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Resumen: En México, se estima que la cantidad de residuos que se producen por la siembra de los diez principales cultivos es de 45 millones de
toneladas de materia seca, aproximadamente, de los cuales poco mas de 25 millones de toneladas son de olote de maiz. El olote de maiz contiene
grandes cantidades de hemicelulosa, principalmente compuestas por xilanos, los cuales pueden tener diversos usos industriales. Por ello, en el
presente estudio se utilizé el olote de maiz, fresco y seco con dos tamarios de particula: 0.105 mm y 0.42 mm, para realizar una extraccion alcalina
exhaustiva de xilanos y donde se obtuvieron ocho fracciones de extractos de hemicelulosas. Cada una de las fracciones se sometieron a una
hidrélisis enzimatica durante ocho horas con una xilanasa comercial (Livanol Devisco 1500) y como control interno se utilizé xilano de beechwood
(Sigma Aldrich, X4252), del cual solo se liberaron 6.9 + 2.25 g/L de azlcares reductores. Se encontré que las fracciones provenientes del
tratamiento con vapor y la fraccion de la extraccién alcalina precipitada con alcohol, ambas para el olote de maiz fresco, se liberd una cantidad
de azlcares reductores muy semejante al xilano comercial con 7.10 +£2.02 y 7.24 + 0.37 g/L, respectivamente. Finalmente, se logré determinar
que, si bien las 8 fracciones obtenidas en el presente estudio pueden ser utilizadas como sustratos para determinar la actividad enzimatica
xilanasa, la mejor fue la fraccion de la extraccion alcalina ya que se cuantificaron 0.236 + 0.03 Ul/mL, mientras que para el sustrato comercial
(xilano de beechwood) se obtuvo una actividad de 0.287 + 0.01 Ul/mL.

Palabras clave: Residuos agricolas, extraccion alcalina, hemicelulosa, xilanasa, hidrélisis.

Use of corn cob through xylan extraction and its potential use as a substrate for the
qguantification of xylanase enzymatic activity

Abstract: In Mexico, it is estimated that the amount of residues produced by the planting of the ten main crops is approximately 45 million tons
of dry matter, of which just over 25 million tons are corn cob. The corn cob contains large amounts of hemicellulose, mainly composed of xylan,
which can have various industrial uses. For this reason, in the present study, fresh and dry corn cob was used with two particle sizes: 0.105 mm
and 0.42 mm, to carry out an exhaustive alkaline extraction of xylan and where eight fractions of hemicelluloses extracts were obtained. Each of
the fractions were subjected to enzymatic hydrolysis for eight hours with a commercial xylanase (Livanol Devisco 1500) and as internal control,
beechwood xylan (Sigma Aldrich, X4252) was used, of which only 6.9 + 2.25 g/L were released. reducing sugars. It was found that the fractions
from the steam treatment and the fraction from the alkaline extraction precipitated with alcohol, both for fresh corn cob, were released a quantity
of reducing sugars very similar to commercial xylan with 7.10 + 2.02 and 7.24 + 0.37 g/L, respectively. Finally, it was possible to determine that
although the 8 fractions obtained in the present study can be used as substrates to determine the xylanase enzymatic activity, the best was the
fraction of the alkaline extraction since 0.236 + 0.03 IU/mL were quantified, while for the commercial substrate (beechwood xylan) an activity of
0.287 £ 0.01 IU/mL was obtained.

