o-L-Ara) del AX. Las arabinoxilan-
arabinofuranohidrolasas (AXH) se dividen de acuerdo con sus
especificidades de sustrato, las AXH-m actian sobre las uniones (1-2) y (1-
3) a-L-Ara monosustituidas en residuos B-D-xilosa (B-D-Xil) y las AXH-d3
sélo liberan unidades (1-3) a-L-Ara a partir de B-D-Xil disustituidos.**® Debido
a la estructura ramificada de las hemicelulosas, las AXH son importantes
enzimas accesorias que eliminan los grupos laterales de la estructura
polimérica favoreciendo la actividad de las endoxilanasas. Entre éstas se
encuentran la glucuronidasa, acetilxilano esterasa, feruloilesterasa y
cumaroilesterasa.’®

Las enzimas antes mencionadas actlan en diferentes sitios a lo largo de
la cadena del AX para ocasionar su hidrolisis (en el Apéndice 1 se muestra
un esquema de los sitios de escisién).'® Para ser eficaces, los métodos
enzimaticos requieren normalmente un tratamiento previo que aumente la

accesibilidad de las enzimas al material hemicelulésico.” 72
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1.5.3.1.2 Mecanismo de Accion de las Xilanasas. El mecanismo
utilizado para la hidrolisis del sustrato corresponde a un doble
desplazamiento con retencion anomérica (B-B), en la Figura 1.9 (pp. 27) se
muestra el mecanismo de accién. En la hidrélisis del enlace glucosidico por
este mecanismo intervienen dos residuos de glutamato conservados del
centro activo de la xilanasa actuando uno de ellos como catalizador
acido/base y el otro como residuo nucleofilico. Una vez que el esqueleto de
xilosas ha sido posicionado correctamente entre los dos acidos glutamicos
cataliticos, el que actia como catalizador acido/base realiza un ataque acido
sobre el enlace glucosidico protonando el oxigeno de dicho enlace mientras
el otro glutamato realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono anomérico
del enlace (ver Figura 1.9.A). De este primer paso se libera uno de los
productos de reaccion y se forma un intermediario a-glicosilo-enzima. Luego,
el ion glutamato actia como base y capta un protén de una molécula de
agua, lo que permite que ésta ataque el carbono anomérico produciendo su
hidrdlisis (ver Figura 1.9.B). Lo anterior da genera un producto cuyo carbono
anomérico vuelve a la misma configuracion que en el sustrato (B-B)
liberandose la enzima de su unién al sustrato para poder iniciar un nuevo

proceso de catélisis.***%* (ver Figura 1.9.C)
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Figura 1.9 Mecanismo de accién de xilanasas.'**
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1.5.3.1.3 Obtencion de Oligosacaridos a partir de Enzimas. La
produccion de XOS a partir de residuos se puede realizar utilizando enzimas
comerciales. Su utilizacion previene la formacién de subproductos como la
xilosa y el furfural, se incrementan los rendimientos y facilitan los procesos
de purificacién.” Akpinar y col. (2007) reportan un rendimiento de 53% de
XOS a partir de tallos de algodoén, utilizando la endoxilanasa Veron 191
(Paniplus). El rendimiento se vio afectado por los pardmetros investigados
(pH, temperatura, concentracién de la enzima y concentracion de sustrato);
sin embargo, ninguno afecté el GP de manera significativa, a excepcion del
perfodo de hidrélisis.”* Vegas y col (2008) reportaron la obtencién de XOS
con diferente GP a partir de cascara de arroz mediante la utilizacion de
endoxilanasas con diferente especificidad como Pentopan Mono BG

(Novozymes), Shearzyme 2x (Novozymes) y Pulpzyme HC (Novozymes). %

1.5.4 Purificaciéon de Oligosacaridos

Después de la produccién, el proceso continua con una etapa de refino o
purificacion por lo que los polisacaridos de alto peso molecular, los azlicares
de bajo peso molecular y otras moléculas que no tienen propiedades
benéficas se separan del producto principal. El objetivo es eliminar
compuestos no deseados manteniendo el contenido en oligosacéridos lo
mas alto posible. A nivel comercial el grado de pureza de los oligosacaridos
prebiodticos esta en el intervalo de 75-95%. Entre las alternativas a seguir
para este proposito se encuentran la concentracidbn por evaporacion y
liofilizacion, la remocion por adsorcion de compuestos no sacaridos,
métodos cromatogréaficos, eliminacion de sales por intercambio ionico,
precipitacion con disolventes organicos o inorganicos, extraccion con

disolventes organicos y tecnologias de membrana, ' 110 111 112
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1.5.5 Andlisis Estructural de los Oligosacaridos

Las caracteristicas estructurales de los oligosacaridos obtenidos
dependen del xilano original presente en la biomasa utilizada. Dentro de los
meétodos instrumentales para el andlisis de oligosacaridos, los métodos
tradicionales, como la cromatografia en papel o la cromatografia en capa
fina (CCF), proporcionan alternativas Gtiles y rapidas para la separacion y
proporcionan una idea para la identificacién.**

Los oligosacaridos pueden separarse por cromatografia liquida de alta
resolucién (CLAR), usando columnas de fase reversa, columnas amino-gel
de silice o resinas de intercambio i6nico sulfonadas conteniendo iones
calcio, plomo o plata. El empleo de cromatografia por exclusién de tamafio
molecular (cromatografia de permeacion en gel, CPG) permite la separacion
e identificacion directa de oligosacaridos y proporcionan informacion de la
distribucién de pesos moleculares. La cromatografia de gases (CG) también
tiene un lugar en el andlisis de oligosacaridos, particularmente para los
estudios estructurales; sin embargo, las muestras necesitan ser
derivatizadas.***

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica muy importante
que permite determinar la estructura de los oligosacéaridos, la RMN
bidimensional es util para la determinacién de la posicion y configuracion de

las uniones glicosidicas.*** °

La espectrometria de masas es una técnica que permite analizar con
gran precision la composicion de diferentes elementos quimicos separando
los nucleos atémicos en funcion de su relacibn masa-carga. MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) es una técnica utilizada en
espectrometria de masas de suave ionizacion que tiene la ventaja de
proporcionar valores de masas exactos y el nuamero exacto de
monosacaridos presente en un oligosacarido. Una desventaja de MALDI-

TOF es que se trata de una técnica destructiva.™*’
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La mayoria de las técnicas de separacion mencionadas anteriormente se
emplean de manera complementaria a la hidrolisis quimica o enzimatica de
los oligosacéridos. Un andlisis estructural tipico de un oligosacarido complejo
comprende la hidrdlisis acida parcial o por enzimas especificas, seguidas por
separacion e identificacion de los productos de hidrdlisis. Esta combinacién
de métodos aporta informacion estructural que no puede obtenerse
exclusivamente por andlisis de metilacion, RMN o técnicas cromatogréficas.
Con ello puede obtenerse la secuencia de mondémeros que constituyen la
cadena principal del oligosacarido, la distribucién de las ramificaciones y sus

sustituyentes. '
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Industria de la Tortilla

En México, la industria de la tortilla procesa el maiz a través del método
conocido como nixtamalizacién, en el cual los granos son sometidos a un
cocimiento a pH alcalino. El maiz obtenido después del proceso de coccién
se denomina nixtamal, mientras que el agua residual se conoce como
nejayote. El nejayote contiene sélidos entre los que se encuentra el
pericarpio de maiz y residuos de cal. Se reporta que en la produccion de
harina de maiz nixtamalizada se procesan diariamente por planta entre 90 y
250 toneladas de maiz obteniendo de 2.7 a 7.5 toneladas de pericarpio

nixtamalizado (PMN) (Gruma comunicacién personal, 2010).

La composicion del pericarpio de maiz se muestra en la TABLA Il (pp.
32). El PMN® posee una composicién diferente al pericarpio intacto.®® La
nixtamalizacion provoca la solubilizacion de los componentes del pericarpio
de maiz, disminuyendo los solidos no solubles generalmente asociados a
lignina, ademas elimina la proteina presente, lo cual es favorable para los

procesos de obtencidn y purificacion de oligosacaridos.
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El contenido de hemicelulosa disminuye por el proceso de
nixtamalizacion; sin embargo, a pesar de las modificaciones ocasionadas, el
pericarpio procesado contiene hemicelulosa suficiente para ser convertido en
oligosacaridos. Por otra parte, conserva un porcentaje de acido ferulico que
también puede ser aprovechado. Por lo tanto, la produccion de
oligosacaridos a partir de este residuo es considerada un area de

oportunidad.

TABLAI
COMPOSICION QUIMICA DEL PERICARPIO DE MAIz

Constituyente Pericarpio de maiz Pericarpio de maiz
intacto® % (p/p) nixtamalizado™® % (p/p)
Glucosa 30 31
Hemicelulosa 50 40
Xilosa 34 29
Arabinosa 16 11
Proteina 3 NR
Acido ferulico 3 2
Residuos soélidos no solubles NR 5

Otros 14 22
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2.2 Justificacion

El empleo de materiales lignoceluldsicos, especialmente los de caracter
agricola, da como resultado la obtencién de componentes bioactivos por
ejemplo los oligosacaridos y compuestos fenélicos.*?® La mayoria de los
estudios a partir de este tipo de materias primas se centran en aislar y
determinar actividades biolégicas por separado. Los XOS y AXOS que han
tenido un creciente interés por su potencial prebidtico pueden presentar
también actividad antioxidante proporcionada por compuestos fendlicos,

dependido de la naturaleza de la materia prima.’® 2% 121

Hasta el momento no hay informacion reportada sobre estudios
encaminados a la transformacion de los residuos de la industria de la tortilla
en oligosacéridos prebioticos, y los estudios de determinacion de actividad
prebidtica y actividad antioxidante se han realizado por separado.

Por esta razon el objetivo de este proyecto es la obtencion de XOS y
AXOS a partir de PMN, la determinacion de su actividad prebiética y la

determinacién de su actividad antioxidante.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL PROYECTO

3.1 Hipotesis

Los oligosacaridos obtenidos a partir del pericarpio de maiz nixtamalizado

poseen actividad prebiotica y antioxidante.

3.2 Objetivo general

Obtener oligosacaridos a partir de pericarpio de maiz nixtamalizado y
determinar la actividad prebiética y antioxidante en estudios in vitro.



UANL
L

Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia

3.3 Objetivos especificos

» Obtener xilooligosacaridos a partir del pericarpio de maiz

nixtamalizado utilizando métodos fisico-quimicos.

» Obtener xilooligosacaridos a partir del pericarpio de maiz

nixtamalizado utilizando métodos bioldgicos.

» Purificar los oligosacaridos obtenidos de los procesos hidroliticos.

» Caracterizar quimicamente los productos obtenidos de la hidrdlisis del

pericarpio de maiz.

» Evaluar la actividad antioxidante de los oligosacaridos in vitro.

» Evaluar la actividad prebiética de los oligosacéaridos obtenidos en

estudios in vitro.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

La metodologia descrita a continuacion se llevo a cabo en laboratorios del
CELAES de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma
de Nuevo Ledn y en el Departamento de Ingenieria Quimica de la Facultad

de Ciencias de la Universidad de Vigo, Espafia.

4.1 Materia Prima

El pericarpio de maiz utilizado fue donado por GRUMA, S.A. de C.V. Se
utilizaron dos tipos de pericarpio provenientes de diferentes procesos de
nixtamalizacion, el PMN-A y PMN-B. Para los estudios autohidroliticos en
reactores Parr, se utiliz6 un lote diferente obtenido de un proceso no
identificado (PMN-C).
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4.2 Hidrélisis biologica

4.2.1 Determinacion de la Composicion Quimica del Pericarpio de Maiz

Nixtamalizado

La composicion quimica de los lotes de pericarpio PMN-A y PMN-B fue

determinada.

4.2.1.1 Determinacion de Humedad (H).

Se peso 1.0 g de PMN en un recipiente de peso conocido, el cual se seco
previamente en la estufa hasta alcanzar peso constante. Posteriormente, se
coloco la muestra en una estufa a 105 °C hasta peso constante. El contenido
de humedad se expresdé como gramos de agua por cada gramo de materia
prima himeda y se calculé con la siguiente ecuacion.??

(1)

_ PRMH — PRMS
" PRMH — PRS

Donde:

¢ PRMH: Peso del recipiente seco con la muestra himeda inicial. (expresado
en gramos)

¢ PRMS: Peso del recipiente con la muestra seca. (expresado en gramos)

o PRS: Peso del recipiente seco. (expresado en gramos)
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4.2.1.2 Determinacion del Contenido de Extracto Alcohélico (CE).

Se pesaron 3 g de PMN de humedad conocida y se introdujo en el equipo
Soxhlet. En el matraz de extraccion (de peso conocido) se depositaron 100
mL de etanol al 96%. Se llevd a cabo la extraccion a reflujo durante 16
horas. EI PMN se separé y se dej0 secar a temperatura ambiente para
andlisis posteriores. El matraz de extraccion, conteniendo el etanol y el
extracto, se llevo a sequedad en un evaporador al vacio donde se eliminé el
etanol por evaporacion a vacio a 45 °C. Posteriormente el matraz se coloco
en una estufa a 105 °C durante 24 h para acabar de secar el extracto y se
llevdo hasta peso constante. El contenido en extracto se expresé como
gramos de extractos en 100 g de PMN en base seca y se calculé con la
siguiente ecuacion: 1%

PRMS — PRS )

E= = 100
PMH * (1— H)

Donde:

e PMH: Peso de la muestra humeda inicial (expresado en gramos)
e PRMS: Peso del recipiente con la muestra seca (expresado en gramos)
¢ PRS: Peso del recipiente seco (expresado en gramos)

e H: Humedad de la muestra

4.2.1.3 Hidrdlisis Acida Cuantitativa (HAC).

La hidrdlisis acida cuantitativa se realizé en dos etapas, la primera con
H.SO, al 72% (v/v) que rompe los polisacaridos a oligdmeros y una segunda
etapa con H,SO, al 4% que rompe estos oligbmeros a monomeros.
Mediante la determinacion de la concentracion de estos monomeros se
calculo el contenido en polisacéaridos de la muestra inicial. Al finalizar la HAC

guedo un residuo sélido denominado lignina de Klason.
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Se pesaron 0.5 g de PMN libre de extractos con un contenido de
humedad conocida en un tubo de ensayo y se afiadiéo 5 mL de H,SO4 al 72%
en peso y se colocaron los tubos de ensayo en un bafio de agua a 30 °C y
se mantuvieron 1 hora con agitacion periddica (primera etapa). Al finalizar
este periodo, el contenido de los tubos de ensayo se transfirio a frascos
arrastrando el PMN que pueda quedar adherido a las paredes utilizando
agua destilada y se llevo el peso de disolucion a 148.67 g totales. Los
frascos se cerraron y se introdujeron en una autoclave. Se mantuvo la
autoclave a 2 atm durante 1 hora (segunda etapa con H,SO4 al 4%). Los
frascos se sacaron, se enfriaron y se determinaron las pérdidas originadas
durante la segunda etapa. El contenido de cada frasco se filtr6 a través de
un crisol Gooch (tamafio de poro N°3) de peso conocido. El liquido filtrado
se analiz6 mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién con
detector de indice de refraccion (CLAR-IR) para determinar su concentracion
en azucares (glucosa, xilosa y arabinosa), acido acético, furfural y HMF. A
partir de los datos de concentraciones se calculé el contenido en los
polimeros que se hidrolizaron para dar lugar a los monémeros medidos de la
muestra analizada. El contenido en polimeros (CPs), en gramos de
polimero/100 gramos PMN en base seca, se determin6 mediante la
formula:'*

3)
[4] P+PMH=H

CPs =F (g, * —* *(100—C
B p PMqu—H]( £)

Donde:
e F: Factor que corrige la degradacion de los azucares.

e Cgq: Factor de correccion estequiométrico (para tener en cuenta el aumento

del peso molecular durante la hidrélisis).

e [A]: Concentracion del monémero en g/L.
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p: Densidad de la disolucion analizada en g/L (dado que las muestras suelen
diluirse en agua para su analisis en CLAR, el valor de p es
aproximadamente 1000 g/L). El valor medido en el laboratorio es de 1024
g/L.

e P: Peso de agua en gramos afiadido y corregido para tener en cuenta las

pérdidas durante la segunda etapa de HAC.
e PMH: Peso total del PMN en gramos.
e H: Humedad del PMN en g de agua/g PMN himedo.

e CE: Contenido en extractos (este ultimo término se incluye para referir los

resultados al PMN inicial, antes de eliminar los extractos).

Los valores habituales de los pardmetros F y Cgy para las distintas
fracciones del MLC se muestran en la TABLA .

TABLA I

VALORES PARA PARAMETROS F Y Cgg.*??

Glucano Xilano y Arabinano Grupos acetilo
Glucosa Xilosa/arabinosa Acido acético
F 1.04 1.088 1.00
Ceqt 162/180 132/180 43/60

4.2.1.4 Determinaciéon del Contenido en Lignina de Klason (CLK). El
crisol utilizado para filtrar el producto de la HAC se introdujo en una estufa a
105 °C hasta llevar a peso constante, se enfrio en un desecador y se peso.
El aumento de peso experimentado por el crisol corresponde a la
denominada lignina de Klason y se calculé (en g de lignina de Klason/100 g

PMN, en base seca) mediante la siguiente ecuacion: 1%
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(4)

cix— FRMS—PRS o
_PMH3(1—H]'( E)

Donde:

e PMH: Peso de la muestra humeda inicial que se someti6 a la HAC.

(expresado en gramos)
e PRMS: Peso del crisol con la muestra seca. (expresado en gramos)
o PRS: Peso del crisol seco (expresado en gramos)
e H: Humedad de la muestra

e CE: Contenido en extractos

4.2.1.5 Determinacién de la Relacion de Arabinosa/Xilosa. Para
calcular la relacién Ara/Xil se utilizaron los datos obtenidos del andalisis de
composicién y se sustituyeron en la siguiente ecuacion:*?®

(5)

Ara [Arabinosa total] — [Arabinosa monomérical

Xil [Xilosa total] — [Xilosa monomérica]

4.2.2 Solubilizacién de Hemicelulosa

Para la solubilizacion de hemicelulosa se realiz6 un tratamiento

autohidrolitico en autoclave y se probaron diferentes tratamientos alcalinos.

