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RESUMEN

Los arabinoxilanos (AX) son polisacaridos que constituyen una parte estructural de la pared
celular de los cereales. Estos polisacaridos estan formados por una cadena lineal de xilosas con
ramificaciones de arabinosa, a las cuales puede estar esterificado el acido ferulico. La presencia
de acido ferdlico confiere a los AX la capacidad de formar geles covalentes mediante la
oxidacién por enzimas como la lacasa. Esta oxidacion resulta en la formacién de dimeros y
trimeros de acido ferdlico que permiten unir las cadenas de polisacarido entre si formando un
gel. Los geles de AX son neutros, sin color ni olor y debido a su naturaleza covalente, no son
afectados por cambios de temperatura, fuerza iénica o pH, lo cual les confiere un gran potencial
de aplicacibn como agentes de encapsulacion y liberacion controlada. El objetivo de esta
investigacion fue extraer y caracterizar los AX presentes en el residuo de la produccion de
bioetanol de maiz (DDG, Dried Distiller Grain), como una alternativa de uso para este
subproducto. Se encontr6 que el rendimiento de extraccion de AX a partir de DDG varia
dependiendo del tiempo de hidrélisis alcalina utilizado. Este rendimiento aumentd de 2.5 a 4.2
(% peso AX/peso DDG) al incrementar el tiempo de hidrdlisis de 15 a 120 minutos, mientras que
a mayores periodos de hidrélisis (180 y 240 minutos) el rendimiento disminuyd hasta un valor
de 3.6 (% peso AX/peso DDG). Asi mismo, al aumentar el tiempo de hidrélisis utilizado el grado
de sustitucion (A/X) y el contenido de AF de los AX extraidos disminuy6 de 1.21 a 0.73 y de
6.14 a 0.02 ug AF/mg AX, respectivamente. Debido a la presencia de AF en los AX extraidos,
estos polisacéaridos presentaron capacidad gelificante. Los geles de AX formados presentaron
valores de elasticidad (G’) que disminuyeron de 1000 a 30 Pa conforme el tiempo de hidrolisis
con que la molécula fue extraida aumenté de 15 a 180 minutos, lo cual esta directamente
relacionado con la disminucién en el contenido de AF. Todos los geles de AX formados
presentaron caracteristicas viscoelasticas tipicas de un gel con los valores de G’ lineales e
independientes de la frecuencia de deformacién y los valores de viscosidad (G”) mucho mas
pequefios y dependientes de la frecuencia. El analisis de microscopia electronica de barrido
indicé que estos geles presentan una estructura porosa heterogénea donde la conectividad de
la red polimérica disminuye al aumentar el tiempo de hidrélisis con que se extrajo el
polisacéarido. Los resultados de este estudio indican que es posible obtener AX con capacidad
gelificante a partir de DDG. Las caracteristicas reol6gicas y microestructurales de los geles de
AX formados depende principalmente del contenido de AF en el polisacérido. Los geles de AX

elasticos y estructurados podrian tener un potencial de aplicacién como sistemas encapsulantes
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mientras que los geles de AX mas débiles y poco estructurados podrian ser utilizados como
texturizantes. Actualmente el DDG es utilizado como alimento para ganado; sin embargo, esta
investigacion nos indica que es posible dar un uso alternativo a este subproducto como fuente

de AX con capacidad gelificante.



1. INTRODUCCION

Los AX son los principales polisacaridos no amilaceos de los granos de cereales, que se
localizan en las paredes celulares del endospermo, en la capa de aleurona y en el pericarpio de
los mismos. Estos polisacaridos se han reportado en los cereales mas importantes como trigo,
centeno, cebada, avena, arroz, sorgo y maiz, asi como en algunas otras plantas (Nifio-Medina
et al., 2010). Los AX pueden ser solubles e insolubles en agua. Los AX solubles se localizan
principalmente en endospermo mientras que los AX insolubles en agua se encuentran
principalmente en el pericarpio del grano. Ciertos AX tienen la particularidad de contener acido
ferdlico esterificado a algunas arabinosas por lo cual son llamados AX ferulados. Los AX
ferulados forman soluciones viscosas y pueden formar geles bajo la accién de ciertos agentes
oxidantes (lzydorczyk y Biliaderis, 1995). Los geles de AX han despertado un gran interés
debido a que presentan caracteristicas interesantes como son: olor y sabor neutro, estabilidad
al pH, a los cambios de temperatura y de concentraciéon de electrolitos, asi como una estructura
meso y macroporosa. Estas caracteristicas les confieren aplicacion potencial como matrices
para la liberacion controlada de biomoléculas en aplicaciones alimentarias y no alimentarias, lo
cual podria dar valor agregado a los cereales o subproductos de cereales de los que pueden
ser extraidos estos polisacaridos (Carvajal-Millan et al.,, 2007; Nifio-Medina et al., 2009;
Berlanga-Reyes et al., 2009). Recientemente se han realizado esfuerzos enfocados a la
extraccion de AX ferulados a partir de subproductos de la industria procesadora de cereales,
como es el pericarpio de maiz y de trigo, asi como el “nejayote” que es el agua residual de la
nixtamalizacién del maiz (Carvajal-Millan et al., 2007; Nifio-Medina et al., 2009). Uno de los
residuos prometedores como fuente de AX, pero no explorado en este sentido hasta el
momento, son los granos de destileria (DDG, Dried Distiller Grain), los cuales son el residuo de
la fermentacion del almidén de los cereales mediante levaduras y enzimas, para producir etanol
y diéxido de carbono. Solo una pequefia parte de los granos de destileria proviene de las
destilerias de alcohol para consumo humano, la mayoria se genera en las plantas de
produccion de bioetanol destinado a la elaboracion de mezclas gasolina-etanol (Singh et al.,
2001). Si bien el DDG ha sido utilizado desde hace varias décadas por parte de los ganaderos,
como un subproducto de la industria de las bebidas alcohdlicas, el auge en la produccién de
etanol como biocombustible incrementd su produccién. México es el principal importador de
DDG provenientes de Estados Unidos y el volumen importado se ha incrementado en los

ultimos afios, debido, en primera instancia, a la cercania y a que Estados Unidos ha aumentado



su produccion de etanol, lo que aumenta la disponibilidad de este subproducto. Con cada
tonelada de maiz se producen aproximadamente 402 litros de etanol y 312 kg de DDG. El
Departamento de Agricultura de Estados Unidos estima que en el 2019/2020 seran utilizadas
127 millones de toneladas de maiz para producir etanol; esto es un 10.3% mas que en el ciclo
2009/2010 por lo que la generacion de DDG ira en aumento (Hoffman y Baker, 2010). Hasta el
momento, el DDG es usado como ingrediente en la elaboracién de alimento para ganado y
aves, asi como en la acuacultura, debido a su precio competitivo y a sus valores nutritivos. No
existen reportes sobre el uso de este subproducto como fuente de polisacaridos gelificantes.
Asi, el objetivo de esta investigacion fue extraer, caracterizar y gelificar AX de DDG y evaluar el
efecto del tiempo de extraccidn en las caracteristicas reoldgicas y microestructurales de los
geles formados. Esta investigacion es pionera en explorar el DDG como fuente de AX

gelificantes.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

-Extraer, caracterizar y gelificar arabinoxilanos de residuos de la produccién de bioetanol de
maiz y evaluar el efecto del tiempo de extraccion en las caracteristicas reolégicas vy

microestructurales de los geles.
2.2 Objetivos Especificos

- Extraer arabinoxilanos ferulados a partir del residuo de la produccién de bioetanol de maiz.
(Dried Distiller Grain, DDG).