Keywords: Extraction, hemicelluloses, xylanase, hydrolysis.
Introduccién

El olote de maiz se genera en grandes cantidades durante el proceso de separacién del grano de maiz de la mazorcay
sus usos actuales van desde utilizarlo como forraje en ganaderia, como abono para la tierra o quemado al aire libre
ocasionando que la tierra se erosione y contaminando el medio ambiente. Ademas, ninguno de estos usos presenta
algun valor agregado (Cordoba et al., 2013; SAGARPA, 2010). El olote de maiz es uno de los residuos agroindustriales
gue tiene una gran cantidad de polisacaridos como la lignina, celulosa y hemicelulosas, lo que lo ha convertido en una
de las materias primas con mas potencial para la produccién de energia, calor, combustibles y productos quimicos
(Velmurugan et al.,, 2011; Kaliyan y Morey, 2010). El olote de maiz contiene aproximadamente un 34 % de
hemicelulosas, las cuales estan constituidas principalmente por azlcares de cinco carbonos como la xilosa y arabinosa,
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de las cuales el 94 % corresponde a xilanos que es el polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa
(Pointner et al., 2014).

Se ha demostrado que los xilanos tienen un gran potencial para producir xilooligosacaridos (XOs) por diversas vias y los
cuales tienen bastantes aplicaciones biotecnoldgicas ya son una fuente alternativa de diversos compuestos quimicos
de interés en varios sectores industriales y de investigacion (Cérdoba et al., 2013; Biely et al.,1997) ya que los XOs han
sido utilizados como edulcorantes para alimentos, como sustratos de enzimas, otros XOs han mostrado tener
actividades bioldgicas como antioxidantes, actividad antitumoral y también se han desarrollado materiales para
aplicarse en ingenieria de tejidos, tratamiento de heridas, entre otras (Liu et al., 2016). En otros sectores industriales
se han utilizado los XOs como hidrogeles, termoplasticos, recubrimientos, como aditivos en la fabricacion de papel y
en el sector de cosmetologia (Ebringerova y Heinze, 2000).

Si bien la produccién de los XOs se ha realizado principalmente a partir del olote de maiz por varios métodos de
hidrélisis enzimatica directa, hidrdlisis enzimaticas parciales y por hidrdlisis quimica (Teng et al., 2010), este es un paso
esencial para la creacion de distintos productos de una amplia gama de combustibles, biomateriales y quimicos. Por
ello, se han evaluado bastantes métodos que han resultado efectivos para separar la hemicelulosa de tejidos lefiosos
y no lefiosos. De los métodos mas estudiados es la extraccion alcalina y se conoce como un método fuerte y eficiente
para estos fines (Farhat et al., 2017). Las hemicelulosas tienen una mayor tasa de hidrdlisis y solubilidad en medio
alcalino que la celulosa (Egliés et al., 2012), ya que los iones hidroxilo provocan un hinchamiento en la celulosa, la
hidrélisis del enlace éster y el rompimiento de los puentes de hidrégeno intermoleculares entre la celulosa y la
hemicelulosa (Farhat et al., 2017). También se ha utilizado ampliamente el tratamiento con acidos y ha mostrado ser
efectivo y econdmico para hidrolizar por completo la hemicelulosa en azlcares monoméricos (xilosa, arabinosa,
glucosa, galactosa y manosa) (Sun y Cheng, 2005). Finalmente, otro método de extraccion de hemicelulosas es
aplicandoles vapor de agua a alta presidn, el cual es basicamente una autohidrdlisis debido a la influencia del agua y
vapor (Sun et al., 2005) sobre la estructura molecular de la hemicelulosa. En este trabajo se realizé el aprovechamiento
del olote de maiz para obtener xilanos por diversos métodos y se determind su potencial uso como sustrato para
cuantificar la actividad enzimatica xilanasa.