4.2.2.1 Autohidroélisis en Autoclave.
Para la autohidrélisis en la autoclave, el PMN se lavdé con metanol al
80%, se secO y molié hasta obtener un polvo semifino (tamiz de 1 mm de

malla).
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La hidrélisis se llevé a cabo a una presién de 24 Lby/in? durante un periodo
de 3 horas midiendo la concentracion de carbohidratos totales por el método
fenol-&acido sulfurico y la concentracion de azlcares reductores liberados por
medio del método del acido 3,5-dinitrosalciilico cada 30 minutos. La pérdida
de acido ferdlico se estimo utilizando el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu, el cual se describira mas adelante. Los hidrolizados fueron
centrifugados a 4000 rpm durante 20 minutos y la hemicelulosa se precipitd
del sobrenadante con 2 voliumenes de etanol frio. El sélido fue separado y

liofilizado.

4.2.2.2 Tratamiento Alcalino.

El PMN se someti6é a un tratamiento alcalino para una mayor extraccion
de hemicelulosa. El tratamiento alcalino consistio en utilizar NaOH o KOH a
una temperatura de 35 °C durante 3 horas. Ademas se realiz6 hidrolisis
alcalina en autoclave. Se utilizaron diferentes concentraciones y condiciones
reportadas en la literatura. Los métodos alcalinos utilizados fueron seis y las
condiciones se describen en la TABLA IV. Posteriormente al tratamiento

alcalino, la hemicelulosa fue extraida como se describe en el punto 4.2.2.1.

TABLA IV

CONDICIONES DE LOS METO’DOS ALCALINOS UTILIZADOS EN LA
SOLUBILIZACION DE HEMICELULOSA

Método Solubilizacion (3 h) Extraccion alcalina
(35 °C, 3 h)
M1  Autohidrdlisis, 24 Lby/in® KOH 24%, NaBH, 1%
M2 Autohidrélisis, 24 Lbgin’ NaOH 24%
M3 Autohidrolisis, 24 Lby/in® NaOH 4%

M4 Hidrdlisis alcalina (NaOH 4%), 24 1o/ ——
M5 Hidrdlisis alcalina (NaOH 4%), 12 1o/ ——
MB e NaOH 24%
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4.2.3 Hidrolisis enzimatica

La hemicelulosa solubilizada fue tratada con la enzima comercial Veron
191 (Paniplus) que presenta actividad endoxilanasa. La reaccion de hidrolisis
enzimatica se llevé a cabo por una mezcla de 1.1 U/mL de la endoxilanasa
comercial con 10 mL de 2% de la hemicelulosa solubilizada en 50 mM de
buffer de citrato, pH 5.4. La agitacion se mantuvo a 150 rpm y la temperatura
a 40 °C. Se tomaron muestras de 1 mL a intervalos regulares y se
inactivaron por calentamiento a 100 °C durante 5 minutos. Las muestras
fueron analizadas midiendo azucares reductores por el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) y por cromatografia en capa fina (CCF). El célculo del
rendimiento en la produccién de oligosacaridos se obtuvo mediante la

siguiente ecuacion:*?

(6)

producto (g)

Rendimiento = 100

sustrato (g)

4.2.3.1 Purificacién.

El producto obtenido de la reaccion con la enzima Veron 191 recibié un
tratamiento con etanol frio para precipitar los compuestos de alto peso
molecular y purific6 por medio de cromatografia en columna. El soporte
utilizado fue silica gel. La fase movil utilizada fue acetato de etilo: acetona:
agua (2:5:1). Se recolectaron 80 fracciones y se analizaron por CCF. Las

fracciones de interés se reunieron por similitud cromatografica.
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4.3 Hidrélisis Fisico-quimica

4.3.1 Determinacion de la Composicion Quimica del Pericarpio de Maiz

Nixtamalizado.

El contenido en humedad, extractos, polimeros y lignina de Klason en el
PMN-C se determinaron como se describi6 en el apartado 4.2.1.

4.3.1.1 Determinacion del Contenido en Ceniza (CC).

Se pesaron 2.0 g de PMN en un crisol de peso conocido. El crisol se llevo
al horno de mufla a baja temperatura y se subioé poco a poco en intervalos de
75°C hasta alcanzar 575 °C y se mantuvo a esta temperatura hasta alcanzar
peso constante. El contenido en ceniza se expres6 como los gramos de
ceniza en 100 g de pericarpio de maiz nixtamalizado y se calcul6 con la

siguiente ecuacion. 1%

(7)
PRC — PRS

oC = s
(PRMH — PRS) = (1—-H)

100

Donde:
e PRC: Peso del crisol con las cenizas (expresado en gramos).
e PRS: Peso del crisol seco (expresado en gramos).

e PRMH: Peso del recipiente crisol con la muestra inicial (expresado en

gramos).

e H: Humedad de la muestra.
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4.3.1.2 Determinacion de Acidos Urdnicos.

Se tomaron 2 g de muestra del liquido procedente de la segunda etapa
de la HAC y se diluyeron hasta 6 g de agua. De esta disolucién se tomaron
0.5 mL para 4 tubos de ensayo que contenian 3 mL de disolucion de
tetraborato sodico cada uno (12.5 mM en H,SO,). Todo esto se realizé en
bafio de hielo. Las muestras fueron homogenizadas y se pusieron en un
bafio de agua en ebullicion durante 10 minutos, se dejaron enfriar y se
agitaron. Posteriormente, a tres de los tubos se afiadi6 0.1 mL de m-
fenilfenol (0.15% en NaOH 0.5 %) y al otro tubo se afiadié 0.1 mL de NaOH
0.5 % y se utiliz6 como blanco. Las muestras se agitaron y se dejaron 30
minutos en oscuridad. Transcurrido el tiempo se midié la absorbancia a 520
nm. Para calcular la concentracion se realiz6 una recta de calibrado con
acido glucurénico como estandar, y la concentracion se expresd en
equivalentes en &cido glucurénico. La concentracién en &cidos urénicos se

calcul6 mediante la siguiente ecuacién: 1?2

(8)
[A] P+PMH=H
»  PMH=(1— H)

CPs=F=(Cy, * % (100 — CE)

Donde:
e F:1.00
o Cgy 212/230
e [A]: Concentracion de acido glucurdnico.

e p: Densidad de la disoluciébn analizada en g/L (el valor de p es
aproximadamente 1000 g/L). El valor medido en el laboratorio es de 1024
g/L.

e P: Peso de agua en gramos afiadido y corregido para tener en cuenta las

pérdidas durante la segunda etapa de HAC.

e PMH: Peso total del PMN en gramos.
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e H: Humedad del PMN en g de agua/g PMN hamedo.

e CE: Contenido en extractos.

4.3.1.3 Determinacion del Contenido de Almidon.

El almidon se cuantific6 usando un kit de ensayo de referencia comercial
STAZ20, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.

4.3.1.4 Determinacion del Contenido de Proteina.

El contenido de proteina se estim6 a partir del contenido de nitrégeno
total, mediante la ecuacion % proteina = 6.25 x N. El nitrégeno total se
determind mediante un analizador elemental de C-N-S-Cl (Thermo Quest,
Modelo FLASH 1112 Series, NC Soil Analyzer).

4.3.1.5 Determinacién del Contenido de Acido Ferdlico.

Se pesaron 20 mg de PMN en un matraz Erlenmeyer y se afiadié 1 mL de
NaOH 2M. El matraz se coloc6é en agitacion a 150 rpm y en oscuridad
durante 2 h a 45 °C. Posteriormente, el pH se ajusté a 2 con 0.6 mL de
H3PO,4 3.5 M, y las muestras se extrajeron dos veces con acetato de etilo en
una relacion 1:3 (v:v) durante 20 minutos. La fase organica se separd por
decantacion, el disolvente se elimind en un rotaevaporador a vacio a 45 °C.
El sélido se disolvié en 2 mL de metanol y se analizé por cromatografia de

liquidos de alta resolucién con detector de arreglo de diodos (CLAR-DAD).*
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4.3.2 Eliminacién de Almidoén

El PMN se molié6 hasta obtener un polvo semifino (tamiz de 1 mm de
malla) antes de su tratamiento en el reactor Parr. El PMN se sometié a un
tratamiento previo para eliminar el almidon el cual consisti6 en una
autohidrolisis no isotérmica hasta alcanzar 130 °C. La relacion de
liguido/sélido (RLS) utilizada fue de 8:1 g agua / g de materia seca, en un
reactor agitado de acero inoxidable (Compafia Parr Instrument 4550) de 0.6
a 3.75 L de volumen total, equipados con dobles hélices de turbinas de seis
aspas. Después de los tratamientos, la suspension se filtré y el sélido se
lavo, se secé al aire y se analiz6 la composicion usando los mismos métodos

gue para la materia prima descritos en los apartados 4.2.1y 4.3.1.

4.3.3 Evaluacion de RLS sobre la Solubilizacién de la Hemicelulosa por

Procesos Autohidroliticos no Isotérmicos

Con el fin de causar la solubilizacion de hemicelulosa, el sdélido de la
extraccion acuosa se sometié a autohidrolisis (en el mismo reactor descrito
en el apartado 4.3.2). Se evaluaron las siguientes condiciones de RLS: 8:1,
10:1 o 12:1 g agua / g de materia seca. Las temperaturas maximas de
prueba estuvieron en intervalo 195-220 °C. Una vez que la temperatura
evaluada fue alcanzada, el reactor se enfrid, y los sélidos se recuperaron por

filtracidn, se lavaron y se secaron antes del andlisis.

Los efectos combinados de temperatura y tiempo para los tratamientos
de autohidrdlisis no isotérmicas se midieron por el factor de severidad. El

factor de severidad se define como:*?*

9)

t

R, = J- EXP (T(tj%).dt

V]
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Donde:

e T: Temperatura (° C)

e t: Tiempo en minutos

o T, Temperatura de referencia (°C), con un valor de 100 °C.

e w: Parametro empirico relacionado con la energia de activacién, con valor
de 14.75 °C™.

4.3.3.1 Generacion de Oligosacaridos.

En la fase liquida obtenida en los tratamientos autohidroliticos (licores) se
encuentran los productos de solubilizacién de las hemicelulosas, que son

mayoritariamente oligdbmeros de composicién muy heterogénea.

4.3.3.1.1 Determinacion del Contenido Seco (CS). Se pesaron 2 g de
los licores de autohidrolisis en un recipiente de peso conocido previamente
tarado. Posteriormente, la muestra se colocé en una estufa a 105 °C y se
llevdo a peso constante. El contenido seco se expres6 como gramos de

residuo seco / gramo de licor y se calculé con la siguiente ecuacién: %2
(10)

.o PRMS — PRS
"~ PRMH — PRS
Donde:

¢ PRMH: Peso del recipiente seco con la muestra himeda inicial (expresado
en gramos)
e PRMS: Peso del recipiente con la muestra seca (expresado en gramos)

o PRS: Peso del recipiente seco (expresado en gramos)
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4.3.3.1.2 Andlisis Directo de Licores. Las muestras liquidas de los
tratamientos de autohidrdlisis se filtraron a través de membranas de 0.45
micras y se analizaron para glucosa, xilosa, arabinosa, acido acético, 5-
hidroximetilfurfural y furfural por CLAR-IR, y para compuestos fendlicos por
CLAR-DAD.

4.4.3.1.3 Posthidrélisis. La cuantificacion directa de los oligosacaridos
mediante cromatografia o técnicas similares no es posible, por lo que se
llevé a cabo una posthidrélisis de esta fase liquida con H,SO,4 al 4% para
determinar la cantidad de oligdbmeros por el aumento de la concentracion de
los mondmeros. Las condiciones de esta posthidroélisis han sido previamente
optimizadas para conseguir una conversion cuantitativa de los oligdbmeros a
mondmeros. El aumento de la concentracion de monosacéarido y &cido
acético causado por la posthidrélisis proporciona una medida de la

concentracion de oligosacarido

Para realizar la posthidrdlisis, se pesaron de 1 a 10 mL de la fase liquida
y se afadié H,SO, hasta lograr una concentracién de acido sulftrico del 4%
en peso en un frasco roscado, los frascos se cerraron, se pesaron y se
introdujeron en una autoclave, la cual se mantuvo a 121 °C durante 30
minutos. Transcurrido el tiempo, los frascos se enfriaron y se pesaron para
determinar las pérdidas originadas. Las muestras liquidas después de la
posthidrélisis se filtraron a través de membranas de 0.45 micras y se

analizaron por CLAR-IR.

Los oligosacéridos (en g equivalentes de mondmeros/L) se expresaron

mediante la siguiente ecuacion: 1%

(11)

[-‘10]=F;,*F

disolucion
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Donde:

o [AO]: Representa la concentracion de la especie A en los oligosacéaridos

equivalente en mondmeros (en g/L).

e Fp: Factor que corrige la degradacion de los azlcares durante la
posthidrdlisis. (TABLA V)

e P: Peso de agua en gramos afadido corregido para tener en cuenta las
pérdidas.

e Puisoucion: Peso total de disolucion.
o Pacido: Peso de H,SO, afadido.
¢ [A],: Concentracion del monémero A tras la posthidrolisis (g/L).

e [A]: Concentracion inicial de dicho mondémero en la fase liquida (g/L).

La fraccion P/ Pgisoucion — Pacido COrrige los efectos que la adicién de acido y de las
pérdidas de agua ocasionan sobre el volumen total de la fase liquida y por lo tanto,

sobre la concentracion de los distintos compuestos.

TABLA V
VALORES PROMEDIO DEL PARAMETRO Fp'?

Fraccion Especie Fo
Glucoligosacaridos glucosa 1.053
Xilooligosacaridos xilosa 1.064

Arabinooligosacéridos arabinosa 1.064
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4.3.3.2 Contenido Fendlico.

Con el fin de evaluar la presencia de compuestos fendlicos en los licores
de autohidrdlisis se determind el contenido de fenoles y se realizaron

extracciones liquido-liquido con acetato de etilo.

Las muestras de licores se extrajeron dos veces con acetato de etilo a
una proporcion 1:3 (v/v). La fase organica se separd por decantacion, y el
disolvente se elimind por evaporacion a vacio. Los licores de autohidrolisis y
los extractos de acetato de etilo se analizaron para fenoles totales y

actividad antioxidante.

Los compuestos fendlicos totales se determinaron por el método
colorimétrico de Folin y Ciocalteu (1927) modificado por Singleton y Rossi
(1965).'* En el método original se utilizé (Folin, 1927) un reactivo de
molibdotungsteno en el que por la oxidacion de fenoles se obtiene un
producto de color que presenta una absorbancia maxima a 745-750 nm.'*
En el método modificado se utiliza un reactivo heteropolianion (molibdo
tungstofosforico) que reduce fenoles mas especificamente, el maximo de
absorbancia para el producto es 765 nm.*?® La reaccién se realizé con 0.5
mL de muestra, 3.75 mL de agua destilada y 0.25 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (FC) de fuerza media (FC se diluyé 1:1 en agua destilada).
Después la mezcla se agitdé y se afiadio 0.5 mL de Na,CO; al 10%. El
contenido se agitod vigorosamente y se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 60 minutos. El blanco se prepar6 con agua destilada y se siguio el
mismo procedimiento. La absorbancia de la mezcla se midié utilizando un
espectrofotometro a 765 nm. Para determinar la concentracion se prepar6
una recta patron con un estandar de &cido galico en un intervalo de
concentracion de 0-100 mg/L. Los resultados se expresaron como

equivalentes de acido galico (EAG).
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El rendimiento en compuestos fendlicos (CF) liberados a la fase acuosa
tras la hidrolisis se expres6 en gramos de EAG / 100 g de materia seca. El
extracto resultante se utilizé para calcular el rendimiento de solidos solubles
en acetato de etilo (SSAE) y se expresa como gramos de compuestos

solubles en acetato de etilo /100 g de materia seca.

El rendimiento de recuperacion en compuestos fendlicos solubles en
acetato de etilo (FSAE) se expres6é como g EAG /100 g de materia seca. La
concentracion relativa de los compuestos fendlicos en el extracto liofilizado
(CFE) se midi6é en g EAG / g de extracto.

Los extractos de acetato de etilo se analizaron por CLAR-DAD, los
compuestos fendlicos se identificaron por comparacion del tiempo de

retencidn y datos espectrales en el UV-visible con los estandares.