- Caracterizar los arabinoxilanos ferulados extraidos considerando su composicion y evaluar su

capacidad gelificante utilizando una enzima como agente entrecruzante.

- Caracterizar los geles de arabinoxilanos formados del punto de vista reolégico y

microestructural.



3. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

3.1 Arabinoxilanos (AX)

3.1.1 Caracteristicas generales

Los arabinoxilanos (AX) son polisacaridos neutros no amilaceos de los granos de
cereales. Algunos residuos de arabinosa se encuentran esterificados con el acido ferulico (acido
3-metoxi-4-hidroxicinamico) en posicion (O)-5, por lo que son llamados arabinoxilanos ferulados
(Smith y Hartley, 1983). Varios subproductos del procesamiento de cereales se han investigado
como posibles fuentes de arabinoxilanos ferulados con capacidad gelificante; tal es el caso de
los pericarpios de maiz (Zea mays L.) y de trigo (Triticum aestivum L.), asi como el “nejayote”
(liquido residual de la nixtamalizacion del maiz). Existen algunos reportes sobre las
caracteristicas fisico-quimicas (peso molecular, viscosidad intrinseca, grado de sustitucion) y
funcionales (capacidad gelificante, propiedades texturizantes y emulsificantes) de
arabinoxilanos ferulados extraidos del endospermo y el pericarpio de diversos cereales: trigo,
centeno (Secale cereale L. M. Bieb.), cebada (Hordeum vulgare L.), maiz (Zea mays L.), arroz
(Oryza sativa L.), entre otros (Rattan et al., 1994; Izydorczyk y Biliaderis, 1995; Vansteenkiste et
al., 2004; Carvajal-Millan et al., 2005, 2007).

3.1.2 Estructura quimica

Los arabinoxilanos son un grupo heterogéneo de polisacaridos en el cual varian los
patrones de sustitucion y el grado de polimerizaciéon. Estan formados por una cadena lineal de
xilosas unidas por enlaces glicosidicos B-(1—4), a la cual se unen residuos de arabinosas
mediante enlaces glicosidicos a-(1—3) o a-(1—2), o ambos (Figura 1). La xilosa puede
presentar dos grados de sustitucion, de acuerdo con el nimero de residuos de arabinosa
(monosustituido o disustituido). Ademés de las unidades de arabinosa es comun encontrar
otros sustituyentes minoritarios como son el acido glucurénico y la galactosa (Izydorczyk y
Biliaderis, 1995; Vinkx y Delcour, 1996).
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Los arabinoxilanos ferulados tienen la particularidad de presentar acido ferulico en su
estructura, unido en la posicibn O-5 de arabinosa por medio de un enlace éster (Ishii, 1997,
Saulnier y Thibault, 1999) (Figura 1). El término “grado de sustitucién” utilizado en la descripcién
de los arabinoxilanos, se refiere al ndmero de unidades de arabinosa unido a la cadena
principal de xilosas, y también se describe como la relacién arabinosa-xilosa (A/X). Tanto el
grado de sustitucion como la distribucion de las cadenas laterales son factores importantes en
las caracteristicas fisicogquimicas de los arabinoxilanos (Grootaert et al., 2007).

En funcién de su solubilidad los arabinoxilanos se clasifican en: extraibles en agua
(WEAX, water extractable arabinoxylan) y no extraibles en agua (WUAX, water unextractable
arabinoxylan). Los WEAX son extraibles a temperatura ambiente, mientras que los WUAX
requieren de un tratamiento alcalino para su extraccion. Ademas de su solubilidad, las
principales diferencias entre los WEAX y los WUAX son que estos Ultimos son de un peso
molecular mas alto y poseen mayor diversidad en las cadenas laterales, ya que ademas de
arabinosa contiene acido glucordnico, galactosa y grupos acetilo (Saulnier et al., 2007). En los
cereales los WEAX se encuentran principalmente en el endospermo, y los WUAX se ubican
tanto en la capa aleurona como en el pericarpio. La cantidad de arabinoxilanos en un tejido
vegetal puede variar dependiendo del género, asi como por los factores ambientales y los
estados de desarrollo (estado de madurez). En general, el contenido de WEAX es menor (0.5 a
3.0%, p/p) en el endospermo de los cereales (trigo, centeno, cebada) que el de WUAX (20 a

30%, p/p) en el pericarpio de los mismos (Izydorczyk y Biliaderis, 2007).

3.1.3 Caracteristicas fisicoquimicas

Peso molecular. Una de las variables més importantes para caracterizar una
macromolécula es su peso molecular. El peso molecular de los arabinoxilanos depende de su
origen y del método utilizado para su determinacion. Por ejemplo, en el caso de WEAX de trigo
los primeros estudios mediante técnicas de sedimentacion por centrifugacion reportaron valores
de peso molecular muy bajos (65kDa), mientras que con cromatografia de filtracion en gel se
encontraron pesos moleculares muy elevados (= 800kDa) (Izydorczyk y Biliaderis, 2007). Por su

parte, Biliaderis (1995) reporté un peso molecular en el intervalo de 134 a 201 kDa en WEAX



extraidos de distintas variedades de trigo canadiense, mientras que Dervilly et al. (2000) y
Dervilly-Pinel et al. (2001a; b) reportaron que el peso molecular promedio de los WEAX de trigo
se encuentra entre 200 y 300 kDa. Para WUAX de pericarpio de maiz, Lapierre et al. (2001)
encontraron una variacion de pesos moleculares de 124 hasta 270 kDa con distintos métodos
de extraccion. Segun Shyama y Muralikrishna (2007), el peso molecular de WEAX de arroz es
de 231 kDa, que disminuye a 75 kDa después del proceso de malteado (hidrélisis enzimética

del almidén del cereal).