Materiales y Métodos
Preparacion y acondicionamiento de las harinas de olote de maiz

Se prepararon harinas de olote de maiz fresco (OMF) y seco (OMS) con tamarios de particula de 0.105mm y 0.42 mm,
para esto, se cortaron en trozos de 1-2 cm y se trituraron en una licuadora industrial. Posteriormente, se secaron a 60
°C por 48 horas en una estufa. Se repitio el triturado y las harinas obtenidas se tamizaron para obtener los tamafios de
particula deseados. Finalmente, por diferencia de peso se calculd el rendimiento. De cada harina, se tomaron 35 gry
se les realizd un lavado con 1 L agua desionizada durante 15 minutos a 300 rpm, a temperatura ambiente (25-30°C)
para eliminar impurezas solubles y cualquier remanente de azlcares. Pasado el tiempo se filtro con una gasa y la
fraccion sélida se sometid a un remojo por 12 horas en 1 L de agua desionizada a temperatura ambiente (25-30°C) con
una agitacion de 300 rpm. Transcurrido el tiempo, se filtré y se desechd el liquido. La fraccién sdlida se almacené a 4
°C hasta su uso.

Extraccion alcalina de xilano a partir de las harinas de olote de maiz

La extraccion alcalina se realizo siguiendo el protocolo de Driss et al., (2014) y Jian-Long et al., (2016) con algunas
modificaciones. Para esto, a cada harina acondicionada se le adiciond NaOH al 10 %’/v manteniendo una relacién
sélido-liquido de 1:20 y se incubd a 60 °C por 12 horas. Posteriormente, se separaron las fracciones por decantacion,
la fraccidn liquida se centrifugd a 2600 X g durante 10 minutos. Finalmente, se juntaron las fracciones correspondientes
obtenidas por decantacidn y centrifugacion provenientes de la misma harina.

Extraccidn con vapor

La fraccion solida, que se recuperd tras la extraccion alcalina de las diferentes harinas, se sometieron a un tratamiento
de vapor en autoclave a 120 °C durante 30 minutos. Después, se resuspendid en 100 mL de agua desionizada,
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homogenizando con una agitacién fuerte a temperatura ambiente por 10 minutos. Finalmente, se dejé reposar por 4
h para la separacién de fases y se desechd el sélido.

Recuperacion del xilano

Cada fracciodn liquida, que se obtuvo de la extraccién alcalina y del tratamiento de vapor, se acidificaron con CH;COOH
12 N hasta un pH de 5.0 bajo agitacién de 300 rpm. Después, se centrifugd a 2600 X g durante 10 minutos. Las fracciones
sélidas se secaron en cajas Petri a 60 °C por 24 horas, removiendo cada 2-3 horas para un secado uniforme. Las
fracciones liquidas se precipitaron con etanol frio en una relacion liquido-liquido 1:3, dejando reposar 12 horas a 4°C.
La separacién de fracciones se realizo por filtracidén y la fraccion liquida de este proceso se desechd y la sélida se sometid
a un secado. Finalmente, todos los extractos de hemicelulosas obtenidos se trituraron en un mortero y se secaron
nuevamente durante 24 horas.

Andlisis de las fracciones de hemicelulosas obtenidas
Se mezclaron las hemicelulosas de distinto tamafio de particula con las que provenian de la misma fase de extraccion

para olote fresco y el seco, obteniendo asi cuatro hemicelulosas provenientes del OMF y cuatro del OMS como se
muestra en la Figura 1.

OLOTE DE MAIZ FRESCO OLOTE DE MAIZ SECO
Tamaiio de Tamaiio de Tamaiio de Tamafio de
particula 0.105 particula 0.42 particula 0.105 particula 0.42
mm mm mm mm

Extraccion con Extraccién con Extraccion con Extraccién con
vapor vapor vapor vapor
Extraccion Extracciéon Extraccion Extraccién
alcalina alcalina alcalina alcalina
pp con pp con pp con pp con
alcohol-vapor alcohol-vapor alcohol-vapor alcohol-vapor
Pp con Pp con pp con pp con
alcohol-alcali alcohol-alcali alcohol-alcali alcohol-alcali

Figura 1. Esquema de las ocho fracciones de hemicelulosas obtenidas durante las extracciones.
Evaluacion de la calidad del xilano obtenido mediante una hidrdlisis enzimdtica con una xilanasa comercial

