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1. INTRODUCCION

Los taninos, son compuestos polifendlicos muy diversos, qué se integran en una
familia de estructura quimica diferente, pero con una funcion fisioldgica similar. Se
encuentran en gran variedad de plantas y en algas cafés (Hagerman y Carlson,
1998). En general, los taninos pueden ser divididos en tres grupos: los florotaninos
que se han encontrado Unicamente en algas cafés,; los taninos hidrolizables, cuya
distribucidn estd mas restringida en plantas superiores y los taninos condensados
(procianidinas) que estan ampliamente distribuidos en las plantas superiores
(Hagerman y Carlson, 1998).

Los florotaninos se componen de grupos de floroglucinol, con diferentes patrones de
polimerizacién y, se encuentran exclusivamente en algas marinas cafés (Hagerman y
Carlson, 1998; Waterman y Mole, 1994).

Los taninos hidrolizables se componen de acido galico y glucosa y estan formados
por ésteres de acido galico. Incluyen galotaninos simples, como el galato de metilo y
el acido elagico (Hagerman y Carlson, 1998).

Los taninos condensados, en cambio, forman estructuras complejas que son las
procianidinas las cuales son polimeros de catequina. Estos taninos son comunes en
la planta del té verde o negro, o en las semillas de uvas y en las cortezas de arboles
como el Quebracho o la Acacia. Taninos como el galato de epicatequina, pueden
inhibir la formacion de cancer (Jankun et al, 1997).

La abundancia de los taninos en los vegetales, se ha asociado con un sistema de
defensa contra microorganismos (Lewis y Starkey, 1968). Tienen diversos efectos
sobre los sistemas bioldgicos, siendo potentes queladores de iones metalicos,
agentes precipitantes de proteinas, y antioxidantes biolégicos (Hagerman y Carison,
1998). Los taninos, cuando se encuentran en altas concentraciones, en productos de
origen vegetal como; jugos, tés, café y vinos, causan astringencia (Bajpai y Patil,
1996).
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Los taninos se encuentran en productos agricolas que son destinados a la
alimentacion de ganado (Jiménez et al, 1994). Su alto contenido en forrajes, se ha
asociado con baja disponibilidad de proteinas, lo cual causa desnhtricic’m; siendo este
uno de los efectos fisiolégicos no deseados mas importantes causados por los
taninos (McLeod, 1974). Por otra parte, el tanino se ha utilizado en la industria de la
curtiduria, para el tratamiento de pieles, aprovechando su caracteristica de unirse a
las proteinas (Scalbert, 1991). Sin embargo, los desechos de estos taninos impiden
el tratamiento de aguas residuales por microorganismos. Son estos tres efectos:
astringencia, disminucién de la digestibilidad y el impedimento del tratamiento de
aguas, lo que justifica esta tesis, que tiene como objetivo buscar enzimas que
controlen y eliminen la astringencia de los taninos, que se piensa asociada con las
moléculas de acido galico y seria reducida al eliminar estos grupos.

La tanasa es una enzima que producen algunos microorganismos para poder utilizar
los taninos como fuente de carbono. Dentro de los microorganismos que utilizan los
taninos se encuentran: levaduras (Aoki et al, 1976 a y b, Deschamps y Leulliette,
1984), bacterias (Deschamps et al, 1980; Deschamps et al, 1983; Osawa y Walsh,
1993; Skene y Brooker, 1995), y especies de hongos como los Aspergillus (lbuchi et
al, 1972, Barthomeuf et al, 1994a) y Penicillium (Suseela y Nandy, 1983).

Los hongos que mejor degradan los taninos, como el acido tanico son pertenecientes
a la especie Aspergillus niger, que es capaz de crecer sobre fuentes en las que se
encuentran concentraciones de hasta 20% de acido tanico en el medio (van
Diepeningen, 1999).

El mecanismo de accién de la tanasa es la hidrélisis de los enlaces éster del acido
gélico que en los taninos hidrolizables puede ser de dos tipos: esterasa; cuando la
hidrélisis se da entre una molecula de acido galico y glucosa, o bien entre un grupo
metilo y una molécula de acido galico y, depsidasa; cuando la hidrélisis se da entre
dos moléculas de acido galico y la enzima actda despolimerizando la molécula, como
ocurre en el acido tanico (Beverini y Metche, 1990).




15

La pulpa de café ha sido estudiada para ser utilizada en la alimentacion de los
animales, pero se ha encontrado que para poder ser utilizada, ésta debe primero ser
destoxificada. Esto implica, la eliminacion de cafeina y compuestos polifenolicos
(Ramirez- Martinez, 1988).

La degradacién de taninos por el uso de enzimas, como la tanasa, es el propdsito
principal de este trabajo, que se desarrolld como parte de un proyecto financiado por
la Comunidad Econémica Europea orientado a la destoxificacién de la pulpa del café,
la cual tiene un elevado contenido de proteinas pero también una alta concentracién
de taninos. Se sabe que la tanasa degrada los taninos hidrolizables (Yamada et al,
1968), pero se conoce poco acerca de la degradacion de los taninos condensados
por esta enzima. Aunque existen patentes registradas en los E.U.A, sobre el uso de
la tanasa en la extraccion de té y clarificaciéon (Agbo y Joseph, 1995; Lehmberg et a/,
1999, y en Europa, Yamada y Tanaka, 1972; Tenko y Bow, 1971).

El principal objetivo de este trabajo fue purificar y caracterizar la tanasa de
Aspergillus niger Aa20, producida por fermentacion en medio sélido y probar su
actividad sobre diferentes taninos como sustratos de la tanasa. Para lo cual, se
escogieron algunos taninos hidrolizables y condensados.

En este trabajo, se desarrolldé un estudio experimental para estudiar la posible
actividad de la tanasa sobre una serie de taninos hidrolizables y condensados. En
unos se encuentra acido galico y en otros no. Para poder determinar el mecanismo
de accién de la tanasa a través de los productos generados, y ver si la tanasa era
capaz de actuar en algun lugar diferente del enlace éster del acido galico, como por
ejemplo en la catequina y el grupo pirrogalol del galato de catequina, ya que el
pirrogalol es un compuesto muy parecido al acido galico, con la diferencia de que el
pirrogalol no contiene el grupo carboxilico.

En general se tratd de ver si la tanasa aqui estudiada era capaz de hidrolizar ésteres
muy diversos del acido galico, ya sea con glucosa, con otros ésteres de acido galico
o con taninos condensados. Pues se sabe poco de la especificidad de este tipo de
enzima.
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Para poder desarrollar este estudio, se produjo la tanasa por una cepa de Aspergillus
niger de la coleccion IRD-UAM, previamente aisladas por (Roussos, 1985) y
Aquiahuatl-Ramos (1992), y ensayada posteriormente por Ramirez-Coronel, (1996).
La produccién se hizo por fermentacion en medio sélido utilizando como soporte
espuma de poliuretano, que ofrece la cualidad de ser inerte. El sistema de
fermentacion soélida ofrece entre sus cualidades; multiplicar la produccién de la
tanasa extracelular a diferencia de la produccion en medio liquido (Lekha y Lonsane,
1994), y que segun estudios del laboratorio es un sistema libre de proteasas a
diferencia de la fermentacién en medio liquido. Este sistema ademas favorece la
extraccion de las enzimas, ya que estas son excretadas al medio en tanto que
cuando se produce en medio liquido, la tanasa es intracelular (Lekha y Lonsane
1994).

Una vez establecido el medio de fermentacion se produjo la tanasa, para después
establecer un protocolo de purificacion, dividido en tres grandes etapas: la obtencién
de la enzima extracelular, l1a concentracién del extracto enzimatico y su purificacién.
Con la cuantificacion de la actividad enzimatica por HPLC vy la técnica de zimografia
desarrollada, se pudo llevar un control en las etapas de purificacién, de esa forma la
enzima pura pudo ser caracterizada y enviada a secuenciar en forma parcial en la
Universidad de Harvard en los EUA. Ademas con muestras de la enzima purificada
se pudo hacer un estudio de la ectividad de la enzima usando una amplia gama de
sustratos puros obtenidos de fuentes diversas.

Las secuencias de aminoacidos obtenidas de la tanasa purificada, tienen 100% de
homologias con una B-D-glucosidasa de A. kawachii, y la tanasa de Aspergillus niger
Aa20 tiene actividad B-D-glucosidasa, lo cual la hace la primera tanasa bifuncional
reportada.

Los resultados principales de esta tesis, indican que la tanasa obtenida es muy poco
especifica y ademas, se encontré un resultado inesperado que fue la presencia de
una segunda actividad catalitica como celobiasa.
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2. Analisis bibliografico

El presente analisis bibliografico, trata sobre la importancia de entender la estructura
de los taninos y el origen e importancia de sus efectos antifisiolégicos. Se analiza con
detalle, el mecanismo de accién de la tanasa y las caracteristicas de la tanasa
producida por diferentes microorganismos. Finalmente, se lleva a cabo un analisis de
la fermentacion en medio soélido, para la produccién de enzimas y la utilizacién de la
espuma de poliuretano, a diferencia de los soportes biodegradables de origen
agricola, como el bagazo de cafia.

2.1. Definicién de los taninos

Los taninos son compuestos fendlicos, solubles en agua, que tienen un peso
molecular entre 500 y 3,000. Tienen propiedades especiales para precipitar
alcaloides, colageno y otras proteinas (Hagerman y Carlson 1998).

Recientemente se ha sustituido el termino polifenoles por taninos, en un esfuerzo
para enfatizar la multiplicidad de grupos fendlicos, caracteristicos de estos
compuestos (Hagerman y Carlson, 1998). Scalbert (1991), los defini6 como
polifenoles solubles en agua, que difieren de otros compuestos fendlicos por su
habilidad para precipitar proteinas.

2.2. Clasificacion de los taninos

Todos los taninos son polifendlicos, pero se forman de grupos quimicos diferentes y,
de acuerdo al grupo del cual se componen, se clasifican en tres grandes grupos
diferentes: los taninos condensados, los taninos hidrolizables y los florotaninos
(Hagerman y Carlson, 1998).
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2.2.1. Los taninos condensados (procianidinas); son oligdmeros o polimeros de
flavan-3-oles de catequina o epicatequina (Fig. 2.2.1). La segunda, es un isémero de
la primera, y la Unica diferencia es la ubicacién del —OH (al frente o hacia atras) de la
posicion 3 del heterociclo. Cuando este hidroxilo esta al frente, es una catequina y
cuando esta detras es una epi-catequina (Fig. 2.2.1).

OH OH

OH

OH
(a) (b)

Figura 2.2.1. Catequina (a); Epi-catequina (b).

