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Resumen

La pérdida de alimentos a lo largo de la cadena productiva afecta
significativamente a la seguridad alimentaria, la economia y el medio ambiente.
Asimismo, cada vez es mds importante el disefio y la implementacion de biorrefinerias
integradas para el aprovechamiento de todos los subproductos y desechos generados
durante el procesamiento de alimentos. La cerveza es una de las bebidas alcohdlicas
mads populares en todo el mundo, siendo la hez de malta (HM) el principal subproducto
de la industria cervecera, generandose 20 Kg de HM por cada 100 L de cerveza
producida. La HM estd compuesta mayoritariamente por hemicelulosa, lignina, celulosa
y proteinas que representan aproximadamente el 25, 28, 17 y 20% del peso seco,
respectivamente. La hemicelulosa de la HM se compone principalmente de
arabinoxilanos (AX). Los arabinoxilanos estdn 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. Ademas de las
unidades de arabinosa es comun encontrar otros sustituyentes minoritarios como son el
acido glucurdnico y la galactosa. También presenta dcido ferdlico en su estructura,
unido en la posiciéon O-5 de la arabinosa por medio de un enlace éster. Se ha reportado
que los AX bloquean radicales libres, contribuyen a inhibir la peroxidacién de los
lipidos, poseen propiedades prebidticas y antiinflamatorias, disminuyen la absorcién de
grasa y colesterol y tienen un efecto en el metabolismo de la glucosa a través de
diferentes mecanismos. Por estos motivos, los AX, representan una biomolécula de gran
interés biofuncional que puede ser obtenida a partir de un subproducto de bajo valor
para la industria cervecera, el cual se produce en grandes cantidades.

Un estudio previo realizado en el grupo de investigacion permitié obtener un
concentrado proteico de HM, dejando un residuo de extraccion de proteinas (REP) que
constituye el material de partida para establecer un proceso de obtencion de diferentes
fracciones enriquecidas en diversas biomoléculas. El objetivo general de este trabajo fue
establecer un proceso de biorefineria completo de la HM, mediante la obtencién de
compuestos de alto valor agregado a partir del residuo de la obtencién de proteinas y
péptidos, con especial énfasis en la produccién de fracciones de arabinoxilanos, ligninas

y celulosa microcristalina y el estudio de sus propiedades tecno y biofuncionales.
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Para tal fin, en primer lugar se estudi6 el proceso de extraccion de AX a fin de
obtener un buen rendimiento. Para la seleccion del proceso, se tuvo en cuenta su
factibilidad de escalado (escala piloto). Resulta importante destacar que la manera en
que se extraen los AX de la pared celular influye en la estructura final del compuesto
obtenido. A su vez, la estructura de este heteropolisacérido tiene un gran impacto no
solo en las propiedades fisicoquimicas como la solubilidad y viscosidad, sino también,
en las propiedades biofuncionales. Estas propiedades bioactivas dependen en gran
medida del peso molecular y de los sustituyentes que posean los AX. Al respecto, se ha
observado que la presencia de grupos hidroxilo, dcido urénico y dcidos derivados del
hidroxicindmico en las cadenas moleculares de xilanos actian como potentes donadores
de hidrégeno, estabilizando los radicales libres.

A partir del REP se estudié en primer lugar la extraccion de AX y 4cidos
fendlicos, mediante su solubilizacién en medio alcalino. Se evaluaron diferentes
condiciones, tales como temperatura y pH del proceso, a fin de obtener el mejor
rendimiento posible. Al residuo de estas extracciones (que ha sido reducido en proteinas
y hemicelulosa) se lo someti6 a un proceso quimico para obtener celulosa
microcristalina. Luego de la optimizacién del proceso de extraccion en laboratorio y
posterior escalado en planta piloto, se obtuvo un concentrado de arbinoxilanos (AX-c)
con 71 g 100 g! de carbohidratos que representaron el 16,74+2,52% de los sélidos del
REP. Este concentrado present6 un contenido total de dcido fertlico y p-cumarico de 30
mg 100 g'y de 5 mg 100 g, respectivamente. Cabe mencionar que el 68% del
contenido total de estos 4cidos fendlicos se encontrd en su forma libre. Conjuntamente
con los AX, se obtuvieron tres fracciones adicionales. La primera correspondié a
compuestos fendlicos solubles (610 mg 4cido ferilico 100 g'), cuyo rendimiento de
extraccién fue 21,51+0,54 g 100 g! de sélidos del REP. La segunda fraccién fue de
lignina (184 mg 4cido fertlico 100 g'l), siendo el rendimiento de extraccioén 10,0020,05
g 100 g'! de sélidos del REP. Ambas fracciones presentaron propiedades antioxidantes
e hipoglucemiantes. En la dltima fraccién se obtuvo celulosa con un rendimiento de
35,68+1,45 g 100 g! de s6lidos del REP, siendo su cristalinidad de 46%.

Respecto a las propiedades tecno-funcionales, se estudié la capacidad que
poseen los AX para actuar como material encapsulante de péptidos bioactivos, calcio y
hierro. En lo que refiere a la encapsulacion de péptidos, el objetivo principal fue
proteger a estos compuestos bioactivos del ambiente gastrointestinal. Al respecto, se

pudo establecer que la digestion gastrointestinal tiene un impacto negativo sobre las
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propiedades bioactivas de péptidos obtenidos a partir del alga Ulva spp, las que fueron
reducidas tras el proceso digestivo. Por tal motivo, se procedié al estudio de la
encapsulacion peptidica mediante secado por aspersion, utilizando como material de
pared AX, maltodextrinas y calcio. Posteriormente, se evalud la capacidad de proteccién
que ejercio el material de pared sobre dichos péptidos luego de un ensayo de digestion
gastrointestinal simulada. Se pudo observar que los AX lograron conservar las
propiedades antidiabetogénicas y antihipertensivas de los péptidos de Ulva spp luego
del proceso digestivo in vitro, siendo la formula sin calcio la de mejor desempefio.
Ademids, el empleo de AX como material de pared incrementé las propiedades
antioxidantes de los productos obtenidos luego de la digestién gastrointestinal.

En lo que se refiere a la encapsulacion de calcio, el objetivo principal fue
desarrollar un suplemento a base de AX y calcio que cubra los requerimientos diarios de
este mineral y contribuya con el estado redox intestinal mediante el aporte de
compuestos con propiedades antioxidantes. Para ello, se formularon distintas
microcdpsulas utilizando como material de pared AX y maltodextrinas. Ademads, se
estudiaron tres niveles de calcio. Con las microcdpsulas obtenidas se determiné la
bioaccesibilidad de calcio y de 4cido feridlico. Se pudo observar que el incremento del
contenido de calcio en las microcapsulas aumento la bioaccesibilidad del mineral, y a su
vez, disminuyd la bioaccesibilidad de édcido fertlico. En este sentido, las microcdpsulas
con 10,9 g de calcio 100 g' presentaron la mayor bioaccesibilidad de calcio total
(~37%).

Por dltimo, se estudi6 la encapsulacion de hierro con el fin de proteger a este
mineral de los procesos oxidativos sufridos al ser incorporado en una matriz
alimentaria. Cabe mencionar que el hierro en su forma ferrosa es mdas facilmente
absorbido a nivel intestinal. Para tal fin, se formularon microcdpsulas utilizando como
material de pared AX y maltodextrina. Ademads, a la formulacién se adicioné acido
ascorbico para mantener el hierro en forma soluble. Se estudiaron dos niveles de hierro
(12,8 y 24,4 mg Fe g sélidos™!), manteniendo constante la proporcién hierro:AX (1:18).
Se pudo observar que los AX lograron encapsular al hierro y al 4cido ascérbico,
protegiendo parcialmente a este complejo de la oxidacion durante el proceso de secado
por aspersion. Esto permitid, mantener al hierro bioaccesible bajo las condiciones del
ambiente gastrointestinal. Posteriormente, las microcdpsulas de hierro fueron
incorporadas como fortificante a extrudidos de maiz y se evalud la bioaccesibilidad in

vitro del mineral. El producto extrudido con agregado de microcapsulas de hierro y
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acido ascorbico presentd buena bioaccesibilidad del mineral. Sin embargo, el material
de pared no logré proteger al dcido ascérbico de su degradacion durante el proceso
térmico de extrusion. Ademads, se estudié la estabilidad del producto extrudido
fortificado almacenado a temperatura ambiente durante 1 afio. Los productos
fortificados con las microcdpsulas con el menor nivel de hierro fueron més estables que
el producto fortificado con hierro sin encapsular.

Finalmente, se estudiaron estrategias de modificacién del AX-c a fin de obtener
productos con diferente longitud de cadena y composicidon quimica, y por lo tanto, con
distintas propiedades bioactivas. Para tal fin, se estudiaron dos procesos de
modificacién, uno enzimatico, y otro fisicoquimico (ultrasonido y medio 4cido). El
proceso con enzimas permitié obtener un grado de hidrélisis de AX superior al hallado
con ultrasonido y medio acido (~14% vs. ~2,5%, respectivamente). En los productos
hidrolizados enzimdticamente se observaron cambios en el potencial Z de la molécula,
disminuyendo el didmetro hidrodindmico y la viscosidad. Ademads, hubo variaciones en
las propiedades antioxidantes, las cuales dependieron del grado de hidrdlisis y del
mecanismo antioxidante estudiado (inhibiciéon de ABTS", FRAP y capacidad quelante
del Cu*?). Ademds, se evalué el potencial prebidtico de AX-c y de la muestra
hidrolizada enzimdticamente, hallindose un buen desarrollo en la poblacién de
Bifidobacteria, utilizando el AX hidrolizado como fuente de Carbono, respecto al AX-c
sin hidrolizar.

A través de este trabajo se logré completar un proceso de biorefineria de la hez
de malta que permiti6 la recuperaciéon de las protefnas, los arabinoxilanos, los
compuestos fendlicos, la lignina y la celulosa. Finalmente debe destacarse el potencial
de este proceso de biorefineria para recuperar biomoléculas de alto valor, facilitando el

uso de residuos en las cervecerias, y creando un proceso industrial mas sostenible.
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Abstract

Food losses along the production chains significantly affect food security,
economy and environment. Furthermore, the design and implementation of integrated
biorefineries to take advantage of all by-products and waste generated during food
processing are becoming increasingly important. Beer is one of the most popular
alcoholic beverages worldwide, with brewer’s spent grain (BSG) being the main by-
product of the brewing industry, with 20 kg of this by-product generated for every 100
L of beer produced. It is mainly composed of lignin, hemicellulose, cellulose and
proteins, which represent approximately 28, 25, 17 and 20% of the dry weight.
Hemicellulose is a heteropolysaccharide formed by a heterogeneous set of
polysaccharides, which in the case of BSG is mainly composed of arabinoxylans (AX).
Arabinoxylans are formed by a linear chain of xyloses linked by B-(1—4) glycosidic
bonds, to which arabinose residues are linked by a-(1—3) or a-(1—2) glycosidic bonds,
or both. In addition to the arabinose units, it is common to find other minor substituents
such as glucuronic acid and galactose. It also has ferulic acid in its structure, linked in
the O-5 position of the arabinose by means of ester bond. It has been reported that AX
block free radicals, contribute to inhibit lipid peroxidation, have prebiotic and anti-
inflammatory properties, decrease fat and cholesterol absorption and have an effect on
glucose metabolism through different mechanisms. For these reasons, the AX are
biomolecules of interest, which can be obtained from a low-value by-product of the
brewing industry produced in large quantities.

A previous study carried out by the research group allowed obtaining a protein
concentrate from BSG, leaving a protein extraction residue (PER) that constitutes the
starting material to establish a process for obtaining different fractions enriched in
different biomolecules. The general objective of this work was to establish a complete
biorefinery process of BSG, by obtaining high added value compounds from the residue
of obtaining proteins and peptides, with special emphasis on the production of fractions
of arabinoxylans, lignins and microcrystalline cellulose and the study of their techno

and biofunctional properties.
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For this purpose, first the AX extraction process was studied in order to obtain
good yield. For the selection of the process, its feasibility of scaling (pilot scale) was
taken into account. It is important to point out, that the way in which the AXs are
extracted from the cell wall influences the final structure of the compound obtained. The
structure has a great impact not only on the physicochemical properties such as
solubility and viscosity, but also on the bioactive properties. These properties depend
largely on the molecular weight and the substituents that the AX possess. The presence
of hydroxyl groups, uronic acid, and hydroxycinnamic acids in the xylan molecular
chains act as hydrogen donors, stabilizing free radicals.

From the REP, the extraction of AX and phenolic acids was first studied by
solubilizing them in an alkaline medium. Different conditions were evaluated, such as
temperature and pH of the process, in order to obtain the best possible yield. The
residue from these extractions (which has been reduced in proteins and hemicellulose)
was subjected to a chemical process to obtain microcrystalline cellulose. After the
optimization of the extraction process in the laboratory and subsequent scaling in pilot
plant, a concentrate of arbinoxylans (AX-c) with 71 g 100 g of carbohydrates was
obtained in a pilot plant, which represented 16.74+2.52% of the solids of the PER. This
concentrate presented 30 mg 100 g! ferulic acid content and 5 mg 100 g! of p-coumaric
acid, of which 68% was in free form for both compounds. Together with the AX, three
additional fractions were obtained. The first corresponded to soluble phenolic
compounds (610 mg ferulic acid 100 g'') whose extraction yield was 21.51+0.54 g 100
g-1 of REP solids. The second fraction was lignin (184 mg ferulic acid 100 g'), which
was obtained with a yield of 21.51+£0.54% of the solids of the PER. Both fractions
showed antioxidant and hypoglycemic properties. In the last fraction, cellulose was
obtained with a yield of 35.68+1.45 g 100 g-1 of REP solids, with a crystallinity of
46%.

Regarding the techno-functional properties, the capacity of AX to act as
encapsulating material for bioactive peptides, calcium and iron was studied. Regarding
peptide encapsulation, the main objective was to protect these bioactive compounds
from the gastrointestinal environment. In this regard, it was established that
gastrointestinal digestion has a negative impact on the bioactive properties of peptides
obtained from the algae Ulva spp, which were reduced after the digestive process. For
this reason, the study of peptide encapsulation by spray drying was carried out, using

AX, maltodextrins and calcium as wall material. Subsequently, the protective capacity
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of the wall material on these peptides was evaluated after a simulated gastrointestinal
digestion test. It was observed that the AX managed to preserve the antidiabetogenic
and antihypertensive properties of the Ulva spp peptides after the in vitro digestive
process, with the calcium-free formula being the one with the best performance.
Additionally, the use of AX as wall material increased the antioxidant properties of the
products obtained after gastrointestinal digestion.

Regarding calcium encapsulation, the main objective was to develop a
supplement based on AX and calcium that covers the daily requirements of this mineral
and contributes to the intestinal redox state by providing compounds with antioxidant
properties. To do this, different microcapsules were formulated using AX and
maltodextrins as wall material. For this purpose, different microcapsules were
formulated using AX and maltodextrins as wall material. In addition, three levels of
calcium were studied. The bioaccessibility of calcium and ferulic acid was determined
with the microcapsules obtained. It was observed that the increase in the calcium
content of the microcapsules increased its bioaccessibility, and in turn decreased the
bioaccessibility of ferulic acid. The microcapsules with 10.9 g of calcium 100 g
presented the highest bioaccessibility of total calcium (~37%).

Finally, the encapsulation of iron was studied in order to protect this mineral
from the oxidative processes suffered when incorporated into a food matrix. It is worth
mentioning that iron in its ferrous form is more easily absorbed at the intestinal level.
For this purpose, microcapsules were formulated using AX and maltodextrin as wall
material. In addition, ascorbic acid was added to the formulation to keep the iron in
soluble form. Two levels of iron were studied (12.8 and 24.4 mg Fe g solids-1), keeping
the iron:AX ratio constant (1:18). It was observed that the AX managed to encapsulate
the iron and ascorbic acid, partially protecting this complex from oxidation during the
spray drying process. This allowed the iron to remain bioaccessible under the conditions
of the gastrointestinal environment. Subsequently, iron microcapsules were
incorporated as a fortifier into corn extrudates and the in vitro bioaccessibility of the
mineral was evaluated. The extruded product with the addition of iron microcapsules
and ascorbic acid presented good bioaccessibility of the mineral. However, the wall
material failed to protect the ascorbic acid from degradation during the thermal
extrusion process. In addition, the stability of the fortified extruded product stored at

room temperature for 1 year was studied. The products fortified with the microcapsules
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with the lowest iron level were more stable than the product fortified with
unencapsulated iron.

Finally, AX-c modification strategies were studied in order to obtain products
with different chain lengths and chemical compositions, and therefore, with different
bioactive properties. For this purpose, two modification processes were studied: one
enzymatic and the other physicochemical (ultrasound and acid medium). The enzymatic
process proved to be more efficient with a higher degree of hydrolysis compared to the
physicochemical one (~14% vs ~2.5%). In the enzymatically hydrolyzed products,
changes in the Z potential of the molecule were observed, decreasing the hydrodynamic
diameter and viscosity. In addition, there were variations in the antioxidant properties,
which depended on the degree of hydrolysis and the antioxidant mechanism studied
(inhibition of ABTS*, FRAP and Cu*? chelating capacity).

Through this work, it was possible to complete a Brewer’s spent grain
biorefinery process that allowed the recovery of proteins, arabinoxylans, phenolic
compounds, lignin and cellulose. Finally, the potential of this biorefinery process to
recover high-value biomolecules should be highlighted, facilitating the use of waste in

breweries, and creating a more sustainable industrial process.
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I-Introduccion general
I.1-Desechos de la industria y economia circular

La bioeconomia puede definirse como la “produccidon de recursos biologicos
renovables y la conversion de estos recursos y flujos de desechos en productos con
valor agregado, tales como alimentos: piensos, bioproductos y bioenergia” (Comision
Europea, 2012).

Mientras que algunos autores (Carrez y Van Leeuwen, 2015; Sheridan, 2016)
consideran que la bioeconomia es “circular por naturaleza”, Hetemiki et al. (2017)
alertan sobre el riesgo de seguir un enfoque lineal de negocios como siempre, si no se
consideran los principios de una economia circular (EC). La EC es definida por la
Comisién Europea (2015) en términos de minimizar la generacién de residuos y
mantener el valor de los productos, materiales y recursos durante el mayor tiempo
posible.

La fusién de estos dos conceptos ha dado lugar al término “bioeconomia
circular” (BEC), que aparecié alrededor de 2015 y se utiliza cada vez mds en
publicaciones cientificas desde 2016. Sin embargo, s6lo ha habido unos pocos intentos
de definir el término y describir lo que realmente implica el concepto de BEC. Ademas,
falta una perspectiva ascendente sobre el papel de la BEC en los grupos regionales de
bioeconomia. Esta perspectiva es particularmente relevante, ya que muchas estrategias
clave conducen hacia una bioeconomia circular y mds eficiente en el uso de recursos.
Por ejemplo, las biorrefinerias integradas y el uso en cascada de la biomasa dependen de
una estrecha cooperaciéon de actores locales de la agricultura, la industria, la
investigacién y las instituciones publicas regionales. En este sentido, cada vez se
reconoce mds el importante papel de los clusters regionales en el impulso de la
bioeconomia europea (Stegmann et al. 2020; Kircher, 2012).

Las biorrefinerias (integradas) se consideran una parte importante del BEC y una
medida para mejorar la eficiencia de los recursos y el valor total de la biomasa
(Hetemiki et al. 2017; Temmes y Peck, 2020). De Jong et al. (2012) definen a la
biorrefineria como “el procesamiento sostenible de la biomasa en un espectro de
productos comercializables (alimentos, piensos, materiales, productos quimicos) y
energia (combustibles, energia, calor)”. Las biorrefinerias integradas son una
combinacion de varias tecnologias de conversidon de biomasa que permiten una mayor

flexibilidad y reduccién de costos (McCormick y Kautto, 2013). Por lo tanto, facilitan el
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uso de corrientes secundarias y desechos, y facilitan la producciéon combinada de
productos de alto valor (por ejemplo, productos quimicos finos) con productos de menor
valor (por ejemplo, bioenergia).

A pesar de las grandes cantidades y posibilidades de reutilizacién de los
subproductos (solidos y liquidos) generados por la industria cervecera, la adecuada
disposicion de estos subproductos ha impuesto severos problemas para las transiciones
de produccién circular y mds limpia a nivel mundial. Estos desafios son atin mas
importantes para las pequefas cervecerias debido a la reconocida falta de recursos,
como conocimientos, finanzas y personal calificado (Bonato et al. 2022). Se ha
observado que se necesitan alternativas mas eficientes y sostenibles para las operaciones
de las pequenas cervecerias frente a los desafios impuestos para la eliminacién adecuada
de residuos y las restricciones regulatorias. En este caso, los residuos con un impacto
ambiental significativo incluyen el bagazo de malta o bagazo cervecero o hez de malta
(HM), la turba y la levadura residual (Su et al. 2021; Garcia-Garcia et al. 2017).

La urgencia de realizar estudios que examinen la gestion de residuos soélidos y
las opciones de valorizacién de la biomasa para los subproductos en las cadenas de
valor de las pequefias cervecerias se debe a que la industria cervecera genera grandes
cantidades de HM (Codina-Torrella et al. 2021; Czubaszek et al. 2021; Lynch et al.
2016; Vanreppelen et al. 2014). La misma es el subproducto mds abundante resultante
del proceso de elaboracion de cerveza (Barbu et al. 2021; Ran et al. 2021; Lynch et al.
2016). Sin embargo, aunque estos desechos sélidos podrian reciclarse inmediatamente,
en la prictica no reciben suficiente atencidon por parte de la cadena de valor como
producto bdsico. Frecuentemente, su disposicién se convierte en un problema para las
empresas del sector, lo que lleva a la necesidad de desarrollar alternativas no sostenibles
para su gestion y disposicion (Bonato et al. 2022). En este sentido, considerando que en
promedio el 85% de los residuos de las cervecerias son HM (Ivanova et al. 2017), una
de las alternativas es la reventa de dicho residuo en mercados secundarios, eliminando
la necesidad de su eliminacién (Olajire, 2020).

La reutilizacién y el reciclaje son estrategias esenciales para transformar los
residuos en nuevos recursos valiosos (Ricciardi, 2020). Ademads, dichas estrategias
permiten soluciones circulares para mantener el valor de los productos y recursos
durante el mayor tiempo posible (Stelick et al. 2021; Rigamonti et al. 2019; Kirchherr et
al. 2017). Hoy mds que nunca es necesario ampliar el potencial de las estrategias

sostenibles para sectores sub-explotados, como las cadenas de valor de las pequeiias
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cervecerias, para avanzar en el conocimiento que se traduzca en mejores decisiones para
la disposicion o valorizacién de residuos (Yoo et al. 2021; Kral et al. 2019). Por lo
tanto, son social y estratégicamente necesarios estudios que aborden aspectos de
infraestructura de gestion de residuos (Liu et al. 2017), producciéon mds limpia o
estrategias de produccién de productos con valor afiadido a partir de los residuos de las

empresas cerveceras (Borel et al. 2018).
I.2- Hez de malta

I.2.1-Grano de cebada

1.2.1.1- Partes del grano

En general, el grano de cebada tiene forma de huso y mide de 7 a 12 mm de
largo (Jadhav et al. 1998). Este grano es rico en almidon y proteinas, y consta de tres
partes principales: el germen (embridn), el endospermo (que comprende la aleurona y el
endospermo almidonoso) y las cubiertas de grano (Mussatto et al. 2006).

En la Figura I.1 se muestran sus partes constitutivas y su seccién transversal.
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Figura I.1- Grano de Cebada (Geng et al. 2022).

La cédscara es el componente mds externo de los granos maduros, que se
compone principalmente de celulosa, lignina y silicio. Las cascaras estdn estrechamente
adheridas a la cariopside en la cebada vestida, mientras que estdn separadas en la cebada

desnuda.
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La cariépside representa la mayor parte de todo el grano de cereal maduro
(Evers et al. 1999). La cariépside de la cebada comprende principalmente el embrién y
el endospermo, que a su vez estd rodeado por la capa nucelar, la testa (cubierta de la
semilla) y el pericarpio (cubierta del fruto) (Figura I.1). El intervalo entre la capa de la
nucela y la testa es el mas delgado, mientras que el intervalo entre la testa y el
pericarpio es el mds grueso (Brennan et al. 2017).

El endospermo ocupa la mayor parte de la composicion del grano y estd formado
por aleurona, subaleurona y endospermo almidonoso (Zheng y Wang, 2014). La
aleurona de la cebada estd formada por células multicapa, generalmente tres capas
celulares (Bacic y Stone, 1981; Becraft y Yi, 2011). La aleurona es rica en nutrientes
como lipidos, proteinas, minerales, vitaminas del tipo B, como niacina y folatos, y
algunos otros micronutrientes (Brouns et al. 2012; Zheng y Wang, 2014). La proteina de
almacenamiento se acumula en forma de granulos en las células de aleurona (Zheng y
Wang, 2014). Los granulos de almidon se acumulan principalmente en el endospermo
almidonoso interno, mientras que mdas proteinas se acumulan en la subaleurona
intermedia entre la aleurona externa y el endospermo almidonado interno (Zheng y
Wang, 2014).

El embrién es el componente mas importante de los granos para la generacion
filial (Evers y Millar, 2002), que se adhiere a un lado del raquis y se ubica en el lado
dorsal de la caridpside (Figura I.1). El embrién consta principalmente de eje
embrionario, plimula y radicula, que suministran nutrientes para el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Evers y Millar, 2002). El embrién estd bien protegido y
rodeado por el coledptilo y la coleorriza. El escutelo es un tejido protector externo,
aplanado y hundido, que se conecta con el eje embrionario y el endospermo en ambos

lados (Evers y Millar, 2002).
[.2.1.2- Composicion de los granos de cebada

Los carbohidratos son el componente mayoritario del grano, representando entre
78 y 83 g 100 g! del grano en base seca. Pueden ser de tres tipos: monosacaridos (3-8%
del total de carbohidratos), no estructurales como el almiddn, y polisacaridos de la pared
celular (B-glucanos y AX) (Geng et al. 2022). El nivel de proteinas en los granos varia
entre 10 y 20 g 100 g™ del grano, y se encuentra principalmente en el endospermo. Las

prolaminas, predominantemente hordeinas, representan el 50% de la fraccion proteica
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de la cebada. El contenido de lipidos varfa entre 2 y 3 g 100 g del grano, y se
encuentran principalmente en el endospermo (Raj et al. 2023).

El grano de cebada es una excelente fuente de fibra dietaria soluble e insoluble y
otros componentes tales como la vitamina E (incluyendo tocotrienoles), vitaminas del
complejo B, minerales y compuestos fendlicos (Madhujith et al. 2009). Una de las
principales vitaminas de la cebada es la vitamina E, que se encuentra en las capas
externas del grano, su contenido no cambia durante el malteado, y suele encontrarse en
la hez de malta.

Los minerales se encuentran principalmente en las capas externas del grano, y
los mas abundantes son el potasio (0,37-0,50 g 100 g!' de materia seca) y el fésforo
(0,33-0,60 g 100 g! de materia seca) (Geng et al. 2022).

El grano también contiene fitoquimicos tales como: lignanos, tocoles,
fitoesteroles, flavonoides, dcidos fendlicos y folatos. La cebada tiene una gran cantidad
de flavonoides, principalmente catequina (62-300 mg g!). En cuanto a los 4cidos
fendlicos el principal es 4cido ferulico (68% del total), seguido por dcido cumadrico,
vainilico, siringico, 2-4-dihidroxibenzoico y sindpico. Estos compuestos fendlicos se
hallan principalmente en las capas externas del grano, y su concentracion varia entre
604-1346 mg g (Holtekjglen et al. 2006). El pericarpio de los granos de cebada
contiene antocianinas y flavanoles, principalmente en su forma glicosilada (62-300 mg
gl (Kim et al. 2007). A pesar de representar sélo entre el 10 y el 20 % del peso total
del grano, las cdscaras representan alrededor del 45 % de la capacidad antioxidante total
medida en las harinas integrales recubiertas (Holtekjglen et al. 2006).

Los principales componentes de la pared celular son celulosa, hemicelulosa y
lignina. La celulosa es el componente estructural mds importante de las células de las
plantas, y estd constituida por moléculas de B-D-glucosa unidas mediante enlaces -1,4-
O-glucosidicos (Rubin 2008). La hemicelulosa es el segundo componente mads
abundante en la biomasa lignoceluldsica. Estd compuesta por una familia de
monosacéridos de 5 y 6 dtomos de carbono, y tiene la funcién de unir las fibras de
celulosa en microfibrillas entrelazadas con lignina, creando una compleja red de enlaces
que le da rigidez estructural (Rubin 2008). Finalmente, la lignina es un polimero
tridimensional de unidades fenilpropanoides que puede considerarse como el pegamento
celular que brinda al tejido vegetal y a las fibras individuales resistencia a la compresion
y rigidez, ademds de proporcionar resistencia a insectos y patdgenos (Del rio et al.

2007).
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Figura L.2- Esquema de la pared celular y sus componentes: Celulosa, Hemicelulosa y
Lignina (Rubin 2008).

1.2.2-Proceso de produccion de cerveza

En el proceso de malteado, la cebada cosechada se limpia y se clasifica segtin el
tamano. Después de un periodo de latencia de 4 a 6 semanas, la cebada se maltea en un
proceso de germinacion controlado, que sirve para aumentar el contenido enzimatico del
grano. El malteado comprende tres pasos: (1) remojo, (2) germinacién y (3) secado o
cocciéon (Mussatto et al. 2006).

Durante el remojo, los granos de cebada limpios se colocan en tanques con agua
a una temperatura entre 5 y 18 © C durante aproximadamente 2 dias. La hidratacién
durante el remojo inicia la germinacién y conduce a la activacién del metabolismo de la
aleurona. Después de remojar, la cebada se transporta a un recipiente de germinacion,
donde se mantiene en contacto con una corriente de aire himedo que fluye a través del
lecho de granos manteniendo la temperatura entre 15 y 21 °C. Este paso promueve la
sintesis y activacion de enzimas en la aleurona y el endospermo amildceo, incluidas las
amilasas, proteasas, P-glucanasas, etc. Al final del proceso de germinacién, que

normalmente dura 6 o 7 dias, el endospermo se modifica de manera completa y
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uniforme. La cebada malteada se seca a 40—-60 °C hasta un contenido de humedad del
4-5%, para evitar la contaminacién microbiana y generacién de componentes de sabor
indeseados. Después de este paso, la malta seca se almacena durante 3 o 4 semanas,
para alcanzar la homogeneidad y el equilibrio (Mussatto et al. 2006).

En la cerveceria, la cebada malteada se muele, se mezcla con agua y la
temperatura aumenta lentamente (de 37 a 78 ° C) para promover la hidrélisis enzimatica
de los componentes de la malta, principalmente almidén, pero también otros
componentes como las proteinas, f-glucanos (enlaces: 1—3 y 1—4) y arabinoxilanos, y
para solubilizar sus productos de hidrdlisis. Durante este proceso, el almidén se
convierte en azucares fermentables (principalmente maltosa y maltotriosa) y azicares
no fermentables (dextrinas). Ademads, las proteinas se degradan parcialmente a
polipéptidos y aminodcidos. Esta conversion enzimdtica, conocida como etapa de
maceracion, produce un liquido dulce denominado mosto. La parte insoluble, no
degradada del grano de cebada malteada, se deja sedimentar para formar un lecho y el
mosto dulce se filtra a través de él (filtrado). El mosto filtrado se utiliza como medio de
fermentacion de las levaduras para producir cerveza (Dragone et al. 2002; Linko et al.
1998). La fraccion solida residual se conoce como "granos gastados" o “granos

agotados” de cerveceria.
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Figura 1.3- Representacion esquemdtica del proceso de elaboracién de cerveza que
resulta en la produccién de granos gastados o agotados (hez de malta) a partir de granos
de cebada (Mussatto et al. 2006).
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1.2.3-Composicion de la HM

En la Tabla I.1 se muestra la composicién de la HM de acuerdo a diferentes
autores. Como se menciono anteriormente, se trata de un material que contiene celulosa
(12-25%), hemicelulosa (20-30%), lignina (12-20%) y proteinas (15-30%) (Xiros et al.
2008; Steiner et al. 2015).

Tabla I.1. Composicion quimica de la hez de malta de acuerdo a diferentes autores

(periodo 2006-2016)

Mussatto  Xiros Robertson Meneses

Componentes Steiner et  Kemppainen
’ (;)glé) (gt)glé) 55?3) (2)81113') al. 2015)  etal. 2016)
Proteinas 15,2 14,0  20,0-24,0 24,7 19,0-30,0 22,6
Lipidos n.d. 13,0 n.d. n.d. 10,0 11,4
Almidén n.d. 2,9 2,0-8,0 n.d. 4,0 3,1
Cenizas 4.6 3,2 n.d. 4,2 2,0-5,0 4,1
Celulosa 16,8 11,5 n.d. 21,7 12,0-25,0 13,2
Hemicelulosa 28,4 40,0  22,0-29,0 19,2 20,0-25,0 25,3
Lignina 27,8 11,9 13-17 19,4 12,0-28,0 19,6%*
Fendlicos n.d. n.d. 0,7-0,9 n.d n.d. n.d.

n.d. No determinado

*valores expresados en g por 100g de material seco

**suma de lignina 4dcido insoluble (14,7 g 100 g'') y lignina 4cido soluble (4,9 g 100g™)
La composicién de la HM puede variar significativamente debido a variables

intrinsecas asociadas al ciclo de cultivo agronémico de la cebada o a las diferentes

condiciones a las que se somete el material a nivel industrial tales como malteado,

maceracion, agregado de adjuntos, etc. Dada la variada composicién, gran volumen

generado y actual sub-utilizacion de la HM, las investigaciones cientificas relacionadas

a su aprovechamiento han ido aumentado a lo largo de los afos (Aliyu & Bala, 2011;

Buffington, 2014, Zeko-Pivac et al. 2022; Mussatto et al. 2006).

31



I.3-Carbohidratos no digeribles
1.3.1-Arabinoxilanos
I.3.1.1-Estructura quimica

La hemicelulosa es el componente principal de la HM y puede estar presente en
un nivel de hasta 40% en peso seco. Este heteropolisacarido esta constituido
principalmente por arabinoxilanos (AX) (Lynch et al. 2016). Estos hidratos de carbono
poseen diversos patrones de sustitucion y grado de polimerizacion. Estan formados por
una cadena lineal de xilosas unidas por enlaces -(1—4) glicosidicos, a la cual se unen
residuos de arabinosas mediante enlaces glicosidicos a-(1—3) o a-(1—2), o ambos
(Figura 1.4).

La xilosa puede presentar dos grados de sustitucion de acuerdo con el nimero de
residuos de arabinosa: mono-sustituido o di-sustituido. Ademdas de las unidades de
arabinosa, es comun encontrar otros sustituyentes minoritarios como son el 4cido
glucurénico, galactosa y acido ferdlico unido en la posicion O-5 de la arabinosa por

medio de un enlace éster (Morales-Ortega et al. 2013).
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Figura I.4- Estructura general de los arabinoxilanos encontrados en cereales (Morales-
Ortega et al. 2013).

El término “grado de sustitucion” utilizado en la descripcion de los AX se refiere
al nimero de unidades de arabinosas unidas a la cadena principal de xilosas, y también
se describe como la relacion arabinosa-xilosa (A/X). Tanto el grado de sustitucién como
la distribucién de las cadenas laterales son factores importantes en las caracteristicas
fisicoquimicas de los arabinoxilanos (Morales-Ortega et al. 2013).

En funcién de su solubilidad, los arabinoxilanos se pueden clasificar 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 solubilizacion.

Esto implica que los WEAX de la cebada se pierden en el proceso de malteado y
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durante la fabricacion de cerveza. Ademds de la solubilidad, los WEAX y los WUAX
difieren en su estructura. Los WUAX poseen un peso molecular mds alto y mayor
diversidad en las cadenas laterales que los WEAX. Esto se debe a que contienen acido
glucurénico, galactosa y grupos acetilo como sustituyentes.

En los cereales los WEAX se encuentran principalmente en el endospermo, y los
WUAX se ubican tanto en la capa aleurona como en el pericarpio. La cantidad de AX
en un tejido vegetal puede variar dependiendo del género, asi como también por factores
ambientales y el estadio de desarrollo. En términos generales, el contenido de WEAX
en el endospermo de los cereales es menor que el de WUAX en el pericarpio (Morales-
Ortega et al. 2013).

En la pared celular intacta de los granos de cereal, la mayoria de los AX y otros
polimeros estdn reticulados mediante: puentes intercatenarios de acido diferilico de los
AX y enlaces éster entre los grupos carboxilo de los 4cidos urénicos y/o los grupos
hidroxilo de AX con otros componentes de la pared. Estos estos enlaces cruzados dan
origen a una red estructural que no es soluble en agua. Por lo tanto, una proporcién
importante de los AX en los granos de cereal no puede extraerse facilmente en medios
acuosos, requiriendo de tratamientos alcalinos o enzimadticos (Zhang et al. 2014).

Otro factor que influye sobre la solubilidad de los AX es el grado de sustitucion
que presenta la xilosa con unidades de arabinosa. El contenido de arabinosa en el AX,
asi como su distribucién a lo largo de la cadena de xilosa, impacta en las interacciones
establecidas entre las moléculas de AX, y entre éstas y otros polisacdridos, modificando
la solubilidad de la molécula. Al respecto, Andrewartha et al. (1979) observaron que la
remocién de las uniones laterales de arabinosa en la molécula de AX de trigo
empleando o-L-arabinofuranosidasa provoca un descenso considerable de la
solubilidad. Ademads, estos autores encontraron que la proporcién critica de A/X para

mantener la solubilidad de la molécula fue de 0,43 (Morales-Ortega et al. 2013).

1.3.1.2-Métodos de extraccion de AX

Se han reportado diferentes tipos de tratamientos para extraer los AX, los cuales

pueden dividirse en quimicos, fisicos y biolégicos (Zhang et al. 2014).
1.3.1.2.1-Métodos quimicos

Uno de los métodos quimicos propuestos para obtener AX es la extraccion
alcalina. El élcali altera los enlaces por puente de hidrégeno y covalentes, debilitando la
matriz de la pared celular con la consecuentemente liberaciéon de los polisacaridos
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constituyentes (Fincher y Stone, 1986). Al respecto, los iones hidroxilo interrumpen los
enlaces de hidrégeno entre la celulosa y la hemicelulosa, y también rompen los enlaces
éster, lo que conlleva a la solubilizacién parcial de la hemicelulosa (Cyran et al. 2004).
Las condiciones alcalinas también modifican la carga de los residuos de dcido urénico a
su forma anidnica, lo que provoca la repulsién entre las diferentes moléculas,
contribuyendo con la extraccion de los AX (Zhang et al. 2014). El tratamiento alcalino
es una forma eficiente de extraer AX de los materiales de la pared celular. Sin embargo,
cambia las propiedades bioactivas de los mismos al hidrolizar algunos grupos
funcionales de la molécula tales como el acido fertdlico (Chen et al. 2019a).

Por otra parte, las condiciones alcalinas han demostrado ser las mas efectivas
para la solubilizacién de proteinas de HM (Niemi et al. 2013a). No obstante, la lignina
de HM es parcialmente soluble en dlcali (pH 10) (Niemi et al. 2012), lo que puede crear
desafios en la extraccion de AX a partir de HM, principalmente en lo referido a la
pureza (Doner y Hicks, 1997). Se ha demostrado que el perdxido alcalino es un reactivo
eficaz para la deslignificaciéon y mejoramiento de la blancura de las hemicelulosas de
los cereales (Doner y Hicks, 1997; Pan et al. 1998). En los medios alcalinos, el per6xido
de hidrégeno forma el anién hidroperéxido (Peng et al. 2012), lo que produce la
oxidacion de las estructuras de lignina al reaccionar con los grupos carboxilos,
rompiendo algunos enlaces inter-unitarios, permitiendo la separacién de lignina y
hemicelulosas.

Por otra parte, se ha observado que los iones Ba*> pueden interactuar
especificamente con las pentosas de los AX, facilitando la extracciébn de este
heteropolisacdrido (Fincher y Stone, 1986). En este sentido, Gruppen et al. (1991)
introdujeron el uso de hidréxido de bario como extractor primario para WUAX. Estos
autores observaron que los iones de bario mejoraron la separacion de AX y B-glucanos,
lo que resulté en una extraccién selectiva de los WUAX a partir de harina de trigo
(80%). De igual modo, Bergmans et al. (1996) observaron que el empleo de bario
permite extraer hasta un 50% de los WUAX de salvado de trigo.

Otro de los métodos quimicos propuestos para obtener AX es la extraccion
acida. Xu et al. (2006) compararon el efecto de varios tratamientos dcidos que
incluyeron 4cido acético, dcido férmico, metanol y etanol combinados con HCl al 0,1 %
(V/V) a 85 °C durante 4 h, sobre los rendimientos de extraccion de AX de salvado de
trigo. Estos autores observaron que la extraccion con los solventes orgdanicos (metanol y

etanol) sin adicion de acido resulté en una disminucion del rendimiento de extraccion.
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No obstante, el empleo de 3 volumenes de etanol al 95% permitio extraer més del 90%
de la lignina, permaneciendo insoluble la hemicelulosa. De acuerdo a estos estudios, la
lignina y la proteina fueron co-extraidas y sélo pudieron separarse parcialmente por
precipitacion écida, lo que sugiere solubilidades similares e interacciones fuertes entre
estos componentes. Bajo las condiciones de extraccién dcida de AX puede ocurrir
hidrdlisis quimica, viéndose degradados los AX a compuestos de muy bajo peso
molecular, los cuales son solubles en solventes orgdnicos. Esto puede conducir a la
pérdida de AX durante la extracciobn con la consecuente disminucién en los

rendimientos (Xu et al. 2006).
1.3.1.2.2-Métodos enzimaticos

La accion de las xilanasas da como resultado la solubilizaciéon parcial y
extraccion de WUAX, a su vez, conduce a la despolimerizacion de WEAX. Las
endoxilanasas pueden atacar el esqueleto de xilano, escindir los enlaces -(1,4) internos
de manera aleatoria y penetrar en la pared celular, produciendo una mezcla de
xilooligosacéridos no sustituidos. De esta manera, una porcién de los WUAX se torna
soluble y extractable.

Las xilanasas mas efectivas pertenecen a la familia de las glucésido- hidrolasas
(GH), a saber, GH10 y GHI11. Las GH10 requieren dos residuos de xilopiranosas no
sustituidos consecutivos para atacar el esqueleto de xilano y son capaces de escindir el
enlace glucosidico con residuos de xilopiranosa sustituidos con dcido glucurénico o
arabinosa. Por otro lado, las GH11 requieren tres residuos de xilopiranosa no sustituidos
consecutivos y no hidrolizan los residuos sustituidos (Biely et al. 2016). Las GH10 son
mds activas en AX solubles, mientras que las xilanasas GH11 tienen una mayor
selectividad para sustratos insolubles, exhibiendo mayor capacidad hidrolitica sobre la
pared celular (Zhang et al. 2014).

De acuerdo a Bastos et al. (2018), en el salvado de trigo despalillado, los AX
hidrolizados por las xilanasas GH11 exhibieron relaciones A/X mas bajas (0,23 - 0,28)
que las producidas por las xilanasas GH10 (0,38 — 0,43), lo que indica los distintos
patrones de accién. El empleo de estas xilanasas permite recuperar AX con un
rendimiento de 50,7%, permaneciendo inalterado el nivel de 4dcido difertlico, aunque el
contenido en acidos ferulico y p-cumadrico puede disminuir (Beaugrand et al. 2004).

Por otra parte, los tratamientos enzimaticos producen fracciones de AX de bajo

peso molecular con un menor rendimiento de extracciéon que la hidrdlisis alcalina,
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dando lugar a extractos con diferentes biofuncionalidades (Fadel et al. 2018). Los
obstdculos como la estructura cristalina de la lignocelulosa y la presencia de inhibidores
enzimaticos, a menudo, limitan el proceso hidrolitico llevado a cabo por la xilanasas, lo
que disminuye el rendimiento de extraccion. Sin embargo, la extraccion alcalina
promueve la liberaciéon de édcido ferudlico a partir del AX, obteniéndose fracciones de
este heteropolisacarido con una menor bioactividad respecto al proceso enzimadtico
(Zhou et al. 2010). Ademads, el método enzimdtico muestra ventajas ecoldogicas y
econdmicas respecto a métodos quimicos cuando se usa en la produccién de alimentos a

escala industrial.
1.3.1.2.4-Métodos fisicos

Entre los métodos fisicos se puede mencionar el tratamiento de explosién de
vapor (SE) que se describe como un proceso termo-mecano-quimico en el que la
descomposicién de la biomasa es asistida por el calor como vapor (termo-), por fuerzas
de cizallamiento por la expansién de la humedad (mecano-) y por la hidrélisis auto
catalizada de enlaces glucosidicos de la hemicelulosa (-quimico) (Girio et al. 2012). En
SE, la biomasa se calienta rdpidamente al introducir vapor saturado a alta presién en un
reactor (preferiblemente a temperaturas entre 160 y 240 ° C y presiones de 0,69-4,83
MPa), durante un periodo corto (segundos o minutos). A alta presion, el vapor se
condensa y penetra la biomasa iniciando las reacciones de auto hidrdlisis, catalizadas
por el dcido acético liberado por las hemicelulosas. Ademads, cuando la presion se libera
inmediatamente, el condensado dentro del material se evapora nuevamente, causando
una interrupcién mecdnica de la matriz de la pared celular, con la consiguiente ruptura
de los enlaces intermoleculares e intramoleculares que conducen a la extraccién de
hemicelulosas (Bastos et al. 2018). El fraccionamiento de la paja de trigo usando un
proceso de dos etapas basado en el pre tratamiento de SE (200°C/15 bar, durante 10-33
min o 220°C/22 bar durante 3-8 min) resulta en xilo-oligosacdridos (XOS) y
monosacéridos que representan el 20,5% y el 28,5% del material de partida seco,
respectivamente. Los rendimientos de recuperacion aumentan a medida que la

temperatura del SE y el tiempo de tratamiento se incrementan (Sun et al. 2005).
1.3.2-Celulosa

1.3.2.1-Estructura quimica
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La celulosa representa el componente principal de las paredes celulares de las
plantas. Estd presente como un polimero de cadena lineal de alto peso molecular que
contiene tres grupos hidroxilo por unidad de residuo de glucosa (Ju et al. 2015). Una
conformacién extendida del polimero surge de los dngulos de torsidn principales
alrededor de los enlaces Ci;-O y O-Cs4 del enlace glicosidico (B-(1-4). Estas
macromoléculas lineales comprenden entre 1.000 y 10.000 residuos de [B-glucosa
(French et al. 2017). La conformacién de las cadenas de celulosa permite una
aproximacion intra e intercatenaria donde los grupos hidroxilo forman numerosos
puentes de hidrégeno. Ademads, la forma més comun de cinta plana de la molécula
permite que se establezcan interacciones mediante fuerzas de Van der Waals (French et
al. 2014). Estas fuerzas no covalentes dan como resultado varios arreglos cristalinos
ordenados (French et al. 2021).

Las fibras de celulosa suelen estar compuestas de nanofibrillas con longitudes de
varios micrémetros y didmetros que oscilan entre 2 y 20 nm, donde los cristalitos de
celulosa estdn unidos entre si mediante dominios de celulosa amorfa (Figura L.5). Se
han identificado ocho alomorfos cristalinos diferentes denominados: celulosa Ia, Ib, II,
I, I, IVI, IVII y X. Cabe sefialar que Ia e Ib constituyen las formas cristalinas
nativas o de origen natural. En la celulosa nativa, los materiales no cristalinos o amorfos
estdn ubicados en las superficies de las fibras elementales de la molécula, asi como

entre las regiones cristalinas (Salem et al. 2023).

Fibrillas elementales
{Microfibrillas) Microfibrillas de celulosa

oy
g k‘-.-a-
Ty .
— Son ———
—er
e =
. " e —
7 y. e~ LaLh =
o X | o -‘—;;'- - o rf- e m— T T e PO,
# S

oy Partes cristalinas Fi Gsii
5 Regién amorfa ibraceluldsica
Estructura quimicade la cadena

decelulosa

Figura L.5- Esquema de regiones amorfas y cristalinas de microfibras de celulosa
(Lavoine et al. 2012).

1.3.2.2-Métodos de obtencion de celulosa

En la literatura existen numerosos ejemplos de obtencion de este polisacarido a
partir de descartes de la agroindustria. En general el proceso consiste en tres etapas: i)
un tratamiento alcalino con el objetivo de separar las hemicelulosas y solubilizar la

fraccion de lignina; i1) una etapa de blanqueo en la que se utiliza un agente oxidante
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(hipoclorito de sodio o similar) para oxidar la fracciéon de lignina y quitar color a la
muestra; y iii) una etapa de tratamiento acido para eliminar la fase amorfa e incrementar
la cristalinidad del producto (Ahmad et al. 2016; Debnath et al. 2021).

Existen algunas variantes a este procedimiento. Por ejemplo, Mussatto et al.
(2008) extrajeron celulosa a partir de HM y utilizaron agua oxigenada en lugar de
hipoclorito de sodio en la etapa de blanqueo con el objetivo de reducir los residuos
clorados en los sobrenadantes. Realizando el blanqueo en 3 etapas consecutivas, estos
autores lograron obtener 95,7 g de celulosa 100 gy 71,3 % de luminosidad (segtin
norma Tappi t 452 om-08). Por otro lado, Mantovan et al. (2021) obtuvieron celulosa a
partir del bagazo de naranja, con una recuperacién entre 65,3 y 100%, dependiendo del
método de obtencion utilizado. En este sentido, la combinacién de un tratamiento
alcalino (NaOH 10 g 100 mL™") con autoclave (30 min a 121°C) fue el mas efectivo.
Luego de una etapa de blanqueo y de tratamiento dcido se logré obtener nano-celulosa
con un 60% de cristalinidad y 4,4% de rendimiento respecto a bagazo inicial. Por su
parte, Johar et al. (2012) obtuvieron nanofibras de celulosa a partir de cdscara de arroz
utilizando un tratamiento alcalino (4% w/w NaOH) durante 2 hs, seguido de un
blanqueo con cloro (100-130 °C) por 4 h. Luego, aplicaron una hidrdlisis con &acido
sulfdrico 10 mmol L' a 50 °C durante 40 min, obteniendo un producto con 96% de

celulosa y 59% de cristalinidad.
1.3.3-Polifenoles
1.3.3.1-Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios y representan el segundo
grupo mds abundante de compuestos orgdnicos en el reino vegetal. Los mismos
cumplen diferentes funciones en la planta tales como: soporte estructural y proteccion
contra la radiacién solar ultravioleta (UV), el estrés bidtico o abidtico, patégenos y
herbivoros (de la Rosa et al. 2019).