La hidrdlisis enzimatica se realizé de acuerdo con el protocolo de Driss et al., (2014), con algunas modificaciones. Para
esto, se utilizaron las 8 hemicelulosas obtenidas, el OMF y OMS sin ningln tratamiento y con un tamafio de particula
de 0.105 mm y 0.42 mm cada uno. Ademas, se incluyd un xilano comercial (xylan beechwood Sigma Aldrich, X4252)
como control positivo. Todos estos componentes se sometieron a una hidrélisis enzimatica con la enzima xilanasa
comercial Livanol Devisco 1500. La hidrdlisis enzimatica se llevd a cabo en un bafo seco con agitacion en tubos de
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ensayo de 9 mL estériles con un volumen de reaccién de 2 mLy con los sustratos a una concentracion final de 10 %" /.
La mezcla de reaccidn se incubd a 50°C durante 8 horas a 1000 rpm. Se realizaron muestreos cada hora y las muestras
se almacenaron en congelacién a -20°C hasta su uso. Se cuantificaron los azucares reductores por el método DNS
(Miller, 1959) y los datos de cada muestra problema se corrigieron primero restando el valor promedio del control del
reactivo y después, restando el valor promedio del tiempo cero de la hidrdlisis enzimatica.

Cuantificacion de la actividad enzimdtica xilanasa utilizando los xilanos obtenidos como sustrato.

La cuantificacion de la actividad enzimatica xilanasa se realizd de acuerdo con el protocolo descrito por Saha (2002)
con algunas modificaciones, en resumen, todos los sustratos evaluados se prepararon al 1 %°/y en buffer de acetatos
50 mM, pH 4.8. La mezcla de reaccidn se preparé en tubos Eppendorf de 1.5 mL al cual se le adiciond 30 pl del sustrato
respectivo y 30 L de la enzima xilanasa. Los tubos se incubaron a 50°C con agitacion de 500 rpm durante 40 minutos
en un bafio seco. Transcurrido el tiempo de reaccién, se cuantificaron los aztcares reductores liberados por el método
DNS (Miller, 1959). Para esto, se adiciond 120 pL del reactivo DNS a cada uno de los tubos y se incubaron a 95°C por 5
minutos. Una vez terminado el tiempo, se transfirieron 36 uL de cada tubo a una microplaca que contenia 160 pL de
agua desionizada en los pozos respectivos. Finalmente, se midid la absorbancia a 492 nm en un lector de microplacas.
Los valores de absorbancia de cada muestra problema se corrigieron restandoles el valor promedio de absorbancia
obtenido para el control del sustrato. La actividad enzimatica xilanasa se expresé en Unidades Internacionales (IU) por
mL, donde una unidad de actividad enzimatica xilanasa se definié como la cantidad de enzima capaz de liberar azucares
reductores equivalentes a 1 umol de xilosa por minuto. Para calcular la actividad enzimatica xilanasa en IU/mL, se utilizd
la ecuacidn 1 descrita por Saha (2002):

IU  Absm ( lug )(1)( 1 ) (1)
mL ~ Abs/ug est \150 pmol de xil/ \t inc/ \mL dil

donde, IU/mL es la actividad xilanasa obtenida en la dilucidn critica; Abs m es la absorbancia obtenida del ensayo para
cada una de las muestras problema; Abs/ug est es la absorbancia en 1 pug de xilosa proveniente de la curva estandar de
xilosa; 1 pg/150 umol de xil es la cantidad de xilosa en 1 pumol; t inc es el tiempo de incubacién del ensayo (40 minutos);
y mL dil son los mililitros de la dilucién critica utilizada (0.03).