Los taninos condensados no contienen carbohidrato centrai a diferencia de los
taninos hidrolizables. Los taninos mas complejos son las procianidinas que han sido
modificadas por esterificacion o por oxidacion (Scalbert, 1991).

Existen diversas formas para los taninos condensados, pero sus estructuras basicas
son la catequina o epicatequina,‘y el grupo pirrogalol; que es una molécula muy
parecida al acido galico: un benceno al que se unen tres grupos hidréxilos en las
posiciones 3,4,5, pero sin el grupo carboxilo. Estas formas basicas forman el galato
de catequina y el galato de epi-catequina (Fig. 2.2.2).
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OH OH

OH ’ OH

OH

(a)

Figura 2.2.2. Galato de catequina (a); Galato de Epi- catequina (b)

Cuando estas moléculas se esterifican con acido gélico, se forma el galato de
galocatequina o el galato epi-galocatequina (Fig. 2.2.3), y se producen oligémeros
de estas moléculas que se conocen como procianidinas, las cuales pueden o no,
estar esterificadas con acido galico (Fig. 2.2.4)

OH o
H OH
™ o
OH
0
\ﬁ OH OH
0 OH OH
(a) (b)

Figura 2.2.3. Galato de galocatequina (a); Galato de Epi-galocatequina (b).
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OH

OH

R= HOOC OH

OH
OH

OH

Figura 2.2.4. Procianidina

2.2.2. Los taninos hidrolizables; se componen de acido galico (3,4,5-acido
trihidroxibenzoico) y una molécula de glucosa. La unién de dos moléculas de acido
galico hace el acido elagico. El acido tanico (Figura 2.2.5), es un galotanino, formado
por ésteres del acido galico y la glucosa. Contiene cinco moléculas de &cido galico
unidos directamente a la molécula de glucosa (pentagaloilo de glucosa), a estos
acidos gadlicos centrales se esterifican otras moléculas de acido galico, para
componer el acido tanico. El enlace entre las moléculas de acido galico se conoce
como enlaces depsidicos a pesar de ser un enlace éster.

Oftros tipos de taninos hidrolizables mas simples son el acido elagico y el galato de
metilo. El primero, se compone de dos moléculas de acido galico y el segundo, es
una molécula de acido galico metilada en el grupo carboxilo (Fig.2.2.6).
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H
H
H 0
OH
H
OH
0
0 4
0 OH
HO OH

Figura 2.2.5. Acido tanico

OH

.

OH
CH30 /

OH

Figura 2.2.6. Galato de Metilo

2.2.3. Los florotaninos; Son taninos que se encuentran en algas marinas cafés y se
componen de subunidades de floroglucinol (1,3,5- trihidroxibenceno), Figura 2.2.7.
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Sus enlaces son de tipo aril-aril o éter entre; carbono — oxigeno o carbono - carbono,
(Figura 2.2.8) Los florotaninos siguen diferentes patrones de polimerizacién en

diferentes especies (Hagerman y Carlson, 1998).

H OH

Figura 2.2.7. Floroglucinol

OH

Figura 2.2.8. Florotanino
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2.3. Fuentes de taninos y su funcién en las plantas

Los polifenoles, las procianidinas y los ésteres del acido galico, cohstituyen un grupo
de metabolitos secundarios en las plantas (Ozawa et a/, 1987). Los taninos tienen un
significado importante en el suelo y plantas porque de su habilidad para unirse a las
proteinas resulta su resistencia a muchos organismos fitopatégenos. Ademas los
taninos de ciertas plantas participan en la formacién del humus del suelo. También el
alto contenido de taninos en plantas se ha asociado con la proteccién al ataque
microbiano, y su durabilidad se ha relacionado con su alto contenido de taninos
(Dellus et al, 1997). También se cree que los taninos inhiben la peroxidacién de
lipidos de la membrana celular, de las semillas expuestas a irradiacion disminuyendo
la formacién de radicales libres (Osawa et al, 1985).

En fin, los taninos son uno de los cuatro gupos de componentes mas abundantes de
las plantas, junto con la celulosa, la hemicelulosa y las ligninas y junto con las
ligninas, son los polimeros polifendlicos mas ampliamente distribuidos en la
naturaleza (Lewis y Starkey, 1968).

Los taninos se encuentran en una gran variedad de especies de plantas superiores,
herbaceas y lefiosas (Okuda et al, 1993). Pudiéndose acumular en cantidades de
hasta mas del 10% de su peso seco (Scalbert, 1991). Las plantas acumulan una
amplia variedad de compuestos secundarios, incluyendo alcaloides, terpenos y
fendlicos, que no participan en el metabolismo primario pero funcionan como agentes
toxicos, protegiendo a las plantas de los herbivoros y de muchas enfermedades
(Hagerman y Carison, 1998). Los cultivares de sorgo (con altos contenidos de
taninos), se aprovechan en todo el mundo, porque son resistentes a la depredacion
de los péjaros, favoreciendose su cosecha. Sin embargo, cuando los granos son
utilizados como alimento para animales, los efectos son téxicos: se reduce la tasa
del crecimiento, decreciendo la asimilacién de las proteinas, y de los aminoacidos
(Jiménez et al, 1994).
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2.4. La unién tanino — proteina

Los taninos tienen gran afinidad por las proteinas. Esa interaccion se da por medio
de puentes de hidrogeno entre el oxigeno del carbonilo de los péptidos y los
hidroxilos del acido galico. Entre mayor numero de grupos fendlicos en el tanino,
mas se favorecen las oportunidades de reaccién entre los taninos y las proteinas
para unirse. La formacién de los puentes de hidrogeno, es independiente en el
intervalo de pH de 2 a 8, pero a pH mayor, los puentes de hidrégeno se rompen por
la formacién de iones fenolato (McLeod, 1974).

Los grupos ionizados sobre el complejo tanino - proteina, pueden introducir fuerzas
de atraccién o de repulsion entre las moléculas que pueden reforzar o debilitar el
efecto de los puentes de hidrogeno. El efecto neto determina la estabilidad del
complejo tanino proteina, y dependen de factores tales como: el numero, el tipo y el
arreglo espacial de los grupos cargados sobre los taninos y de las proteinas, asi
como de las propiedades del solvente tales como: pH y constante dieléctrica.

Hay tres posibilidades de interaccion de los taninos con las proteinas: la formacion
de puentes de hidrégeno, que es reversible e independiente del pH, cuando el pH es
menor de 8.0. En cambio las interacciones idnicas dependen del pH y son
reversibles puediendo debilitar o reforzar los puentes de hidrégeno dependiendo de
las condiciones (MclLeod, 1974).

Los puentes de hidrégeno y las interacciones idnicas, entre las proteinas y los
taninos se favorecen particularmente en los taninos hidrolizables, que tienen
numerosos grupos carboxilos (McLeod, 1974). Los grupos fendlicos de los taninos
reaccionan por dos mecanismos: uno por acoplamiento oxidativo, que es irreversible
y otro, por puentes de hidrégeno que es reversible (MclLeod, 1974). Esta propiedad
llamada aveces astringencia, es la razén por la cual los taninos se han usado para
curtir pieles animales (Scalbert, 1991).

La estructura juega un papel muy importante en el complejo tanino-proteina. En
general, las proteinas ricas en prolina tienen alta afinidad por los taninos, pues
facilmente forman puentes de hidrégeno con los taninos (Hagerman et al, 1998).
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Es muy importante aqui destacar, para el proposito de la tesis, que la habilidad de
los taninos hidrolizables de precipitar proteinas, ha sido relacionada con su grado de
esterificacion (Hagerman y Carlson, 1998) y por lo tanto la rupturé de esos enlaces,
por la accién de esterasas como la tanasa disminuira la capacidad astringente de
estos polifenoles. De ahi el interés de buscar enzimas relativamente inespecificas
que rompan graﬁ cantidad de ésteres de acido galico.

2.5. Efectos antifisiologicos de los taninos

Los taninos tienen efectos antifisiologicos sobre los humanos porque causan
astringencia, y en animales causan mala asimilacién de las proteinas. En varios
estudios realizados con animales, al proporcionales dietas ricas en taninos les
causan pérdidas de peso, debido a su caracteristica de unirse a las proteinas
(McLeod, 1974; Cousins et al, 1981, Wrangham y Waterman, 1983). El complejo es
resistente a la degradaciéon por enzimas digéstivas, lo cual interfiere con la
asimilacién del nitrégeno in vivo (Osawa, 1992). Los taninos también tienen efectos
téxicos sobre microorganismos metanogenicos (Field et al, 1990).

2.6. Degradacion de los taninos por microorganismos

Los taninos varian en su susceptibilidad al ataque microbiano, y son transformados
sélo por ciertos hongos, principalmente por especies que pertenecen a los géneros
Aspergillus y Penicillium (Lewis y Starkey, 1968). Los taninos hidrolizables son
descompuestos por hongos como los Aspergillus, y los Penicillium y las bacterias de
la especie Achromobacter, en tanto que, los condensados, son utilizados por
especies como los A. fumigatus (Lewis y Starkey, 1969) y Calvatia gigantea
(Galiotou y Macris, 1986). La tolerancia en la concentracion de taninos entre las
diferentes especies, es de hasta 20% para los Aspergillus. Pero para especies como
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A. fischerii la tolerancia es del 3% solamente. Sin embargo, la concentracion 6ptima
es del 10% para los primeros y de 2% para los ultimos (Bajpai y Patil, 1997).

2.7. Tanasa

La tanin acil hidrolasa EC. 3.1.1.20, es una enzima que reconoce el enlace éster
entre el azlcar y el acido galico o el enlace entre dos moléculas de acido galico. A la
primera se conoce como actividad esterasa y a la segunda, se le llama actividad
depsidasa (Beverini y Metche, 1990). Nierenstein (1936), ya habia propuesto un
mecanismo de reaccion de la tanasa sobre los taninos del té verde, asignandoles a
estos una férmula provisional. Al tratar estos taninos con la enzima, esta tenia dos
actividades, por o cual supuso que eran dos tanasas, a una la llamé6 3-galoil-I-
acatequintanasa y a la segunda galotanasa. La tanasa actba sobre taninos como el
galato de epicatequina y el 3-galato de epicatequina-galato, produciéndose con esta
enzima, acido galico (Nierenstein 1936; Bradfield y Penney 1948).

Se sabe que la tanasa producida por los hongos, puede estar en el micelio unida a la
membrana (Bradfield y Penney, 1948; Barthomeuf et al, 1994b) o secretarse fuera
de la célula (Lekha y Lonsane, 1994; Bradoo et al, 1997) y que es una enzima
inducible formada por el micelio de los hongos de diferentes especies (Bradoo et al,
1996). En la presencia de diferentes inductores, los hongos muestran crecimiento y
produccién de tanasas de diferente tipo (Bajpai y Patil, 1997).