Solubilidad. La solubilidad de los arabinoxilanos depende en gran medida del grado de
sustitucién que presenta la xilosa con unidades de arabinosa. El contenido de sustituyentes de
arabinosa, asi como su distribucion a lo largo de la cadena de xilosa, afecta el potencial de las

cadenas de arabinoxilanos para interactuar entre si o0 con otros polisacéaridos.

Para determinar el efecto de la sustitucion de arabinosas sobre la solubilidad de los
arabinoxilanos, Andrewartha et al. (1979) prepararon una serie de arabinoxilanos solubles en
agua purificados de harina de trigo, en los que removieron parcialmente uniones laterales de
arabinosa mediante el uso de a-L-arabinofuranosidasa; estos autores encontraron que
conforme disminuye la proporcién de A/X, ocurre una disminucién significativa de la solubilidad
de los arabinoxilanos, y como valor critico reportaron una proporcion A/X de 0.43 a partir de la
cual la solubilidad disminuye en forma abrupta.

Para los cereales (principalmente trigo, centeno, cebada, arroz, maiz) el valor A/X es
generalmente mas alto en los WUAX (0.6 a 0.8) que en los WEAX (0.5 a 0.7) (lzydorczyk y
Biliaderis, 2007). Algunas investigaciones sefialan un mayor valor de A/X en cereales cultivados
bajo condiciones de estrés hidrico. Sternemalm et al. (2008) estudiaron el efecto de la
sustitucion de arabinosa en la solubilidad de los arabinoxilanos mediante la utilizacion de
soluciones a 1% de arabinoxilanos y una relacion A/X inicial de 0.52. Estos autores observaron
que conforme decrecia la relacion A/X también disminuia la solubilidad de los arabinoxilanos, y
su agregacion parcial se iniciaba en el rango A/X entre 0.31 y 0.23, y precipitaba totalmente a
un valor A/X aproximado a 0.1. Este comportamiento se debe a que los residuos de arabinosa
favorecen la interaccién del polisacarido con el agua. Una vez removidas las sustituciones de
arabinosa, las cadenas de xilosas pueden formar interacciones estables entre las cadenas, que

confieren una conformacién muy rigida a los arabinoxilanos y producen agregados insolubles.



3.1.4 Capacidad gelificante

Mecanismo de gelificacion. Las soluciones acuosas de arabinoxilanos ferulados tienen
la caracteristica de formar geles covalentes en presencia de agentes generadores de radicales
libres. Estos agentes pueden ser enzimaticos via lacasa/O, o peroxidasa/H,O, (Figueroa
Espinoza y Rouau, 1998) o quimicos (persulfato de amonio y cloruro férrico) (Nifio-Medina et
al., 2010). Los enlaces covalentes, que unen las cadenas de arabinoxilanos a través del acido
ferdlico, son los responsables de esta caracteristica especial en el polisacarido (Figura 2). Las
enzimas comunmente utilizadas para la formacion de geles de arabinoxilanos son lacasa/O, y
peroxidasa/H,0,, y aunque difieren los mecanismos de accidon de estas dos enzimas sus

productos finales son los mismos (Autio, 2006).

La catélisis enzimética de la lacasa (E.C.1.10.3.2) est4 basada en un mecanismo
oxidativo en el que el oxigeno es el aceptor final de electrones. La lacasa cataliza la oxidacion
del &cido ferulico, reaccién que se encuentra acoplada a la reduccion de oxigeno molecular con
cuatro electrones para formar agua. Se necesita un total de cuatro moléculas de &cido ferulico

para llevar a cabo esta reaccién a término (Selinheimo et al., 2007; Calcaterra et al., 2008).

La peroxidasa cataliza la oxidacién del acido ferudlico, reaccion que usa al peréxido de
hidrogeno como agente oxidante. Esta es una reaccion ciclica de tres pasos, en la cual la
enzima peroxidasa (Fe*") primero es oxidada por el perdxido de hidrégeno. Los electrones son
reemplazados en dos pasos secuenciales de transferencia de un electrén, en donde el &acido
ferdlico reducido se convierte en acido ferulico oxidado. La reaccion completa utiliza dos
moléculas de &cido ferdlico (Halliwell, 1978; Selinheimo et al., 2007). Es importante remarcar
gue tanto la lacasa como la peroxidasa-H,O, sélo inducen la oxidacién del acido ferdlico,
mientras que la formacion de dimeros, trimeros y oligbmeros de &cido ferdlico ocurre
completamente al azar mediante un mecanismo de radicales. Debido a que los enlaces que
unen las cadenas de arabinoxilanos por medio del acido ferulico son de tipo covalente, estos
geles se encuentran clasificados como geles quimicos, lo que les confiere la particularidad de

ser irreversibles (Papon et al., 2006).
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Figura 2. Representacion esquematica de la gelificacion de los arabinoxilanos ferulados.



Caracteristicas de los geles de arabinoxilanos. Estos geles presentan caracteristicas
muy particulares: son neutros, incoloros e inodoros, y poco afectados por cambios de
temperatura, de fuerza i6nica o de pH, debido a la presencia de enlaces covalentes (Izydorczyk
y Biliaderis, 1995). Carvajal-Millan et al. (2006) evaluaron las propiedades estructurales y
reolégicas de geles de arabinoxilanos preparados mediante la accion de la enzima lacasa, y
concluyeron que estas caracteristicas pueden ser controladas mediante la modificacién quimica
del contenido de acido feralico del arabinoxilano. La deferulacion parcial de los arabinoxilanos
reduce el contenido de enlaces covalentes en el gel, lo cual se refleja en la disminucién del
modulo elastico y el incremento en el tamafio de poro del gel. Una disminucién de 40% del
contenido inicial de acido ferulico reduce hasta 89% la elasticidad del gel formado (Carvajal-
Millan et al., 2005). A concentraciones de arabinoxilanos mayores de 1% (p/v), no hay
incremento en el contenido de dimeros y trimeros de &cido ferdlico, aun cuando el médulo
elastico continda incrementando y el tamafio de poro de la red disminuye, lo cual denota la
accion de otras estructuras ferulicas que crean los enlaces covalentes o interacciones fisicas en

la estructura del gel.

Hasta el momento se han identificado cinco formas isoméricas de di-AF en geles de
arabinoxilanos (5-5’, 8-5' benzo, 8-0-4’, 8-5’ y 8-8’) (Figura 3). Las formas 8-5" y 8-O-4’ son
generalmente mas abundantes en geles de arabinoxilanos de trigo (Figueroa-Espinoza vy
Rouau, 1998; Schooneveld-Bergmans et al., 1999; Vansteenkiste et al., 2004; Carvajal-Millan et
al., 2005, 2006). En cambio, en geles de arabinoxilanos de maiz el di-AF 5-5’ se ha reportado
como mayoritario (Carvajal-Millan et al., 2007; Nifio-Medina et al., 2009; Berlanga-Reyes et al.,
2009). Hasta el momento se ha reportado la formacion de un solo trimero de acido ferdlico (tri-
AF) (acido 4-0O-8', 5-5"-dehidrotriferalico) en geles de arabinoxilanos de trigo y de maiz

(Carvajal-Millan et al., 2005, 2007) inducidos por una lacasa.