Estos compuestos se pueden clasificar como flavonoides y no flavonoides, y
seglin su complejidad, como compuestos monoméricos y poliméricos (de la Rosa et al.
2019). Los flavonoides se dividen en varias categorias, incluyendo flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavanoles, antocianidinas y chalconas. Tienen una estructura basica de 15
carbonos y son conocidos por sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antihipertensivas (Heim et al. 2002). Los compuestos fendlicos no flavonoides incluyen

una variedad de moléculas, tales como los acidos fendlicos (4cido cafeico, acido
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ferulico, etc.), lignanos, taninos y estilbenos (como el resveratrol). Estos compuestos

también exhiben propiedades bioactivas (Robbins 2003).
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Figura 1.6- Estructura quimica de: (A) Flavonoides, (B) 4cidos hidroxibenzoicos y (C)
acidos hidroxicinamicos (Pefiarrieta et al. 2014).

1.3.3.1.1-Estructura quimica

Como su nombre lo indica, los dcidos fendlicos poseen un grupo carboxilico en
su estructura. Estos compuestos estdn presentes en una gran variedad de alimentos de
origen vegetal tales como: semillas, cdscaras de frutas y hojas de verduras (Kumar y
Goel 2019). Generalmente, se encuentran en forma ligada mediante enlaces amidas,
éster o glucosidico (Pereira et al. 2009). A su vez, se los puede clasificar en dos
subgrupos: derivados del 4dcido hidroxibenzoico y derivados del 4cido hidroxicindmico
(Clifford 1999; Tsao y Deng 2004). Los acidos hidroxicindmicos se encuentran a
menudo en los alimentos como ésteres simples con dcido quinico o glucosa. Las cuatro
especies mas comunes son el acido ferdlico, cafeico, p-cumadrico y sindpico. Esta clase
de 4acidos fendlicos se caracteriza por la presencia del grupo CH=CH-COOH en
remplazo del grupo carboxilo, el cual suele estar presente en los dcidos derivados del
hidroxibenzoico. El doble enlace carbono (C = C) de la cadena aumenta la resonancia
quimica, que puede ser descrita como una deslocalizacién de los electrones en los
enlaces 7. Esto otorga a la molécula un buen potencial reductor, actuando como agente
antioxidante (Pefiarrieta et al. 2014). Por otro lado, los 4acidos derivados del
hidroxibenzoico poseen una estructura comin de C6-C1. Las especies solubles se
encuentran conjugadas con azucares o dcidos orgdnicos, mientras que las insolubles

estdn unidas a otras moléculas de la pared celular como la lignina (Kumar y Goel 2019).
1.3.3.1.2-Compuestos fenoélicos en cereales

El contenido de compuestos fendlicos en los granos varia ampliamente y
depende del tipo de grano, genotipo, parte del grano, manejo y procesamiento de los
mismos (Adom y Liu, 2002; Ragaee et al. 2012). Los compuestos fendlicos mas
comunes encontrados en los granos son los 4cidos fendlicos y los flavonoides. Los

flavonoides existen como glicosidos unidos a varias fracciones de azucar o en
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complejos con 4cidos organicos, aminas, lipidos, carbohidratos u otros fenoles. Estidn
presentes en los cereales en forma libre y/o conjugada, y se concentran principalmente
en la capa de aleurona del grano del cereal. También se pueden encontrar en embriones
y en la cubierta de las semillas de los granos (Shirley, 1998).

Como se menciond anteriormente, los acidos fendlicos se subdividen en dos
grupos, los derivados del 4cido hidroxibenzoico e hidroxicindmico (Figura 1.6) (Liu,
2007). Los derivados del acido hidroxibenzoico incluyen los dcidos p-hidroxibenzoico,
protocatéquico, galico, siringico y vanilico. Comunmente, estdn presentes en forma
ligada formando parte de las ligninas y los taninos. Los derivados del &cido
hidroxicindmico comprenden los dcidos p-cumadrico, cafeico, ferdlico y sindpico, y
principalmente, estdn presentes en forma ligada unidos a arabinoxilanos, celulosa,
lignina y proteinas de la pared celular a través de enlaces éster (Niemi et al. 2012).

El 4cido ferdlico (AF) y sus derivados comtinmente se encuentran conjugados
covalentemente con diferentes moléculas de la pared celular (monosacaridos,
disacéridos, polisacaridos, glicoproteinas, poliaminas, lignina, etc.). En las semillas, el
AF estd presente en las paredes celulares de la aleurona y se encuentra esterificado con
arabinosa, estanoles, esteroles y glucosa (Ragaee et al. 2014). Para el caso de la cebada,
los 4cidos fendlicos mds abundantes son el AF y p-cumarico (Hernanz et al. 2001;
Madhujith, et al. 2006). Ademds, la testa del grano de cebada contiene pro-
antocianidinas formando estructuras oligoméricas de prodelfinidinas y procianidinas

(Aastrup et al. 1984; McMurrough et al. 1992).
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Figura 1.6: Acido fertlico en cereales, esterificado en O-5 de arabinosa, uniendo
cadenas de arabinoxilanos, y como molécula de unién entre arabinoxilanos y lignina
(Antonopoulou et al. 2022).

40



1.3.4-Lignina
1.3.4.1-Estructura quimica

La lignina es uno de los biopolimeros mds abundantes en las plantas. La misma
junto con la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de los vegetales en
una disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de
lignina-hidratos de carbono. La composicién o distribucion de los tres componentes en
esas redes varia dependiendo del tipo de planta (Chédvez-Sifontes y Domine, 2013).

La definicién estructural de la lignina no es tan clara como la de otros polimeros
naturales, debido a la complejidad que afecta su aislamiento, andlisis de la composicion,
y la caracterizacion estructural. El problema de una definicion precisa para la lignina se
asocia con la naturaleza de sus multiples unidades estructurales, las cuales no suelen
repetirse de forma regular, dado que la composicion y estructura de la lignina varian
dependiendo de su origen y el método de extraccién o aislamiento utilizado (Lu &
Ralph, 2010). En general, las ligninas son co-polimeros que derivan de tres unidades
fenilpropano-monoméricas (monolignoles) basicas: alcohol p-cumarilico, alcohol
coniferilico y alcohol sinapilico (Gellerstedt & Henrinksson, 2008) (Figura 1.7). Los
monolignoles son dirigidos (temporal y espacialmente) a diferentes tipos de regiones de
la pared celular, en las que polimerizan formando biopolimeros con propiedades
biofisicas caracteristicas, los cuales en conjunto refuerzan la pared celular. Los
mondmeros se unen a través de enlaces complejos C—O—C y C—C con un predominio de
enlaces B-O-4 (~50%) (Zhou et al. 2022). La lignina estd presente en la biomasa
vegetal, lo que confiere resistencia y rigidez a las plantas y desempefia un papel
importante en el mecanismo de defensa. En cuanto a las aplicaciones relacionadas con
la agroalimentacidn, la lignina podria utilizarse como agente biofuncional (Feofilova y
Mysyakina, 2016). Por lo tanto, desde el punto de vista de la economia circular, seria
valioso que la lignina de residuos agroindustriales pudiera aplicarse en el sistema
agroalimentario.

Resulta oportuno agregar que los compuestos del tipo monolignoles son
utilizados como precursores para la produccion de compuestos aromadticos de alto valor

agregado en la industria petroquimica (Chavez-Sifonte y Domine 2013).
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Figura 1.7- Unidades estructurales de la Lignina (monolignoles): 1 alcohol p-
cumarilico, 2 alcohol coniferilico y 3 alcohol sinapilico (Chavez-Sifonte y Domine
2013).

En cuanto a la extraccién de lignina a partir de cebada, el método mads eficiente
es el alcalino, recuperdandose el 99% de lignina tras el tratamiento con NaOH 2 g 100 g
I, 120 °C durante 90 min (Dehnavi et al. 2011). Cabe sefialar que el uso de bajas
temperaturas y tiempos cortos compromete la eficiencia de extraccion (Rossberg et al.
2015). Otro método para la extraccién de lignina a partir de cebada, es el empleo de
acido acético o etanol. Dichos procesos otorgan un rendimiento de 54% (Dehnavi et al.
2011) y 59% (Kim et al. 2020), respectivamente. Por tltimo, los métodos con solventes
orgénicos son menos eficientes que los métodos alcalinos para la extraccién de lignina a

partir de cebada.
1.3.5-Propiedades bioactivas
1.3.5.1-Propiedades bioactivas de arabinoxilanos

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes que se
produce en los sistemas bioldgicos. La ingesta suficiente de antioxidantes en la dieta
previene la generacion de radicales libres, ayudando a combatir el estrés oxidativo, lo
que conduce a la prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles tales como
diabetes tipo 2, cancer, Alzheimer, etc. (Chen et al. 2019a).

Varios estudios de investigacion sugieren que la actividad antioxidante de los
AX estd estrechamente relacionada con su estructura (Malunga y Beta 2015, Malunga et
al. 2017, Zhang et al. 2016). En este sentido, uno de los sustituyentes biofuncionales
determinante es el AF, cuyo contenido en la molécula condiciona la capacidad
antioxidante del AX (Malunga et al. 2017).

Por otra parte, los AX también exhiben actividad hipoglucemiante. Uno de los
mecanismos propuestos es a nivel del tracto gastrointestinal, donde estos polisacdridos

incrementan la viscosidad del medio, reduciendo la hiperglucemia postprandial. Otro
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modo de accidn es a través de los AF presentes en la molécula de AX, los cuales pueden
inhibir la a-amilasa y a-glucosidasa (Malunga et al. 2016), reduciendo la liberacién de
glucosa en el tracto digestivo. Este efecto hipoglucemiante de los AX depende del peso
molecular, el grado de sustitucion y el contenido de AF (Gemen et al. 2011, Christensen
et al. 2013).

Por dltimo, la aplicacién de diferentes métodos de extraccion de AX puede
provocar cambios estructurales en la molécula, los cuales pueden impactar en las

propiedades bioactivas de la misma (Zhou et al. 2010).
1.3.5.2-Propiedades bioactivas del acido ferilico

Existen numerosas evidencias epidemioldgicas y experimentales que describen
el papel protector de los acidos fendlicos frente a enfermedades no transmisibles tales
como hipertension, diabetes, cancer, etc. (Kumar y Goel 2019, Scalbert et al. 2005).
Dicho rol esta fuertemente ligado a sus propiedades antioxidantes.

El potencial antioxidante del AF se atribuye principalmente a la donacién de
electrones y a la transferencia de d&tomos de hidrégeno a los radicales libres (Anson et
al. 2012). Su capacidad para inhibir la peroxidacién lipidica por eliminacién de
superdxido (O7") es de mayor magnitud que las de los 4cidos cindmico y p-cumadrico,
pero menor que la del 4cido cafeico (Zhou et al. 2006). La presencia de un grupo
hidroxilo en lugar del grupo metoxi en el C3 aumenta sustancialmente la actividad de
eliminacién de radicales (Srinivasan et al. 2007). Su capacidad para inhibir la oxidacién
de la lipoproteina de baja densidad (LDL), el principal transportador de colesterol en la
sangre, es mayor que la del 4cido ascérbico (Castelluccio et al. 1996). El radical de
dcido ferulico (radical fenoxi) que se forma a partir de su oxidacién es muy estable y no
inicia una reaccién en cadena oxidativa por si solo, debido a la estabilizacién por
resonancia de la molécula (Srinivasan et al. 2007).

Luego de ingerir los 4cidos derivados del hidroxicindmico en su forma libre se
produce una rédpida absorcion estomacal e intestinal. Una vez incorporados en
circulaciéon son conjugados por la accién de enzimas detoxificadoras y excretados
(Lafay et al. 2008). Dado que la concentracion en la dieta de estos compuestos fendlicos
es mucho menor que la de los 4cidos derivados del hidroxibenzoico, los estudios de
biodisponibilidad son mds escasos (Tomdas-Barberdan y Clifford 2000). Al respecto, el
acido hidroxibenzoico més estudiado en cuanto a absorcidon y metabolismo es el dcido

gdlico, cuya gran capacidad de absorcion ha sido estudiada (Kumar y Goel 2019).
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1.3.5.3-Propiedades bioactivas de la lignina

La lignina exhibe propiedades antioxidantes, antimicrobianas y fotoprotectoras

frente a la radiaciéon UV (Zheng et al. 2021; Kai et al. 2016; Zhang y Naebe 2021a).
Estas propiedades se atribuyen principalmente a la presencia de grupos hidroxilo-
fendlicos y alifdticos en su estructura. Al respecto, se ha observado que moléculas de
lignina con elevada proporcién de grupos hidroxilo-fendlicos exhiben fuerte capacidad
antioxidante frente a especies reactivas de oxigeno (ROS) (Yun et al. 2021). Esto ha
llevado a estudiar su utilizacién para el desarrollo de envases activos (Cassoni et al.
2022).
Al igual que para los AX, el tipo de método de extraccion empleado influye sobre el
tipo de ligninas obtenidas, lo cual impacta en la bioactividad del producto. En este
sentido, hay una estrecha y fuerte relacion entre el peso molecular de la molécula y la
actividad antioxidante (Azadfar et al. 2015), cuanto menor es el peso molecular, mds
elevada resulta esta bioactividad. Ademaés, se ha observado una correlacion con el
contenido de siringilo (Eugenio et al. 2021).

Respecto a las propiedades antimicrobianas, se ha visto que la lignina inhibe
tanto bacterias Gram (+) como (-), siendo mds efectivas contra las primeras (Cassoni et
al. 2022). En este sentido, Wang et al. (2018) reportaron muy buen efecto antibacteriano
de lignina obtenida a partir de rastrojo de maiz contra Escherichia coli, Salmonella
enterica, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus. Ademds, esta macromolécula
exhibe actividad antifungica. En este sentido, Garcia et al. (2017) reportaron que la
lignina extraida de residuos de manzana retrasé el crecimiento de Aspergillus niger,

provocando cambios morfolégicos en este microorganismo.
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II-OBJETIVOS
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I1I-Objetivos

I1.1-Objetivo General

El objetivo general de este trabajo fue establecer un proceso de biorefineria
completo de la HM, mediante la obtenciéon de compuestos de alto valor agregado a
partir del residuo de la obtencién de proteinas y péptidos, con especial énfasis en la
producciéon de fracciones de arabinoxilanos, compuestos fendlicos y celulosa

microcristalina y el estudio de sus propiedades tecno y biofuncionales.

I1.2-Objetivos Especificos

I-Caracterizar desde el punto de vista de la composicion la hez de malta (HM) de la
industria cervecera.

2-Obtener fracciones ricas en carbohidratos no digeribles (arabinoxilanos, acidos
fendlicos, ligninas y celulosa) de HM a partir del residuo de la obtencion de proteinas
/péptidos.

3-Caracterizar la fraccién rica en arabinoxilanos desde el punto de vista de su
composicion.

4-Evaluar propiedades tecno-funcionales de los arabinoxilanos (propiedades reolégicas,
y de gelificacion).

5-Estudiar las propiedades de encapsulacién de los arabinoxilanos (encapsulacion de
péptidos bioactivos y de minerales).

6-Obtener arabinoxilanos modificados por hidrélisis y estudiar las propiedades
bioactivas de las fracciones de diferente peso molecular y establecer la relacion
estructura vs. bioactividad de los AX.

7-Obtener celulosa microcristalina y evaluar sus propiedades fisicoquimicas
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III. PROCESO DE BIOREFINERIA. OBTENCION DE ARABINOXILANOS,
COMPUESTOS POLIFENOLICOS Y DE CELULOSA MICROCRISTALINA A
PARTIR DE HEZ DE MALTA
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III-Proceso de biorrefineria. Obtencion de arabinoxilanos, compuestos

polifendélicos y celulosa microcristalina a partir de hez de malta
II1.1-Introduccién

La HM es el principal subproducto de la industria cervecera, representando
aproximadamente el 85% de los subproductos obtenidos. Después del proceso de
maceracion, el mosto soluble (liquido) se separa por filtraciéon de la parte insoluble
(HM). Se producen asi aproximadamente 20 Kg de este residuo himedo por cada
hectolitro de cerveza elaborada (Lynch et al. 2016). Si bien se utiliza principalmente
para alimentacion animal, debido a su alto contenido de proteinas y fibra (= 20 y 70%
en base seca, respectivamente), también puede servir como fuente de biomoléculas para
la nutricién humana, tales como proteinas, oligo y polisacéridos, y 4cidos fendlicos.

Se han propuesto diferentes métodos para extraer las proteinas a partir de HM,
como asi también procesos para obtener otras biomoléculas. En este sentido, Vieira et
al. (2014) usaron un proceso integrado para la extraccion de proteinas y AX a partir de
la HM. Implementaron una extraccion de tres pasos donde incrementaron
secuencialmente la concentracién de dlcalis (NaOH o KOH) desde 0,1 hasta 4 mol L,
en una relacion de 1:2 p/v de HM por volumen de solucién alcalina, a temperatura
ambiente por 24 horas. Al finalizar el proceso, los extractos alcalinos se acidificaron
hasta pH 3,0 con 4cido citrico para obtener una fraccién rica en proteinas. Los AX se
recuperaron por precipitacion con etanol y tanto el 4cido citrico como el etanol se
reutilizaron. Esta integracion permitié extraer las proteinas totales de la HM con un
rendimiento del 82-85% y un 66-73% de los AX, con la formacién adicional de un
residuo rico en celulosa, casi desprovisto de nitrégeno.

Como se indicé anteriormente, el tratamiento alcalino es un método eficiente
para extraer AX de la pared celular. Sin embargo, cambia las propiedades funcionales
de este heteropolisacarido al hidrolizar algunos grupos funcionales tales como el 4cido
feralico, generdndose fracciones de alto peso molecular (PM: 100-200 kDa) (Zhou et al.
2010). Al respecto, Chen et al. (2019a) estudiaron diferentes métodos de extraccion de
AX de trigo e investigaron los efectos de éstos sobre las propiedades biofuncionales de
los AX obtenidos. En dicho trabajo, se determinaron las caracteristicas estructurales y
las actividades antioxidantes e hipoglucemiantes de las fracciones obtenidas de AX con
los distintos métodos. Los pesos moleculares de los AX extraidos con enzima o agua

fueron mds bajos que aquellos extraidos con dlcali, observdndose una tendencia opuesta
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para la relacion arabinosa-xilosa. Los AX extraidos con enzimas exhibieron mayores
capacidades de adsorcion de glucosa y eficacia en la eliminacién de radicales hidroxilo
que los obtenidos con dlcali. Sin embargo, los AX extraidos con dlcali presentaron
mayor inhibicién de la enzima alfa-amilasa y del radical DPPH que los obtenidos con
enzimas. Ademads, los AX extraidos con agua tuvieron el mayor indice de retraso de
didlisis de glucosa debido a su buena solubilidad. En todas estas propiedades bioactivas,
el AF jugd un papel importante. En este sentido, los AX obtenidos con enzimas
contenfan niveles mds altos de AF esterificado que condujo a una mayor actividad de
eliminacién de radicales. En contraste, los AX extraidos con alcali contenian niveles
mads altos de AF libre, lo que condujo a una mayor inhibicién de la enzima alfa-amilasa,
ademds de una mayor actividad quelante de metales debido al elevado PM. Por lo tanto,
los AX con mayor contenido de AF esterificado y PM tienen mayor capacidad
antioxidante, mientras que los AX con mayor nivel de AF libre y solubilidad exhiben
una mayor actividad hipoglucemiante. Esto demuestra que los métodos de extraccion
pueden influir en las propiedades bioactivas de los AX a través de sus caracteristicas
estructurales.

Por otra parte, para completar el proceso de biorefineria de la hez de malta, se
planteé la obtencién de celulosa microcristalina (CMC) a partir del residuo proveniente
de la extraccion de las hemicelulosas.

En general, el proceso de obtencion de CMC consiste en tres etapas (Ahmad et
al. 2016). Primero un tratamiento alcalino con el objetivo de separar las hemicelulosas y
solubilizar la fraccién de lignina. Luego una etapa de blanqueo en la que se utiliza un
agente oxidante (hipoclorito de sodio o similar) para oxidar la fraccién de lignina y
quitar color a la muestra. Por dltimo, una etapa de tratamiento 4cido para eliminar la
fase amorfa e incrementar la cristalinidad del producto (Debnath et al. 2021).

Como en este trabajo de tesis la etapa de tratamiento alcalino se realiz6 para la
obtencién de AX, para la extracciéon de la CMC se parti6 de la etapa de blanqueo del

residuo obtenido luego de la extraccion alcalina.
II1.2-Objetivos
I11.2.1-Objetivo general

El objetivo general de esta etapa fue desarrollar el proceso de biorefineria a

partir del resido de obtencion de proteinas de la hez de malta.
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I11.2.2-Objetivos especificos

1-Caracterizar desde el punto de vista de la composicioén la hez de malta (HM) de la
industria cervecera.

2-Estudiar el proceso de obtencion de arabinoxilanos a partir del residuo de la
extraccion de proteinas mediante extraccion asistida por enzimas comerciales y
extraccion alcalina directa.

3-Estudiar la obtenciéon de compuestos fendlicos y lignina como subproducto de la
obtencion de arabinoxilanos.

4- Estudiar las propiedades fisicoquimicas y bioactivas de los productos obtenidos.

5-Obtener celulosa microcristalina a partir del residuo final del proceso de biorefineria.
I11.3-Materiales y métodos
I11.3.1-Materias primas

La hez de Malta (HM) fue suministrada por Cerveceria Santa Fe® (Santa Fe,
Argentina). Se realiz6 una extraccién proteica de acuerdo con Proafo et al. (2020) y
sobre el residuo lignocelulésico obtenido se llevaron a cabo los estudios de obtencién de

AX.

I11.3.2-Caracterizacion de la composicion de la hez de malta (HM) de la industria

cervecera.
I11.3.2.1-Determinacion de la composicion centesimal

Una alicuota de HM fue secada en una estufa con circulacion forzada de aire a
50°C durante 24 h. Las muestras secas se molieron y se utilizaron para la determinacién
de la composicion centesimal, siguiendo las metodologias de la A.O.A.C. (2000).

Se determinaron la humedad, el contenido de grasa bruta (extracto etéreo), y los
contenidos de cenizas y proteinas (N x 6,25). El contenido de fibra dietaria total
(FDT%) se determiné en muestras secas y desgrasadas utilizando la metodologia
AOAC 985.29 (AOAC, 2000) adoptada por el kit comercial de Megazyme®.

El contenido de hemicelulosa se determiné de acuerdo al método de Browning
(1976) con modificaciones (Quazafarzadeth et al 2024). Se pesaron 0,5 g de material
(HM o REP), se adicionaron 3 mL de NaOH 17,5 g 100 mL! y se dejé reposar por 5
min a temperatura ambiente. Luego se adicionaron 6 mL mds, se agité y se dejo reposar
por 40 min. Luego, se adicionaron 10 mL de agua destilada a la suspension alcalina y se

dejo reposar por 1 h. La suspension se centrifugd, obteniéndose un residuo de celulosa y
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lignina (RCL) y un sobrenadante al cual se le adiciond etanol en proporcion 1,5:1
respecto al volumen del sobrenadante, y se dejoé reposar 16 h. Finalmente, el precipitado
obtenido se filtr6 y se secd en estufa a 105°C durante 24 h, y el peso obtenido
corresponde al contenido de hemicelulosa. Al residuo obtenido en la centrifugacion
anterior (RCL), se le determind lignina Klason 4cido insoluble, y por diferencia se
obtuvo el contenido de celulosa. La lignina Klason fue determinada de acuerdo a
Quazafarzadeth et al (2024) para lo cual, se pesaron 0,1 g de muestra y se hidrolizaron
con 1,5 mL de H>SOs (72 g 100 mL™') a temperatura ambiente, por 2 h. Luego se
adicionaron 56 mL de agua destilada y se calent6 a 100°C por 4 h en una platina
calefaccionada. Se filtré y el residuo fue secado en estufa a 105°C durante 24 h. La
lignina Klason-4cido insoluble se calculé como el peso del residuo seco proveniente de
la hidrdlisis 4cida corregido por su contenido de cenizas. El sobrenadante obtenido fue
diluido con agua destilada y se midi6 la absorbancia UV a 205 nm. La concentracion de
lignina 4cido soluble se calculé mediante la ecuacién de Beer-Lambert utilizando el

coeficiente de extincion (g) de 110 L/g cm™.

I11.3.2.2-Determinacion del perfil de compuestos fendlicos y compuestos fendlicos

totales

A partir del concentrado de AX se realiz6 una extraccion de compuestos
fendlicos libres y ligados de acuerdo a Garzén et al. (2020b). Estos extractos fueron
evaluados en cuanto a su perfil de dcidos fendlicos de acuerdo a Garzoén et al. (2018).
Para ello las muestras fueron sometidas a una hidrdlisis dcida, utilizando 400uL de
muestra o extracto, y 200uL de HC1 6 mol L. Luego, se incubé a 90°C durante 50 min.
Después de la hidrélisis, las muestras se dejaron enfriar y se filtraron a través de un
filtro de jeringa Unichro Cobetter Lab (Hangzhou, China) con un tamafio de poro de
0,22 pm. Los compuestos fendlicos se separaron por HPLC (bomba Shimadzu Series
LC-20AT), con detector de arreglo de diodos (Shimadzu SPD-M20A, Shimadzu Co.,
Kyoto, Japén), utilizando una columna de 250 x 4,6 mm, tamafio de particula de 5 um,
Gemini 110A C-18 Phenomenex, segin Leitao et al. (2011), con algunas
modificaciones. El flujo de la fase mévil fue de 1 mL min', con gradiente conteniendo
0,1 mL 100 mL™"! de 4cido férmico (eluyente A) y metanol (eluyente B) de la siguiente
manera: 0—25 min, 3-25 % B; 25-26 min, 25-18% B; 26-29 min, 18% B; 29—47 min,
18-30 % B; 47-57 min, 30% B; 57-67 min, 30-65 % B; 67-80 min, 65% B. Se

equilibr6 la columna por 10 min entre muestras. Los 4cidos hidroxicindmicos
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analizados (4cido cafeico, 4cido p-cumadrico, 4cido ferulico y 4cido sindpico) se
detectaron a 320 nm; el 4cido gélico y el alcohol 4-hidroxibenzoil se detectaron a 270
nm; y el dcido 4-hidroxibenzoico y vanilico se detectaron a 254 nm. La identificacién
de los picos se realizé mediante la comparacion de los tiempos de retencion y las
caracteristicas espectrales con patrones externos. L.os datos fueron procesados utilizando
el software Shimadzu LC.

El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) se midié en ambos extractos
utilizando el reactivo de Folin- Ciocalteu y siguiendo la metodologia de Singleton et al.

(1999), usando 4cido gélico (AG) como estidndar.
I11.3.3-Estudio de procesos de extraccion de arabinoxilanos

A partir del residuo obtenido luego de la extraccién proteica (Proafio et al.

2020), se realizaron los ensayos descriptos a continuacion (Figura IIL.1):

I11.3.3.1-Extraccion mediante el uso de enzimas comerciales y extraccion alcalina

directa

a- Extraccién alcalina directa del REP. La extraccién se realizé6 con NaOH 3 mol L'
durante 2 h a 40°C segun Vieira et al. (2014). Luego, la muestra se centrifugd y el
residuo fue lavado, redispersdndolo con NaOH 0,5 mol L, utilizando el mismo
volumen de sobrenadante y agitando durante 15 min. Se obtuvieron 3 fracciones:
sobrenadante (S2,) gel (G) y residuo (R2).
b- Extraccion asistida por enzimas comerciales. Se evaluaron tres alternativas:
b.1- Empleo de celulasa comercial, obteniéndose un sobrenadante (S1) y un residuo
(R1).
b.2- Empleo de proteasa (P1) y una celulasa de manera conjunta en condiciones
sugeridas por el fabricante. Se obtuvieron: un sobrenadante (S1) y un residuo (R1).
b.3- Empleo de una proteasa (P2) y una celulasa de manera secuencial en condiciones
sugeridas por el fabricante. Para ello, el REP primero se sometié a una hidrolisis con
proteasa (P2). Posteriormente la muestra se centrifugd, obteniéndose un sobrenadante y
un residuo. Luego al residuo se lo trat6 con celulasa. Posteriormente, la muestra fue
centrifugada obteniéndose un sobrenadante (S1) y un residuo (R1).

Al R1 obtenido en los puntos b.1, b.2 y b.3, se lo extrajo con NaOH 3 mol L
durante 2 h a 40°C segutin Vieira et al. (2014). Luego, la muestra se centrifugd durante

20 min a 3500xg en centrifuga Cavour VT3216. Se realiz6 el lavado con NaOH 0,5 mol
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L' como se explicé anteriormente, obteniéndose 3 fracciones: sobrenadante (S2), gel
(G) y residuo (R2).

A los sobrenadantes S1 y S2 se los precipitd con etanol en una proporcién
alcohol:sobrenadante de 2,3:1 durante 12 h a temperatura ambiente. Este precipitado

(AX-c) se secd, molid y se conservé a -20°C en bolsas plésticas hasta su andlisis.
II1.3.3.2-Seguimiento de los procesos

Las fracciones obtenidas fueron caracterizadas midiendo los contenidos de
s6lidos, carbohidratos totales (Dubois et al. 1956) y proteinas por semi-micro Kjeldahl
(AOAC, 2000).

Se calculé el rendimiento de sélidos o de carbohidratos de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
.. l (6
Rendimiento (%) = wxmo (I11.1)
g iniciales
Extraccion asistida por
enzimas
Sobrenadante Residuo
(1) (R1)
‘ Extraccion alcalina ‘ Extracci.('m alcalina
Directa
Sobrenadante || Gel || Residuo Sobrenadante || Gel || Residuo
(S2) (G) (R2) (S2) (G) (R2)

Precipitacion Etanodlica

' s1,52 | o | Etanol | mmp @

Figura III.1- Esquema de obtencién del concentrado de arabinoxilanos (AX-c) a partir
del residuo de extraccion de proteinas (REP).

I11.3.4-Mejoramiento del proceso de extraccion alcalina directa
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A fin de mejorar la extraccion alcalina directa de AX se estudiaron diversos

pardmetros que se detallan a continuacién (Figura II1.2):
I11.3.4.1-Estudio del impacto de la temperatura en la extraccion alcalina

A fin de mejorar la extraccion alcalina directa de AX, se estudiaron diferentes
temperaturas de extraccion: 25°C (ambiente), 40°C, 50°C y 60°C, procediendo como se
indicé anteriormente. Luego, sobre el sobrenadante de extraccién se realizd una
precipitaciéon con etanol utilizando una proporciéon 2,3:1 (acohol:sobrenadante).
Posteriormente, se evalud el rendimiento de extraccion de sélidos y de carbohidratos a
partir del sobrenadante. Ademads, para el caso de la extraccion a 50°C se realizé un

ensayo agregando metabisulfito de sodio 5 mmol L' como agente reductor (Vieira et al.

2014).
I11.3.4.2- Estudio del impacto del pH en la etapa de precipitacion etandlica

Se estudi6 el impacto del pH en la etapa de la precipitacion de los carbohidratos
con etanol. Para ello, luego de las 2 h de extraccion alcalina a 40°C, la mezcla se
centrifugd a 3500xg durante 20 min. El pH del sobrenadante resultante se ajusté a 2, 4,

7 o 12 antes del agregado de etanol.

I11.3.4.3- Estudio del lavado de R1 obtenido a partir de la extraccion alcalina

directa y precipitacion etandlica del agua del lavado.

Luego de las 2 h de extraccion alcalina, y la subsiguiente centrifugaciéon para
separar el S1, se realiz6 el lavado al residuo (R1) con NaOH 0,5 mol L' durante 15
min, como se explico anteriormente. Se compard este procedimiento con un lavado de
30 min. Se analizaron los contenidos de sélidos y carbohidratos en el agua de los dos

lavados.
I11.3.4.4- Ensayo de precipitacion con diferentes proporciones de etanol

En la etapa de precipitaciéon con etanol 96% se estudiaron las siguientes

relaciones alcohol:sobrenadante: 2,3:1; 1,5:1; y 1:1.
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Figura IIL.2- Esquema de mejoramiento del proceso de extraccidn alcalina.
II1.3.5-Ensayo a escala semi-piloto. Obtencion de arabinoxilanos, compuestos

fendlicos y de lignina

Para el ensayo a escala semi-piloto se utilizé un reactor de 20 L (planta piloto
del Instituto de Tecnologia de Alimentos-FIQ-UNL), tomando como material de partida
el residuo de extraccién de proteinas (REP) de hez de malta (Figura IIL.3). Para ello, a
2,54 kg de REP se le agregaron 6,7 kg de agua y 1,34 L de NaOH 3 mol L. Luego de
2 h de tratamiento a 40°C, la muestra se centrifugd en centrifuga de canasta. Sobre el
residuo obtenido se realizé un lavado de 30 min, con un volumen de NaOH 0,5 mol L
igual al sobrenadante obtenido y se volvid a centrifugar. El residuo obtenido luego de
los lavados se denominé REAx. Al sobrenadante obtenido, se lo precipité con etanol
96%, se lo dej6 decantar 16 h a temperatura ambiente y posteriormente se filtré con
filtro plastico (0,297 mm), obteniéndose un precipitado que correspondi6 al concentrado
de arabinoxilanos (AX-c) y un sobrenadante etandlico denominado SE (fraccién rica en
lignina y compuestos fendlicos). Luego, SE fue concentrado en un equipo Buchi
Rotavapor R-II (Buchi Labortechnik AG- Siuza) y se recuperd el etanol.
Posteriormente, dicha fraccion fue sometida a una precipitacion acida con HoSO4 95-
98% en proporcioén 100:1. Se dejé reposar a 4°C durante 16 h y luego se centrifugé en
centrifuga Mistral 40 min a 3000xg para separar los compuestos fendlicos solubles
(CFS) de la lignina insoluble (Lignina). Una alicuota de la fraccién CFS fue liofilizada

para posteriores analisis.
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Figura II1.3- Esquema de extraccién de AX en planta piloto.

II1.3.6-Evaluacion de las fracciones de arabinoxilanos, compuestos fendlicos y

lignina
I11.3.6.1-Perfil de compuestos fendlicos y fenélicos totales

Las fracciones solubles correspondientes a los sobrenadantes SE y CFS se
filtraron y analizaron directamente. El AX-c se sometié a los procedimientos de
extraccion correspondientes a compuestos fendlicos libres y ligados. La lignina fue
sometida a un proceso de extraccién de compuestos fendlicos ligados.

La extraccion de compuestos fendlicos libres y ligados (segun el tipo de muestra
mencionado anteriormente) se realizé de acuerdo a Garzén et al. (2020b). Estos
extractos fueron evaluados en cuanto a su perfil de dcidos fendlicos de acuerdo con
Garzoén et al. (2018), como se describié anteriormente.

El contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) se midié en ambos extractos
utilizando el reactivo de Folin- Ciocalteu y siguiendo la metodologia de Singleton et al.

(1999), usando 4cido gélico (AG) como estdndar.

I11.3.6.2-Espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) de las

fracciones
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Las muestras secas se diluyeron en KBr (~ 1% de muestra en KBr) y se
prepararon pastillas a partir de las mismas, las cuales se colocaron luego en el porta-
muestras adecuado. Se analizaron en un Espectrometro FTIR marca SHIMADZU
modelo IR Prestige-21. Se adquirié la Transmitancia (%T), con una Apodizacion Happ-
Genzel, Resolucién: 4 cm’, Rango: 400 — 4000 cm™'. Se obtuvieron los datos
correspondientes a las muestras utilizando el sistema de software del equipo (IR
solution, version 1.3), adquiriendo un background para cada muestra. Se realizaron dos

barridos espectrales por muestra. Las muestras se analizaron por duplicado.
I11.3.6.3-Propiedades bioactivas de las fracciones
I11.3.6.3.1-Capacidad antioxidante

El bloqueo del radical catiénico ABTS™ se midi6 segtin Cian et al. (2012). Para
estimar la capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC), se realiz6 una curva
de concentracion-respuesta para la inhibiciéon de ABTS* en funcién de la concentracion
estandar de Trolox (02,5 mmol L' en 0,01 mmol L' de solucién salina tamponada con
fosfato, pH 7,4). La absorbancia a 734 nm se tom¢é después de una mezcla inicial de 6
min utilizando un espectrofotémetro (Spectronic Genesys 5; Milton Roy Company,
Warrenton, VA, EE. UU.).

Para evaluar la inhibicién del radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) se
utiliz6 el método descripto por Brand-Williams et al. (1995), con algunas
modificaciones. Para esto, se tomaron 10 pLL de muestra y se mezclaron con 190 pL de
radical DPPH (0,08 mmol L' en metanol). La muestra se mantuvo en oscuridad durante
90 min de reaccion y luego se registré la absorbancia a 571 nm (lector de placas ASYS
UVM 340). La diferencia entre el blanco (DPPH en metanol) y la muestra se utilizé

para calcular el porcentaje de inhibicién como se describe a continuacidn:

Inhibicién (%) = Cbe—tmireoestandan) g g (I11.2)
bco

Donde Apco: es la absorbancia del blanco de reaccion y Amna o estindar: €S la

absorbancia de la muestra o estandar, respectivamente.
I11.3.6.3.2-Capacidad hipoglucemiante

Se determindé mediante la inhibicion de la enzima a-amilasa de acuerdo a
Donkor et al. (2012). Se us6 una solucion sin muestra como control y una solucién sin

sustrato como blanco. La inhibicion de la enzima se calcul6 de la siguiente manera:
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|A control - (A muestra - A blanco)

Inhibicién (%) = L4100 (IIL3)

A control
Donde, A conrror €S la absorbancia del sustrato mas la enzima sin muestra, A nmuestra
es la absorbancia del sustrato mds la enzima con muestra, y A »unco €S la absorbancia de

la enzima mas muestra sin sustrato.

Para determinar la concentracion que inhibe el 50% de la enzima (ICsp), se
realizaron diluciones seriadas de la muestra de 1 a 0,05 mEq 4cido gilico L™'. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.

I11.3.7-Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y tecno-funcionales del

concentrado de arabinoxilanos (AX-c)
I11.3.7.1-Composicion de AX-c

Los contenidos de humedad, cenizas y proteinas se determinaron utilizando los
métodos de AOAC (1995). El contenido de carbohidratos totales se determind segin

Dubois et al (1956). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
I11.3.7.2-Perfil de azicares por cromatografia gaseosa (CG)

Se sigui6 el método alditol acetato, que involucra 3 etapas: hidrélisis, reduccion
y derivatizacion. La hidrdlisis se llevé a cabo de acuerdo a Bartolomé et al. (2002). A 5
mg de muestra se adicionaron 550 pL. de HCI 1 mol L'! y se incubaron durante 90 min a
90°C. Para la reduccidn, la muestra hidrolizada se alcalinizé a pH 11 con NaBH4 2 mol
L, y se mantuvo a 40°C durante 30 min. Luego, se afiadieron lentamente 400 pL de
acido acético glacial y 3 mL de metanol. Posteriormente, se llevé a sequedad. La
derivatizacion se realizé seglin Bartolomé et al. (2002), agregando 1 mL de anhidrido
acético y 0,2 mL de piridina e incubando a 90°C durante 3,5 h. Luego, se agregaron 4
mL de agua bi-destilada y 4 mL de cloroformo, se agité por 2min, se deseché la fase
acuosa, se agregaron 2 mL de agua nuevamente, se agitd y se quitd la fase acuosa. La
fase orgdnica se guardd en frascos a -20°C hasta su andlisis. Para el andlisis
cromatogréfico se utilizoé un cromatégrafo gaseoso Auto System XL Perkin Elmer, con
nitrogeno, equipado con una columna Zebron ZB Multiresidue (Phenomenex) 30 m x
0.25 mm x 0.25 pm y un detector de ionizaciéon de llama (FID). Se programé la
temperatura del horno de la siguiente manera: 150°C durante 2 min, incremento de
20°C min’! hasta 250°C, y mantenimiento a 250°C durante 14 min. La temperatura del

detector fue 280°C y la del inyector 250°C. Se utilizaron como estadares D-(-)-
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Arabinosa, D-Xilosa y D-(+)-Glucosa. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.
I11.3.7.3-Potencial Z y tamafio hidrodinamico

El potencial zeta de AX-c se determind utilizando un instrumento de
microelectroforesis y dispersion de luz dinamica (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido). Para ello, la muestra se dispersé a 0,1 g 100 mL™! en
agua destilada, se agité durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se agregé 1 mL

a la camara de medicion. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

I11.3.7.4-Espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) del

concentrado de arabinoxilanos (AX-c)

Se procedi6 de acuerdo al punto 3.6.2.
I11.3.7.5-Propiedades tecnofuncionales del concentrado de arabinoxilanos (AX-c)
I11.3.7.5.1-Absorcion de agua

La absorcion de agua se midi6 en un equipo de absorciéon de Baumann de
acuerdo a Pilosof (2000). Para ello, se extendieron sobre papel de filtro previamente
tarado aproximadamente 0,1 g de muestra, y se determiné la cantidad de agua absorbida
hasta llegar a un valor de medicién constante. La determinacion se realizé por

triplicado.
I11.3.7.5.2-Propiedades gelificantes

Para estudiar las propiedades gelificantes en diversas condiciones de gelificacion
se realizaron tres tipos de estudios que se describen a continuacion.
a) Se realizé un disefio factorial de 32 con triplicado del punto central. Las variables
independientes fueron la concentracién de AX-¢ (0,2 - 0,6 g 100 g'l), la concentracion
CaCl» (0,2- 0,4 g 100 g1, y el pH (5 - 8), para niveles bajo y alto, respectivamente.
b) Se realiz6 un screening donde se evaluaron mayores concentraciones de AX-c (0,8,
1,0y 2,0 g 100 g, la concentracién CaClz (0,8 y 1,2 g 100 g1), y el pH (5 y 8).
¢) Se estudi6 la gelificacion enzimdtica utilizando lacasa segin Carvajal-Millan et al.
(2005). Se estudiaron diferentes concentraciones de AX-c (1, 2, 4y 6 g 100 g!). La
enzima laccasa (actividad 1,675 nkat/mg AX) se utiliz6 en proporcién 0,1005 U mg™! de
polisacérido. Se evaluaron los pH 2, 4,5, 5,5 y 7,5, a temperaturas de 25 y 30 °C.
Ademds, se evalué el agregado de la fraccién CFS (10,6 mg AF g! sélidos).
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I11.3.8-Obtencion de celulosa microcristalina
I11.3.8.1-Obtencion de celulosa

Se utiliz6 la técnica de Ahmad et al. (2016) con modificaciones. En primer lugar
se realizo una etapa de blanqueo. Para ello, a 10 g del residuo obtenido de la extraccion
de hemicelulosas se adicionaron 100 mL de hipoclorito de sodio (concentracién de
HCIO de 5 g 100 mL™"). La reaccién se llevé a cabo por 30 min en un bafio termostatico
a 80°C con reflujo. Luego las muestras se enfriaron rdpidamente y se centrifugaron a
3500xg en centrifuga Cavour VT3216 durante 20 min. Se descart6 el sobrenadante, el
residuo se lavo con 100 mL de agua destilada, y se centrifugé nuevamente durante 20
min. Luego, a la muestra blanqueada se le adicionaron 61 mL de HNOs 2 mol L™ y se
incub6 durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la muestra se centrifugé
15 min y con el residuo obtenido se efectuaron 3 lavados con 60 mL de agua destilada.
Este residuo lavado se dispuso en bandejas y se secé en estufa con recirculacion de aire
a 50°C durante 24 h. Finalmente, se molié en molino ciclénico Cyclotec Udy utilizando
un tamiz de 1 mm y se conservd en bolsas plasticas selladas hasta el momento de su
andlisis.

Este proceso se realiz6 con el material de partida acondicionado de dos maneras
diferentes: 1) himedo tal cual se obtiene del proceso de extraccién de hemicelulosas, y
2) secado con aire a 50°C y molido con molino ciclénico utilizando un tamiz de 1 mm.
De esta manera se obtuvieron dos productos finales denominados celulosa 1 (CMC-1) y
celulosa 2 (CMC-2), respectivamente. De esta forma se evalué la influencia del tamafio

de particula del material de partida para la obtencion de celulosa microcristalina.
I11.3.8.2-Caracterizacion fisicoquimica de la celulosa microcristalina (CMC)
I11.3.8.2.1-Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia superficial del material se evalué por microscopia electrénica de
barrido, utilizando un equipo SEM (Phenom World, modelo Phenom PRO X) con
voltajes de aceleracion entre 5y 15 kV. Las muestras se montaron en trozos de aluminio
usando una cinta de doble cara y se observaron con aumentos de 1000x. Se usé el
programa ImageJ (ImageJ, Institutos Nacionales de Salud, EE. UU.) para determinar el

tamafio de las muestras.
I11.3.8.2.2-Espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Las muestras solidas se secaron en estufa por 24 h a 80°C. Luego se diluyeron
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en KBr (1% de muestra en KBr) y se prepararon pastillas, las cuales se colocaron luego
en el porta-muestras. Los espectros de FTIR del Residuo de obtencién de hemicelulosas
(REAX) y de las celulosas (CMC-1 y 2) fueron obtenidos utilizando un espectrémetro
FTIR (SHIMADZU, modelo IR Prestige-21), con resolucién: 8 cm™, en el rango: 400 —
4000 cm™. Los datos correspondientes a las muestras (espectros) se obtuvieron
utilizando el sistema de software del equipo (IR solution, version 1.3), adquiriendo un

background para cada muestra. Las muestras se analizaron por duplicado.
I11.3.8.2.3-Patron de Difraccion de rayos X

Se obtuvo el patron de difraccidon de las muestras utilizando un difractometro de
rayos X (DRX) marca PANalytical equipado con monocromador. LLas muestras se
analizaron utilizando: Radiacién: Cu-Ka, voltaje de 40 kV, corriente de 45 mA, rango
5-45°, velocidad de barrido: 2° min™'. Se obtuvieron los datos correspondientes a las
muestras utilizando el sistema de software del equipo. Ademads, se analiz6 la muestra
patrén de Si como estdndar externo (Aspromonte et al. 2023).

La cristalinidad de se determiné de acuerdo con Salem et al. (2023). Los picos
cristalinos corresponden a 26=16°, 22°y 35°. El indice de cristalinidad (IC) se defini6

como.:

) __ Areapicos cristalinos

IC(% x100 (111.4)

Area muestra total

I11.3.8.2.4-Color

Se determiné el color de las muestras CMC-1 y CMC-2 utilizando un
colorimetro (Minolta CM-508d, Japén) en base al espacio de color definido por la
norma CIE (Comisién International d Eclairage): plano cromdtico de coordenadas a*
(valores positivos corresponden a tonos rojos y negativos a verdes) y plano cromético
de coordenadas b* (valores positivos tonos amarillos y negativos azules), situdndose
perpendicular a ellos el eje L* (luminosidad) (Figura IIL.4). Las condiciones de
medicion fueron [luminante D65, dngulo de observacion 10° y componente especular
ocluido. Se realizaron 3 replicados por muestra. A partir de a* y b* se calculo C*
(Croma: saturacion del color) y h (dngulo Hue: tono del color) mediante un sistema de

coordenadas cilindricas (Figura I11.4).
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Figura II1.4- Diagrama de Hunter, donde L* corresponde a la luminosidad (negro -
blanco), a* y b* a la cromaticidad (a*: rojo-verde; b*: amarillo — azul). Determinacién
de C* y h a partir de los parametros a* y b*, empleando un sistema de coordenadas
cilindricas.

Se determiné la diferencia de color (AE*) de las muestras con respecto a un

blanco absoluto L*=100, a*=0, b*=0, segun la siguiente ecuacion:

AE* = \/{(4L")% + (4a*)? + (4b*)?} (I1L5)

A partir de los valores de a* y b* se calcul6 el indice de blancura (IB) o

“whiteness index” (WI) segun Hirschler (2012).

IBo WI =100 - [(100 - L¥f + (a*) + (b*)*] %° (I111.6)
I11.3.9-Analisis estadisticos

Cada determinacién se realiz6 al menos por duplicado. Los resultados se
expresaron como media + desvio estindar (DE). Los datos fueron analizados por un
andlisis de varianza de ANOVA de un factor, y las diferencias entre muestras se
determinaron por el test de Duncan (p<0,05). Se utilizé para tales efectos el software
Statgraphic Centurion XV 15.2.06. Ademds, el software estadistico Design Expert 7.02
(Stat-Ease Inc, Minneapolis, USA) fue usado para construir el disefio de experimentos

para evaluar las condiciones de gelificacién del AX-c.

I11.4-Resultados y discusion

I11.4.1-Composicion de la hez de malta y del residuo de extraccion de proteinas
(REP)

En este trabajo se utilizé6 bagazo que proviene de la elaboracién de cerveza

rubia, sin el agregado de adjuntos, es decir 100% malta de cebada. En la Tabla IIL.1 se
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muestra la composicion de HM y del REP. Los resultados se expresaron en base seca,
considerando el contenido de humedad de la HM y REP estabilizados por secado

(5,79+0,01 y 6,39+0,22 ¢ IOOg‘l, respectivamente).

Tabla III.1- Composicion de la hez de malta (HM) y del residuo de extraccion de
proteinas (REP)

Componente HM (g 100 g1 b.s) REP (g 100 g b.s)

Proteinas 26,5+0,4° 12,4+0,32
Hemicelulosa 33,120,1° 47,9+0,8
Celulosa 11,1+0,1° 8,7+0,5%
Lignina soluble 8,7+0,3° 5,0+0,12
Lignina Insoluble 18,1+0,5% 20,5+0,6°
Ext. etéreo 9,1+0,1° 6,8+0,3%
Cenizas 4,34+0,0? 5,1+0,1°
Fibra dietaria total (FDT) 59,9+3,7* 76,7+0,7°
Fibra dietaria soluble (FDS) 4,6+0,3? 5,7+0,3°
Fibra dietaria insoluble (FDI) 55,3+3,3% 71,0+0,6°

Polifenoles Totales (mg AG 100 g! b.s.) 284,0+27,3? 442,9+16,4°
Libres 23,4+1,4% 81,5+2,5°

Ligados 260,6+21,2% 360,9+15,1°

X*DE. Letras diferentes en una fila indican diferencias significativas entre las muestras
(p <0,05).