4.3.3.3 Actividad Antioxidante.

La actividad antioxidante de los compuestos es ejercida por diferentes
mecanismos, por lo que es necesario medir esta capacidad mediante varios
ensayos, de modo que los compuestos se puedan evaluar mejor. La
actividad antioxidante de los licores de autohidrolisis y extractos de acetato
de etilo se determin6 mediante ensayos diferentes como la actividad
antioxidante equivalente a Trolox (por sus siglas en inglés TEAC, Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), poder antioxidante de reduccion del hierro
(por sus siglas en inglés FRAP, Ferric Reducing Antioxidant Power) y poder
reductor. Ademas, la capacidad de estabilizar radicales libres por el método
de captacion del radical libre 1,1-difenil- 2-picril hidracilo (DFPH) se

determind en los extractos.
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4.3.3.3.1 Capacidad Antioxidante Equivalente en Trolox. El ensayo se
realizd de acuerdo con el procedimiento sugerido por Re y col. (1999). Este
ensayo se basa en la captacién del cation radical (ABTSe") [acido 2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)], el cual se genera directamente en
una forma estable antes de la reaccion con el antioxidante. El cation radical
ABTS se produce mediante la reaccion de una solucion madre de ABTS 7
mM con persulfato de potasio 2.45 mM (concentracion final) y dejando
reposar la mezcla en la oscuridad a temperatura ambiente durante 16 horas
antes de su uso. La solucion de ABTS se diluyé con tampoén fosfato salino
(PBS a pH 7.4) hasta una absorbancia de 0.700 a 734 nm. 2.0 mL de esta
soluciéon se afadieron a 20 pyL de extracto o estandar de Trolox. La mezcla
se dejoé reaccionar durante 6 minutos en un bafio de agua a 30 °C y la
absorbancia se midi6 a 734 nm. El blanco empleado fue PBS. El ABTS
presenta un color verde intenso y el decremento en la absorbancia refleja la
disminucién de la especie reactiva. Para determinar la concentracion se
preparé una recta patron con un estandar de Trolox en un intervalo de
concentracion de 0.2 a 2 mM. Los resultados se expresaron como

equivalentes de Trolox. *-*#/

4.3.3.3.2 Poder Reductor. El poder reductor de las muestras se
determind segun el método propuesto por Oyaizu (1986), el cual se basa en
la reduccion quimica de Fe (lll) a Fe (ll). Las sustancias que tienen potencial
de reduccién, reaccionan con ferrocianuro de potasio (Fe®*") para formar
ferrocianuro de potasio (Fe®"), que entonces reacciona con el cloruro férrico
para formar un complejo férrico ferroso que tiene un maximo de absorcion a
700 nm.>? La muestra (1 mL) se mezclé con 2.5 mL de tampén fosfato 0.2 M
(pH 6.6) y 2.5 mL de ferricianuro de potasio al 1.0%, y la mezcla se incub6 a
50 °C durante 20 minutos. Después se adicion6 2.5 mL de acido
tricloroacético al 10%, la mezcla se centrifugd y se tomaron 2.5 mL y se
mezclaron con 2.5 mL de agua y 0.5 mL de FeCl; al 0.1%. La absorbancia
se leydé a 700 nm. La recta patron se realizd con acido ascorbico como

estandar en un intervalo de concentraciones de 0.1 a
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1 mM vy los resultados se expresaron como equivalentes de acido ascorbico

(EAA). El blanco utilizado fue agua destilada.**®

4.3.3.3.3 Poder Antioxidante de Reduccion del Hierro. EI método
FRAP es un ensayo colorimétrico que se basa en la capacidad de un
compuesto para reducir la férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina (Fe**-TPTZ) al
complejo ferroso 2,4,6-tri-piridil-s-triazina (Fe®*-TPTZ) de color azul en
condiciones acidas. El reactivo se preparé a partir de tampon de acetato 300
mM (pH 3.6), 10 mM de 2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) en 40 mM de
solucion de HCl y 20 mM FeCl; « 6H,0 en agua destilada en una proporcion
(10:1:1 v/v). La muestra (100 pL) se mezclé con 3 mL del reactivo FRAP y se
dejé reaccionar durante 6 minutos. La absorbancia se midié a 593 nm. El
blanco fue agua destilada. Para determinar la concentracion se prepar6 una
recta patrébn con un estandar de acido ascOrbico en un intervalo de
concentracion de 0.12 a 1 mM. Los resultados se expresaron como
EAA.41’129’ 130

4.3.3.3.4 Captacion del Radical Libre a,a-difenil-B-picrilhidrazilo. El
ensayo se llevo a cabo de acuerdo con von Gadow, Joubert, y Hansmann
(1997). Este ensayo se basa en la medicion de la capacidad de captacion
del radical estable DFPHe por los compuestos antioxidantes. El radical
DFPHe- libre en su forma oxidada presenta un color purpura intenso y tiene
un maximo de absorbancia de radiacion ultravioleta a 517 nm, este radical
se reduce a la correspondiente hidrazina cuando reacciona con donantes de
hidrégeno. A 50 pL de la muestra se afiadieron 2 mL de DFPH 3.6 X10™° M
en solucion metandlica. La concentraciéon inicial de radical DFPHe y la
concentracion final de éste después de reaccionar con el antioxidante fueron
medidas, la absorbancia a 515 nm se registré6 después de 16 minutos. La
disminucién en la absorbancia se traduce en una disminucion de la
concentracion de esta especie reactiva por captacion de electrones por la
especie antioxidante. La concentracion media efectiva (CEsg) se calculo
como la concentracion de compuestos fendlicos requeridos para neutralizar
el 50% del radical DFPH inicial.***%*
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4.3.3.4 Evaluacién de Oligosacaridos Ferulados.

Para cuantificar el &cido ferulico esterificado en los licores de
autohidrdlisis se realizé una hidrélisis alcalina. Se tom6 1 mL del licor y se
colocé en viales de color ambar, se afiadié 1 mL de agua o de NaOH 0.4 M.
Los viales se agitaron durante 2 h a temperatura ambiente, y a continuacién
se afiadio 1.5 mL de H3PO4 0.4 M seguido por 1 mL de NaOH 0.4 M o agua,
segln lo que no tenia afiadido previamente.” Las muestras después de la
reaccion de hidrdlisis fueron analizadas por CLAR-DAD. El contenido de
acido ferulico esterificado se determiné por la diferencia entre el contenido
de &cido ferulico de las muestras antes y después de la hidrdlisis alcalina.

4.3.3.5 Andlisis de los Solidos después de la Autohidrolisis.

Los sélidos gastados se utilizaron para la determinacion del rendimiento
gravimétrico. Muestras de los soélidos gastados se analizaron para
determinar su composicion quimica como se describid en los apartados

descritos en las secciones 4.2.1y 4.3.1.

4.3.4 Hidrdlisis Enzimética de los Oligosacéaridos Presentes en los
Licores de Autohidrélisis.

Los licores de autohidrdlisis se trataron con enzimas endoxilanasas para
disminuir el GP; sin embargo, los oligosacaridos presentes en los licores
presentaban un alto grado de ramificacion que impedia actuar a las enzimas

por lo que se realizo una prehidrdlisis antes del tratamiento enzimatico.
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4.3.4.1 Prehidroélisis.

Para favorecer el ataque enzimatico se realiz6 una prehidrolisis de los
licores de autohidrdlisis. Se realizé un analisis previo de distintas
condiciones para evaluar el mayor rompimiento de los oligosacaridos
presentes en los licores con la menor liberacion de monosacéridos. La
prehidrdlisis se llevé a cabo en un reactor Parr, las condiciones evaluadas
fueron: 105 °C con H,SO,4 al 0.5% (0, 1, 2, 5, 7, 10 y 20 minutos) y 120 °C
con H,SO4 al 0.5% (0, 1, 2, 3, 4 y 5 minutos). Las muestras fueron tomadas

a los tiempos indicados y se analizaron por CLAR-IR y CPG.

4.3.4.2 Seleccién de Enzimas.

Los licores de autohidrélisis fueron tratados con xilanasas comerciales de
forma individual y en combinacion. Las enzimas comerciales y las

condiciones 6ptimas de reaccion utilizadas se muestran en la TABLA VI.

TABLA VI

CONDICIONES DE LAS REACCIONES ENZIMATICAS DE LOS LICORES DE
AUTOHIDROLISIS

Experimento Enzima pH
1 Pulpzyme HC (Noovozymes) 6.0
2 Shearzyme 2x (Novozymes) 4.5
3 Veron 191 (Paniplus) 5.4
4 Pulpzyme HC / Shearzyme 2x 55
5 Pulpzyme HC / Veron 191 55
6 Shearzyme 2x/ Veron 191 5.0

Los licores de autohidrdlisis se colocaron en matraces Erlenmeyer y el pH
se ajusto y se afadid la xilanasa comercial en cada caso. La agitacion se

mantuvo a 40 °C y 120 rpm.
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La reaccion se llevo a cabo durante 48 horas y fue monitoreada tomando
1mL de muestra a intervalos regulares. La muestra se inactivo por calor a
100 °C durante 5 minutos. Las muestras fueron analizadas midiendo la
liberacibn de azlcares reductores por el método de Somogyi-Nelson y
monosacaridos por CLAR-IR.

4.3.5 Purificacion de Oligosacaridos

Para la purificacion de AXOS se utilizé la tecnologia de membranas en el

modo de nanofiltracion.
4.3.5.1 Seleccién de Membrana.

Se evaluaron tres tipos de membranas con el objetivo de seleccionar la
de mayor porcentaje de retencion del compuesto de interés, menor
ensuciamiento después del analisis y facilidad de recuperacion de la
permeabilidad de la misma. Las membranas utilizadas fueron Amicon

(Millipore), polimérica y ceramica, todas de tamafio de corte de 1 KDa.

La configuracién experimental empleada con las membranas polimérica y
ceramica consistid6 en un tanque de alimentacion de 10 L (en el que la
temperatura se control6 con el paso de agua del grifo a través de un
serpentin de refrigeracion), una bomba de diafragma, dos medidores de
presion situados uno en la entrada y otro en la salida de la membrana para
medir la presién transmembrana (TMP), una valvula de aguja situada
después de la membrana para alcanzar la TMP deseada, y un medidor de
flujo para medir el flujo de reciclaje. El esquema experimental se muestra en
la Figura 4.1 (pp. 58).
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Los experimentos se llevaron a cabo en un sistema cerrado usando los
licores de autohidrdlisis como alimentacion, para medir el flujo permeado (J)
a diferentes TMP en el rango de presiones especificadas de cada una de las
membranas (polimérica en un rango de 0-4 bar y cerdmica en un rango de 0

a 10 bar), operando sucesivamente de menor a mayor presion.

RETENIDO

PERMEADO

TANQUE DE

ALIMENTACION MEMBRANA

=

Figura 4.1 Esquema experimental de la purificacion con tecnologia de membranas.

El ensuciamiento de la membrana se evalu6 mediante la medicién de la
permeabilidad al agua antes y después de los experimentos. Después, las
membranas se limpiaron en modo de recirculacion total durante 30 minutos a
40 °C con una solucién de detergente (1% Ultrasil 11), y se enjuagaron con

agua antes de volver a medir la permeabilidad.

En los experimentos llevados a cabo con la membrana Amicon no es
posible medir la TMP, se mide la presion del sistema a través de la presion

dada por un tanque de nitrdgeno unido al dispositivo.
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Los licores retenidos y refinados se analizaron para conocer su
composicion usando los mismos métodos anteriormente citados para licores

de autohidrdlisis. La retencién para un compuesto dado i se define como:**2

(11)

Donde:
C,.: Concentracion del compuesto i en el permeado

C,;: Concentracion en el retenido correspondiente

4.3.5.2 Diafiltracién Continua.

Para la purificacion, los licores de autohidrélisis se sometieron a
diafiltracion continua (DC) utilizando la membrana seleccionada. La DC
consistié en afadir agua al tanque de alimentacién al mismo flujo que el flujo
de permeado, con el fin de mantener el procesamiento a un volumen
constante. El volumen de filtrado acumulado se mide generalmente en
términos de volimenes de diafiltracion (VD, un volumen de diafiltracion
corresponde a un volumen de permeado igual al volumen de la alimentacién

original). En este trabajo, la DC se llevé a cabo hasta un VD de 8 L.

4.3.6 Caracterizacién Quimica de Oligosacéaridos

Los oligosacaridos obtenidos se analizaron por cromatografia de
exclusion por tamafio de alta resolucién, cromatografia de intercambio idnico
y espectrometria de masas. Los azuUcares reductores se midieron por el

método de Somogyi-Nelson.
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4.3.6.1 Cromatografia de Permeacion en Gel de Alto Rendimiento.

La distribucion del peso molecular de los oligosacaridos se determiné por
CPG utilizando una columna TSKgel G3000PWXL (Tosoh Bioscience,
Stuttgart, Alemania), 300 x 7.8 mm, a temperatura de 30 °C con un detector
de indice de refraccion. La fase movil utilizada fue agua destilada a un flujo
de 0.6 mL / min. Dextranas (1-80000 g / mol), XOS (GP 2 a 6) y AXOS (GP 3

y 7) fueron utilizados como patrones de calibracion.

4.3.6.2 Cromatografia de Intercambio Anidnico.

Las muestras se analizaron por cromatografia de intercambio aniénico
con deteccion amperométrica pulsada de alto rendimiento (HPAEC-PAD)
usando un sistema de cromatografia de ICS3000 (Dionex, Sunnyvale,
EE.UU.), equipado con una columna CarboPac, 250 x 2 mm, en
combinacion con un guarda columna CarboPac PA 25 x 2 mm y un detector
PAD ISC3000. Se utilizé un flujo de 1 mL / min con las fases moviles A (agua
destilada), B (0.2 M NaOH), y C (NaOAc 2 M en 0.2 NaOH). Oligosacaridos
(GP 2 a 6) se utilizaron como patrones.

4.3.6.3 Espectrometria de masas por desorcién-ionizaciéon mediante
laser asistido por matriz con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-
TOF).

Los analisis de MALDI-TOF se realizaron utilizando una estacion de
trabajo Ultraflex (Bruker Daltonics), equipada con un laser de nitrégeno 337
nm. Las mediciones se realizaron en el modo positivo. Después de un
tiempo de extraccion retardada de 150 ns, los iones se aceleraron con una
tension de 25 kV. Se recogieron datos de 100 disparos laser, utilizando la
menor energia necesaria para obtener los espectros de intensidad suficiente.
El espectrometro de masas se calibré con una mezcla de xilooligosacaridos
(DP = 2-6) de Megazyme.
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Para la preparacion de la muestra, 1 ul de solucién de muestra (1
mg/ml) se mezcl6 con 1 pl de matriz (10 mg/ml de &cido 2,5-
dihidroxibenzoico de Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) en 30% de
acetonitrilo (v/v), aplicado directamente sobre el objetivo de la placa de MS,

y se sec0 bajo una corriente de aire caliente

4.3.7 Evaluacion de la Actividad Biol6gica de los Oligosacaridos

4.3.7.1 Determinacion de la Actividad Prebidtica de Oligosacaridos

en Estudios in vitro.

El potencial prebidtico de los oligosacéridos liofilizados fue evaluado in
vitro por fermentacion discontinua de las muestras por microbiota fecal
humana. Las fermentaciones se monitorearon por consumo de las fuentes
de carbono, la produccién de AGCC, acido lactico y el efecto bifidogénico,

ademas se midi6 el pH y la produccién de gas.

Los in6culos se hicieron a partir de muestras fecales frescas recogidas de
humanos voluntarios sanos, que por lo general ingieren una dieta normal y
no han presentado enfermedades digestivas ni recibido antibidticos durante
al menos 3 meses. Las heces se recogieron en viales estériles, sellados y se
mantuvieron a 37 °C hasta la preparacion de la fermentacion (no mas de 2
horas después de la recoleccion). El inéculo fecal se diluyé en solucién
salina fisiologica reducida (0.5 g/L cisteina—HCI y 8.5 g/L de NaCl) al 10%
p/v. Antes de su uso y durante la preparacion del indculo, se mantuvieron en
anaerobiosis por burbujeo continuo de CO;, y N, a pH 6.8. La suspension se
mezcldé y se homogeneizé durante 2 minutos bajo corriente de CO; y Ny,
después se filtr6 a través de cuatro capas de gasa quirdrgica para eliminar

material solido no disuelto y se transfiri a botellas de suero.
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El medio base de nutriente utilizado en las fermentaciones contiene 5.0
g/L caldo de soya tripticasa (TSB) sin dextrosa, 5.0 g/L bactopeptona, 5.0 g/L
de base de levadura de nitrégeno (YNB), 0.5 g/L clorhidrato de cisteina,
1.0% (v/v) de solucion A (100 g/L de NH4CI, 10 g/L MgCl,.6H,O, 10 g/L
CaCl,.2H,0), solucion de minerales, 0.2% (v/v) de solucion B (200 g/L
KoHPO4.3H,0) v 0.2% (v/v) de 0.5 g/L de solucion de resazurina y se
prepard en agua destilada. El pH final del medio se ajusté a 6.8. El medio se
desoxigena por burbujeo continuo de CO, y N, alicuotas de 8.0 mL fueron
dispensadas en tubos herméticos de cultivo anaerdbico que se sellaron con
tapones de aluminio antes de ser esterilizados en autoclave. Las soluciones
stock de YNB, los oligosacaridos purificados y FOS (control positivo) fueron
esterilizadas por filtracion en botellas herméticas estériles. Las cantidades de
los diferentes componentes del medio final asi como la concentracion del
indculo fecal se adicionaron de acuerdo a la Tabla VII. Todas las adiciones y
las inoculaciones se realizaron en el interior de una campana de
anaerobiosis (5% Ha, 10% CO; y 85% Ny).

TABLA VII

COMPOSICION FINAL DE MEDIO DE CULTIVO UTILIZADO PARA LA
FERMENTACION DE OLIGOSACARIDOS

Componente Concentracién inicial Volumen afiadido  Concentracion final
(g/L) (mL) en el medio (g/L)
Medio base 8
YNB 62.5 0.8
Oligosacéridos 50 1
In6culo fecal 100 0.2

Total --- 10 ---
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Los cultivos se incubaron bajo condiciones anaerobias a 37 °C por 48,

se tomaron muestras a diferentes tiempos a lo largo de la fermentacion.

4.3.7.1.1 Consumo de Oligosacaridos. ElI consumo del OS fue
monitoreado por CLAR-IR. Se analizaron alicuotas de muestras directas de

la fermentacion y a una segunda alicuota se realizé una posthidrolisis.

4.3.7.1.2 Generacion de AGCC vy Lactato. Los productos de

fermentacion fueron analizados por CLAR-IR.

4.3.7.1.3 Efecto Bifidogénico. La cuantificacion de bifidobacterias en
cultivos ditscontinuos se llevd a cabo mediante la técnica de Hibridacion
Fluorescente in situ, usando Bif164, sondas dirigidas a regiones especificas
del gen del ARNr 16S del género de Bifidobacterium marcadas con tinte
fluorescente Cys, la secuencia diana (5-3") fue
CATCCGGCATTACCACCC."? Un mL de cada muestra se centrifugd a
15.000 x g durante 2 minutos para separar la materia particulada, las
muestras se lavaron dos veces con PBS, se centrifugaron y se
resuspendieron en 375 UL de PBS. Las muestras resuspendidas se fijaron
durante la noche en paraformaldehido (4 g paraformaldehido/ 100 g
solucion) a 4 °C en relaciébn muestra / paraformaldehido de 1:3 (v:v). Las
células se lavaron con tampén fosfato (0.1 M, pH 7.0), y se resuspendieron
en 150 pL de PBS y 150 uL de etanol, y se almacenaron a -20 ° C durante al

menos 1 h antes del procesamiento adicional.

En tubos eppendorf de 1.5 mL se prepar6 la solucién de hibridacion que
contenia 500 pL de tampdn de hibridacién (40 mmol/L de Tris-HCI pH 7.2,
1.8 mol/ L de NaCl y 20 mL de una solucién que contiene 100 g de dodecil
sulfato sédico/ L), 160 uL de agua destilada estéril y 40 uL de las células

fijadas.

En un tubo eppendorf se colocaron 5 pL de la sonda (50 ng/L), se
mezclaron con 45 pL de la solucion de hibridacion, se agitaron y se
incubaron durante la noche a 50 ° C.
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En un tubo de centrifuga de 10 mL, se colocaron 5.0 mL de tampon de
lavado (20 mmol/L de Tris-HCI pH 7.2 y 0.9 mol/L de NaCl), se afadio la
mezcla de hibridacion y 20 pL de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 500
ng/mL). La mezcla se incub6 a 50 8383 durante 30 minutos. La mezcla de
lavado se filtr6 a través de filtros Nuclepore Policarbonato 0.20 micras en

vacio.