La forma isomérica del di-AF puede tener un efecto en la elasticidad del gel de
arabinoxilanos, ya que no todos son efectivos en generar entrecruzamientos entre cadenas
distintas del polisacarido. Segun Hatfield et al. (1999), el is6bmero 5-5’ es el Unico que puede
formarse tanto entre cadenas distintas (intercadena) como en una misma cadena de
polisacérido (intracadena). Este Ultimo tipo de unidn no contribuye a la elasticidad del gel. En la

formacion del tri-AF en los geles de arabinoxilanos, la proporcién que determina la elasticidad
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del gel aun no esta bien definida. En general, mas de 90% del contenido inicial de &cido ferulico
presente en los arabinoxilanos es oxidado al formarse el gel y s6lo 30% se recupera en formas
de diy tri-AF conocidas hasta el momento. Algunos autores sefialan la formacion de estructuras
de diy tri-AF distintas a las que han sido identificadas, o bien de oligdmeros superiores de acido
ferdlico (tetrdmeros, pentdmeros) (Vansteenkiste et al., 2004; Carvajal-Millan et al., 2005, 2006,
2007).

Bunzel et al. (2005; 2006) aislaron e identificaron dos nuevos trimeros de &cido ferulico
(4cido 8-5(no-ciclico)/5-5-dehidrotriferalico y acido 5-5-dehidrotriferalico) y, por primera vez en
pericarpio de maiz, dos tetrameros de acido ferdlico (4cido 4-O-8/5-5/8-O-4-dehidrotetraferulico
y acido 4-0-8/5-5/8-5(no-ciclico)-dehidrotetraferulico). Estas nuevas estructuras no han sido aun
estudiadas en geles de arabinoxilanos, pero dado que en la naturaleza su funcién es unir estos
polisacéridos para dar soporte estructural a la pared celular, es muy probable que se formen
durante el proceso de gelificacion del polisacarido. Ademas de la participacion de las
estructuras di-AF y tri-AF anteriormente mencionados, algunos autores han sefialado la
contribucion de interacciones fisicas entre las regiones lineales de las cadenas de
arabinoxilanos en el establecimiento de la estructura tridimensional del gel (Vansteenkisteet al.,
2004; Carvajal-Millan et al., 2005).

La presencia de cadenas laterales de xilosa se ha detectado en arabinoxilanos de trigos
europeos (Adams et al., 2003), las cuales pueden afectar el acercamiento de las cadenas de
arabinoxilanos y el establecimiento de la estructura del gel. La estructura del gel de
arabinoxilanos estaria entonces determinada tanto por los enlaces covalentes de acido ferulico
(di, tri-AF), como por las interacciones fisicas entre las regiones lineales de xilosa, lo cual a su

vez puede afectar los parametros estructurales y las propiedades funcionales del gel formado.
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Figura 3. Estructura quimica de los dimeros (a) y trimeros (b) del dcido ferdlico, identificados
en geles de arabinoxilanos. Adaptado de Nifo-Medina et al. (2009).
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La estructura meso y macroporosa de los geles de arabinoxilanos con un tamafio de
poro entre 40 y 400 nm (Tabla 1) confiere a los arabinoxilanos un alto potencial de aplicacién en
la encapsulacion y transporte de biomoléculas como proteinas o péptidos terapéuticos, los
cuales al suministrarse por via oral son susceptibles a degradacién enzimética durante su paso

por el tracto gastrointestinal (Vansteenkiste et al., 2004; Carvajal-Millan et al., 2005).

Las biomoléculas modelo, hasta el momento estudiadas en geles de arabinoxilanos, son
la seroalbumina de bovino (BSA), la ovoalbumina y la insulina, entre otras (Carvajal-Millan et al.,
2005; Berlanga-Reyes et al., 2009). Estos estudios se han realizado en geles a 1 y 2% de
arabinoxilanos que contienen de 0.1 a 10% de la proteina modelo encapsulada. Este amplio
rango de carga de proteina en el gel permitiria una amplia gama de aplicaciones potenciales
para este sistema de transporte. Una de estas aplicaciones potenciales seria la liberacion
controlada de insulina dirigida al colon (Berlanga-Reyes et al., 2009; Carvajal-Millan et al.,
2013).

Anteriormente se habia reportado una relacién directa entre los parametros estructurales
del gel de arabinoxilanos (tamafio de poro, densidad de puntos de union, distancia entre dos
puntos de union) y sus propiedades funcionales (capacidad de retencion de agua al equilibrio y
capacidad para liberar biomoléculas de manera controlada) (Carvajal-Millan et al., 2005). Pero
hasta el momento no ha sido posible cuantificar la contribuciéon relativa de los enlaces

covalentes y de las interacciones fisicas en la formacion del gel de arabinoxilanos.
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Tabla 1. Pardmetros estructurales de geles de arabinoxilanos inducidos por la enzima

lacasa
Enzima comercial di-AFT tri-AF! Merx 10* pExllF
Ct 0 P
(0.04U/mg AX) Fuente AX'(% p/v) (ug/mg) (ug/mg) £ (nm) (g/mol) (mol/cmy!)
T versicolor Maiz 25 0,029 0014 &0 31 49
T. versicolor Maiz 35 0.030 0.020 48 20 75
B cinnabarinus Trigo 20 0.029 0.013 305 145 12

"AX = arabincxilancs; "di-AF = dimeros de dcido feralice; ftri-AF =trimeros de dcido ferilico, *E = tamafio de pore; Mz = peso molecular entre dos puntos
deunién; =p = densidad de entrecruzamiento; #Adaptado de Berlanga-Reyes et al. ( 2009a) y Carvajal-Millin et al. {2005a).
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3.2 Extraccion de Arabinoxilanos