Como se puede observar, el constituyente mayoritario de HM fue la fibra
dietaria total (FDT), de la cual aproximadamente el 8% correspondié a fibra dietaria
soluble (FDS) y el 92% a fibra dietaria insoluble (FDI). Esta proporcién de FDS y FDI
se mantuvo en REP. Sin embargo, el contenido de FDT en REP fue significativamente
superior al hallado para HM (p < 0,05). Este resultado es 16gico, ya que el proceso de
extraccion proteica a partir de HM genera un residuo rico en fibra (= 80%), cuyo
contenido de proteinas es significativamente inferior al del material de partida (HM).

Por otra parte, el 92% de los compuestos fendlicos totales correspondieron a
especies ligadas. Esto fue comprobado mediante el anélisis de compuestos fendlicos por
HPLC. Como se evidencia en la Tabla IIL.2, los compuestos fendélicos mayoritarios de

la HM fueron los écidos ferdlico y p-cumdrico, principalmente en su forma ligada. En
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este sentido, el 4cido ferulico representd el 79% de los 4cidos fendlicos ligados en la
HM. Cabe mencionar que no se detectaron dcido hidroxibenzoico, dcido vanilico e
hidroxibencil alcohol en HM. Respecto a los dcidos fendlicos libres, el mayoritario fue
el acido galico, representando 7,66% del contenido total de 4cidos fendlicos. Estos

resultados concuerdan con los reportados por Petron et al. (2021).

Tabla II1.2- Perfil de acidos fendlicos

Acidos fenélicos Hez de malta (HM) Residuo (REP)
(ng g' b.s.) Libres Ligados Libres Ligados
Ac. gélico 101,83+0,45 ND 8,07+£0,09 ND
Ac. cafeico 9,56+0,06 ND 5,19+0,06 ND

Ac. p-cumdrico 27,30+0,44  247,43+2.87 ND 473,36+14,13
Ac. fertlico ND 942,87+44,67 ND 1543,43+20,76
Ac sinédpico 5,97+0,55 ND ND ND

TOTAL 144,66+2,12 1190,30+67,23 13,26+0,21 2016,79+49,34
X+DE. ND: No detectado

Respecto al REP, el contenido de compuestos fendlicos totales de este residuo
fue 1,5 veces mayor que el hallado para HM (p < 0,05), indicando una concentracién de
los mismos luego de la extraccidon proteica. Si bien se observé una disminucién en el
contenido de compuestos fendlicos libres respecto a HM (Tabla II1.2), probablemente
debido a su solubilizacién durante el proceso de extraccion proteica, se evidencia un
notable incremento (de aproximadamente 1,7 veces) de los compuestos fendlicos
ligados (p < 0,05). Al respecto, el 99% de los compuestos fendlicos presentes en REP
estuvieron ligados. Por lo tanto, luego de la extraccion proteica, la proporcién de dcido
ferdlico y p-cumdrico en su forma ligada aumentaron en el residuo a expensas en parte
de la reduccién en el contenido proteico (solubilizacién proteica) e incremento de la
FDT. Entonces, el residuo utilizado para la extraccion de AX contiene una gran
proporcion de dacidos fendlicos ligados, confiriendo gran potencial bioactivo a las
fracciones obtenidas a partir del REP.

En cuanto al extracto etéreo, el contenido de grasas bruta en la HM fue similar al
reportado por Proaiio et al. (2020), pero disminuy6 en el REP (p < 0,05) posiblemente
debido a una saponificacién de la grasa durante el proceso de extraccion de proteinas. El
contenido de cenizas en la HM fue acorde a los valores reportados en bibliografia

(Meneses et al. 2013, Kemppainen et al. 2016), y aumenté en el REP (p < 0,05)
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posiblemente debido a la incorporacion de sales por ajustes de pH durante el proceso de
extraccion de proteinas.

En cuanto al contenido de carbohidratos no digeribles, se determinaron celulosa
y hemicelulosa. Los resultados fueron similares a los hallados en bibliografia para HM
(celulosa: 16,8+0,8 y 13,2 g 100 g'1 b.s., hemicelulosa 28,44+2,0 y 25,3 g 100 g'1 b.s. de
acuerdo con Mussatto et al. (2006) y Kemppainen et al. (2016), respectivamente). Las
diferencias se deben a la variabilidad intrinseca del material (HM) y a las metodologias
de anélisis empleadas por los autores.

En cuanto a la lignina de HM, los contenidos de lignina insoluble y soluble
fueron similares a los informados por Kemppainen et al. (2016), siendo dichos valores
147 y 49 g 100 g! b.s., respectivamente. Ademds, el contenido total de lignina
(soluble+insoluble) fue de 26,8 y 25,5 g 100 g!' b.s. para HM y REP. Se observé una
disminucioén en la cantidad de lignina soluble y un aumento de la lignina insoluble en el
REP, posiblemente debido a la co-extracciéon de lignina durante el proceso de obtencién

de proteinas, especialmente cuando se trabaja a pH alcalino (Niemi et al. 2013b).

I11.4.2-Extraccion de arabinoxilanos
I11.4.2.1-Extraccion asistida por enzimas y extraccion alcalina directa

Como se menciond anteriormente, los AX fueron extraidos a partir del REP
mediante dos metodologias diferentes: extraccion asistida por enzimas con posterior
extraccion alcalina y extraccion alcalina directa. Cabe recordar que para la extraccion
asistida por enzimas se utilizaron tres sistemas enzimdticos: hidrdlisis con celulasa,
hidrélisis con proteasa (P1) y celulasa de forma simultdnea, e hidrélisis con proteasa
(P2) y celulasa de forma secuencial. Sobre el residuo obtenido con cada sistema
enzimatico (R1) se aplicé posteriormente una extraccion alcalina directa.

En la Tabla IIL.3 se muestra la composiciéon del residuo post-tratamiento
enzimatico (R1), asi como también, la del sobrenadante obtenido (S1) en cada caso. El
empleo de proteasas y celulasas de forma combinada (hidrdlisis simultdnea o
secuencial) provocd un incremento del contenido de sélidos, proteinas e hidratos de
carbono en los sobrenadantes obtenidos (S1) respecto al uso sélo de celulasa.
Consecuentemente, se observo una disminucion del contenido de sélidos en R1. Este

resultado indicaria que la accién combinada de proteasas y celulasas sobre el REP
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resulta més eficiente que el empleo de soélo celulasa para eliminar la fraccién celulo-

proteica.

Tabla II1.3- Composicion de R1 y S1 obtenidos luego de tratamientos enziméticos

S1 R1
Método de Solidos  Proteinas CH Sélidos Proteinas
extraccion (2100 mL") (g 100 mL?) (g 100 mL™") (2100 g1 (2100 g
Celulasa 1,40+0,10* 0,27+0,01? 0,42+0,14 18,25+0,61°  1,46+0,11

Celulasa + P1 1,96+0,10° 0,46+0,03*  0,69+0,26 15,63+0,49*  1,14+0,16

P2 + celulasa
_ 1,710,142 0,39+0,09%®  0,73+0,36 16,58+0,16* 1,12+0,02
(secuencial)

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p < 0,05). CH: carbohidratos; S1 y RI1: sobrenadantes y residuos
correspondientes al tratamiento asistido por enzimas.

A partir de los sobrenadantes obtenidos con los distintos sistemas enziméaticos
(S1), se procedié a realizar una precipitacion etandlica (sin extraccién alcalina). Los
resultados obtenidos respecto al contenido de hidratos de carbono y proteinas se
muestran en la Tabla III.4. Como se puede observar, el contenido de hidratos de
carbono no difirié entre los distintos precipitados obtenidos a partir de S1 con las
diferentes enzimas (p < 0,05). Sin embargo, el nivel de proteinas precipitadas a partir de
S1-celulasa fue significativamente superior al hallado para los sistemas celulasa +
proteasa (p < 0,05). Este resultado es 16gico, ya que la adicién de una proteasa genera
péptidos de diversos tamaiios a partir de las proteinas presentes en REP, muchos de los
cuales pueden permanecer solubles en medio etandlico debido a su bajo peso molecular
(Niemi et al. 2013a). No obstante, la accién de una celulasa sin adicién de proteasas
podria promover la solubilizacién proteica como consecuencia de la ruptura de la pared
celular. En este caso, las proteinas intactas resultarian sensibles a la accién del etanol,

disminuyendo su solubilidad e incrementando su contenido en el precipitado.

Ademads, se realizé un ensayo de reconstitucion en agua de los precipitados. A
nivel funcional, estos precipitados etandlicos no se dispersaron bien, presentando
muchos solidos en suspension y no generaron aumento de consistencia, lo que es
indicativo de que en estos pretratamientos los carbohidratos extraidos y precipitados con

etanol no serian AX.
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Tabla III.4- Contenido de hidratos de carbono y proteinas en el precipitado
resuspendido obtenido a partir de S1 con los diferentes sistemas enzimaticos

Precipitados etandlicos H de C (g 100 g b.s.’!) Proteinas (g 100 g b.s. 1)

Celulasa 14,20+1,49% 5,32+0,56°
Celulasa+P1 16,20+1,70* 4,26+0,45%
P2-celulasa 14,79+1,55% 4,95+0,52*

X+DE. H de C: hidratos de carbono. Letras diferentes en una columna indican
diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05).

Como se menciond anteriormente, sobre el R1 obtenido con los distintos
sistemas enziméticos se aplico una extraccion alcalina. A partir de esta etapa se obtuvo
un sobrenadante (S2), un residuo (R2) y una fraccién con caracteristicas de gel (Gel).
Igualmente, sobre el REP se aplico una extraccion alcalina directa, obteniéndose
también un sobrenadante (S2), un residuo (R2) y una fraccién con caracteristicas de gel
(Gel).

En la Tabla IILS se muestra el contenido y rendimiento de sélidos de las
fracciones obtenidas con los diferentes sistemas extractivos. Como se puede observar,
los rendimientos de sélidos en S2 fueron similares tanto para los sistemas enzimaticos
como para la extraccién alcalina directa (p > 0,05). Sin embargo, el contenido de
hidratos de carbono en S2 obtenido con extracciéon alcalina directa fue
significativamente superior al hallado para los sistemas enziméticos (p < 0,05). Este
resultado podria estar asociado a una solubilizacién previa de los hidratos de carbono
por accién de las enzimas (Tabla IIL.3), por lo que el contenido de carbohidratos del
residuo de partida (R1 vs. REP) result6 inferior. Por otro lado, la pureza de hidratos de
carbono en S2 obtenido con extraccion alcalina directa fue significativamente superior
al encontrado para los sistemas enzimdticos (p < 0,05). Esto podria deberse a la
solubilizacién de otras macromoléculas presentes en R1 durante la extraccién alcalina.
Cabe mencionar que el tratamiento enzimdtico aplicado con proteasas y celulasa puede
generar un residuo de hidr6lisis cuya estructura macromolecular es mds laxa (Faulds et
al. 2009), promoviéndose la solubilizaciéon posterior en medio alcalino de especies
distintas a los carbohidratos.

Otro aspecto que puede impactar en el nivel de hidratos de carbono y su pureza
en S2 es la formacién de la fraccion con aspecto de gel. Como se puede ver en la Tabla
IIL.5, el proceso enzimdtico con celulasa generé un Gel con mayor contenido de

hidratos de carbono y pureza que el hallado con la extraccion alcalina directa (p < 0,05).
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Este resultado podria indicar que los hidratos de carbono extraidos a partir del R1-
celulasa son retenidos en el gel en mayor medida que los extraidos directamente con
alcalis a partir de REP, lo que disminuye su proporcién en el respectivo sobrenadante,
evidencidandose menor contenido de carbohidratos y pureza en S2-celulasa.

Posteriormente, sobre cada S2 se llevé a cabo un proceso de precipitacion
etandlica, obteniéndose cuatro precipitados: el proveniente de la extraccion alcalina
directa, y los obtenidos a partir de los pretratamientos con celulasa, celulasa+P1 y
P2-+celulasa. El objetivo principal de esta etapa fue obtener los AX-c. En la Tabla II1.6
se muestran los resultados obtenidos respecto al rendimiento y composicién de los AX-
¢ para cada S2. Como se puede ver, no hubo diferencias en el rendimiento de sélidos e
hidratos de carbono obtenidos con los diferentes sistemas extractivos (p > 0,05). Sin
embargo, la pureza de hidratos de carbono en el AX-c¢ obtenido mediante extraccion
alcalina directa fue superior a la hallada para los concentrados obtenidos con los
pretratamientos enzimdticos (p < 0,05). Estos resultados concuerdan con el menor
contenido de proteinas del AX-c de extraccion alcalina directa (Tabla IILS) (p < 0,05).
Por lo tanto, la menor pureza en carbohidratos de los AX-c obtenidos a partir de R1
podria estar asociada a una co-precipitacion con las proteinas residuales. Cabe recordar
que la pureza de hidratos de carbono del S2 proveniente de los diferentes sistemas
enzimdticos fue inferior a la obtenida con la extraccién alcalina directa sobre REP
(Tabla IILS).

Por dltimo, no se observaron diferencias significativas en las propiedades
antioxidantes de los distintos AX-c (p > 0,05). Esto podria deberse a que tanto los AX
como las proteinas pueden inhibir al radical ABTS (Naibaho et al. 2022), lo que se
manifiesta como una misma actividad antioxidante para todos los precipitados,

independientemente de la pureza de hidratos de carbono.
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Tabla IIL.5- Contenido y rendimiento de sélidos, contenido de hidratos de carbono y pureza respecto a los s6lidos solubles de las diferentes
fracciones obtenidas luego de los procesos enziméticos y extraccidn alcalina directa.

S2 Gel R2
Hde C Pureza  Proteinas Hde C Pureza
Proceso Solidos  Rendimiento Solidos Rendimiento Proteinas | Sdlidos
(g100 (g100g! (g100 mL- (g100 (g100g!
(g 100 mL™) (%) (g100g") (%) (g100g") | (g100g™M
mL71)  sdlidos) 1) gh s6lidos)
Alcalina directa| 3,9+0,2 25,1+0,6 1,24¢0,0° 30,8+1,6° 0,4+0,0¢ 6,7+0,2 21,0£1,9¢  0,6+0,3° 9,6+4,1°  0,5+0,1* | 10,6+0,4
Celulasa 4,0+0,2 25,620,1 0,540,2 11,1£3,2*  0,3+0,0° 6,9+0,4 8,0£1,7°  0,8+0,2° 11,9+£3,6° 0,7+0,0° | 12,0+1,1
Celulasa+ P1 4,0+0,2 27,9+£2.8 0,8+0,1° 20,1+2,3°>  0,4+0,0° 6,7+0,1 5,3+0,3? 0,3+0,1*  4,9+1,12 0,7+0,0° 10,9+0,3
P2 + Celulasa 3,840,1 22,6%3,0 0,7+0,1° 15,8+2,6% 0,3+0,0? 6,7+0,1 9,8+0,1° 0,3+0,3* 4,7+0,9* 0,4+0,0? 9,8+1,6
X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las muestras (p <0,05). H de C: hidratos de carbono.
Tabla II1.6- Rendimientos y composicion del precipitado etandlico (AX-c) obtenido a partir de los sobrenadantes S2
Rendimiento de sélidos a Rendimiento de Hde Ca Pureza de Hde C (g Proteinas (g proteina ABTS* (mmol Trolox
Precipitados etanélicos
partir de S2 (%) partir de S2 (%) 100 g! sélidos) 100 g! sélidos) Eq 100 g ! sélidos)
Alcalina directa 30,6+3,2 67,5+7,1 70,3+7,4° 5,4+0,6* 32,2431
Celulasa 30,8+3,1 63,3+6,0 34,7+43,52 11,6+1,2° 37,5+3,75
Celulasa+ P1 31,8+3,1 62,0+6,2 42,3+4.2° 12,141,2°%¢ 38,8+3,6
P2 + Celulasa 32,1+3,1 62,0+6,2 41,744,227 9,8+1,0° 30,3+3,0

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las muestras (p <0,05). H de C: hidratos de carbono.
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I11.4.2.2-Estudio del impacto de la temperatura en la extraccion alcalina directa

Como se indicé anteriormente, la extraccion alcalina directa fue el proceso que
permiti6é obtener mayor pureza de hidratos de carbono (Tabla IIL.6). Por este motivo, se
estudio el efecto de la temperatura durante esta etapa extractiva. Para ello, se evaluaron
cuatro temperaturas de extracciéon (25, 40, 50 y 60°C), obteniéndose al final del
tratamiento con dlcalis sobre REP: un sobrenadante (S2), un residuo (R2) y una
fraccion con caracteristicas de gel (Gel) para cada una de las temperaturas evaluadas.
En la Tabla IIL.7 se puede observar una tendencia de mayor extraccién de sélidos en
S2, con mayor rendimiento a medida que aumentd la temperatura de extraccion hasta
alcanzar un plateu a 50°C. A diferencia del rendimiento, la pureza de hidratos de
carbono en S2 pas6 por un maximo comprendido entre 40 y 50°C, siendo los valores
obtenidos para 25 y 60°C mas bajos (p < 0,05). Sorprendentemente, no hubo diferencias
en el contenido de proteinas obtenido a las distintas temperaturas, por lo cual, la
variabilidad en la pureza de hidratos de carbono podria estar asociada a la solubilizacién
de otras especies no proteicas tales como lignina, minerales, etc. Con respecto a la
fraccion gel, se pudo evidenciar un mayor rendimiento de sélidos entre 40 y 50°C. Sin
embargo, la pureza de hidratos de carbono obtenida a 50°C fue superior a la de 40°C (p
< 0,05). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en el contenido de

proteinas de esta fraccion para las diferentes temperaturas (p >0,05).

Posteriormente, sobre cada S2 se llevé a cabo un proceso de precipitacion
etandlica. En la Tabla IIL.8 se muestran los resultados obtenidos respecto al
rendimiento y composicién de AX-c. El mayor rendimiento de sélidos se obtuvo a
50°C. Sin embargo, el mayor rendimiento de hidratos de carbono y pureza se obtuvo a
40°C (p < 0,05). En linea con este resultado, el precipitado obtenido a 40°C presentd un
bajo contenido proteico (p < 0,05) y el mayor nivel de acido ferulico asociado a los AX,

(Tabla IIL9).
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Tabla II1.7- Contenido y rendimiento de sélidos, contenido de hidratos de carbono y pureza, y contenido de proteinas de las diferentes
fracciones obtenidas luego del proceso de extraccidn alcalina directa a diferentes temperaturas.

S2 GEL
Pureza de H Pureza de H
T (°C)| Solidos Rendimiento H de C (g Proteinas (g | Solidos Rendimiento Proteinas (g
de C (g 100 g! HdeC(g100g") deC (g100 g™
(g 100g™h) (%) 100 g 1) 100 g'b.s.) |(g100g1) (%) 100 g'b.s.)
solidos) solidos)
25 3,7+0,1° 23,2+0,4% 0,8+0,12 22,2+0,9° 9,6+0,1 5,2+0,1* 12,2+0,3% 1,3+£0,0* 25,4+1,9° 9,2+0,8
40 3,9+0,2° 25,140,6° 1,2+0,1° 30,8+1,6°¢ 8,9+0,1 6,7+0,1° 21,1£1,9¢ 1,3+£0,1* 18,8+2,1° 9,8+0,6
50 | 4,6+0,4>  30,4+2,7° 1,5+0,1¢ 31,5+1,0¢ 9,8+0,1 6,3+£0,1>  18,8+1,5° 1,8+0,2¢ 29,2+2,0° 9,0+0,6
60 4,6+0,4°  34,26+24¢ 1,2+0,1° 26,240,4° 9,0+0,1 7,3+£0,2¢ 16,6+1,5° 1,5+0,2° 21,0+2,9° 9,1+0,1

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las muestras (p <0,05). H de C: hidratos de carbono.

Tabla II1.8- Rendimientos y composicion del precipitado etandlico (AX-¢) obtenido a partir de los sobrenadantes S2 utilizando distintas
temperaturas de extraccion

T ¢C) Rendimiento de sélidos a Rendimiento de H de C a Pureza de Hde C (g Proteinas (g proteina  ABTS* (mmol Trolox Eq
partir de S2 (%) partir de S2 (%) 100 g b.s.) 100 g' b.s.) 100 g 'b.s.)
25 26,6+2,6 50,3+£3,9° 42,0+3,3* 5,7+0,3* 11,0£0,22
40 31,9+1,8° 79,7+7,8¢ 70,943,8° 5,7+£0,4* 31,020,7¢
50 36,9+2,6° 73,3£7,2° 59,6+5,9° 7,3+0,5° 20,0+0,3°
60 32,743,3" 60,4+5,9° 48,3+4,6* 13,7+1,1¢ 21,21,1°

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las muestras (p <0,05). H de C: hidratos de carbono.
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Tabla II1.9- Contenido de acido ferdlico libre del precipitado etandlico (AX-c)
obtenido a partir de los sobrenadantes S2 utilizando distintas temperaturas de extraccion

ABTS* (mmol Trolox
Temperatura (°C) AF mg 100g! AX-c
Eq 100 g b.s.)
25 537,5+8,9° 11,020,222
40 622,6+12,5° 31,0+0,7°¢
50 370,4+7,4% 20,0+0,3°
60 360,4+8,3% 21,241,1°

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p < 0,05).

Respecto a las propiedades antioxidantes, el proceso de extracciéon alcalina
directa sobre REP a 40°C exhibié el mayor valor de inhibicién del radical ABTS*
(Tabla IIL.9). Esto estd en relaciéon con los valores de AF presentes en los AX-c
obtenidos para cada condicién de temperatura (Tabla IIL.9). Como se mencioné
anteriormente, el AF exhibe fuertes propiedades antioxidantes, las cuales son otorgadas
a la molécula de AX (Morales-Ortega et al. 2013).

A partir de estos resultados, la temperatura seleccionada para llevar a cabo la
extraccion alcalina directa fue 40°C, ya que hubo una mejora en la extraccion de sélidos
respecto al proceso a 25°C y permitié obtener un precipitado con mayor pureza de
hidratos de carbono y contenido de acido fertlico, relacionados con los AX. Se descart6
la extracciéon a mayores temperaturas (50 y 60°C), ya que no ofrecen una mejora
sustancial en el rendimiento de hidratos de carbono e implican un mayor gasto de
energia. Ademads, los valores de pureza de hidratos de carbono y contenido de 4cido

ferulico son inferiores a los obtenidos a 40°C.
I11.4.2.3-Impacto del pH en la precipitacion etanélica

El pH al cual se lleva a cabo el proceso de precipitacion etandlica puede
impactar en las especies que precipitan (Vieira et al. 2014). Por este motivo, se estudi
el efecto del pH durante la precipitacion etandlica post-extraccion alcalina directa sobre
el REP. Para ello, se realiz6 la extraccion alcalina directa sobre el REP durante 2 horas
a 40°C. Posteriormente, se centrifugé a 3000xg durante 15 min y al sobrenadante
obtenido se le ajusté el pH a 2, 4, 7 y 12. Por tltimo, se adiciond el etanol y se procedi6
con la precipitaciéon. Como se puede observar en la Tabla IIL.10, a excepcion de pH 2,

el rendimiento de sélidos en el precipitado no difirié significativamente entre los pHs
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evaluados (p > 0,05). Sin embargo, el rendimiento de hidratos de carbono fue
significativamente superior a pH neutro y alcalino, no observandose diferencias entre
ambos pHs. De igual modo, los mayores valores de pureza fueron obtenidos a pH 7 y
12. Resulta oportuno destacar que el nivel de proteinas en el precipitado de pH 4 fue
practicamente nulo, lo que podria estar asociado con el punto isoeléctrico de las
proteinas extraidas (Proano et al. 2020). Un aspecto relevante es que el nivel de
proteinas obtenido en el precipitado a pH 12 fue 2,5 veces menor al hallado a pH 7,
siendo el rendimiento y la pureza de hidratos de carbono en ambos precipitados similar
(p > 0,05). Por lo tanto, el proceso de precipitaciéon a pH endégeno (pH de la extraccién
alcalina directa) contribuye con la precipitaciéon de los hidratos de carbono de forma

eficiente, obteniéndose un precipitado con bajo tenor proteico.

Tabla II1.10- Rendimientos y composicion del precipitado etandlico (AX-c) obtenido a
partir del sobrenadante S2 utilizando distintos pHs de precipitacion etandlica

- Rendimiento de sélidos Rendimiento de H de C Pureza de H de Proteinis
a partir de S2 (%) a partir de S2 (%) C(g100g'b.s.) ® ll)()so)g
2 2424252 66,3+1,7° 65,7470 ° 2,0+£0,3%
4 35,0£3,2° 54,83+5,5% 29,5+3,0% n.d.
7 30,5+3,0° 72,5+7,3¢ 68,3+6,9 ° 13,1+0,9¢
12 35,843,8° 78,9+1,2°¢ 71,1+0,8 ° 5,240,5°

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p < 0,05). H de C: hidratos de carbono. n.d.: no detectado.

Por otra parte, el precipitado etandlico obtenido a pH 7 presentd fuerte
adherencia al papel de filtro luego del proceso de secado, dificultando la recuperacion
del producto. Ademds, en el proceso de dispersion en agua se observé una mayor
dificultad que con el precipitado obtenido a pH 12. Asi mismo, durante el proceso de
ajuste de pH de 12 a 7 se incrementa la cantidad de sales en el medio, lo que resulta
indeseable. Por todo lo expuesto, el pH seleccionado para efectuar la precipitacion
etanodlica fue 12, siendo dicho pH el mismo de la extraccién alcalina directa (endégeno).

En la Figura IILS se muestra el precipitado etandlico obtenido a pH 12.
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Figura IIL.5- Precipitado etandlico obtenido a partir de S2 a pH 12.

111.4.2.4-Estudio del lavado del R2 y precipitacion etandlica

Como se menciond anteriormente, luego de la extraccion alcalina directa a 40°C
se obtiene el S2 y un residuo (R2). Sobre este dltimo se realizé un lavado de 15 min o
un lavado de 30 min con NaOH 0,5 mol L. Sobre el agua de lavado obtenida, se
analizaron los contenidos de s6lidos e hidratos de carbono. Los resultados se muestran

en la Tabla II1.11.

Tabla II1.11- Contenido de sélidos e hidratos de carbono de S2 y del agua de lavado

Sélidos Hde C
Extraccion alcalina directa a 40°C
Sélidos (%) Rendimiento (%)* | (g 100 g'' b.s.)
S2 3,9+0,22 25,1+0,6° 30,8+1,6°
Lavado - 15 min 3,65+0,2% 19,7+1,0% 14,5+0,7%
Lavado - 30 min 4,34+0,1° 23.7+0, 8° 27.,4+1,4°

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p < 0,05). *Rendimiento = sdlidos lavado/sélidos iniciales R2. H de C:
hidratos de carbono.

Como se puede ver en la Tabla IIL.11, el proceso de lavado de R2 extrajo
solidos e hidratos de carbono que podrian ser recuperados con la precipitacion etandlica,
aumentando el rendimiento global del proceso. En este sentido, un mayor tiempo de
lavado implic6 mayor extraccion de solidos e hidratos de carbono. Al respecto, el agua
del lavado de 15 min exhibié un 47% de hidratos de carbono respecto al hallado en S2,
mientras que para 30 min de lavado, el contenido de hidratos representé un 88% del
obtenido con S2. Esto demuestra que lavar durante 30 min resulta mds apropiado para

recuperar los hidratos de carbono de R2. A partir del agua de lavado obtenida a 15 o 30
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min de tratamiento, se hicieron pruebas de precipitacion etandlica y se caracterizaron
los precipitados. Ademds, en la Tabla IIL.12 se muestra la composicién de los

precipitados obtenidos a partir de dichos lavados.

Tabla III.12- Rendimientos y composicion del precipitado etandlico (AX-c¢) obtenido a
partir del sobrenadante S2 y del agua de lavado a 15 y 30 minutos de tratamiento

Rendimiento Pureza de Proteinas
Precipitado
de Hde C (%) Hde C (g100 g'b.s.) (g100g'b.s.)
S2 78,3+7,2° 71,1+0,8 © 5,24+0,5
Lavado — 15 min 47,6242 29,5+1,5% 4,9+0,2
Lavado — 30 min 50,5+2,5% 34,5+1,5° 5,0+0,2

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p < 0,05). H de C: hidratos de carbono.

Como se puede observar en la Tabla IIL.12, el precipitado obtenido a partir del
lavado durante 30 min exhibié mayor pureza de hidratos de carbono que el precipitado
del lavado de 15 min (p < 0,05). Ademads, no se observaron diferencias significativas en
el contenido de proteinas de ambos precipitados (p > 0,05). Por lo tanto, se decidid
realizar el lavado durante 30 min. Desde el punto de vista funcional, este precipitado se
reconstituyé muy bien, de manera similar al obtenido a partir de S2, aunque la

dispersion resultante fue menos viscosa y amarillenta.

Precipitado 52 P "
30 min

Figura II1.6 a) S2 y agua de lavado obtenida a 30 min, b) precipitados obtenidos a
partir de S2 y del agua de lavado a 30 min.
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Como se puede ver en la Figura IIL.6, el precipitado obtenido a partir del agua
de lavado a 30 min resulté muy similar al que se obtuvo a partir de S2. Ademds, el
aspecto del agua de lavado a este tiempo posee similares caracteristicas que S2.

En base a los resultados obtenidos a partir de R2 y sus lavados, se seleccioné 30

min como tiempo adecuado para efectuar este proceso.
I11.4.2.5-Ensayo de precipitacion con diferentes proporciones de etanol

Con el objetivo de optimizar la proporciéon de etanol:sobrenadante en la
precipitacion, se evaluaron diferentes relaciones etanol:S2 (2,3:1; 1,5:1 y 1:1). Cabe
seflalar que la relacién 2,3:1 fue la proporcién etanol:S2 utilizada originalmente. En la
Tabla III.13 se muestra el rendimiento de sélidos de los precipitados obtenidos y su
pureza en carbohidratos. Como se puede apreciar, no se observaron diferencias
significativas en el rendimiento de sélidos ni en la pureza obtenidos con la proporcion
2,3:1 y 1,5:1 (p > 0,05). Sin embargo, una reduccién de la proporciéon etanol:S2 mas
alla de 1,5:1 provocé una disminucion tanto en el rendimiento de s6lidos como en la

pureza en carbohidratos (p < 0,05).

Tabla IIL.13- Rendimiento de sélidos de precipitacion obtenidos con diferentes
proporciones de etanol

Rendimiento de solidos Pureza de H de C
Proporcion Etanol:S2
a partir de S2 (%) (2 100g! b.s.)

2,3:1% 43,2+1,5" 71,1+0,8"
1,5:1 44,7+1,1° 70,6%1,9°
1:1 30,6+1,8" 54,5+0,7*

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p < 0,05).

Respecto a las caracteristicas de los precipitados obtenidos con los diferentes
niveles de etanol:S2 (Figura IIL.7), se pudo apreciar que la proporcién 1:1 produjo
menor cantidad de precipitado, y un liquido mds turbio. Sin embargo, con las demds
relaciones etanol:S2 se form6 mayor cantidad de precipitado, independientemente del
nivel de etanol adicionado. Ademads, para la relacion 1,5:1 el liquido fue mas traslicido.

En la Figura IIL.7 se observan los Sn con etanol en las diferentes condiciones de

precipitacion.
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Figura II1.7- Sobrenadante (S2) con agregado de etanol en distintos niveles.

De este ensayo se concluye que utilizar una proporcién de etanol:S2 de 1,5:1
proporciona similares resultados a los obtenidos con la relacién 2,3:1. Por tal motivo, y
en vistas de utilizar la menor cantidad posible de etanol para la precipitacion, se

seleccion para los ensayos posteriores la proporcion 1,5:1.

II1.4.3-Ensayo a escala semi-piloto. Obtencion de arabinoxilanos (AX-c),

compuestos fendlicos (CFS) y lignina

En base a los resultados obtenidos anteriormente, se establecié el proceso de
extraccion de AX a escala semi-piloto (Figura IIL.3).

En la Tabla II1.14 se muestra la composicién de las fracciones obtenidas.

Tabla II1.14- Composicion de las fracciones obtenidas a partir del proceso a escala
semi-piloto

Pureza Cenizas
Solidos Proteinas
Fracciéon Hde C (2100 g!
(g 100 mL1) (2100 g b.s.)
(2100 g b.s.) b.s.)

AX-c 82,6+2.9 70,6+1,9 3,0+0,3 16,2+0,4

CFS 2,5+0,5 2,5+0,2 10,7+0,2 1,5+0,1
Lignina 98,0+0,5 3,6+0,2 ND 87,9+2.5

X+DE. CFS: compuestos fendlicos. H de C: hidratos de carbono. ND: No Detectado

Los rendimientos de obtenciéon de AX-c, fraccion de compuestos fendlicos
(CFS) y lignina calculados a partir de s6lidos del REP fueron 16,7+0,9, 21,5£0,3 y

10,1+0,2%, respectivamente. El AX-c obtenido por extraccion alcalina directa y
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precipitacion etandlica present6 un contenido de carbohidratos mayor al 50% apropiado
para un concentrado de esta biomolécula. Adicionalmente, sobre el AX-c se determin6
el contenido de xilosa y arabinosa de acuerdo a Bartolomé et al. (2002), resultando una
relacion Arabinosa/Xilosa de 0,62 + 0,06.

El contenido de protefnas residuales fue mayor en la fracciéon CFS, lo que
probablemente se debe a que se buscé minimizar la proporcién de proteinas en el
precipitado etandlico ajustando el pH de la precipitacion, y por lo tanto permanecieron
solubles en el sobrenadante. Sin embargo, el contenido de cenizas fue elevado en la
fraccion Lignina, indicando que la mayor parte de los minerales y las sales generadas
durante el proceso, permanecieron en esta fraccion. Se deberd proponer posteriormente
un proceso de extraccidon/purificacion de sales que escapan a los alcances de esta tesis.

Ademas, teniendo en cuenta el contenido de hemicelulosa del REP (47,9+0,8 g
100 g'1 b.s.), se calculd el rendimiento de extraccion de hemicelulosa del proceso,
resultando del 36,84+2,63%. Este valor es superior al obtenido por Lynch et al. (2021)
que logré solubilizar 21% de AX de la HM, utilizando un tratamiento enzimatico y una
fermentacion con L. plantarum F10 'y al de Chen et al. (2019a) que logro extraer AX de
trigo obteniendo un rendimiento de ~15% con un tratamiento enzimdtico y posterior
extraccion alcalina. Es decir que aproximadamente un 63% de las hemicelulosas

contindan en REAXx, luego de la extraccion.
I11.4.3.1-Perfil de compuestos fendlicos de las distintas fracciones

En la Tabla II1.15 se muestra el contenido de dcido cumdrico y ferulico del AX-
¢, y las fracciones CFS y lignina. El dcido fendlico mayoritario en todas las fracciones
fue el AF, seguido por el dcido cumdrico. No obstante, no fue posible detectar 4cido
cafeico y sindpico. Como era de esperar, el mayor contenido de AF y cumdrico fue
obtenido en CFS, siguiéndole en magnitud la fraccién de lignina (Tabla III.15). En
este sentido, el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) en CFS fue
significativamente superior al hallado para AX-c y lignina, siendo los valores 11,9+0,2

vs. 1,320,0 y 4,740,1 mg AG g! s6lidos para CFS, AX-c y lignina respectivamente.

Como se muestra en la Tabla IIL.16, la proporcion de AF en todas las fracciones
super?6 el 80% respecto al total de 4cidos fendlicos cuantificados. Por su parte, el dcido
p-cumdrico representd mas del 13% en las fracciones obtenidas a escala semi-piloto.
Esto demuestra la predominancia de este dcido fendlico respecto a las demads especies.

En este sentido, Chen et al. (2019a) reportaron que los AX extraidos de forma alcalina
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contienen elevado contenido de acido ferilico, el cual permanece principalmente en su
forma libre. Al respecto, los compuestos fendlicos libres (4cido fertlico y p-cumadrico)
en AX-c fueron 2 veces mayores que los ligados (242,3+12,1 vs. 112,6+56 ug g

solidos, respectivamente).

Tabla II1.15-Contenido de compuestos fendlicos totales (libres y ligados) en las
distintas fracciones

AX-c CFS Lignina
Acido p-cumarico (ug g'sol) 56,5+2,84  988,0+49,4C  373,0+18,7"

Acido ferilico (ug g sol)  298,3+14,9% 6109,4+305,5C 1840,4+92,0
Total (ug g'! sol) 354,8+17,74 7097,4+354,9C 2213,4+110,78

X+DE. Letras en mayuscula diferentes en cada fila indican diferencias
significativas (p < 0,05).

Tabla II1.16- Proporcion de 4cidos fendlicos respecto al total cuantificado en las
distintas fracciones

Fraccién Acido ferilico (%) Acido p-cumarico (%)

AX-c 84,1+3,3 15,9+1,4
CFS 86,1+5,2 13,9+0,7
Lignina 83,2+2.0 16,9+0,1

X+DE. Letras en mayuscula diferentes en cada columna indican diferencias
significativas (p < 0,05).
I11.4.3.2-Espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) de las

fracciones CFS, AX-c y lignina

En la Figura IIL.8 se muestra el perfil FTIR de las fracciones CFS, AX-c y
lignina. Ademads, se exhibe el perfil FTIR de un estindar de AF.

El espectro de AF exhibi6 los picos caracteristicos a 1508 y 1620 cm, los
cuales corresponden al enlace C-C y C=C del anillo aromatico respectivamente
(Woranuch y Yoksan 2013). Ademds, la absorcién 1458 cm™! corresponde al enlace C-H
del anillo aromitico y el pico situado en 1270cm™! corresponde a la unién C-O en el
grupo Arilo-O de este dcido fendlico (Pazo-Cepeda et al. 2023). Como se observa en la
Figura IIL8, la fraccion CFS exhibié los picos a 1508 y 1620 cm’!, con un leve
corrimiento (1538 y 1620 cm’!) probablemente debido a la presencia de proteinas

solubles (Woranuch y Yoksan 2013). Notar que el contenido de proteinas en CFS fue
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significativamente superior al obtenido con AX-c¢ y lignina (10,7+0,2 vs. 3,0+0,3 g

100g™! base seca y no detectado, respectivamente).
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Figura IIL.8- Perfil FTIR de AF y las fracciones CFS, AX-c y lignina en la regién 2200
a 500 cm™.

El perfil de FTIR de la fraccién AX-c presentd los picos caracteristicos de los
AX. En este sentido, se pudieron observar en la regiéon considerada huella dactilar de
esta molécula (700 - 1500 cm) los picos correspondientes a los a enlaces B-(1—4)
(1000-700 cm™), 1a molécula de xilosa (1040 cm™), la molécula de arabinosa (1160 cm
1, y los grupos carbonilos del 4cido urénico (1420 cm™) (Jaguey-Herndndez et al. 2022;
Jiang et al. 2019). Ademas, en el perfil de AX-c se observaron picos en la region
comprendida entre 3600 y 3200 cm’!, los cuales se deben a las vibraciones de
estiramiento caracteristicas de los grupos hidroxilo presentes en la molécula. Asi
mismo, el pico a 2922 cm™' se atribuye a enlaces C-H presentes en la estructura de este
polisacdrido (Naibaho et al. 2021).

Como se menciond anteriormente, la banda de absorcién en la regién de 1500-
1700 cm™! se atribuye a vibraciones de los grupos funcionales presentes en el AF (1508
y 1620 cm™) y las protefnas (Zhang et al. 2019), mientras que el pico a 1650 cm™ se
debe al grupo amida de las proteinas (Naibaho et al. 2021). En base a este perfil, se
puede evidenciar la presencia de proteinas en AX-c, las cuales son co-extraidas durante

el tratamiento alcalino directo. Ademads, se evidencia la presencia de AF en la molécula

de AX.
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Por ultimo, la fraccion de lignina presento un perfil similar al de CFS, aunque
los picos mostraron diferente intensidad de absorcidon. En este sentido, se pudieron
visualizar los picos a 1508 y 1620 cm, caracteristicos del anillo aromdtico de AF,
como asi también, tres picos a 1264, 1120 y 1030 cm'. El primero es atribuido a la
vibracién O-H del grupo éter fendlico de la lignina, el segundo se debe a la vibracién de
deformacion C-H aromitica, y el tercero corresponde a la vibracion de estiramiento OH

del alcohol primario (Zhao et al. 2023).
I11.4.3.3-Propiedades bioactivas de las fracciones CFS, AX-c y lignina

En la Tabla III.17 se muestran los resultados de propiedades antioxidantes e
hipoglucemiante de las fracciones CFS, AX-c y lignina. Como se puede apreciar, todas
las fracciones inhibieron los radicales libres ABTS* y DPPH, siendo CFS la que
presenté mayor actividad antioxidante (p < 0,05), lo que se corresponde con el mayor
contenido de 4cidos fendlicos que presentd esta fraccion (Tabla IIL.15). Como se
menciond anteriormente, los 4cidos fendlicos poseen fuerte capacidad antioxidante,
siendo el AF un potente agente reductor (Naibaho et al. 2022). Por lo tanto, la actividad
antioxidante de las diferentes fracciones estuvo estrechamente relacionada con el
contenido de compuestos fendlicos. En este sentido, se evidencid una correlacion
directa positiva entre la actividad antioxidante (inhibicién del radical ABTS") y la
concentracion de compuestos fendlicos totales, obteniéndose un coeficiente de
correlacion de Pearson (r) de 0,8529. Ademas, los valores obtenidos en las 3 fracciones
(AX-c, CFS y Lignina) fueron mayores a aquellos reportados por Connolly et al.
(2021), quienes analizaron la actividad antioxidante de diferentes extractos alcalinos y
enzimdticos de HM mediante el ensayo de inhibicion del radical ABTS* expresado
como Capacidad Antioxidante Trolox Equivalente (TEAC), obteniendo un valor de

0,273 mmol Trolox g'1 solidos.

Respecto a las propiedades hipoglucemiantes, todas las fracciones inhibieron a la
enzima o-amilasa, siendo AX-c y lignina las fracciones mds activas (menor valor de
ICs0). Si bien, los acidos fendlicos actidan como inhibidores de la enzima o-amilasa
(Chen et al. 2019a), no se observé una correlacién directa entre el contenido de estos
compuestos y el valor de IC50 obtenido para las diferentes fracciones. Al respecto, la
fraccién que presenté mayor nivel de dcidos fendlicos (CFS) fue la que exhibié menor
actividad hipoglucemiante. Por el contrario, las fracciones AX-c y lignina, cuyo

contenido de compuestos fendlicos totales fue diferente (Tabla III.15), presentaron
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similar valor de IC50 (p > 0,05). Esto estarfa indicando que el efecto inhibidor sobre la
enzima o-amilasa de las distintas fracciones se debe en parte a los dcidos fendlicos,
jugando un papel importante otras caracteristicas moleculares tales como el PM. En este
sentido, la extraccion alcalina directa favorece la solubilizacion de AX de elevado PM
(100-200 kDa) (Zhou et al. 2010). A su vez, se puede co-extraer moléculas de lignina
cuyo PM naturalmente es elevado (Rencoret et al. 2015). Por lo tanto, el efecto
inhibidor podria estar asociado a un impedimento estérico ocasionado por los AX o la

lignina, lo que impediria la interaccion entre el sustrato (almidén) y la enzima (Kang et

al. 2023).

Tabla II1.17- Actividad antioxidante e hipoglucemiante en las distintas fracciones

Antioxidante Hipoglucemiante
Inhibicién de Inhibicién de ICso-a-amilasa
Fraccion  ABTS* (mmol DPPH (mg acido (mg acido galico 100
Trolox g! sélidos) ascorbico g! solidos) g1 sélidos)
AX-c 0,9+0,1° ND 0,16+0,02*
CFS 1,940,0° 6,0+0,8° 1,69+0,08°
Lignina 0,4+0,0? 3,1+0,0? 0,21+0,03?

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
muestras (p<0,05). ND: no detectado.

I11.4.4-Propiedades fisicoquimicas y tecnofuncionales de la fraccion AX-c

I11.4.4.1-Parametros de color de AX-c

En la Tabla IIL.18 se muestran los pardmetros de color obtenidos para el AX-c. Como
se puede ver, tanto el valor de a* como el de b* resultaron positivos. Esto indica que
AX-c posee una tonalidad en el rango de color que va desde el amarillo al rojo. Ademads,
se obtuvo un valor de L* superior a 50%, lo que indicaria que esta tonalidad tiende a ser

clara.

Por otro lado, el croma (C*) representa el médulo o longitud del vector y 4 la
rotacion del mismo. Cuanto mayor es el valor de C* mas saturado son los colores, es
decir més separados se encuentran del centro del grafico (Figura II1.4). Ademds, un
valor de & de 90° representa un tono amarillo, mientras que objetos con valores menores
tienden a tonos mds naranjas o incluso rojos (para a* y b* positivos) (Gnanasekharan et

al. 1992). Como se observa en la Tabla II1.18, el valor de % fue inferior a 90°, lo que
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indicaria que AX-c presenta un tono naranja. Ademas, el valor de C* fue relativamente

bajo, indicando poca saturacién del color.

Tabla II1.18- Valores de coordenadas cilindricas de AX-c
Parametros CIELab Media + DS

a* 5,4+0,1

b* 22,9+0,2
L* 63,1+0,5
C* 23,5+0,2
h 76,7+0,3

X+DE. Valores de coordenadas cilindricas a* (valores positivos corresponden a tonos
rojos y negativos a verdes), b* (valores positivos corresponden a tonos amarillos y
negativos a azules), L* (luminosidad), C* (Croma: saturacién del color), y h (dngulo
Hue: tono del color). DS: desviacién estandar.

I11.4.4.2-Potencial Z y tamaiio hidrodinamico del AX-c

En la Figuras IIL.9 A y B se muestra el potencial Z y el tamafio hidrodindmico
de AX-c, respectivamente. Como se puede apreciar en la Figuras IIL9 A, la carga
negativa de los AX aument6 con el pH del medio, alcanzdndose el mdximo valor de
potencial Z a pH 10.0 (-19,25+0,01 mV). Este comportamiento de potencial Z en
funcién del pH concuerda con el obtenido para otros polisacaridos tales como goma
arabica, alginato y pectina (Barbosa et al. 2019).
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Figura II1.9- Potencial Z (A) y tamaiio hidrodindmico (B) de una dispersién de AX-c
en funcién del pH.

El incremento de la carga negativa de los AX-c en funcién del pH podria
atribuirse en gran parte al AF presente en la molécula. Como se sabe, este compuesto

fendlico es un 4cido organico débil cuyos valores de pKa son 4,56 (grupo carboxilo) y
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9,39 (grupo fenoxilo). Por lo tanto, dependiendo del valor de pH de la solucién, el AF
puede estar en su forma no disociada o como i6n ferulato o i6n ferulato-fenolato
(Ragnar et al. 2000). Sin embargo, cuando el AF forma parte de la molécula de AX, los
grupos carboxilo de este compuesto fendlico estdn esterificados con arabinosa, lo que
reduce el impacto de la carga negativa aportada por el i6n ferulato. Por lo tanto, los
grupos fenoxilo en su forma de i6n (fenolato) contribuirfan en mayor magnitud con la
carga negativa de los AX a pH alcalinos (Pérez-Flores et al. 2019). Resulta oportuno
agregar que las proteinas co-extraidas junto con los AX también podrian contribuir con
la carga negativa del AX-c. Al respecto, se ha reportado que los AX suelen contener
proteinas que estan fuertemente asociadas o ligadas covalentemente a la estructura del
polisacdrido (Mendez-Encinas et al. 2018), otorgando carga al complejo
macromolecular (Jaguey-Herndndez et al. 2022).

Como se puede apreciar en la Figuras IIL.9 B, el tamafio hidrodindmico de las
moléculas de AX-c estuvo comprendido entre 800 y 1100 nm, siendo el valor maximo
alcanzado a pH 2,0 (1104£20 nm). Esto podria deberse a la densidad de cargas
superficiales de las moléculas en funcién del pH. Como se puede ver en la Figuras II1.9
A, a pH 2,0 el valor de potencial Z fue pricticamente nulo, lo que indicaria ausencia de
carga neta en la molécula de AX. Esto impide una correcta solvatacion de las moléculas
de AX, debido a la ausencia de carga neta, lo que favorece su agregaciéon a pH dcido,

reflejdndose como un incremento del tamafio de particula.
I11.4.4.3-Absorcion de agua

En la Figura II1.10 se muestra la cinética de absorcion de agua del AX-c.

g agua/g solidos
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Figura IIL.10-Cinética de absorciéon de agua de AX-c¢ medida con un equipo de
Baumann.
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Como se puede apreciar, el valor maximo de absorcién de agua se obtuvo a los
60 minutos, siendo el mismo 9,32+0,54 g agua g'' sélidos. Esta elevada capacidad de
absorcion de agua es caracteristica de la fibra (Izydorczyk y Biliaderis 1992, Izydorczyk
2009, Wang et al. 2002). En este sentido, se ha reportado un valor de absorcién de agua
para fibra de papa prensada de 7,4 g g'solidos (Ramaswamy et al. 2013). Asi mismo,
Ralet et al. (1990) reportaron un valor de absorcion de agua para salvado de trigo de 6,4

g g''solidos.
I11.4.4.4-Pruebas de gelificacion de AX-c

Como se menciond anteriormente, se evalud el efecto de la concentracion de
AX-c (0.2 y 0.6 2100 g!) y de Ca®* (CaCly: 0,2 'y 0,4 g 100 g!), sobre las propiedades
gelificantes de este heteropolisacarido. Los ensayos fueron realizados a pH 5,0 y 8,0. Al
respecto, no se observo formacion de gel bajo las condiciones estudiadas. Por tal
motivo, se decidié incrementar los niveles de AX-c (2 g 100 g') y Ca®* (CaCl»: 0,8 g
100 g'). Se pudo observar que el aumento de la concentracién de AX-c y Ca*
incremento la viscosidad de la dispersién. Sin embargo, no fue posible obtener gel bajo
ninguna de las condiciones estudiadas. Por otra parte, se evaluaron las propiedades

gelificantes de AX-c empleando la enzima lacasa. Al respecto, no se observé formacion

de gel bajo ninguna de las condiciones ensayadas (Tabla II1.19).