Los filtros se colocaron en portaobjetos y se cubrieron con cubreobjetos.
Los portaobjetos se almacenaron en la oscuridad a 4 °C durante un maximo
de 3 dias, y se examinaron usando un microscopio de fluorescencia
(Olympus BX41) equipado con Fluorlenses. Se cuantificaron células totales y
células hibridadas por triplicado y se contaron un minimo de 15 campos por

muestra analizada.

Las células se reportaron como Log de células por mililitro mediante la

siguiente ecuacion:**?

(13)

cél

Log—=1L F, « M= N
Ogml og(F,

otal campos Cmadmj

Donde:

e Fta: Factor de dilucion total. = (375/300) * (700/40) * (40/36)

e M: Relacion entre muestra total / muestra hibridada. = (1 mL / 0.040
mL)

e Neampos: NUmero de campos microscopicos. Area de filtro / Area de
objetivo = 201.06 /0.0176715

e Chmedia: Promedio de las células contadas por campo.
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4.3.7.2 Efecto de la Concentracion de Oligosacéridos en la Actividad

Antioxidante.

Las actividades antioxidantes de los AXOS se evaluaron a diferentes
concentraciones a través de los métodos descritos en el apartado 4.3.3.3. La
actividad antioxidante para los ensayos de FRAP y poder reductor se estimé
como el incremento en la absorbancia a 700 y 593 nm, respectivamente. En
los ensayos de TEAC y DFPH, en los que se mide una disminucién en la
absorbancia inicial del reactivo, la actividad antioxidante se expresé como
porcentaje de inhibicion de las especies reactivas de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

(14)

Abs o — Abs_
U4 Actividad antioxidante = r”jzo MUSTE « 100
<

reactivo

Donde:

e Abs: Absorbancia.

4.4 Analisis de Oligosacaridos

Para el andlisis de oligosacaridos se utilizaron técnicas
espectrofotométricas (método del acido 3,5-dinitrosalicilico y método de
Somogyi- Nelson, para determinacion de azucares reductores y el método
fenol-H,SO, para la determinacion de carbohidratos totales) y
cromatograficas (CCF y CLAR).
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4.4.1 AzUcares Reductores
4.4.1.1 Método del Acido 3,5-dinitrosalicilico.

En tubos de 13x100 se colocaron 0.4 mL de cada muestra a analizar y se
le afiadieron 0.4 mL del acido 3,5-dinitrosalicilico. Los tubos con la mezcla
fueron calentados a ebullicion dejando reaccionar durante 5 minutos e
inmediatamente después se pasaron a un bafio de hielo, ahi mismo se
llevaron a 2 mL con agua destilada fria y se agitaron. Finalmente, las
muestras fueron leidas a una longitud de onda de 540 nm en un
espectrofotometro. Un blanco fue preparado sustituyendo la muestra por 0.4
mL de agua destilada. Para determinar la concentracion de azucares
reductores a través de los datos de absorbancia de las muestras, se prepar6
una curva estandar utilizando soluciones de xilosa en un intervalo de

concentracién de 0.0 a 0.1 g/L.**

4.4.1.2 Método de Somogyi- Nelson.

En un tubo se colocaron 3 mL de muestra y 3 mL de reactivo de Somogyi,
se homogenizaron e incubaron en un bafio de agua hirviendo durante 20
minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, las muestras se dejaron enfriar y
se afadieron 2 mL de Reactivo de Nelson y 5 mL de agua destilada. Las
muestras se homogenizaron y se midié la absorbancia a una longitud de
onda de 540 nm. El blanco se preparé con agua destilada. Para determinar
la concentracibn de azlcares reductores a través de los datos de
absorbancia de las muestras, se prepardé una curva estandar utilizando

soluciones de xilosa en un intervalo de concentracion de 0.0 a 0.1 g/L.}3* 1%
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4.4.2 Carbohidratos Totales

Los carbohidratos totales se determinaron a través del método fenol-
H.SO, reportado por Dubois y col. (1956). En un tubo se colocaron 0.4 mL
de muestra, 0.1 mL de fenol 8% y 1 mL de H,SO, concentrado. La mezcla
se agitd y se dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, la mezcla se agitoé vigorosamente y se dejo reposar por 20
minutos a temperatura de 25-30 °C. La absorbancia de la muestra se midio a
490 nm. El blanco se prepar6 con agua destilada. Para determinar la
concentracion de carbohidratos totales a través de los datos de absorbancia
de las muestras, se preparé una curva estandar utilizando soluciones de

xilosa en un intervalo de concentracién de 0.0 a 0.01 g/L.**

4.4.3 Cromatografia en Capa Fina

En la determinacion de oligosacéridos por CCF se utilizaron placas de
silica gel. Las fases moviles utilizadas contenian acetato de etilo-acido
acético-agua (2:2:1 v/v). Posteriormente se empled acetato de etilo-acetona-
agua en proporciones (2:5:1 v/v). Se utilizé a-naftol en etanol, H,SO, y agua

(8:1:1 v/v) como revelador. El revelado de las placas se realiz6 a 100 °C.

4.4.4 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
4.4.4.1 CLAR- IR.

Para el anadlisis de azucares por CLAR con detector de indice de

refraccion se utilizaron tres métodos diferentes:

1. Una columna Agilent Zorbax para carbohidratos. La fase movil utilizada
fue acetonitrilo-agua (75:25) con un flujo de 0.8 mL/min a temperatura

ambiente.
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2. Una columna Aminex HPX-87H (BioRad, Hércules, CA), 300 x 7.8 mm
en horno a 60 °C, se utiliz6 H,SO,40.003M como fase moévil a un flujo de
0.6 mL/min.

3. Una columna CARBOsep CHO 682 (Transgenomic, Glasgow, UK), 300
mm X 7.8. Esta columna es sensible a pH acidos por lo que las muestras
fueron neutralizadas con carbonato de bario antes de ser filtradas a
través de membranas de 0.45 micras de acetato de celulosa. La
columna se oper6 a 80 °C. Se utilizd agua destilada como fase movil con

un flujo de 0.4 mL / min.

4.4.4.2 CLAR- DAD.

Los compuestos fendlicos fueron analizados por CLAR con detector de
arreglo de diodos (DAD). La columna utilizada fue Waters Spherisorb ODS-2
(5 micras, 250 mm x 4.6 mm). La composicion de la fase mévil varié de
acuerdo con un gradiente de disolvente A (acetonitrilo / 5% (v / v) de acido
férmico en agua, 10:90) y el disolvente B (acetonitrilo / 5% (v / v) de acido
férmico en agua, 90:10) a 0 min, 100% de A; 40 min, 85% de A, 15% de B;
45 min, 100% de B; 55 min, 100% de B; 60 min, 100 % de A. El flujo fue de 1

mL / min a temperatura de 30 °C.
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4.5 Analisis Estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Se utilizo
estadistica descriptiva como medias * desviacion estandar (DE). El analisis
estadistico se realiz6 utilizando el software Statgraphics Centurion. Los
valores de p se utilizaron para determinar las diferencias significativas entre
los tratamientos mediante ANOVA simple y multifactorial segun se diera el
caso. Posteriormente, se utilizd6 una comparacion mdultiple de medias de la
prueba de la diferencia menos significativa (LSD) de Fisher para determinar

las diferencias.

4.6 Disposicion de Residuos

Los residuos generados durante el desarrollo experimental de este
proyecto fueron dispuestos en contenedores especificos de acuerdo a lo
establecido por el Departamento de Residuos de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

5.1 Hidrdlisis Biologica

5.1.1 Pericarpio de Maiz Nixtamalizado

La nixtamalizacibn provoca cambios en la composicién quimica del
pericarpio de maiz, estas modificaciones estan fuertemente asociadas con
las condiciones del proceso.'®*” En la produccién de oligosacaridos a partir de
MLC es de importante conocer la composicién de la materia prima empleada
debido a que la actividad bioldgica y las caracteristicas estructurales de los
oligosacaridos obtenidos dependen del xilano original presente en la
biomasa a utilizar y de las condiciones operativas de obtencién.**

A pesar de la disponibilidad del PMN, la empresa no proporciona datos
del proceso del cual proviene, por lo que la composicion de los lotes de PMN
provenientes de diferentes procesos de nixtamalizacion (PMN-A y PMN-B)
se analizo. Los resultados obtenidos se muestran en la TABLA VIII 8 (pp.
71).
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TABLA VIII

COMPOSICION DEL PERICARPIO DE MAIZ NIXTAMALIZADO
(Expresado como g/100 g materia seca)

Componente PMN-A PMN-B
Glucano (almidén, celulosa, B-glucano) 45.32 + 2.21°% 47.72 + 2.28%
Hemicelulosa
Xilano 23.71+0.60° | 2255+ 1.51°
Arabinano 11.23 + 0.29° 10.46 + 1.09°
Lignina 13.88 + 0.54° 14.16 + 0.71°

Letras mindsculas en superindices indican diferencias significativas (p > 0.05), media + DS, n = 3.

Como se puede observar, los datos de los componentes principales
fueron similares y no fueron significativamente diferentes. Ademas, como
era de esperarse segun los reportes en la literatura, el tipo de hemicelulosa
encontrado en el PMN fue arabinoxilano.®® Por tanto, la hemicelulosa se
midid en términos de xilano y arabinano. El contenido en arabinosa es
comparativamente alto en los materiales agricolas, la relacion
arabinosa:xilosa (Ara:Xil) indica el grado de ramificacion. Una alta
proporcién de arabinosa sugiere que se trata de una cadena polimérica muy
ramificada.®® Las relaciones de Ara:Xil de los PMN-A y PMN-B fueron 0.47 y
0.46, respectivamente, lo cual indica que el PMN presenta un grado

relativamente alto de ramificacion.'?®

5.1.2 Solubilizacién de Hemicelulosa

La estrategia para la obtencion de oligosacarido depende del origen de la
materia prima. El PMN es un pericarpio procesado, su hemicelulosa
posiblemente se encuentre accesible para ser hidrolizada por tratamientos
enzimaticos directos o las condiciones fisico-quimicas de obtencion seran
relativamente suaves. Con este supuesto, la solubilizacion de la

hemicelulosa se inici0 a través de un proceso de autohidrélisis utilizando
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una autoclave.

5.1.2.1 Autohidrélisis en Autoclave.

Para la extraccion de la hemicelulosa se realizo la solubilizacion de dos
tipos de pericarpio de maiz nixtamalizado (PMN-A y PMN-B) en una
autoclave a 24 Lbgin®. La concentracion de carbohidratos totales y la
concentracion de azucares reductores se midieron a diferentes tiempos. Los
resultados para los pericarpios PMN-A y PMN-B se muestran en la Figura
5.1 (pp. 73). Los carbohidratos totales indican la solubilizacién de la
hemicelulosa y se puede apreciar que conforme se va solubilizando también
se va hidrolizando parcialmente, es decir, se van generando extremos
reductores ocasionados por una disminucion del peso molecular indicando
una prehidrélisis que se puede medir con el incremento en la concentracion

de azucares reductores.

Por otra parte, se puede observar que los dos tipos de pericarpio
presentan comportamiento diferente, el PMN-B tiene una mayor pendiente
lo que indica que se solubiliza mas rapidamente, ademas pareciera que
llega a una meseta donde la solubilizacion se detiene; sin embargo,
contintia existiendo prehidrolisis debido a que la concentracion de azucares

reductores sigue en aumento.
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Figura 5.1 Cinética de hidrélisis del pericarpio de maiz nixtamalizado a 24Lby/in?.
A. PMN-A B. PMN-B. m Carbohidratos totales e AzUcares reductores

Otro aspecto a evaluar durante el proceso de solubilizacion de la
hemicelulosa fue la pérdida de acido ferulico. Esto se determind midiendo la
concentracion de fenoles totales y tomando como un 100% la concentracion

total de acido ferulico presente en el PMN.

Azucares reductores (g/L)

Azucares reductores (g/L)
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En la Figura 5.2 se presentan las graficas para el pericarpio PMN-A y
PMN-B. Se puede apreciar que la pérdida de acido ferulico por el proceso
de solubilizacién es minima y no existe diferencia significativa a través del
tiempo; sin embargo, no se incremento el tiempo de solubilizacion para no
sobrecargar el equipo, por esta razén se decidio llevar a cabo el proceso

durante 3 horas.

100 - 100
90
80 80
70 70
S 3
2 60 2
8 8
3 %0 E
e -
8 40 S 4
Q o
< <
30 30
20 20
10 10
0 0
0 30 60 90 120 150 180 0 30 €0 90 120 150 180
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 5.2 Efecto del tiempo de solubilizacion en autoclave del PMN sobre la
pérdida de acido ferulico a 24Lbdin%. A. PMN-A B. PMN-B. Fenoles totales como
equivalentes de acido ferulico (g/L). (p < 0.05); n=3.

Después del periodo de solubilizacion, la hemicelulosa se precipitd
y el sdlido obtenido se liofilizd, obteniendo aproximadamente un 5% (p/p) de
precipitado para ambos pericarpios. Este porcentaje es bajo respecto al total
de hemicelulosa presente en el PMN. Por esta razén, se decidié analizar

diferentes procesos de solubilizacion alcalina.
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5.1.2.2 Tratamiento Alcalino.

Se probaron seis métodos diferentes de tratamiento alcalino. Los
porcentajes de hemicelulosa obtenidos para los dos tipos de pericarpio son
similares por lo que solo se presentan los resultados del pericarpio PMN-A,

los cuales se muestran en la Figura 5.3.

Hemicelulosa (%)
N
o

-
o

b M3 b ma

Método utilizado

Figura 5.3. Comparacion del rendimiento de hemicelulosa obtenido con los
diferentes métodos de tratamiento alcalino para el PMN-A.

Letras minusculas en superindices indican diferencias significativas (p > 0.05), media + DS, n = 3.

Se puede observar que los métodos M1 y M2 (ver apartado 4.2.2.2) son
los que presentan mayor porcentaje de hemicelulosa recuperada, alrededor
de un 35%. Ambos métodos se caracterizan por tener un periodo de
solubilizacién de 3 horas en autoclave a 24Lby/in? a priori al tratamiento
alcalino, el cual en ambos casos tiene la misma concentracion de alcali. La

diferencia entre ellos es que en el M1 se utiliz6 ademas NaBH,.
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Tras este tratamiento, se determiné la pérdida de &cido ferdlico. La
Figura 5.4 muestra el contenido de acido feralico en el pericarpio PMN-A. Se
puede apreciar que con el M1 existe mayor pérdida de acido ferulico que
con el M2. Por lo cual se decidi6 utilizar el M2 como segundo tratamiento de
obtencién de hemicelulosa, el cual consistié en un proceso de autohidrélisis
en el autoclave a 24 Lby/in? por 3 horas y una extraccién alcalina con NaOH
al 24% a 35 °C por 3 horas.

100

Acido ferulico (%)
[e)]
o

b M2 © M3 ‘M4 M5 < M6
Método utilizado

Figura 5.4. Comparacioén del rendimiento de acido ferulico obtenido con los

diferentes métodos de tratamiento alcalino para el PMN-A.
Letras mindsculas en superindices indican diferencias significativas (p > 0.05), media + DS, n = 3.

Para los experimentos de obtencién de oligosacaridos se utilizaron los
dos tipos de hemicelulosa obtenidos, la proveniente del tratamiento
autohidrolitico en autoclave y la del tratamiento alcalino, de ambos tipos de
pericarpio.
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5.1.3 Obtencion de Oligosacaridos

Aunque los rendimientos obtenidos en la autohidrdlisis (autoclave)
fueron bajos, la hemicelulosa obtenida en este proceso y la del proceso
alcalino de ambos tipos de pericarpio, fueron sometidos a un proceso de
hidrolisis enzimatica con el fin de obtener oligosacaridos. Para lo cual se

utilizaron endoxilanasas comerciales.

5.1.3.1 Hidrolisis enzimética.

Se realizaron reacciones enzimaticas con la enzima Veron 191
(Paniplus). La reaccion enzimatica con la enzima Veron 191 utilizando como
sustrato la hemicelulosa proveniente del tratamiento alcalino, se muestre6
cada hora durante un periodo de 10 horas y el seguimiento de la reaccion
se llevo a cabo por CCF; sin embargo, no se apreciaron productos de esta
reaccion. A pesar de que la hemicelulosa solubilizada por el método alcalino
se obtuvo con un rendimiento siete veces mayor a la obtenida a través del
tratamiento autohidrolitico en la autoclave, resultdé ser sustrato con poca
afinidad para las enzimas utilizadas, posiblemente debido al niumero de
ramificaciones que impidieron su hidrélisis y a que la mayoria de las
endoxilanasas son estéricamente impedidas por los sustituyentes de la
cadena principal del xilano evitando la formacion del intermediario enzima-
sustrato.'0%1%4

Asi mismo, se realiz6 la reaccidn enzimatica entre la enzima Veron 191
y la hemicelulosa proveniente del tratamiento autohidrolitico en autoclave,
se tomo6 muestra cada hora durante las primeras 15 horas de reaccién, se
evalu6 la liberacibn de azucares reductores y se analizd6 por CCF
utilizandose estandares de arabinosa, celobiosa y xilosa. Los resultados
para los pericarpios PMN-A y PMN-B se muestran en la Figura 5.5 (pp. 78).
Las muestras antes de ser analizadas por CCF recibieron un tratamiento de
purificacion en el cual se precipitaron los compuestos de alto peso molecular

con etanol frio.
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Condiciones de reaccién: 1.1 U/mL, 40 °C, pH 5.4, sustrato 2%
Fase estacionaria: Silica gel

Fase mavil: Acetato de etilo — &cido acético — agua (2:2:1 v/v)
Revelador: a-naftol en etanol, H,SO, y agua (8:1:1 v/v)

PM{\I-A
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Celobiosa
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|

gura 5.5 Comparacion de las cinéticas de reaccion enzimética de la hemicelulosa
proveniente del tratamiento autohidrolitico con la enzima Veron 191.
A. PMN-A B. PMN-B.

Como se puede apreciar, la liberaciébn de azlcares de la hemicelulosa
proveniente del tratamiento autohidrolitico en autoclave de ambos tipos de
pericarpios sucede en las primeras horas de reaccion, ademas se obtiene
para ambos casos un solo producto de mayor polaridad que la xilosa y
conforme pasa el tiempo no hay mayor generacion de productos. Por lo
tanto se puede concluir que el tiempo no intervino con el tipo de producto
obtenido.