3.2.1 Arabinoxilanos solubles en agua

El enfoque mas comun para aislar arabinoxilanos de varios materiales de plantas incluye
medio acuoso 0 una extraccion alcalina de estos polimeros incluso de todo el grano o de un
tejido especifico de la planta. Una vez aislado de la matriz de la pared celular, los
arabinoxilanos son solubles en agua, sin embargo, en la pared intacta, estos polimeros tienen
un entrecruzamiento con otros constituyentes de las paredes para formar tejidos estructurales
gue no son solubles en medio acuoso. Algunos de los entrecruzados son no covalentes y
mientras son individualmente débiles ellos deben conferir fuerza e insolubilidad si son
presentados en gran cantidad. Las cadenas de arabinoxilanos también pueden ser
entrecruzadas covalentemente a cada una o a otros constituyentes de la pared celular. Como
una consecuencia de estos entrecruzamientos, una cierta porcién de los arabinoxilanos no
puede ser facilmente extraida de los materiales de plantas con agua y requieren tratamientos
mas duros con soluciones alcalinas para liberarlos de la red covalente y no covalente. Algunos
métodos y procedimientos para obtener arabinoxilanos solubles altamente puros de cereales
comunes para propésitos analiticos han sido publicados. Las extracciones son usualmente
conducidas en agua o en buffers. Después de la extraccion, los procedimientos de purificacion
usualmente involucran inactivacion de enzimas enddgenas en extractos acuosos y el uso de
enzimas hidroliticas para eliminar proteinas contaminadas y almidon de las preparaciones.
Crowe y Rasper (1998) e Izydorczyk et al. (1991) obtuvieron extractos de pentosas casi libres
de proteinas de la harina de trigo después de la adsorcion de las proteinas contaminadas en los

extractos de agua.

3.2.2 Arabinoxilanos insolubles en agua

Existen algunos reportes de investigacion recientes sobre la extraccion y purificacion de
arabinoxilanos provenientes de residuos agroalimentarios. La pasta residual de la industria
cervecera y de la industria azucarera, la mazorca y cascarilla de maiz, el salvado de trigo, las
cascaras de platano, entre otros, constituyen subproductos abundantes y de bajo valor de la

industria alimenticia. Estos materiales son fuentes potenciales de arabinoxilanos porque son
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ricos polisacaridos estructurales sin celulosa, y siendo los arabinoxilanos uno de los principales

componentes.

3.3 Arabinoxilanos de Residuos Agroindustriales

La mayoria de estudios sobre los arabinoxilanos de cereales han sido desarrollados por
grupos de investigacion europeos que han utilizado como fuente principal a variedades de trigo,
cebada y centeno (Figueroa-Espinoza y Rouau 1998; Schooneveld-Bergmans et al., 2003,
2005). Otras investigaciones se han enfocado a los subproductos que se generan por el
procesamiento de cereales (Carvajal-Millan et al. 2007; Nifio-Medina et al., 2009). Estos
subproductos contienen principalmente arabinoxilanos ferulados, por lo que la extraccion de
este polisacarido permitiria dar un uso alternativo a estos subproductos, ya que este
polisacarido podria ser utilizado como texturizante, emulsificante o agente de encapsulacion,

entre otros usos.
3.3.1 Residuos de la molienda de trigo

La industria productora de harina de trigo genera diariamente grandes cantidades de
pericarpio como subproducto, el cual es utilizado como alimento para ganado con un precio de
mercado sumamente bajo. El pericarpio de trigo contiene polisacaridos no almidonados,
principalmente arabinoxilanos ferulados, por lo que la extraccién de este polisacarido permitiria
dar un uso alternativo a este subproducto. Dado que a nivel internacional las fuentes
comerciales de arabinoxilanos ferulados son escasas, la extraccion de arabinoxilanos ferulados
a partir de pericarpio de trigo, podria tener un impacto socio-econémico importante en nuestro
pais. Existen reportes previos sobre las caracteristicas fisico-quimicas y funcionales de los
arabinoxilanos ferulados extraidos de pericarpio de trigo (Rattan et al., 1994; lzydorczyk y
Biliaderis, 1995). La industria productora de harina de trigo, tales como Molino la Fama y Molino
El Globo, obtiene pericarpio de trigo (15750 ton por empresa) como subproducto (Nifio-Medina
et al., 2010).

3.3.2 Residuos de la nixtamalizaciéon del maiz

En México, la industria productora de harina de maiz nixtamalizado, tales como Maseca
y Minsa, genera anualmente grandes cantidades de pericarpio de maiz (20000 a 46000 t por

empresa) y “nejayote” (3 a 6.9 millones de litros por empresa).
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La nixtamalizacién del maiz es importante en México ya que representa la mitad del
volumen total del maiz consumido en México. La nixtamalizacién consiste en cocinar el grano
de maiz en una solucién con cal; después de remojar de 2-8 horas, el sobrenadante (llamado
nejayote) es descartado. El material sobrante es el consiguiente para poder obtener el nixtamal
(la masa), usado para preparar una gran variedad de productos, siendo la tortilla la mas popular
(Billeb de Sinibaldi y Brezan, 2001). El proceso de nixtamalizacion degrada y solubiliza los
componentes de la pared celular del maiz, y de esta forma se facilita remover el pericarpio.
Como algo general, el nejayote contiene mas del 60% de polisacéridos libres de almidén
(Arambula-Villa et al., 2001). Polisacaridos de la pared celular alkali-soluble sin celulosa,
presentes en el pericarpio de maiz (principalmente arabinoxilanos), muestran interesantes
propiedades funcionales como espesantes, estabilizantes, emulsificantes y peliculas y
formadores de gel. Debido al hecho de que el nejayote obtenido a partir de nixtamalizacion es
un agua residual altamente alcalina, con una gran demanda quimica y bioldgica de oxigeno, es
considerado un contaminante ambiental. Una tipica nixtamalizacién de maiz, procesa 50 kg de
maiz diarios, utiliza cerca de 75 litros de agua por dia y genera casi la cantidad equivalente de
agua residual alcalina sobre una base diaria. Por lo tanto se necesitan alternativas para la

utilizaciéon de residuos de nejayote en México.

3.3.3 Residuos de la produccion de bioetanol a partir de maiz (Dried Distiller Grain, DDG)

El aumento en la demanda de bioetanol como un aditivo para el combustible, ha dado
lugar a un aumento dramético en la cantidad de maiz utilizado para este fin (Shapouri et al.,
2002). El maiz puede ser convertido en etanol por procesos molienda humeda o molienda seca
(Singh et al.,, 2001). La molienda humeda requiere un amplio equipo y un alto capital de
inversion; grandes volimenes de etanol son producidos, y hay una variedad de co-productos
para sufragar los costos de produccion. Por otro lado, las plantas por molienda seca son mas
pequefias que las de molienda hiumeda, y requieren menos equipos por lo tanto ocupan una
inversiébn menor (Singh et al., 2001). Las plantas de molienda seca producen dos coproductos
mayoritarios: Etanol y DDGS (granos secos destilados); el mercadeo del DDGS es critico para
la sustentabilidad de las plantas de molienda seca. Los factores que afectan la calidad de los

DDGS causan un impacto economico directo en la produccion de etanol (Singh et al., 2001). La
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composicion de los DDGS puede variar substancialmente (Belyea et al., 1989); esto reduce la

calidad de los DDGS e impacta negativamente el valor de mercado.