Tabla III.19- Estudio de la gelificacién enzimadtica con la enzima lacasa

AX-c CFS pH Temp  Observaciones:

g/100g ¢g/100 g (ninguna condicion gelificd)
1 - 5,5 ambiente bufer fosfato/citrato pH 5,5
2 - 5,5
1 7,5 30
2 7,5 30
4 7,5 30
6 7,5 30
6 2
6 6 4y5 6hs30° Laenzimano actia a esos pH
6 3 4 6 hs 30°
6 5 6 hs 30°  Solo agua, sin buffer.
6 6 7,5 6hs30° Desarrolla viscosidad. Luego al bajar a

pH2 se observa un fluido pléstico.

6 3 7,5 6hs30° Desarrolla viscosidad. Al bajar a pH 2
se espesa ligeramente

6 7,5 6hs30° Albajar a pH 2 se espesa ligeramente

6 10 7,5 6hs30° No gelifico. Al bajar a pH 2 tampoco.
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Sin embargo, la condicién 6 g AX-¢ 100 ¢!, 6 g CFS 100 g a pH 7,5, permiti6

obtener un fluido pléstico.

1I1.4.5-Obtencion de celulosa microcristalina

A partir de REAXx (residuo obtenido luego de la extraccién alcalina directa de
AX-c), se obtuvo celulosa empleando dos métodos (Figura III.11). El primer método
consisti6 en tratar directamente a REAx con hipoclorito de sodio (blanqueo) y luego
someterlo a una digestién 4cida, lo que dio lugar al producto denominado celulosa
microcristalina 1 (CMC-1). El segundo método implic6 secar y moler a REAX y luego
proceder como se obtuvo CMC-1. Esto dio lugar al producto llamado celulosa
microcristalina 2 (CMC-2). Cabe recordar que REAX constituye un residuo al cual se le

han extraido proteinas, hemicelulosas y lignina.

CMC-1 CMC-2

Figura IIL.11- Celulosa obtenida a partir de R2 (CMC-1) y obtenida a partir de R2
seco (CMC-2).

Los rendimientos de celulosa para CMC-1 y CMC-2 fueron 40,17£1,45% y
29,5440,22%, respectivamente. Como se puede apreciar CMC-1 presenté mayor
rendimiento que CMC-2 (p < 0,05). Esta diferencia podria deberse al tamafio de
particula del material de partida que es sometido al proceso de extraccion de celulosa.
Al respecto, Alhaji Mohammed et al. (2022) obtuvieron celulosa a partir de polvo de
cascara de almendras, probando diferentes tamafios de particula. Si bien el rendimiento
de celulosa fue mayor para tamafios de particula mayores, obtuvieron productos con
mayor cristalinidad a menor tamafio de particulas del material de partida (66,2% y
34,8% para 250 pm y 500 um, respectivamente), indicando que fue necesario emplear
mayor temperatura y mayor tiempo de proceso para lograr extraer hemicelulosa y
lignina de la muestra cuando se utiliza un tamafio de particula mayor, debido a la menor

area superficial del material. Ademads, se propuso que cuando el material posee tamafos
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pequeios (125um) se puede producir degradaciéon quimica de la celulosa por poseer
particulas con gran drea superficial. En este sentido, el proceso CMC-2 extraeria mas
eficientemente las ligninas residuales que el CMC-1 durante el tratamiento 4cido, lo
que contribuiria con una mayor eliminacién de sélidos, viéndose reflejado en un menor
rendimiento en CMC-2. No obstante, la pureza de dicho producto podria ser mayor que

la de CMC-1.
II1.4.5.1-Microscopia electréonica de barrido (SEM) de REAx, CMC-1 y CMC-2

En la Figura III.12 se muestra la morfologia superficial del residuo de partida

(REAX) y de las celulosas obtenidas mediante diferentes métodos (CMC-1 y CMC-2).

REAX cMC1

CMC2

Figura II1.12. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de REAXx (residuo de partida),
CMC-1y CMC-2. (370x).

Como se puede ver en la Figura III.12, la estructura de REAx fue compacta, de
gran tamafo, con particulas uniformes, de superficie rugosa e irregular. Esto puede

deberse a la composicion quimica del material y a las interacciones macromoleculares
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establecidas. Al respecto, las moléculas de celulosa y los restos de lignina y
hemicelulosa presentes en el residuo pueden interaccionar entre si mediante enlaces
covalentes O-H, puentes de H y fuerzas de Van der Walls, generando una estructura
altamente compacta (Debiagi et al. 2020). Por otro lado, la presencia de superficies
irregulares y porosas en REAx puede deberse a la extraccién parcial de estructuras
durante el tratamiento alcalino (Mantovan et al. 2021).

Para el caso de CMC-1, se observan estructuras mds abiertas que las observadas
en REAX, pero con similar irregularidad y porosidad. Ademads, el tamafio de las fibras
fue muy diverso, observandose un valor promedio de didmetro de 190 pm. No obstante,
algunas fibras individuales exhibieron un didmetro de 8,79 um. Por otro lado, en CMC-
2 se observaron muchos haces de fibras pequeiias cuyo didmetro promedio fue de 8 um.
Asi mismo, dichas fibras estdn entrelazadas entre si formando “paquetes” de fibras mas
grandes de 30-80 um. El tamafio de las fibras individuales fue igual o levemente menor
a CMC-1, pero los haces de fibras formados fueron mds pequefios. Es decir, las fibras

de celulosa se separaron de la estructura inicial conectada.

I11.4.5.2-Espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) de

REAx, CMC-1y CMC-2

En la Figura III.13 se exhibe el perfil FTIR de REAx, CMC-1 y CMC-2
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Figura II1.13- Espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) de
REAx, CMC-1y CMC-2.

En todos los espectros se observé una banda comprendida entre 3600-3200 cm’!,
la cual se atribuye a vibraciones de estiramiento caracteristicas de los grupos hidroxilo
presentes en la celulosa y hemicelulosa (Naibaho et al. 2021). Por otro lado, las bandas

de absorcién comprendidas entre 1500 y 1700 cm™ corresponderian a las vibraciones de
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los grupos funcionales presentes en el AF y las proteinas (Zhang et al. 2019). A su vez,
el pico a 1650 cm™! podrian atribuirse a vibraciones de los dobles enlaces C=C presentes
en el anillo aromético de la lignina (Naibaho et al. 2021). Por dltimo, las bandas de
absorcién comprendidas entre 1520 y 1530 cm™! se deberian al AF (Yilmaz-Turan et al.

2020; Lee et al. 2015).

Como se menciond anteriormente, las bandas de absorcién comprendidas entre
1500 y 1700 cm™ corresponderian al AF y las proteinas, mientras que el pico de
absorcién a 1650 cm™! se deberia a la presencia de la lignina. Para el caso de REAX, los
picos a 1656 y 1560 cm! estuvieron presentes. Sin embargo, para CMC-1 y CMC-2
dichos picos no se visualizaron, reafirmando los cambios estructurales observados por
SEM. En este sentido, la ausencia del pico a 1656 cm™ indicaria la remocién completa
de la lignina (Yeasmin et al. 2015). Tanto para REAx como para CMC-1 y CMC-2, no
se observaron picos en la regién de 1250 cm™, el cual corresponde al grupo C-O-C (aril-
alquil éter) del grupo guaiacilo, una subunidad de la lignina (Alves et al. 2019).

Por tltimo, los picos a 1058-1044 y 896 cm™! conciernen a los estiramientos C-O
y C-H de la celulosa. Estos picos se mantienen en CMC-1 y CMC-2. Incluso el pico a
896 cm’!, se intensifica, lo que indicaria un incremento en el contenido de celulosa
luego del proceso de blanqueo (Alves et al. 2019). Ademds, el pico a 1161 cm™ que
corresponde a C-O-C enlace glicosidico asimétrico de la celulosa (Yeasmin et al. 2015),

presente en el REAX se incrementa en CMC-1 y CMC-2.

I11.4.5.3- Patron de difraccion de rayos X (Rx) de REAx, CMC-1y CMC-2

A partir del patrén de difraccion de rayos X (Rx) es posible calcular el indice de
cristalinidad (IC). Dicho pardmetro se utiliza comunmente para medir la cantidad
relativa de la fraccion cristalina de materiales celuldsicos y cuantificar su modificacion
tras diferentes tratamientos fisicoquimicos y bioldgicos. El IC constituye el porcentaje
de la fase cristalina en un modelo de dos fases del material: una fase cristalina y una
fase amorfa (Salem et al. 2023).

En la Figura II1.14 se muestran los resultados de patrén de difraccion de Rx de
REAx, CMC-1y CMC-2.

Mantovan et al. (2021) determinaron para celulosa obtenida de bagazo de

naranja picos cristalinos correspondientes a 20 =16°, 22°y 34,5°. En este caso, para el
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bagazo o hez de malta se determinaron picos cristalinos correspondientes a 20 =16°,

22°y 35°y a partir de ellos se calcul6 el Indice de cristalinidad (IC) (Tabla IIL.20).

REAx

CMmC2

Intensidad (cuentas)

cMmc1

20(%)

Figura III.14. Patrén de difraccion de rayos X de REAx, CMC-1y CMC-2

Tabla IIL.20- indice de cristalinidad de REAx, CMC-1 y CMC-2
Muestra Indice de cristalinidad (%) Cristalinidad método Segal (%)

REAx 30,9+0,6" 45,5+0,9°
CMC-1 34,6+0,7° 50,9+1,0°
CMC-2 41,2+0,8° 55,4+1,1°¢

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
muestras (p<0,05).

Como se pude ver en la Tabla II1.20, CMC-2 present6 el mayor IC, lo que
podria estar asociado con el menor tamafio de particula del material de partida para
obtener la celulosa (Alhaji Mohamed et al. 2022). Este resultado se replicé al medir
cristalinidad por el método Segal, obteniéndose el valor mds elevado con CMC-2. Estos
valores estdn en rangos reportados en bibliografia. Al respecto, Mantovan et al. (2021)
obtuvieron valores de cristalinidad (método Segal) para celulosa extraida de bagazo de
naranja de 26% a 60%. Ademas, Ahmad et al. (2016) reporté un valor de cristalinidad
(método Segal) para celulosa de cascara de arroz de 63,9%. De acuerdo con Salem et al.
(2023), el método Segal es un método rapido, donde se asigna la intensidad médxima
correspondiente a 20= 22-23°, a la suma de los componentes amorfo y cristalino,
mientras que el componente amorfo estd representado por la intensidad minima,
alrededor de 18°. Este razonamiento surge de que no hay picos significativos de la red

cristalina en 26=18°, por lo que toda la intensidad corresponde a la dispersion amorfa.
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Esto puede ser erréneo ya que la intensidad de pequeiios cristales superpuestos no es
considerada. Generalmente el método Segal resulta en valores sobreestimados, como es
el caso de la presente tesis. Sin embargo, este método es sencillo y puede ser utilizado
para comparar diferencias entre muestras de igual naturaleza, con diferentes
tratamientos. Por ultimo, la reduccién del tamafio de particula del residuo REAXx

permitié obtener un producto con mayor cristalinidad.
I11.4.5.4-Parametros de color de CMC-1y CMC-2

En la Tabla III.21 se muestran los pardmetros de color obtenidos con CMC-1 y
CMC-2. Como se puede ver, tanto el valor de a* como el de b* resultaron positivos.
Esto indica que ambos productos poseen una tonalidad en el rango de color que va
desde el amarillo al rojo. Ademds, se obtuvieron valores de L* superiores a 50%, lo que
indicaria que las tonalidades de ambos productos tienden a ser claras. Sin embargo,
CMC-2 presenté mayor valor de L y menor valor de C* que CMC-1 (p < 0.05). A su
vez, la diferencia de color global de color (AE*) de CMC-2 fue menor que la hallada
para CMC-1, mientras que el indice de blancura (IB) fue mayor.

Tabla II1.21- Valores de coordenadas cilindricas y diferencia de color (AE*) de las
muestras CMC-1 y CMC-2
Parametro CMC-1 CMC-2

L* 71,0+0,2* 75,240,7°

a* 1,0£0,1*  1,620,1°

b* 18,0£0,3° 15,5+0,2°

C* 18,1 £0,3" 15,5+0,2°

h 86,7+0,1° 84,2+0,2°

AE* 34,1+0,1° 29,3+0,6°

IB 65,9+0,1* 70,7+0,6°

X+DE. Letras diferentes en una fila indican diferencias significativas entre muestras
(p<0,05). AE: calculado en base a las coordenadas de un blanco perfecto L*=100, a*=0
y b*=0.
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IT1.5-Conclusiones parciales

Se concluye que fue posible obtener un concentrado de arabinoxilanos (AX-c),
un sobrenadante rico en compuestos fendlicos solubles (CFS) y celulosa microcristalina
a partir del residuo de extraccién de proteinas de la HM, y de esta manera, completar el
proceso de bio-refineria que permite aprovechar integralmente este subproducto de la

industria cervecera.
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IV.MICROENCAPSULACION CON ARABINOXILANOS COMO
ESTRATEGIA DE PROTECCION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS DEL ALGA
VERDE ULVA SPP FRENTE A LA DIGESTION GASTROINTESTINAL
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IV-Microencapsulacion con arabinoxilanos como estrategia de proteccion de

péptidos bioactivos del alga verde ulva spp frente a la digestion gastrointestinal
IV.1-Introduccion

El alga verde Ulva spp es una fuente alternativa de protefnas y un ingrediente
prometedor para el desarrollo de alimentos funcionales. Se encuentra a lo largo de las
costas ocednicas en todo el mundo, y puede obtenerse en las costas de la Patagonia
argentina. Tiene un contenido proteico que oscila entre el 15 y el 35%, lo que la
convierte en una buena fuente proteica para la producciéon de péptidos bioactivos
(Garcia-Vaquero et al. 2016). En este sentido, varios péptidos bioactivos derivados de
Ulva se han obtenido por hidrélisis enzimatica in vitro (Cian et al. 2018b; Garcia-
Vaquero et al. 2016). Estos péptidos han presentado propiedades bioactivas tales como:
antioxidantes, anticancerigenas, antihipertensivas, inhibidores de DPP-IV e
inmunomoduladoras (Cian et al. 2018b; Cian et al. 2020, Lafarga et al. 2020). Sin
embargo, varios estudios han demostrado que la mayoria de los péptidos bioactivos que
contienen mds de 2-3 residuos de aminodcidos no resisten la digestion gastrointestinal
simulada, perdiendo sus propiedades biofuncionales (De Koker et al. 2011). Una
alternativa para protegerlos dentro del tracto gastrointestinal es mediante
microencapsulacion por secado spray utilizando diferentes biopolimeros (Cian et al.
2019). Por otra parte, la microencapsulaciéon puede usarse como estrategia para
enmascarar el sabor amargo de los péptidos que contienen residuos de aminoécidos
hidréfobos y para reducir la higroscopicidad de hidrolizados de proteinas y péptidos, lo
que contribuye a aumentar la estabilidad en el almacenamiento (Mohan et al. 2015).
Particularmente, los polisacdridos son generalmente ideales para usar como agentes de
encapsulacion porque son estructuralmente estables, abundantes en la naturaleza y
econdmicos. Asimismo, los grupos funcionales reactivos de los polisacdridos los
convierten en una de las mejores opciones como matrices encapsulantes. Los
polisacédridos derivados de plantas, animales y fuentes microbianas, como la goma
ardbiga, el quitosano, la ciclodextrina y la maltodextrina, se han utilizado para la
encapsulacion de proteinas y péptidos alimentarios (Ruiz-Ruiz 2013, Rocha et al. 2009,
Cian et al. 2019, Cian et al. 2020). Sin embargo, hay muy pocos estudios del empleo de
arabinoxilanos para encapsulacion. Recientemente, Liu et al. (2020a) reportaron el uso
de AX de diferentes cereales, como material encapsulante o sistema de delivery de

diferentes compuestos (Paz-Samaniego et al. 2018). Estos estdn formados por una
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cadena lineal de xilosas unidas por enlaces glicosidicos B(1-4) a la cual se unen residuos
de arabinosa mediante enlaces glicosidicos a(1-3), a(1-2), o ambos. A su vez, las
moléculas de arabinosa suelen presentar dcido ferulico (AF) en su estructura, unido en
la posicién O-5. La estructura tiene un gran impacto no sélo en las propiedades
fisicoquimicas tales como la solubilidad y la viscosidad, sino también en las
propiedades bioactivas, asociadas a los dcidos hidroxicindmicos unidos a estos
compuestos. Los AX pueden obtenerse de desechos y subproductos de la industria tales
como la hez de malta (HM). La HM, principal subproducto de la industria cervecera,
estd compuesta mayoritariamente por 28% de lignina, 25% de hemicelulosa, 17% de
celulosa y 30% de proteinas (McCarthy et al. 2013). La hemicelulosa consiste
principalmente de arabinoxilanos (AX) que pueden estar presentes hasta el 40% en peso
seco, constituyendo el principal carbohidrato no celulésico de cereales y hierbas (Lynch
et al. 2016). Por este motivo, la HM podria ser una fuente potencial para obtener los

AX.

IV.2-Objetivos
IV.2.1-Objetivo general

El objetivo fue estudiar el impacto de la microencapsulaciéon de péptidos
bioactivos del alga verde Ulva spp. con arabinoxilanos de la hez de malta como material
de pared, sobre la bioaccesibilidad de los péptidos microencapsulados con diferentes

féormulas.
IV.2.2-Objetivos especificos

1) Obtencién y caracterizacion del hidrolizado proteico del alga Ulva spp.

2) Estudiar el comportamiento de sistemas AX-c con calcio.

3) Obtener microcédpsulas de péptidos de alga Ulva spp. utilizando AX-¢ como material
de pared utilizando diferentes formulaciones.

4) Caracterizar las microcdpsulas desde el punto de vista fisicoquimico (tamafio y
morfologia, potencial Z e hidrofobicidad superficial).

5) Digestion gastrointestinal simulada y bioaccesibilidad de péptidos del hidrolizado del
alga y de las microcdpsulas

6) Estudio de propiedades antihipertensiva (inhibicion de ECA-I), antioxidante
(inhibiciéon de ABTS) e hipoglucemiante (inhibiciéon de dipeptidil peptidasa IV) y su
relaciéon con los compuestos bioactivos y su estructura (perfil de péptidos, perfil de

compuestos fendlicos).
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IV.3-Materiales y métodos
IV.3.1-Materias primas

Se recogié manualmente un kilogramo de diferentes ejemplares de Ulva spp. en
Punta Maqueda (46 000S, 67 340W) durante la primavera (septiembre/octubre 2022).
Punta Maqueda, una playa virgen alejada de las actividades antropogénicas, se
encuentra dentro del Golfo San Jorge, a 30 km al sur de Comodoro Rivadavia,
Argentina. Las muestras fueron transportadas al laboratorio y almacenadas a 4°C dentro
de bolsas de plastico. Para eliminar adherentes, agua de mar, sedimentos, desechos
organicos, macrofauna y epibiota, las muestras fueron raspadas y enjuagadas con agua
destilada. Las muestras se secaron hasta un peso constante (100 £ 4°C), se molieron
hasta obtener un polvo, con un tamafio de particula inferior a 1 mm, utilizando un
Molino de martillos (Retsch, Haan, Alemania). Luego las muestras se pasaron por un
tamiz de malla 20 (0,85 mm) y se almacenaron a 4° C en bolsas plasticas hasta su
andlisis.

La HM fue suministrada por la Cerveceria Santa Fe® (Santa Fe, Argentina). El

material de partida fue el residuo de la obtencion de proteinas (REP).
IV.3.2-Obtencion del hidrolizado proteico del alga Ulva spp.

El hidrolizado proteico se obtuvo de acuerdo a Cian et al. (2022). Para eliminar
la clorofila, el alga verde se dispersé a razén de 25 g kg™! en acetona durante 30 min y se
filtr6 a través de un tamiz de malla 50 (0,297 mm). El residuo obtenido, se volvid a
extraer cuatro veces. Para eliminar la acetona del residuo final, se llevdo a cabo un
secado en estufa de vacio Arcano DFZ-6020 (China) a 40 °C durante 3 h. El residuo
seco sin clorofila se utilizé6 como sustrato para la hidrdlisis enzimatica. Para ello, se
utilizaron las enzimas Neutrasa (Nutring, Buenos Aires, Argentina) y Flavourzyme
(Sigma). El proceso de hidrdlisis fue secuencial de acuerdo a Cian et al. (2022). Una vez
finalizada la reaccion, se centrifugé a 2000 rpm. Posteriormente, y a los fines de
eliminar contaminantes solubles, se realiz6 una precipitacion con etanol en una relacién
alcohol/hidrolizado 70:30. Se dejo reposar overnight a 4°C. Luego, la muestra se
centrifugé en centrifuga Mistral durante 30 min a 3000xg y el sobrenadante (que
contiene los péptidos) se concentré en rotavapor y se liofiliz6. El contenido de
protefnas, carbohidratos y humedad del hidrolizado fueron: 28,9 g 100g™ b.s.; 4,0 g
100g'b.s.; y 7,1 g 100g™!, respectivamente.

Para el seguimiento de la reaccion de hidrélisis se determind el grado de
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hidrélisis (GH) a través de la medicién de aminos libres utilizando la técnica del o-
ftaldialdehido (OPA) segtin Nielsen et al. (2001).
El GH se calcul6 como se describe a continuacion:
GH (%) = (h — hg)/h¢or x100 (Iv.1)
Dénde: hiot es el nimero total de uniones peptidicas hidrolizables en la proteina
(7,78 mEq g protefna); h, es el niimero de uniones peptidicas hidrolizadas y ho, es el

contenido de aminos libres en la proteina de partida.
IV.3.3-Obtencion de arabinoxilanos a partir de HM

Para la extraccion de arabinoxilanos a partir de la HM se realizé una extraccion
de proteinas de acuerdo con Proafio et al. (2020). Sobre el residuo se realiz6 una
extraccion alcalina utilizando NaOH, seguido de una precipitacion etandlica de acuerdo
a lo informado precedentemente en el capitulo 3. Se obtuvo un concentrado de AX
(AX-c) cuya composicién en base seca fue: carbohidratos totales 70,6 + 1,9 g 100g™! b.s.
(determinados por Dubois et al. 1956), con una relaciéon Arabinosa/Xilosa de 0,62 +
0,06 (obtenida de acuerdo a Bartolomé et al. 2002), proteinas 3,00 £ 0,29 g 100g",
cenizas 16,17 + 0,37 g 100g™! y humedad 19,4 g 100g"! (medida por AOAC 1995).

IV.3.4-Formulacion de las microcapsulas

Las microcdpsulas de los péptidos de Ulva spp. se obtuvieron mediante secado
spray, utilizando como material de pared maltodextrina (15 DE, Globe® 019150, El
Bahiense, Buenos Aires) y el AX-c. Ademds, a esta formulacion base se le adicionaron
dos niveles de cloruro de calcio: 2 y 5 g 100g™" de sélidos. Esto dio lugar a tres
formulaciones diferentes, las cuales fueron denominadas: MCPO (0 g CaCl, 100g™),
MCP2 (2 g CaCl> 100g!) y MCP5 (5 g CaCl> 100g™!). Adicionalmente, se obtuvo una
capsula control sin agregado de hidrolizado y con 5 g de CaCl, 100g™" sélidos (MC5).
Los niveles de AX-c y de hidrolizado se mantuvieron constantes en 49,5 gy 12,0 g
100g™! de sélidos, respectivamente. La maltodextrina se adicioné hasta completar los
100 g de solidos. Las formulaciones se secaron por aspersion, utilizando un secador
spray de laboratorio (Spray Dryer Yamato ADL311S, Japan) equipado con una boquilla
atomizadora de 700 pm de didmetro. Las dispersiones se alimentaron a la cdmara
principal (70 cm de didmetro) a través de una bomba peristéltica y el caudal de
alimentacién se controlé mediante la velocidad de rotacién de la bomba (3,1 mL min™).

El caudal de aire de secado fue de 357 L h'! y la presién del aire del compresor fue de
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6—8 bar. Las temperaturas del aire de entrada y salida fueron de 180 £2 °C y 96 £ 8 °C,
respectivamente. Las microcdpsulas fueron almacenadas en oscuridad en recipientes de
vidrio color caramelo a -20°C hasta su posterior andlisis. Se realizaron dos réplicas para

cada formulacién.
IV.3.5-Caracterizacion fisicoquimica de las microcapsulas

Los contenidos de humedad y proteina de las microcdpsulas se determinaron
usando los métodos AOAC (1995). El contenido de carbohidratos totales se determind
seglin Dubois et al. (1956). La actividad de agua (aw) de las microcdpsulas se determiné
utilizando el equipo Aqualab CX-2 (Decagon Devices Inc, USA). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado.

La eficiencia de encapsulacion de las microcapsulas se midi6 segiin Garzon et al. (2024)
y se calcul6 como la relacion entre el contenido de proteinas de las microcdpsulas (g) y
el contenido de proteina de las dispersiones (g).

El tamafio de particula y la morfologia de las microcdapsulas se evaluaron
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Los polvos se montaron en trozos
de aluminio usando una cinta de doble cara. Las imagenes SEM se adquirieron con un
microscopio electrénico de barrido (Phenom Pro-X, PhenomWorld, Holanda) con
voltajes de aceleracion entre 5 y 15 kV, de acuerdo con Cian et al. (2019). Las muestras
se observaron con aumentos de 1000x. El SEM de cada férmula de capsula se realiz
por duplicado. Se usé el programa ImageJ (ImageJ, Institutos Nacionales de Salud, EE.
UU.) para determinar el tamafio de las microcapsulas.

El potencial Z de las microcapsulas se determiné utilizando un instrumento de
microelectroforesis y dispersion de luz dindmica (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido). Para ello, las microcépsulas se dispersaron a 0,1 g 100
mL! en agua destilada, se agitaron y se equilibraron durante 1 h a temperatura
ambiente. Finalmente, se agregé 1 mL de cada muestra a la cdmara de medicion. Todas
las determinaciones se realizaron por triplicado. Adicionalmente se estudi6 el potencial
Z de dispersiones de AX-c dispersando 0,1 g 100 mL! en agua destilada.

La hidrofobicidad superficial de las microcdpsulas se determiné segiin Molina-
Ortiz et al. (2009). Brevemente, las microcdpsulas se dispersaron a 0,05 g de proteina
100 g' en 10 mmol L de tampén de fosfato de potasio pH 7,0. Se realizaron cinco
diluciones seriadas de la muestra de 0,05 a 0,005 g 100 g de protefna. Luego, se

adicionaron 10 pL de solucién de 8-anilina-1-naftalensulfonato (ANS) 8 mmol L'a2
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mL de cada muestra. La fluorescencia se midi6 a una longitud de onda de excitacién de
390 nm y una longitud de onda de emisién de 468 nm usando un espectrofotdmetro de
fluorescencia Hitachi 2000 (Japén). La grafica de la pendiente de la intensidad de
fluorescencia frente a la concentracién de proteina (g 100 g'') se calculé mediante
andlisis de regresion lineal y se us6 como un indice de hidrofobicidad superficial. Las
mediciones se realizaron por triplicado a temperatura ambiente. Ademds, se evalud el
efecto del NaCl y del dodecilsulfato de sodio (SDS) en la hidrofobicidad de las
microcdpsulas segin Li et al. (2018). Para ello, se afiadieron diluciones seriadas de
dispersiones de microcdpsulas (0,05 - 0,005 g 100 g! de proteina) en una solucién de
NaCl 10 mmol L' o de SDS 0,25 g 100 mL". Luego, se llevaron a cabo las mediciones

como se menciond anteriormente.
IV.3.6-Digestion gastrointestinal simulada y bioaccesibilidad

La digestion gastrointestinal simulada y la bioaccesibilidad de compuestos
bioactivos del hidrolizado del alga y de las microcdpsulas se realizaron de acuerdo a
Garzén et al. (2020b). Para ello, 10 mL de 0,4 g 100 mL! del hidrolizado proteico o de
las microcdpsulas se ajustaron a pH 2,0 con HCI 3 mol L. Luego, se agregaron 0,4 mL
de una suspensién de pepsina 16 g 100 mL! de HCI 0,1 mol L' y las mezclas se
incubaron en un bafio con agitacién a 37 °C durante 2 h. Al final de la digestién con
pepsina, se colocaron bolsas de didlisis (cut-off: 6-8 kDa) que contenian 10 mL de
NaHCO3 0,12 mol L'y se incubaron durante 50 min en un bafio de agua con agitacién a
37°C. Luego, se agregaron 3 mL de solucién de pancreatina (0,4 g 100 mL™! de 0,1 mol
L' NaHCOs) y se continué la incubacién durante otras 2 h. Una vez finalizada la
reaccion, se retiraron las bolsas de didlisis y se enjuagaron con agua destilada. Los
contenidos de las bolsas (dializados) y el residuo post-digestion (digeridos) se pesaron y
congelaron a -20 °C hasta su andlisis. Los dializados del hidrolizado, MCP0, MCP2 y
MCPS fueron denominados D-H, D-MCP0, D-MCP2 y D-MCPS, respectivamente.

Los contenidos de proteinas y aminos libres en los dializados y digeridos se
determinaron como se mencioné anteriormente. El grado de hidrdlisis (DH) en los
dializados se calcul6 segtn Nielsen et al. (2001).

La dializabilidad peptidica se calcul6é de acuerdo a Cian et al. (2020), siguiendo

la siguiente ecuacion:

mEq dializados

. . L. s q. o) —
Dializabilidad peptldlca (/0) (mEq dializado+mEq del digerido) x

100 (Iv.2)
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IV.3.7-Caracterizacion del perfil de péptidos

El perfil de péptidos del hidrolizado y de su fraccion dializada se realizé
mediante HPLC-FR segtin Garzoén et al. (2020a) con modificaciones. Para ello se utilizé
una columna Phenomenex C18 (Gemini 250 x 4,6 mm, Sum). La elucién se realiz6 por
gradiente, utilizando como fase mévil A: agua con 4cido trifluoroacético (TFA) al 0,1
%, y como fase moévil B: acetonitrilo con TFA al 0,1 %. El gradiente aument6
linealmente, de 0 % a 40 % de B, en un tiempo de ejecucion de 60 min. La columna se
colocé a una temperatura de 40°C y el flujo de elucién fue de 1 mL min!. Se registraron
los picos de absorbancia a 220 nm y/o 280 nm. A fin de analizar los cromatogramas de
acuerdo a la hidrofilicidad de los péptidos eluidos, se realizaron integraciones de las
areas de los picos considerando tres sectores por cromatograma (Garzén et al. 2024):
componentes de baja hidrofobicidad (BH): rango de eluciéon 0-20 min; componentes de
hidrofobicidad media (MH): rango de elucion 20-40 min; y componentes de alta

hidrofobicidad (AH): rango de elucién 40-52 min.
I1V.3.8-Perfiles de peso molecular de péptidos

Con el objetivo de separar los péptidos bioactivos en funcidon de su peso
molecular se realizé un fraccionamiento mediante cromatografia de filtracién en gel
usando FPLC segin Garzén et al. (2020a). Para ello, se utiliz6 un sistema Knauer
Azura® equipado con una columna Superdex 30L. La elucién se control6 a 280 nm y la
masa molecular se estim6 utilizando estandares de peso molecular de Sigma-Aldrich:
Citocromo C N° CAS 9007-43-6 (12400 Da), Aprotinina N° CAS: 9087-70-1 (6550
Da) y una mezcla de estindares (H2016-1VL) que contiene: Acetato de Angiotensina II
N° CAS (1046,2 Da), Acetato de Metionina Encefalina N° CAS (573,7 Da) y Val-Tyr
(379,5 Da).

IV.3.9-Perfiles de compuestos fendlicos

Se realizé una extraccion de los compuestos fendlicos libres y ligados presentes
en los dializados de acuerdo a Garzoén et al. (2020b). Posteriormente, se evalué el perfil
de 4cidos fendlicos de acuerdo con Garzoén et al. (2018).

La Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos se calculd como la cantidad
porcentual del compuesto fendlico detectado en la fraccion dializada en relacion al

contenido en la muestra inicial.

IV.3.10-Ensayo de inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA-I)
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Se determind la actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina I
(ECA-I), siguiendo la técnica propuesta por Hayakari et al. (1978) con algunas
modificaciones. Este método se basa en la reaccion colorimétrica del 4cido hipurico con
2,4,6 tricloro 1,3,5 triazina (TT). Esto se llevé a cabo en un volumen total de 1995 mL
conteniendo: 175 pL. de buffer de fosfato de potasio (0,1 mol L pH 8,3, 15 pL de
cloruro de sodio (5 mol L), 20 uL del sustrato sintético N-Hippuryl-His-Leu (HHL)
(3,3 g L'Y) y 20 pL de extracto enzimdtico. Se incub6 a 37 °C por 45 min. La reaccién
fue terminada por la adicién de 665 pL de TT (30 g L) en dioxano seguido por 1,1 mL
de buffer fosfato de potasio 0,1 mol L' pH 8,3. Se esperé 5 min para la formacién de
color y se centrifugd a 10000xg durante 10 min. Luego se midi6 la absorbancia a 382

nm. La inhibicion de la ECA 1 se calculd como se detalla a continuacion:
Inhibicién de ECA I (%) = 100 — [((Ames — AsmE) / (Ags — Aggs)) x 100] aIv.3)

Donde, Awmes: es la absorbancia de ECA-I con la muestra y el sustrato; Apme: €s
la absorbancia de ECA I y la muestra (Blanco de muestra); Ags: es la absorbancia de
ECA I con el sustrato y Aggs: es la absorbancia del sustrato sin la muestra o enzima

(Blanco).

Para determinar la concentracion de muestra que produce una inhibicién del
50% (ICs0) de ECA-I, se hicieron diluciones seriadas de las muestras (0-10 g proteina L
1. Luego, con los valores experimentales de inhibicién vs. concentracién se construy6
una curva de regresion que ajusté con un modelo matemdtico de acuerdo a Cian et al.

(2015), utilizando el software OriginPro® 8.0. Los ensayos se realizaron por triplicado.

IV.3.11-Actividad antioxidante

La inhibicion del radical catiéonico ABTS* se midié segiin Cian et al. (2012).
Para estimar la capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC), se realizd una
curva de concentracion-respuesta para la inhibicion de ABTS* en funcion de la
concentracién estandar de Trolox (0—2,5 mmol L' en 0,01 mmol L de solucién salina
tamponada con fosfato, pH 7,4). La absorbancia a 734 nm se tom¢ después de una
mezcla inicial de 6 min utilizando un espectrofotometro (Spectronic Genesys 5; Milton
Roy Company, Warrenton, VA, EE. UU.).

Para determinar la concentracién de muestra que produce una inhibicién del
50% (ICso) del radical ABTS", se hicieron diluciones seriadas de las muestras de 0-2 g

proteina L' y de 0-6 g proteina L!) para los dializados de las microcdpsulas, y el
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hidrolizado y su dializado, respectivamente. Luego, con los valores experimentales de
inhibicidén vs. concentracién se construyd una curva de regresiéon que ajustd con un
modelo matemético de acuerdo a Cian et al. (2015), utilizando el software OriginPro®

8.0. Los ensayos se realizaron por triplicado.
IV.3.12-Ensayo de inhibicion de dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V)

Para determinar la inhibicién de la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V), se
siguié la metodologia propuesta por Wang et al. (2017). El ensayo se realiz6 en micro-
placas de 96 pocillos, y se midi6 el incremento de la absorbancia a 385 nm usando
como sustrato Gly-Pro-p-nitroanilina (pNGly-Pro). A las muestras (25 upL) se
adicionaron 25 uL de pNGly-Pro (1,6 mmol L', en 100 mmol L de buffer Tris, pH
8,0). La mezcla se pre-incub6d por 20 min a 37 °C, seguido de la adicion de 50 pL de
DPP-IV (diluida en buffer tris a 0,01 U mL™). La mezcla de reaccién fue incubada a 37
°C por 60 min, y la reaccién fue frenada por adiciéon de 100 uL de buffer acetato de
sodio (1 mol L, pH 4,0). La absorbancia de la solucién resultante fue medida a 385 nm
utilizando un lector de placas (Biochrom Asys UVM340 Microplate Reader,
Cambridge, UK). El porcentaje de inhibiciéon de la DPP-IV se determiné como se
describe a continuacion:

Inhibicién DPP — IV (%) = 100 — [(M) X 100] (IV.4)

Ags—ABEs

Doénde: Awmes: es la absorbancia del ensayo con DPP-IV, muestra y sustrato;
Apwme: es la absorbancia del blanco de muestra (sin el sustrato); Ags: es la absorbancia
de DPP-IV con el sustrato y Ages: es la absorbancia de la enzima y el sustrato sin dejar

reaccionar.

Para determinar la concentracién de muestra que produce una inhibicion del
50% (ICs0) de DPP-1V, se hicieron diluciones seriadas de 0-5 g proteinas L' y 0-14 g
protefna L', para los dializados de las microcdpsulas, y el dializado del hidrolizado
respectivamente. Luego, con los valores experimentales de inhibicidn vs. concentracion
se construy6 una curva de regresion que ajusté con un modelo matematico de acuerdo a
Aquino et al. (2024a), utilizando el software OriginPro® 8.0. Los ensayos se realizaron

por triplicado.

IV.3.13-Anadlisis estadisticos
Cada determinacion fue realizada al menos en duplicado. Los resultados fueron
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expresados como promedio + desviacion estindar (SD). Se utiliz6 el software
Statgraphic Centurion XVI para realizar los estudios estadisticos de andlisis de la
varianza ANOVA vy test LSD para comparacion de medias a un nivel de confianza de

95%.

IV.4-Resultados y discusion
IV.4.1-Caracterizacion fisicoquimica de las microcapsulas

El tamafio de las cédpsulas estuvo en el rango de 4-18 pm. Estos valores de
tamaio fueron similares a los reportados por Kowalska et al. (2021) para microcapsulas
de AX obtenido a partir de salvado de arroz por secado por aspersion (tamafio promedio
11 pum). Por otro lado, las microcapsulas presentaron formas redondas y lisas con
algunas abolladuras en la superficie (Figura IV.1), lo cual es caracteristico de los
productos atomizados (Mohan et al. 2015). Ademds, se pudo apreciar que un
incremento en la proporcion de calcio en la formulacion permitié obtener microcdpsulas
mds redondas, lisas y sin abolladuras (Figura IV.1). En este sentido, Yin et al. (2012)
demostraron que existe una fuerte interaccién entre los iones Ca* y los 4cidos
glucurénico y/o ferdlico de los AX extraidos a partir de Plantago asiatica L. Por lo
tanto, la presencia de calcio en la formulacién de las microcdpsulas contribuiria con la
integridad de la pared, torndndola mds uniforme y compacta como consecuencia de las
interacciones Ca-acido glucurdnico y/o ferulico.

Por otro lado, no hubo diferencias entre la eficiencia de encapsulacion peptidica
de MCPO0 y MCP2 (p > 0,05). Sin embargo, la eficiencia de encapsulacién obtenida
para MCPS fue significativamente mayor a la hallada con MCP0 y MCP2 (88,6 +
4,4% vs. 52,0 = 2,6 y 48,8 * 3,1%, respectivamente). Este resultado podria indicar que
un nivel elevado de calcio en la formulacién contribuye con la retencién de los péptidos
en la estructura de la capsula debido a la formacidn de una estructura mas compacta (Li
et al. 2023). Por otra parte, los valores obtenidos con todas las formulaciones
concuerdan con los reportados por Cian et al. (2019) para péptidos de Phaseolus lunatus
encapsulados con diferentes niveles de maltodextrina y goma ardbiga.

En la Tabla IV.1 se muestran los valores obtenidos para la actividad de agua de
las diferentes microcdpsulas. Estos valores concuerdan con los reportados por Sarabandi
et al. (2018) para péptidos obtenidos a partir de caseina microencapsulados con

maltodextrina (valor promedio: 0,28). Ademds, los valores de actividad de agua de las
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microcdpsulas resultaron inferiores a 0,6, lo cual es apropiado para evitar el crecimiento

microbiano durante el almacenamiento (Sarabandi et al. 2018).

Figura IV.1- Imagenes SEM de las microcédpsulas, en 3000X de A: MCPO (0 g CaCl»
100g™"), B: MCP2 (2 g CaCl, 100g™"), C: MCP5 (5 g CaCl> 100g™!") y D: MC5 (5 g de
CaCl, 100g™! sélidos).

Tabla I'V.1-Actividad de agua (Aw) de las diferentes microcdpsulas

Capsula Aw

MCP0 0,383+0,024°

MCP2 0,354+0,001°

MCPS 0,305+0,012*

MC5  0,386+0,004°

X+DE. Distintas letras en una misma columna indican diferencias significativas (p <
0,05)

En la Figura IV.2 se muestra el potencial Z obtenido para los arabinoxilanos

(AX-c) y las microcdpsulas dispersadas en soluciones de distintos valores de pH. Como
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se puede observar para AX-c, a medida que aument6 el pH, la carga negativa de los AX
se incrementd, obteniéndose un valor de potencial Z a pH 10,0 de aproximadamente -18
mV. Para el caso de MCPO (microcdpsulas sin agregado de calcio), se observd un
comportamiento similar. Sin embargo, el incremento de la carga negativa superficial de
MCPO a partir de pH 7,0 resulté menos pronunciado que para AX-c. Al respecto, el
valor de potencial Z a pH 10,0 fue alrededor de -11 mV. Este menor incremento en la
carga negativa superficial podria deberse a interacciones de los AX con los péptidos
presentes en la estructura de la microcéapsula.

Por otra parte, la adicién de calcio en un nivel del 2% (MCP2), provoco un
incremento menor de la carga negativa superficial en funcién del pH que el observado
para MCPO0, obteniéndose valores de potencial Z a pH 10,0 de aproximadamente -10
mV. Este resultado indicaria que el agregado de calcio a la formulacion neutraliza las
cargas negativas de la particula aportadas principalmente por los AX. En este sentido,
un incremento de calcio en la formulacién al 5% impactd fuertemente en la carga
superficial de MCPS, provocando una neutralizacion de las cargas negativas, lo que se
visualiza en la Figura IV.2 como un amesetamiento del potencial Z a partir de pH 6,0.

Al respecto, el valor de potencial Z a pH 10,0 fue alrededor de -5,5 mV.

—a— MCPO
® - MCP2
0 4— MCP5
=3 v MC5
24 |:' 4 AXc
A
-4 4 n
E
n ey L.
S -6 -« - v o
m -84 i
% i, e o
22 i s
.g e l—‘: "-aa O
§ g "oa
;_5 <
14 4
<
-16 4 |
<
18 <4«

Figura IV.2. Potencial Z de arabinoxilanos (AX-c¢) y microcdpsulas de distintos valores
de pH.

Para la formulacién sin agregado de péptidos (MCS), el perfil de cargas
superficiales en funcion del pH fue muy similar al hallado para MCPS. Este resultado
indicaria que el calcio adicionado a la formulacién, independientemente si contiene o no

péptidos, interacciona principalmente con los AX, lo que se evidencia como una
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neutralizacién de cargas negativas. Por otra parte, se ha observado que los péptidos
bioactivos ubicados en la superficie de las microcapsulas obtenidas por secado spray
tienden a incrementar los valores de potencial Z, torndndolos més negativos (Cian et al.
2021). En base a esto, podria pensarse que los péptidos de Ulva spp. se encuentran en el
interior de la estructura de la microcdpsula, no observandose diferencias entre el perfil
de cargas superficiales de MCPS y MCS.

En la Tabla IV.2 se puede observar que la hidrofobicidad superficial de MCP0
fue significativamente superior a la obtenida con MCP2 y MCPS (p < 0,05). Este
resultado podria indicar que la adiciéon de calcio a la formulacién contribuye con el
confinamiento de los péptidos en el interior de la cdpsula formando un core, lo que se
traduce en una disminucién de la hidrofobicidad superficial. Esto concuerda con lo
mencionado anteriormente para el potencial Z. Por otro lado, la ausencia de péptidos en
la formulacion, no implicé una reduccion adicional de la hidrofobicidad superficial, ya
que no hubo diferencias significativas entre MCS y MCP2 o MCPS (p > 0,05). Este
resultado confirmaria que los péptidos en MCP2 o MCPS no estdn en la superficie de la
microcdpsula, y por lo tanto, no influyen directamente sobre este parametro. En este
sentido, Garzon et al. (2023) observaron que un incremento en la concentracion de
péptidos en la formulacién de microcdpsulas de agar obtenidas por secado spray
provocdé un aumento de la hidrofobicidad superficial. Al respecto, estos autores
observaron que a medida que aumento la proporcion de péptidos en la formulacion, la
capacidad para ser retenidos por el agar formando un core disminuyd, lo que se tradujo
en una disposicion de los péptidos en la superficie de las microcdpsulas,

incrementdndose la hidrofobicidad superficial.

Tabla I'V.2-Hidrofobicidad superficial de las diferentes microcapsulas

Capsula Hidrofobicidad

MCP0  5730,1+301,8°

MCP2 4950,1£15,5%

MCP5 4896,1+£67,0*

MCS 4669,45+52,3%

X+DE. Distintas letras en una misma columna indican diferencias significativas (p <
0,05)
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En la Figura IV.3 se muestra el efecto de la adiciéon de NaCl o SDS sobre la
hidrofobicidad superficial de las distintas microcdpsulas. Como se puede observar, la
adicion de NaCl provocé un incremento de la hidrofobicidad superficial, lo que indica
que la sal interrumpi6 las fuerzas electrostéticas entre los distintos componentes de las
microcdpsulas (AX, péptidos y calcio), incrementandose la exposicion de los péptidos y
la hidrofobicidad (Cian et al. 2020). Por otra parte, el agregado de SDS no tuvo efecto
sobre la hidrofobicidad superficial de las microcdpsulas. Cabe mencionar que el SDS es
un detergente aniénico que actia como un potente disruptor de las interacciones
hidrofébicas entre moléculas (Schmitt et al. 2010). Por lo tanto, los distintos
componentes de las microcdpsulas interaccionan entre si mediante fuerzas
electrostdticas, no evidencidndose uniones hidrofébicas. Esto concuerda con lo

mencionado anteriormente para el potencial Z.
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Figura I'V3. Hidrofobicidad superficial de las microcdpsulas en ausencia o presencia de
NaCl (10 mmol L) o SDS (0,25%). Distintas letras en barras para una misma
formulacién indican diferencias significativas (p < 0,05).

IV.4.2-Digestion gastrointestinal simulada, bioaccesibilidad y propiedades

bioactivas de los péptidos microencapsulados

El hidrolizado de Ulva spp tuvo un GH de 18,1 + 0,4%. Este resultado es similar
al reportado por Cian et al. (2022) para un hidrolizado obtenido a partir de Ulva spp con
el mismo sistema enzimdtico utilizado en la presente tesis. Por otro lado, luego del
proceso de digestion gastrointestinal, el GH aumenté significativamente (p < 0,05),
obteniéndose un valor de 55,1 + 0,1%. Este resultado es l6gico, ya que las proteasas
digestivas hidrolizan los péptidos del alga Ulva spp, liberando especies de menor PM
(Cian et al. 2020; Aquino et al. 2024b). Esto se puede evidenciar en el perfil de pesos
moleculares obtenido por FPLC (Figura IV.4). Como se puede apreciar, la fraccién

peptidica del hidrolizado de 5,6 kDa fue totalmente degradada luego del proceso
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digestivo, no observandose dicho pico en el perfil de D-H. Ademas, la proporcién de
péptidos < 700 Da en D-H fue significativamente superior a la hallada para el
hidrolizado (92,7 £ 1,1 vs. 85,1 + 0,2%, respectivamente), lo que demuestra una
concreta degradacion de los polipéptidos (= 5,6 kDa) presentes en el hidrolizado. En
este sentido, la proporcion de péptidos de <320 Da en D-H fue significativamente
superior a la obtenida con el hidrolizado (17,7 £ 0,3 vs. 9,9 £ 0,4%, respectivamente), lo

que confirma lo mencionado anteriormente.

Hidrolizado Ulva spp.
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Figura IV 4. Perfil de pesos moleculares obtenidos mediante FPLC del hidrolizado de
Ulva spp y su dializado (D-H).

Resulta oportuno agregar que tras la digestion gastrointestinal del hidrolizado se
observé un incremento en la proporcion de péptidos hidrofobicos, lo que fue
acompafiado con una disminucién de la cantidad de péptidos hidrofilicos (Tabla IV.3).
Este resultado concuerda con los reportados por Aquino et al. (2024b). Al respecto,
estos autores observaron que la digestion gastrointestinal de péptidos obtenidos a partir
de levadura residual de cerveceria contribuy6 con la liberacion de péptidos de bajo PM
y elevada hidrofobicidad.

Tabla I'V.3-Proporcion de péptidos de baja, media y elevada hidrofobicidad del
hidrolizado y su dializado obtenido por HPLC
Hidrolizado H-D

Baja hidrofobicidad (%) 87,9+1,1> 80,9+0,42

Media hidrofobicidad (%)  8,6+1,1*  13,4+0,4°

Alta hidrofobicidad (%) 3,6+0,1*°  5,70,1°

X+DE. Distintas letras en una misma columna indican diferencias significativas (p <
0,05)

Por otro lado, luego del proceso de digestion gastrointestinal, el GH obtenido
para las microcdpsulas fue significativamente menor al hallado para el hidrolizado sin
encapsular (55,1 £ 0,1%) (p <0,05). Al respecto, los valores del GH de D-MCPO0, D-
MCP2 y D-MCPS fueron 18,3 £0,2,43.4 + 1,1 y 50,3 £+ 1,3%, respectivamente. Como
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se observar, conforme aument6 el nivel de calcio en las microcdpsulas, mayor fue el GH
obtenido (p < 0,05). Esto puede estar asociado con la integridad de la cédpsula en el
ambiente gastrointestinal. Como se menciond anteriormente, a mayor nivel de calcio,
menor fue la densidad de cargas negativas de las cdpsulas, obteniéndose un potencial Z
menos negativo (Figura IV.2). En este sentido, se ha reportado que la estabilidad de las
microcdpsulas en el ambiente gastrointestinal depende del potencial Z, contribuyendo
con la integridad de la misma valores superiores a £ 9 mV (Garzoén et al. 2023). Cabe
seflalar que solo MCPO alcanz¢ ese valor de potencial Z a pH 7,0 (pH intestinal). Por lo
tanto, la adicién de calcio no contribuiria con la protecciéon de los péptidos durante la
digestion gastrointestinal, lo que se reflej6 en el incremento del GH conforme se
aument6 el nivel de calcio en la formulacion. En este mismo sentido, el perfil de
péptidos obtenido para los diferentes dializados de las distintas microcdpsulas muestra
que MCPO resulta mds eficaz para proteger a los péptidos de elevado PM (5,6 kDa) que
las demds formulaciones (Figura IV.5). Al respecto, la proporciéon de polipéptidos (>
4,5 kDa) en D-MCPS fue significativamente inferior a la hallada para D-MCPO (3,8 +
0,1 vs. 0,3 £ 0,0%, respectivamente). Ademads, se observo un incremento notable en la
proporciéon de péptidos de =700 Da en D-MCPS, probablemente debido a la
degradacion de especies de mayor tamafio molecular. En este sentido, la dializabilidad
peptidica obtenida luego de la digestion gastrointestinal de D-MCPS fue
significativamente superior a la hallada para D-MCP0 y MCP2 (p < 0,05), como se

muestra en la Tabla IV .4.
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Figura IV.5. Perfil de pesos moleculares obtenidos mediante FPLC de los dializados de
las diferentes microcdpsulas.