2.7.1. Fuentes de las tanasas

En los microorganismos, se ha reportado estudios de produccion de tanasa por
levaduras (Aoki et al, 1976a y b; Deschamps y Leulliette, 1984), por bacterias
(Deschamps et al, 1980; Deschamps et al, 1983; Skene ef al, 1995; Osawa y Walsh,
1993) y por hongos filamentosos de diferentes especies, siendo los Aspergillus,




28

como ya se mencioné, los que toleran mejor elevadas concentraciones de taninos
(Yamada et al, 1968; Vermeire y Vandame, 1988, Bajpai y Patil, 1996; Bradoo et al,
1996 Bajpai y Patil, 1997; Barthomeuf et al, 1994a).

En algunas plantas sé ha encontrado una tanasa con actividad de esterasa y
depsidasa (Niehails y Gross, 1997). Esta tanasa es inactiva con valores de pH
menores de 3.8 y arriba de pH 7.8, con un intervalo de mejor actividad con valores de
pH entre 4.3 y 5.0 con un amortiguador de citratos- fosfato monobasico de potasio, la
ma’xima actividad fue a pH 4.3 y 6.3. La temperatura de reaccion es mejor en el
intervalo de 35°C y 40°C. A 50°C, comienza a perder su actividad y entre 70 y 80°C,
pierde toda su actividad. El peso evaluado en una columna de Sephadex G-200
previamente calibrada es de 300 KDa y sobre un gel de electroforesis (técnica PAGE
y tefiido con plata) revelé tener 2 bandas. En un sistema llamado SDS-PAGE
solamente encontraron una banda con peso molecular de 75 KDa. Niehaus y Gross
(1997), concluyen que esa tanasa puede ser un tetramero de subunidades idénticas
en condiciones acidas el cual, se disocia, parcial o completamente, en dimeros
reactivos bajo las condiciones alcalinas empleadas en el sistema PAGE. Esta tanasa
también tuvo actividad esterasa y depsidasa.

2.7.2. Produccidn de la tanasa

Actualmente la tanasa es casi siempre producida por fermentaciéon en medio liquido y
la mayoria de los estudios sobre las caracteristicas de la enzima, estan hechos
usando fermentacién en medio liquido ( Lekha y Lonsane, 1997). De esa forma, se
han obtenido estudios muy interesantes e importantes en cuanto a la produccién de
la enzima, asi como en la optimizacidn de la purificaciéon de la tanasa producida.
Pourrat et al, (1982), reportaron la presencia de la tanasa asociada al micelio, lo cual
coincide con un nimero de autores (Adachi ef al, 1968; Yamada et al/, 1968). Beverini
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y Metche en (1990), encontraron dos tanasas: una con actividad esterasa y otra con
actividad depsidasa, ambas tanasas fueron intracelulares.

Barthomeuf et al, (1994b), desarrollaron una técnica para la obtencién de la tanasa
intracelular, con el uso de micelas inversas y Hatamoto et al, (1996), clonaron el gen
de una tanasa intracelular de A. oryzae, producida por fermentacion en medio
liquido.

En general, la produccion de la tanasa de los hongos se favorece a una temperatura
entre 30 y 35°C, asi como a un pH entre 5.5 y 6.0. Por otra parte, la presencia del
oxigeno es importante en la produccion de la enzima (Hadi et al, 1994). Pourrat et al,
(1982) y Barthomeuf et al, (1994a) indicaron las condiciones Optimas de produccidn
de la enzima, lo cual se favorece en presencia de una fuente adicional de carbono
que puede ser glucosa, ademas del acido tanico. Por lo general la tanasa se produce
en periodos largos de hasta 7 a 8 dias de cultivo (Lekha y Lonsane, 1994; Bradoo et
al, 1997).

Se han publicado pocos estudios de producciéon de tanasa por fermentacién en
medio sélido (Vermeire y Vandamme, 1988; Lekha y Lonsane 1994; Bradoo et al,
1997). Lekha y Lonsane (1994), en un estudio comparativo de la produccion de la
enzima de Aspergillus niger, en medio liquido (FML) y en medio sélido(FMS), sobre
bagazo de cafia encontraron que por FMS la tanasa tiene 4.8 veces mas actividad
volumétrica, que por FML. Por otro lado por FMS la enzima es completamente
extracelular, a diferencia de la tanasa producida por FML. Esto facilita y economiza
su obtencién (Lekha y Lonsane, 1994).

2.7.3. Propiedades de la tanasa

Yamada et al, (1968), encontraron que la tanasa es inducible en presencia de
taninos, y tiene un papel primordial en el crecimiento de los hongos, sobre el acido
tanico como unica fuente de carbono.
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Los primeros estudios de purificacion de la tanasa son los trabajos de Yamada et al,
(1968) y Adachi et al, (1968), dando las primeras caracteristicas de la tanasa
producida en medio liquido por Aspergillus flavus y utilizando écido tanico como
inductor y fuente de carbono. Ellos indicaron que la tanasa es una enzima asociada
al micelio y que contenia 25.4% de hexosas, lo cual confiere a la enzima una alta
solubilidad. El andlisis N-teminal de la tanasa de A. flavus, mostré que la enzima
tiene dos extremos N-terminal (uno empieza con alanina y otro con arginina) por el
método de Sanger, lo cual sugiere que la enzima puede consistir de dos cadenas
polipeptidicas diferentes, con pesos moleculares similares (Adachi et al, 1968).

En trabajos posteriores de purificacion se obtuvieron tanasas con diferentes pesos
moleculares. La mas grande, descrita por Farias et a/ (1994), de un peso molecular
de 240 KDa formada por 4 subunidades, seguida por la descrita por Hatamoto en
(1996), con un peso molecular de 200 KDa con 8 subunidades, formando un hetero-
octamero. Adachi et al, (1968), reportaron una tanasa de A. flavus de 194 KDa,
fomada por dos subunidades y Aoki et al, (1976), también encontraron una tanasa
formada por dos subunidades con P.M de 250 KDa. En general, las tanasas de
diferentes microorganismos son multiméricas; variando sin uniformidad en el nimero
de subunidades y en el peso molecular y posiblemente, el nimero de sus
subunidades dependa del pH en el cual se encuentran.

El pH éptimo y el punto isceléctrico de las tanasas producidas por FML y purificadas,
es cercano a 5.0 y 4.0, respectivamente. La temperatura éptima para las tanasas
producidas por fermentacion medio liquido es entre 30°C y 40°C, y para la tanasa
producida por FMS es de 60°C (Lekha y Lonsane, 1997).

La tabla siguiente (2.7.1) resume las caracteristicas de las tanasa purificadas,
producidas por diferentes microorganismos en medio liquido, y las caracteristicas de
la tanasa reportada por Lekha y Lonsane en 1994, producida por fermentaciéon en
medio sélido (analizada sobre un extracto crudo).




Tabla 2.7.1. Caracteristicas de las tanasas reportadas en la bibliografia desde 1968
hasta 1997, de diferentes m.o y plantas.

Referencia
m.o/ planta

Peso
Molecular
(KDa)

Subunidades

Glicosilacién
(%)

Punto
Isoeléctrico

Temperatura
Optima
°C

pH
Optimo

Adachi et al, 1968
A. flavus

194

2
heterodimero

254

40

Barthomeuf et al,
1994
A. niger

186

43

43

35

6.0

Farias et al, 1994
C. parasitica

240

4 (58)

30

55

Sussela et al,
1983
P. chrisogenum

3040

5.0

Hatamoto et al,
1996
A. oyzae

200

8
(hetero-
octamero)

227

Aoki et al, 1976
Candida

250

2

62

Skene et al, 1995
Selomonas

30-40

7.0

Lekha y Lonsane,
1994
A. niger

60

55

Niehats y Gross,
1997.
Pedunculata oak

300

4(75)

35-40

4.3-5.0

En esta tabla

se pueden ver resumidas las caracteristicas de las tanasas

intracelulares producida en FML. También, puede observarse que la Unica tanasa
extracelular reportada en la tabla, producida en medio sdélido, es la reportada por
Lekha y Lonsane en (1994), analizada sobre un extracto crudo. Como la enzima
tanasa producida por FMS no se purifico, se desconocen muchas de sus

caracteristicas moleculares.

2.7.4. Inhibidores de la tanasa

Ibuchi et al, (1972), encontraron que el sitio activo de la tanasa puede reaccionar con

los grupos hidroxilo de compuestos fendlicos e inhibir la formacién del complejo
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enzima-sustrato. Sussela y Nandy, (1983), encontraron que la tanasa es inhibida
hasta en un 53% por iones metalicos como: Cu?*, Zn*" y Fe?** y hasta en un 17 % por
Mg?* a 20 mM, similar a lo que encontr6 Ibuchi et al, 1972. Férias et al, (1994),
demostraron que el acido galico es un fuerte inhibidor de la tanasa (Tabla 2.7.2).

Por su parte Barthomeuf et al, (1994a), reportaron como inhibidores de la tanasa al
di-isopropil fluorofosfato (DFP), el cobre, el hierro y el zinc. Sin embargo, esta
accion es atenuada con 20 mM de EDTA. También describieron los siguientes
reactivos, como inactivadores de la tanasa: o-fenantrolina, PMSF, EDTA, 2-
mercaptoetanol, tioglicolato de sodio, MgSQ4, CaClz, MnClz, CoCl; (Tabla 2.7.2)

Tabla 2.7.2. Inhibidores e inactivadores de la tanasa
Inhibidores Acido galico, DFP,ZnCI2, FeClI2, CuSO4.

Inactivadores | o-fenantrolina, PMSF, EDTA,
2-mercaptoetanol, tioglicolato,
MgSO4, CaCl,, CoCls.

2.7.5. Mecanismo de accioén de la tanasa

La tanasa hidroliza el enlace éster y depsidico de la molécula de! acido tanico,
produciendo acido galico y glucosa. También, ataca a la molécula galato de metilo
(Yamada et al, 1968). El acido tanico es completamente hidrolizado en acido gélico
(3,4,5-acido trihidroxibenzoico) y glucosa. En la degradacién del acido tanico, se
forman intermediarios, como son el 1,23,4,6-pentagaloilo de glucosa, 2,3,4,6-
tetragaloilo de glucosa y dos tipos de monogaloilo de glucosa (Ibuchi et al, 1972). Por
lo tanto, la tanasa, tiene dos actividades: una como esterasa, sobre taninos simples
como el galato de metilo o metil galato (Fig. 2.7.1) y una segunda como depsidasa,
sobre los enlaces del acido tanico (Fig. 2.7.2), (Beverini y Metche, 1990, Lekha y
Lonsane 1997).
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Figura 2.7.1. La actividad esterasa de la tanasa.
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Figura 2.7.2. La actividad depsidasa de la tanasa.