La proteina es el nutriente mas caro en la dieta de los animales; las variaciones en la
proporcion de proteina en el alimento puede causar una mala formulacién y puede afectar la
productividad del animal. La proteina contenida en los DDGS puede variar de 27% a 35% en
peso (Belyea et al., 1989). Si un productor quiere formular dietas basadas en la concentracion
de proteina promedio (31%) de DDGS, las dietas resultantes también pueden contener
insuficiente cantidad de proteina, lo que probablemente reduzca la productividad del animal, o
un exceso de proteina, que es innecesario y caro. La fuente de variacién en la composicioén de

los DDGS no esta bien documentada.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materia Prima

La materia prima a utilizar en el presente trabajo es conocida como DDG (Dried Distiller
Grain). EI DDG es un subproducto directo de la produccién de bioetanol a partir del maiz. El
DDG fue proporcionado por una empresa comercializadora de alimento para ganado en la

Ciudad de Hermosillo, Sonora, México.

4.2 Extraccién de Arabinoxilanos

Para extraer los arabinoxilanos ferulados se desarroll6 un método a partir del
procedimiento reportado previamente por el Grupo de Biopolimeros de CIAD (Carvajal-Millan et
al., 2007). Se utilizaron distintos tiempos de hidrdlisis alcalina (30, 60, 120,180 y 240 min.).

4.3 Caracterizacion de los Arabinoxilanos
4.3.1 Contenido de azlicares neutros

El contenido de azlcares neutros se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR), de acuerdo a Carvajal-Millan et al. (2007). La muestra de arabinoxilanos se
sometié a una hidrdlisis acida con acido trifluoroacético 4N a 120°C durante 2 h utilizando
manitol como estandar interno. La reaccion fue detenida con hielo y los extractos fueron
evaporados a 50°C, y enjuagados por duplicado con 200 uL de agua. El extracto evaporado fue
solubilizado en 1 mL de agua. La muestra se filtré a través de un filtro Whatman de 0.45 um. Se
utiliz6 un HPLC Waters e2695 Separation Module con una columna CH Pb (7.8 x 300mm)
eluida de manera isocratica con agua a 0.4 mL/min a 70°C. Se utilizé un detector de indice de

refraccion Waters 2414.
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4.3.2 Contenido de acido ferulico

La cuantificacion de acido feralico se determindé mediante cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (CLAR-FR), de acuerdo a Vansteenkiste et al. (2004). El acido
ferdlico se extrajo mediante saponificacion controlada. A 100 mg de muestra se agregaron 10
mL de NaOH 2N y se mantuvo en agitacion durante 2 horas. Después se acidifico con 5 mL de
éter y se centrifugd (1000g/20°C/5 min). Se recupero la fase superior (éter) y se colocé en otro
tubo protegido de la luz. Se agregé nuevamente éter y se repitidé el procedimiento. El éter fue
evaporado a 35°C bajo un flujo de argoén. Una vez secos los tubos, se les agregé 1 mL de
mezcla agua-metanol-acido acético (60:30:10, v/v) y se filtr6 a través de un filtro Whatman de
0.45 pum. Se utilizé un HPLC Waters €2695 Separation Module. Los extractos se inyectaron en
una columna C18 (250 x 4.6mm) utilizando un detector UV a 320 nm y una elucion isocratica.
Se utiliz6 un detector Waters 2998 Photodiode.

4.3.3 Proteina

El contenido de proteina en las muestras de DDG a distintos tiempos de hidroélisis se
llevé a cabo por el método Dumas usando un analizador de nitrégeno Leco-FP 528 (AOAC.
Official Method of Analysis of AOAC, 1995).

4.3.4 Distribucion de peso molecular

La distribucion de tamafio molecular de los arabinoxilanos extraidos se determiné
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) (Carvajal Millan et al., 2005). Los
arabinoxilanos se solubilizaron en agua a una concentracion de 0.5% (p/v) y se inyectaron en
una columna G5000 PWXL (30cm x 7.8mm) Ultrahydrogel (Waters e2695) utilizando LiINO; 1N
como eluyente en forma isocratica a un flujo de 0.6 mL/min. Se utilizé un detector de indice de

refraccion a 38°C.
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4.3.5 Gelificacion

Se prepararon soluciones de arabinoxilano de maiz al 2% (p/v) en una solucién
reguladora citrato-fosfato 0.5M a pH 5. Se utilizaron 2 unidades de enzima por mg de AX, de

acuerdo a lo reportado anteriormente por Carvajal-Millan et al. (2005).

4.3.6 Reologia

La cinética de formacion del gel de arabinoxilanos fue estudiada mediante un redmetro
Discovery HR de TA Instruments utilizando una geometria plana (Vansteenkiste, 2004). Los
maodulos elastico (G’) y viscoso (G”) se midieron a 25°C por 1 hora. Se utilizé una frecuencia
0.25 Hz y un porcentaje de deformacion del 5%. Se llevé a cabo un barrido de frecuencia a 5%
de deformacion y 25°C de temperatura junto con un barrido de deformacion a 0.25Hz a 25°C.

4.3.7 Microscopia electrénica de barrido

Se realizé un andlisis de microscopia electrénica de barrido (SEM) en los geles de
arabinoxilanos formados, los cuales fueron liofilizados para su analisis. Los analisis fueron
hechos en el Laboratorio de Microscopia del CIAD Unidad Guaymas, en un microscopio
electrénico de barrido (SEM) Karl Zeiss, Mod. EVO LS10.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Extraccion de AX

En la Figura 4 se muestra el rendimiento de extraccion de los AX a cinco tiempos
distintos de hidrolisis.

El rendimiento de extraccion de los AX aument6 de 2.5 a 4.2% (p/p), cuando el tiempo
de hidrdlisis se incrementé de 15 a 120 min. A un mayor tiempo de hidrélisis (180 min) el
rendimiento de extraccion de AX disminuyé a 4.0% (p/p), presentando un comportamiento
similar al reportado por Carvajal-Millan et al. (2007).

—t—

Rendimiento
(%, peso AX/peso DDG)
._|
——
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Tiempo de hidrélisis (min)

Figura 4. Rendimiento de extraccion de AX a partir de DDG utilizando distintos tiempos de
hidrdlisis alcalina.
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5.2 Caracterizaciéon Composicional

5.2.1 Contenido de azlcares neutros

La composicién de azucares neutros de los AX se muestra en la Tabla 2. Los AX presentaron

una composicion mayoritaria de arabinosa y xilosa. Este valor fue estimado de la suma de

arabinosa + xilosa. La proporcion de arabinosa-xilosa (A/X) varié de 1.21 a 0.73, indicando una

estructura de alta a moderadamente ramificada. Resultados similares han sido reportados en

arabinoxilanos de pericarpio de maiz (Carvajal-Millan et al., 2007). Residuos de glucosa y

galactosa fueron también detectados en los AX obtenidos.