Ademads, la dializabilidad peptidica en D-MCPO fue significativamente inferior
a la obtenida para D-H y las demds microcapsulas (Tabla IV.4). Esto indicaria que la
formulacién con AX-c ejerce una buena proteccion de los péptidos de Ulva spp en el
ambiente gastrointestinal. En este sentido, Cian et al. (2020) reportaron que la

encapsulacion de péptidos de hez de malta con ficocoloides del alga roja P. columbina
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redujo la dializabilidad de los péptidos respecto a otras formulaciones de microcdpsulas,
lo cual se asocié con una mayor protecciéon de los péptidos frente a la accidén de las
proteasas digestivas. Ademds, estos autores atribuyeron este efecto de proteccion
peptidica a una mayor estabilidad de la microcdpsula en el ambiente gastrointestinal, lo

que se asocid con un buen valor de potencial Z a pH 7,0 (= -28 mV).

Tabla IV.4-Dializabilidad peptidica de D-H, D-MCP0, D-MCP2 y D-MCPS5S
Muestra Dializabilidad peptidica (%)

D-H 19,6+0,69
D-MCP0 11,5+0,3%
D-MCP2 14,440,4°
D-MCP5 17,7+0,2°

X+DE. Distintas letras en una misma columna indican diferencias significativas (p <
0,05)

En la Figura IV.6 se muestran las propiedades antihipertensivas del hidrolizado,
de su dializado y de los dializados de las microcdpsulas (D-H, D-MCP0, D-MCP2 y D-
MCPS). Como se puede observar, los péptidos obtenidos a partir de Ulva spp. poseen
propiedades antihipertensivas. Esto concuerda con lo reportado por otros autores (Cian
et al. 2018b; Thuanthong et al. 2017). Al respecto, Garcia-Vaquero et al. (2019)
obtuvieron péptidos inhibidores de ECA-I a partir del alga Ulva lactuca utilizando
papaina. Estos autores indicaron que la actividad de los péptidos estuvo asociada con el
tamano molecular de los mismos, siendo la fraccién mas activa la de menor PM (< 1
kDa). Asimismo, Sun et al. (2019) identificaron dos péptidos inhibidores de ECA-I
(FGMPLDR y MELVLR) a partir de hidrolizados de Ulva intestinalis obtenidos con
tripsina, siendo el valor de IC50 inferior a 0,18 g proteina L™!. Por otra parte, el valor de
IC50 obtenido para D-H fue significativamente superior al hallado para el hidrolizado.
Este resultado indicaria que el proceso de digestion gastrointestinal simulada redujo las
propiedades antihipertensivas de los péptidos de Ulva spp. En este sentido, se ha
reportado que las proteasas digestivas pueden degradar péptidos antihipertensivos, lo
que se traduce en una reduccién de la bioactividad en el dializado (Cian et al. 2020;
Cermefio et al. 2019). Por lo tanto, resulta necesario encapsular los péptidos Ulva spp.

para preservar su actividad en un entorno gastrointestinal.
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ICso (mg proteinamL™)- ECA-I

Hidrolizado D-H D-MCP0O D-MCP2 D-MCP5

Figura IV.6. Concentracion del hidrolizado o de los dializados que produce el 50% de
inhibicion de la enzima ECA-I (IC50). Distintas letras en las barras indican diferencias
significativas (p < 0,05).

Como se aprecia en la Figura IV.6, los valores de IC50 obtenidos para los
dializados de las microcédpsulas fueron superiores al hallado para el hidrolizado (p <
0,05), pero mas bajos que los de D-H (p < 0,05). Esto demuestra que las microcapsulas
ejercen una proteccion parcial de los péptidos antihipertensivos en el ambiente
gastrointestinal. Este resultado concuerda con lo observado por Garzén et al. (2023)
para péptidos de hez de malta encapsulados con agar y maltodextrina. Estos autores
observaron que el proceso de encapsulaciéon protegié parcialmente a los péptidos
antihipertensivos de la degradacion proteolitica durante un proceso de digestion
gastrointestinal simulada. Resulta oportuno agregar, que la proteccion ejercida por las
microcdpsulas frente a la protedlisis dependié de su formulacién, obteniéndose una
mayor protecciéon con MCPO (Figura 1V.6). Esto podria estar asociado con una mayor
estabilidad de la microcdpsula en el ambiente gastrointestinal. Como se menciond
anteriormente, esta formulacion preservé de forma més eficiente la degradacion de los
péptidos presentes en el hidrolizado luego de la digestién gastrointestinal, lo cual fue
evidenciado en el perfil de péptidos obtenido por FPLC (Figura IV.5) y la
dializabilidad peptidica (Tabla IV.4). Por otra parte, un incremento en el nivel de calcio
en la formulacion, se tradujo en un aumento del valor de IC50, lo que indica una
reduccién en las propiedades antihipertensivas. Esto concuerda con los valores
obtenidos del GH. Como se menciond anteriormente, a mayor nivel de calcio, mayor
inestabilidad de la capsula en el ambiente gastrointestinal, y por consiguiente, mayor
protedlisis. En este mismo sentido, Cian et al. (2020) reportaron una relacion directa
entre el GH obtenido luego del proceso de digestion gastrointestinal de las

microcdpsulas y el valor de IC50-ECA-IL.
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En la Figura IV.7 se muestran las propiedades hipoglucemiantes (inhibicion de
DPP-1V) del hidrolizado y los dializados D-H, D-MCP0, D-MCP2 y D-MCP5. Como
se puede observar, los péptidos obtenidos a partir de Ulva spp. inhibieron a la enzima
DPP-IV. Esto concuerda con lo reportado por Cian et al. (2022). Estos autores
encontraron que los péptidos obtenidos a partir de Ulva spp con el mismo sistema
enzimatico utilizado en la presente tesis presentan 57% de residuos hidrofébicos en su
secuencia (incluyendo Ala y aminodcidos de cadena ramificada), lo que podria ser una
caracteristica comun entre los péptidos inhibidores de DPP-IV. Ademads, observaron que
el tamafio molecular de los péptidos responsables de inhibir a esta enzima era inferior a
1 kDa. No obstante, luego del proceso de digestion gastrointestinal, las propiedades
inhibidoras de los péptidos frente a la enzima DPP-IV disminuyeron significativamente
(p < 0.05). Esto concuerda con lo reportado por Cermefio et al. (2019) para péptidos
obtenidos a partir de hez de malta y sometidos a un proceso de digestion gastrointestinal
simulada. En este sentido, y al igual que para la ECA-I, las proteasas digestivas
degradan las especies més activas frente a DPP-IV, provocando un incremento de la
IC50 (Garzon et al. 2023). Por lo tanto, la proteccion mediante microencapsulacion de

los péptidos maés activos, resulta una estrategia promisoria.

IC5, (mg proteinamL™")-DPP-IV

Hidrolizado D-H D-MCP0O D-MCP2 D-MCP5

Figura IV.7. Concentracién del hidrolizado o de los dializados que produce el 50% de
inhibicién de la enzima DPP-IV (IC50). Distintas letras en las barras indican diferencias
significativas (p < 0,05).

Como se puede ver en la Figura IV.7, las formulaciones MCP0 y MCP2
preservaron parcialmente las propiedades inhibidoras de DPP-IV, mientras que la
capsula MCPS no logré ser efectiva para este prop6sito. Estas diferencias pueden estar
asociadas con la integridad de las diferentes cdpsulas en el ambiente gastrointestinal (pH
y enzimas digestivas), lo que condiciona la protedlisis de los péptidos encapsulados y su

bioaccesibilidad (Garzon et al. 2023; Cian et al. 2020).
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Por otra parte, se pudo observar que el hidrolizado de Ulva spp. presentd
propiedades antioxidantes (Figura IV.8). En este sentido, Kang et al. (2023) reportaron
que los péptidos obtenidos a partir Ulva australis con Alcalase y Flavourzyme poseen
propiedades multi-biofuncionales, incluida la capacidad antioxidante frente al radical
ABTS*. Ademads, estos autores identificaron el péptido TGTW que exhibié una fuerte
capacidad donadora de electrones frente al ABTS*. Por otro lado, el proceso de
digestion gastrointestinal increment6 las propiedades antioxidantes de los péptidos, lo
que se evidencia como un menor valor de IC50 en D-H (Figura IV.8). Este resultado
indicaria que los péptidos antioxidantes del hidrolizado son escindidos por las proteasas
digestivas en especies mds activas. Este resultado concuerda con lo reportado por
Aquino et al. (2024b) para péptidos de levadura residual sometidos a un proceso de
digestion gastrointestinal simulada seguido de una fermentacidn coldnica in vitro. Al
respecto, estos autores observaron que la digestion gastrointestinal incrementd la
proporcién de péptidos de bajo PM e hidrofébicos, los cuales poseen mayor poder
reductor. En este sentido, el proceso de digestion gastrointestinal de los péptidos de
Ulva spp. incremento la proporcion de péptidos de bajo PM y elevada hidrofobicidad
(Figura IV.4 y Tabla IV.3). Diversos trabajos concuerdan con este resultado,
indicando que los péptidos que exhiben elevada actividad antioxidante generalmente
tienen un peso molecular bajo y alta hidrofobicidad (Ulagesan et al. 2022; Qian et al.

2020).

Hidrolizado D-H D-MmCP0O D-MCP2 D-MCP5

IC5, (mg proteinamL™) - ABTS+

Figura IV.8. Concentracion del hidrolizado o de los dializados que produce el 50% de
inhibicion del radical ABTS* (IC50). Distintas letras en las barras indican diferencias
significativas (p < 0,05).

Como se puede ver en la Figura IV.8, los dializados obtenidos a partir de las
diferentes formulaciones presentaron menor IC50 que D-H (p < 0,05). Este resultado

podria indicar que la potencia inhibidora frente al radical ABTS* de D-MCPO0, D-
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MCP2 y D-MCPS estd asociada no s6lo a los péptidos microencapsulados, sino
también, a los compuestos fendlicos aportados por los AX-c. Como se sabe, los AX
exhiben fuerte actividad inhibidora frente al radical ABTS™ (Bravi et al. 2021; Malunga
y Beta, 2015), principalmente atribuida al 4cido fertdlico. En este sentido, la
dializabilidad del 4cido ferdlico de D-MCPO fue significativamente superior a la
obtenida para D-MCP2 y D-MCPS5 (Figura IV.9). Cabe sefialar que hubo una
correlacion inversa entra la dializabilidad del acido ferulico y el valor de IC50-ABTS
obtenido, siendo el coeficiente de correlacién 0,9935. Por lo tanto, cuanto mayor fue la
dializabilidad de este 4cido fendlico, mayor fue la potencia antioxidante del dializado, y

consecuentemente, menor fue el valor de IC50 obtenido.
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Figura IV.9. Dializabilidad de dcido ferdlico en los dializados de las diferentes
microcdpsulas. Distintas letras en las barras indican diferencias significativas (p < 0,05).

Estos resultados indicarian que el material de pared resulta determinante en las
propiedades antioxidantes de los dializados, debiéndose la actividad antioxidante
principalmente a los compuestos fendlicos aportados por los AX. No obstante, los

péptidos de Ulva spp también contribuirian a inhibir el radical ABTS".
IV.5-Conclusiones parciales

Estos resultados ponen de manifiesto que la encapsulacién por secado espray
con arabinoxilanos es una estrategia apropiada para proteger a los péptidos
antihipertensivos y antidiabetogénicos provenientes de Ulva spp del ambiente
gastrointestinal. Por otra parte, el empleo de calcio en la formulaciéon de las
microcdpsulas no resulté apropiado para la proteccién peptidica frente a las enzimas
digestivas. Sin embargo, la utilizacion de arabinoxilanos como material de pared
incrementé las propiedades antioxidantes de las microcdpsulas luego del proceso

digestivo, atribuyéndose dicho efecto a los acidos fendlicos.
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CAPITULO V. EVALUACION DE LOS ARABINOXILANOS COMO
AGENTES DE ENCAPSULACION DE MINERALES. DESARROLLO DE UN
SUPLEMENTO DIETARIO A BASE DE ARABINOXILANOS Y CALCIO
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V-Evaluacion de los arabinoxilanos como agentes de encapsulacion de minerales.

Desarrollo de un suplemento dietario a base de arabinoxilanos y calcio
V.1-Introduccién

La salud 6sea es una gran preocupacién publica. Cada afio, alrededor de 9
millones de personas en todo el mundo sufren fracturas por osteoporosis (Curtis et al.
2016). La ingesta insuficiente de calcio y vitamina D, el estilo de vida inadecuado, el
patrén dietético y la genética juegan un papel importante en el desarrollo de la
osteoporosis. La deficiencia de calcio también puede provocar una reducciéon de la
capacidad de coagulacion de la sangre, dientes débiles y otros sintomas (Meschino,
2002). Las personas intolerantes a la lactosa tienen una ingesta reducida de calcio
debido a la falta de consumo de productos lacteos ricos en calcio como la leche, el
queso y el yogur (Heaney, 2013). Ademas, la biodisponibilidad de calcio de fuentes no
lacteas se ve afectada por la presencia de 4cido fitico, 4cido oxdlico y fibra (Janve y

Singhal 2018).

La biodisponibilidad es la fraccion de una dosis ingerida de una sustancia que
llega a la circulacidn sistémica. Es un fendmeno fisiolégico dependiente de factores
variables como la edad, el genotipo, el estado nutricional y/o la secrecién de acidos
géstricos que no es posible determinar in vitro. Por otro lado, la bioaccesibilidad es la
fraccion de una dosis ingerida de una sustancia que estd disponible para su absorcion en
el intestino después de la digestion gastrointestinal, y puede ser estimada de manera in
vitro (Moraes et al. 2022, da Silva et al. 2018). Los métodos in vitro brindan
informacién sobre la bioaccesibilidad de un nutriente potencial con respecto a los
efectos de los factores luminales (incluidos el pH y las enzimas), la preparacion de
alimentos, las practicas de procesamiento y la naturaleza de la matriz alimentaria

(Etcheverry et al. 2012).

Beggs et al. (2022) observaron que, en condiciones de ingesta adecuada de
calcio, la mayor parte de la absorcion ocurre en el ileon, aunque también contribuyen el
resto del intestino delgado y el colon. Al respecto, se ha visto que el calcio puede unirse
a polisacdridos no digeribles que son fermentados en el colon, lo que promueve la
liberacion y la absorcion del calcio en el intestino grueso, facilitado por cambios en la
microbiota intestinal (incremento de las bifidobacterias fecales) (Abrams et al. 2007;

Whisner et al. 2013). En este sentido, los polisacdridos con actividad prebidtica podrian
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utilizarse para desarrollar suplementos con calcio que mejoren su biodisponibilidad, y a

su vez generen beneficios en la salud colénica.

Dentro de los polisacéridos, se ha visto que los arabinoxilanos (AX) extraidos de
diferentes cereales interaccionan con el calcio para formar geles (Yan et al. 2022) o
microesferas (Lee et al. 2015). Ademads, Lynch et al. (2021) encontraron que los AX
extraidos de la hez de malta (HM) poseen potencial prebidtico, lo que podria influenciar

positivamente en la bioaccesibilidad coldnica del calcio.

Recientemente se reporto el uso de AX obtenido a partir de diferentes fuentes de
cereales, como material encapsulante de diferentes compuestos (Liu et al. 2020a, Paz-
Samaniego et al. 2018). Sin embargo, hasta la fecha no se han encontrado estudios que

reporten el uso de AX para encapsular calcio.
V.2-Objetivos
V.2.1-Objetivo general

El objetivo general fue desarrollar microcdpsulas de calcio utilizando AX-c
extraidos de la HM como material encapsulante, para ser utilizadas como suplemento

dietario.
V.2.1-Objetivos especificos

1- Estudio de la interaccion del calcio con los AX-c. Potencial zeta.

2-Elaborar microcdpsulas con el AX-c y diferentes niveles de calcio

3- Caracterizar desde el punto de vista fisicoquimico a las microcdpsulas obtenidas con
las diferentes formulaciones.

4-Evaluar la bioaccesibilidad gastrointestinal y coldnica in vitro del calcio y de los
acidos fendlicos.

5- Estudiar las propiedades antioxidantes de los productos de la digestion

gastrointestinal y col6nica simulada.
V.3-Materiales y Métodos
V.3.1-Materias primas

La hez de Malta (HM) fue suministrada por Cerveceria Santa Fe® (Santa Fe,
Argentina). La obtencion del residuo libre de proteinas (REP) y de los arabinoxilanos
fue descripta anteriormente en el Capitulo 1.

La maltodextrina 15 DE fue obtenida en El bahiense, Buenos Aires, Argentina.
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V.3.2-Estudio de la interaccion del calcio con los AX-c. Potencial zeta

Para estudiar el potencial zeta de AX-c y sus mezclas con calcio, se prepard una
dispersién de AX de 0,1 g 100 mL™! y se agit durante 1 h a temperatura ambiente. Para
las mezclas Ca:AX, se prepararon seis dispersiones usando diferentes proporciones de
las soluciones de CaCl> 2H,0 y AX-c para obtener las siguientes proporciones Ca:AX:
1:0,7, 1:1, 1:2, 1:10, 1:20. y 1:50. Luego, las dispersiones se agitaron durante 1 h a
temperatura ambiente. Finalmente, se afiadi6 1 mL de cada muestra a la cdmara de
medicion. El potencial zeta se midi6 en el rango de pH de 2,0 a 8,0, utilizando un
instrumento de microelectroforesis y dispersion de luz dindmica (Zetasizer Nano ZS90,

Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). El andlisis se realizé por triplicado.
V.3.3-Formulacion de microcapsulas

Para poder evaluar el efecto de diferentes niveles de calcio en la formulacién de
microcdpsulas, se elaboraron cdpsulas con 10, 20 y 40 g CaCl» 100g™ sélidos,
correspondientes a niveles de Ca de 27, 55 y 109 g Ca 100g"' sélidos,
respectivamente. El nivel de AX se mantuvo constante en todas las cdpsulas (49,5 g
AX-c 1OOg‘1 sOlidos) resultando en una relacion de 1:10, 1:5 y 1:2,5 Ca:AX,
respectivamente. Se adicion6 maltodextrina para completar 100 g sélidos.

Las dispersiones se secaron usando un secador por aspersiéon de laboratorio
(Mini Spray Dryer Yamato ADL311S, Japan) equipado con una boquilla atomizadora
de 700 pm de didmetro y en las condiciones propuestas por Cian et al. (2019).
Brevemente, las dispersiones se alimentaron a la camara principal (70 cm de didmetro) a
través de una bomba peristdltica y el caudal de alimentacion se controlé6 mediante la
velocidad de rotacién de la bomba (3,1 mL min™). El caudal de aire de secado fue de
357 L h'' y la presién del aire del compresor fue de 6-8 bar. La temperatura del aire de
entrada y salida fueron de 180 £ 2 °C y 96 + 8 °C, respectivamente. Las cdpsulas
secadas por aspersion se recolectaron y almacenaron en recipientes de vidrio color
caramelo envueltos con papel de aluminio en la oscuridad a -20°C para su posterior
andlisis. Las capsulas obtenidas con relacion de 1:10, 1:5 y 1:2,5 Ca:AX se
denominaron C1, C2 y C3 respectivamente. Se ensayaron dos réplicas para cada

féormula.
V.3.4-Caracterizacion fisicoquimica de las microcapsulas

V.3.4.1-Composicion
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Los contenidos de humedad y proteinas de las microcdpsulas se determinaron
usando métodos de la AOAC (1995). El contenido de carbohidratos totales de las

microcdpsulas se determiné segtin Dubois et al. (1956).
V.3.4.2-Contenido de calcio y eficiencia de encapsulacion

Para determinar el contenido de calcio, las muestras se mineralizaron por via
seca por calcinacién en mufla (Dalvo modelo HT No 2403, Argentina) a 550°C hasta
cenizas blancas durante 4 h. Las cenizas fueron levantadas con 10 mL de HCI 1,2 mol
L. El contenido de calcio se determind por espectroscopia de absorcién atémica
utilizando un equipo Perkin Elmer IL 551, Instrumentation Laboratory (Norwood,
Massachusetts, EE.UU) en muestras diluidas en solucién de cloruro de lantano 0,5 g
100 mL! para eliminar interferencias. Se calculé la Eficiencia de Encapsulacién (EE)

de Calcio como (Ecuacién V.1):

mg Ca en capsula

EE(%) =

£ 100 (V.1)

mg Ca utilizados en la formulaciéon

V.3.4.3-Microscopia electronica de barrido (SEM)

El tamafo de particula y la morfologia de las microcapsulas se evaluaron
mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Los polvos se montaron en trozos
de aluminio usando una cinta de doble cara. Las imdgenes SEM se adquirieron con un
microscopio electrénico de barrido (Phenom Pro-X, PhenomWorld, Holanda) con
voltajes de aceleracion entre 5 'y 15 kV, de acuerdo con Cian et al. (2019).

Para determinar el tamafio de las microcdpsulas, las muestras se observaron con
aumentos de 1000x. Se us6 ImageJ (Imagel, Institutos Nacionales de Salud, EE. UU.)

como procesador de imagenes.
V.3.4.4-Potencial Z

El potencial zeta de las microcdpsulas se determiné utilizando un instrumento de
microelectroforesis y dispersion de luz dinamica (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido). Para ello, las microcapsulas se dispersaron a 0,1 g 100
mL! en agua destilada, se agitaron y se equilibraron durante 1 h a temperatura
ambiente. Finalmente, se agregé 1 mL de cada muestra a la cdmara de medicién. Todas

las determinaciones se realizaron por triplicado.
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V.3.4.5-Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El espectro de FTIR del AX-c y las cdpsulas C1, C2 y C3 fueron obtenidos
utilizando un espectrémetro FTIR (SHIMADZU, modelo IR Prestige-21). Para la
preparacion de las muestras, estas fueron secadas por 24 h a 80 °C, luego se diluyeron
en KBr (~ 1% de muestra en KBr) y se prepararon pastillas a partir de las mismas, las
cuales se colocaron en el porta muestra adecuado. Los datos fueron adquiridos por
transmitancia (%T) a una resolucién de 4 cm™'. Se registraron 2 espectros por muestra,
en el rango de 400 — 4000 cm™ utilizando el sistema de software del equipo (IR
solution, versioén 1.3), adquiriendo un background para cada muestra. Las muestras se

analizaron por duplicado.
V.3.4.6-Contenido de acidos fenolicos

Los acidos derivados del hidroxicinamico libres y ligados del concentrado de
AX-c fueron extraidos de acuerdo a Garzén et al. (2020b), y cuantificados por HPLC de
acuerdo a Garzon et al. (2018). En primer lugar, se pesé 1 g de muestra en frascos con
tapa de 50 mL, se adicionaron 15 mL de metanol (80 %) y se agité en un agitador
continuo (Decalab, Argentina) por 60 min. Se centrifugd 5 min a 3000xg y se recolectd
el sobrenadante. Se repitid0 la extraccion una segunda vez, y se sumaron los
sobrenadantes extraidos. Para los compuestos fendlicos ligados (CF Lig), se tomé el
residuo proveniente de las extracciones anteriores, y se realiz6 una hidrélisis alcalina
con NaOH 2 mol L' a temperatura ambiente, con el objetivo de liberar los 4cidos
fendlicos ligados. Luego se realizaron 3 extracciones con hexano para eliminar los
lipidos, se extrajeron los 4cidos fendlicos liberados con acetato de etilo, se evapord
hasta sequedad el solvente y se re-disolvieron los CF Lig en metanol: agua (50:50).

Las muestras se filtraron a través de un filtro de jeringa con un tamafio de poro
de 0,22 pym y se inyectaron para su andlisis en HPLC (bomba Shimadzu Series LC-
20AT, detector de arreglo de diodos Shimadzu SPD-M20A). Los compuestos fueron
separados en una columna C-18 (Gemini 110A, 250 mm x 4,6 mm, particula de 5 pum,
Phenomenex) con un flujo isocratico de la fase mévil (16 mL 100 mL™! de acetonitrilo
en 1 mL 100 mL"! de 4cido acético) a una velocidad de 0,7 mL min™! durante 35 min a
25 °C. Los 4acidos fendlicos eluidos fueron detectados a 320 nm y el resultado se
expresé como ug g b.s. usando curvas de concentracién-respuesta de 0-50 ug mL!. La
identificacion de los picos se realizé por comparacién de los tiempos de retencion y las

curvas espectrales caracteristicas con estandares externos (Sigma Aldrich). Los datos
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fueron procesados usando el software Shimadzu LC solution.

V.3.5-Bioaccesibilidad gastrointestinal y colénica in vitro del calcio y de los acidos

fenolicos.
V.3.5.1-Simulacién de la digestion gastrointestinal y fermentacion coldnica in vitro

La digestion gastrointestinal simulada se realiz6 de acuerdo con Garzoén et al.
(2020b). Para ello, las microcdpsulas dispersadas en agua (10 g solidos 100 g!) se
ajustaron a pH 2,0 con 1 Eq L' de HCI. Luego, se agregaron 0,4 mL de 16 g 100g™! de
suspension de pepsina recién preparada (preparada en HCI 0,1 mol L) y las mezclas se
incubaron en un bafo de agitaciéon a 37 °C durante 2 h. Al final de la digestiéon con
pepsina, se colocaron bolsas de didlisis (6-8 kDa MWCO) que contenian 10 mL de
tampon NaHCOs y se incubaron durante 50 min en un bafio de agua con agitacion a 37
°C. Se calcul6 la molaridad del tampén NaHCO3 para obtener un pH final del digerido-
dializado de 6,5 + 0,2. Luego, se adiciond pancreatina (0,4 g 100 mL"! de solucién de
pancreatina en 0,1 L de NaHCO3) a cada vaso y la incubacién continu6 durante otras 2
h. Después de eso, se retiraron las bolsas de didlisis y se enjuagaron con agua. Los
contenidos de las bolsas correspondientes a los dializados y las muestras digeridas se

transfirieron a tubos tarados, se pesaron y congelaron a -20 °C hasta su andlisis.

Los digeridos obtenidos luego del ensayo de digestion gastrointestinal in vitro
fueron sometidos al ensayo de fermentacion coldnica y didlisis, de acuerdo a Garzon et
al. (2020b). Para esto, se utilizo el contenido cecal de ratas Wistar hembras (peso
corporal 200 + 5 g) alimentadas con una dieta estindar. Los animales fueron
suministrados por el bioterio de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas
(Universidad Nacional del Litoral). Las ratas se durmieron con éter y se sacrificaron en
una cdmara con diéxido de carbono. Los ciegos fueron removidos a través de incisiones
en la linea media abdominal. Los contenidos cecales se rasparon, se pesaron y se
agregaron a un matraz que contenia medio anaerdbico estéril con tioglicolato como
indicador (Laboratorios Britania S.A., Argentina) para dar un inéculo de 100 g L. El
in6culo se mezclé (2 min) en un Agitador Stomacher 80 (Sweard Medical, London,
UK) y se filtré (1 mm) antes del uso. Los digeridos gastrointestinales se mezclaron en
un frasco con 8 mL de medio de fermentacién y 2 mL de inéculo. Luego, se colocaron
bolsas de dialisis con 10 mL de medio de fermentacién en cada frasco. Finalmente, los

frascos de fermentacion fueron colocados en un sistema contenedor anaerdbico
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(GasPak™ EZ), con atmosfera libre de oxigeno saturada en CO», y todo el sistema se
incub6 por 24 h en un bafio a 37 °C con agitacion. Blancos de la digestion
gastrointestinal y con 6 g 100 mL™! de rafinosa fueron incluidos en el experimento
como blancos de muestra y como control positivo de la fermentacién, respectivamente.
Luego de la incubacién, 2,5 mL. de NaOH 1 mol L' fue adicionado para frenar la
fermentacion. El contenido de las bolsas de didlisis correspondientes a los dializados de
la fase colonica fue transferido a tubos, pesados y almacenados a -20 °C hasta su
andlisis. Los remanentes en cada frasco luego del proceso de fermentacién coldnica,
correspondientes a los digeridos de la fase de fermentacién, fueron pesados y
centrifugados a 1000xg por 20 min. Los sobrenadantes y residuos obtenidos fueron

pesados y almacenados a -20 °C.

V.3.5.2- Bioaccesibilidad de calcio y acidos fenélicos

La bioaccesibilidad intestinal (BI%) fue calculada como se muestra en la
Ecuacién V.2 y se expres6 como la fraccién dializable del compuesto (calcio o dcido
feralico) en relacidn al contenido de compuesto (calcio o 4cido fendlico inicial) de la

muestra de partida (M).

(mg compuesto dializado)

Bly (%) = x 100 (V.2)

(mg compuesto inicial)

Los compuestos residuales del digerido intestinal (RDI%) fueron calculados
como la fraccién no dializable del dcido fendlico (solubles y extraidos del residuo) en

relacion al contenido de compuestos iniciales (Ecuacién V.3).

(mg compuesto no dializables)

RDI(%) =

x 100 (V.3)

(mg compuesto iniciales)

La bioaccesibilidad coldnica fue calculada como la fraccion dializable de los
compuestos en relacion al contenido de compuestos del digerido intestinal (solubles y
extraidos del residuo), BCpr % (Ecuacién V.4), y como la fracciéon de compuestos en

relacion a los compuestos iniciales, BCm % (Ecuacién V.5).

BCDI (%) — (mg compuesto dializados) % 100 (V.4)

(mg compuesto digerido intestinal)

(mg compuesto dializados)

BCy (%) =

100 (V.5)

(mg compuesto iniciales)
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Los compuestos residuales del digerido coldnico fueron calculados como la
fraccion de compuestos no dializables (solubles y extraidos del residuo) en relacién al
contenido de compuestos del digerido intestinal (solubles y extraidos del residuo):

RDCpi1 % (Ecuacién V.6), y en relacion al contenido inicial: RDCwm % (Ecuacién V.7).

RDCDI (%) — (mg compuesto no dializables) %100 (V.6)

(mg compuesto digerido intestinal)

RDCM (%) — (mg compuesto no dializables) %100 (V.7)

(mg compuesto iniciales)

La bioaccesibilidad total (BT%) de los compuestos evaluados fue calculada

como la suma de Blv (%) y BCwm (%).
V.3.5.3- Fermentacion de acidos fendlicos

Se determind la fermentacién de compuestos fendlicos luego del ensayo de
fermentacion coldnica, evaluando la generacién de nuevos metabolitos relacionados a
la fermentacion del 4cido ferdlico y p-cumdrico. Los metabolitos evaluados fueron
acido 3,4-dihidroxibenzoico (Sigma 08992), 4cido 4-hidroxifenilacetico (Sigma
H50004) y éacido 3-(3-Hidroxifenil) propidnico (Sigma 91779), y su presencia y
cantidad fue determinada mediante el uso de estdndares externos utilizando la técnica

de HPLC mencionada.
V.3.6- Analisis estadisticos

Cada determinaciéon se realizé al menos por duplicado. Los resultados se
expresaron como media + desvio estdndar (DE). Los datos fueron analizados por un
andlisis de varianza de ANOVA de un factor, y las diferencias entre muestras se
determinaron por el test de Duncan (p<0,05). Se utilizé para tales efectos el software

Statgraphic Centurion XV 15.2.06.
V .4- Resultados y discusion
V.4.1-Potencial zeta de dispersiones Ca:AX

En la Figura V.1 se pueden ver los resultados de potencial Z en el rango de pH
2-8 para diferentes proporciones de Ca:AX y las distintas microcapsulas. Como se
puede apreciar, la carga negativa de los AX aument6 con el pH del medio, alcanzandose

el maximo valor de potencial Z a pH 10.0 (-19,25£0,01 mV). Este comportamiento de
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potencial Z en funcién del pH concuerda con el obtenido para otros polisacaridos tales

como goma ardbica, alginato y pectina (Barbosa et al. 2019).

El incremento de la carga negativa de los AX en funcién del pH podria atribuirse
en gran parte al AF presente en la molécula. Como se sabe, este compuesto fendlico es
un 4cido orgdnico débil cuyos valores de pKa son 4,56 (grupo carboxilo) y 9,39 (grupo
fenoxilo). Por lo tanto, dependiendo del valor de pH de la solucién, el AF puede estar
en su forma no disociada o como ion ferulato o ion ferulato-fenolato (Ragnar et al.
2000). Sin embargo, cuando el AF forma parte de la molécula de AX, los grupos
carboxilo de este compuesto fendlico estan esterificados con arabinosa, lo que reduce el
impacto de la carga negativa aportada por el ion ferulato. Por lo tanto, los grupos
fenoxilo en su forma de ion (fenolato) contribuirian en mayor magnitud con la carga
negativa de los AX a pH alcalinos (Pérez-Flores et al. 2019). Resulta oportuno agregar
que las proteinas co-extraidas junto con los AX también podrian contribuir con la carga
negativa de AX-c. Al respecto, se ha reportado que los AX suelen contener proteinas
que estin fuertemente asociadas o ligadas covalentemente a la estructura del
polisacdrido (Mendez-Encinas et al. 2018), otorgando carga al complejo

macromolecular (Jaguey-Herndndez et al. 2022).

Potencial zeta{mV)
Patencial zeta{mW)
v
|
>
»
>

pH pH

Figura V.1- Potencial Z de las dispersiones Ca:AX (A) y de las microcdpsulas (B).

Respecto a las mezclas Ca:AX, la adicién de Ca* a la dispersién AX-c¢ produjo
una reduccion del valor absoluto del potencial zeta (Figura V.1.A). Este efecto fue mas
importante para proporciones altas de Ca:AX, donde la carga neta de las mezclas
Ca:AX 1:2, 1:1 y 1:0,7 fue casi cero para todo el rango de pH. Estos resultados podrian
indicar una neutralizacién progresiva de las cargas de AX por el i6n Ca**. Ademds, no

hubo cambios significativos en el perfil del potencial zeta para las mezclas Ca:AX 1:2,
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1:1y 1:0.7, lo que podria indicar un limite de asociacion entre el AX y este mineral mas
alla de la proporcién 1:2. En este sentido, You et al. (2020) mostraron que el potencial
zeta del alginato cambié de -51,0 a -11,2 mV cuando la concentracién de calcio
aument6 de 1,5 a 6,0 mmol L. Los autores atribuyeron este efecto a la neutralizacion

de la carga superficial negativa de los grupos carboxilo del alginato por los iones Ca**.
V.4.2-Caracterizacion fisicoquimica de las microcapsulas

La EE del calcio fue de 100% en todos los casos, lo que indica un muy buen
rendimiento durante el secado spray. Ademds, la concentracién de CaCl> no afect6 la
EE. La Figura V.2 muestra las imdgenes obtenidas a partir de la microscopia

electrénica de barrido de las diferentes microcépsulas.

o e, D % i
i
{

| 3

Figura V.2- Imigenes SEM de las microcdpsulas obtenidas con las distintas
formulaciones conteniendo diferentes relaciones Ca:AX. (A) C1: 1:10; (B) C2: 1:5 y
(©)C3:1:2,5

Como se puede apreciar en la Figura V.2, algunas microcdpsulas presentaron
superficie esférica lisa y otras mostraron concavidades caracteristicas de los productos
obtenidos por secado spray. Las capsulas C1, C2 y C3 presentaron un tamafio medio
(considerando una distribuciéon normal) de 15, 14 y 12,5 pum, respectivamente. Estos
valores fueron semejantes a los informados por Kowalska et al. (2021) para
microcdpsulas de AX provenientes de salvado de arroz y miel obtenidas por secado
spray (tamafio promedio 11 pm). Como se aprecia, el menor tamafio medio
correspondi6é a C3, lo que indicaria que un mayor contenido de calcio incrementaria el
entrecruzamiento con las moléculas de AX, generando estructuras mas densas,
cohesivas y uniformes. Estas estructuras, a su vez, podrian presentar mayor capacidad
de atrapamiento de iones. En este sentido, Anani et al. (2022) informaron que el
aumento de la concentracién de CaCl, de 2 a 6 g 100 mL! en formulaciones de alginato
(2 ¢ 100 mL™") redujo el tamafio de las microcdpsulas obtenidas de 121,21 + 23,12 a
106,65 + 51,63 pm. Ademads, estos autores observaron que a mayor nivel de CaCly,

menores resultaron los tamafios de particula obtenidos. Adicionalmente, en C1 se
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encontraron capsulas colapsadas, lo que podria indicar que cuando la relacién Ca:AX
disminuye, las paredes de las capsulas son mds débiles y tendrian mas facilidad a la
ruptura. Asi, el aumento de la proporcién de calcio en las formulaciones promovié la
integridad de las microcédpsulas. En este sentido, Yin et al. (2012) reportaron una fuerte
interaccién entre los iones Ca®* y las moléculas de AX de Plantago asiatica L. Estos
autores estudiaron la viscosidad y las propiedades gelificantes de diferentes soluciones
de AX y Ca*?, y encontraron que la viscosidad aparente de las dispersiones de AX (2 g
100 mL™") aumenté cuando el contenido de Ca increment6 de 0 a 1,0 mol L. Ademas,
la viscosidad aparente de las dispersiones de AX se redujo significativamente cuando el
acido fertlico fue removido de la molécula de AX. Por lo tanto, el Ca*? interactuaria
fuertemente con los dcidos glucurénico y fertlico, lo que promoveria interacciones

fuertes entre las moléculas de AX 'y el mineral.

Como puede observarse en la Figura V.1B, el valor de potencial Z en el rango
de pH de 2-8 para las tres microcdpsulas obtenidas dependié del nivel de calcio en la
formulacién. A mayor contenido de Ca* en las microcépsulas, menor fue la carga
negativa de las mismas, lo cual indica que las cargas superficiales fueron neutralizadas

por el agregado del mineral.

En las Figuras V.3A y V.3B se exhiben los resultados de FTIR del AX-c y las
microcdpsulas, respectivamente.

Como se indicé anteriormente, las moléculas de AX estan formadas por
unidades de xilosa unidas por enlaces [P(1-4). Las unidades de xilosa poseen
ramificaciones a(1-3) o (1-2) de arabinosa, las cuales estdn esterificadas con dcido
ferdlico en la posicion O-5 (Morales-Ortega et al. 2013). Ademads, por el tipo de

extraccion realizada, el AX-c puede presentar residuos de proteinas y lignina.

Como se aprecia en la Figura V.3A, la banda entre 3600-3200 cm’
corresponderia a las vibraciones de estiramiento caracteristicas de los grupos hidroxilo
presentes en la celulosa y hemicelulosa. Ademds, el pico a 2922 cm™! corresponderia a
enlaces C-H pertenecientes a la estructura de dichos polisacaridos (Naibaho et al. 2021).
Por otro lado, la banda de absorcién en la regién de 1500-1700 cm™ corresponderia a
vibraciones de los grupos funcionales presentes en el AF y las proteinas (Zhang et al.
2019). El pico de 1650 cm™! se deberia a vibraciones tanto de los dobles enlaces C=C
presentes en el anillo aromdtico de la lignina como al grupo amida -CONH de las

proteinas (Naibaho et al. 2021). La presencia de bandas correspondientes a grupos
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funcionales de la lignina y de las proteinas se debe al tipo de extraccion utilizada para
obtener AX-c. Como se indic6 en el Capitulo III, la extraccion alcalina directa co-
extrajo proteinas y lignina. Por otra parte, la presencia de bandas de absorcién a 1520 y

1530 cm™ se atribuirfan al AF (Yilmaz-Turan et al. 2020; Lee et al. 2015).
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Figura V.3- Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) de AX-c y
las diferentes microcdpsulas en el rango de 4000 - 400 cm™ (A) y 2000 - 800 cm™ (B).

Por otra parte, la regiéon comprendida entre 700 — 1500 cm™ es considerada
como la huella dactilar de los AX (Figura V.3B). Al respecto, las bandas entre 1000-
700 cm™! corresponden a enlaces B-(1—4) presentes en el AX, la banda a 1040 cm™! es
asignada a la presencia de xilosa, el pico a 1160 cm™ corresponde a residuos de
arabinosa y el pico a 900 cm™! se debe a enlaces B-glucosidicos entre los azicares que

forman la cadena principal de AX (Jaguey-Hernandez et al. 2022). Ademas, el pico a
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1420 cm™ corresponde al grupo carbonilo C=0 de los 4cidos urénicos (Jiang et al.
2019), lo que confirma la presencia de los mismos en AX-c. En este sentido, la
intensidad del pico a 1420 cm™ en las diferentes microcdpsulas es més débil, indicando
una posible interaccién con los iones calcio formando un complejo electrostético. Estos
resultados son similares a los obtenidos con los sistemas de alginato y calcio por Nastaj

et al. (2016).

V.4.3-Bioaccesibilidad de calcio

En la Tabla V.1 se muestran los resultados de la bioaccesibilidad intestinal,
colonica y total del calcio para las tres diferentes microcapsulas. Como se puede ver,
cuanto mayor fue la relaciéon Ca:AX en la formulacién, mayor fue la bioaccesibilidad
intestinal y total del mineral. Sin embargo, no se encontraron diferencias a nivel
coldnico, siendo aproximadamente 9% para todos los casos. Ademads, el pH después de
la fermentacion coldnica fue en torno a 4,0 para las microcdpsulas y de 5,1 para el
control positivo, lo que indica que hubo una buena fermentacion de los AX presentes en

la formulacion.

Tabla V.1-Bioaccesibilidad intestinal (BI), colénica (BC) y total (BT) de Ca**

Microcéapsulas Ca:AX BI (%) BC (%) BT (%)
C1 1:10 18,3+1,0° 8,7+1,2 27,0+2,4%
C2 1:5 21,3+0,2° 8,5+0,9 29,8+0,2°
C3 1:2,5 27,5+0,9¢ 9,6+0,7 37,1£1,0¢

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p< 0.05).

Resulta importante destacar que a través de este estudio se demostré que el
calcio puede ser liberado de las microcdpsulas, permitiendo su bioaccesibilidad a nivel
intestinal y colénico. Para oligoelementos como el Ca**, donde los mecanismos
homeostaticos complejos regulan no sélo la absorcion sino también la retencidn, las
condiciones en la luz intestinal pueden no ser el factor principal para regular su
biodisponibilidad. Sin embargo, la informacion sobre la dializabilidad del calcio que
estima su bioaccesibilidad es util para evaluar la cantidad de Ca soluble y

potencialmente absorbible (Drago et al. 2005).
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Los valores de BI obtenidos para C3 son similares a los hallados por Janve y
Singhal (2018) para extrudidos de arroz fortificados con diferentes sales de calcio (~
33%), y los reportados por Drago et al. (2002) para leche (34,8%). Por otro lado, la
menor Bl de Ca en C1 puede deberse a que las microcdpsulas obtenidas presentaron
estructuras débiles y quebradizas, no siendo asi en la formulaciéon C3 que presenté la
estructura mas compacta (Figura V.2A-C). Esta unién mas fuerte del Ca con los AX
evitaria su precipitacion frente al cambio de pH 2 a 7 en el ambiente gastrointestinal,
favoreciendo su solubilidad y bioaccesibilidad. Resultados similares fueron reportados
por Arazo-Rusindo et al. (2023), quienes encapsularon Ca con maltodextrina e inulina.
Estos autores encontraron que las cdpsulas formadas por secado spray fueron efectivas
para evitar la precipitacion del Ca a pH neutro.

Adicionalmente, se obtuvo un coeficiente de correlaciéon de Pearson de 0,9879
(p<0.05) entre la concentracion de Ca y la bioaccesibilidad (BI (%) =8.375x107*Ca
(ppm) + 16.618), lo que indicaria que la bioaccesibilidad de calcio a nivel intestinal estd
directamente relacionada con su concentracién en las microcdpsulas. De acuerdo con
este resultado, Moraes et al. (2022) hallaron que la bioaccesibilidad de Ca en férmulas
infantiles dependia de su concentracion en las formulas. Ademads, estos autores
reportaron que, a mayor cantidad de Ca total en las férmulas infantiles, mayor fue su
biodisponibilidad en este tipo de matriz alimentaria.

Como se menciond anteriormente, no se observaron diferencias significativas en
la BC entre las diferentes formulaciones de microcapsulas. Sin embargo, el proceso de
fermentacion coldnica incrementd la bioaccesibilidad total de este oligoelemento. La
BT de C3 fue mayor que la obtenida por las otras microcdpsulas. Se sabe que la
absorcion intestinal representa un sitio significativo para regular el balance corporal
total del calcio. Hasta la fecha, la mayor parte de la investigacion en el drea se ha
centrado en el intestino delgado. Esto estd justificado dado que, en condiciones de
ingesta adecuada de calcio, aproximadamente el 90% de la absorcién de este mineral
ocurre en esta porcion intestinal, particularmente en el ileon (Shkembi y Huppertz,
2022). Sin embargo, estudios recientes sugieren que el colon puede ser un sitio
importante de regulacion de la secrecion y absorcion de calcio (Beggs et al. 2022), por
lo que resulta interesante estimar la bioaccesibilidad coldnica de este oligoelemento.

Por otro lado, el uso de AX-c como material de pared resulté eficiente para
obtener valores de bioaccesibilidad total elevados. Estos resultados pueden estar

asociados con la actividad prebidtica de los AX. Como se menciond anteriormente, los
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dializados de las microcdpsulas presentaron menor pH respecto al control, después de la
fermentacion coldnica. Relacionado a esto, se ha visto que prebidticos como los
galactooligosacaridos incrementaron la bioaccesibilidad del calcio de 7 a 12%, mediado
por cambios en la microbiota intestinal (Whisner et al. 2013). En este sentido, Lynch et
al. (2021) han reportado actividad prebidtica de fracciones de AX de hez de malta,
incrementando el nivel de Lactobacillus al doble, y triplicando el nivel de
Bifidobacteria. Asociado a este efecto, se ha observado un aumento en la produccién de
dcidos grasos de cadena corta, particularmente acetato y propionato, poniendo de
manifiesto asi el potencial prebidtico de estos compuestos (Lynch et al. 2021).

Por dltimo, teniendo en cuenta una ingesta diaria recomendada (IDR) de calcio
de 1000 mg dia!, el consumo de 2 g de C3 por dia aportaria un 20% de la IDR y
teniendo en cuenta una bioaccesibilidad del 37%, el aporte potencial de calcio seria de

74 mg (7,4% de IDR).
V.4.4-Bioaccesibilidad intestinal y colonica de compuestos fendlicos

Para poder ejercer efectos beneficiosos en el cuerpo, los compuestos fendlicos
deben primero liberarse de la matriz para estar disponibles para ser absorbidos
(bioaccesibilidad), metabolizados por las células del tracto gastrointestinal y
transportados al torrente sanguineo, donde pueden ejercer sus funciones bioldgicas
(biodisponibilidad) (Gonzdlez-Aguilar et al. 2017). Por otro lado, se ha visto que la
fibra dietaria interacciona con los 4cidos fendlicos (Chitindingu et al. 2015), lo que
genera una fraccion indigerible, que pasa al colon y es sustrato de la microflora
fermentativa, la cual contribuye a la liberaciéon de los compuestos fendlicos unidos a la
fibra y material no digerible y por lo tanto, a su bioaccesibilidad (Gonzélez-Aguilar et
al. 2017), y también a la generacion de sus metabolitos (Judniz et al. 2017).

Como se mencioné en el Capitulo III, el AX-c obtenido a partir de la HM posee
dos compuestos fendlicos mayoritarios: AF y acido p-cumérico. Ambos en sus formas
libres y ligadas. Cabe recordar que el contenido de AF en AX-c represent6 el 84% del
total de compuestos fendlicos derivados del acido hidroxicindmico.

Para estimar la biodisponibilidad potencial de acido ferulico y p-cumdrico
provenientes de AX-c y de las diferentes microcdpsulas, se midié la bioaccesibilidad
total de estos dcidos fendlicos. En la Tabla V.2 y V.3 se muestran los resultados de
bioaccesibilidad intestinal (BI %), colénica (BC %) y total (BT %) de acido ferdlico y

p-cumdrico, respectivamente.
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Respecto a la bioaccesibilidad intestinal (BI) del AF y p-cumarico (Tablas V.2 y
V.3, respectivamente) se puede observar para ambos casos una dializabilidad entorno al
30%. Al respecto, Chitindingu et al. (2015) estudiaron la bioaccesibilidad de los
compuestos fendlicos totales de diversos cereales. Estos autores reportaron valores de
BI de los compuestos fendlicos totales entre 18 y 33 %. Adicionalmente, Gong et al.
(2019) estudiaron la BI de diferentes acidos fendlicos de trigo, entre ellos el 4cido
ferdlico y el p-cumdrico, y reportaron valores de BI de 57,7 a 61,9% para esos
compuestos. Es importante sefialar que se observé una relacion inversa entre la BI del
AF y el nivel de calcio en las microcdpsulas (r: 0,9984). Este resultado se puede atribuir
a la formaciéon de complejos &4cido fendlico-minerales mediada por interacciones
electrostaticas Ca’*-acido ferilico, lo que disminuiria la dializabilidad de este 4cido
fendlico conforme incrementa el nivel de calcio en la formulacién.

Por otro lado, Garzén et al. (2020b) reportaron un incremento de la
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos luego de la fermentacién microbiana a
nivel colénico. Como se indicé anteriormente, los dcidos fendlicos ligados y aquellos
que no son bioaccesibles a nivel intestinal pueden continuar hacia el intestino grueso
donde son metabolizados y degradados por las enzimas microbianas, pudiendo ejercer
sus efectos antioxidantes localmente (Tarko et al. 2013; Malunga et al. 2016). En este
trabajo, la fraccién no dializada de los digeridos intestinales fue sometida a una
fermentacion con microbiota fecal de rata. Durante este proceso se simuld la absorcion
por el epitelio del colon mediante una didlisis simultdnea. Como se puede apreciar en la
Tabla V.2, solo el AF proveniente de AX-c¢ y C1 fue bioaccesible a nivel colénico. Por
lo tanto, la presencia de calcio en niveles elevados afectd la bioaccesibilidad coldnica de
este dcido fendlico, no detectdndose en el dializado de C2 y C3. Ademds, para todas las
muestras, la BCp de este acido fendlico fue menor que la obtenida a nivel intestinal
(BD).