2.7.6. Usos de la tanasa

La tanasa es usada en la manufactura de té instantaneo y otros productos también

de origen vegetal, principalmente para eliminar o al menos disminuir la astringencia

de productos como el té, el café y los jugos de frutas. También, es utilizada para

clarificar productos como los jugos y hacerlos mas apetitosos (Lehmberg et al, 1999;

Barmentlo ef al, 1993) y en la preparaciéon de procianidinas las cuales tienen

aplicacion en la industria farmacéutica (Ariaga ef al, 1998), asi como en la

clarificacién de productos vegetales (Agbo et al, 1995).
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2.8. Los Hongos filamentosos

Los hongos son organismos eucariéticos quimioorganotréficos, y su pared celular
contiene quitina, celulosa o ambas. Se reproducen por medio de esporas. Las
esporas son muy importantes en la clasificacion de los hongos; sus clases se
diferencian principalmente por las caracteristicas morfolégicas de los estadios
sexuales de las esporas. Los hongos no tienen clorofila y sus cuerpos son
alargados. La morfologia del talo y las esporas asexuales estan en segundo lugar de
importancia en la taxonomia de los hongos (Pelczar et al, 1990).

Los hongos filamentosos viven en muy diferentes habitats terrestres, en los suelos,
las plantas y los insectos (Burgstaller, 1990). Los hongos toleran y pueden
desarrollarse en concentraciones de acidez relativamente elevadas. Soportan
escalas de pH entre 2 a 9.0 pero el pH 6ptimo para casi todas las especies es de 5.6.
Si bien, necesitan humedad para su desarrollo y pueden obtener agua de la
atmésfera y del medio los hongos pueden sobrevivir en ambientes deshidratados.
Casi todos los hongos son aerdbicos, su crecimiento se incrementa con la presencia
de abundante oxigeno. Se desarrollan en condiciones de temperatura muy variada
pero, entre 22 y 30°C es la 6ptima para la mayor parte de las especies (Pelczar et al,
1990).

La glucosa es la fuente de carbono mejor aprovechada por los hongos aunque otros
azucares como: la sacarosa, la maltosa y algunos compuestos mas complejos, como
el almidon y la celulosa, también pueden ser utilizados por muchas especies
(Pelczar et al, 1990).

Los hongos son heterétrofos y saproéfitos, ya que obtienen su alimento de materia
organica muerta y muchos de ellos son parasitos cuando se alimentan de huéspedes
vivos. Como sapréfitos, destruyen plantas y restos orgdnicos degradandolos a
formas simples que constituyen la materia organica del suelo.
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Los hongos filamentosos tipicamente son sapréfitos. Secretan una gran cantidad de
enzimas encargadas del rompimiento y utilizacion de complejos poliméricos de
tejidos de plantas y animales (MacKenzie et al, 1993). Dichas enzimas son liberadas
a través de la membrana plasmatica en el espacio periplasmico, en donde en algin
momento, pueden ser secretadas al medio externo (Pelczar et al, 1990)

2.8.1. El género Aspergillus

Los Asperygilli estan ampliamente distribuidos en la naturaleza: creciendo sobre frutas
vegetales y otros sustratos que les sirven de alimento. Tienen importancia econémica
porque se les usa en la industria de la fermentacion, que incluye la produccién del
acido citrico y el glucénico que son elaborados en abundancia por A. niger. Su
clasificacion sigue el siguiente esquema.

Reino — FUNGI
Divisién — MYCOTA
Subdivision - EUMYCOTA
Clase —» DEUTEROMYCES
Subclase - PLECTOMYCETIDAE
Orden —» EUROTIALES
Familia - EUROTIACEAE

Género — Aspergillius

Los Aspergilli producen micelio tabicado y ramificado. Se desarrollan en
concentraciones altas de azucar y sales; 0 que indica que pueden tomar el agua que
necesitan de sustancias relativamente secas (Pelczar et al, 1990). Los Aspergilli
negros, son hongos flamentosos asexuales. El Aspergillus con esporas negras
Aspergillus niger, es un hongo capaz de degradar los taninos de las plantas como
fuente de carbono. Por ello el acido tanico es un medio de seleccion y aislamiento de
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cepas de A. niger (sobre 20% de acido tanico), mientras que los Aspergillii no negros
pueden crecer en medios con un maximo de 10% de taninos (van Diepeningen,
1999).

2.8.1.1. Produccién de enzimas por los Aspergillii

Se pueden contar un gran nimero de enzimas producidas por los Aspergillus, como
las pectinasas, celulasas, amilasas, glucosa oxidasa, catalasa, poligalacturonasas,
glucanasas, xilanasas y glucosidasas y por elio , son muy usadas por las empresas
productoras de enzimas como Novo.

2.9. La fermentacion en medio sélido

La fermentacion en medio sélido, es un proceso microbiano que ocurre
principalmente sobre la superficie de materiales sélidos, que tienen la propiedad de
absorber o contener agua con 0 sin nutrientes solubles y los materiales pueden ser 0
no biodegradables (Roussos et al, 1997). La fermentacion en estado sdélido, se lleva
a cabo sobre soportes inertes, que difieren en el crecimiento de los microorganismos
en que, no se encuentran flotando en el medio liquido (Zhu et a/, 1994).

En los anos recientes se han reconocido las ventajas de la fermentacién en medio
sélido, sobre la fermentacion en medio liquido, sobre todo en la produccién de
metabolitos fungicos y en la produccion de enzimas (Roussos et al, 1997).

Lekha y Lonsane (1994), y Acuia et al, (1995), han comparado la produccién de
enzimas por fermentacién en medio sélido y liquido, sugiriendo que la fermentacion
en medio sélido es mas productiva que la fermentacién en medio liquido.
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2.9.1. Tipos de soporte sélidos

Se han utilizado como soportes desechos agricolas como el bagézo de cafa (Lekha
y Lonsane, 1994). Sin embargo, una de las criticas que pone en desventaja a la
fermentacion solida es el uso de materiales biodegradables, porqué no se pueden
medir con facilidad la biomasa (Zhu et al, 1996) producida que es un parametro para
medir el crecimiento de los microorganismos. Auria et al, (1990), desarrollaron un
proceso usando resinas de intercambio idnico; Amberlita IRA 900, como soporte
inerte de A. niger. En este proceso la biomasa fue medida directamente.

El poliuretano (PUF), fue usado por Fujishima et al, (1972), para la produccién de
enzimas de hongos (Zhu et al, 1994 y 1996) y fue el material seleccionado para
producir la tanasa, en esta tesis.

2.9.1.1. Espuma de poliuretano

La espuma de poliuretano ha sido usada como soporte sélido en la produccién de
acido citrico por Aspergillus niger (Yong et al, 1989), acido fumarico por Rhizopus
arrhizus (Petruccioli et al, 1996) y en la produccidon de enzimas (Zhu et al, 1996;
Kenneth et al, 1990).

La enzima nucleasa P1, se produce mejor en fermentacion por medio sélido, que en
medio liquido. A la vez, que su produccidén es mejor, sobre espuma de poliuretano
que sobre salvado de trigo (Zhu et al, 1994).

En la fermentacion sélida utilizando espuma de poliuretano se utiliza un exceso de
agua, y la pureza que ofrece el poliuretano en comparacion con productos
biodegradables es la principal ventaja de este soporte. También, este soporte
permite cuantificar la biomasa, y por otro lado se pueden controlar efectivamente los
nutrientes. Esto hace que los resultados sean reproducibles (Zhu et al, 1994 y 1996).
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2.10. Conclusién

Después del andlisis bibliografico podemos comentar lo siguiente: Los taninos son
compuestos que se encuentran en abundancia en muchos vegetales, y tienen
efectos antifisiolégicos que deben ser controlados, preferiblemente por el uso de
enzimas hidroliticas. Estos efectos son: la astringencia y la mala absorciéon de
proteinas, pero se sabe poco acerca de la degradaciéon de los taninos condensados
por la accién de tanasas. Es por esta razdén que se realizd este trabajo, para
determinar con una tanasa pura, el posible mecanismo de accion, sobre diferentes
taninos. Las especies de Aspergillii son los mejores degradadores de taninos y la
tanasa es una enzima inducible con la presencia de taninos que ha sido producida
por fermentaciéon en medio liquido (FML), pero, no hay estudios de caracterizacién y
purificacion de la tanasa producida en fermentaciéon en medio sélido. Las tanasas
reportadas en la literatura, son multiméricas. Tienen pH éptimo cercano a 5.0 y
temperatura ptima entre 30 y 40°C.

La FMS, produce mejores rendimientos de tanasa en comparacién con la producida
en FML (Lekha y Lonsane, 1994), por esta razén hemos tenido el interés de producir
nuestra tanasa por FMS, ademas también elegimos como soporte de la
fermentacién, al poliuretano, un soporte que como hemos podido ver es un soporte
inerte.

Es en este marco en que se desarrolla este trabajo, que busca por un lado, purificar
la tanasa producida por FMS y caracterizarla, y por otro, determinar la posible accion
de la tanasa sobre los taninos condensados y, de esta manera ampliar mas la
informacién de las tanasas producidas en FMS.




Hip6tesis y Objetivos
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3.1. Hipdtesis
La tanasa de A. niger Aa20, tiene baja especificidad y es una‘enzima de amplio

espectro, capaz de degradar al menos parcialmente taninos hidrolizables y
condensados.

3.2. Objetivo general

Purificar y caracterizar la tanasa extracelular de Aspergillus niger Aa20 producida por
fermentacién en medio soélido.

3.2.1. Objetivos particulares

—

. Obtener, pura, la enzima extracelular utilizando acido tanico como inductor

2. Determinar si la actividad de esta enzima es esterasa o depsidasa

3. Determinar las caracteristicas bioquimicas dptimas de acciéon (Temperatura y pH).

4. Determinar si la tanasa extracelular de A. niger, es capaz de degradar taninos
hidrolizables y taninos condensados.

5. Caracterizar parcialmente su estructura primaria.




Materiales y Métodos




42

4.0 Materiales y métodos
4.1. Variable

Se utilizaron diferentes taninos como sustratos de la tanasa para determinar si la
tanasa de A. niger Aa20, es capaz de degradar taninos hidrolizables y condensados
y para determinar su mecanismo de accion.