Azdcares reductores

La cantidad de azlcares reductores se cuantificé por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), usando xilosa como
estandar. Se adapto el método de Miller (1959) para microvoliumenes en el cual, se toman 9 uL de la muestra y se le
agregaron 171 pl de reactivo DNS (7 g/L de 3,5-acido dinitrosalicilico, 13.2 g/L de hidréxido de sodio, 207 g/L de tartrato
de sodioy potasio, 0.5 %"/y de fenoly 5.5 g/L de metabisulfito de sodio) y se homogenizd. Esta mezcla se incubd durante
1 minuto a 95 °C en un bafio seco. Al finalizar la reaccidn, se transfirieron 90 uL de la mezcla a los pozos de una
microplaca de 96 pozos y se midi6 la absorbancia a 492 nm. Como blanco se utilizé 90 plL de agua desionizada y como
control del reactivo se colocaron 9 pL de agua desionizada y 171 pL de reactivo DNS. Para obtener los azucares
reductores en g/L en equivalentes de xilosa se realizé una curva estandar de xilosa de en un rangode 0 a 20 g/Ly la
ecuacion se utilizd para estimar la concentracién de xilosa liberada. Los resultados son reportados en g/L en
equivalentes de xilosa obtenidos.

Resultados y Discusion

Evaluacion de la pérdida de humedad y rendimiento de la materia prima durante la preparacion y acondicionamiento
de las harinas de olote de maiz, fresco y seco, con un tamafio de particula de 0.105 mm y 0.42 mm.

En la Figura 2 se muestran los resultados del olote de maiz que se pudo tamizar en los dos tamafios de particula
requeridos. En la Figura 2A, se muestra el rendimiento del olote de maiz desde su peso inicial. Se puede observar que
de todo el OMF que se tuvo para trabajar, es decir, sin pretratamiento o acondicionamiento alguno, el 60 % de todo
este material se perdié ya sea por la manipulacidon propia del acondicionamiento de la materia, al momento del
tamizado, transferencia, molienda y de la pérdida de agua durante el secado. Del 40 % restante el 12 % se logré tamizar
en un tamanio de particula de 0.105 mm y el 5 % se tamizd en un tamanio de particula de 0.42 mm. Finalmente, el 23 %
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es considerado residuo, ya que no se pudo reducir su tamano por la dureza del material. Esto representd poco mas de
la mitad del olote de maiz que se recuperd tras el secado. En general, mas del 80% de todo este olote fue perdida de
humedad y de materiales de desecho (residuos).

En la Figura 2B, se puede observar de igual manera el rendimiento del olote de maiz en este caso, seco. En este caso,
se observd que mas de la mitad de todo el material se logré tamizar en los dos tamafios de particula de 0.105 mm y
0.42 mm, 18% y 49 %, respectivamente. Solo 8 % de la materia se perdié tras el secado y un 25% ya no se pudo reducir
a un tamafio pequeno de particula deseado por la dureza del material. Finalmente, se logré recuperar poco mas del
65% en los tamizados y solo el 33% se perdié o deseché.

A B

m Pérdida
m 0.105 mm
m 0.42 mm

m Residuo

Figura 1. Porcentajes de olote maiz obtenido después de la preparacién y acondicionamiento de las harinas. A) Harina del olote
de maiz fresco. B) Harina del olote de maiz seco

Extraccion y recuperacion del xilano para el maiz freso y seco en los procesos de extraccion con vapor y con dlcali.