A diferencia de lo anterior, el dcido p-cumaérico fue bioaccesible a nivel colénico
(Tabla V.3), obteniéndose el mayor valor de bioaccesibilidad con C1 (p < 0,05). Con
excepcion de C1, los valores de bioaccesibilidad colénica (BCip) fueron inferiores a los
hallados para la bioaccesibilidad intestinal (BI).

La bioaccesibilidad reducida de los 4cidos fendlicos después de la fermentacion
coldnica in vitro puede deberse a la accién de enzimas microbianas, las cuales pueden
degradar estos dcidos fendlicos a nuevos metabolitos a nivel colénico (Zhang et al.

2023, Yang et al. 2022, Rechner et al. 2002). En este sentido, fue posible observar una
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degradacion del AF a nivel colénico, lo que represent6 una pérdida entre 60-90% (C2-

C3>C1-AX-0).

Tabla V.2-Bioaccesibilidad intestinal, coldnica y total de dcido ferdlico de AX-c y de
las diferentes microcédpsulas

Acido Fertilico

Muestra Contenido

(Ca:AX) (pgg'sol)
AX-c 2983+11,7 28,4+1,8° 17,8+0,3 13,440,2  41,8+2,0°
C1(1:10) 119,0+¢4,7 32,8+0,9°  18,1%1,1 12,940,7  45,6+1,6°
C2 (1:5) 118,9+4,8  30,4+1,2% ND ND 30,3%1,1*
C3 (1:2,5) 119,1+4,7  27,240,9* ND ND 27,5+1,2%

X+DE. BI: Bioaccesibilidad intestinal de AF; BCmp: bioaccesibilidad colénica de AF
considerando el AF de la muestra intestinal digerida; BC: bioaccesibilidad colénica de
AF considerando el AF de la muestra no digerida; y bioaccesibilidad total (BT) de AF
calculada como BI + BC. ND: no detectado. Letras diferentes en columnas indican
diferencias significativas entre muestras (p< 0,05).

BI (%) BCmp (%) BC (%) BT (%)

Tabla V.3-Bioaccesibilidad intestinal, colénica y total de dcido p-cumdrico de AX-c y
de las diferentes microcapsulas

Acido p-cumarico

Muestra Contenido
BI (%) BCwn (%) BC (%) BT (%)

(Ca:AX) (ng g'! sol.)
AX-c 56,5+4,8° 32,6+£0,9®°  272+34* 312438 63,8+1,7°
C1(1:10) 22,6%1,9? 33,8+0,6°° 58,7+6,1° 56,7+6,2> 90,4+1,6°
C2 (1:5) 22.7+1,8% 31,8+0,8¢? 19,442.5* 22,242 9% 53904222

C3 (1:2,5) 22,6+1,9* 34,7+1,4°  29,740,9* 31,9£1,0* 66,9+0,1°

X+DE. BI: Bioaccesibilidad intestinal de acido p-cumaérico; BCip: bioaccesibilidad
colénica de dcido p-cumadrico considerando el dcido p-cumadrico de la muestra intestinal
digerida; BC: bioaccesibilidad coldnica de acido p-cumadrico considerando el acido p-
cumadrico de la muestra no digerida; y bioaccesibilidad total (BT) de 4cido p-cumérico
calculada como BI + BC. ND: no detectado. Letras diferentes en columnas indican
diferencias significativas entre muestras (p< 0,05).

Para el caso del 4cido p-cumdrico, dicha pérdida fue del 35% para C2. En este
mismo sentido, Gong et al. (2019) reportaron que la bioaccesibilidad colénica del 4cido

ferdlico y p-cumdrico fue menor que la obtenida a nivel intestinal (22 vs. 58%,
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respectivamente), atribuyendo este fendmeno a una degradacién de los compuestos
durante la fermentacién. Adicionalmente, estos autores demostraron que la
fermentacion del acido fertdlico estd mediada por bacterias de género diferente a las
responsables de la fermentacion del dcido p-cumdrico, explicando las diferencias
encontradas en la tasa de degradacién de ambos compuestos.

Como se sabe, en el colon existen una gran variedad de microorganismos (1000
bacterias diferentes y 10" unidades formadoras de colonias), los cuales pueden actuar
durante la fermentacién de la fraccién no digerible proveniente de la digestién intestinal
(Shahidi y Yeo, 2016). En este sentido, los &cidos fendlicos conjugados pueden
liberarse debido a la accién de carbohidrasas, proteasas y otro tipo de enzimas
secretadas por la microbiota coldnica, favoreciendo posteriormente su absorcion (Zhang
et al. 2023). Ademds, los 4cidos fenodlicos pueden ser metabolizados por los
microorganismos, generandose nuevas especies fendlicas. De acuerdo con Yang et al.
(2022) y Rechner et al. (2002) los principales metabolitos coldénicos generados a partir
del AF son el 4cido 3-(3,4-dihidroxifenil) propidnico, el dcido 3-(3-hidroxifenil)
propidnico y el dcido 3-fenilpropidnico. Por otra parte, el dcido 3,4-dihidroxibenzoico
puede derivar del metabolismo de varios compuestos fendlicos, y se ha reportado que
puede generarse a través del dcido 3-(3-hidroxifenil) propidnico, mediante varias
reacciones de decarboxilacién y dehidroxilacién (Crozier et al. 2010, Kay et al. 2017;
Rocchetti et al. 2017). En este sentido, se pudo evidenciar que el AF proveniente de
AX-c y las diferentes microcdpsulas fue metabolizado durante la fermentacién colénica,
generdndose dcido 3,4-dihidroxibenzoico y 4cido 3-(3-hidroxifenil) propiénico (Tabla
V.4). Al respecto, en la Tabla V.4 se muestra la bioaccesibilidad colénica de cada uno
de estos metabolitos.

Como se aprecia en la Tabla V.4, los metabolitos generados a partir de AF
durante la fermentacién colénica resultaron bioaccesibles. Aunque la mayor
degradacion del 4cido fertlico se observé en C2 y C3, el mayor contenido de estos dos
metabolitos se observo en AX-c y C1. La fermentacion coldnica puede continuar con la
degradacion de estos metabolitos o generar otros compuestos que no pudieron
detectarse, lo que explica estos resultados. Ademas, se sabe que el metabolismo de los
compuestos fendlicos ocurre a altas velocidades de reaccion, lo que podria generar
diferencias entre muestras (Anson et al. 2011). Se deben realizar mas estudios con otras
técnicas analiticas para determinar todos los productos generados por la fermentacion

coldnica.
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Tabla V.4-Bioaccesibilidad coldnica de metabolitos generados durante la fermentacién
del AF

Muestra acido 3,4-dihidroxibenzoico [acido 3-(3-hidroxifenil) propiénico
(Ca:AX) pgmL’! BC (%) pug mL! BC (%)
AX-c 0,44+0,05% 69,940,3¢ 1,18+0,30° 61,7+5,0
C1(1:10) 0,98+0,03° 62,4+0,5° 1,32+0,03° 55,9+4.9
C2 (1:5) 0,42+0,03% 55,5+0,2¢ 0,46+0,02* ND
C3 (1:2,5) 0,42+0,00* 80,2+0,2¢ 0,25+0,00* ND

X+DE. BC: bioaccesibilidad colénica de 4cido 3,4-dihidroxibenzoico y &4cido 3-(3-
hidroxifenil) propionico considerando el contenido de acido 3,4-dihidroxibenzoico y
acido 3-(3-hidroxifenil) propidnico en la muestra no digerida. ND: no detectado. Letras
diferentes en columnas significan diferencias significativas entre muestras (p< 0,05).

Respecto a la bioaccesibilidad total (BT) del AF (Tabla V.2), se pudo observar
que un nivel elevado de calcio (C2 y C3) provocé una disminucién de la BT. Como se
menciond anteriormente, un aumento en el contenido de calcio en las microcapsulas
redujo la bioaccesibilidad de este dcido fendlico a nivel colénico, probablemente debido
a la formacion de complejos i6nicos. Ademads, se puede sugerir que a proporciones mas
altas de Ca:AX, existe una mayor facilidad para fermentar el 4cido ferdlico por parte de
las bacterias del colon, lo que resulta en una mayor degradacién y una menor
bioaccesibilidad del colon.

De manera similar, C1 presenté valores de bioaccesibilidad mds altos para el
dcido p-cumdrico en comparacion con las otras muestras (Tabla V.3). Por lo tanto, la
BT de los é&cidos ferdlico y p-cumdrico dependié del nivel de calcio de las
microcdpsulas y de su estabilidad frente a las enzimas microbianas. De acuerdo con
esto, Serra et al. (2012) informaron que la bioaccesibilidad in vitro de los compuestos
fendlicos depende de la matriz y del procesamiento del alimento, el contenido y el perfil
de compuestos fendlicos en el producto y la microbiota colénica utilizada para las

pruebas.
V.4.5-Actividad antioxidante de dializados y digeridos

La actividad antioxidante de los dializados y digeridos se midi6 mediante la
inhibicion del radical ABTS* (Tabla V.5). En la fase gastrointestinal, los digeridos
tuvieron mayor capacidad de inhibiciéon que los dializados. En todas las muestras, a
medida que aumentd el contenido de calcio de las microcdpsulas, disminuyé la

capacidad de inhibicién del radical ABTS". Esto podria deberse al hecho de que el 4cido
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ferdlico en la microcdpsula estd involucrado en la interaccién del AX con el calcio, y las
cantidades crecientes de Ca?* impidieron el contacto con el radical ABTS*. Este
comportamiento puede estar relacionado con el efecto matriz previamente mencionado
para la bioaccesibilidad de los dcidos fendlicos. Sin embargo, esta tendencia no se
observo en las muestras después de la fase de fermentacidén colénica. Ademads, los
dializados presentaron valores de inhibicion mds altos que los encontrados para los
digeridos (p < 0,05), lo que podria estar indicando una mayor actividad antioxidante
relacionada con los compuestos fendlicos bioaccesibles y sus metabolitos.

Tabla V.5-Capacidad antioxidante de dializados y digeridos obtenidos tras la digestion

gastrointestinal simulada seguida de fermentacién coldnica in vitro de AX-c y las
diferentes microcapsulas

Inhibicion ABTS* (%)
Muestras
(Ca:AX ratio) DG Dializados .. PC FC Dializados .. ' C
Digeridos Digeridos
AX-c 58,69+2.249  8227+4.82¢ 90,01+1,21¢ 71,66+2,02%

C1 (1:10) 53,14+1,76° 81,91+£2,52¢ 80,25+0,23*  72,76+2,28¢
C2 (1:5) 43,17+£1,85>  71,31+0,76" 87,51+3,90¢  68,46+1,74%

C3 (1:2.5) 26,05+1,26*  55,58+2,57* 84,4443,35® 69,98+0,81%

X+DE. DG: digestién gastrointestinal; FC: fermentacion colonica. Letras diferentes en
una misma columna indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05).

Estos resultados indicaron que las microcdpsulas de Ca-AX podrian utilizarse no
s6lo como suplementos de calcio, sino también como suplementos prebidticos, con
buena bioaccesibilidad de compuestos fendlicos que aportarian propiedades

beneficiosas para la salud.
V.5-Conclusiones parciales

Los arabinoxilanos son los principales componentes de la hemicelulosa presente
en el HM, un subproducto de la industria cervecera. Dado que se reportaron sus efectos
prebiodticos, se utilizaron para la formulacion de suplementos de calcio. Se sabe que la
fermentacion de carbohidratos no digeribles en el colon aumenta la absorcién de calcio
a este nivel. En este contexto, se demostré por primera vez la formacion del complejo
Ca:AX mediada por interacciones electrostaticas. Luego, se utilizaron tres niveles de
calcio para estudiar la formacién de las microcdpsulas y sus bioaccesibilidades al calcio
y al 4cido fendlico. El contenido de calcio aumentd la bioaccesibilidad del mismo,

mientras que redujo la bioaccesibilidad del 4cido ferulico. Las microcdpsulas con 10,9 g
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de calcio 100 g™ presentaron la mayor bioaccesibilidad de calcio total (~37%). Asf, se
desarrollaron microcdpsulas adecuadas para la suplementaciéon de personas con una
dieta deficiente en calcio, con el aporte de fibras fermentables y compuestos fendlicos.
Este tipo de suplementos podrian ayudar a las personas mayores a alcanzar sus
requerimientos de calcio y contribuir con una microbiota saludable. Por otro lado, el
aprovechamiento de AX-c procedente de HM podria afiadir valor a un residuo

producido en grandes cantidades en la industria alimentaria.
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VI- EVALUACION DE LOS ARABINOXILANOS COMO AGENTES DE
ENCAPSULACION DE MINERALES. DESARROLLO DE UN FORTIFICANTE
A BASE DE ARABINOXILANOS Y HIERRO Y ESTUDIO DE SU APLICACION
EN UN ALIMENTO EXTRUDIDO
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VI-Evaluacion de los arabinoxilanos como agentes de encapsulacion de minerales.
Desarrollo de un fortificante a base de arabinoxilanos y hierro y estudio de su

aplicacion en un alimento extrudido
VI.1-Introduccion

El hierro es un oligoelemento esencial en el cuerpo humano, que participa en el
transporte y la regulacion del oxigeno, el crecimiento celular y muchas otras vias
metabodlicas (Chen et al. 2022).

La deficiencia de hierro (Fe) y la anemia son problemas de salud puiblica por sus
consecuencias sobre la salud de los individuos y sobre aspectos sociales y/o econdmicos
que afectan en distinto grado a todos los paises (S. A. de Pediatria, 2017).

Segtin datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) (2011), més de 2
billones de personas tienen deficiencia de hierro, lo que representa casi el 25% de la
poblacién mundial. La anemia estd presente en 800 millones de personas, de los cuales
273 millones son nifios. La causa mds frecuente de anemia en el mundo es la deficiencia
de hierro. Su incidencia en paises en vias de desarrollo es 2,5 veces mayor que en paises
desarrollados.

Por otra parte, la fortificacion es una estrategia sustentable a largo plazo para
resolver la deficiencia de hierro a nivel poblacional. Existen distintas fuentes de
fortificacién de hierro que varian respecto a su biodisponibilidad y reactividad con la
matriz alimentaria. En general, las fuentes mas reactivas y de mayor biodisponibilidad
son las solubles en agua (Kumari et al. 2022). El sulfato ferroso es una fuente soluble en
agua, de bajo costo, de buena biodisponibilidad, pero de alta reactividad (pro oxidante).
La oxidacién del alimento genera olores, sabores y apariencias desagradables,
provocando su deterioro. La encapsulacion de este mineral resulta ser una estrategia util
para disminuir la interacciéon del hierro con la matriz alimentaria, previniendo el
deterioro por oxidacién del alimento. Ademads, podria proteger al hierro de interacciones
con inhibidores del alimento que reducen su biodisponibilidad (Wardhani et al. 2020).
La matriz utilizada como material de encapsulacién debe ser de calidad alimentaria,
biodegradable y capaz de formar una barrera entre el elemento interno y su entorno
(Piskin et al. 2022). Ademds, no debe afectar su biodisponibilidad. Como se indic6 en el
Capitulo V, la biodisponibilidad es la fraccién de una dosis ingerida de una sustancia
que llega a la circulacién sistémica. Es un fendmeno fisioldgico dependiente de factores

variables como la edad, el genotipo, el estado nutricional y/o la secreciéon de acidos
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gdstricos que no es posible determinar in vitro. Por otro lado, la bioaccesibilidad es la
fraccion de una dosis ingerida de una sustancia que estd disponible para su absorcién en
el intestino después de la digestion enzimatica, y puede ser estimada de manera in vitro
(Moraes et al. 2022). Los métodos in vitro brindan informacién sobre Ia
bioaccesibilidad de un nutriente potencial con respecto a los efectos de los factores
luminales (incluidos el pH y las enzimas), la preparacion de alimentos, las practicas de
procesamiento y la naturaleza de la matriz alimentaria (Janve y Singhal, 2018)

La absorcion del hierro depende en gran medida de su forma quimica
(ferroso/férrico) y de su especiacién (Ems et al. 2023). El hierro férrico se precipita en
soluciones con un pH superior a 3,0, mientras que la mayor parte del hierro ferroso
permanece soluble a un pH inferior a 5,0. A nivel del tracto gastrointestinal, el hierro
primero debe solubilizarse en el estdmago y complejarse con otros componentes
presentes en los alimentos que lo mantengan soluble en el sitio de absorcion (duodeno).
Sin embargo, los compuestos complejantes pueden ser potenciadores o inhibidores de la
absorcion del hierro, dependiendo de su solubilidad (Piskin et al. 2022). Por lo tanto, la
composicion de la dieta es uno de los principales factores que influyen en la absorcion
del hierro no heminico (Sharp 2010).

El hierro ferroso (Fe*?) es la forma de hierro mds biodisponible. Se convierte a la
forma férrica (Fe**) por oxidacién, que puede ser provocada por condiciones alcalinas,
agentes oxidantes como los presentes en el aire, alta humedad y compuestos fendlicos.
En general, los alimentos fortificados con compuestos ferrosos que se oxidan presentan
una baja biodisponibilidad de hierro, mal sabor y decoloracién, lo que reduce la
aceptabilidad del consumidor (Siddiqui et al. 2023).

e Factores promotores e inhibidores de la absorcion del hierro

Dentro de las sustancias promotoras de la absorcion del hierro no heminico se
encuentra el acido ascorbico (Piskin et al. 2022). Es un factor dietético bien conocido
que mejora la biodisponibilidad del hierro. Sin embargo, el calcio, los polifenoles y los
fitatos reducen la absorcion intestinal (Schonfeldt et al. 2016).

La presencia de acido ascorbico en la dieta aumenta la absorcién del hierro no
heminico. Uno de los mecanismos es la formacion de un quelato con el hierro férrico
(Fe**) en el pH 4cido del estémago, que luego permanece soluble en el pH neutro del
duodeno (primera seccién del intestino delgado). Ademds, el ascorbato dona un
electrén, actuando como eliminador de radicales libres y reductor del Fe** a Fe?*, que es

més soluble que el Fe** en los pH gastrointestinales. Hasta la fecha, se han realizado
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numerosos estudios relativos al efecto del 4cido ascérbico en la absorcion de hierro.
Recientemente, Sabatier et al. (2020) evaluaron el impacto del dcido ascérbico en la
biodisponibilidad de un complejo caseina-hierro, en comparacién con el sulfato ferroso
y el pirofosfato férrico. Se utilizé una digestion gastrointestinal simulada junto con un
modelo de cultivo celular Caco-2. En paralelo se realizaron pruebas de solubilidad y de
disociacion del complejo caseina-hierro. Estos autores encontraron que la adicién de
acido ascorbico mejord la absorcion del hierro tanto del sulfato ferroso como del
complejo caseina-hierro, en las células Caco-2.

El efecto potenciador del acido ascdrbico se debe principalmente a la reduccion
luminal del hierro férrico a ferroso, pero también a su efecto quelante, lo que evita la
formacion de complejos insolubles, y por lo tanto no absorbibles, del hierro con
polifenoles y fitatos (Stoffel et al. 2020).

He et al. (2019) utilizaron un modelo de digestidon gastrointestinal in vitro y
células Caco-2 para investigar los efectos del acido fitico, el oxalato de sodio y el
silicato de sodio sobre la biodisponibilidad del hierro no heminico, en presencia y
ausencia de acido ascorbico. Los hallazgos revelaron que estos inhibidores restringieron
la absorcion de hierro ferroso, pero el acido ascorbico pudo contrarrestar este impacto
inhibidor y mejorar su absorcion.

Asimismo, los péptidos de tejidos musculares parcialmente digeridos de carne,
pescado y aves mejoran la absorcion de hierro y pueden superar hasta cierto punto los
efectos negativos del acido fitico y de los polifenoles (Hurrell 2021). Por lo tanto, la
biodisponibilidad del hierro de la dieta depende del equilibrio entre los inhibidores y
promotores de la absorcién de hierro.

De acuerdo con Husmann et al. (2022), los prebioticos pueden mejorar la
absorcion coldnica de minerales al aumentar la produccion de dcidos grasos de cadena
corta en el colon proximal, disminuir el pH luminal intestinal y aumentar su disolucion.
Ademads, Lynch et al. (2021) encontraron que los AX extraidos de la hez de malta (HM)
poseen potencial prebidtico, lo que podria influenciar positivamente en la
bioaccesibilidad coldnica del hierro. Al respecto, Paganini et al. (2017) realizaron un
estudio cuyo objetivo era investigar si la ingesta de prebidticos estaba asociada con una
mayor absorcién de hierro en nifios menores de 5 afios. Para ello, cincuenta nifios se
dividieron aleatoriamente en dos grupos. El primer grupo se alimentd con papilla de
maiz fortificada con polvo de micronutrientes (MNP), que contenia fumarato ferroso y

NaFeEDTA junto con 7,5 g de galactooligosacaridos (GOS) por dia durante 21 dias. El
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segundo grupo recibié la misma papilla de maiz, pero sin la adiciéon de GOS. Las
muestras contenfan 5 mg de Fe como S’FeFum+ Na’®FeEDTA. La absorcién de hierro
se midié como la incorporacion de is6topos estables a los eritrocitos. Los marcadores de
hierro, el pH fecal y los grupos bacterianos se evaluaron al inicio y a las 3 semanas. Los
resultados del estudio mostraron que el grupo alimentado con MNP y GOS habia
mejorado la absorcién de hierro en un 62 %, en comparacién con el otro grupo,
posiblemente debido a una mayor absorcién de hierro a nivel colénico. Ademads, la
adicién de GOS fue util para mitigar los efectos adversos del hierro sobre el ambiente
intestinal.

Otros estudios también confirmaron los efectos beneficiosos de GOS sobre la
absorcion fraccional de hierro (AF-Fe) en adultos con anemia. Jeroense et al. (2019)
estudiaron el efecto de la adicion de 15 g GOS en la AF-Fe en mujeres con deficiencia
de hierro. Observaron que, al inicio del estudio, el GOS aument6 en 61% la AF-Fe de
fumarato ferrosos (FeFum) cuando se administré con agua y 28% con una comida de
prueba. Después de 4 semanas de consumo de GOS, el prebidtico volvié a aumentar
29% la AF-Fe de FeFum en la comida. Sin embargo, en comparacion con el inicio del
estudio, el consumo de GOS durante 4 semanas no mejord significativamente la
absorcion del FeFum agregado en la comida administrada sin GOS. La AF-Fe de FeSO4
administrado con GOS en una comida después de 4 semanas de consumo de GOS no
fue significativamente mayor que la AF-Fe de FeSO4 en una comida sin GOS al inicio
del estudio. Posteriormente, Jeroense et al. (2020) demostraron, en mujeres con
deficiencia de hierro, que los GOS no aumentaron la AF-Fe del FeSO4 o del pirofosfato
férrico, pero si la del FeFum. Por lo tanto, una combinacién de FeFum y GOS puede ser
una férmula de buena absorcion para los suplementos de hierro.

Giorgetti et al. (2022) estudiaron en mujeres con deplecion de hierro (ferritina
sérica (FS) <25 pg L), si la coadministracién oral de 15 g de GOS, FOS o goma de
acacia aumentaba la AF-Fe de un suplemento de 100 mg de Fe administrado como
FeFum. La AF-Fe se evalu6 mediante la incorporacion isotdpica a los eritrocitos 14 dias
después de la administracion. Los datos se analizaron utilizando un modelo lineal de
efectos mixtos. Como resultado observaron que la AF-Fe de FeFum administrado con
GOS y FOS fue significativamente mayor (45% y 51%, respectivamente) que el control.
La goma de acacia no afect6 significativamente la AF-Fe del FeFum. En mujeres con
deficiencia de hierro, la administracion conjunta de GOS y FOS con FeFum aumento la

absorcion de hierro en aproximadamente un 50 % a partir de una dosis oral de hierro de
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100 mg. Por lo tanto, GOS y FOS pueden ser nuevos potenciadores prometedores de la
absorcién de hierro suplementario. Por otra parte, en el estudio in vitro, la dializabilidad
del hierro de FeFum + GOS fue un 46 % mayor y FeFum + FOS un 61,6% menor que la
del FeFum solo. El mecanismo detrds del efecto opuesto de GOS y FOS sobre la
dializabilidad del hierro es incierto y la discrepancia entre los resultados in vivo e in
vitro para FeFum + FOS también requiere una investigacion mdas profunda. La fibra
dietaria puede interactuar con el hierro y los azicares reductores pueden formar
complejos solubles y estables con el mismo, pero los efectos son variables entre los
diferentes tipos de fibras. La interaccion del hierro libre disociado del FeFum con las
unidades reductoras de GOS y FOS podria prevenir la formacién de hidréxidos de
hierro insolubles, y por lo tanto su precipitacién, lo que favoreceria la absorciéon de
hierro. La formacién y estabilidad de los complejos de carbohidratos —Fe** o —Fe** se
ven afectados por variables, incluidas el pH, la concentracion y la forma quimica de los
ligandos que pueden formar complejos o quelatos con el hierro metdlico, la
composicion de sacdridos de la fibra y su grado de polimerizacion.

Yap et al. (2005) examinaron el efecto dosis-respuesta de la inulina sobre la
absorcion de minerales y la concentracion de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) en
heces de lactantes alimentados con férmulas infantiles. No se observé diferencia
significativa en el contenido de AGCC en heces de los lactantes durante el periodo basal
y el periodo de ingesta (p<0,05). Sin embargo, en los lactantes suplementados con 1 g
dia! de inulina se observé un aumento significativo en el porcentaje de absorcién
aparente [(mineral ingerido - mineral en heces) x100 ]/ mineral ingerido, el porcentaje
de retencidn aparente [(mineral ingerido —mineral en heces — mineral en orina) x100] /
mineral ingerido y la retencién neta de hierro (mineral ingerido —mineral en heces —
mineral en orina). Estos resultados podrian deberse a la capacidad de los prebidticos de
reducir el pH del colon, aumentando la reduccién de Fe** a Fe?*, asi como al proceso de
fermentacion que mejora la produccién de AGCC, lo que puede contribuir a aumentar el
area de absorcion del colon (Zakrzewska et al. 2022).

Chen et al. (2022) evaluaron el efecto de oligosacdridos prebidticos en la
absorcion de hierro en un modelo de rata en crecimiento con deficiencia de hierro,
desde las perspectivas de la expresion de proteinas y la microbiota intestinal. El modelo
con deficiencia de hierro se establecié proporcionando a ratas jévenes una dieta sin
adicion de hierro durante 14 dias. Posteriormente, las ratas con deficiencia de hierro

recibieron alimentos estdndar para ratas suplementados con 0%, 3%, 5%, 10% de GOS
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y 10% de FOS durante 21 dias. Los resultados mostraron que una suplementacién con >
5% de GOS en la dieta mejord el estado del hierro e impacté significativamente en la
expresion de las proteinas de unidén/transporte de hierro. Ademads, se determiné un
efecto modulador dependiente de la dosis de GOS sobre la microbiota intestinal. Se
observé una regulacién positiva de las proteinas de transporte y unién del hierro (TfR
en el higado, ferroportina en el duodeno y DMT1 en el colon) en los grupos ID-5%
GOS e ID-10% GOS, lo que respalda la idea de que GOS actiia sobre el mecanismo de

absorcién de hierro, posiblemente a través de la expresion de proteinas.

e Antecedentes de encapsulacion de hierro

Debido a la reactividad del hierro, y sus defectos relativos a sabor metdlico o
amargo, se requieren estrategias para proteger este mineral, mejorar su bioaccesibilidad
y evitar su reactividad con la matriz alimentaria. Para conseguir estos objetivos,
diferentes investigadores han estudiado la encapsulacion de hierro. Como antecedentes,
Cian et al. (2021) desarrollaron un fortificante de Fe microencapsulado con péptidos de
hez de malta, goma garrofin y maltodextrina, logrando una bioaccesibilidad de hierro
entre el 15,5 y 30,7% dependiendo de la formulacién. Zhang et al. (2021b) fortificaron
harina de soja utilizando hierro microencapsulado con alginato, caseinato y una
emulsion de aceite de soja y spam 80. Estos autores reportaron que se consiguio
disminuir la formacion de productos de oxidacion de lipidos tales como compuestos
carbonilicos, malondialdehido, pentanal y hexanal durante un ensayo de estabilidad
acelerada, mejordndose la estabilidad oxidativa y retrasando el deterioro sensorial
respecto a la harina de soja con hierro sin encapsular. Filiponi et al. (2019) elaboraron
complejos de Fe-péptidos haciendo reaccionar pequefios péptidos de proteinas de suero
(<5 kDa) con hierro (sulfato ferroso) en condiciones controladas. Luego elaboraron
microcdpsulas por secado por aspersion utilizando maltodextrina (MD) y polidextrosa
(PD) como materiales de pared. Las microcdpsulas de péptidos-Fe presentaron una
dializabilidad de hierro 3 veces mayor que la del sulfato ferroso.

Los alimentos a base de cereales, son buenos candidatos para la fortificacién, ya
que son alimentos bdsicos en muchas poblaciones de todo el mundo y pueden
manipularse en forma sélida para fabricar alimentos enriquecidos con hierro (Blanco-
Rojo y Vaquero 2019). Los compuestos de hierro recomendados por la OMS para
fortificar los cereales son el sulfato ferroso, el fumarato ferroso, el pirofosfato férrico y

el hierro electrolitico. Sin embargo, resulta interesante estudiar el empleo de sulfato
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ferroso microencapsulado.

Recientemente se reporté el uso de AX obtenido a partir de diferentes fuentes de
cereales, como material encapsulante de diferentes compuestos (Liu et al. 2020a, Paz-
Samaniego et al. 2018). Por este motivo, se propone el estudio de los AX-c obtenidos a

partir de HM para la microencapsulacién del hierro.
VI.2-Objetivos
VI.2.1-Objetivo General

El objetivo fue desarrollar microcdpsulas de hierro utilizando AX-c extraidos de
la HM como material encapsulante y 4cido ascorbico como promotor de la absorcion,

para ser utilizadas como fortificante/suplemento.
VI.2.2-Objetivos especificos

1- Estudiar el nivel de hierro a adicionar en la formulacion de las microcdpsulas
2- Estudiar la incorporacion del fortificante a una matriz alimentaria de cereales.

3- Estudiar la bioaccesibilidad gastrointestinal in vitro del hierro.
VI1.3-Materiales y Métodos
VIL.3.1-Materias primas

La hez de Malta (HM) fue suministrada por Cerveceria Santa Fe® (Santa Fe,
Argentina). La obtencién del residuo libre de proteinas (REP) y de los arabinoxilanos
fue descripta anteriormente.

La maltodextrina 15 DE fue obtenida en El bahiense, Buenos Aires, Argentina.
VI1.3.2-Potencial Z de AX-c y mezclas Fe:AX-c

Para estudiar el potencial zeta del AX-c, se prepard una dispersion de AX-c de
0,1 g 100 mL™, y se agit6 durante 1 h a temperatura ambiente. Para las mezclas Fe:AX,
se prepararon seis dispersiones usando diferentes proporciones de FeCl, y AX-c para
obtener las siguientes proporciones Fe:AX-c: 1:530, 1:212, 1:70 y 1:22 o (Fe:AX:
1:430, 1:170, 1:57 y 1:17). Luego, las dispersiones se agitaron durante 1 h a temperatura
ambiente. Finalmente, se afiadié 1 mL de cada muestra a la camara de medicién. El
potencial zeta se midi6 en el rango de pH de 2,0 a 8,0, utilizando un instrumento de
microelectroforesis y dispersion dindmica de luz (Zetasizer Nano ZS90, Malvern

Instruments Ltd., Reino Unido). El anélisis se realizo por triplicado.
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VI.3.3-Formulacion y elaboracion de las microcapsulas de hierro

Para poder evaluar el efecto de diferentes niveles de hierro usados en la
formulacion de microcdpsulas, se elaboraron cdpsulas con 0,7 (C1) y 1,4 (C2) g FeSO4
g solidos™, correspondientes a niveles de Fe de 12,8 y 244 mg Fe g sélidos™,
respectivamente. La relacion Fe:AX se mantuvo constante en 1:18 en todas las capsulas
(0,45 y 0,90 g AX-c g sélidos™!, para C1 y C2, respectivamente). Se agregé acido
ascorbico como promotor de la absorcién de hierro en relacién molar AA:Fe de 1,5:1.
Se adicion6é maltodextrina para completar 10 g sélidos 100 mL.

Las dispersiones se secaron por aspersion usando un secador por aspersién de
laboratorio (Mini Spray Dryer Yamato ADL311S, Japan) de acuerdo con las
condiciones propuestas por Cian et al. (2019). Se ensayaron dos réplicas para cada

férmula.
V1.3.4-Analisis fisicoquimico de las microcapsulas
V1.3.4.1-Composicion de las microcapuslas

Los contenidos de humedad y proteinas de las microcdpsulas se determinaron
usando métodos de la AOAC (1995). El contenido de carbohidratos totales de las

microcdpsulas se determiné segtin Dubois et al. (1956).
V1.3.4.2-Contenido de hierro y eficiencia de encapsulacion

Las muestras se mineralizaron por via himeda. Para ello, 50 mg de
microcapsulas se dispersaron en 20 mL de HNO3 y se digirieron en un equipo de
Digestion por Micro-ondas (Millestone Ethos UP Rotor SK-15, Italy). El contenido de
hierro de cada formulaciéon de microcdpsulas se determind por espectroscopia de
absorcion atomica (Perkin Elmer Analyst 300).

Se calcul6 la Eficiencia de Encapsulacion (EE-Fe) de hierro como (Ecuacion

VIL.1):

mg Fe en capsula

EE — Fe(%) = 100 (VL)

mg Fe utilizados en la formulacién
V1.3.4.3-Contenido de acido ascorbico

El contenido de 4cido ascérbico de las microcdpsulas se determind segtn el
método de Van de Velde et al. (2012), utilizando una bomba Shimadzu Serie LC-20AT,
con un detector de arreglo de diodos Shimadzu SPDM?20A, equipado con un 250 x 4,6

mm de didmetro interior columna de fase inversa (Novapack C18, 5 pum; columna
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Gemini 110A C-18 Phenomenex). Los datos se procesaron utilizando el software
Shimadzu LC Solution® (Shimadzu Co., Kyoto, Japén). El contenido de &cido

ascérbico se expresé como g 100 g! sélido.
V1.3.4.4-Microscopia electréonica de barrido (SEM)

El tamafio de particula y la morfologia de las microcdpsulas se evaluaron
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Las imdgenes SEM se adquirieron
con un microscopio electrénico de barrido (Phenom Pro-X, PhenomWorld, Holanda)
con voltajes de aceleracién entre 5 y 15 kV, de acuerdo con Cian et al. (2019). Para
determinar el tamafio de las microcdpsulas, las muestras se observaron con aumentos de
1000x. Se us6é Image] (Imagel, Institutos Nacionales de Salud, EE. UU.) como

procesador de imagenes.
VI1.3.4.5-Potencial Z

El potencial zeta de las microcdpsulas se determind utilizando un instrumento de
microelectroforesis y dispersion de luz dindmica (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido). Las microcdpsulas se dispersaron a 0,1 g 100 mL™! en
agua destilada, se agitaron y se equilibraron durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalmente, se agregé 1 mL de cada muestra a la cdmara de medicion. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
V1.3.4.6-Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El espectro FTIR del AX-c y de las cdpsulas C1 y C2 fueron obtenidos
utilizando un espectrometro FTIR (SHIMADZU, modelo IR Prestige-21), bajo las

condiciones descriptas por Cian et al. (2019). Las muestras se analizaron por duplicado.
V1.3.4.7-Bioaccesibilidad de hierro

Para estimar la bioaccesibilidad de hierro se realiz6 wuna digestion
gastrointestinal simulada in vitro de acuerdo con Drago et al. (2005). Brevemente, las
muestras se dispersaron a 10 g 100 mL! de agua y se ajustaron a pH 2,0 con HCI 3 mol
L. Después de agregar 0,8 mL de solucién de pepsina (16 g de pepsina en 100 mL™ de
HCI 0,1 mol L"), las muestras se incubaron a 37 °C durante 2 h en un bafio de agua con
agitacion. Al final de la digestion, se colocaron bolsas de dialisis (corte: 6-8 kDa) que
contenfan 10 mL de tampdn PIPES y se incubaron durante 50 min en un bafio de agua

con agitaciéon a 37 °C. Luego, se agregaron a cada muestra 6,25 mL de solucién de
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pancreatina (0,4 g de pancreatina en 100 mL de NaHCO3 0,1 mol L) y la incubacién
continud durante otras 2 h. Los contenidos de las bolsas correspondientes a los
dializados y las muestras digeridas se transfirieron a tubos tarados, se pesaron y

congelaron a -20 °C hasta su andlisis.

La bioaccesibilidad intestinal (B1%) se expres6 como la fraccion dializable del

Fe en relacion al contenido de hierro de la muestra de partida.

mg Fe dializado

BI — Fe(%) = * 100 (VL.2)

mg Fe de la muestra
VI1.3.5-Estudio de la fortificacion de expandidos de maiz con microcapsulas
VI1.3.5.1-Formulacion y elaboracion de extrudidos

Se elaboraron productos expandidos de maiz fortificados. Para ello, se utilizo
harina de maiz de tamafio de particula <590 pm. Las muestras se acondicionaron 1 hora

antes de la extrusion ajustando la humedad al 14%.

Se prepararon 2 kg de cada una de las siguientes muestras: control sin fortificar
(E0), y muestras fortificadas al nivel de 30 ppm de Fe utilizando C1 (E1), C2 (E2) y
FeSO4 (E3). La extrusion se llevé a cabo usando un extrusor doble tornillo Jinan Kelid
Machinery CO. LTD (China) de cafién cerrado, con cuatro sectores de temperaturas
independientes con calefactores eléctricos y enfriamiento por circulacion de agua para
ajustar los valores en un rango de 80 a 300 °C, diametro de tornillo: 30 mm, L/D: 20,
rpm: 100-500, Boquilla circular de 4,8 mm de didmetro y medidor de la presion en la

zona de la boquilla. La temperatura de salida se ajusté a 140°C.

Durante los ensayos se midi6 la presidn, el torque y el caudal de salida. Ademas,

se determiné el Consumo Especifico de Energia Mecanica (CEEM) como:

Torque (J)x rpm( L )

min

caudal (mi‘z )

(VL3)

CEEM (é) =

VI1.3.5.2-Caracterizacion de los productos extrudidos

Se determinaron la expansion (relacion del didmetro del extrudido y el didametro
de la boquilla) y el volumen especifico (Volumen/peso b.s, mL/g) de los extrudidos.
Ademads, se determiné el contenido de hierro y la bioaccesibilidad como se mencioné
anteriormente. Por dltimo, se midi6 el contenido de dcido ascérbico de los expandidos

como se indicd anteriormente.
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V1.3.5.3-Ensayo de estabilidad de los productos extrudidos a temperatura

ambiente

Se analiz6 la estabilidad de los extrudidos frente a la oxidacién a temperatura
ambiente durante 1 afio. Para ello, las muestras se secaron hasta una humedad del 6%,
se envasaron en bolsas de polipropileno individuales y se conservaron a temperatura

ambiente. Se tomaron muestras a los 0, 1, 2, 5, 8 y 12 meses.

Se determind el contenido de sustancias reactivas al acido Tiobarbitirico (TBA),

de acuerdo con la técnica de Siu y Draper (1978).

Ademas, las muestras se molieron utilizando un molino ciclénico (Cyclotec
UDY) con un tamiz de 1 mm y se midi6 el color utilizando un colorimetro (Minolta
CM-508d, Japdn), en base al espacio de color definido por la norma CIE (Comisién
International d’Eclairage): plano cromdtico de coordenadas a* (valores positivos
corresponden a tonos rojos y negativos a verdes) y plano cromatico de coordenadas b*
(valores positivos tonos amarillos y negativos azules), situdndose perpendicular a ellos
el eje L* (luminosidad). Las condiciones de medicion fueron: Iluminante D65, dngulo
de observacion 10° y componente especular ocluido. Se realizaron 3 réplicas por

muestra.

Se determind la diferencia de color (AE*) entre los extrudidos teniendo en
cuenta la muestra al tiempo inicial con respecto a E0, y en la evolucién a través del

tiempo se compard cada muestra con respecto a su valor inicial, segtin la Ecuacion V1.4.

AE* = \J{(AL")? + (4a*)? + (4b*)?} (VL4)
V1.3.6-Analisis estadisticos

Cada determinacion se realizd al menos por duplicado. Los resultados se
expresaron como media + desvio estindar (DE). Los datos fueron analizados por un
andlisis de varianza de ANOVA de un factor, y las diferencias entre muestras se
determinaron por el test de Duncan (p<0,05). Se utiliz6é para tales efectos el software

Statgraphic Centurion XV 15.2.06.

VI1.4-Resultados y discusion

VI1.4.1-Potencial Z de las dispersiones Fe:AX
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En la Figura VI.1 se muestran los resultados del potencial zeta en el rango de

pH 2,0-8,0 para las diferentes proporciones de Fe:AX.

El potencial Z de AX-c fue negativo en el rango de pH de 9,0 a 2,0 y tendi6 a
cero al disminuir el pH a 2,0. El mdximo valor de potencial Z del AX-c se observé a
valores de pH basicos (-12,78+0,01 mV). Este perfil se ha observado también en otros
polimeros naturales como la goma ardbica, alginato y pectina (Barbosa et al. 2019). La
carga negativa de AX a pHs altos podria atribuirse a los dcidos glucurénico y ferilico.
También las proteinas coextraidas con AX (Mendez-Encinas et al. 2018) podrian
contribuir al valor de dicho potencial, como se mencioné anteriormente. Con el
agregado de concentraciones crecientes de hierro, el potencial Z disminuy6 en valor
absoluto alcanzando valores entre cero y -1 a pHs menores de 6, y valores de carga
positivas para valores de pH inferiores de 3 para las relaciones Fe:AX de 1:170, 1:57 y
1:17. La neutralizacién de las cargas de los AX estaria indicando que existe una

interaccién entre los iones Fe™ y las moléculas cargadas negativamente de los AX.
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Figura VIL.1- Potencial Z de dispersiones Fe-AX a diferentes relaciones Fe:AX (1:17,
1:57, 1:170 y 1:430) (A) y potencial zeta de las dispersiones de AX-c y de Fe-AX a
diferentes relaciones Fe:AX (B).

En la Figura VL2 se muestra el tamafio de las particulas de las dispersiones
Fe:AX. Como se puede observar, a pH acido el tamafio de particula es elevado (= 3000

nm) y visualmente se observaba cierta turbidez. Sin embargo, a valores de pH mayores
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a 5, las soluciones se estabilizan y el tamafio de particula disminuye notablemente,
pasando de 3000 a 500. En este sentido el Fe*? es inestable a pH mayor a 5,0 y tiende a
precipitar como hidréxido férrico. Esto quiere decir que a pHs mayores a 5,0 la carga
negativa de los AX mantiene al ion Fe*? en solucién, por interaccién electroestatica.
Este mecanismo se ha visto en complejos proteinas-hierro donde sustancias con
capacidad quelante como proteinas, péptidos o galactomananos mantienen el hierro
soluble en el ambiente gastrointestinal (Cian et al. 2021, Caetano-Silva et al. 2021;
Hamdani y Wani, 2017). En este sentido, la complejacién con algunos compuestos
organicos hace que el hierro sea mds estable y menos propenso a interacciones con el
entorno quimico. Respecto a los galactomananos, se observé que la goma guar y la
goma garrofin tenfan capacidad quelante de iones ferrosos al formar puentes entre el
hierro y los grupos carbonilo de la goma (Hamdani y Wani, 2017). Recientemente,
Huang et al. (2018) estudiaron la bioaccesibilidad del hierro de complejos
galactomanano-hierro. Estos autores informaron que el hierro se liberaba facilmente
después de la digestion gastrointestinal simulada (pH 2 géstrica y pH 8 intestinal), lo
que daba como resultado tasas de liberacion de hierro del 88 al 94 % en 300 minutos.
Por otro lado, Wang et al. (2020) elaboraron un complejo polisacarido-Fe utilizando un
polisacérido sulfatado de la génada del abulén del Pacifico (AGSP). Para analizar las
caracteristicas de digestion del complejo AGSP-Fe(Ill), se realiz6 un ensayo de
liberacion de hierro en fluido géstrico simulado (pH=2,0) durante 120 min y luego en
fluido intestinal simulado (pH=7,0) durante 180 min. El hierro se liber6é gradualmente
en los primeros 120 minutos y la cantidad de hierro liberado alcanzé el maximo de 36,6

% después de la digestion en liquido géstrico simulado durante 120 minutos.

Por ultimo, se sabe que a pH 35, el hierro férrico es insoluble, mientras que el
hierro ferroso sigue siendo parcialmente soluble (Cian et al. 2021, Bryszewska et al.
2019). Por tanto, la utilizacién de materiales de pared con capacidad quelante y
reductora (Cian et al. 2021) podria mantener el hierro soluble y en su estado reducido.
En este sentido, Cian et al. (2016) informaron que los péptidos quelantes obtenidos de
los hidrolizados de algas rojas Pyropia columbina mantenian el hierro en una forma

soluble y bioaccesible después de la digestion gastrointestinal.
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Figura VI.2- Tamafio de particulas de dispersiones Fe-AX a diferentes relaciones
Fe:AX (1:17, 1:57, 1:170 y 1:430) y tamafio de particulas de AX-c.

VI1.4.2-Caracterizacion fisicoquimica de las microcapsulas

La EE del hierro fue de 92,2+0,8 y 98,2+1,1% para C1 y C2, respectivamente.
Este resultado indic6 muy buen rendimiento durante el secado spray. Ademads, una

mayor concentracion de FeSO4 aumento la EE.

En las Figuras VI.3A-B se muestran las imdgenes obtenidas por microscopia
electrénica de barrido (SEM). Como se puede apreciar, las microcépsulas presentaron
un tamafio medio (considerando una distribucién normal) de 5,13 y 4,80 pm para C1y
C2, respectivamente. Estos valores estuvieron dentro del rango esperado para
microcdpsulas producidas mediante secado por aspersién (1-50 um) (Nesterenko et al.
2013). Las mismas presentaron una forma esférica, con superficie lisa y también con
concavidades, caracteristicas tipicas de los productos obtenidos por secado spray. Los
valores de tamafio medio obtenidos fueron similares a aquellos reportados por
Kowalska et al. (2021), quienes obtuvieron un tamafio promedio de 11 pm para
microcdpsulas formuladas a partir de AX de arroz y miel, con el objetivo de preservar

los polifenoles de la miel del secado spray.

Adicionalmente, la formulacién utilizada para C1 resulté en microcapsulas mas
grandes, sin abolladuras, que lograron mantener su forma. En el caso de C2, se observé
una menor cantidad de microcdpsulas abolladas y con didmetros menores que en C1.
Estas caracteristicas indicarian que el espesor de pared y el nivel de Fe utilizado

resultaron adecuados en ambos casos. Por otra parte, se notd que la muestra C2 se
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presentd fisicamente mds aglomerada, y con mayor dificultad para esparcirla,

probablemente debido a que no se incluyé maltodextrina en su formulacion.

Los resultados del potencial Z en el rango de pH de 2,0-8,0 para las
microcapsulas se muestran en la Figura VI.4. Como se puede ver, a mayor contenido
de Fe de las microcapsulas, menor es el valor absoluto del potencial Z, lo que indicaria
una neutralizacién de la carga superficial de la molécula con el agregado del ion Fe*2.
La relacion Fe:AX de las microcdpsulas fue de 1:18 para ambas formulaciones, pero C2
no fue formulada con maltodextrina, por lo que su contenido de hierro en peso fue
mayor (11774£104 vs. 239854256 mg Fe kg cdpsula). Kaul et al. (2022) encapsularon
hierro utilizando almidén de papa y maltodextrina, obteniendo microcdpsulas que
presentaron un potencial Z de 0,181- 0,486 mV, para concentraciones de FeSO4 que
iban desde 3 a 15%, aunque no informaron el pH del sistema. El hecho de utilizar un
hidrocoloide ligeramente cargado en C1 y C2, permitié obtener microcdpsulas con
mayor valor de potencial Z, lo que implicaria una mayor estabilidad coloidal que el

reportado por estos autores.

Figura VL3- Imdagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) de las
microcdpsulas C1 (11774104 ppm Fe) (A) y C2 (239854256 ppm Fe) (B). Ambas
microcapsulas con relacion Fe:AX 1:18 y 5000x.
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Figura VI.4- Potencial Z de las microcdpsulas C1 (11774104 ppm Fe) (A) y C2
(239854256 ppm Fe) (B). Ambas microcapsulas con relacion Fe:AX 1:18.

En la Figura VLS A y B se muestran los resultados de espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) de AX-c y las diferentes microcdpsulas. Li et al.
(2021) ha reportado que las interacciones entre los grupos COO™ y el Fe?* pueden
detectarse mediante espectroscopia FTIR a través de la separacion de los nimeros de
onda correspondientes a las vibraciones de estiramiento asimétricas (vas) y simétricas
(vs) de los grupos COO™, lo que refleja la posibilidad de unién de los grupos Fe’* y
COO . Si la separacién del niimero de onda (Avass) €s Avass > 200 cm™ indica una
unién monodentada del grupo carboxilico (un COO- se une a un solo dtomo de Fe) y
Avass < 200 cm™! indica uniones quelantes (Hu et al. 2009, Gao et al. 2005). En la
Figura VL.5A y B se observan los dos picos a 1651 cm™ y 1415 cm™, que se atribuyen
a las vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas de los grupos COO" en las
cadenas AX (Manrique y Lajolo, 2002). En el caso de C2, (COO": Fe) se observaron
dos vibraciones de estiramiento asimétricas vas (COO-) a 1789 y 1651 cm’, y la
vibracién de estiramiento simétrica vs (COO-) fue a 1415 cm™'. Con base en estos datos,
las separaciones del nimero de onda (4vas-vs) de C2 fueron 374 y 236 cm™, lo que
sugirié que el grupo carboxilico solo se unié en forma monodentada entre las moléculas
de C2. El espectro de C1 mostré un pico asimétrico solo a 1651 cm™, lo que también es

consistente con la union monodentada.
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Figura VL5- FTIR de AX-c y las diferentes microcdpsulas en el rango de 4000-800
cm! (A) y en el rango de 2000-600cm™! (B).