Tabla 2. Composicion de azucares en los AX obtenidos a distintos tiempos de

hidrolisis

Tiempo de hidrélisis

Glucosa Xilosa Arabinosa A+X AIX

(min)
15 406+0.01 17.26+0.11 2094%+0.01 38.21+0.12 1.21
30 3.63+0.09 26.34+0.35 2347%+0.13 49.81+0.48 0.89
60 3.23+0.09 2692+1.33 23.32+0.67 50.24+0.65 0.86
120 3.11+0.11 31.83+0.76 25.39+0.20 57.23+0.96 0.79
180 276+0.11 3231+£230 23.83x£0.67 56.15+297 0.73

AzUcares en g/100g

Todos los resultados fueron obtenidos por duplicados
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5.2.2 Contenido de acido ferulico

El contenido de &cido ferulico (AF) de los AX obtenidos varié de 6.14 a 0.02 ug/mg AX. Los
valores de 0.48 a 0.02 pg/mg AX son similares a los obtenidos por otros autores utilizando otros
subproductos de maiz como son el nejayote y el pericarpio nixtamalizado (Nifio-Medina et al.,
2009 Carvajal-Millan et al., 2007). Sin embargo, el valor de 6.14 pg/mg AX es superior a lo
reportado hasta el momento en AX recuperados de los subproductos de maiz reportados como
fuentes de AX (nejayote y el pericarpio nixtamalizado), lo cual puede deberse al hecho de que
dichos subproductos han sido anteriormente expuestos a la hidrdlisis alcalina que implica la
nixtamalizacion, la cual afecta el contenido de AF en los AX.

Tabla 3. Contenido de acido ferulico obtenidos en los AX a

distintos tiempos de hidrolisis

Tiempo de hidrdlisis (min) Contenido de &cido ferulico
15 6.14 + 0.15
30 0.48 +0.20
60 0.06 £ 0.04
120 0.06 + 0.02
180 0.02 £ 0.01

Acido ferulico en pg/mg

Resultados obtenidos por duplicados
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5.2.3 Contenido de proteina

Los AX extraidos presentaron un contenido de proteina en el rango reportado por otros autores

en AX de maiz (Carvajal-Millan et al., 2007; Lapierre et al., 2001). Previos estudios han sugerido

gue existe un contenido de proteina fuertemente asociada o ligada a la estructura de los AX, el

cual es del 2-8% (p/p). Este puede variar dependiendo del origen de los AX y el método

utilizado para su obtencion (Whistler y Bemiller, 1956; Yadav et al., 20011). La asociacion

AX-proteina y el papel que podria desempenfiar esta fraccion proteica en el polisacéarido ha sido

tema de polémica pero aun no ha sido esclarecido.

Tabla 4. Contenido de proteina en los AX extraidos con

distintos tiempos de hidrolisis

Tiempo de hidrélisis (min) Proteina
15 1.31+0.20
30 1.42 £ 0.31
60 8.85+0.04
120 8.79+0.70
180 8.61+0.12

Proteina en g/100g

Resultados obtenidos por duplicado
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5.2.4 Distribucion de peso molecular

Se determind la distribucion de peso molecular (PM) de los AX obtenidos mediante
cromatografia de exclusién molecular utilizando una regresion lineal de tiempo contra logaritmo
de peso molecular en kDa de estandares de peso molecular conocido. Se aplico la ecuacion de
la regresion al pico mas alto del cromatograma de cada uno de los AX obtenidos. Acorde a los
resultados de la regresion lineal, los AX presentaron valores estimados entre 201 a 234 kDa
(Tabla 5), los cuales estan en el rango reportado para otros AX (lzydorczyk y Biliaderis, 1995).
No se encontré una disminucion del PM de los AX al aumentar el tiempo de hidrdlisis durante la
extraccion, lo cual indica que esta condicion afecta de manera méas importante el contenido de

AF en la molécula, como se discutié anteriormente en la Tabla 3.

Tabla 5. Valores de distribucién de peso molecular en los AX

Tiempo de hidrélisis (min) Peso molecuar
15 201
30 215
60 206
120 207
180 234

Peso molecular en kDa

Resultados obtenidos por duplicado
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5.2.5 Gelificacion

La formacion de los geles al 2% de AX (p/v) fue estudiada mediante reologia dinamica
de baja deformacion (Figuras 5-8). Las soluciones de AX mostraron un aumento en el médulo
elastico (G") en funcion del tiempo hasta alcanzar un pseudo plateau. Los valores de G’ fueron
iguales a los del mddulo viscoso (G”) (tan delta G”/G’ igual a uno) entre los 4 y 10 minutos, sin
encontrar una relacién entre el tiempo de hidrélisis y el tiempo de cruce de dichos modulos.
Este valor es considerado el tiempo de gelificacién (tg) y es menor al reportado en AX de trigo al
2% (w/v), en los cuales el tg varia entre 20 y 25 minutos (Carvajal-Millan et al., 2005). Lo
anterior podria ser explicado en base al menor peso molecular de los AX de maiz utilizados en
este estudio (201-234 kDa) respecto a los AX de trigo (400-600 kDa). Este mayor peso
molecular en los AX de trigo forma soluciones de AX mas viscosas retardando la accion de la
lacasa, lo que se ve reflejado en una fase inicial de poco incremento en G’, lo cual no se
observa en los AX de maiz utilizados en el presente estudio. Los valores de G’ al final del
experimento disminuyeron de 1000 a 30 Pa conforme el tiempo de hidrélisis con que fueron
extraidos los AX aumenté de 15 a 180 minutos (Figura 6). Lo anterior puede estar relacionado
con el contenido de AF en los distintos AX obtenidos ya que el valor de G’ final de los geles

formados disminuyé al reducirse el contenido de AF en la molécula.

Los espectros mecanicos de los geles después de 1 hora a 25°C se muestran en la
Figura 7. Estos espectros son tipicos de geles con los valores de G’ lineales e independientes
de la frecuencia de deformacion y los valores de G” mucho mas pequefios y dependientes de la
frecuencia (Doublier y Cuvelier, 1996). Este comportamiento es similar al reportado
anteriormente para AX gelificados con lacasa o el sistema peroxidasa/H,0O, (Izydorczyck y
Biliaderis, 1995; Dervilly-Pinel et al., 2001; Vansteenkiste et al,. 2004; Carvajal-Millan et al.,
2005). El aumento en tan delta al incrementarse el tiempo de hidrélisis con que fueron extraidos

los AX indica una mayor contribucién viscosa a la estructura del gel (Doublier y Cuvelier, 1996).