También se realizé una reacciébn con mayor concentracion de enzima
Veron 191. El seguimiento de la reaccion se realiz6 por CCF. La placa se
muestra en la Figura 5.6 (pp. 79) en la cual se puede observar que al
incrementar la cantidad de enzima también se incrementan los productos
obtenidos y el compuesto generado con anterioridad se aprecia en mayor
concentracion.
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Condiciones de reaccion: 2.2 U/mL, 40 °C, pH 5.4, sustrato 2%
Fase estacionaria: Silica gel

Fase mavil: Acetato de etilo — &cido acético — agua (2:2:1 v/v)
Revelador: a-naftol en etanol, H,SO, y agua (8:1:1 v/v)

PM{\I-A PMN-B

Xilosa
Glucosa
Arabinosa

Celobiosa
productos

0 3 6 1224 0 3 6 12 24
Tiempo (h)

Figura 5.6 Placa cromatografica del seguimiento de la reaccion enzimética de la
hemicelulosa proveniente del tratamiento autohidrolitico con mayor cantidad de
enzima Veron 191.

La reaccion de hidrdlisis enzimética con la enzima Veron 191 en
condiciones Optimas realiza cortes especificos cada dos unidades
monomericas, sin embargo, el aumento en la concentracion de enzima
resulta en un aumento en los productos obtenidos, lo que sugiere que en el
sustrato hay mas sitios disponibles para el ataque enzimatico. Por otra
parte, la generacion de otros productos se puede deber a que las enzimas
comerciales utilizadas son concentrados enzimaticos, no son enzimas
puras, en donde pueden estar presentes endoxilanasas con diferente tipo de
especificidad que estén generando oligosacaridos de diferente grado de
polimerizacion y que en las reacciones con menor cantidad de enzima estos
compuestos de menor concentracion no alcanzan a ser detectados por los

analisis cromatograficos.
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Las muestras tomadas se analizaron por CLAR. En la Figura 5.7 se
presentan los cromatogramas de la hidrdlisis enzimatica de la hemicelulosa
del pericarpio PMN-A. Se puede observar que el compuesto obtenido se
detecta a las 6 horas de reaccion y tiene un tiempo de retencion de 9.25
min. Este tiempo de retencion es mayor al tiempo de retencién de los
estandares de monosacaridos de pentosas (xilosa y arabinosa) y hexosas
(glucosa y galactosa); y es menor al tiempo de retencion de celobiosa, un
disacarido de hexosa, lo que sugiere que el compuesto obtenido
probablemente se trate de un disacarido de pentosas. Los tiempos de
retencion de los estdndares analizados se muestran en la Figura 5.8 (pp.
81).
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—+— ——— Ll ]
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Figura 5.7 Cromatograma de CLAR. Reaccion enzimatica de la hemicelulosa
proveniente del tratamiento autohidrolitico del PMN-A con mayor cantidad de
enzima. Columna Agilent Zorbax para carbohidratos, fase mévil acetonitrilo-agua (75:25), flujo 0.8 mL/min.
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Figura 5.8 Cromatograma de CLAR. Estdndares de carbohidratos. columna Agilent
Zorbax para carbohidratos, fase movil acetonitrilo-agua (75:25), flujo 0.8 mL/min.

En la Figura 5.9 se muestran los cromatogramas del pericarpio PMN-B,
donde se puede apreciar el producto obtenido, el cual aparece en el mismo
tiempo de retencidbn que el compuesto que se obtiene con el pericarpio
PMN-A; sin embargo, este se detecta a las 3 horas de reaccioén. Ademas se

aprecia una mayor generacion de monémeros conforme pasa el tiempo.
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Figura 5.9 Cromatograma de CLAR. Reaccién enzimatica de la hemicelulosa
proveniente del tratamiento autohidrolitico del PMN-B con mayor cantidad de
enzima. Columna Agilent Zorbax para carbohidratos, fase mévil acetonitrilo-agua (75:25), flujo 0.8 mL/min.
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Aparentemente, el PMN-B es méas rédpidamente hidrolizado por la
enzima, a las 3 horas de reaccidn se genera un compuesto mientras que
con el pericarpio PMN-A, el compuesto es generado hasta las 6 horas de
reaccion bajo las mismas condiciones. También presenta mayor generacion
de monomeros. Lo anterior sugiere que el PMN-B proviene de un proceso
de nixtamalizacion mas severo, es decir, es un pericarpio mas procesado
que el PMN-A.

5.1.3.2 Obtencion y Purificacion de Oligosacérido.

Se realiz6 una reaccion enzimética de la hemicelulosa proveniente del
tratamiento autohidrolitico del pericarpio PMN-A catalizada por la enzima
Veron 191. El tiempo de reacciéon fue de 12 horas. EI compuesto obtenido
se sometid a un tratamiento de purificacion con etanol frio para precipitar los
compuestos de alto peso molecular y se pasé a través de una columna
cromatografica de gel de silice. El rendimiento del producto obtenido fue de
67% respecto al sustrato utilizado en la reaccién. En la figura 5.10 se
muestra una placa cromatografica donde se aprecia la formacion del

producto de mayor polaridad que la xilosa.

Condiciones de reaccién: 1.1 U/mL, 40 °C, pH 5.4, sustrato 2%
Fase estacionaria: Silica gel

Fase mavil: Acetato de etilo — acetona — agua (2:5:1 v/v)
Revelador: a-naftol en etanol, H,SO, y agua (8:1:1 v/v)

1. Arabinosa. —
2. Celobiosa. |
3. Reaccion a los 0 minutos.

4. Producto de la reaccién a 12 horas con
tratamiento de purificacion con etanol frio. .

——

5. Producto de la reaccion a 12 horas con
tratamiento de purificacion con etanol frio

después del paso a través de la columna.
6. Xilosa.

7. Glucosa

Puntode ® 1
aplicacion
E 3 4

1) 5 (SRR

Figura 5.10 Placa cromatogréfica de la reaccién enzimatica de la hemicelulosa
proveniente del tratamiento autohidrolitico con la enzima Veron 191.
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El Rf del producto obtenido fue de 0.29, éste es diferente a los Rf de los
estandares de monosacéridos (xilosa 0.58, arabinosa 0.47 y glucosa 0.41)
pero es similar al Rf de celobiosa (0.29); sin embargo, en el analisis por
HPLC, la celobiosa y el producto obtenido eluyeron a diferente tiempos de
retencion. La técnica de HPLC es mas sensible que la TLC, siendo mas

probable que sea un disacarido de pentosas.

5.1.3.3 Caracterizacion Parcial del Oligosacarido Obtenido con la
Enzima Veron 191.

El compuesto purificado se analizé por cromatografia de intercambio
i6nico. El cromatograma del compuesto y una mezcla de estandares de
XOS (GP 2, 3y 4) se muestran en la Figura 5.11. Como se puede apreciar,
los resultados del perfil de eluciébn sugieren que el compuesto es un
trisacarido, sin embargo en los analisis anteriores por HPLC los resultados

nos indicaron que el perfil de elucién correspondia a un disacérido de

pentosas.
X3
3000000 lx4
X2 l 500
S 2500000 l \
- |
[%] |
2 . <— Mezcla de XOS 300
S 2000000 * l
)
h | 100
& 1500000 . |
Q
2
@ 1000000 100
o <«— Producto
500000 -300
0 _L.__/L /\__/«ltﬂu‘ - 2500

0.0 8.4 16.7 25.0 33.4 41.7 50.0 58.4
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Figura 5.11 Perfil de elucion de producto por medio de cromatografia de

intercambio i6nico. Columna CarboPac, 250 x 2 mm, fases moviles A (agua destilada), B (0.2 M NaOH), y
C (NaOAc 2 M en 0.2 NaOH), flujo de 1 mL / min.

Respuesta del detector
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5.2 Hidrdlisis Fisico-quimica

5.2.1 Pericarpio de Maiz Nixtamalizado

Los problemas presentados en la obtencién de la hemicelulosa y
produccion de OS por medio de la autohidrolisis en autoclave y tratamiento
alcalino indicaron que era necesario un mayor conocimiento de la
composicién del PMN y que se requeria trabajar a temperaturas mas altas,

lo cual se pudo lograr utilizando un reactor Parr.

Para trabajar con el reactor Parr fue necesario un mayor volumen de
PMN por lo que se utiliz6 PMN proveniente de otro lote (PMN-C). La
composicién del PMN-C fue analizada, los resultados se muestran en la
TABLA IX (pp. 85). El tipo de hemicelulosa del PMN es arabinoxilano, en
este caso la hemicelulosa se midi6 en términos de xilano, arabinano y
sustituyentes de grupos acetilo, lo cual representé 41.94 g/100 g de peso
seco del PMN. A pesar de gque el contenido de hemicelulosa en el PMN fue
menor al reportado para el pericarpio de maiz intacto (49.9 g/100 g), esta
cantidad fue superior al de otras materias primas lignocelulésicas de

cereales y otros residuos de maiz, como las mazorcas de maiz.*?* 141142
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TABLA IX

COMPOSICION DEL PERICARPIO DE MAIZ NIXTAMALIZADO PMN-C.
(Expresado como g/100 g materia seca)

Componente Pericarpio de maiz

nixtamalizado

Celulosa 18.73+0.81
Almidén 13.13+1.75
Xilano 26.56 + 0.67
Arabinano 13.01 +1.09
Grupos acetilo 2.37+0.33
Lignina de Klason 4.67 +0.18
Acidos urénicos 2.76 + 0.33
Acido ferulico 0.79 + 0.03
Ceniza 2.72 + 0.03
Proteina 5.56 + 0.28
Extractos 8.81 + 0.05
Otros 0.89

Media + DS; n=3.

La relacion de Ara:Xil fue de 0.49 lo cual indica que tiene un alto grado
de ramificacion, y que aproximadamente por cada dos unidades de xilosa
existe una unidad de arabinosa, esto dificulta los procesos de obtencién a
través de hidrélisis enzimaticas al no permitir un facil acceso de las enzimas
a la cadena principal del AX.*®® Lo cual se relaciona con los resultados
obtenidos con los pericarpios PMN-A y PMN-B.

Los siguientes componentes en términos de abundancia fueron celulosa
y almiddn. El contenido de lignina fue relativamente bajo. El acido ferdlico
(AF) es el principal compuesto fendlico presente en el maiz, el PMN

present6 0.79%.
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El contenido de acidos organicos como acético y urdnico, asi como el
acido ferulico, son menores a los reportados para el pericarpio de maiz
intacto y para otros residuos de maiz como las mazorcas. Esto se puede
atribuir al tipo de proceso del que proviene el PMN, el cual como ya se
mencionod es un cocimiento a pH alcalino que provoca la saponificacién de
estos compuestos.

El bajo contenido de grupos acético y urénico provoca que los procesos
de obtencién por métodos autohidroliticos requieran temperaturas mas
elevadas, debido a que estos grupos son los responsables de la actividad
hidrolitica al proporcionar iones hidronio y favorecen la solubilizacion de la
hemicelulosa en condiciones suaves. Por este motivo, no se logré obtener

buenos rendimientos con el proceso de autohidrélisis en autoclave.®*®

5.2.1.1 Contenido en Almidon.

El almidon se solubiliza a temperaturas por debajo de los 100 °C, si éste
no es eliminado antes del proceso de autohidrdlisis, los oligosacaridos
obtenidos estaran acompafados de una proporcion relativamente alta de
productos no deseados para el objetivo del estudio, provocando que la
purificacion adicional de los oligosacaridos sea dificil y costosa. Por esta
razén fue necesario eliminar el almidén antes de la solubilizacién de la

hemicelulosa.'*?

Para eliminar el almidon se realiz6 un tratamiento autohidrolitico no
isotérmico hasta 130 °C. La composicién del sélido después del primer
tratamiento se muestra en la TABLA X (pp. 87). Se puede apreciar que el
contenido de almidén casi disminuye en su totalidad y los componentes
sensibles a este primer tratamiento disminuyen ligeramente en su
proporcion; sin embargo, aquellos que no sufren alteracion se ven

incrementados con respecto al PMN original.
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TABLA X

COMPOSICION DE LOS SOLIDOS GASTADOS DESPUES DEL
PRETRATAMIENTO A 130°C

(Expresado como g/100 g materia seca)

Componente PMN (después del
primer tratamiento
acuoso a 130°C)

Celulosa/ B-Glucano 23.89 + 0.08
Almidén 0.77 + 0.00
Xilano 29.57 +0.13
Arabinano 13.40 + 0.17
Grupos acetilo 0.45 + 0.08
Lignina de Klason 8.50 + 0.03
Acidos urénicos 4.20 + 0.49
Acido ferulico 0.92 + 0.01
Ceniza 2.93 +0.02
Proteina 450 + 0.27
Extractos 3.22+0.21
Otros 7.65

Media + SD; n=3.
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5.2.2 Evaluaciéon de RLS sobre la Solubilizacién de la Hemicelulosa por

Procesos Autohidroliticos no Isotérmicos

La hidrdlisis de los materiales lignocelulésicos es un proceso complejo.
Entre los factores que influyen en la cinética del proceso se encuentran el
tamafo de particula, la relacion liquido-solido, la temperatura y el tiempo de
reaccion.’® En el presente trabajo, se evaluaron las RLS 8:1, 10:1y 12:1 g
de agua / g de materia seca a diferentes temperaturas.

En los procesos autohidroliticos no isotérmicos, el tiempo de reaccion es
variable, debido a que es determinado por el tiempo necesario para alcanzar
la temperatura deseada. Para conocer el periodo de tiempo requerido para
alcanzar las temperaturas contempladas en el presente trabajo y poder
calcular los factores de severidad de los procesos autohidroliticos se realiz6
el perfil de temperatura de los mismos contra el tiempo, el cual se muestra
en la Figura 5.12

240

Temperatura (°C)
—_ —_ n
0] N (2] o
o o o o

S
o

0 5 10 15 20
Tiempo (min)

Figura 5.12 Perfil de temperatura de los procesos autohidroliticos.
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El perfil indica que las temperaturas del proceso de autohidrdlisis
evaluadas se alcanzan en un periodo corto de tiempo, el cual es menor a 15

minutos.

Los factores de severidad entre mayores sean causan mayor
solubilizacion de hemicelulosa; sin embargo, durante el proceso de
autohidrdlisis se alcanza un punto donde ademdas de solubilizar le
hemicelulosa, los oligosacaridos liberados son hidrolizados a sus
monomeros, por lo que el objetivo es buscar el mayor rendimiento de
oligosacaridos en los licores de autohidrdlisis con la menor cantidad de
monomeros, y no la mayor solubilizacion de hemicelulosa durante el

proceso.%® 9

5.2.2.1 Generacién de Oligosacaridos.

Los oligosacéaridos se obtuvieron mediante la solubilizacion selectiva de
la hemicelulosa realizada por autohidrdlisis no isotérmica. La dependencia
de los rendimientos de oligosacéaridos, monosacaridos y productos de la
degradacion de azucar para las RLS 8, 10 y 12 (p/p) se muestran en las
Figuras 5.13 (pp. 90), 5.14 (pp. 91) y 5.15 (pp.92), respectivamente.
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Figura 5.13 Dependencia del rendimiento de los productos de autohidrolisis no
isotérmica del PMN sobre el factor de severidad con RLS 8 (p/p). ¢ AXOS, m GOS, o

Xilosa, o Glucosa, ¥ Arabinosa, X Acido acético, A HMF, ¢ Furfural.
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Figura 5.14 Dependencia del rendimiento de los productos de autohidrdlisis no
isotérmica del PMN sobre el factor de severidad con RLS 10 (p/p) e AXOS, m GOS, o
Xilosa, o Glucosa, * Arabinosa, X Acido acético, A HMF, ¢ Furfural
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Figura 5.15 Dependencia del rendimiento de los productos de autohidrdlisis no

isotérmica del PMN sobre el factor de severidad con RLS 12 (p/p). ¢ AXOS, m GOS,
o Xilosa, o Glucosa, ¥ Arabinosa, X Acido acético, A HMF, ¢ Furfural.
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Los AXOS fueron el componente principal solubilizado en todos los
tratamientos. Ademas de AXOS, la fraccion de oligosacarido incluye una
minima proporcion de GOS probablemente derivados de almidon residual,
B-glucano o celulosa de bajo peso molecular presente en el PMN. El efecto
de la temperatura sobre el rendimiento de solubilizacion de oligosacaridos
mostré el mismo patron de variacién en las tres relaciones liquido-solido
consideradas. Los rendimientos de GOS no muestran diferencias

estadisticas entre las RLS utilizadas (p <0.05).

Los rendimientos mas altos de AXOS para las RLS 8, 10 y 12 p/p se
observaron a 210, 207 y 205 °C, respectivamente. Estas temperaturas son
ligeramente superiores a las reportadas para otros residuos de maiz como
mazorcas de maiz, esto se puede atribuir a que este residuo posee una
composicién diferente del PMN. Aunque la hemicelulosa es mas abundante
en el PMN, el contenido de los grupos acetilo y urénicos, que influyen en el
proceso de autohidrodlisis, es menor en comparacion con la concentraciéon

reportada en las mazorcas de maiz.**

Los factores de severidad calculados para las temperaturas de mayor
rendimiento de AXOS fueron log R,= 3.58, 3.47 y 3.40 (R, en minutos),
estos fueron inversamente proporcionales a las RLS estudiadas. Lo anterior
indica que una proporcion menor de agua requiere temperaturas mas
elevadas para obtener los maximos rendimientos. El rendimiento de AXOS
con la RLS 8 p/p fue significativamente diferente de las RLS 10 y 12 p/p,
mientras que en estas dos Ultimas RLS no hubo diferencias significativas (p
<0.05).
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Respecto a la liberacion de mondémeros, la generacion de arabinosa fue
mas rapida que la xilosa por ser un sustituyente de la cadena principal de
xilano. Los productos de degradacion de monosacaridos, furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), fueron producidas en cantidades minimas.
Mientras que la concentracion de HMF fue insignificante, la generacion de
furfural aumento con la temperatura y RLS utilizada. La generacion de estos
productos no fueron significativamente diferentes (p <0,05), excepto para la

generacion de furfural entre RLS 8y 12 p/p.