V1.4.3-Obtencion de expandidos y evaluacion de sus propiedades fisicas

Las cuatro formulaciones ajustadas a 14% de humedad se procesaron en el
extrusor, obteniéndose valores de caudales similares: 216,3+10,2; 224,7+2,3; 225,8+4,3
y 225,049,4 ¢ min"! para E0, E1, E2 y E3 respectivamente. Asi mismo, el consumo
especifico de energia mecdnica (CEEM) fue semejante: 956,7+0,1; 951,7+3,2;
931,6+4,9 y 924,2+19,51 J ¢! para EO, E1, E2 y E3 respectivamente, indicando que la

fortificacion de la harina de maiz no tuvo efecto en el proceso de extrusion.

En cuanto a las caracteristicas de los productos extrudidos, en la Tabla VIL.1 se
muestran la expansion y el volumen especifico (VE). En general, no hubo diferencias
significativas en cuanto a VE y expansion entre las muestras adicionadas de los
diferentes fortificantes y el control, exceptuando la expansiéon de E3. Estos valores
corresponden a muestras extrudidas en condiciones operativas que permiten obtener
muy buena expansion y grado de coccidén del material amildceo. Sahu et al. (2022)
obtuvieron un rango de expansion desde 2,02 a 3,39 evaluando diferentes variables del
proceso de extrusion de maiz y proteina de soja. En otro trabajo, Bajaj y Singhal (2019),
obtuvieron extrudidos de arroz fortificados con vitamina B12, utilizando hidrocoloides.
El efecto del agregado de goma guar o xdntica fue positivo en la expansion y el
volumen especifico de los productos estuvieron comprendidos entre 3,19-3,22 para la

expansion y entre 3,84-4,54 cm® g'! para el VE.
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Tabla VI.1-Caracteristicas de los expandidos sin fortificar (E0) y fortificados con las
microcdpsulas C1 (E1), C2 (E2) y sulfato ferroso (E3)

Muestras Volumen Especifico (cm? g') Expansién

EQ 8,39+0,50 3,46+0,25°
E1l 8,17+£0,31 3,48+0,10°
E2 8,23+0,21 3,40+0,13*
E3 8,08+0,43 3,6120,20°

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
muestras (p<0,05).

VI1.4.4-Contenido y retencion de acido ascoérbico

En la Tabla VL2 se muestra el contenido de acido ascorbico en las

microcdpsulas y en el alimento fortificado.

Tabla VI.2-Contenido y retencién de dcido ascérbico

Retencion Relacion
Muestras mg AAT 100g!
% molar AA:Fe
C1 3490,00+75,65 54,16%1,17 0,94+0,02
C2 6823,72+280,36 52,00+2,14 0,90+0,04
E1l 1,69+0,03 11,70+0,21 0,11+0,01
E2 1,74+0,07 12,32+0,51 0,11+0,01

X+DE. AAT: acido ascorbico total. AA: acido ascorbico.

Las microcdpsulas se formularon de manera de tener una relacion molar AA:Fe
1,7:1. Sin embargo, durante el secado por aspersion se produjo una pérdida del acido
ascorbico del 46-48%, resultando en una relacion molar AA:Fe aproximada a 0,9:1. De
acuerdo con Teucher et al. (2004), para alimentos con niveles bajos a medios de
inhibidores se requiere la adicién de AA en una proporcién molar AA:Fe de 2:1. Para
promover la absorcién en presencia de altos niveles de inhibidores, es necesario agregar
AA en una proporcién molar superior a 4:1, lo que puede resultar poco préctico. En
efecto, la cantidad a agregar de AA en la formulacién de las microcdpsulas resultaba
excesiva y disminuia el contenido de hierro del fortificante.

Por otra parte, en el alimento extrudido no se logré una buena retencién de AA,
posiblemente debido a la termo-sensibilidad del AA y a las desfavorables condiciones

del proceso de extrusion relacionadas con las altas temperaturas (140°C) y esfuerzos de
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corte (Riaz et al. 2009). Probablemente la encapsulacion con AX-c pueda proteger al

AA durante procesos térmicos menos drasticos que la extrusion.
VI1.4.5-Bioaccesibilidad del hierro de las microcapsulas

La bioaccesibilidad de hierro (BFe%) fue estimada a partir de la dializabilidad
de este mineral. Los valores de BFe% fueron similares entre las microcapsulas, con
valores de 19,60+0,78 y 20,13+£1,04% para C1 y C2, respectivamente. Estos valores
pueden considerarse altos y se deberian a que la formulacién incluyé dcido ascérbico,
que es un promotor de la absorcién de hierro, el cual ejerce su efecto tanto por su
capacidad reductora como también complejante, manteniendo el hierro en su forma
ferrosa que es més soluble y formando complejos de AA- Fe** y AA-Fe** solubles (Ems
et al. 2023). La absorcion del hierro depende en gran medida de su forma quimica
(ferroso/ férrico) y de su especiacion (Ems et al. 2023). El hierro férrico se precipita en
soluciones con un pH superior a 3,0, mientras que la mayor parte del hierro ferroso
permanece soluble a un pH menor de 5,0. A nivel del tracto gastrointestinal, el hierro
primero debe solubilizarse en el estdmago y complejarse con otros componentes
presentes en los alimentos que lo mantengan soluble en el sitio de absorcion (duodeno).
Sin embargo, los compuestos complejantes pueden ser potenciadores o inhibidores de la
absorcion del hierro, dependiendo de su solubilidad (Piskin et al. 2022). Por lo tanto, la
composicion de la dieta es uno de los principales factores que influyen en la absorciéon
del hierro no heminico (Sharp 2010). Estos resultados son similares a los obtenidos por
Cian et al. (2021), que elaboraron microcdpsulas de hierro-AA, utilizando péptidos de
hez de malta y goma Locust Bean, que presentaron una BFe% de entre 15,5 - 30,7%,
dependiendo de la formulacion utilizada en el material de pared y la proporcion AA: Fe
utilizada. Como se menciond anteriormente, el AA mantiene el hierro en su estado
ferroso y también actia como agente quelante, favoreciendo la absorcion del hierro

(Hurrell y Egli, 2010).
VI1.4.6-Bioaccesibilidad de hierro en los productos expandidos

En la Tabla VI.3 se muestra la bioaccesibilidad y el aporte potencial de hierro

de los productos expandidos fortificados.

La BFe% de los expandidos fortificados dependié del fortificante utilizado,

siendo mayor en el caso de las microcdpsulas Cl. Como se observa para C2,
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probablemente, el mayor contenido de hierro en la formulacién de las microcdpsulas

afectd su dializabilidad.

Tabla VI.3-Bioaccesibilidad y aporte potencial de hierro de productos expandidos

Extrudido fortificado BFe (%) Aporte potencial Fe (mg)*

E1 (Cl) 19,01+0,28* 0,76+0,02*
E2 (C2) 17,10£0,32° 0,68+0,01°
E3 (FeSOy) 11,68+0,23° 0,47+0,01°

X+DE. Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre
muestras (p<0,05). *Para una porcién de 100 g de extrudido.

Ambos productos fortificados con las microcdpsulas presentaron mejor
bioaccesibilidad de hierro que la muestra con sulfato ferroso, probablemente debido a la
presencia de AA residual y a un posible efecto quelante del material de pared que ayuda
a mantener el hierro en estado soluble.

Entre las preparaciones ferrosas, el FeSO4 sigue siendo el tratamiento estdndar y
establecido para la deficiencia de hierro dada su tolerabilidad aceptable, alta efectividad
y bajo costo (Santiago, 2012). Sin embargo, la bioaccesibilidad del hierro suele verse
afectada por factores inhibidores de la absorcion presentes en la dieta y que ejercen
efectos sobre la solubilidad de esta forma de hierro. Jaiswal y Lakshmi (2022)
elaboraron una mezcla de alimentos complementarios (CFM) utilizando trigo, garbanzo
decorticado, harinas de semillas oleaginosas y leche desnatada en polvo. Redujeron el
acido fitico mediante la activacion de las fitasas enddgenas a pH 5,2 y 45°C con
posterior inactivacion mediante tratamiento térmicos y fortificaron con diferentes sales
de hierro (EDTA de hierro y sodio y fumarato ferroso). La bioaccesibilidad del hierro
(medida por el método de dialisis y digestion gastrointestinal simulada) fue del 15,7%
en CFM fortificada con fumarato ferroso y del 17,2% para la muestra fortificada con
NaFeEDTA. Estos ultimos resultados alcanzados con un fortificante de alta
biodisponibilidad, son similares a los obtenidos en los extrudidos fortificados con las

microcdpsulas de hierro.

Estos resultados han sido obtenidos utilizando una metodologia in vitro de
digestion gastrointestinal simulada que tiene en cuenta los factores fisicoquimicos que
se producen en el lumen gastrointestinal. Sin embargo, en estudios in vivo, se ha visto
que oligosacéridos con efecto prebidtico pueden incrementar la bioaccesibilidad del

hierro.
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En este sentido, Lynch et al. (2021) han reportado una actividad prebidtica de
fracciones de AX de hez de malta, que incrementaron el nivel de Lactobacillus al doble,
y triplicaron el nivel de Bifidobacteria, con un aumento en la produccién de &acidos
grasos de cadena corta (AGCC) acetato y propionato, poniendo asi de manifiesto el
potencial prebidtico de estos compuestos. Es decir que en otro modelo de estudio donde
se sume la etapa de fermentacidén coldnica, o en un estudio in vivo, podria verse una

mejora en los resultados obtenidos de BFe%.

En la Tabla VI.4 se muestra la ingesta diaria recomendada (IDR) de hierro
segin la Oficina de Suplementos Dietéticos del Instituto Nacional de Salud de EEUU,

de acuerdo a los distintos grupos etarios.

Ademads, de acuerdo con el capitulo XVII del Cédigo Alimentario Argentino, la
IDR de hierro para un hombre adulto es de 14 mg por dia. El consumo de 1 g de C1 por
dia aportaria 11,77 mg de Fe, con un aporte potencial de Fe de 2,31 mg (teniendo en
cuenta una bioaccesibilidad del 19,60%), lo que corresponde al 12,8 % de la IDR (para
una mujer adulta) y 1 g de C2 aportaria 23,99 mg Fe y un aporte potencial de 4,83 mg
(bioaccesibilidad de 20,13 %) lo que corresponde al 26,8 % de la IDR (para una mujer
adulta).

Tabla VI1.4- Ingesta diaria recomendada (IDR) de hierro

Grupos etarios Fe (mg dia™')
Nifios de 4 a 8 anos de edad 10 mg
Ninos de 9 a 13 afios de edad 8 mg
Adolescentes (varones) de 14 a 18 afos de edad 11 mg
Adolescentes (nifias) de 14 a 18 afios de edad 15 mg
Hombres adultos de 19 a 50 afios de edad 8 mg
Mujeres adultas de 19 a 50 afios de edad 18 mg
Adultos de 51 o mas anos de edad 8 mg

Ademds, en la Tabla VI.3 se muestra el aporte potencial de hierro de una
porcién de 100 g de extrudido fortificado teniendo en cuenta la bioaccesibilidad de
hierro de la matriz alimentaria. Puede observarse que la féormula C1 fue la que mayor

aporte de hierro realizaria al consumir una porcion de 100 g de expandido de maiz, que
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representa el 76% de lo que necesita absorber un hombre adulto para cubrir sus pérdidas

y mantener el equilibrio de hierro (1 mg dia™!) (Instituto de Medicina, 2001).
V1.4.6-Estabilidad de los productos extrudidos fortificados

A fin de estudiar la estabilidad de los productos fortificados, se realizé un
estudio de medida de rancidez oxidativa a través de la determinacién de sustancias
reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS). Las muestras se envasaron en envases
convencionales para snacks, y fueron almacenadas a temperatura ambiente, a lo largo de
un afio. En la Tabla VI.5 se muestran los resultados obtenidos. Ademas, en la Tabla
VI.6A se muestran los resultados del ANOV A multifactor.

Como se puede apreciar en la Tabla VI.6A, ambos factores (tiempo y tipo de
muestra) y su interaccion fueron significativos. Analizando el efecto del tiempo (Tabla
VI.6B) puede verse que a partir de 150 dias comenzaron los procesos oxidativos. Por
otra parte, la muestra control fue la que menor contenido de MDA presento y la muestra

fortificada con C2 fue la de mayor contenido (Tabla VI.6C).

Tabla VL.5- Contenido de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS)
en productos extrudidos fortificados con diferentes fuentes de hierro.
TBARS (nmol MDA g'! muestra)
Dias E0 E1l E2 E3
0 4,79+027*® 4,92+40,39" 5,52+0,14* 5,360,60°
30 3,56+0,48" 521+0,95° 6,68+0,13° 3,87+0,70°
60 3,99+0,44* 5,69+0,54* 531+0,42* 4,55+0,01%
150 5,97+0,83% 6,02+0,60° 5,73+0,29* 5,81+0,49"
240 6,87+0,69¢ 7,84+0,77° 7,0840,32° 7,14+0,67°
360 10,51+0,56% 10,49+0,46° 14,67+0,22° 12,66+0,52¢

X+DE. MDA: Malondialdehido. Tiempo O corresponde al dia del envasado realizado un
dia después de la extrusién; EQ muestra sin fortificar; E1: muestra fortificada con C1;
E2: muestra fortificada con C2; E3: muestra fortificada con FeSO4 sin encapsular.
Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre muestras
(p<0,05).

Respecto a los parametros de color (Tabla V1.7), todas las muestras presentaron
valores positivos tanto de a* como de b*, siendo el valor de b = 7 veces el valor de a*,

indicando que los tonos amarillos fueron los predominantes. La muestra EQ exhibi6

valores mds bajos de a* y b* y un mayor valor de L*, que el resto de las muestras.
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Tabla. VI.6A-Anadlisis de Varianza para contenido de MDA

Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Efectos Principales
A:tiempo 463,329 5 92,6657 291,41 | 0,0000
B:muestra 19,8513 3 6,61709 20,81 | 0,0000
Interacciones
AB 37,4238 15 2,49492 7,85 0,0000
Residuos 14,3096 45 0,317992
Total (corregido) 517,615 68

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. Suma de

Cuadrados Tipo III

Tabla VI.6B- Pruebas de Miiltiple Rangos para MDA por tiempo.
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Tiempo Media LS Grupos
Homogéneos
30 4,83158 a
60 4,88385 a
0 5,15185 a
150 5,8809 b
240 7,2921 c
360 12,0845 d

Tabla VI.6C- Pruebas de Multiple Rangos para MDA por muestra
Método: 95,0 porcentaje LSD

Muestra Media LS Grupos
Homogéneos

EO 5,94865 a

E3 6,56405 b

El 6,69513 b

E2 7,54207 c

En la Tabla VL.8A se muestran los resultados del ANOVA multifactor, donde se

observa que ambos factores y su interaccioén fueron significativos en la luminosidad. Al

analizar L* por tipo de muestra (Tabla VI.8B) se observa que E0 y E3 presentaron
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mayor luminosidad que los extrudidos fortificados con las microcdpsulas.
Evidentemente, el color de las microcdpsulas impactd en la luminosidad del producto
extrudido. Por este motivo y siendo la interaccion significativa, el efecto del tiempo no
mostrd una tendencia clara.

Tabla VI.7-Pardmetros de color (L* a* y b*) de los expandidos fortificados con
distintas fuentes de hierro a lo largo del tiempo

Dias E0 E1l E2 E3
L* 75,8+0,5 72,7+0,8 73,7+0,2 73,6+0,4
0 a* 4,9+0,1 6,6+0,4 6,2+0,1 6,4+0,3
b* 42,1+0,7 46,2+0,7 43,5+0,2 46,3+0,4
L* 75,3+0,4 75,2+0,5 74,2+0,1 75,0+0,3
30 a* 5,4+0,1 5,7+0,4 6,2+0,3 6,1+0,1
b* 42,5+0,8 44,8+0,6 45,8+0,1 45,7£1,0
L* 72,3+0,3 75,3+0,4 73,8+0,2 75,3+0,7
60 a* 5,3+0,1 5,7+0,2 5,940,1 5,6+0,1
b* 43,1£1,0 44,3+0,4 44,0+0,6 44,6+0,1
L* 74,2+0,4 74,5+0,3 73,8+0,7 76,8+0,2
150 a* 4,8+0,1 5,3+0,1 5,5+0,3 4,2+0,1
b* 41,7+0,7 42,5+0,3 41,8+0,6 40,4+0,6
L* 75,240,5 73,5+0,5 75,7+0,4 75,3+0,8
240 a* 4,1+0,3 3,9+0,1 3,5+0,2 4,0+0,3
b* 37,9+£0,6 36,8+0,6 35,6+0,2 38,0+0,3
L* 76,1+0,8 72,8+0,7 73,0+0,8 72,6+0,5
360 a* 2,6+0,3 2,8+0,1 2,940,1 2,6+0,1
b* 33,4+0,5 32,0£0,5 31,4+0,4 34,2+0,7

X+DE. Tiempo 0 corresponde al dia del envasado realizado un dia después de la
extrusion; E0 muestra sin fortificar; E1: muestra fortificada con C1; E2: muestra
fortificada con C2; E3: muestra fortificada con FeSOys sin encapsular.

En la Tabla VLI.9A se muestran los resultados del ANOVA multifactor, donde se
observa que ambos factores y su interaccion fueron significativos en los valores de a*.
El valor de a* fue mayor para los extrudidos fortificados con microcdpsulas, indicando
un color mds rojizo para estas muestras (Tabla VI.9B). A su vez este valor fue

disminuyendo a medida que aument6 el tiempo de almacenamiento.
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Tabla VI.8A-Anadlisis de Varianza para L* - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Efectos Principales
A:muestra 13,353 3 4,45102 15,74 | 0,0000
B:tiempo 23,6634 5 4,73268 16,74 | 0,0000
Interacciones
AB 76,8014 15 5,12009 18,11 | 0,0000
Residuos 15,2679 54 0,282738
Total (corregido) 130,51 77

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Tabla VI.8B- Pruebas de Multiple Rangos para L* por muestra
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Muestra Media LS Grupos
Homogéneos
El 73,8831 a
E2 74,0379
E3 74,7644 b
EO 74,8164 b

Tabla VI.8C- Pruebas de Multiple Rangos para L* por tiempo
Método: 95,0 porcentaje LSD

Anova multifactor  Media LS Grupos
color x .tiempo Homogéneos
360 73,4867 a
0 73,9381 b
60 74,1521 c
150 74,8225 d
240 74,9121 d
30 74,9412 d

En la Tabla VI.10A se muestran los resultados del ANOVA multifactor, donde
se observa que ambos factores y su interaccion fueron significativos en el valor de b*.
El valor de b* fue mayor para los extrudidos fortificados con C1 (E1) y FeSO4 (E3)

indicando un color mas amarillo para estas muestras (Tabla VI.10 B). A su vez este
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valor fue disminuyendo a medida que aumenté el tiempo de almacenamiento

especialmente a partir de los 150 dias de almacenamiento.

Tabla VI.9A- Andlisis de Varianza para a* - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Efectos Principales
A:muestra 3,41707 3 1,13902 24,75 | 0,0000
B:tiempo 104,731 5 20,9462 455,12 | 0,0000
Interacciones
AB 8,77319 15 0,584879 12,71 | 0,0000
Residuos 2,48526 54 0,0460233
Total (corregido) 121,66 77

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Tabla VI.9B- Pruebas de Miiltiple Rangos para a* por muestra
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Muestra Media LS Grupos
Homogéneos
EO 4,49597 a
E3 4,81222 b
El 4,99306 c
E2 5,04361 c

Tabla VI.9C- Pruebas de Multiple Rangos para a* por tiempo
Método: 95,0 porcentaje LSD

Anova multifactor ~ Media LS Grupos
colorx tiempo Homogéneos
360 2,70792 a
240 3,86833 b
150 4,92333 c
60 5,61458 d
30 5,855
0 6,04813 f
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Tabla VI.10.A- Anélisis de Varianza para b* - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Efectos Principales
A:muestra 23,5891 3 7,86304 13,80 | 0,0000
B:tiempo 1392,16 5 278,432 488,83 | 0,0000
Interacciones
AB 67,7024 15 4,51349 7,92 0,0000
Residuos 26,7706 47 0,569587
Total (Corregido) 1519,67 70

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Tabla VI.10B- Pruebas de Multiple Rangos para b* por muestra
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Muestra Media LS Grupos
Homogéneos
E0 40,069 a
E2 40,3222 a
El 41,1000 b
E3 41,5144 b

Tabla VI.10C- Pruebas de Miiltiple Rangos para b* por tiempo
Método: 95,0 porcentaje LSD

Anova multifactor ~ Media LS Grupos
color x tiempo Homogéneos
360 32,7146 a
240 36,9696 b
150 41,6017 c
60 44,0079 d
0 44,5098 de
30 44,705 e

En cuanto a la diferencia del color (AE*) de las muestras, los resultados se

presentan en la Tabla VI.11.
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Tabla VI.11- Valores de diferencia de color global (AE*) de los expandidos
fortificados con distintas fuentes de hierro a lo largo del tiempo

AE*

Dias E0 E1l E2 E3

0 5,37+£0,79  2,90+0,41 4,92+0,50
30 1,17+0,25 3,30+0,68 2,14+0,10 1,86+0,20
60 3,97+0,24 3,25+0,24 1,34+0,68 2,57+0,56
150 1,47+0,18 4,40+0,07 1,69+0,02 7,03+0,52
240 4,37+0,61 9,24+0,55 8,76+0,24 8,86+0,31
360 9,32+0,59 14,16+0,43 12,55+0,93 12,71+0,67

X+DE. AE inicial: Respecto a EO (muestra sin fortificar); AE 30, 60, 150, 240 y 360
dias: calculado con respecto a la misma muestra a tiempo inicial. Tiempo O corresponde
al dia del envasado realizado un dia después de la extrusion; EQ muestra sin fortificar;
E1: muestra fortificada con C1; E2: muestra fortificada con C2; E3: muestra fortificada
con FeSOy sin encapsular.

En la Tabla VI.12A se muestran los resultados del ANOVA multifactor, donde
se observa que ambos factores fueron significativos en la diferencia del color (AE¥).
Ademds, se observa que AE* fue menor para la muestra sin fortificar (EQ) y mayor para
los extrudidos fortificados con C1 (E1) y FeSO4 (E3) (Tabla VI.12.B). Por otro lado,
la diferencia de color global fue similar hasta los 150 dias de almacenamiento, luego se
incremento para 240 y 360 dias, en consonancia con las variaciones de a* y b* a través

del tiempo.

Tabla VI.12.A- Analisis de Varianza para (AE*) - Suma de Cuadrados Tipo III
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio

Efectos Principales

A:muestra 75,3997 3 25,1332 15,96 0,0000
B:tiempo 871,238 5 174,248 110,66 | 0,0000
Residuos 83,4555 53 1,57463

Total (Corregido) 1003,06 61

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

165



Tabla VI.12.B- Pruebas de Multiple Rangos para (AE*) por muestra
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Muestra Media LS Grupos
Homogéneos
EO 3,70921 a
E2 4,95937 b
E3 6,34287 c
El 6,65126 c

Tabla VI.12.C- Pruebas de Muiltiple Rangos para (AE*) por tiempo
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Tiempo Media LS Grupos
Homogéneos
30 1,89941 a
60 2,78279 ab
0 3,7898 b
150 3,91781 b
240 7,90461
360 12,1997 d

VL.5-Conclusiones parciales

Fue factible la obtencion de un fortificante de Fe de buena bioaccesibilidad
utilizando AX-c de la hez de malta como agente encapsulante. El material de pared
logro encapsular hierro y dcido ascérbico, y protegié parcialmente este complejo de la
oxidacion producto del secado por aspersion, manteniendo al hierro bioaccesible en
condiciones ambientales del tracto gastrointestinal.

Al aplicarlo a un alimento de consumo masivo (matriz de cereal precocido),
resulté en un producto fortificado de buena bioaccesibilidad de hierro. No se logré
obtener una buena proteccion del dcido ascorbico frente al proceso térmico de extrusion.
Seria oportuno evaluar la estabilidad de este compuesto en otro proceso térmico menos
dréstico que la extrusion.

Por otra parte, los resultados de la evaluacién de estabilidad oxidativa en el
tiempo indicaron que los extrudidos fortificados con la formulacién C1 fueron
ligeramente mas estables que aquellos fortificados con FeSO4. Otros estudios deberian
realizarse para estudiar la cinética de deterioro bajo condiciones aceleradas y la

prediccion de vida til de los extrudidos fortificados con las diferentes fuentes de hierro.
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VII-HIDROLISIS DE ARABINOXILANOS Y EVALUACION DE LAS
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y BIOACTIVAS DE LOS
HIDROLIZADOS
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VII-Hidrdlisis de arabinoxilanos y evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y

bioactivas de los hidrolizados
VIL.1-Introduccion

La manera en que se extraen los AX de la pared celular influye en la estructura
final del compuesto obtenido, lo que impacta en las propiedades biotecnoldgicas
resultantes (Morales-Ortega et al. 2013). En este sentido, el tratamiento alcalino es una
forma eficiente de extraer los AX de los materiales de la pared celular. Sin embargo,
cambia sus propiedades al hidrolizar algunos grupos funcionales como el dcido ferilico,
y tiende a dar fracciones de AX de alto peso molecular (100-200 kDa) (Chen et al.
2019a). Por otro lado, los tratamientos enzimaticos aumentan la solubilidad atacando el
esqueleto de este heteropolisacdrido de una manera diferente, produciendo fracciones de
menor peso molecular a las producidas por hidrélisis alcalina (Zhou et al. 2010). El
tratamiento enzimdtico produce fracciones de AX de bajo peso molecular con un menor
rendimiento de extraccion. No es tan eficiente como la hidrélisis alcalina y da lugar a
diferentes funcionalidades (Fadel et al. 2018).

La estructura tiene un gran impacto no s6lo en las propiedades fisicoquimicas
como la solubilidad y viscosidad, sino también en las propiedades bioactivas (Chen et
al. 2019a). En primer lugar, estos carbohidratos no son digeridos por las enzimas del
intestino delgado, pero son fermentados por bacterias de la microbiota, con produccién
de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC), por lo que se consideran con actividad
prebidtica (Lynch et al. 2021). Sin embargo, la tasa de fermentacion de la microbiota
intestinal y la cantidad de AGCC producidos dependen de la estructura de los AX. En
general, un menor grado de polimerizacién se vincula con una mayor fermentabilidad.
Asi, Vardakou et al. (2008) observaron un incremento en el indice prebidtico de AX
tratados con xilanasas.

Otros beneficios del consumo de AX estdn asociados con las propiedades
antioxidantes de los &cidos hidroxicindmicos unidos a estos polimeros (Fadel et al.
2018). Se ha demostrado que los arabinoxilanos ferulados y los arabinoxilo-
oligosacaridos tienen propiedades antiinflamatorias, contribuyen a inhibir la
peroxidacion de los lipidos, la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad, bloquean
radicales libres, disminuyen la absorcion de grasa y colesterol, y tienen un efecto en el
metabolismo de la glucosa a través de diferentes mecanismos (Katapodis et al. 2003,

Chen et al. 2019a).

168



Chen et al. (2019a) aplicaron diferentes métodos para aislar los (AX) del trigo y
estudiaron los efectos de los métodos de extraccion sobre las propiedades bioactivas de
estas moléculas. Estos autores observaron que los AX extraidos con enzimas o agua
presentaban pesos moleculares menores que aquellos extraidos con élcalis, y exhibieron
un mayor indice de retardo de didlisis de glucosa (in vitro) y bloqueo de radicales
hidroxilo. En cambio, los AX extraidos con dlcalis presentaron mayor capacidad de
inhibicién de alfa-amilasa, eliminaciéon de radicales DPPH y actividad quelante de
metales.

El principio de la modificacién por ultrasonido es utilizar ultrasonidos de alta
intensidad para cortar ciertos enlaces quimicos en las macromoléculas de xilano (Zhang
et al. 2021). Este proceso se usa ampliamente en la industria alimentaria y proporciona
efectos mecanicos, térmicos y de cavitacion que causan la degradacion de los polimeros
(Zhang et al. 2014). La degradacion por cavitacion puede ser resultado del colapso de
las burbujas de cavitacion y de la reaccién quimica entre el polimero y las moléculas de
alta energia que promueven su degradacion (Li et al. 2016).

El tratamiento con ultrasonido puede producir modificaciones en los
polisacéridos y reducir el peso molecular (Liu et al. 2020b), la viscosidad (Mendez-
Encinas et al. 2020), aumentar la solubilidad en agua y la actividad antioxidante de los
xilanos (Li et al. 2016; Mendez-Encinas et al. 2020). Este tratamiento también puede
mejorar las bioactividades de los polisacaridos (Zhou et al. 2018). La aplicacion de la
tecnologia de tratamiento ultrasonico en la modificacion de xilanos tiene las ventajas de
poseer un control sencillo, un costo operativo bajo, baja contaminacién ambiental y una
automatizacion fécil de realizar. El procesamiento ultrasénico es un tipo de tecnologia
de modificacion fisica con un gran potencial y perspectivas de desarrollo (Zhang et al.

2021).

¢ Relacion entre la estructura/composicion quimica y las propiedades bio-
funcionales

Los grupos hidroxilo y los de dcido urénico de las moléculas de xilanos pueden

actuar como donadores de hidrogeno para estabilizar los radicales libres (Chen et al.

2021). Los xilanos con bajo peso molecular tienen una importante actividad eliminadora

de radicales debido a su mayor movilidad en solucién (Chen et al. 2021). Los xilanos

con alto peso molecular son susceptibles a fuerzas intermoleculares e intramoleculares

(enlaces de hidrégeno, hidrofébicos, Van der Waals), que debilitan la actividad de los
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grupos hidroxilo y reducen la actividad bloqueante de radicales libres (Mendez-Encinas
et al. 2020). La estructura de resonancia de los radicales fenoxi en el acido ferulico
estabiliza los intermediarios de los radicales libres y pone fin a las reacciones en cadena
(Pefiarrieta et al. 2014). Zhang et al. (2021c) informaron que la actividad antioxidante
de los xilanos mejordé después de que la modificacidn ultrasénica expusiera los grupos

de 4cido ferulico.
VIIL.2-Objetivos
VIIL.2.1-Objetivo General

El objetivo fue estudiar la hidrélisis de los AX extraidos de la HM y el impacto

de esta modificacion en las propiedades fisicoquimicas y bioactivas de los hidrolizados.
VIL.2.2-Objetivos especificos

1- Estudiar dos estrategias de modificacion de los AX: a través de la hidrdlisis
enzimatica y por ultrasonido en medio 4cido.

2- Caracterizar desde el punto de vista fisicoquimico a los hidrolizados

3- Determinar las propiedades bioactivas (propiedades antioxidantes, hipoglucemiantes

e hipolipemiantes) y su efecto prebiodtico.
VIIL.3-Materiales y métodos
VIL.3.1-Materias primas

La hez de malta (HM) fue suministrada por Cerveceria Santa Fe® (Santa Fe,
Argentina). La obtencion del residuo libre de proteinas (REP) y de los arabinoxilanos
fue descripta anteriormente. El concentrado de arabinoxilanos (AX-c) presenté un
contenido de carbohidratos totales de 70,6+1,9 g 100 g! b.s. (determinado por Dubois et
al. 1956) y una relacion A/X de 0,62+0.06 (determinado por Bartolomé et al. 2002),
contenido de protefnas: 3,0+0,3 g 100 g b.s., cenizas: 16,2 + 0,4 g 100 g' b.s. y
humedad: 19,4 g 100 g”! (medidos segtin métodos AOAC 1995).

VII1.3.2-Obtencion de los hidrolizados

Se prepararon dispersiones del AX-c a 5 g de sélidos 100 mL™! y se plantearon
dos tipos de hidrdlisis. Por un lado, una hidrélisis 4cida asistida por ultrasonido
(Ultrasonic cleaner, Arcano®, China) a 70°C, pH 2,0, durante 2 h, con potencia y
frecuencia de ultrasonido fijas de 70W y 40KHz, respectivamente. Por el otro, una

hidrolisis enzimatica utilizando una endo-xilanasa comercial a 60°C, pH 5,0 y relacién
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E/S 5%. La marca y caracteristicas de la enzima no se informan por razones de
confidencialidad.

El grado de hidrdlisis de los arabinoxilanos se sigui6 mediante la medida de
azucares reductores generados durante el proceso utilizando el método de Nelson-

Somogyi (1952). El grado de hidrdlisis (GH) se expresé como:

GH = mEq glucosa generados por hidrélisis
- mEq glucosa
gAX

x100 (VIL1)
mEq totales (g AX x

VII.3.3-Caracterizacion de los hidrolizados

Para evaluar el impacto de la hidrdlisis de los arabinoxilanos en las propiedades
fisicoquimicas y biofuncionales, se tomaron muestras a diferentes tiempos (0, 1 y 2

horas) que fueron evaluadas como se describe a continuacion.
VIL.3.3.1-Propiedades fisicoquimicas

VIIL.3.3.1.1-Potencial Z

Con el objetivo de evaluar modificaciones en la carga superficial de las
moléculas y en el tamafo, se midi6 el potencial Z utilizando un instrumento de
microelectroforesis y dispersion de luz dindmica (Zetasizer Nano ZS90, Malvern
Instruments Ltd., Reino Unido). Las mediciones se realizaron a 0,1 g 100 mL"! de

solidos.
VI1.3.3.1.2-Contenido de acidos fendlicos

Los acidos derivados del hidroxicindmico libres de la muestra de arabinoxilanos
fueron cuantificados por HPLC de acuerdo a Garzén et al. (2018). Para tal fin, las
muestras se filtraron a través de un filtro de jeringa con un tamafo de poro de 0,22 um y
se inyectaron para su analisis en HPLC (bomba Shimadzu Series LC-20AT, detector de
arreglo de diodos Shimadzu SPD-M20A). Los compuestos fueron separados en una
columna C-18 (Gemini 110A, 250 mm x 4,6 mm, particula de 5 um, Phenomenex) con
un flujo isocrético de la fase mévil (16 mL 100 mL™! de acetonitrilo en 1 mL 100 mL!
de 4cido acético) a una velocidad de 0,7 mL min™! durante 35 min a 25 °C. Los 4cidos
fendlicos eluidos fueron detectados a 320 nm y el resultado se expresé como ug b.s.™!
usando curvas de concentracién-respuesta de 0-50 ug mL!. La identificacién de los
picos se realiz6 por comparacion de los tiempos de retencion y las curvas espectrales

caracteristicas con estandares externos (Sigma Aldrich). Los datos fueron procesados
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usando el software Shimadzu LC solution.
VIIL.3.3.1.3-Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El espectro de FTIR del AX-c y de los hidrolizados enziméticos a 60 y 120 min,
fueron obtenidos utilizando un espectrémetro FTIR (SHIMADZU, modelo IR Prestige-
21). Para la preparacion de las muestras, estas fueron secadas por 24 h a 80 °C, luego se
diluyeron en KBr (~ 1% de muestra en KBr) y se prepararon pastillas que se colocaron
en el porta muestra adecuado. Los datos fueron adquiridos por transmitancia (%T) a una
resolucién de 4 cm™!. Se registraron 2 espectros por muestra en el rango de 400 — 4000
cm’! utilizando el sistema de software del equipo (IR solution, versién 1.3), adquiriendo

un background para cada muestra. Las muestras se analizaron por duplicado.
VIL.3.3.1.4-Generacion de aminos libres

Con el objetivo de evaluar el impacto de la hidrdlisis en el residuo proteico co-
extraido junto con AX-c, se midieron los grupos amino libres utilizando o-

ftaldialdehido, segtin Nielsen et al. (2001).
VIL.3.3.1.5-Estudios reolégicos

Se evalué la viscosidad de soluciones de 5 g 100 mL! de s6lidos de AX-c y de
los hidrolizados obtenidos a 60 y 120 min. Las determinaciones se realizaron utilizando
un reémetro rotacional Anton Paar MCR-102 con geometria de platos paralelos con
“gap” de 0,5 mm. Las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C a diferentes velocidades de
corte desde 1 57! hasta 100 s\

Ademas, se realizaron ensayos oscilatorios de pequeia amplitud en geometria de
platos paralelos, utilizando el mismo equipo mencionado anteriormente. Se realizaron
barridos de amplitud para t entre 0,001 y 2,85 Pa a frecuencia constante de 1 Hz, para
determinar el rango de viscoelasticidad lineal (RVL). Una vez determinado el RVL, se
realiz6 un barrido de frecuencias entre 0,1 y 100 Hz a t=0,0365Pa (dentro de RVL) para
obtener los espectros mecdnicos. Se analizaron los valores del médulo eldstico o de
almacenamiento (G’), mddulo viscoso o de pérdida (G’’) y la tangente del angulo de
desfasaje (tan d). El primero representa la componente eldstica del material cuando le es
aplicado el esfuerzo de corte. El segundo representa, a la componente viscosa de esa
respuesta. Ambos mddulos son dependientes de la frecuencia (®) de los esfuerzos de
corte aplicados.

Ambos moddulos fueron modelados a la ecuacién de la ley de la potencia
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logaritmicamente linealizada (Ecuacion VII.1 y VIL.2).
logG '(w)=loga+n logw (VIL.2)
logG "(w)=logh +m logw (VIL3)
Donde: o es la frecuencia en Hz.

El andlisis de los espectros mecdnicos a través de estas ecuaciones permite
realizar comparaciones en el comportamiento viscoeldstico de las muestras. Las
pendientes (n o m, seglin corresponda) pueden interpretarse como una medida de la
dependencia de cada mddulo (G’ o G’’) con la frecuencia (w). Pendientes cercanas a 0
indicarfan independencia del mddulo respecto a ®, mientras que pendientes de mayor
valor sugieren que tal dependencia es significativa. El andlisis de las ordenadas al origen
(log a o log b) permite comparar el comportamiento viscoeldstico de las muestras, ya
que valores mayores de estas ordenadas evidencian mayor comportamiento elastico o
viscoso, segtin corresponda (Izydorczyk y Biliaderis 1995).

A su vez se calculd la viscosidad compleja n* segin Rao (1992) de acuerdo a la

ecuacion VIL4

=< (VIL4)

VIIL.3.3.2-Propiedades biofuncionales
VIIL.3.3.2.1-Inhibicién del radical ABTS*

La inhibicion del radical cationico ABTS* se midié segtin Cian et al. (2012).
Para estimar la capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC), se realizé una
curva de concentracion-respuesta para la inhibicion de ABTS* en funcion de la
concentracién del estdndar Trolox (0—2,5 mmol L™ en 0,01 mmol L' de solucién salina
tamponada con fosfato, pH 7,4). Luego de la mezcla inicial se midi6 la absorbancia a
734 nm después de 6 min, utilizando un espectrofotometro (Spectronic Genesys 35;

Milton Roy Company, Warrenton, VA, EE. UU.).
VII.3.3.2.2-Capacidad quelante ligada al Cu*?

La capacidad quelante ligada al cobre se determiné mediante el ensayo de auto
oxidacion del B-caroteno segiin Megias et al. (2008). Para ello, se mezclaron 200 pL. de
B-caroteno (10 g L), 10 pL de CuSOs (50 pmol L") y 10 puL de muestra. La

degradacion del B-caroteno fue monitoreada por la disminucién de la absorbancia a 470
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nm. La absorbancia se midi6 a los 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min. Ademas, se
ensayaron un control positivo (200 pul. de B-caroteno + 10 pL. de CuSO4 + 10 pL de
tampdn fosfato) y un control negativo (200 ul. de B-caroteno + 20 pl. de tampdn

fosfato).
VIL.3.3.2.3-Poder reductor (ferric ion reducing antioxidant power, FRAP)

El poder reductor del ion férrico (FRAP) fue determinado de acuerdo con Benzie
y Strain (1996). El método FRAP se fundamenta en la reducciéon del hierro férrico
(Fe*?) presente en el reactivo de FRAP hasta la forma ferrosa (Fe*?) por la presencia de
antioxidantes. Se genera una coloracién azul intensa (complejo ferroso-TPTZ),
proporcional a la capacidad reductora de la muestra, que puede cuantificarse por
colorimetria. Para la preparacion del reactivo FRAP se utilizé buffer acetato de sodio
(pH 3.6), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) y FeCls. Para la reaccién se utilizaron 10
puL de muestra o estandar y 190 uL de reactivo FRAP. Luego de 5 min de reaccion se
determino la absorbancia a una longitud de onda de 620 nm en un lector de placas Asys
Hitech modelo UVM340.

La absorbancia final de las muestras se compar6 con la curva estandar de Trolox
(100-1000 pmol L) disuelto con etanol al 75%. Los resultados se expresaron como

mmol Trolox 100g! muestra.
VIL.3.3.2.4-Inhibicién de las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa

El ensayo de inhibiciéon de la enzima a-glucosidasa se realiz6 de acuerdo con
Kim et al. (2010), mientras que para el caso de la enzima o-amilasa se utilizo la técnica

propuesta por Donkor et al. (2012)

VIL.3.3.2.5-Determinacion de la inhibiciéon de las enzimas lipasa pancreitica y

colesterol esterasa

El ensayo de inhibicién de la enzima lipasa pancredtica se realizé de acuerdo con
Lee et al. (1993), mientras que para el caso de la enzima colesterol esterasa se utilizé la

técnica propuesta por Prados et al. (2018).
VIIL.3.3.2.6-Potencial prebidtico

El potencial prebidtico fue determinado en los laboratorios del Instituto de Lactologia

Industrial (INLAIN-CONICET-UNL) con el asesoramiento del Dr. Gabriel Vinderola.

VIL.3.3.2.6.1-Cepas y condiciones de cultivo
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Para evaluar la capacidad prebidtica potencial del AX-¢ y de su hidrolizado a
120 min (AXH) se utilizé Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, aislado de leche
materna (Zacarias et al. 2011) con potenciales propiedades probidticas (Burns et al.
2017). Las cepas, almacenadas a -80 °C, se reactivaron en caldo Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) (compuesto de peptonas 20 g L', extracto de levadura 5 g L', glucosa 20 g L'},
Tween 80 1,08 g LI, fosfato dipotdsico 2 g L, acetato de sodio 5 g L', citrato de
amonio 2 g L1, sulfato de magnesio 0,2 g L' y sulfato de manganeso 0,05 g L!) con
cisteina (0,1% p/v) (Biokar, Beauvais, Francia) a 37 °C, en condiciones anaerdbicas
(GasPak, BD diagnostics, Sparks, NV, EE. UU.). Se utiliz6 un cultivo nocturno para
cada experimento. Las cepas similares a patégenos Escherichia coli V517,
Staphylococcus aureus 76 'y Salmonella spp. OMS-Ca, se cultivaron durante la noche a
partir de un inéculo de 1 mL 100 mL' en Base de caldo Luria Bertani (Biokar,

Beauvais, Francia) a 37 °C.
VIL.3.3.2.6.2-Crecimiento del probidtico

Los probidticos se recolectaron por centrifugaciéon (3000xg, 15 min a 4°C), se
lavaron dos veces con solucién salina tamponada con fosfato PBS (pH 7,1 £ 0,2) y se
resuspendieron en el mismo tampon. Se preparé medio MRS y se sustituy6 la glucosa
por AX-c y AXH (20 g L'"). El medio que contiene glucosa (20 g L) se utilizé6 como
control. El crecimiento microbiano se monitore6 por triplicado en condiciones
anaerobicas a 37°C durante 24 h. El recuento de INL1 en el tiempo 0 y después de 24 h
de incubacion se realizé en placas de agar c-MRS (agar MRS con 0,1% de cisteina). Las
placas inoculadas con distintas diluciones se incubaron anaerébicamente a 37°C durante

48 h. Los resultados se expresaron como log UFC mL!.
VIIL.3.3.2.6.3-Crecimiento de patégenos

El crecimiento de cepas similares a patégenos se analiz6 en Base de caldo Luria
Bertani (LB) reconstituido en condiciones aerdbicas a 37 °C durante 24 h. El medio de
cultivo contenia cloruro de sodio (0,5 g L), triptona (10 g L") y extracto de levadura (5
g LY. El medio de cultivo LB se preparé adicionando la muestra (AX-¢c o AXH) o

glucosa (control) a una concentracién de 20 g L.
VIL.3.3.2.6.4-Estimacion del potencial prebidtico

El potencial prebidtico se evalud determinando el crecimiento microbiano

(Recuento en placa UFC mL™') inmediatamente después de la inoculacién (tiempo 0 h),
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y después de 24 h de incubacion a 37 °C (tiempo 24 h), y se calculd la razén de

crecimiento relativo (RGR) para cada bacteria evaluada, utilizando la Ecuacién VIL.10.

(P24-P0)

RGR = (G24-G0)

(VILS)

Donde P24 es el recuento (UFC mL™) del medio de muestra a las 24 h de
incubacion, PO es el recuento del medio de muestra en el tiempo 0, G24 es el recuento
del control de glucosa a las 24 h de incubacién y GO es el recuento del control de
glucosa en el tiempo 0. Un valor de RGR mayor que la unidad indica que la muestra
analizada ejerce un efecto estimulante del crecimiento sobre Bifidobacterium animalis

subsp. lactis INL1, en comparacion con la glucosa como fuente de carbono simple

(Noori et al. 2017).
VII.3.3.2.6.5-Grado de hidrolisis durante la esterilizacion

Se evalué el grado de hidrdlisis del AX-c y del AXH (120 min) al ser
incorporados al medio de cultivo y esterilizado en autoclave 121°C 15 min, utilizando la

técnica de azucares reductores de Nelson-Somogyi (1952) como se menciona en el

punto VIL.3.2
VII.3.4-Bioaccesibilidad in-vitro intestinal y colénica de acidos fendlicos

Se realiz6 la digestion gastrointestinal y colénica del AX-c y del AXH (120 min)
de acuerdo a lo descripto en el capitulo V.3.5.1. Se analiz6 la bioaccesibilidad de dcidos
fendlicos de acuerdo a lo descripto en el punto V.3.5.2, y la fermentacion de los mismos

de acuerdo al punto V.3.5.3.

VII1.3.5-Analisis estadisticos

Cada determinaciéon se realizé al menos por duplicado. Los resultados se
expresaron como media + desvio estdndar (DE). Los datos fueron analizados por
ANOVA de un factor, y las diferencias entre muestras se determinaron por el test de
LSD (p<0,05). Se utiliz6 para tales efectos el software Statgraphic Centurion XV
15.2.06.

VII1.4-Resultados
VI1.4.1-Grado de hidrolisis

En la Figura VII.1 se muestra el grado de hidrdlisis obtenido con los diferentes

sistemas (ultrasonido-medio 4cido o enzimético) a lo largo del tiempo de reaccién. Para
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el caso de la hidrdlisis enzimdtica se observé un aumento gradual del GH conforme
avanz6 el tiempo de reaccidn, obteniéndose un valor de 14,42% a los 120 min de
hidrdlisis. En contraste a este resultado, el proceso de hidrélisis con ultrasonido arrojé
valores de GH muy inferiores a los obtenidos con xilanasa (C), observiandose una
meseta a los 30 min de reaccién. Por lo tanto, el proceso de hidrélisis enziméatico resulté

mads efectivo para degradar las moléculas de AX.

En concordancia con el mayor GH obtenido con la hidrélisis enzimaética, los
azucares reductores liberados al cabo de los 120 min de reaccién para xilanasa fueron
significativamente superiores a los hallados con ultrasonido-medio 4cido (4,10£0,05 vs.
0,60£0,01 mg azicares reductores mL™).

15,0 4

+  US+M acido
Enzimatica

12,5

10,0

7.5 4 -

504

Grado de Hidrolisis (%)

2,5 4

0,0

, v T J T v T J T
0 30 60 90 120

tiempo (min)

Figura VIL1- Grado de hidrdlisis (GH) en funcién del tiempo obtenido con los
diferentes sistemas hidroliticos (ultrasonido + medio acido: US+M acido o enzimatica).

Aguedo et al. (2015) estudiaron la extraccion de AX de salvado de trigo por
métodos enzimdticos y métodos fisicoquimicos y midieron los carbohidratos
solubilizados. Para la reaccién enzimatica utilizaron una endo-xilanasa y luego de 4 h de
hidrdlisis obtuvieron un 25% de material solubilizado, alcanzando luego la reaccién una
meseta. El material solubilizado correspondi6 a cadenas con una relacion A/X de 0,2 en
promedio, es decir escasamente sustituidos, y sin contenido de monosacaridos. El grado
de polimerizacién obtenido fue entre 2 y 20, aunque con predominio de 4 y 5. Estos
autores también evaluaron un tratamiento fisico con calor y microondas, donde la

maxima solubilizacién del material se obtuvo a 147°C, 13 min y pH 2, alcanzandose un
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50% de solubilizacién respecto del material inicial, conteniendo el sobrenadante
resultante un 60% de azicares, con relacion A/X de 0,49 y el 48% de los AX presentd
un grado de polimerizacién menor a 20. Es decir, el tratamiento fisicoquimico utilizado
por estos autores fue mds severo que el enzimdtico, por lo que se obtuvo gran cantidad
de material solubilizado, pero con generacién de monosacdridos y azicares de bajo
grado de polimerizacion.

Antov y Dordevic (2017) estudiaron la hidrélisis de paja de trigo pretratada con
ultrasonido utilizando endo-xilanasas (dosis de 0,15 U g'! de material seco pretratado).
Lograron un rendimiento de azicares reductores de 21,76 + 1,42 mg por g de material
pretratado luego de 20 h de hidrodlisis. En nuestro trabajo se lograron obtener 82,0+1,0
mg azucares reductores por g de AX-c¢, luego de 2 h de hidrélisis enzimadtica.