A continuacion se muestran en la tabla 4.1.1, los taninos utilizados como sustratos de
la tanasa. Los estandares fueron comprados a Sigma, a excepciéon del pentagaloilo
de glucosa, que es un compuesto sintetizado en el centro de Biotecnologia del
Instituto Politécnico y Universidad del Estado de Virginia, en los Estados Unidos.

Tabla 4.1.1. Taninos utilizados como sustratos de la tanasa

TANINOS HIDROLISABLES

TANINOS CONDENSADOQOS

Acido tanico

Catequina

Galato de metilo

Epi-catequina

Acido elagico

Galato de catequina

Pentagaloilo de glucosa

Galato de Epi-catequina

Galato lauril éster

Galato de galocatequina

Galato de Epi-galocatequina
Procianidina B3

Entre los taninos hidrolizables se encuentran taninos muy simples como el galato de
metilo, que es una molécula de acido galico metilada y en la cual los enlaces son de
tipo éster y, taninos con un carbohidrato central como el acido tanico, con enlaces
depsidicos entre las moléculas de acido galico y el pentagaloilo de glucosa, con
enlaces de tipo éster.

Entre los taninos condensados, se pueden distinguir tres grupos; en el primero se
encuentran aquellos como la catequina y su isémero la epi-catequina. En el segundo
grupo estan el galato de catequina y su isémero, los cuales contienen un grupo
pirrogalol, para ver si la tanasa podria actuar sobre este grupo. También en este
grupo se encuentra la procianidina, la cual es el polimero de la galato de catequina.
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El tercer grupo de los taninos condensados son la galato de galocatequina y su
isémero, los cuales contienen una molécula de acido galico en su estructura.

4.2. Produccién y obtencién de la enzima
4.2.1. Microorganismo

La cepa utilizada para la produccion de la enzima es una cepa de Aspergillus niger,
que forma parte de la coleccion UAM- IRD (ex ORSTOM), que viene de
Checoslovaquia (Roussos, 1985), y caracterizada en 1997, en el “Institute of the
Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences” , Barn, Holanda.

La cepa fue escogida por medio de una seleccidn de cepas, en donde se
encontraban especies diferentes de hongos, utilizando tres diferentes
concentraciones de acido tanico (1%, 5% y 10%) como unica fuente de carbono en
un medio minimo (Ramirez-Coronel, 1996). Mientras 25 cepas crecieron sobre 1%
de &cido tanico, solamente cinco, fueron capaces de crecer sobre 10 % de acido
tanico. Estas cinco cepas resultaron ser Aspergillus niger. Para seleccionar la cepa
que se usaria en este trabajo, se escogié la cepa Aa20 por tener la mas alta
actividad especifica (Ramirez-Coronel, 1996).

4.2.2. Medio de propagacion y conservacioén de la cepa

La propagacioén de la cepa de Aspergillus niger Aa20 se realizd siempre sobre PDA
(papa agar dextrosa), en matraces Erlenmeyer de 250 mi, esterilizando a 121°C, por
un tiempo de 15 minutos. El tiempo de incubacién fue entre 72 y 96 hrs a 30°C.

La conservacion de la cepa fue hecha con el hongo crecido por 96 hrs sobre PDA
estéril, en tubos microbiolégicos, puestos a 4°C, en el refrigerador. La cepa se
resembrd cada tres meses.
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4.2 3. Medio de fermentacion
El medio de fermentacion utilizado es una modificacién del déscrito por Lekha y
Lonsane, (1994), para la produccién de la tanasa por A. niger PKL 104. La

formulacidén se muestra a continuacion:

4.2.1. Composicion del medio de fermentacion

Compuesto gL
KH,PO4 S
NH4NO; 10

MgSQO, ¢ 7 HO 1
CaCl, «6H,0 0.1
MnCl; e 6H,0 0.02
NaMoO, e 2H,0 0.01
FeSO4 ¢ 7TH,O 0.125
Acido tanico’ 1
Glucosa 25
pH 5.5

El pH fue ajustado con una solucion de NaOH 1M. Las sales y la glucosa se
esterilizaron por separado a 121°C por 15 minutos. El acido tanico se esterilizé por
filtracién, con membranas de 0.22 um.

4.2.4. Preparacion del soporte sélido (Espuma de poliuretano)

El poliuretano se obtuvo de una fuente comercial etiquetado como de “baja densidad”
(17 kg / m*) fue cortado en cubos de 0.5 cm por arista. Los cubos fueron lavados con
agua hirviendo por 10 minutos, y dos veces con agua destilada fria. Los cubos de
poliuretano fueron secados a 60°C por dos dias en una charola dentro de una estufa.
Posteriormente, 15 gramos de poliuretano seco fueron pesados y puestos en
botellas de vidrio de aproximadamente 10 litros.
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4.2.5. Condiciones de la fermentacion
4.2.5.1. Cosecha de esporas

Se pusieron 10 mililitros de una solucién de tween 80 al 0.02% a cinco matraces

con la cepa Aa20 propagada por 96 hrs, a 30°C. Dentro de los matraces, se coloco
una barra magnética estéril y se agitd suavemente para desprender las esporas.
Posteriormente se contaron las esporas sobre una cdmara de Neubauer, y se hizo el
calculo correspondiente para tener un inoculo de 5X107, esporas por gramo de
fuente de carbono.

4.2.5.2. Impregnacién del poliuretano con el medio de cultivo y el inoculo

Se prepararon cuatro botellas con cubos de poliuretano seco y estéril (15 g / botella),
y se agregaron a este 25 ml de medio de cultivo estéril por gramo de poliuretano. El
medio de cultivo de mezclé justo antes de la impregnacién con un inoculo de 5x107
esporas por gramo de fuente de carbono. Las botellas fueron agitadas manualmente,
hasta que el medio se absorbié completamente en la PUF. La cantidad de medio de
cultivo debe ser la necesaria para que se quede absorbida en el poliuretano. Cuando
el medio de cultivo estuvo dentro de la botelia con el poliuretano, esta se agit6é
suficientemente para que el poliuretano absorbiera todo el medio con las esporas y
no cayera sobre la superficie de la botella. Una vez que todo el medio quedd
absorbido al poliuretano, las botellas se metieron a incubacién a 30°C, por un tiempo
de 96 hrs y se agitaron manualmente cada 24 hrs.

4.2.6. Obtencidn del extracto enzimatico extracelular

El extracto enzimatico fue recuperado presionando el poliuretano después de 96 hrs
de cultivo, sobre un embudo que permitié retener el poliuretano y dejaba pasar el
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extracto que era a su vez colectado en un matraz quitasato conectado a una bomba
de vacio. El poliuretano fue exprimido por la parte de arriba del embudo y una
bomba de vacio facilitd la extraccion del liquido.

Luego de esta extraccion el poliuretano de cada botella fue lavado con amortiguador
de citratos - fosfatos 0.1M, pH 7, en frio. Cuando se obtuvo el extracto, se cubrié con
papel aluminio para evitar que le diese la luz y asi prevenir las reacciones de
oxidacion, de los residuos del acido tanico. La incubacion se hizo en una estufa que
no permitia pasar la luz.

4.3. Clarificaciéon del extracto enzimatico extracelular

El extracto enzimatico debid ser clarificado para eliminar las esporas que estaban
suspendidas, y para eliminarlas, se procedié de la manera siguiente:

La primera etapa; consistid en centrifugar el extracto a 7 000 rpm, y 4°C, por 20
minutos. La segunda etapa; consistid en filtrar el extracto enzimatico en papel
Watman # 4, por medio del vacio.

Las condiciones de manipulacién y almacenamiento del extracto enzimatico fueron:
una temperatura de 4°C, en botellas cubiertas con papel aluminio.

4.4. Concentracion del extracto enzimatico (ultrafiltracién)

Esta técnica consiste en concentrar el extracto, eliminando proteinas de peso
molecular menores a la tanasa.

El extracto enzimatico fue concentrado por ultrafiltracidn en un concentrador de
“ultrafiltration Cells, modelo 8200, Amicon” con membranas de corte de 50 000 Da
de peso molecular (XM50). El extracto fue puesto en agitaciéon, a una presiéon de 70
psi (4.7atm) con nitrégeno. La concentracién se llevo a cabo sobre hielo. El extracto
fue concentrado 10 veces de su volumen original y se determiné su actividad
enzimatica por HPLC.
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4.5. Técnica analitica para determinar la actividad tanasa

La actividad tanasa fue cuantificada por la liberaciéon de acido gélico, producto de la
hidrélisis del acido tanico y medida por HPLC, por medio del fraccionamiento y por la
determinacion del area bajo el pico correspondiente al acido galico. Una unidad de
actividad se definié por la cantidad de enzima necesaria para producir un pmol de

acido galico por minuto.

Se usaron las siguientes condiciones de cromatografia:

Columna: Prodigy phenomenex ODS-3, 5u , 100A de 250 X 4.6 mm de largo. La
fase movil se componia de una mezcla de una solucion polar y una no polar,
utilizando un gradiente de 10% a 100% de metanol.

La composicion de la fase movil fue la siguiente: acido férmico al 1% en agua y
mezclada con metanol en un gradiente de 0 a 10% de metanol por 5 minutos. La
velocidad de flujo fue 1.5 ml / min. El tiempo de corrida o de separacién es de 5
minutos. El acido galico tuvo un tiempo de retencion préximo a 3.0 min (entre 2.7
min y 3.3 min).

La deteccién se hizo a 280 nm en un HPLC de “thermo separation of products”, por
medio de un programa llamado PC1000 y fue utilizado para la integracién del area
bajo la curva. Se realiz6 una curva estandar de referencia, la cual se utiliz6 para
relacionar el area resultante de acido galico con la concentraciéon del mismo.

El metanol y el agua utilizados fueron grado HPLC. Las soluciones de acido férmico y
de metanol fueron filtradas por membranas de 0.22 um y desgasificadas en un

sonicador durante 15 minutos antes de ser utilizadas.

4.5.1. Ensayo enzimatico

La preparacién del ensayo enzimatico fue de la siguiente. manera: en un tubo
Eppendorf con 1ml de solucién de acido tanico (0.3 mM) en amortiguador de
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acetatos 0.1 M a pH 5.5, se afnadieron 50 ul de extracto enzimatico. Después de
incubar a 30°C por 30 minutos, la reaccion fue parada con 200 ul de acido
clorhidrico 2 N. La mezcla de reaccion fue filtrada con filtros de 0.22 ym y se
inyectaron 20 ul a la columna de HPLC.

Se detect6 la presencia de acido galico, como resultado de la actividad tanasa sobre
el 4cido tanico. La actividad fue determinada en todas las etapas de purificacion.