Los barridos de amplitud de los geles después de 1 hora a 25°C se muestran en la
Figura 8. El barrido de amplitud sirve para poder observar que tan resistente a la deformacién
es el gel formado. Como se muestra en la Figura 8, todos los geles de AX al 2% resisten
porcentajes de deformacion de 0 al 20% manteniendo valores constantes de G’ y G”. Estos
barridos muestran que al 5% de deformacion, valor seleccionado para realizar las mediciones

reoldgicas en este estudio, los geles presentan valores de G’ y G” lineales.
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Figura 5. Analisis reolégico del gel de arabinoxilano
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Gelificacion inducida por una lacasa a 25°C, 0.25 Hz y 5% de deformaciéon. Resultados

obtenidos por duplicado.
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5.2.7 Microscopia electrénica de barrido

La microestructura de los geles de los distintos AX obtenidos en el presente estudio fue
analizada mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Las imagenes se muestran en
las Figuras 9-13. En las imagenes SEM de los geles de AX se puede observar una estructura
porosa heterogénea de tipo panal de abeja imperfecto, lo cual concuerda con previos reportes
en geles de AX (Martinez-Lépez et al., 2013; Morales-Ortega et al., 2013, 2014). Para el analisis
SEM los geles de AX fueron liofilizados. Los procesos de formacién de hielo y de sublimacion
que implica la liofilizacién son determinantes en la morfologia del material y, en consecuencia,
es diversamente afectada por las condiciones de congelaciéon y otros fendGmenos térmicos que
ocurren durante el procedimiento de secado. Las Figuras 9-13 muestran las imagenes de los
geles liofilizados de AX obtenidos en esta investigacion. Las magnificaciones empleadas son de
200x, 300x, 600x y 1000x. Es posible ver que en el gel de AX de 15 min de tiempo de hidrélisis
presenta una estructura con porosidades mas pequefias y continuas y que conforme aumenta el
tiempo de hidrdlisis con que fueron extraidos los AX se obtiene un gel menos estructurado y con
porosidades de mayor tamafio. Estas diferencias son concordantes con los resultados
encontrados en el andlisis reolégico de los geles de AX donde la G™ disminuyé de 1000 a 30 Pa
al aumentar el tiempo de hidrdlisis con que el polisacérido fue extraido y, a su vez, este

resultado concuerda con la pérdida de AF al aumentar dicho tiempo.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que el rendimiento de extraccion de
AX a partir de DDG varia dependiendo del tiempo de hidrdlisis alcalina utilizado. Los valores del
rendimiento aumentaron de 2.5 a 4.2 (% peso AX/peso DDG) al incrementar el tiempo de
hidrélisis de 15 a 120 minutos, mientras que a mayores periodos de hidrdlisis (180 y 240
minutos) el rendimiento disminuy6 hasta un valor de 3.6 (% peso AX/peso DDG). Esos valores
son mayores a los reportados al utilizar otras fuentes de este polisacarido, por ejemplo, la

harina de trigo (0.5% peso AX/peso harina).

Se encontré que al aumentar el tiempo de hidrélisis utilizado el grado de sustitucién
(A/X) y el contenido de AF de los AX extraidos disminuye de 1.21 a 0.73 y de 6.14 a 0.02 ug
AF/mg AX, respectivamente, lo cual estd relacionado con la hidrélisis de las uniones
glucosidicas xilosa-arabinosa y las uniones éster arabinosa-acido ferulico en la molécula de
polisacarido. Los valores de A/X encontrados indican que se obtuvieron AX altamente
ramificados (A/X=1.21) a moderadamente ramificados (A/X= 0.73). El valor mas alto de AF
encontrado en el presente estudio (6.14 ug AF/mg AX), al tiempo de hidrdlisis de 15 minutos,
posiciona a esos AX en un nivel superior al reportado en la literatura para AX de diversas
fuentes.

Debido a la presencia de AF en los AX extraidos, estos polisacaridos presentan
capacidad gelificante. Los geles covalentes de AX formados presentan valores de elasticidad
(G’) que disminuyen de 1000 a 30 Pa conforme el tiempo de hidrdlisis con que la molécula fue
extraida aument6 de 15 a 180 minutos. Lo anterior esta directamente relacionado con la

disminucion en el contenido de AF en dichas muestras.

Los analisis reolégicos (barridos de frecuencia y amplitud) realizados en los geles de AX
indican que a pesar de las diferencias en los polisacaridos, derivadas de los tiempos de
hidrélisis con que se obtuvieron, todos los materiales presentan caracteristicas viscoelasticas
tipicas de un gel con los valores de G’ lineales e independientes de la frecuencia de
deformacién y los valores de viscosidad (G”) mucho mas pequefios y dependientes de la
frecuencia. Los valores de tan delta (G”/G’) de los geles de AX fueron bajos, indicando la

presencia de un sistema elastico. EI aumento en el valor de tan delta de los geles de AX
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conforme el tiempo de hidrolisis de extraccion de la molécula aumentd indica una mayor

contribucion viscosa a la estructura del gel.

La morfologia de los geles de AX obtenidos analizada mediante microscopia de barrido
electronica (SEM) indica que estos materiales presentan una estructura porosa heterogénea y
que la conectividad de la red polimérica disminuye al aumentar el tiempo de hidrélisis con que
se extrajo el polisacérido. Lo anterior esta ligado con la disminucion en los valores de G’

encontrados en el andlisis reoldgico.

Los resultados de este estudio indican que es posible obtener AX con capacidad
gelificante a partir de DDG. Las caracteristicas reologicas y microestructurales de los geles de
AX formados depende principalmente del contenido de AF en el polisacérido. Los AX extraidos
con el menor tiempo de hidrélisis forman geles con alta elasticidad y conectividad
microestructural mientras que los AX recuperados en el mayor tiempo de hidrélisis son menos
elasticos y estructurados. De esta manera, los geles de AX elasticos y estructurados podrian
tener un potencial de aplicacion como sistemas encapsulantes mientras que los geles mas

débiles podrian ser mas adecuados como texturizantes.

Dado que a nivel internacional las fuentes de AX son escasas Yy los precios de este
polisacérido son altos, la implementaciéon de una fuente alternativa como el DDG para la
obtencion de AX gelificantes podria tener un gran impacto econdmico positivo en nuestro pais.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto se recomienda:

-Realizar mas estudios al DDG para conocer aln mas sus propiedades y caracteristicas como

fuente de biomoléculas funcionales.
-Disefiar y optimizar un proceso a mayor escala para la extraccién de los AX a partir del DDG.

-Evaluar las propiedades funcionales de los AX y los geles de AX extraidos de DDG.
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