Ademas, Dordevic et al. (2021) estudiaron la hidrdlisis de arabinoxilanos
extraidos de paja de trigo utilizando xilanasa, arabinofuranosidasa y feruloil esterasa, de
forma individual y combinada. Los resultados indicaron que las enzimas aplicadas
podian hidrolizar el arabinoxilano polimérico, mientras que sus acciones sinérgicas
modificaron con éxito su estructura, lo que se reflej6 en una menor viscosidad e
incremento de las propiedades biofuncionales (inhibicién de los radicales ABTS" y
DPPH) del arabinoxilano a mdas del doble. Ademads, el empleo de xilanasa y feruloil
esterasa de forma conjunta a una dispersién de 2 g AX 100 mL™!' aument6 la cantidad de
azucares reductores al cabo de las 24 h de reaccion (aproximadamente 3,5 mg azucares
reductores mL'). Sin embargo, el empleo de xilanasa sola liberé 3,0 mg aziicares
reductores mL™! para ese mismo intervalo de tiempo. Al respecto, se sabe que la enzima
xilanasa hidroliza regiones relativamente no sustituidas de la cadena de xilano, mientras
que la adicion de feruloil esterasa probablemente permite un mejor acceso después de la
des-ramificacion parcial del arabinoxilano (Mathew et al. 2017), lo que incrementa la
liberacién de azucares reductores. Estos valores son inferiores a los obtenidos en la
presente tesis (4,10 mg azicares reductores mL™!, en 2 h de hidrdlisis), aunque dichos
autores partieron de una dispersién maés diluida.

Antov y Dordevic (2017) hidrolizaron con ultrasonido a 25 kHz y 540W una
suspensién de 3 g 100 mL™! de salvado de trigo durante 10 min. Este tratamiento gener6
una mayor proporcién de glucosa en comparacién a un pre-tratamiento ensayado a 10 g
100 mL!. Esto podria explicarse por las diferencias en la estabilidad de los enlaces
glicosidicos en los glucanos y xilanos, y porque la potencia aplicada por gramo de paja

de trigo fue 3,3 veces mayor para una suspensién de 3 g 100 mL' que para una
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suspensiéon de 10 g 100 mL"' (Vodenicarové et al. 2006). Teniendo en cuenta este
criterio, es posible que en el ensayo de hidrélisis con ultrasonido en medio acido, una
menor concentracion de la suspension de AX-¢ hubiera generado una mayor cantidad de
azucares reductores solubilizados.

En resumen, el proceso de modificacion utilizando xilanasa comercial generé un
mayor GH que el tratamiento con ultrasonido en medio dcido. A su vez, teniendo en
cuenta los resultados de bibliografia, se lograron valores de hidrélisis satisfactorios en

un tiempo aceptable.
VIIL.4.2-Potencial Z y tamaiio de particulas de los hidrolizados

Los cambios en el potencial Z y el tamano de los productos de hidrélisis
obtenidos a partir de AX-c con los diferentes sistemas a lo largo del tiempo de reaccién

se muestran en la Figura VIL.2.
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Figura VII.2- Potencial Z (A) y tamafio de particula (B) de los productos de hidrolisis
obtenidos a distintos tiempos de reaccién con xilanasa. Potencial Z (C) y tamafio de
particula (D) de los productos de hidrélisis obtenidos a distintos tiempos de reaccion
con ultrasonido y medio 4cido.

179



Para la muestra sin hidrolizar (tiempo 0) el potencial Z presentd valores en torno
a -10 mV entre pH 8,0 y 6,0. Luego a medida que descendi6 el pH, disminuyé el valor
absoluto de este parametro, tendiendo a la neutralidad a pH 2,0. Este comportamiento
también fue observado por Lépez-Maldonado et al. (2021) quienes estudiaron el
potencial Z de arabinoxilanos de agua residual proveniente del proceso de
nixtamalizacién del maiz. Estos autores observaron que la carga de la molécula puede
dividirse en 2 rangos: entre pH 2,0 y 5,5, la carga negativa puede explicarse por el
grupo —COOH (pKa= 3,5), cuyo valor se incrementa al aumentar la concentracién del
ion OH". Este grupo pertenece al dcido glucurénico anclado a la cadena de AX. Por otro
lado, a pH > 5,5, el dominio del potencial Z es atribuido a la ionizacién de grupos —OH
de los anillos de &cido feridlico. También las proteinas co-extraidas con AX-c¢ podrian
contribuir a la carga neta. En este sentido, se inform6 que los AX suelen contener
proteinas que estan fuertemente asociadas o ligadas a la estructura de los carbohidratos.
Estas interacciones AX-proteina se producen a través de enlaces covalentes entre el
polisacdrido y los aminoécidos o, entre el dcido fertlico y los residuos de aminoécidos
(Mendez-Encinas et al. 2018).

Con la hidrolisis enzimdtica (Figura VIL.2A), el potencial Z se comportd de
igual manera que el AX-c entre pH 8,0 y 6,0; alcanzando valores en torno a -10mV. Sin
embargo, a pHs inferiores a 6,0; se observé un incremento en valor absoluto de dicho
potencial. Este aumento en la carga negativa de la molécula respecto a AX-c para dicho
rango de pH puede explicarse por la escisién enzimdtica de los enlaces 3 (1-4) xilano-
xilano de las moléculas de xilosa, lo cual promueve la liberacién de los grupos —OH,
permitiendo la exposicidn de los grupos cargados (Jaguey-Herndndez et al. 2022). A su
vez, se observld una reduccion en el tamafio conforme avanzé el tiempo de reaccidon
(Figura VIL2B). Al respecto, la muestra de partida (tiempo 0) presentd valores de
tamafio de 1200 a 1300 nm, mientras que los productos obtenidos a 120 min de reaccién
presentaron valores de tamaio entre 800 y 700 nm. Esto estd estrechamente relacionado
con la progresion del GH conforme avanzd la reaccion enzimdtica. Ademds, se pudo
observar que los tamafios fueron en general menores en el rango de pH de 2,0 a 6,0 que
los obtenidos a 8,0; lo que podria sugerir la formacion de agregados solubles a pH
alcalino o una mayor elongacién e hidratacion de la molécula a esos valores de pH.

El potencial Z de los productos obtenidos con ultrasonido en medio dcido a
partir de AX-c fue menor en valor absoluto, al hallado para AX-c en todo el rango de

pH estudiado (Figura VIL.2C). En general, y a excepcion de los 60 min de tratamiento,

180



el tamaino de los productos obtenidos fue menor al hallado para AX-c en el rango de pH
entre pH 5,0 y 8,0 (Figura VIL.2D).

Evidentemente la disminucién de la carga superficial estuvo relacionada con
asociaciones entre las moléculas (disminucién de la superficie expuesta) generando
estructuras mds grandes o pequefias dependientes del pH del sistema. Probablemente, la
sonicaciéon en medio 4cido produjo una agregacion de las moléculas a los 60 min de

tratamiento.

VIIL.4.3-Impacto de los tratamientos en el contenido de compuestos fendlicos

En el AX-c extraido a partir de la HM se identificaron dos compuestos fendlicos
mayoritarios: el AF y el dcido p-cumdrico, ambos en sus formas libres y ligadas. El
contenido fue de 203,7+0,1 y 94,6+1,0 ug AF g! AX-c b.s., libre y ligado
respectivamente, y de 38,6+2.0 y 17,9+0,5 pg de 4cido p-cumdrico g' AX-c b.s., libre y
ligado respectivamente. Martinez-Encinas et al. (2023) obtuvieron AX de la HM y
reportaron que el contenido de AF fue de 0,63+0,01 mg g‘l b.s., siendo no detectados el
acido p-cumdrico y el 4cido sindpico. Por otro lado, Yilmaz-Turan et al. (2020)
estudiaron los compuestos fendlicos de AX extraidos a partir de salvado de trigo y
encontraron que el AF y el 4cido sindpico representan el 79,0 % y el 19,9% del total de
compuestos fendlicos (10,3+0,3 mg CF g‘1 b.s), respectivamente.

La Tabla VIIL.1 muestra los resultados del contenido de compuestos fendlicos
libres en funcion del tiempo de hidrélisis para cada tratamiento. Como se puede
apreciar, en la hidrélisis enzimdtica se observé una disminucién de 13 y 16% tanto de
AF (15 min de reaccién) como de p-cumdrico (60 min de hidrélisis), respectivamente.
Luego, a los 90 y 120 min de hidrdlisis con xilanasa se volvieron a alcanzar los valores
similares al inicial (0O min). Posiblemente, estos resultados sean el balance entre la
ruptura de la estructura de los compuestos fendlicos libres y la liberacion de especies
fendlicas débilmente ligadas a estructuras monoméricas. Al respecto, las xilanasas
hidrolizan regiones relativamente no sustituidas de la cadena de xilano (Dordevic et al.
2021), por lo que los compuestos fendlicos permanecerian ligados a la estructura luego
de la reaccion. Antov y Dordevic (2017) hallaron que luego de largos periodos de
hidrélisis de paja de trigo con xilanasas (24 h), se incrementé la produccién de
monosacdridos en relacion a la de oligosacaridos, es decir, hubo una mayor proporcién

de xilosa en relacién a xilo-oligosacaridos de 2 a 5 unidades. Este proceso resultd en
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una disminucion en la capacidad antioxidante medida por inhibicién del radical ABTS™,
correlacionando una mayor proporcién de monosacaridos/oligosacdridos con una
disminucién de esta bioactividad. Es probable que esta reducciéon de la capacidad
antioxidante esté relacionada con la disminucién de los compuestos fendlicos libres. Por
otra parte, otros investigadores evaluaron la actividad prebidtica (Samanta et al. 2015) y
la fermentabilidad (Gullén Estévez et al. 2011) de los XOs y concluyeron que estas
propiedades dependen del grado de polimerizacion de la molécula, y la generacién de
monomeros debe minimizarse porque estdn asociados a la reduccién en estas
propiedades.

Tabla VIIL.1-Evolucién del contenido de AF y dcido p-cumérico libres durante la
hidrdlisis enzimatica y el tratamiento con ultrasonido en medio 4dcido

Hidrolisis enzimatica Tratamiento US+M acido

Ac. cumiérico Ac. ferilico Ac. cumarico  Ac. ferilico
Tiempo (min)
(ng g’! sélidos) (ng g™! sélidos) (pg g' sélidos) (ng g sélidos)

0 (AX-c) 40,243,5°  276,4+17,5% 40,2+3,5°¢ 276,4+17,5¢

15 39,6+3,0°  240,1+14,4™ 26,6422 208,499
30 35,445,3° 2324441 35,6+0,0° 229,8+4,0°¢
60 33,9+41,4°  212,643,3° 17,4+1,0? 159,0+4,5
90 40,1£2,3*  286,045,2¢ N.D. N.D.

120 39,740,9°  248,4420,7*  20,5+0,2° 189,8+7,8"

X+DE. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p< 0.05). N.D. no determinado.

Para el tratamiento con ultrasonido se observdé una degradacion de los
compuestos fendlicos (Tabla VIL.1), ya que luego de 120 min de tratamiento, los
contenidos de los AF y p-cumdrico disminuyeron un 49,10 % y 31,34 %,
respectivamente. En este sentido, Chen et al. (2021) evaluaron el contenido de fenoles
libres y ligados de arabinoxilanos extraidos de salvado de trigo. Estos autores reportaron
que el tratamiento alcalino utilizado para extraer AX produce fenoles libres en la
muestra. Ademads, luego de una hidrdlisis acida, utilizando HCl 0,1 mol L'a85°C
durante 2 h, observaron que el contenido de AF ligado disminuyd, posiblemente debido
a la degradacion de este dcido fendlico durante el tratamiento. Por otro lado, Méndez-
Encinas et al. (2020) modificaron por ultrasonido arabinoxilanos de bagazo de

destileria. Para ello, dispersiones de AX de 5 mg mL"' en agua se expusieron a
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diferentes potencias (100W y 200W) durante 15 min. Estos autores observaron una
reduccién en el peso molecular, lo cual mejoré la solubilidad en agua y baj6 la
viscosidad debido a la simplificacién de la estructura. Ademds, reportaron que dicho
tratamiento ultrasénico no alteré la cantidad de compuesto fendlico en los extractos.
Cabe destacar que, en este caso, no se utiliz6 medio acido, ni temperatura, lo cual

resulté menos perjudicial para los compuestos fendlicos.

VIIL.4.4-Impacto de los tratamientos en la hidroélisis de proteinas residuales del AX-

C

Como se mencioné en el Capitulo I, la extraccion alcalina directa promueve la
solubilizacién de proteinas, las cuales son co-extraidas con los AX. A su vez, los
preparados enzimdticos comerciales pueden contener actividad proteolitica. Por tal
motivo, se evalud el contenido de aminos libres como indicador de la hidrolisis proteica

durante la reaccion con xilanasa (Tabla VIL.2).

Tabla VIIL.2-Contenido de aminos libres en funcién del tiempo de reaccion con la
enzima xilanasa

Tiempo (min) Aminos libres (mEq L)

0 (AX-c) 1,68+0,15%
15 1,85+0,03"
30 1,74+0,16%
60 1,69+0,01*
90 1,60+0,13*
120 1,94+0,06

X+DE. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p< 0.05).

En general, se puede observar que no hubo diferencias significativas entre las
muestras tomadas a diferentes tiempos, por lo que el tratamiento enzimdtico con
xilanasa no estaria degradando las proteinas presentes en AX-¢, lo que indicaria una

elevada pureza de la carbohidrasa comercial.

VIL.4.5-Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) de los

hidrolizados enzimaticos de AX-c
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A fin de observar cambios en la estructura molecular durante el proceso
enzimatico, se analizaron los hidrolizados obtenidos a 60 y 120 min mediante FTIR
(Figura VIL3). Como se puede ver, el AX-c (tiempo 0) y los productos de hidrélisis
tienen un espectro similar, lo cual indica una conservacién de la estructura en los
hidrolizados. La banda ancha alrededor de 3400 cm™ es atribuida a la vibracién del
estiramiento del grupo —OH, lo que indica la interaccion inter/intra hidrégeno en la red
de polisacdridos (Chen et al. 2021). Los picos en torno a 1652 y 1550 cm’!
corresponden a los grupos fenilo (Zhao et al. 2018). Luego de 60 min de reaccién con
xilanasa, el espectro se mantiene sin diferencias, lo que podria indicar que el AF
permanece unido a la estructura. Sin embargo, a los 120 min de reaccién se puede
observar una sefal levemente mayor. No obstante, este cambio sutil no fue evidenciado
a partir del andlisis del contenido de compuestos fendlicos por HPLC.
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Figura VIL3- Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) de AX-c¢
(tiempo 0) y los productos de hidrolisis obtenidos con xilanasa a 60 y 120 min de
reaccion.

Como se muestra en la Figura VIL3, las bandas a 1099 y 1041 cm’!, las cuales
indicarian la flexion del enlace C-OH (Chen et al. 2021, Dordevic et al. 2021), se vieron
intensificadas en los productos de hidrélisis. Por otra parte, el pico a 898 cm’
correspondiente a los enlaces B(1-4) C-C de los AX (Kaur et al. 2021, Igbal et al. 2011)
se vio debilitado en intensidad en los hidrolizados, lo que indicaria que la enzima

escindid dicho enlace, generando moléculas mas pequefias. Ademads, se encontraron dos
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picos a 849 cm™ y 617 cm™! asociados a enlaces o (1-4) entre moléculas de xilosa (Kaur

et al. 2021) y a la cadena principal del polimero (Igbal et al. 2011), respectivamente.
VII.4.6-Ensayos reoldgicos:

Se llevaron a cabo ensayos de flujo (tensiéon de corte vs. velocidad de
deformacion), y ensayos de reometria oscilatoria. En la Figura VII.4 A y B se muestra
la curva de viscosidad aparente en funcién del gradiente de velocidad de una dispersién
a5 g100 mL! de AX-c y de los hidrolizados a 60 y 120 min, respectivamente. En
primer lugar, se observé un comportamiento pseudopldstico, ya que la viscosidad
disminuy6 al aumentar el gradiente de deformacion.
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Figura VIIL.4- Ensayos de flujo de soluciones de AX-c y sus hidrolizados. Viscosidad
aparente en funcién del gradiente de velocidad de una dispersién a 5 g 100 mL™" de AX-
¢ (A) y de los hidrolizados a 60 y 120 min (B).

La viscosidad estd estrechamente relacionada con las caracteristicas estructurales
del polisacarido. De este modo, la viscosidad de los AX se correlaciona directamente
con el peso molecular (PM). Al aumentar el PM de los AX aumenta la viscosidad, lo
que podria deberse a la disminucién de la solubilidad y a una reticulacién (Chen et al.
2019b, Kale et al. 2018, Kale et al. 2015). En la Figura VII.4 B se observa claramente
una menor viscosidad en las muestras hidrolizadas respecto a la muestra sin hidrolizar
(Figura VIL.4 A). Izydorczyk y Biliaderis (1992) han demostrado que la viscosidad de
los AX de trigo aumenta con el aumento del tamafo molecular. Ademds, demostraron
que el comportamiento pseudopldstico, una caracteristica de los fluidos no newtonianos,
fue mds pronunciado en las fracciones AX con mayor PM, pero las fracciones de menor

PM exhibian un comportamiento casi newtoniano a baja velocidad de corte.
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Respecto a las pruebas de flujo, tanto AX-c como los hidrolizados ajustaron al

modelo de Ley de potencia “Ostwald de Waele”, el cual se describe a continuacién:

(=Ky™" (VIL6)
Donde,  es la tensién de corte (Pa), y es la velocidad de cizallamiento (1 s'), K
la consistencia de flujo y n el indice de comportamiento de flujo.

Los valores de los parametros obtenidos a partir de este modelo se muestran en

la Tabla VIL3.

Tabla VIL.3-Valores del indice de consistencia (k) y el indice de comportamiento de
flujo de dispersiones a 5 g 100 mL™' de AX-c y sus hidrolizados

Muestras K (Pa s™) n

t0 (AX-c) 0,7733+0,0702* 0,7342+0,0112°¢
60 min  0,015740,0056" 0,8193+0,0521°
120 min  0,0057+0,0004¢ 0,8973+0,0062%

X+DE. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p< 0.05).

Como se sabe, en el modelo ley de potencia, los valores de “n” menores a 1
indican un comportamiento del tipo pseudopldstico, mientras que para valores iguales a
1, el fluido se considera newtoniano. Tanto para AX-c como para los hidrolizados, se
obtuvieron valores de “n” menores a 1, lo que indic6 un comportamiento
pseudopléstico. De acuerdo con Fan et al. (2024), los AX tratados con enzimas
presentan menor viscosidad aparente, producto de la disminucién del tamafio molecular.
Ademads, todas las viscosidades aparentes de los productos de la hidrélisis enzimatica
disminuyeron con el aumento de la velocidad de corte, lo que indica que todos los
productos del sistema exhibieron el comportamiento tipico de los fluidos
pseudoplésticos con un comportamiento de adelgazamiento por corte (fluido tipico no
newtoniano).

En cuanto a los ensayos oscilatorios de pequefia amplitud, en primer lugar se
realizaron barridos de esfuerzo entre 0,001 y 2,85 Pa a frecuencia constante de 1 Hz
para la determinacion del rango de viscoelasticidad lineal (RVL) (Figura VILS5.A). Una
vez determinado el RVL, se evalu6 mediante un protocolo de barrido de frecuencias entre
0,1 y 100 Hz con una amplitud de deformacion constante de 0,04 Pa (dentro del RVL) para

obtener los espectros mecanicos, los cuales se muestran en la Figura VIL.SA y B.

186



Como se puede ver en la Figura VILS.B, el valor del médulo viscoso de AX-c

fue mayor al del médulo eléstico a 5 g 100 mL'. En concordancia con este resultado,

Shelat et al. (2010) obtuvieron un comportamiento viscoso predominante (G’’>G’) para

AX de trigo a distintas concentraciones (0,8 - 10 g 100 mL™). En este sentido, dicho

comportamiento es habitual en soluciones diluidas de hidrocoloides, donde predomina

el aporte viscoso y la muestra presenta un comportamiento cercano al de un liquido

ideal. Por otra parte, no fue posible obtener los espectros mecédnicos de las muestras

hidrolizadas debido a su muy baja viscosidad a concentraciones de 5 g 100 mL™".

G', G" (Pa)

G' (Pa) G" (Pa)

0,1

——G'en Pa
—— G" en P3|

A

[ —

1E-3 0,01 0,1 1

Esfuerzo (Pa)
AX-c o
—m—G'en Pa e
E ®e— G"enPa o
] o ]
- "
o® . a8 .
o |
o ]
° ]
4 ° a"
o =
o a"
]
nu"

1 10

Frecuencia (Hz)

Figura VIL.5- Ensayo de amplitud de esfuerzo (A). Espectros mecanicos de soluciones

del AX-c (B).
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A partir de los datos de la Figura VILS, fue posible ajustar los valores,
obteniéndose una pendiente y una ordenada al origen. Los resultados se muestran en la
Tabla VIL.4

Tabla VII.4-Valores de pendiente y ordenada al origen para las graficas de Log G’ o
G vs. Log o
Muestras  Log a (Pa)* n (PaHzD)* Logb (Pa)** m (PaHz?1)**
AX-c  0,0859+0,0290 0,7104+0,0083 0,4634+0,0260 0,7566+0,0228

X+DE. *logG '(w)=loga+n logw ** logG "(w)=logb +m logw

En cuanto a las pendientes (n - m), valores cercanos a cero indican
independencia del mddulo (G” - G’’) respecto a ®, mientras que valores mayores
indican que la dependencia es significativa. Como se puede observar en la Tabla VII.4,
los valores de las pendientes (n y m) de AX-c fueron menores a 1. Esto quiere decir que
el valor de los médulos G’ y G’ tienen baja dependencia de la frecuencia. Ademas, del
andlisis de las ordenadas al origen (Log a o Log b), se aprecia que para AX-c el valor de
Log b es mayor (5,4 veces aproximadamente) que Log a, indicando un comportamiento

viscoso predominante.

La Tan (8) es una funcién viscoeldstica dindmica que indica la razén entre la
componente viscosa (G’’) y elastica (G’). Con el objetivo de analizar el peso relativo
entre los comportamientos viscoso y eldstico de las dispersiones, se evalud el
comportamiento de tan § en funcidn de la frecuencia ®. Los resultados de la Tan (8) en
funcion de la @ se muestran en la Figura VIL.6. Como se puede observar, en la zona de
valores bajos de ® se obtuvieron mayores valores de Tan 6 hasta aproximadamente una
o de 0,3 Hz, a partir del cual los valores se mantuvieron constantes en frecuencias
intermedias, para luego disminuir a aproximadamente ® 5 Hz. Esto sugiere que, a bajas
frecuencias, el aumento de la ® de deformacion produjo incrementos del modulo
viscoso en mayor proporcién que los producidos sobre el médulo eléstico. Luego el
comportamiento de los mdédulos se mantuvo constante para finalmente disminuir luego
de superar valores de ® > 5 Hz, donde el médulo eldstico comenzé a aumentar a mayor
velocidad que el viscoso.

Respecto al dngulo de desfasaje 0, se sabe que para 6=90° el comportamiento del
material es viscoso (esfuerzo y deformacion en desfase) mientras que un 6=0° indica
que el material es eldstico (esfuerzo y deformacion en fase). A su vez un 6=45°, es decir

Tan (0)=1, indica que no se da una preponderancia de la componente eldstica sobre la
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viscosa y viceversa. Como se aprecia en la Figura VIL6, la Tan (6) fue >1 en el rango
de frecuencias evaluado, lo cual indica un dominio del componente viscoso por sobre el
elastico. Ademas, los modulos G’ y G’ se incrementaron con el aumento de la
frecuencia, lo cual parece ser un comportamiento tipico de soluciones de AX. Un
comportamiento similar (G’’>G’) fue hallado por Xiao et al. (2022), al evaluar

soluciones de AX de salvado de trigo.

Tan (8)

0 I ! ! L i ! B W
0,1 1 10

Frecuencia (Hz)

Figura VIL.6-Espectro mecdnico de la Tan () en funcién de la frecuencia, de la
solucién de AX-c.

Por otra parte, se calcul6 la viscosidad dindmica de acuerdo a Rao (1992). En la

Figura VIL.7, se muestra la viscosidad estética (1) y compleja (n*) para una solucién de

AX-cde 5 g 100 mL™".

Como se aprecia en la Figura VIL7, los puntos de las viscosidades se
encuentran muy cercanos. Esto obedece a la regla empirica de Cox-Merz, donde los
valores de 1n(y) y n*(®) son superponibles. En base a este resultado se puede decir que
el sistema no tiene estructuras complejas de largo alcance (Dealy y Wissbrun 2012).
Este comportamiento fue similar al evaluado por Shelat et al. (2010) para soluciones de

AX de trigo en agua.

189



n
08 = e

o
=]
|

Viscosidad (n* o n) (Pa.s)
o
-
1

o
N
1

0,0 g . ; i 3 ; . .
0 20 40 60 80

vel cizallamiento (y) (5") o frecuencia (o) (Rad/seg)

Figura VII.7-Viscosidad compleja (n*) y estatica (n) de la solucion de AX-c.
VIL.4.7-Bioaccesibilidad intestinal y colonica de compuestos fenélicos

Se realiz6 la digestion gastrointestinal y posterior fermentacion colénica del AX-
¢ y del hidrolizado enzimdtico a 120 min de hidrdlisis (AXH) para estimar la
bioaccesibilidad de los dcidos ferulico y p-cumdrico.

En la Tabla VILS y VIL6 se muestran los resultados de bioaccesibilidad
intestinal (BI %), colénica (BC %) y total (BT %) de acido fertlico y p-cumadrico,

respectivamente.

Tabla VII.5-Bioaccesibilidad intestinal, colénica y total de dcido ferdlico del AX-c y
de su hidrolizado enzimético a 120 min

Acido Fertilico

Contenido
Muestra BI (%) BCip (%) BC (%) BT (%)

(ng g sol.)
AX-c 2764%17,5 284+1,8°  17,8:0,3° 134202° 41,8420
AXH 24844207 33320,1®  14,8+0,1°  8,7+02% 42,1402

X+DE. BI: Bioaccesibilidad intestinal de AF; BCip: bioaccesibilidad coldnica de AF
considerando el AF de la muestra intestinal digerida; BC: bioaccesibilidad colénica de
AF considerando el AF de la muestra no digerida; y bioaccesibilidad total (BT) de AF
calculada como BI + BC. Letras diferentes en las columnas indican diferencias
significativas entre muestras (p< 0,05).

Respecto a la bioaccesibilidad intestinal (BI) del AF (Tabla VILS) se pudo
observar una dializabilidad mayor del AXH respecto a AX-c. Sin embargo, la

bioaccesibilidad colénica de AX-c fue mayor a la de AXH, dando como resultado una
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BT de AF en torno a ~42% para ambas muestras. Como se puede observar en la Tabla
VILS no hay diferencias en el contenido inicial de AF de las muestras, por lo que la
diferencia en dializabilidad intestinal puede deberse al menor tamafo molecular y
viscosidad de la muestra AXH, lo cual produce una mayor exposicion del AF al
ambiente gastrointestinal. En este sentido, Drawbridge et al. (2023) hallaron que sélo la
forma libre del AF es bioaccesible a nivel intestinal, y su liberacién depende de la

exposicion de la matriz alimentaria a las enzimas digestivas.

Tabla VIL.6-Bioaccesibilidad intestinal, colénica y total de dcido p-cumdrico de AX-c y
de su hidrolizado enzimdtico a 120 min

Acido p-cumarico

Contenido
Muestra | BI (%) BCw (%) BC (%) BT (%)
(ng g sol)

AX-c 40,2435 32,640,9° 27,2434 312+38° 63,8+1,7°
AXH 39,7+0,9 23,5+0,6* 10,3+0,1*  6,5+0,1*  30,0+0,5*

X+DE. BI: Bioaccesibilidad intestinal de dcido p-cumadrico; BCip: bioaccesibilidad
colonica de acido p-cumdrico considerando el 4cido p-cumadrico de la muestra intestinal
digerida; BC: bioaccesibilidad colénica de dcido p-cumadrico considerando el 4cido p-
cumdrico de la muestra no digerida; y bioaccesibilidad total (BT) de 4dcido p-cumérico
calculada como BI + BC. Letras diferentes en las columnas indican diferencias
significativas entre muestras (p< 0,05).

Respecto a la bioaccesibilidad del dcido p-cumérico (Tabla VIL.6), se observo
una menor dializabilidad en la muestra hidrolizada tanto a nivel gastrointestinal como
colénico, dando como resultado una BT del aproximadamente el doble para el AX-c

respecto al AXH.

Las diferencias entre las muestras en bioaccesibilidad de los dcidos fendlicos
después de la fermentacion coldnica in vitro, puede deberse a la accién de las enzimas
microbianas, las cuales pueden degradar estos dcidos fendlicos a nuevos metabolitos a
nivel colénico (Zhang et al. 2023, Yang et al. 2022, Rechner et al. 2002).
Adicionalmente, Gong et al. (2019) demostraron que la fermentacién del 4acido ferulico
estd mediada por bacterias de género diferente a las responsables de la fermentacion del
acido p-cumdrico, explicando las diferencias encontradas en la tasa de degradacién de
ambos compuestos.

Los 4cidos fendlicos pueden ser metabolizados por los microorganismos,

generdndose nuevas especies fendlicas. De acuerdo con Yang et al. (2022) y Rechner et
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al. (2002) los principales metabolitos coldnicos generados a partir del AF son el dcido
3-(3,4-dihidroxifenil)propidnico, el acido 3-(3-hidroxifenil)propionico y el acido 3-
fenilpropionico. Por otra parte, el acido 3,4-dihidroxibenzoico puede derivar del
metabolismo de varios compuestos fendlicos, y se ha reportado que puede generarse a
través del dcido 3-(3-hidroxifenil)propionico, mediante varias reacciones de
decarboxilacion y dehidroxilacion (Crozier et al. 2010, Kay et al. 2017; Rocchetti et al.
2017). En este sentido, se pudo evidenciar que el AF proveniente de AX-c y de AXH
fue metabolizado durante la fermentaciéon colénica, generdndose 4cido 3.4-
dihidroxibenzoico, acido 3-(3-hidroxifenil) propidnico y el dcido 3-fenil propidnico
(Tabla VIL.7). Al respecto, en la Tabla VIL.7 se muestra la bioaccesibilidad colénica
de cada uno de estos metabolitos.

Tabla VIL.7-Bioaccesibilidad colonica de metabolitos generados durante la
fermentacion del AF

acido 3,4- acido 3-(3-hidroxifenil) [acido 3-fenil propionico
Muestra| dihidroxibenzoico propionico
pug mL! BC (%) pug mL! BC (%) | pgmL! BC (%)
AX-c [0,44+0,05° 69,9+0,3° 1,18+0,30  61,74£5,0 ND ND
AXH (0,37+0,03* 63,1£6,0* ND ND 32,51+£0,25 27,4+40,1

X+DE. BC: bioaccesibilidad colénica de acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido 3-(3-
hidroxifenil) propidnico y écido fenil propidnico considerando el contenido de acido
3,4-dihidroxibenzoico, dcido 3-(3-hidroxifenil) propidnico y dcido 3-fenil propiénico en
la muestra no digerida. ND: no detectado. Letras diferentes en columnas significan
diferencias significativas entre muestras (p< 0,05).

Como se puede observar en la Tabla VIL.7 para el AXH se gener6 acido 3-fenil
propionico, del cual un 27% dializ6 y el 73% restante permanecié en forma libre en el
digerido coldnico. De acuerdo con Yang et al. (2022) el metabolismo del AF en el colon
es aproximadamente el siguiente: el AF se reduce y se desmetila antes de convertirse en
acido 3,4-dihidroxibenzoico. Dado que el carbono 4 se deshidroxila més facilmente que
el carbono 3, el 3,4-dihidroxibenzoico se metaboliza primero en dcido 3-(3-hidroxifenil)
propidnico y luego en dcido 3-fenil propidnico. El metabolito intestinal 4dcido 3-fenil
propidnico es transportado luego al higado, donde sufre una (-oxidacién para formar
acido benzoico y sus sustituyentes. A continuacién, el 4cido benzoico y sus
sustituyentes se excretan principalmente en la orina como &cido urico (el conjugado de
glicina). Evidentemente para la muestra hidrolizada AXH, el metabolismo del AF a

nivel colénico fue mayor, produciéndose el metabolito intestinal &4cido 3-fenil
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propionico, mientras que para AX-c el metabolismo de AF soélo alcanzé productos
intermedios y en menor cantidad. En este sentido, Cafias et al. (2025) evaluaron el
metabolismo coldnico de pulpas de café y de un extracto de estas pulpas, y hallaron que
el metabolismo colénico de los compuestos fendlicos en la pulpa de café fue mas lento
que en el extracto, debido a una posible proteccion de la matriz fibrosa de la pulpa. Es
decir que, en AX-c, el mayor tamafio molecular y la mayor viscosidad pueden haber

ejercido un efecto protector de los dcidos fendlicos, retardando su metabolismo.
VI1.4.8-Propiedades bioactivas de los hidrolizados

VI1.4.8.1-Propiedades antioxidantes

VI1.4.8.1.1-Inhibicién del radical ABTS*

En la Tabla VIL.8 se muestran los resultados de inhibicién del radical ABTS™
obtenido con los distintos sistemas de hidrdlisis (enzimatica y ultrasonido-medio acido)

en funcion del tiempo de reaccion.

Tabla VIL.8- Inhibicién del radical ABTS* de los hidrolizados de AX-¢

Tiempo (min) Enzimatica US+Medio acido
P (mmol trolox 100 g! AX-c) (mmol trolox 100 g' AX-c)
0 (AX-c) 18,0+1,12 18,0+1,1¢
15 21,5+1,3° 15,4+0,3?
30 24,842 20 16,9+0,7%
60 21,3+0,8° 16,5+0,9%°
90 22,3+1,4° 16,2+0,8%
120 23,3+0,3° 15,8+0,6%

X+DE. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p< 0.05). US: Ultrasonido

Respecto a la hidrdlisis enzimética, los productos de hidrdlisis en funcién del
tiempo presentaron similar inhibicién del radical ABTS", no obstante, dichos valores
fueron mayores que el obtenido para AX-c¢ (tiempo 0). En concordancia con este
resultado, Dordevic et al. (2021) hallaron que los AX hidrolizados con xilanasas
exhibieron mayor inhibicién sobre este radical que el AX de partida. En contraste con
este resultado, el tratamiento con ultrasonido en medio 4cido provocé una disminucion
de la capacidad antioxidante frente al radical ABTS*. Como se mostré anteriormente,

las muestras tratadas con ultrasonido presentaron un mayor tamafio molecular, y una
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menor exposicion de los compuestos fendlicos, lo cual daria como resultado
propiedades bioactivas diferentes.

Dordevic et al. (2021) hallaron que los AX hidrolizados con xilanasas
exhibieron mayor inhibicién del radical ABTS™ que el AX de partida, debido a que un
menor PM favorece su solubilidad en agua y se dispersa mds facilmente para participar
de la reaccion. Sin embargo, Malunga y Beta (2015) hidrolizaron AX de aleurona de
trigo con dos tipos de xilanasas, y evaluaron sus propiedades antioxidantes. Estos
autores encontraron una correlacion directa entre el contenido de dcido ferdlico
esterificado y su capacidad antioxidante medida por la inhibicién de ABTS™, mientras
que la influencia del grado de sustitucién y el peso molecular no fueron del todo claros.
Cuando se trataron mediante endoxilanasas los AX de aleurona de trigo con enzimas de
T. viride (E.C. 3.2.1.8) no hubo diferencias en la capacidad de inhibicién de ABTS* con
respecto al AX sin tratar. Sin embargo, para los AX hidrolizados con enzimas
provenientes N. patriciarum (E.C. 3.1.2.8) se encontrd una correlacion negativa entre el
grado de sustitucion y la capacidad de inhibicion del ABTS™. Esto podria deberse a que
en el tratamiento con 7. viride el hidrolizado contenia 2 veces mas dcido fertlico que en
el hidrolizado obtenido con N. patriciarum. Es decir, que el efecto de la hidrodlisis sobre
la capacidad antioxidante no dependi6 sélo de las condiciones y el tipo de hidrélisis
realizada, sino que ademads influyé el tipo de AX utilizado (Malunga y Beta 2015).

Malunga et al. (2017) estudiaron la capacidad antioxidante de AX de trigo y
hallaron que para AX con baja proporcién de AF ligado, una reduccién del tamafio por
hidrdlisis enzimatica con endo-xilanasas duplicé su inhibicion frente al radical ABTS™.
Entonces una mayor movilidad en solucién del AX hidrolizado se tradujo en una mayor
actividad antioxidante. Ademas, estos autores observaron que las moléculas de AX con

alta sustitucién de AF exhibieron las mayores propiedades antioxidantes.
VIL.4.8.1.2-FRAP

En la Tabla VIL9 se muestran los resultados del poder reductor (FRAP)
obtenido con los distintos sistemas de hidrdlisis (enzimdtica y ultrasonido-medio dcido)
en funcién del tiempo de reaccion. Respecto a los AX tratados con US en medio 4cido,
se observd en general una disminucion del poder reductor respecto del AX-c (a
excepcion de 60 min). Sin embargo, en el caso de la hidrélisis enzimética, durante los

primeros minutos (15 min) de hidrdlisis con xilanasa ya se observé un incremento del
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poder reductor respecto a AX-c, que se mantuvo constante hasta los 120 min de
reaccion.

Boonchuay et al. (2021), obtuvieron hidrolizados de AX de elotes de maiz con
una endo-xilanasa. Estos autores observaron que los hidrolizados contenian buena
cantidad de polifenoles totales (0,315 g GAE g'l), y consecuentemente, una buena
actividad antioxidante medida por FRAP (2,62 pumol Trolox mg™!). Estos resultados
fueron atribuidos a las moléculas de arabinofuranosa y al 4cido glucurénico unidos al
esqueleto del AX. Ademads, se asocid la actividad reductora a las moléculas de AF y
dcido p-cumdrico, los cuales actian como agentes reductores (Chen et al. 2019a).
Finalmente, la xilanasa utilizada en la presente tesis hidroliz6 parcialmente la cadena de

xilanos, permitiendo que persistan las sustancias activas en dicha molécula.

Tabla VIL.9- Poder reductor (FRAP) de los hidrolizados de AX-c

Tiempo (min) Enzimatica US+Medio acido

p (mmol trolox 100 g'AX-c) (mmol trolox 100 g'AX-c)

0 (AX-c) 1,35+0,017 1,35+0,01°

15 1,49+0,02°¢ 1,25+0,012

30 1,50+0,01% 1,27+0,032

60 1,47+0,02%¢ 1,560,061

90 1,51+0,03° 1,24+0,03?

120 1,50+0,02° 1,20+0,03?

X+DE. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p< 0.05). US: Ultrasonido

En base a lo expuesto, la actividad antioxidante de los AX hidrolizados depende
del tipo de AX. Si el AX posee alto contenido de sustituyentes activos, especialmente
AF, no suelen observarse cambios significativos en la capacidad antioxidante de los
productos hidrolizados. Sin embargo, si el AX tiene pocos sustituyentes, la hidrdlisis
mejora su solubilidad y sus propiedades antioxidantes. Adicionalmente, también se
atribuye actividad antioxidante a los grupos —OH y —COOH libres de las moléculas de

menor tamafio (Chen et al. 2021).
VI11.4.8.1.3-Capacidad quelante ligada al Cu*?

Este método mide la velocidad de autoxidacion del B-caroteno en presencia de
Cu*?>. Como se sabe, los metales de transicién actdan como catalizadores de las

reacciones radicalarias. Por lo tanto, si los mismos son quelados se ejerce un efecto
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antioxidante indirecto. En la Tabla VIL.10 se muestran los resultados de la capacidad
quelante ligada al Cu*? de los hidrolizados obtenidos con los diferentes sistemas de

hidrélisis (enzimaética y ultrasonido-medio acido) en funcién del tiempo de reaccion.

Tabla VIIL.10- Capacidad quelante ligada al Cu*? de los hidrolizados de AX-¢
Tiempo (min) Enzimatica CQ (%) US+Medio acido CQ (%)

0 (AX-c) 41,5+0,6¢ 41,5+0,6¢
15 39,4+1,2° 49,4+1,1¢

30 37,3+0,2* 60,6+0,1°¢

60 51,1+0,2° 34,7+0,6°

90 39,2+1,0% 33,5+0,6
120 47,9+0,9¢ 26,6+1,9*

X+DE. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p< 0.05). US: Ultrasonido

La mayor CQ se obtuvo a los 60 min de hidrélisis enzimatica y a los 30 min de
tratamiento con ultrasonido. Este resultado podria estar asociado a los grupos
funcionales que son expuestos en los productos de hidrélisis, los cuales poseen
capacidad quelante. En este sentido, los compuestos con actividad quelante de iones
metdlicos generalmente contienen dos o mds de los siguientes grupos funcionales: OH,
SH, COOH, POs3H,, CO, NR», S y O (Yuan et al. 2005). Al respecto, los AX con 4cido
glucurénico en su estructura pueden presentar propiedades de quelacion de metales
(Fernandes y Coimbra 2023). Ademas de la quelacion de metales, los polisacaridos
cargados negativamente podrian establecer interacciones con iones metalicos formando
complejos de coordinacion que permiten la eliminacion directa del OHe generado
adyacentemente a la cadena principal del polisacarido (Pristov et al. 2011; Niki, 2010;

Gilbert et al. 1984; Hawkins y Davies, 1996).

Xu et al. (2016) informaron que polisacaridos del té con un peso molecular bajo
presentaron una mayor capacidad quelante de metales que los de elevado tamafio (Wang
et al. 2012). En contraste, Jiang et al. (2013) indicaron que los polisacaridos de la
almeja Cyclina sinensis de elevado peso molecular poseian mayor capacidad quelante
de hierro que los de menor tamaio. Por lo tanto, no se evidencia una relacion clara entre
el tamafio de los polisacdridos y la capacidad quelante de metales de transicion. No
obstante, dicha actividad podria estar mds relacionada con la exposicion de los grupos

funcionales capaces de quelar iones metalicos. En este sentido, los procesos hidroliticos
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utilizados en la presente tesis podrian liberar especies con mayor o menor cantidad de
grupos funcionales a lo largo del tiempo, lo que impactaria en la capacidad quelante de

los productos.
VI1.4.9-Potencial Prebiotico

VIIL.4.9.1-Efecto de la esterilizacion en autoclave, sobre el grado de hidrélisis de los

arabinoxilanos.

Como se menciond anteriormente en el punto VIL.4.1, el AXH tiene un grado de
hidrélisis de 14,56+0,30%. Luego de la esterilizacion en autoclave (121°C - 15min), el
GH en el medio de cultivo MRS fue de 14,67+0,32%. Por otro lado, también se
midieron los azicares reductores para el AX-c antes y después de la esterilizacion, y el
valor expresado como grado de hidrdlisis cambi6 de 0,35+0,01 a 0,73+0,01%. Es decir,
que el proceso de esterilizacién en autoclave del AX-c¢ y del AXH en el medio de

cultivo practicamente no modific los valores previos al tratamiento térmico.

VIL.4.9.2-Evaluacion del potencial prebidtico

El potencial prebidtico se midi6 mediante recuento en placa y comparacioén del
rango de crecimiento relativo (RGR) respecto al control, que contenia glucosa como

fuente de carbono (Tabla VIL.11).

Se puede observar que en el caso del AX-c, no hubo buen desarrollo de
microorganismos, tanto de INL1 como de los microorganismos similes patogenos. Sin
embargo, para AXH se observo un buen desarrollo del probiético INL1, incluso mejor
que el control de glucosa (RGR=1,13+£0,03). A su vez, el crecimiento de patégenos
Salmonella OMS, E. coli 517 y S. aureus 76 fue reducido respecto al control. En este
sentido, Rudjito et al. (2023) evaluaron AXOS de trigo con diferentes longitudes de
cadena obtenidas por hidrdlisis enzimdtica, y determinaron el crecimiento de
Bifidobacterium adolescentis, hallando que este microorganismo crecié mejor con el
hidrolizado con una longitud de cadena media de 5 moléculas de xilosa y tamafo entre
10° y 10* Da. Por otro lado, dicho probiético no se pudo desarrollar en el medio con el
AX sin hidrolizar, ya que no poseia xilanasas en su bateria enzimadtica, resultado similar
al obtenido en nuestro trabajo. De la misma manera, Wang et al. (2020) reportaron que
los AXOS con grados de polimerizaciéon promedio de 3 a 5 unidades estimulan el
crecimiento de bifidobacterias y la produccion de butirato. Por el contrario, los AXOS

con grados de polimerizacion promedio de 61 unidades suprimen la fermentacion
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proteolitica, sin aumentar las concentraciones de butirato en el colon, ni estimulan el
desarrollo de bifidobacterias en el ciego. Claramente, una longitud de cadena muy

elevada no puede ser aprovechada por estos microorganismos.

Tabla VIL11- Valores de recuento (Log UFC mL™) y rango de crecimiento relativo

Log UFC mL!
Control AX-¢c AXH Control AX-¢c AXH RGR RGR
t0 t0 t0 24h 24h 24h AX-¢c AXH

B. lactis INL1 5,1x0,2* 5,1+0,2%5,0+0,2% 9,2+0,3* 5,6+0,29,7+0,3* 0,120,0 1,1+0,0°

Salmonella

6,7+0,2° 6,8+0,2°6,8+0,2° 8,6+0,3* 6,8+0,2°8,2+0,2¢ 0,0+0,0 0,7+0,02
OMS
E. coli 517 7,0+0,2° 7,0+0,2°6,9+0,2° 10,6+0,3 7,2+0,2° 8,2+0,2% 0,1+0,0 0,4+0,0?
Staphylococcus b b b b b

7,3+0,2° 7,5+0,2°7,0+0,2° 9,8+0,3%° 7,5+0,2° 8,3+0,2* 0,0+0,0 0,5+0,0?
aureus’76

X+DE. Control t0: Recuento inicial utilizando como fuente de carbono glucosa. AX-c
t0: Recuento inicial utilizando como fuente de carbono AX-c. AXH t0: Recuento inicial
utilizando como fuente de carbono AXH. Control 24h: Recuento a las 24h de
incubacion utilizando como fuente de carbono glucosa. AX-c 24h: Recuento a las 24h
de incubacién utilizando como fuente de carbono AX-c. AXH: Recuento a las 24h de
incubacién utilizando como fuente de carbono AXH. RGR AX-c: Grado de crecimiento
relativo utilizando como fuene de carbono AX-c. RGR AXH: grado de crecimiento
relativo utilizando como fuente de carbono AXH. Letras diferentes en cada columna
indican diferencias significativas (p-valor<0,05).

Numerosos estudios muestran un efecto estimulante de los AX sobre las
poblaciones de Bifidobacteria (Lynch et al. 2021). Se han observado efectos positivos
similares en cultivos puros (Martinez-Lopez et al. 2016), fermentaciones in vitro en
batch y en modelos intestinales (Hughes et al 2007, Reis et al. 2014), y en estudios de
intervencion humana (Cloetens et al. 2010, Francois et al. 2012, Miiller et al. 2020),
independientemente de factores como las caracteristicas fisicoquimicas de la fibra y la

dosis o la duracidn del tratamiento.

En cuanto al efecto antimicrobiano sobre microorganismos patdgenos,
Moreirinha et al. (2020) demostraron el poder antimicrobiano de films elaborados a
partir de AX de HM, celulosa nanofibrilada, y con el agregado de acido feralico (75 mg
g! de film) o AX ferulados (75 mg g' de film). Estos films lograron inhibir el
crecimiento de S. aureus y E. coli. Estos resultados fueron corroborados por estudios

previos donde las soluciones de AF también demostraron actividad antibacteriana contra
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estas dos cepas bacterianas (Borges et al. 2013; Daglia, 2012). Una posible explicacién
de estos efectos es que el AF promueve cambios significativos en las superficies
celulares, tales como modificaciones en la hidrofobicidad, la carga y la fuga de K™ y la

posterior muerte celular.

VI1.4.10-Conclusiones parciales

La hidr6lisis enzimatica de los AX influyé en las caracteristicas fisicoquimicas
disminuyendo el tamafio de las moléculas y su viscosidad, aumentando su carga
superficial y mejorando su dispersién en agua. Ademds, si bien no se modificé el
contenido de AF, los hidrolizados presentaron mejores propiedades antioxidantes,
probablemente relacionado con el menor tamafio de las moléculas y un potencial efecto
prebidtico.

Respecto al tratamiento con ultrasonido en medio 4cido, no resulté un método
eficiente de modificacién, y los resultados fueron dependientes del tiempo de

tratamiento.
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Conclusiones

La hez de malta se trata de un subproducto de la industria cervecera de bajo
costo, que por su contenido de proteinas, carbohidratos no digeribles y compuestos
fendlicos puede aprovecharse para la obtencién de biomoléculas con alto valor
agregado. Se exploraron diferentes procedimientos, a fin de lograr un proceso de bio-
refineria que recupere estos compuestos con un buen rendimiento. Se logré escalar el
proceso a nivel laboratorio a escala semi-piloto, demostrando que el proceso es
escalable y aplicable.

A partir de la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas del concentrado de
arabinoxilanos se determind que, si bien no presentd propiedades gelificantes, mostré
buena solubilidad en agua, capacidad espesante, y puede ser utilizado como material de
pared para encapsular péptidos bioactivos ayudando a mantener parcialmente su
bioactividad luego de una digestion gastrointestinal in vitro. Ademds, se obtuvieron
microcdpsulas de calcio y arabinoxilanos que no so6lo podrian utilizarse como
suplementos de calcio, sino también como suplementos prebidticos, con buena
bioaccesibilidad de compuestos fendlicos que aportarian propiedades beneficiosas para
la salud. Asimismo, se desarrollé un fortificante de hierro que podria aplicarse a
matrices de cereales. Por otra parte, el concentrado de arabinoxilanos present6é un alto
contenido de dcido fertdlico y propiedades antioxidantes y antidiabetogénicas.

Se modifico la estructura a través de la hidrélisis enzimdtica con lo que se logré
disminuir su tamafio y viscosidad, sin modificar el contenido de &cido ferulico, y
mejorando las propiedades antioxidantes y con potencial prebidtico. De esta manera fue
posible la modificacion estructural de los arabinoxilanos generando un nuevo producto
con potenciales propiedades beneficiosa para la salud.

Asimismo, las fracciones de compuestos fendlicos y lignina presentaron un alto
contenido de acido fertlico, principal compuesto fendlico presente en la hez de malta,
que tiene un alto potencial de uso como antioxidante en alimentos, en medicina y en
cosmética.

Ademas, se obtuvo celulosa microcristalina a partir del residuo de extraccion de

arabinoxilanos, completandose asi un proceso de biorefineria completo de la hez de
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malta que permitié la recuperacién de las siguientes moléculas: las proteinas, los
arabinoxilanos, los compuestos fendlicos, la lignina y la celulosa.

Finalmente debe destacarse el potencial de este proceso de biorefineria para
recuperar biomoléculas de alto valor, facilitando el uso de residuos en las cervecerias, y

creando un proceso industrial més sostenible.
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