Si bien la biomasa vegetal se encuentra formada principalmente por lignina, celulosa y hemicelulosa, sus proporciones
varian dependiendo del tipo de biomasa. Las hemicelulosas del olote de maiz se encuentran principalmente formadas
por xilano, el cual se encuentra al interior, mediante interacciones no covalentes y enlaces covalentes, en una matriz
formada por la celulosa y lignina (Chapla et al., 2012).En la Tabla 1 se muestran las cantidades, en base seca, de las
hemicelulosas obtenidas en las diferentes fracciones, asi como el porcentaje de recuperacion alcanzado para cada una
de las condiciones evaluadas. En general, se puede observar que, a mayor tamafio de particula, la cantidad extraida de
hemicelulosas fue mayor, mientras que el mejor método de extraccién fue el alcalino, con 0.42 mm de tamafio de
particula, donde se logré recuperar el 74.1 y 95.8 % de hemicelulosas para el olote de maiz fresco y seco,
respectivamente. El porcentaje de recuperacidn alcanzado en el presente trabajo es bastante alto respecto a otros
estudios donde solo obtuvieron un 26 % de recuperacion de hemicelulosas cuando utilizaron una extraccidn con vapor
saturado a 155 °C (Yang et al., 2006). Esta diferencia se puede deber a que en el presente estudid solo se buscd realizar
una metodologia para obtener las hemicelulosas del olote de maiz y aunque pueden contener cierto grado de
impurezas como lo describe Sporck et al. (2017), no se implementaron otras metodologias de purificacién mas
exhaustivas por el costo y por los desechos adicionales que representarian.

Tabla 1. Recuperacién de hemicelulosas obtenidas a partir del olote de maiz fresco y seco.

Tamaiio de ., ., Precipitaciéon con Precipitacién con ., ..

) Extraccion  Extraccion . Hemicelulosas Recuperacié
particula con vapor (g) alcalina (g) alcohol y tratamiento alcohol y totales (gr) n (%)
(mm) porie & con vapor (g) extraccion alcalina (g) & ’
Olote de 0.105 0.7 8.1 0.37 4.2 13.5 38.5
maiz fresco 0.42 1.5 14.7 2.1 7.2 25.9 74.1
Olote de 0.105 0.3 16.1 13 9.5 27.3 78.0
maiz seco 0.42 2.1 20.3 1.8 8.9 33.5 95.8
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Hidrdlisis enzimdtica de los extractos de hemicelulosas obtenidas por la extraccion quimica a partir del olote de maiz
para la obtencion de azucares reductores.

Como se puede observar en la Figura 3, la hidrdlisis de los xilanos tanto del comercial de beechwood como las fracciones
de hemicelulosas obtenidas, a las 4 h de reaccidén los sustratos provenientes de la precipitacion con alcohol con
tratamiento de vapor, extraccion alcalina y el xilano comercial muestran valores de liberacion de azlcares reductores
en equivalentes de xilosa de 7.10 + 2.02, 7.24 £ 0.37 y 6.86 *+ 2.25 g/L, respectivamente.
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Figura 2. Evolucidn de los azucares reductores en equivalentes de xilosa (g/L) durante la hidrdlisis enzimatica de las fracciones de
hemicelulosas provenientes del OMF.

En la Figura 4, se muestran las cinéticas de la hidrdlisis enzimatica que obtuvieron un perfil semejante al xilano de
beechwood y se puede observar que las hemicelulosas provenientes de la precipitacién con alcohol del tratamiento
con vapor y la extraccidn alcalina fueron los que presentaron un perfil semejante al xilano comercial. Las hemicelulosas
obtenidas con la precipitaciéon con alcohol de la extraccion alcalina es el que tiene una semejanza mayor al xilano
comercial.