Una muestra de acido tanico mas éacido clorhidrico sin enzima, fue utilizada como
control negativo.

4.6. Cuantificacién de proteinas

El contenido de proteinas fue determinado por el sistema de Bio- Rad de acuerdo a
los procedimientos sefialados, basados en el método de Bradford, 1976. Se
establecié una curva estandar de BSA para determinar la concentracion de proteinas
en el extracto enzimatico.

4.7. Deteccidn de la actividad tanasa sobre SDS-PAGE

La deteccion de la actividad tanasa sobre geles SDS-PAGE, es una modificacion de
la técnica reportada por Aoki et al, (1979), para la tanasa de Penicillium. Esta técnica
esta basada en la localizacién de la enzima sobre un gel de poliacrilamida, utilizando
acido tanico como sustrato, después de hacer una separacion de la enzima del resto
de las proteinas por electréforesis. Posteriormente el gel se incuba en acido tanico.
La enzima se revela con una solucidn de quinina. Esta interactiia con el acido tanico
y forma complejos blancos, insolubles en agua, lo cual favorece la localizacion de la
enzima, debido a que la enzima impide la formacién del complejo blanco,
hidrolizando el acido tanico en acido galico y glucosa y la enzima se detecta por
bandas transparentes (incoloras) en el gel. La preparacion de las soluciones para los
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geles se hizo de acuerdo al protocolo de Laemmili, (1970). Los geles se hicieron con
una concentracién de 10% de poliacrilamida.

En un Eppendorf, la muestra de extracto enzimatico fue mezclada con azul de
bromofenol, SDS y libre de B-mercaptoetanol, y calentada‘a 40°C por 5 minutos. La
migracién se hizo a 70V constantes por gel y dentro del refrigerador a 4°C. Las
electréforesis se hicieron en una camara de BioRad (Mini Protean).

Para la revelacidn de la actividad, el gel de electroforesis fue puesto en un recipiente
de plastico y lavado durante una hora con 100 mi de una solucion de Triton X-100 al
2.5% (viv) en agua, seguido de dos periodos de lavado de 45 minutos cada uno, con
amortiguador de acetatos 0.01M, pH 5.5, para remover el SDS. Estos lavados se
efectuaron a temperatura ambiente con agitacion permanente. Después de los
lavados el gel fue incubado a 35°C durante 30 minutos en una solucién de acido
tanico al 0.5%, en amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 5.5 con agitacién constante.
Pasados 30 minutos, el acido tanico se decantd y se agregd, en su lugar al gel, la
solucién de quinina al 0.5%, la cual formé el complejo blanco con el &cido tanico. De
esta manera se detecta la actividad tanasa de manera inmediata (con un peso
molecular aproximado de 85 KDa), y en un tiempo de aproximado de 4 horas mas
tarde se detecté una segunda banda (con un peso molecular aproximado de 170
KDa), menos marcada que la primera. Con la localizacion de la tanasa y con la
presencia de marcadores de peso molecular preteiidos, pudimos inferir que el peso
de la tanasa era superior de 50 KDa, en un extracto crudo. Esta técnica fue utilizada
en las distintas etapas de purificacién como una medida de control cualitativo.

4.8. Etapas de purificacion
La purificacion de la tanasa se llevo a cabo en tres etapas después de producirla y

concentrarla. Estas etapas se presentan a continuacion de manera de diagrama
(Figura 4.8.1), y a continuacion se describen cada una de ellas.
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Figura 4.8.1. Produccién y etapas de preparacion y purificacion de la tanasa.

Produccion de la tanasa sobre un medio de cultivo con 0.1% de acido tanico, 96 hrs

de cultivo, 30°C.

Clarificacion del extracto enzimatico extracelular.
!

'

Concentracion Amicon 5S0MWCO

ETAPAS DE PURIFICACION

Isoeléctroenfoque

Geles de )
Actividad l SDS- PAGE

Cromatografia de Intercambio anidnico, Mono-Q.

I

Cromatografia de Filtracion en Gel, G -100

l

Tanasa Pura
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4.8.1. Focalizacion isoeléctrica

El equipo llamado Rotofor cell (BioRad), es un aparato que sepéra a las proteinas
por su punto isoeléctrico, permitiendo determinar el punto isoeléctrico de la proteina
de interés. La actividad de las proteinas se mantiene, porque éstas estan en solucién
y conservan su estructura nativa.

El Rotofor-cell tiene incorporada una camara cilindrica, con un tubo en el interior que
enfria la muestra y gira de manera continua (la rotacién es de 1 rpm). La camara se
encuentra dividida en 20 compartimentos y cada uno corresponde a una fraccion del
extracto. Después del electroenfoque, cada fracciéon es rapidamente colectada en 20
tubos diferentes. La separaciéon es posible, ya que se establece un gradiente de pH,
entre el catodo y el anodo con anfolitos (electrolitos) en la muestra. Cuando se aplica
un voltaje, los anfolitos y las proteinas migran y se detienen cuando alcanzan su
punto isoeléctrico.

El extracto enzimatico concentrado, fue dializado en 4 litros de agua destilada con
membranas de 12-14,000 MWCO (Spectra/Por), en el refrigerador a 4°C, durante 12
hrs, con cuatro cambios de agua. Una vez libre de sales, el extracto fue mezclado
con anfolitos de 3-10 de pH (Biolyte 3 / 10 BioRad) en una concentracién final de 1%
(v / v). Las condiciones de isoelectroenfoque fueron las siguientes: temperatura de
4°C, a 15 Wats constantes, durante 4 hrs.

Posteriormente las 20 fracciones fueron extraidas en tubos y se les midié el pH de
inmediato. Las fracciones de 2.5 ml se dializaron en 2 litros de agua destilada por un
periodo de 4 hrs y 2 cambios de agua en el refrigerador, para eliminar los anfolitos.

A las fracciones asi obtenidas se les midid la concentracién de proteina y la
actividad tanasa por HPLC, asi como también se analizaron las fracciones sobre
SDS-PAGE (Laemmili, 1970).
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4.8.2. Cromatografia de intercambio aniénico

La cromatografia de intercambio ibnico, separa las moléculas de acuerdo a las
cargas de éstas en su superficie. La técnica puede ser usada con moléculas
cargadas que sean solubles en sistemas acuosos. La cromatografia de intercambio
idnico es usada para la purificacion de proteinas porque conserva la actividad de las
enzimas.

Esta técnica esta basada en la atraccion entre moléculas de la muestra y las
moléculas en del empaque en la fase estacionaria. Si el empaque consiste de
moléculas con cargas positivas es una columna de intercambio anidnico, y se usan
para separar moléculas (proteinas) cargadas negativamente. Las interacciones
electrostaticas entre las moléculas hacen que las moléculas interactien y se
retengan en el empaque de la columna y de esta manera algunas proteinas se
retengan y otras no. Las moléculas retenidas en la columna son eluidas con sales
como el NaCl que hace que las proteinas retenidas eluyan a una concentracion de
sal determinada.

El pH afecta la carga de las proteinas, por lo que es importante conocer el punto
isoeléctrico de la proteina que se quiere purificar. Si el pH es superior al punto
isoeléctrico la proteina es negativa, y si el pH es inferior del punto isoeléctrico la
proteina es positiva.

Las fracciones del isoelectroenfoque con actividad de tanasa, se mezclaron y se
equilibraron a pH 5.5 con amortiguador de acetatos 50 mM, por dialisis. Una vez
equilibrada la muestra a pH 5.5 se filtraron por una membrana de 0.45 um, después
se pusieron sobre una columna de intercambio aniénico, Mono-Q, de Bio-Rad. La
columna se lavd antes de inyectar la muestra de la siguiente forma: con una
velocidad de flujo de 2 ml / min se lavd con aproximadamente 20 ml de agua des-
ionizada y filtrada en membranas de 0.45 um y desgasificada, después, con 20 mi

de NaCl 1M en amortiguador de acetatos 50 mM, una segunda vez con agua y por
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aitimo, con 20 mi de amortiguador de acetatos 50 mM, pH 5.5 para equilibrar la
columna.

Una vez lavada y equilibrada la columna, se inyectd la muéstra y se cred un
gradiente lineal para eluir las proteinas desde 0.1 M de NaCl hasta 1 M de NaCl en
50 mM de amortiguador de acetatos pH 5.5, a temperatura ambiente, con las
condiciones controladas automéaticamente en un aparato de cromatografia tipo FPLC
binario (BioRad) con un detector de UV, a 280 nm, y un detector de conductividad, a
una velocidad de flujo de 1.5 mi/min. La coleccién de las fracciones obtenidas se hizo
manualmente, cada pico se colect6 en fracciones diferentes.

Se ensayd la actividad de las fracciones no retenidas y retenidas. También se
cuantificaron las proteinas y la actividad enzimatica a la vez, que se hicieron geles
SDS-PAGE y de actividad. Las fracciones con actividad fueron dializadas y
concentradas para separarias por peso molecular.

4.8.3. Cromatografia de Filtracién en Gel.

La cromatografia de filtracion separa moléculas de acuerdo a su tamano. Esta
técnica es mas utilizada en las etapas finales de purificacidon. El mecanismo de
separacion, requiere tasas de flujo muy lentas, a la vez que la muestra debe estar o
mas concentrada posible. Esta técnica se basa en la migracion de las moléculas, a
través de una fase estacionaria, que tiene un tamano de particulas determinadas.
Las moléculas pequenas, penetran en los poros de la fase estacionaria, en tanto que
las moléculas mas grandes no se detienen y son las primeras en eluir, haciendo una
separacion de acuerdo al tamafno de la molécula. Las proteinas mas grandes saldran
primero y las mas pequeias al final. Sin embargo moléculas de muy similar masa
molecular no podran separarse por esta técnica.

Las fracciones con actividad después de la cromatografia de intercambio aniénico se
mezclaron y concentraron en un dispositivo centriprep de corte de 10,000 Da
centrifugandose a 7,000 rpm a 4°C, hasta 400 pl y la muestra se paso por una
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columna de filtracion (Sephadex G-100), que separa moléculas de 4,000 hasta
150,000 Da.

Las condiciones de la cromatografia fueron las siguientes; la velocidad de flujo fue
de 0.7 ml/min con amortiguador de acetatos 50 mM, pH 5.5 a temperatura ambiente.
Las condiciones fueron controladas automaticamente por un aparato FPLC binario de
BioRad, y un detector de UV a 280nm.

Previo a la separacion de la muestra se calibré la columna con estandares de peso
molecular (Sigma; kit, MW-GF-200). El azul de dextran fue usado para determinar el
volumen muerto de la columna, y los marcadores de peso para determinar el peso
molecular de la tanasa (Tabla 4.8.1).

