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Introduccion: Las xilanasas son enzimas hidroliticas que
participan en la fragmentacion de los enlaces glicosidicos -
1,4 presentes en el polisacarido del xilano. La aplicacion de
las xilanasas se intensifico a principio de los afios 80,
primero en alimentaciéon animal, seguida por aplicaciones de
la industria de alimentos, agricola, textil, del papel y en la
industria de panificaciéon entre otras (1). Actualmente
representa cerca del 20% del mercado mundial de las
enzimas. Las xilanasas son producidas por una gran variedad
de microorganismos, dentro de los hongos productores de
xilanasas acidas destaca Aspergillus kawachii (2) Este hongo
produce una gran cantidad de acido citrico, lo que hace que
el pH del medio disminuye hasta 3-4, por lo que las enzimas
que producen son acido resistentes. Para la obtencion de la
enzima se utilizdo olote de maiz como fuente de carbono,
pues en México es producido en grandes cantidades como
un residuo vegetal el cual debemos explotar sus propiedades
bioldgicas. El objetivo del presente trabajo es producir y
purificar endo-xilanasa acida de A. kawachii a partir de olote
de maiz.

Metodologia: Se realizo una fermentacién en medio sélido
utilizando una cepa de A. kawachii IFO 4308 con diferentes
tiempos de fermentacion 12,24,36,48 y 60 h utilizando
como medio de cultivo 10 ml de una solucion de: KH,PO,
0.6%, K,HPO4 0.6%, (NH4),SO4 0.6%, urea al 0.27% y 20 g
de olote de maiz. Purificacion de la enzima. Se recolect6 el
extracto enzimatico en buffer citratos pH 4 y posteriormente
se centrifugd a 10,000 rpm por 30 min a 4 °C. El extracto fue
filtrado a través de microfiltracion (0.45 um) y concentrado
por ultrafiltracion (1kDa). El extracto concentrado fue
sometido a una cromatografia de filtracion en gel (Sephadex
G25), intercambio aniénico (QXL) y filtracion en gel
(Sepharcyl S300) acoplado a un FPLC.La actividad xilanasa
fue detectada por la técnica de Somogyi-Nelson utilizando
como sustrato xilano de abedul (Sigma).

Resultados y discusion: La actividad xilanasa acida fue
detectada a partir de las primeras 12 h de fermentacion. Los
mayores titulos de actividad xilanasa acida producida por
Aspergillus kawachii fue entre las 36 y 48 h (Figura 1). La
concentracion de la endo-xilanasa se logrdé utilizando una
columna de ultrafiltracion de 1kDa la cual facilito la
concentracion 50 veces y elimind los compuestos de bajo
peso molecular. En la (Figura 2) se presentan los
cromatogramas de ultrafiltracion pasados a través de
cromatografia de filtracion en gel (extracto crudo; linea
verde, concentrado; linea azul y permeado; linea rosa). El
cromatograma de la muestra concentrada muestra el
incremento de proteina y la ausencia de productos de bajo

peso molecular. La fraccion 2 de la cromatografia de
filtracion en gel (G-25) fue adsorbida a una columna de
intercambio anionico (Figura 3). Los resultados mostraron
un pico homogéneo de actividad xilanasa a pH 3 cuando el
material fue eluido de la columna de intercambio anidnico.
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Fig 1. Efecto del tiempo de fermentacién sobre la produccion de
xilanasa &cida.
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Fig 2. Cromatograma de
extractos de A. kawachii

Fig 3. Cromatografia de
intercambio idnico

Conclusiones

El olote de maiz utilizado como fuente de carbono para la
produccion de la enzima fue un buen soporte del cultivo
solido y posee los inductores necesarios para la expresion de
la enzima endo-xilanasa acida. La combinacion de técnicas
cromatograficas, utilizadas intercambio ionico-filtracion en
gel facilito la purificacion parcial de la enzima endo-xilanasa
acida.
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