160 1
—e—OMS PP ALCOHOL- VAPOR
—&—OMS PP ALCOHOL- ALCALI
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Figura 3. Evolucidn de los azucares reductores en equivalentes de xilosa (g/L) durante la hidrdlisis enzimatica de las fracciones de
hemicelulosas provenientes del OMS.
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Finalmente, se puede decir que algunas de las fracciones de hemicelulosas obtenidas muestran cierta semejanza en el
perfil de hidrdlisis respecto al xilano comercial, se decidid realizar una comparacién a las 4 h ya que fue donde, en
general, se alcanzé el maximo de liberacién de xilosa. De esto, en la Figura 5 se muestran todos los extractos de
hemicelulosas obtenidos durante la hidrdlisis enzimatica a las 4 h de reaccidn. En la primera barra se puede observar
al control positivo del experimento, el xilano de beechwood, y del cual, la enzima xilanasa logré hidrolizarlo y alcanzar
una liberacidén de xilosa de 6.86 + 2.25 g/L. Dado que este compuesto fue utilizado como control experimental, en la
Figura 5, se trazé una linea punteada para resaltar aquellos extractos de hemicelulosa que lograron ser hidrolizados de
la misma forma que el xilano comercial y las cuales son la fraccion obtenida por precipitaciéon con alcohol con
tratamiento de vapor, la fraccién obtenida por extraccién alcalina para el OMF, mientras que solo la fraccion obtenida
por extraccion alcalina para el OMS fue semejante al control experimental. Al comparar los resultados del presente
estudio obtenidos a las 4 h de hidrélisis enzimatica se puede ver en términos generales que han obtenido una mayor
conversion del xilano como, por ejemplo, Yang et al. (2005) realizaron la extraccion con vapor de xilooligosacaridos a
partir del olote de maiz y lograron liberar 21 g/L de azlcares reductores en 24 h utilizando una xilanasa producida en
medio liquido por Penicillium corylophilum P-3-31.
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Figura 4. Liberacidn de equivalentes de xilosa en g/L a las 4 h de reaccidn para todas las fracciones de hemicelulosas obtenidas en
el presente estudio.

Evaluacion de los extractos obtenidos del olote de maiz como sustratos para la cuantificacion de la actividad enzimdtica
xilanasa.

En los ultimos 20 afios, se habia utilizado el xilano de beechwood y el de birchwood como los sustratos por excelencia
para medir la actividad enzimatica xilanasa (Sharma et al., 2020). Sin embrago, estos sustratos fueron reemplazados
por otros, como el RBB-xilano, que tienen un alto costo en el mercado actual. Por ello, en el presente estudio se
evaluaron las hemicelulosas obtenidas durante todo el proceso de extraccion y recuperacion como sustratos para medir
la actividad enzimatica xilanasa. Como control experimental se utilizd un xilano comercial de beechwood y poder
determinar si alguna de estas fracciones puede funcionar como sustrato para la xilanasa. En la Figura 6, se presentan
los resultados para la cuantificacién de la actividad enzimatica xilanasa y se puede observar, de forma general, que
todos los extractos obtenidos en diversos puntos del proceso de extraccidon, asi como del olote de maiz fresco y seco
lograron ser utilizados como sustrato para la cuantificacidn de la actividad enzimatica xilanasa. Sin embargo, el xilano
comercial, que es el sustrato de referencia para la cuantificacién de la actividad de la enzima xilanasa, es el que present6
una mayor actividad enzimatica xilanasa con 0.287 + 0.01 IU/mL. Sin embargo, se puede observar que la fraccidn de
OMF proveniente de la extraccion alcalina es un buen candidato para utilizarse como sustrato ya que con este
compuesto se obtuvo una actividad enzimatica xilanasa de 0.236 + 0.03 IU/mL. De igual forma, existen otros extractos
con potencial de usarse como sustrato, ya que la fraccion del tratamiento con vapor del olote de maiz seco la actividad
enzimatica fue de 0.2 + 0.04 IU/mL.
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Figura 5. Cuantificacidn de la actividad enzimatica xilanasa en Ul/mL utilizando como sustratos los productos obtenidos de la
extraccion alcalina del olote de maiz fresco y seco.

Sharma et al. (2020) demostraron que el xilano extraido del aserrin de acacia puede ser utilizado como sustrato para
medir la actividad enzimatica xilanasa y encontraron que utilizando el xilano de acacia se obtuvo una actividad
enzimatica un 12 % mayor que con el xilano de beechwood. De igual manera, Corradini et al. (2018) lograron extraer
xilano del eucalipto y no encontraron diferencias significativas entre su xilano extraido y el xilano comercial de
birchwood en la cuantificacién la actividad enzimatica xilanasa.