Tabla 4.8.1. Marcadores de Peso Molecular para cromatografia de Filtracién en Gel.

Azul dextran 2,000 000 Da

Alcohol deshidrogenasa 150 000 Da

Albumina sérica Bovina 66 000 Da

Anhidrasa carbénica 29 000 Da

Citocromo ¢ 12 000 Da
4.9. SDS-PAGE

Los geles SDS-PAGE fueron hechos con una concentracion de poliacrilamida de
10%, siguiendo el protocolo de Laemmli (1970). Los estandares de peso molecular
fueron de BioRad (cat, 161-0315) para plata (Tabla 4.9.1). La técnica de revelacién
de proteinas con plata se muestra con detalle en la tabla 4.9.2.
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Tabla 4.9.1. Marcadores de peso molecular para plata

Miosina 200 000 Da
 B-galactosidasa 116 250 Da
fosforilasa b 97 400 Da

Alblimina sérica bovina | 66 200 Da
Ovoalbimina de huevo | 45 000 Da

Tabila 4.9.2. Soluciones de tincion con plata

TCA 12% , 1h

MeOH 5% 20min (3 veces)
Na,;S$;03 2g/L 1min

H.0 20seg (3 veces)
Impregnacidén (100ml) 20min

AgNO;_ (0.2g)
HCHO (37%) 75ul

Desarrollo (100mt) 2-5min
Na,COs: (69)
HCHO (37%) 50ul
Na,S0;3-5H,0 (0.2g/L)
H,O 20seg (2 veces)
CH3;COOH 5% 10min
MeOH 5% 10min

4.10. Caracterizacion de la tanasa purificada

Las caracteristicas bioquimicas de la tanasa purificada fueron determinadas
obteniendo el pH 6ptimo, la temperatura éptima y el peso molecular. Por otra parte
se obtuvo parte de las secuencias internas de las tanasas purificadas en este trabajo
(por contrato con William S. Lane, en Microchemistry Facility, Harvard University , 16
Divinity Avenue, Cambridge, USA), y se compararon con las secuencias de
aminoacidos de otras proteinas en la direccibn de Internet;
http//www.ncbi.nih.gov/entrez/query , con el programa logistico BLAST 2 sequences,
en la misma direccidn de Internet.
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También se ensayd la tanasa sobre los diferentes taninos mostrados en la tabla
2.7.4.

4.10.1. pH Optimo

Se determind el pH 6ptimo de la tanasa purificada, en una solucién de acido tanico
0.3mM, en amortiguador de citratos-fosfatos 0.1 M, a diferentes valores de pH: 3.5,
4.0, 45, 6.0, 6.5y 7.0. La enzima fue adicionada y la reaccion fue incubada a 30°C
por 30 minutos. Se pard la reaccion con 200 pl de HCI 2 N. Veinte pl de la reaccién
fueron inyectados a la columna de HPLC, para determinar la actividad de la enzima,
en los diferentes ensayos. Por otro lado también se hicieron los mismos ensayos
con amortiguador de acetatos 0.1 M en valores de pH de: 4.0, 4.5, 5.0 y 5.5, debido
a que el rango del amortiguador no va mas alla de estos valores, como el
amortiguador citratos - fosfatos, que tiene un mayor rango de amortiguamiento.

4.10.2. Temperatura Optima

La temperatura 6ptima se obtuvo al efectuar ensayos de la actividad enzimatica a
diferentes temperaturas: 30°, 40°, 50°, 60°, 70°, 80° y 90°C. Utilizando una solucion
de acido tanico 0.3 mM en amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 5.5. Veinte microlitros
de la mezcla de reaccién fueron inyectados a la columna de HPLC, para determinar
la actividad.

4.10.3 .Técnica cualitativa para la deteccion de la degradacién de los taninos
hidrolizables y los condensados

La técnica utilizada para determinar la actividad de la tanasa sobre los taninos de
Sigma, consistié en el analisis del tiempo de retencién de los estandares y de la




57

modificacién del cromatograma por la aparicion de algan producto, por adicién de la
tanasa. Se determiné el tiempo de retencion de cada compuesto, en dos métodos
distintos, uno con duracién de 5 minutos y un segundo con duracion de 10 minutos
de corrida en el HPLC, de los cuales el segundo fue el mejor, debido a que permitia

salir completamente la muestra y se obtuvo una mejor resolucion.

Una vez estandarizado el tiempo de elucion, se hicieron los ensayos de actividad
para cada uno de los taninos referidos en la tabla de sustratos, y se inyectaron en la
columna de HPLC los ensayos con enzima y sin enzima. La concentracion del
sustrato fue de 1 mg/mi en amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 5.5, mas 20 pnl de
enzima pura y se incubd por 30 minutos a 30°C. La reaccién fue parada con hielo
para inactivar ia enzima y 20 ulL de la mezcia de reaccién fueron inyectados a la
columna de HPLC. La actividad fue determinada por los cambios en los
cromatogramas del sustrato, sin la enzima y con la enzima.

4.10.4. Secuenciacion de la tanasa de A.niger Aa20

Esta técnica de secuenciaciéon consiste en la hidrolisis triptica de las proteinas que
libera péptidos, que son detectados por espectroscopia de masas y microcapilaridad
en fase reversa por HPLC. La sensibilidad es de <<<10 femtomoles. Como ya se
menciond en la seccion 4.10, una muestra de la enzima purificada fue secuenciada
en la Universidad de Harvard.

La secuencia de aminoacidos estad representada por una letra, donde cada letra
representa un aminoécido, la letra es la correspondiente a la sigla con la que se
representa el nombre de cada aminoéacido en inglés (Lehninger, 1990), y se
reportaron asi por razones de comodidad.




Tabla. 4.10.1. Abreviacion de los aminoacidos.

Sigla

Aminoacido

Alanina

Valina

Leucina

Isoleucina

Prolina

Fenilalanina

Triptofano

Metionina

Glicina

Serina

Treonina

Cisteina

Tirosina

Asparagina

Glutamina

Acido aspartico

Acido glutdmico

Lisina

Arginina

T o X mlo o Zz=<lo 4 n oS- <>

Histidina

Una muestra de la enzima fue puesta en un minigel

gel fue puesto en un recipiente de plastico y tefiido con azul de Coomassie (Tabla
4.10.2) por media hora, después se decanté la solucién de tincién y se destifio el gel
en una mezcla metanol: acético: agua (10%:10%:80%), v:v:v (Bolay y Edelsteir,

1994).

SDS-PAGE, de 0.7 mm de
grosor y puesta a electroforesis a 100V constantes. Después de la electroforesis, el
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Tabla 4.10.2. Soluciones para tincién con azul de Coomassie.

Solucién de tincién

1.0 g Azul de coomassie R-250
450 ml metanol
450 ml H,0O
100 ml &cido acético glacial

Solucion de destincion
100 ml metanol
100 ml acido aceético glacial
800 mi H,O

La proteina fue cortada directamente del gel y puesta en un tubo Eppendorf. El trozo
de gel fue lavado dos veces con acetonitrilo al 50% en agua, por 2 a 3 minutos, se
eliminé el acetonitrilo decantandolo y se puso la muestra en el congelador. Las
muestras de 85 y 170 KDa, se mandaron a secuenciar directamente del gel, a la
Universidad de Harvard para obtener la secuencia interna de ambas bandas.

Nota: Es importante no tocar el gel con las manos ni tampoco ninguno de los
materiales utilizados, por lo cual debe usarse guantes todo el tiempo.

4.10.5. Cuantificacién de la actividad B-D-glucosidasa

La celulosa es un polisacarido cristalino compuesto de uniones p(1,4) D-
glucopiranosil. Es el constituyente estructural mayoritario de la pared celular de las
plantas y es el biopolimero, mas abundante sobre la tierra. Aproximadamente 10°
toneladas son sintetizadas y degradadas cada afio, por microorganismos
celuloliticos. La mayoria de estos microorganismos son bacterias y hongos (Armand
et al, 1997).

Las celulasas se clasifican en tres tipos: las endoglucanasas (1,4-B-D-glucan 4-
glucohidrolasa EC. 3.2.1.4), las exoglucanasas (f-1,4-D-glucancelobiohidrolasa), y
las B-D-glucosidasas (B-D-glucosidoglucohidrolasa, EC.3.2.1.21). Las

endoglucanasas actian, en el interior de los enlaces pB-1,4-glicosidicos de la
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celulosa. Las exoglucanasas hidrolizan la celulosa removiendo las unidades de
celobiosa en las que esta presente un grupo no reductor al final. Las B-glucosidasas
parten la celobiosa y oligosacaridos a glucosa (Jun et al, 1995). |

Como las secuencias obtenidas de las tanasas purificadas mostraron tener 100% de
homologias con la secuencia de una B-D-glucosidasa de A. kawachii (ver seccién de
resultados) por lo cual se sospechdé que estas tanasas tendrian posiblemente
actividad de B-D-glucosidasas, y para saberlo y probarlo, se efectuaron ensayos de
actividad B-D-glucosidasa sobre celobiosa, de la forma siguiente: 100 pg de
celobiosa se disolvieron en amortiguador de acetatos 0.1 M pH 5.5 y se agreg6 la
enzima, desarrollando la reaccién segun las instrucciones del un Kit enzimatico para
determinar glucosa (Kit enziméatico de glucosa oxidasa, Spinreact GOD-PAP, cédigo
1001191).

4.10.6. Analisis de actividad tanasa y B-D-glucosidasa

En un ensayo en paralelo se mezclaron acido tanico y celobiosa (50 mM, solucion
equimolar), y se puso en incubacién la mezcla de los dos sustratos y la enzima por
30 minutos a 30°C. Una fraccién del ensayo fue preparada para determinar si habia
actividad tanasa y otra fracccion del mismo ensayo fue preparada para analizar la
actividad pB-D-glucosidasa con el Kit enzimatico especifico para glucosa.




Resultados
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5.0. Resultados.
5.1. Produccion de la tanasa

Al inicio de este trabajo la tanasa fue producida utilizando una concentracién de 100
gramos por litro de &cido tanico, porque esta es la concentracion a la cual, la cepa
Aa20 fue seleccionada (Ramirez- Coronel, 1996). Se traté de purificar la tanasa
producida con esta concentracion, pero no fue posible, debido a que el 4cido tanico
interferia con la purificacion, porque formaba precipitados con las proteinas del
extracto. Por este motivo, se buscéd bajar la concentracion de acido tanico hasta 100
veces, comparando la actividad enzimética de la tanasa producida con 100gms /Ly
1 g/ L. El acido tanico fue usado como inductor de la tanasa en una fermentacion
puesta en paralelo, con dos concentraciones diferentes de acido tanico; 0.1% (1g /
L) y 10% (100 g/ L) durante 96 hrs.