Las concentraciones limitadas de monosacéridos y la alta concentracion
de AXOS siguieren un alto grado de conversion del arabinoxilano en los
compuestos deseados lo que confirma la idoneidad de las condiciones
operativas de autohidrolisis. El rendimiento fue mayor que reportes de otros
residuos de maiz, como mazorcas de maiz utilizando autohidrolisis,
probablemente porque el PMN contiene méas hemicelulosa para ser
transformado AXOS, y menos lignina que puede obstruir la separacion de

las cadenas de hemicelulosa de la matriz de la pared celular.**

5.2.2.2 Contenido Fendlico.

Con el fin de evaluar la presencia de AF en los licores de autohidrolisis
se determiné el contenido fendlico solo para las RLS 8 y 10, debido a que
entre las RLS 10 y 12 no existe diferencia significativa en el rendimiento de
AXOS.

El contenido fendlico se midié en los licores de autohidrdlisis, ademas se
realizaron extracciones liquido-liquido con acetato de etilo y se determiné el
contenido de fenoles en los extractos. Los resultados se muestran en la
TABLA Xl (pp. 95).
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TABLA Xl

RENDIMIENTO DE COMPUESTOS FENOLICOS Y COMPUESTOS SOLUBLES
EN ACETATO DE ETILO EN LOS PROCESOS AUTOHIDROLITICOS NO
ISOTERMICOS CON RLS 8 Y 10 (p/p).

Hidrolizado Extractos procesados
T (°C) / Factor de CF SSAE FSAE CFE
severidad (Log Ro)
(g GAE/100 g PMN) (g extracto / 100 g PMN) (g GAE /100 g PMN) (g GAE /g extracto)
RLS 8 (9/g)
195/3.12 1.01 +0.04* 0.36 +0.01 0.04 + 0.00* 0.10 +0.05
200/3.32 1.01 +0.01* 0.33+0.03 0.08 + 0.02 0.23+0.05
205/3.52 1.25+0.01 0.39+0.04 0.09 +0.01 0.24 +0.02
210/3.58 1.63 + 0.08 0.49 +0.04 0.13+0.01 0.26 +0.09
215/3.73 1.88 +0.01* 0.65 +0.01 0.16 + 0.02* 0.25 +0.05
220/3.96 2.25 + 0.05* 1.50 + 0.00 0.34+ 0.02* 0.22 +0.08
RLS 10 (g/g)
200/ 3.27 1.44 +0.01* 0.41+0.01 0.16 + 0.01* 0.388 + 0.02
203/3.39 1.59 +0.02 0.46 +0.01 0.15 +0.00 0.323 +0.02
205/3.44 1.64 + 0.05 0.50 + 0.02 0.23+0.01 0.451 + 0.06
207/ 3.47 1.77 + 0.05* 0.55+0.01 0.19+0.01 0.337 + 0.06
210/3.58 1.93 + 0.08 0.68 +0.01 0.21 + 0.01* 0.310 + 0.06
212 /3.62 2.03 + 0.04* 0.84 +0.04 0.26 + 0.00 0.332 +0.08
220/3.74 2.66 + 0.03* 1.14 +0.02 0.75 + 0.01* 0.320 + 0.06

Media + DS; (*) Diferencia significativa (p < 0.05); n=3.
CF. Compuestos fendlicos

SSAE. Sdlidos solubles en acetato de etilo

FSAE. Fenoles Solubles en acetato de etilo

CFE. Compuestos fendlicos en el extracto

Como se puede observar, independiente de la RLS utilizada, la
solubilizacion de compuestos fendlicos (CF y FSAE) en licores de

autohidrdlisis aumento con la temperatura.
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Los fenoles presentes en los licores de autohidrolisis podrian estar libres
o unidos covalentemente a azucares.!*® La solubilizacién en disolventes
organicos depende del tamafio de la cadena de azicar.**'** La
recuperacion de compuestos fenodlicos en los extractos (FSAE) fue de
aproximadamente 5-15 %, lo que indica que el resto se encuentra unido a
azucares de alto peso molecular que no tienen afinidad con el acetato de
etilo y que la autohidrolisis también resulté en la liberacion de compuestos
no fendlicos solubles en acetato de etilo.'®® El rendimiento de SSAE fue
limitado para los experimentos a temperaturas en el rango de 195-215 °C, y
aumentaron notablemente en el experimento llevado a cabo a 220 °C hasta
llegar a 1.5 g/100 g de PMN para RLS 8y 1.1 g/100 g de PMN para RLS 10;

sin embargo, estos resultados no presentaron diferencias estadisticas.

La relacion entre los compuestos fendlicos con el extracto de acetato de
etilo (CFE) se mantuvo constante, lo que indica que a temperaturas mas
altas hay una mayor extraccién de compuestos fendlicos porque hay mayor

liberacion de estos en el medio de reaccion.

5.2.2.3 Actividad Antioxidante.

Por otra parte, se determiné la actividad antioxidante de los licores de
autohidrélisis y de los extractos de acetato de etilo utilizando diferentes
métodos. La Figura 5.16 (pp. 97) muestra las actividades medidas por TEAC
(Fig. 5.16 A), Poder Reductor (Fig. 5.16 B) y FRAP (Fig. 5.16 C).
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Figura 5.16 Comparacion de las actividades antioxidantes de los licores de
autohidrdlisis y extractos de acetato de etilo. A. TEAC. B. Poder reductor. C. FRAP.
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El analisis estadistico indica que la capacidad antioxidante fue
significativamente diferente entre las RLS 8 y 10 (p/p) de los licores de
autohidrdlisis, pero no lo fueron para sus respectivos extractos. En general,
la actividad antioxidante de los licores autohidrolisis aumenté notablemente
con la severidad del tratamiento lo cual es comprensible debido a que a
temperaturas mas elevadas se observa una mayor liberacion de los
compuestos en el medio de reaccibn que pueden ser activos.!*® Las
méximas actividades antioxidantes obtenidas para los licores de RLS 8
fueron 3.77 g Trolox/100 g PMN, 9.10 mM EAA y 6.55 mM EAA para TEAC,
poder reductor y FRAP, respectivamente. Las actividades mas altas
obtenidas para la RLS 10 fueron 4.44 g Trolox/100 g PMN, 7.10 mM EAA y
6.14 mM EAA para TEAC, poder reductor y FRAP, respectivamente.

Ademas, se puede apreciar que la actividad antioxidante de los licores
fue mayor que la de los extractos, lo cual era esperado debido a que los
resultados obtenidos anteriormente indicaban que parte de acido ferulico
permanecia enlazado a otras moléculas como los AXOS, y sélo una parte
se puede extraer con acetato de etilo. Los compuestos fendlicos son los
principales compuestos con actividad antioxidante presente en los cereales,
pero no son los unicos, los oligosacéaridos también pueden contribuir a la
actividad, lo cual se mostré con los resultados obtenidos a través de los
ensayos de FRAP y poder reductor, donde el mecanismo de accién
antioxidante que se evalla se da por la donacién de un atomo de hidrégeno,
el cual es posible con los extremos reductores de los oligosacéaridos del
medio.** ** 1% Por lo tanto, en el licor de autohidrélisis estan presentes mas
compuestos que pueden actuar en sinergia y por diferentes mecanismos y
presentar actividad antioxidante.**® Los valores maximos de las actividades
antioxidantes de los extractos por los ensayos de poder reductor y FRAP
fueron 3.12 mM EAA y 2.38 mM EAA para RLS 8, respectivamente y 3.70
mM EAA y 3.52 mM EAA para RLS 10, respectivamente. Estos resultados

fueron mayores que los reportados para
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BHT, pero inferiores a BHA, (0.60 y 9.20 mM de &cido ascorbico,

respectivamente).*?°

Los valores de TEAC de los extractos de acetato de etilo para la RLS 8
fueron ligeramente inferiores que los valores reportados para la RLS 10 y
para antioxidantes sintéticos, tales como, BHA (Butilhidroxianisol), el BHT
(butilhidroxitolueno) y acido galico (1.80, 2.06 y 4.93 g de Trolox / g de
extracto, respectivamente).’?® Los valores maximos fueron 1.64 g Trolox/ g
de extracto para RLS 8 y 3.77 g Trolox / g de extracto para RLS 10, estos
resultados fueron superiores a los reportados en otro residuo agroindustrial,

las cascaras de cebada (1.11 g Trolox / g de extracto).***

El ensayo de DFPH solo se determind en los extractos de acetato de
etilo, debido a la solubilidad de los reactivos. Los valores de ECsy de DFPH

para los extractos de acetato de etilo se muestran en la Figura 5.17.

200
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Factor de severidad (Log R,)

Figura 5.17 Dependencia de la ECs, sobre el factor de severidad de los
tratamientos autohidroliticos. m RLS 8 (p/p) ¢ RLS 10 (p/p)
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Los valores para la RLS 8 alcanzaron un rango de 80-150 mg/L mientras
que para la RLS 10 el rango fue de 90-120 mg/L. Los resultados de la
capacidad de eliminacion de radicales libres DFPH son dificiles de comparar
con datos de la literatura ya que el volumen y la concentracion del DFPH
empleado en el ensayo pueden ser diferentes.** Como se puede observar,
los resultados obtenidos indican que las muestras presentan una mayor
capacidad de eliminacion de radicales libres que el BHT y BHA, que son 279
y 240 mg/L, respectivamente, pero presentan menor actividad que lo
reportado para el &cido galico que es 34 mg/L.**° Los valores de ECsy de
DFPH considerados con una buena actividad antioxidante son iguales o

menores a 200 mg/L.}3% 144

El patron de variacidbn sugiere una participacion simultanea de
reacciones que resultan en la pérdida de actividad, junto con la generacién
de nuevos compuestos activos en los tratamientos a temperatura

diferentes.**

A pesar de que el PMN contiene poco acido ferulico, los resultados
fueron similares a los descritos para otros materiales lignocelulésicos como
mazorcas de maiz, cascaras de almendra, castafias, y cebada.'®

La RLS que mostré mejores resultados en cuanto a contenido fendlico y
actividad antioxidante fue la de 10 (p/p), por lo que fue con la que se realiz6

la siguiente parte experimental.

5.2.2.4 Evaluacién de Oligosacéridos Ferulados.

Con la finalidad de evaluar la presencia de AXOS ferulados se realizaron
hidrolisis alcalinas a los licores de autohidrélisis de la RLS 10 (p/p) de las
diferentes temperaturas, los resultados obtenidos se muestran en la TABLA
Xl (pp. 101). El AF fue encontrado principalmente unido a los AXOS. Los
rendimientos de ferulato esterificado se incrementaron con la temperatura,

pero no fueron significativamente diferentes (p < 0.05).
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TABLA Xl

AXOS, ACIDO FERULICO LIBRE Y FERULATO ESTERIFICADO
(9/100 g materia seca)

Temperatura Factor de AXOS Acido feralico Ferulato
severidad libre esterificado
(°C) Log Ro (min) (g /100 g PMN) (g /100 g PMN) (g /100 g PMN)
200 3.27 34.68 +2.13° 0.025 + 0.002 0.542 + 0.058°
203 3.39 36.30 + 2.88° 0.015 + 0.002 0.596 + 0.015
205 3.44 37.85 +1.64° 0.011 + 0.001 0.681 + 0.061
207 3.47 39.60 + 2.38" 0.017 + 0.002 0.712 + 0.083
210 3.58 37.79 + 1.46° 0.025 + 0.001 0.720 + 0.008°
212 3.62 37.03 +1.71° 0.036 + 0.001 0.606 + 0.069

Letras mindsculas en superindices indican diferencias significativas (p>0.05), media + DS, n = 3.

Altas concentraciones de acido ferulico se localizan en salvados de
cereales, dentro de los cuales el salvado de maiz es el que presenta mayor
proporcién.*® El analisis por HPLC de la fraccién soluble en acetato de etilo
mostré que el AF (53%) es el compuesto fendlico mas abundante seguido

por acido p-cumarico (25%) y vainillina (22%).

Como se menciond con anterioridad, el proceso de nixtamalizacién
hidroliza los enlaces ésteres que unen al acido ferdlico con la cadena
principal del AX. Por esta razon, los procesos de nixtamalizacién generan
licores (nejayote) con alto contenido de &cido ferdlico'®; sin embargo, a
pesar de la pérdida de éste, los resultados del contenido fenélico del PMN,
asi como las hidrodlisis alcalinas corroboran la presencia de AXOS ferulados

en los licores de autohidrolisis.

La proporcion de acido ferulico presente en el PMN es baja, pero a la
temperatura de mayor rendimiento de AXOS (207°C), el 77% del &cido
ferdlico presente permanecié unido a los oligosacaridos. Estos resultados
fueron superiores a los observados para autohidrélisis asistida por
microondas de salvado de maiz, en el que 58.0-62.8% del acido ferulico

inicial aparecié como ferulato esterificado.”
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Con la objetivo de tener mayor informacién acerca del proceso

autohidrolitico, se analizaron los solidos después de los tratamientos con la

RLS 10 a las diferentes temperaturas. Los resultados se muestran en la

TABLA XIII.

La solubilizacion de hemicelulosa fue el principal efecto observado, lo que

resulta en una reduccion de peso de la fase solida. La proporcion de

componentes de hemicelulosa (xilano, arabinano y grupos acetilo) en los

sélidos gastados disminuy6 con la temperatura. La celulosa y la lignina se

enriquecieron en los solidos gastados indicando una solubilizacion selectiva

de hemicelulosa.

TABLA Xl

COMPOSICION DE LOS SOLIDOS GASTADOS OBTENIDOS A PARTIR DE LA

AUTOHIDROLISIS DEL PMN PRETRATADO CON LA RLS10 (p/p)
(Expresado como g/100 g material seca)

Temperatura Factor de Celulosa Xilano Arabinano  Grupos Lignina de
severidad acetilo Klason
195 3.11 375+062 178+0.19 73+0.27 03+0.02 10.7+0.08
200 3.27 431+051 131+0.06 43+005 05+007 13.1+0.70
203 3.39 51.0+113 11.7+0.12 3.3+0.07 04+0.08 149+0.70
205 3.44 534+098 10.0+0.10 25+0.03 0.3+0.05 14.7+0.49
207 3.47 54.7 + 0.66 9.7 +0.08 23+011 04+0.09 152+049
210 3.58 53.3+0.10 6.8+0.09 1.3+0.03 0.2+0.05 15.7+0.87
212 3.62 55.8+0.21 55+0.07 0.8+0.05 0.1+0.02 16.0+0.27
215 3.74 57.1 + 0.46 53+0.14 0.7+0.05 0.1+0.00 16.8+0.28
220 3.88 57.9+0.44 4.3 +0.05 05+0.02 0.1+0.01 183+0.39

Media + DS; n=3.
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La temperatura optima seleccionada fue 207°C con la cual se
realizaron diferentes tratamientos para un mayor volumen de licor y se
mezclaron para tener una composicion homogénea. La mitad de los licores
se sometieron a proceso de purificacion mediante tecnologia de membranas

y la otra parte de los licores se le realizo un tratamiento para disminuir el GP.

5.2.3 Hidrolisis Enzimatica de los Oligosacaridos Presentes en los

Licores de Autohidrolisis

Los licores de autohidrdlisis se trataron con enzimas endoxilanasas
para disminuir el GP; sin embargo, los AXOS presentes en los licores

presentaban un alto grado de ramificacion que impedia actuar a las enzimas.

5.2.3.1 Prehidrolisis.

Con el fin de solubilizar las cadenas de AXOS obtenidos y permitir mejor
acceso a las enzimas se realizé una prehidrolisis con H,SO4 0.5% a 105 y
120 °C. Se cuantificé la liberacion de monémeros para evaluar la severidad
del tratamiento, los resultados se muestran en la TABLA IX (pp. 104). Como
se puede observar, el incremento en el tiempo de proceso es directamente
proporcional al incremento de monosacéridos, sin embargo estos no son
deseados. La hidrdlisis a 120°C resulté ser demasiado severa por lo que se
decidié no utilizar esta condicibn. Las condiciones utilizadas para la
prehidrélisis fueron a temperatura de 105 °C por 2 minutos, estas
condiciones demostraron la generacion de una menor cantidad de

mondémeros.

Los licores después de la prehidrélisis se sometieron a un proceso de
diafiltracion mediante tecnologia de membrana para disminuir los

monomeros generados.
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TABLA IX

MONOSACARIDOS LIBERADOS POR EL PROCESO DE PREHIDROLISIS DE
LOS LICORES DE AUTOHIDROLISIS

105°C Monosacaridos 120°C Monosacaridos
Tiempo (min) Tiempo (min)
0.64 0 3.88
1 2.55 1 5.26
2 3.28 2 6.63
5 5.12 3 9.27
7 6.66 4 10.00
10 7.88 5 10.94
20 9.83

5.2.3.2 Seleccién de Enzimas.

Con el objetivo de disminuir el grado de polimerizacion de los AXOS
presentes en los licores de autohidrdlisis se utilizaron enzimas de diferente
especificidad de forma individual y en combinacion. Las enzimas
comerciales utilizadas fueron Shearzyme 2x (endoxilanasa de la familia GH-
10), Pulpzyme HC (endoxilanasa de la familia GH-11) y Veron 191 (no se
cuenta con reporte del tipo de endoxilanasa). El seguimiento de la reaccion
se realiz6 cuantificando la liberacion de azlcares reductores. Los resultados

se muestran en la Figura 5.19.A (pp. 105).

La enzima Veron 191 mostr6 mayor liberacion de extremos reductores
indicando mayor hidrdlisis y por consecuencia mayor reduccion del GP; sin
embargo, por los resultados iniciales donde se dificultdé la hidrolisis
enzimatica se decidi6 utilizar una combinacién de enzimas. Los resultados

se muestran en la Figura 5.19.B (pp. 105).
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Figura 5.19 Cinética de hidrdlisis enzimatica de licores de autohidrolisis.

La liberacion de azlcares reductores aumento al doble con la hidrolisis de
las enzimas combinadas, indicando que el GP disminuy6. Las enzimas que
mostraron mayor liberacion de azucares reductores fueron aquellas que
tienen la capacidad de actuar cerca de ramificaciones en la cadena del
arabinoxilano (familia GH-10) evidenciando la complejidad de la estructura
de la hemicelulosa presente en el PMN.!°® Estas enzimas fueron la
Shearzyme, enzima reportada como perteneciente a la familia GH-10'%, y la
Veron 191, de la cual no existen reportes de que pertenezca a esta familia,
pero los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que se trata de
una endoxilanasa de la familia GH-10.

Los licores obtenidos después de la prehidrdlisis y después del proceso de

diafiltracion fueron tratados con la combinacion de enzimas seleccionadas.