En el presente se provee una alternativa de xilano como sustrato para la xilanasa, ya que se logré determinar que las 8
fracciones de hemicelulosas obtenidas de la extraccion del olote de maiz pueden servir como sustratos para la xilanasa,
los mas prometedores son las hemicelulosas obtenidas con la extraccion alcalina del olote de maiz fresco y la obtenida
mediante la extraccidon con vapor del olote de maiz seco. De igual forma, otros estudios han demostrado que los
principales productos de la hidrélisis enzimatica fueron xilosa, xilobiosa y xilotriosa cuando se sometié el xilano,
obtenido por extraccion alcalina del olote de maiz, a una hidrolisis enzimatica con una xilanasa (Driss et al., 2014).

Los resultados mostrados en el presente estudio son promisorios respecto al uso de las hemicelulosas extraidas del
olote de maiz como sustratos para medir la actividad enzimatica xilanasa, sin embrago, es evidente la necesidad de
continuar los estudios sobre estas fracciones de hemicelulosas para determinar su estructura con metodologias
analiticas especializadas como la espectrometria de masas y con ello proveer la informacidn necesaria para establecer
si las moléculas obtenidas son moléculas semejantes al xilano comercial. Otra parte por realizar en un futuro es el
analisis de los productos de la hidrélisis enzimatica por cromatografia en capa fina para poder comparar los perfiles de
separacion de los principales monosacaridos que conforman a estas hemicelulasas con sus respectivos estandares.

Conclusiones

En la preparacién y acondicionamiento de las harinas, el olote de maiz fresco registré una pérdida del 60 % tras el
secado y manipulacién de la materia prima, de la cual, el 52% corresponde a la cantidad de agua eliminada por
evaporacién y otras sustancias que se pierden tras el secado. Para el olote de maiz seco solo hubo una pérdida del 8 %
durante su preparacion y se logré recuperar mas del 60 % del material inicial.

Se logré realizar una extraccion alcalina de xilano a partir de las harinas preparadas y se obtuvieron 8 fracciones de
hemicelulosas que, en general, cuando se utilizé la harina del olote de maiz con un tamafio de particula de 0.42 mm
existié una mayor recuperacion de los extractos de hemicelulosas tanto para el OMF como para el OMS.
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De la hidrélisis enzimatica realizada a los ocho extractos de hemicelulosas obtenidos, junto con el xilano comercial, se
obtuvo que las hemicelulosas provenientes del tratamiento con vapor y extraccidn alcalina sometidas a la precipitacion
con alcohol para ambos tipos de olote de maiz (fresco y seco) tienen un perfil semejante en la liberacién de xilosa a la
del xilano comercial. También se encontrd que la mayoria de las fracciones obtenidas tienden a alcanzar su maxima
liberacion de xilosa y mantenerse constante alrededor de las 4 h de hidrdlisis, donde el xilano comercial presenté una
liberacion de xilosa de 6.86 + 2.25 g/L y las dos fracciones de hemicelulosas del tratamiento con vapor y extraccion
alcalina sometidas a la precipitacidn con alcohol del OMF presentaron una liberacién de 7.10 £+ 2.02 y 7.24 + 0.37 g/L,
respectivamente.

La evaluacion de los extractos de hemicelulosas como sustratos para medir la actividad enzimatica xilanasa, se observé
que la fraccién que presentd una mayor actividad xilanasa fue la que proviene de la extraccidn alcalina del OMF con
0.236 +0.03 Ul/mL. Si bien, aunque se pudo apreciar que los sustratos que en la hidrdlisis enzimatica presentaron una
cinética de liberacion de xilosa parecida a la del xilano de beechwood, al usarlos como sustratos presentaron valores
mas bajos, posiblemente esto se podria atribuir al tamano de particula que tienen dichos sustratos, es decir, su
molienda fue dificil por la dureza del material.
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