40
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5.2.4 Purificaciéon de Oligosacéaridos

Con el fin de purificar los AXOS obtenidos se utilizé la tecnologia de
membranas en el modo de nanofiltracion. Los resultados para elegir el tipo
de membrana a utilizar y la TMP a la cual se trabajé se muestran en la
Figura 5.20 (pp. 107).

Como se puede observar, las tres membranas tienen recuperacion de
AXOS mayores al 90%; sin embargo, el dispositivo de la membrana de
Amicon es empleado para manejar volumenes pequefios, por lo que fue

descartado.
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Entre las membranas ceramica y polimérica la diferencia se da en el
ensuciamiento de la membrana. En la Figura 5.21 se muestran los
porcentajes de recuperacion de permeabilidad. Como se puede apreciar,
mas del 95% de la permeabilidad inicial de la membrana polimérica se
recuperd0 después del lavado, mientras que la recuperacion de la
permeabilidad de la ceramica tras el primer lavado fue de solo el 60% del

inicial.

100
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Figura 5.21. Permeabilidad relativa de las membranas.
AE. Antes del ensuciamiento. DE. Después del ensuciamiento. DL. Después del lavado.

Sobre la base de los resultados de la retencion, y teniendo en cuenta las
diferencias en el ensuciamiento y recuperacion de la permeabilidad de las
membranas, las etapas de diafiltraciéon continua (CD) se realizaron con la

membrana polimérica a una TMP de 3 bar.
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La diafiltracién continua de los licores de autohidrdlisis se realizé hasta un
VD 8 para eliminar solutos no deseados de bajo peso molecular. El esquema

de obtencidn y purificacion se muestra en la figura 5.22.

PMN

[ PRETRATAMIENTO ]

i

[ AUTOHIDROLISIS NO ISOTERMICA ]

A
~
LICOR DE
AUTOHIDROLISIS
J

y

l_[ DIAFILTRACION _l
B

[ LIOFILIZACION ] [ PREHIDROLISIS ]
¥ cl
AXO0S 1 [ DIAFILTRACION

D

[ HIDROLISIS ENZIMATICA ]

v

[ LIOFILIZACION ]

v

AXOS 2

Figura 5.22 Esquema del procesamiento del pericarpio de maiz nixtamalizado para la
obtencion de AXOS
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5.2.5 Caracterizacion Quimica de Oligosacaridos

La composicion quimica de las diferentes fracciones indicadas en el
esquema de la Figura 5.22 (pp. 109) fue analizada, los resultados se
muestran en la TABLA X.

TABLA X

COMPOSICION DE LAS FRACCIONES A, B, Cy D DESCRITAS EN LA FIGURA
5.22. (Expresada como fraccion masica g / g de licor)

Componente A B C D
AXOS 0.8749 0.8785 0.7940 0.8994
GOS 0.0373 0.0342 0.0287 0.0341
Xilosa 0.0026 0.0007 0.0268 0.0116
Arabinosa 0.0111 0.0039 0.1155 0.0524
Glucosa 0.0003 nd 0.0004 nd
Acido fertlico 0.0007 0.0001 0.0017 0.0011
Ferulato esterificado 0.0013 0.0013 0.0014 0.0014
Furfural nd nd nd nd
Otros compuestos no 0.0731 0.0825 0.03229 0.0014

identificados

A. Licor de autohidrolisis.

B. Licor de autohidrdlisis diafiltrado.
C. Licor después de la prehidrélisis.
D. Licor de prehidrélisis diafiltrado

Los AXOS fueron los principales componentes en los licores de
autohidrdlisis (denotados fraccion A), éstos representaron 0.8749 g/g de
licor. El acido ferulico fue detectado de forma libre en una concentracion de
0.0007 g/g de licor; sin embargo, las condiciones del proceso autohidrolisis
permitieron que parte del acido ferdlico presente en el PMN permaneciera
como ferulato esterificado (0.0013 g/g licor). También se encontraron
concentraciones bajas de GOS y monosacaridos. Los GOS representaron
0.0373 g/g de licor, mientras que los monosacaridos totales representaron
0.014 g/g de licor. No se detectaron concentraciones de productos de

degradacion de los azucares.
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La composicion de licores después de la diafiltracion se muestra en la
Tabla X y se denota fraccion B (véase la Fig. 5.22). Los componentes de
interés, los AXOS, se retuvieron completamente, lo que sugiere que las
fracciones de estos compuestos eran de alto grado de polimerizacion (GP).
La proporcion de ferulato esterificado también se mantuvo constante. Los
GOS presentaron un porcentaje de retencion del 91.7% que revela que la
proporcion de estos compuestos (probablemente fracciones GP bajas) se
perdieron en el permeado. Los componentes de bajo peso molecular
presentes en el licor, como xilosa y arabinosa, mostraron porcentajes de
retencion de 27.7 % y 34.9%, respectivamente. La glucosa no se detect6 en
el licor después del proceso de diafiltracion. El acido ferdlico libre se
recuperd en sélo el 14.3%. El proceso de diafiltracion continua permitié la
eliminacion de compuestos monoméricos tales como xilosa, arabinosa y

acido ferulico.

Por otra parte, la prehidrolisis genera monomeros a causa del
rompimiento al azar de los oligdbmeros presentes en los licores. La
composicién del licor después del proceso hidrolitico se muestra en la tabla
X'y se denota corriente de C (ver Fig. 5.22). Los efectos del tratamiento de
prehidrélisis estaban relacionados con la generacién de oligdbmeros de
menor GP. Pero este no fue el Unico efecto; también hubo una ligera
disminucién en la fraccibn de AXOS. Estos disminuyeron un 9.6 % y se
aumentaron las concentraciones de arabinosa y xilosa. Los GOS también se
redujeron en un 16 % Yy las concentraciones de glucosa se detectaron
minimamente. Las condiciones de prehidrolisis empleadas no generaron
productos de degradacién de azucares y el ferulato esterificado tampoco
resultd afectado. Sin embargo, la concentraciébn de acido ferulico libre
aumento posiblemente a partir de fracciones no sacaridos presentes en una

concentraciéon minima en el licor.

Las fracciones B y C fueron analizados por HPSEC para obtener
informacion sobre la distribucién de la masa molar de los AXOS. Los

cromatogramas se muestran en la Figura 5.23 (pp. 112).
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Figura 5.23 Cromatogramas de HPSEC de los AXOS obtenidos. columna TSKgel
G3000PWXL, 300 x 7.8 mm, fase mdvil agua destilada, flujo 0.6 mL / min, a 30 °C.

El perfil de eluciébn mostré que la fraccion B presenta AXOS con un alto
GP vy el perfil de elucion de la corriente de C muestra que después del
tratamiento de prehidrélisis se generan tres grupos de pesos moleculares.
Dos grupos de oligdbmeros de menor GP que los AXOS presentes en la
corriente B y uno monosacaridos. Para disminuir la concentraciéon de
monosacaridos generados y aumentar la concentracion de los AXOS, la
fraccibn C se someti6 a un proceso de diafiltracion continua como se
describe anteriormente antes del tratamiento enzimatico. La concentracion
de las componentes después del proceso de refinado se denota D (ver. Fig.
5.22) se muestra en la Tabla X. Las proporciones de oligosacaridos, GOS y
AXOS, se concentraron en el licor. El ferulato esterificado también se
mantuvo constante. Los compuestos monomeéricos, xilosa, arabinosa y acido
ferdlico, se eliminaron en un 56.9%, 54.7% y 35.3%, respectivamente. La

glucosa no se detecto en el licor después del proceso de diafiltracion.

Monosacaridos
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La fraccion D posteriormente se somete a la hidrdlisis enzimatica para
disminuir el GP, se puede suponer que la composicion antes y después de la
hidrélisis es esencialmente la misma en términos de constituyentes de
oligosacaridos independientemente que muestren una distribucion diferente
del GP. Las fracciones que se liofilizaron para obtener los AXOS en polvo y
realizar las pruebas biologicas fueron la fraccion B y D después de la
hidrélisis enzimatica, la fraccién B corresponde a los AXOS de mayor peso
molecular (AXOS 1) y la fraccion después de la hidrdlisis enzimatica

corresponde a los AXOS que tienen un menor GP (AXOS 2).

En la tabla XI se muestran los datos del contenido de azlcares reductores
y relacion Ara/Xil. AXOS 2 contiene 4.2 veces mas azucares reductores que
AXOS 1. Lo anterior confirma la disminucién de las cadenas de oligosacaridos
y por consiguiente la disminucion del GP después del tratamiento enzimético
al tener mayor cantidad de extremos reductores. Como se puede apreciar, los
AXOS 1 son estructuralmente mas complejos, presentan una relacion Ara/Xil
de 0.42, mientras que los AXOS 2 son ligeramente menos ramificados, la
relacion de Ara/Xil fue de 0.32.

TABLA Xl

AZUCARES REDUCTORES Y RELACION ARA/XIL DE AXOS

Oligosacéridos Azlcares reductores (g/L)  Relacion Ara/Xil
AXOS 1 2.38 + 0.004 0.42
AXOS 2 10.00 + 0.012 0.32
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5.2.5.1 Caracterizacion Estructural de Oligosacaridos

Los AXOS obtenidos se analizaron por espectrometria de masas. Los
espectros de masas de los aductos de sodio determinados para los AXOS 1
y AXOS 2 se presentan en la Figura 5.24 (pp.114) y 5.25 (pp.115),
respectivamente. El andlisis de los AXOS 1y AXOS 2 indic6 la presencia de
una serie homéloga de las pentosas (xilosa y / o arabinosa) y revel6 la
existencia de oligosacaridos mono-ferulados. Los AXOS 1 presentaron GP
de 5 a 22 unidades de pentosas (iones m/z 701, 833, 965, 1098, 1230, 1362,
1494, 1626, 1758, 1890, 2022, 2154, 2417, 2550,2682, 2814 y 2946) y en
cada caso se encontré la masa correspondiente a pentosas de GP 5 a 22
unida con una molécula de acido ferulico ( iones m/z 745, 877, 1009, 1142,
1274, 1406, 1538, 1670, 1802, 1934, 2066, 2198, 2330, 2462, 2594, 2762,
2858 y 2990). La hidrolisis enzimética de los AXOS 1 se confirmd con los
espectros de los AXOS 2, los cuales presentaron un GP menor con un rango
de 5 a 12 unidades de pentosas (iones m/z 701, 833, 965, 1098, 1230, 1362,
1494 y 1626) ademas de la presencia de oligosacaridos mono-ferulados en
cada caso (iones m/z 745, 877, 1009, 1142, 1274, 1406, 1538 y 1670) que
corresponden a la masa de pentosas de GP de 5 a 12 unidas a una
molécula de acido ferulico, lo cual confirma que después del proceso de
hidrdlisis enzimatica las moléculas de acido feralico se conservaron unidas a

los oligosacéridos.
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Figura 5.24 Espectro de masas de AXOS 1.
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5.2.6 Evaluacioén de la Actividad Bioldgica de los Oligosacaridos.

5.2.6.1 Determinacion de la Actividad Prebiotica de

Oligosacaridos en Estudios in vitro.

La actividad prebidtica puede ser evaluada midiendo la fermentabilidad
de los XOS y AXOS frente a bacterias benéficas del tracto gastrointestinal,
reportando como estimulacion de diferentes microorganismos beneficios o
como efecto bifidogénico si lo que se cuantifica es el crecimiento de
bifidobacterias; el consumo del carbohidrato y la produccion de AGCC,
también son herramientas que ayudan a evaluar el potencial prebiético.**
146,147 a actividad prebiética de los AXOS 1y 2 se determiné en términos de

consumos de AXOS, generacién de AGCC y lactato, y efecto bifidogénico.

5.2.6.1.1 Consumo de Oligosacaridos. El consumo de AXOS se
determind de las muestras de fermentacion, los resultados se muestran en la
Figura 5.26 (pp. 137). Se puede apreciar que las bacterias fecales
consumen los AXOS y hacen distincion entre los oligosacaridos de mayor y
menor peso molecular. Los perfiles de consumo para los dos tipos de AXOS
analizados son similares, la caida de concentracion se da en las primeras 20
horas de fermentacién; sin embargo, los AXOS 2, oligosacaridos de menor
GP, son consumidos en mayor proporcidbn por los microorganismos
presentes en el indculo de la microflora fecal en comparacion con los AXOS
1 que presentan un GP mas alto. Estos resultados indican que el grado de
fermentabilidad de los AXOS estd directamente relacionado con la
complejidad de su estructura. En ninguno de los dos casos los AXOS fueron
consumidos en su totalidad, el 20% de AXOS 2 se mantuvo en el medio y
solo el 10 % de AXOS 1 permanecio sin consumir.
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Figura 5.26 Consumo de AXOS por microorganismos del indculo fecal.
A. AXOS 1. B. AXOS 2. m AXOS, e GOS.
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5.2.6.1.2 Generacion de AGCC y Lactato. El metabolismo de AXOS
resultod en la produccién de AGCC y lactato. La produccion de AGCC es una
consecuencia del metabolismo de la microbiota presente en los medios de
fermentacion. Los productos de fermentacion de AXOS y la disminucién de
pH se midieron en el medio de reaccién, los resultados se muestran en la
Figura 5.27 (pp. 120). De acuerdo con estudios relacionados, dos periodos
se pueden distinguir: en la primera etapa (que dura aproximadamente 19 h),
el pH disminuy6 significativamente, mientras que el pH se mantuvo bastante
constante oscilando alrededor de 5 en los tiempos de fermentacion mas

largos.”® 148

Por otra parte, se puede observar que en ambos casos, los AGCC como
formiato, acetato, propionato y butirato, asi como succinato y lactato, se
generaron en las primeras 5 horas de fermentacion. Las proporciones de los
metabolitos generados durante la fermentacion son similares para los dos
tipos de AXOS analizados, pero los AXOS 1 generan menor concentracion
de metabolitos a lo largo de la fermentacién lo que coincide con los
resultados del consumo de oligosacaridos donde los AXOS 1 son
fermentados en menor medida. Los AXOS 2 presentan mayor generacion de
metabolitos en todos los tiempos analizados. Las concentraciones mas altas
de acidos organicos corresponden a acetato, propionato y butirato.
Succinato, lactato y formiato aparecieron en concentraciones menores en las
primeras etapas de fermentacién, para luego disminuir hasta desaparecer en
el medio, posiblemente ocasionado porque son el sustrato de otros

microrganismos presentes en el inéculo fecal.*#? 14°
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Figura 5.27 Cinética de concentracién de AGCC, lactato y valor de pH
durante la fermentacién de AXOS. A. AXOS 1. B. AXOS 2.
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Los FOS fueron usados como un control positivo de la fermentacion y
agua como control negativo del medio sin carbohidrato afiadido. Los
resultados de los productos de fermentacion para estos controles se
muestran en la Figura 5.28 (pp.122) para los AXOS 1y en la Figura 5.29 (pp.
123 para los AXOS 2. En la fermentacion de FOS se puede apreciar que la
caida de pH se da en las primeras 10 horas de fermentacion, y la generacion
de los productos de fermentacién es més rapida en comparacion con los
sustratos estudiados.

Los FOS utilizados como control positivo son fermentados mas
rapidamente; sin embargo, los AXOS generan una concentracién mayor de
los metabolitos caracteristicos. La lenta fermentabilidad de los AXOS
obtenidos a partir del PMN comparada con la fermentabilidad de FOS
sugiere que la fermentacion parcial de los AXOS puede tener lugar en las
partes mas distales del colon, donde pueden ayudar a suprimir la
fermentacion de proteinas minimizando la produccion de catabdlicos
potencialmente toxicos y aumentar la produccion de metabolitos benéficos

en esta zona.l4% 148 149

La concentracion total de los acidos producidos en el medio sin fuente de
hidratos de carbono (control negativo) era de 3g/L, lo que indica que la
mayoria de los acidos se producen a partir de los AXOS como sustratos.
Esta leve formacion de acidos no provoca una disminucion de pH, el cual se
mantiene constante con el valor inicial. Una muy baja produccion de acidos

en los controles negativos ha sido reportada con anterioridad.**® **°
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Figura 5.28 Cinética de concentracién de AGCC, lactato y valor de pH durante la
fermentacion de los controles positivo (FOS) y negativo (control de carbohidrato) de
AXOS 1. A. FOS 1. B. Control sin carbohidrato.
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Figura 5.29 Cinética de concentracion de AGCC, lactato y valor de pH durante la
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5.2.6.1.3 Efecto Bifidogénico. Para evaluar el efecto bifidogénico de los
AXOS obtenidos se utilizo la técnica de FISH. Como referencia se analizaron
cultivos que contienen FOS como fuente de carbono y agua como control
negativo en un medio sin carbohidrato afladido. Los resultados se muestran
en la Tabla XII.
TABLA Xl

CAMBIOS EN LAS POBLACIONES DE BACTERIAS EN CULTIVOS FECALES
EN EL TIEMPO. (Expresado como Log células / mL), media + SD; n=3

Tiempo (h)
0 5 10 24
AXOS 1 1 8.26 + 0.10 855+0.11 8.85+0.09 9.14 +0.17
2 7.42 +0.16 7.77+001 7.90+0.13 8.11+0.18
AXOS 2 1 8.24 + 0.08 8.75 + 0.06 9.02 + 0.09 9.35+0.12
2 7.35 + 0.07 7.96+0.04 8.33+0.07 8.42+0.08
FOS 1 8.34 + 0.08 8.50 + 0.20 8.90+0.11 9.22 +0.01
2 7.44 +0.08 767+0.10 8.13+021 8.30+0.02
Agua (sin 1 8.29 + 0.09 8.08+0.03 822+0.11 824+0.14
carbohidrato 2 7.08 +0.19 7.14 +0.11 7.18 +0.21 7.22 +0.23

afadido)

1 Bacterias totales 2 Bifidobacterias

Como se puede observar, los recuentos de Bifidobacterias fueron
mayores para los medios que contienen los AXOS y FOS que en los
controles negativos, lo que confirma la idoneidad de estos sustratos como
fuentes de carbono para el metabolismo de las Bifidobacterias. En términos
generales, los resultados indican que los AXOS 1 y AXOS 2 obtenidos
causan efectos estimulantes de la poblacion de Bifidobacterias, que fueron
similares a los obtenidos con FOS comerciales.
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5.2.6.2 Efecto de la Concentraciéon de Oligosacéaridos en la Actividad

Antioxidante.

La actividad antioxidante se determind a los AXOS 1y 2. Los resultados
encontrados por el ensayo de poder reductor y FRAP se muestran en la
Figura 5.30.

A
1 —-AX0OS1 -=-AX0OS2
0.8
06
2
<
0.4
0.2
0
0 1000 2000 3000 4000 5000
Concentracion (ppm)
1 3

—--AX0S1 -=-AX0S2 -«Acidoferilico

08

0.6

A?'00

04

02 /
0 ‘/‘/‘/‘

0 20 40 60 80 100 o 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Concentracion (ppm)

Figura 5.30 Actividad antioxidante de AXOS por el ensayo de FRAP y Poder
Reductor. A. Ensayo de FRAP. B. Ensayo de Poder Reductor.

Los resultados indican que los AXOS 2 presentan mayor actividad
antioxidante que podemos atribuir a que poseen mayor cantidad de
extremos reductores. La actividad antioxidante del acido ferulico se
determindé de la misma manera que los compuestos estudiados por el
ensayo de poder reductor.
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El acido ferulico presenta una absorbancia de 0.4 con una concentracion
de 100 ppm, esta capacidad antioxidante se alcanza con aproximadamente
4000 ppm de los AXOS 1y 2.

Los resultados obtenidos de la actividad antioxidante medida por el
ensayo de TEAC se muestran en la Figura 5.31. Se puede observar,
contrariamente a lo obtenido por los ensayos de FRAP y poder reductor, que
los porcentajes de actividad antioxidante de los AXOS 1 son ligeramente
mayores que los obtenidos con los AXOS 2. La actividad antioxidante del
acido ferdlico a 100 ppm es de 60%, este porcentaje se alcanza con
aproximadamente 3000 ppm de AXOS 1 o0 4000 ppm de AXOS 2.

100 -+-AX0S1 -#-AX0S2 -a—Acido ferilico
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Figura 5.31 Actividad antioxidante de AXOS por el ensayo de TEAC.
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La actividad antioxidante evaluada por el ensayo del DFPH se muestra en
la Figura 5.32. Se puede apreciar que los AXOS 2 presentan mayores
porcentajes de actividad antioxidante que los AXOS 1. Esta actividad, para
los AXOS 2 se empieza a notar a 100 ppm mientras que para los AXOS 1 la

actividad empieza a presentarse a una concentracion 10 veces mas alta.
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Figura 5.32 Actividad antioxidante de AXOS por el ensayo de DFPH.

Los resultados indicaron que ambos AXOS presentan actividad
antioxidante similar para los ensayos de TEAC, FRAP y poder reductor, pero
para DFPH, la actividad antioxidante de los AXOS 2 fue el doble que el
encontrado para AXOSL1.



UANL
L

Doctorado en Ciencias con Orientacion en Farmacia

Veenashri y Muralikrishna (2011) determinaron la actividad antioxidante
de XOS obtenidos a través de hidrolisis enzimatica de arroz, mijo, trigo y
salvado de maiz que conservaban un porcentaje de &cidos fendlicos
enlazados. Ellos reportaron que la mezcla de XOS de mijo mostro actividad
antioxidante relativamente mas alta en comparacion con las de arroz, trigo y

maiz por ensayos de DFPH y FRAP.*?

La concentracion a la cual los AXOS liofilizados presentan actividad
antioxidante comparable con el estandar de acido ferulico es alta, esta
concentracion es de 4 g/L (4000 ppm) en comparacion con la del acido
ferdlico que es de 0.1 g/L (100 ppm), sin embargo, las concentraciones a las
cuales se evalua la actividad prebidtica en estudios in vitro e in vivo en
animales son de 5-10 g/L y la tolerancia de AXOS evaluada en estudios in
vivo en humanos es de 2-10 g/L. Por lo tanto, a las concentraciones
utilizadas para determinar el efecto prebiético de los AXOS obtenidos a partir
del PMN presentan actividad antioxidante.
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CAPITULO 6

DISCUSION

En la Ultima década, los prebidticos han surgido como una alternativa
profilactica importante en la prevencién de enfermedades debido a su
capacidad de modificar la microbiota intestinal. Por lo anterior, son ademas

utilizados en el tratamiento de diversas enfermedades gastrointestinales.

Los procesos de produccion de prebidticos se basan en la generacion de
oligosacaridos no digeribles a partir de polisacéridos hidrolizables de origen
microbiano o vegetal y por sintesis enzimatica, quimica o bioconversion
enzimatica. Ambos procesos de obtencién son importantes debido a que se
generan compuestos con deferencias estructurales lo que repercute

directamente en el efecto prebidtico que puedan presentar.

Diversos estudios indican que una caracteristica importante en la
obtencion de prebidticos es la generaciébn de moléculas con capacidad de
persistir en el intestino grueso; es decir, que sean fermentados lentamente

en el colon. Un grupo potencial son los derivados del arabinoxilano.**°
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El arabinoxilano se encuentra presente en la pared celular de las plantas,
por lo que se encuentra presente en residuos agroindustriales. Actualmente,
existe un gran interés en valorizar los subproductos agricolas y/o
agroindustriales diversificando los métodos y/o condiciones de produccion,
con vistas a la obtencibn de nuevas estructuras y compuestos de valor
agregado. El pericarpio de maiz nixtamalizado es un residuo que en México
se genera en grandes cantidades al ser un subproducto de la industria de la
tortilla. Este residuo contiene un alto porcentaje de hemicelulosa por lo que

se considera una fuente importante de arabinoxilooligosacaridos.

No existe un método universal para la obtencion de oligosacéridos a partir
de materiales lignoceluldsicos debido a que la composicion de la biomasa es
diferente. En el presente trabajo se determiné la composicion del pericarpio
de maiz nixtamalizado. ElI abundante contenido de arabinosa refleja el alto
grado de ramificacion del arabinoxilano lo que dificulta la obtencién de
arabinoxilooligosacaridos por métodos enziméticos directos. El uso de
microorganismos para la produccién de un coctel enzimatico que contribuyan
con la liberacién de arabinoxilano y obtencién de oligosacaridos se vio
mermado por el contenido de almidon en el pericarpio. Ademas, la
nixtamalizacion ocasiona la pérdida de grupos &cidos que dificulta los
métodos de obtencion de oligosacéaridos por procesos autohidroliticos en
autoclave; sin embargo, también ocasiona la disminucion en el contenido en
lignina y un aumento en los rendimientos de arabinoxilooligosacéaridos en

comparacién con otros residuos agroindustriales.

A pesar de las dificultades para la obtencién de arabinoxilooligosacaridos
a partir del pericarpio de maiz nixtamalizado, el doble proceso autohidrolitico
en el reactor Parr propuesto en este estudio representa una metodologia
sustentable que genera una alta conversiébn de arabinoxilano en los

compuestos deseados.
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Los fructooligosacaridos, los galactooligosacaridos y la inulina son
compuestos con actividad prebidtica probada. Los xilooligosacaridos lineales
han demostrado resultados prometedores en estudios in vitro y en estudios
in vivo; sin embargo, los oligosacaridos lineales pueden ser fermentados
rapidamente en el colon. Diversos estudios han mostrado que los XOS son
preferentemente fermentados por bifidobacterias y de estos los mas
fermentables son la xilobiosa y xilotriosa.”” **° ! Gullon y col. (2008)
evaluaron la capacidad bifidogénica de XOS obtenidos por tratamiento
autohidrolitico a partir de cascara de arroz, purificados mediante tecnologia
de membranas y parcialmente hidrolizados con enzimas comerciales para
obtener XOS con un GP en el rango 2-6. Los XOS con GP de 2 y 3
favorecieron el crecimiento de Bifidobacterium en comparacion con los de
alto peso molecular donde se presenté menor crecimiento.”® Moura (2007)
report6 la actividad prebidtica de XOS obtenidos a partir de autohidrdlisis de
mazorcas de maiz, e indico que XOS de GP de 3-4 poseen capacidad
prebibtica similar a un estandar de xilobiosa y que las bacterias que los

consumen en mayor medida son las bifidobacterias.””

Los estudios citados previamente se realizaron con cultivos de
microrganismos puros 0 mezclas definidas de grupos microbianos.
Resultados recientes con inéculos fecales y técnicas de biologia molecular
han puesto en evidencia que no solo oligosacéaridos con bajo GP presentan
actividad prebiotica sino que estructuras de oligosacaridos mas complejos
también poseen beneficios de potencial prebiotico.

La complejidad de la estructura es una buena opcion para el estudio de
nuevos prebidticos, donde la fermentacion de AXOS de estructuras mas
complejas puede implicar la persistencia por un periodo mas largo durante el

paso por el colon.
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Hasta hace poco, la informacion disponible acerca de los AXOS era
escasa. Los AXOS difieren en el grado de polimerizacion y grado de
sustitucion, la diversidad de estos compuestos es mayor que en otros
carbohidratos prebiéticos comerciales. Sus efectos prebidticos pueden ser
dependientes del tipo de sustitucion de arabinosa y la presencia de otros

carbohidratos. % 149

En el 2002, Van Laere y col. estudiaron la fermentacion de AXOS de
harina de trigo. Ellos encontraron que las estructuras ramificadas presentan
mayor utilizacién por bifidobacterias respecto a las estructuras lineales.'
Kabel y col. (2002) evaluaron in vitro la velocidad de fermentacion y la
produccién de AGCC a partir de XOS con diferentes sustituyentes.'*® En
este trabajo, a diferencia del realizado por Van Laere en el 2002, se observo
que los XOS no sustituidos y los AXOS fueron mas rapidamente
fermentados que las estructuras mas complejas como los XOS acetilados y
los que contienen acido 4-O-metilglucurénico. Sin embargo, se utilizd un
inoculo fecal y so6lo se determind la velocidad de consumo de sustrato, no se

identificaron a las bacterias beneficiadas por el mismo.**?

La degradacion de oligosacaridos, la producciéon de AGCC vy lactato
dependen de la estructura particular de los oligosacaridos en estudio. Es por
lo tanto til correlacionar las caracteristicas estructurales de los OND con su
capacidad prebiotica para comprender mejor los mecanismos implicados.

En el 2009, Pastell y col. realizaron un estudio de fermentabilidad in vitro
de D-Xil, L-Ara, XOS y AXOS con diferentes cepas de Bifidobacterium (B.
adolescentis, B. breve y B. longum) y microbiota fecal humana. Observaron
diferencias en la preferencia de sustratos por microorganismos. Por ejemplo,
B. adolescentis tuvo preferencia para crecer en XOS seguido por D-Xil, pero
no L-Ara. Por el contrario, B. longum prefirié6 L-Ara y no crecié sobre D-Xil o
XOS. A
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pesar de que ambos microorganismos fueron capaces de consumir AXOS,
los metabolizaron de manera diferente. Después de la liberacion de L-Ara, B.
adolescentis consumio los XOS formados, mientras que B. longum fermenté
la L-Ara hidrolizada. B. breve crecidé poco en todos los sustratos provistos.
Una mezcla de bifidobacterias y la microbiota fecal fueron capaces de utilizar
AXOS monosustituidos, pero AXOS con residuos de xilosa disustituidos
fueron fermentados solo por la microbiota fecal, lo que sugiere que otros
tipos de microorganismos presentes en la microbiota fermentan los AXOS
disustituidos.**® 49

Pollet y col. (2011) compararon la fermentabilidad de AXOS de alto y bajo
peso molecular obtenidos a partir de AX de salvado de trigo y semillas de
psyllium por métodos fisicos (molienda con bolas de zirconio) y enziméaticos.
Los AXOS obtenidos por el método fisico presentaron un GP de 42-300 y la
relacion Ara/Xil fue de 0.14-0.92; mientras que los AXOS producidos
enzimaticamente tenian un GP de 4-40 y una relacion Ara/Xil de 0.22-0.34.
Indicaron que los AXOS producidos enzimaticamente fueron
significativamente mejor fermentados (52-53%) que los AXOS producidos a
partir del método fisico (28-43%).'%3

En el presente trabajo se evalud la fermentabilidad de AXOS de alto y
bajo peso molecular obtenidos a partir de PMN. El grado de fermentacion fue
dependiente de la estructura y disminuyé al aumentar la complejidad
estructural, es decir, cuando se presenta una mayor relacion Ara/Xil y GP.
Los
AXOS de alto peso molecular y mayor grado de ramificacién (GP 19, Ara/Xil
0.42) fueron fermentados en un 80%, mientras que los AXOS de bajo peso
molecular (GP 7, Ara/Xil 0.32) fueron fermentados en un 90%. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los resultados

obtenidos por Pollet en el 2011.'%
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El metabolismo de oligosacaridos a lactato y AGCC era esperado. La
concentracion de los productos de fermentacion de FOS, utilizados como
control positivo, fueron menores en comparacion con los AXOS estudiados.
La generacion de &cidos en la fermentacion se considera deseable, ya que
un aumento de los niveles de AGCC disminuye favorablemente el pH y
ayuda a prevenir el crecimiento de microorganismos potencialmente
patébgenos. Los estudios realizados indicaron que la primera etapa de
fermentacién, caracterizada por una notable disminucion de pH
(aproximadamente 19 h), fue mas larga que la de otros sustratos analizados
donde la primera etapa dura 14 h, lo cual sugiere que los AXOS estudiados
en el presente trabajo presentan una fermentacibn mas lenta en

comparacion con otros estudios debido a su estructura mas compleja.

Los AGCC contribuyen a la funcion normal del intestino grueso y ayudan
a prevenir patologias a través de su accion en el lumen y en el epitelio
colénico. Los patrones de generacion de AGCC dependen de la estructura
particular de los oligosacaridos analizados. El acetato fue el metabolito
presente en mayor concentracion desde el inicio de la fermentacion. La
produccion de acetato se relaciona con el metabolismo de bifidobacterias y
bacterias acido lacticas. Sin embargo, la preferencia de las bifidobacterias
por fermentar XOS-sustituidos y que AXOS ramificados obtenidos a partir de
trigo fueron hidrolizados (en parte), sélo por especies de Bifidobacterium
spp. y Bacteroides spp., sugiere que el metabolismo inicial de los AXOS a
mondmeros fue desencadenado por este tipo de especies presentes en el

in6culo fecal.

El lactato y succinato se detectan en bajas concentraciones en las
primeras etapas de la fermentacion. La produccion de lactato puede estar
relacionada con el metabolismo de las bacterias de &cido lactico.™® Los
tiempos mas avanzados de la fermentacién arrojaron como resultado el
agotamiento de lactato y succinato, ambos &cidos son producidos como

intermediarios en la
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fermentacion de hidratos de carbono, y pueden ser convertidos en acetato,
propionato y butirato por las bacterias intestinales comunes, lo que confirma
que la asimilacion de oligosacéridos prebidticos se realiza por una
cooperacion entre las diferentes especies bacterianas presentes en la
microflora, donde los productos generados por microorganismos productores
de enzimas extracelulares capaces de romper las moléculas de AXOS e
incorporarlos a su metabolismo son consumidos por otras especies
bacterianas.

El butirato se encontré en concentraciones menores a las mostradas por
los FOS. EIl butirato es una fuente importante de energia, asi como un
regulador del crecimiento y de la diferenciacion de las células de la mucosa
intestinal, promueve la proliferacion de células normales y suprime la de las
células cancerigenas, incrementando la muerte celular programada en las
células transformadas pero no en las células normales. Ademas se ha
relacionado con efectos antitumorales in vitro y en estudios en animales con
cancer de colon.*®

Por otra parte, el acetato y el propionato se encontraron en
concentraciones mayores a las registradas por FOS. Estos metabolitos
influyen en el metabolismo de carbohidratos y lipidos, lo que sugiere que los
AXOS obtenidos a partir del PMN tendrian mayor influencia en estos

beneficios.

Los FOS utilizados como control positivo son fermentados mas
rapidamente que los AXOS en estudio, la lenta fermentabilidad de
estructuras mas complejas de AXOS sugiere que éstos pueden llegar a las
partes mas distales del colon donde ayudan a disminuir la fermentacion
proteica. La reduccion del catabolismo de proteinas en el colon es deseable
porque las vias de degradacion de aminoacidos en las bacterias resultan en
la produccion de catabolitos potencialmente téxicos y posiblemente

mutagénicos incluyendo el amoniaco, fenoles y tioles.*?
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Por otro lado, nuestros estudios indican que una porcion de los AXOS
obtenidos se encuentran ferulados y presentan actividad antioxidante. Los
antioxidantes, al igual que los oligosacaridos prebidticos, son nutracéuticos
importantes debido a que protegen al cuerpo de radicales libres, especies
reactivas del oxigeno y especies reactivas de nitrdgeno, que se derivan tanto

de los procesos metabélicos normales o de fuentes externas.'?

Los resultados alcanzados situan a los AXOS obtenidos a partir del PMN
como compuestos prometedores como nutracéuticos multifuncionales al

tener aplicaciones potenciales como prebidticos y antioxidantes.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Se logr6 obtener arabinoxilooligosacaridos a partir del pericarpio

de maiz nixtamalizado por métodos fisicoquimicos (autohidrdlisis).

Lo métodos biolégicos (hidrolisis enzimatica) permitieron la
disminucién del grado de polimerizacion de los

arabinoxilooligosacaridos obtenidos por autohidrolisis.

La tecnologia de membranas permitié la purificacion de los
arabinoxilooligosacéaridos obtenidos a partir del pericarpio de maiz

nixtamalizado.

Los oligosacaridos obtenidos a partir del pericarpio de maiz
nixtamalizado estan compuestos quimicamente por moléculas de
xilosa y arabinosa. El 77% del &cido ferulico presente en el pericarpio
de maiz nixtamalizado permanece esterificado a moléculas de
arabinoxilooligosacéaridos después del tratamiento autohidrolitico e

hidrélisis enzimatica.
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5. Los arabinoxilooligosacéaridos (AXOS 1 y AXOS 2) obtenidos a
partir del pericarpio de maiz nixtamalizado presentan actividad

antioxidante en estudios in vitro.

6. Los arabinoxilooligosacéaridos (AXOS 1 y AXOS 2) obtenidos a
partir del pericarpio de maiz nixtamalizado presentan actividad

prebidtica en estudios in vitro.

7. Los arabinoxilooligosacaridos obtenidos del pericarpio de maiz
nixtamalizado se sithan como compuestos prometedores como

nutracéuticos multifuncionales
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Figura 1.10. Estructura del arabinoxilano de cereales y las enzimas para su
hidrolisis. Sitios de hidrolisis de la cadena principal del xilano (a-c), sitios de
hidrolisis de los sustituyentes (d-f). Hidrolisis de xilosa con extremo reductor (g).