Comparativamente la actividad de la tanasa producida al final de la fermentacion, con
0.1% de acido tanico fue 10 veces menor a la actividad de la tanasa producida con
10% de acido tanico. Aunque la diferencia de concentraciones del inductor es de
hasta 100 veces, la diferencia entre las actividades es unicamente de 10 veces
(Tabla 5.1.1).

Tabla 5.1.1. Actividad de la tanasa con dos concentraciones diferentes de

acido tanico.
10% acido tanico 0.1% acido tanico
1.84 U.l/ ml 0.24 U.l/ ml

El acido tanico tiene la propiedad, como todos los taninos de unirse
inespecificamente a las proteinas, de manera que una elevada concentracion, este
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interferia en la busqueda de un protocolo de purificacion, debido a que no habia
manera de eliminarlo de las muestras. Por lo cual se decidi6 bajar Ia’concentracién
del inductor a 0.1% (1 g/L) en el medio de cultivo y producir la tanasa con esta
concentracion de acido tanico ya que asi se obtuvieron muestras de tanasa
practicamente libre de acido tanico.

5.2. Resultados de la concentracion del extracto enzimatico

EL extracto enzimatico se concentré 10 veces por ultrafiltracién, manteniéndose la
actividad en la fraccion con proteinas mayores de 50 KDa. Esto nos hizo suponer
que la tanasa de A. niger Aa20, tendria un peso molecular superior a 50 KDa.
También nos permitié eliminar del extracto crudo, las proteinas con peso molecular
inferior a la tanasa y quedarnos con la tanasa y las proteinas con pesos moleculares
superiores a 50 KDa, que serian eliminadas en posteriores separaciones, para
quedarnos al final con la tanasa purificada.

5.3. Purificacion.
5.3.1. Purificacion por Isoelectroenfoque.

El extracto concentrado (100 mil), se dividié en dos fracciones que fueron sometidas
por separado al Rotofor, para conocer el punto isoeléctrico de la tanasa de A. niger
Aa20. A 50 ml del extracto se agregaron anfolitos con pH de 3-10 BioRad. Las
condiciones de temperatura de 4°C con una potencia de 15 Wats constantes por 4
horas.

Se obtuvieron 20 fracciones diferentes de 2.5 ml, a las que se les midi6 el pH (Tabla
5.3.1). En ambos ensayos, el perfil de separacion fue practicamente el mismo que se
muestra en la tabla 5.3.1. Al determinar la actividad en las 20 fracciones, se
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encontr0 que esta se encontraba concentrada entre las fracciones 1 a 6,
principalmente (Figura 5.3.1).

Tabla 5.3.1. pH de las fracciones del Rotofor

Fraccion pH medido
1 2.8
2 3.1
3 3.8
4 39
5 4.5
6 4.8
7 52
8 57
9 6.1
10 6.2
11 6.5
12 6.7
13 71
14 7.3
15 7.6
16 7.8
17 7.9
18 83
19 9.1
20 9.2

U/ mi

Al 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Numero de Fraccion

Figura 5.3.1. Iso-eléctroenfoque preparativo de la fraccién concentrada de tanasa.
Actividad Tanasa, volumétrica (U/mi,l) y pH (O), en las diferentes fracciones de
Rotofor. A.l: antes de la inyeccion. Las fracciones 2 a 7 de 2.5 ml cada una, fueron
mezcladas, para separarlas por cromatografia de intercambio aniénico.
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En esta grafica. pueden apreciarse la actividad antes de la separacion y las
fracciones con actividad. En el eje de abscisas esta el nimero de las fracciones, en
el eje de las ordenadas de la izquierda esta la actividad de las fracciones que se
muestran con barras y en el eje de ordenadas de la derecha los valores de pH de
cada una de las fracciones en la muestra separada por punto isoeléctrico sobre
Rotofor.

Puede apreciarse muy bien como la enzima estuvo presente en las fracciones con
valores de pH acidos (alrededor de 3.0), y que la fraccion con mayor actividad
volumétrica es la nimero 3, la cual tiene un pH de 3.8, por lo cual el punto
isoeléctrico de la tanasa es alrededor de 3.8 (Tabla 5.3.1 y Figura 5.3.1).

La fracciéon numero uno fue descartada para la siguente etapa (a pesar de mostrar
actividad), debido a que en esta fraccion se concentré gran parte del acido tanico
residual, que pudo distinguirse de las otras fracciones por la presencia de
precipitados y por su coloracién café, ya que en las otras fracciones no hubieron
precipitados y no estuvieron coloreadas. Por tanto se mezclaron solamente ias
fracciones: 2 a 7, por mostrar actividad y cuyo pH esta por debajo de 5.5 (pH del
amortiguador de la separacidn siguiente).

Esta técnica fue de gran importancia porque permitié conocer el punto isoeléctrico de
la tanasa y fue de utilidad para saber qué tipo de cromatografia de intercabio iénico
debia utilizarse para purificarla. Ademas esta técnica elimind gran numero de
proteinas sin interés, y concentré la enzima en un numero reducido de fracciones.

5.3.2. Purificacion por intercambio aniénico.

La muestra enzimatica dializada se equilibré en amortiguador de acetatos 50 mM, pH
5.5 y fue separada por cromatografia de intercambio aniénico. La lixiviacion o elucién
se hizo con una solucion NaCl 1M, disuelto en un amortiguador de acetatos 50 mM,
pH 5.5. La tanasa se retuvo en la columna de intercambio aniénico (Mono-Q,
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BioRad), v lixivié a una concentracion de 0.3 M de NaCl, el cual fue utilizado como
intercambiador. Ei perfil de lixiviaciéon de la proteina se muestra a continuacién en la

siguiente figura (5.3.2).
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Figura 5.3.2. Cromatografia de intercambio aniénico de las fracciones del Rotofor (de
la 2 ala 7 de laFigura 5.3.1, con actividad tanasa. La actividad Tanasa fue ensayada
como se describe en materiales y métodos. Las fracciones 24 a 28, fueron dializadas
para cromatografia de Filtracion en Gel.

En el eje de las abscisas, estan las fracciones colectadas, en el eje de las ordenadas
de la izquierda se muestra la absorbencia de las proteinas a 280 nm. En el eje de las
ordenadas de la derecha, la actividad de las fracciones. La linea continua (-) es el
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perfil de separacion de las diferentes proteinas de la muestra. Con linea discontinua
(- -), el gradiente de NaCl, y la linea por debajo de las proteinas con puntos, son las
fracciones con actividad tanasa. La actividad enzimatica se determind por HPLC en
las fracciones colectadas, incluyendo en la no retenida en la que no se encontrd
actividad. Después de determinar la actividad de la tanasa, en todas las fracciones
colectadas, se encontrd dicha actividad en cinco fracciones (24, 25, 26, 27 y 28), las
cuales. eluyen alrededor de una concentracion de 0.3 M de NaCl.

En la figura 5.3.3, se muestra la actividad especifica en las cinco fracciones con
actividad.

0- . N

Al NR 24 25 26 21 28

Nimero de Fraccion

Grafica 5.3.3. Actividad especifica de la tanasa en las fracciones con actividad de la
cromatografia por intercambio aniénico, (U / mg proteina M), Al: antes de la
inyeccion; NR: no retenido.
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En esta grafica puede verse la actividad especifica de la tanasa después de ser
pasada en una columna de intercambio aniénico. Puede verse que las fracciones con
mejor actividad fueron las del centro, aunque las fracciones de los extremos tuvieron
actividad se tomaron Unicamente las del centro (25, 26 y 27) para la siguiente etapa.
Las fracciones de los extremos no se utilizaron (24 y 28). La mezcla fue analizada en
un gel tipo SDS-PAGE y en un gel de actividad con quinina, detectando dos bandas
de proteina, ambas mostraron actividad de tanasa.

5.3.3. Filtracién en gel G-100

Las fracciones 25, 26 y 27, de la cromatografia de intercambio aniénico, se juntaron y
concentraron para someterse a la Gltima etapa de purificacion, por peso molecular
en una Sephadex G-100. La figura 5.3.4, muestra el perfil de elucién de las

fracciones en esta cromatografia.
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Figura 5.3.4. Perfil de elucién de proteinas en la cromatografia de Filtracién en Gel
Sephadex (G-100). La actividad fue ensayada en cada fraccién colectada.
Los estandares de calibracién de la columna, fueron los siguientes: A.D: Azul
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Dextran (2 000 KDa, Volumen muerto de la columna); ADH: Alcohol deshidogenasa,
(150 KDa); BSA: Albumina Sérica Bovina (66 KDa); AC: Anhidrasa carbonica (29
KDa); Citocromo ¢ (12 KDa). La linea con puntos muestra Ié actividad en las
fracciones. En las abscisas esta el tiempo de elucién de las proteinas y en el eje
ordenadas la absorbancia de las proteinas. En el eje supérior de abscisas, estan los
marcadores de peso molecular, con los cuales se calibrd la columna. El perfil de
eluciéon de las proteinas, en linea continua, muestra que la actividad tanasa se
encuentra en las proteinas con peso molecular superior a 100 KDa pero hay una
buena actividad en las proteinas con peso molecular de 85 KDa.

Hay un solo pico que es muy amplio, sin embargo si observamos la parte donde se
encuentra la mejor actividad, podemos decir que la tanasa es de las proteinas de
mayor peso molecular en la muestra. Estas fracciones fueron analizadas en un SDS
- PAGE, para determinar el grado de purificacién en las fracciones y para obtener el
peso molecular de la tanasa (Figura 5.4.1). La coleccion de las fracciones se hizo
manualmente. Se colectaron 8 fracciones, de 6 ml cada una. A la izquierda, se
muestra la absorbancia a 280 nm y la actividad volumétrica. Se hizo el
correspondiente ensayo de actividad por HPLC, en las 8 fracciones colectadas,
encontrandose los siguientes resultados indicados en las figuras (Figura 5.4.1 y
54.2).
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Figura 5.3.5. Actividad especifica de la tanasa (U / mg proteina M) después de
Filtracién en Gel. A.l: antes de la inyeccion.
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En las abscisas esta el nimero de fracciones colectadas y en las ordenadas, la
actividad especifica de las fracciones con actividad. En esta etapa fue muy evidente
el aumento de la actividad especifica. Las fracciones con mejor actividad especifica
fueron las fracciones 2,3 y 4. Estas fracciones se pusieron en SDS-PAGE, y
mostraron el mismo grado de purificaciéon, asi que se juntaron para pasar a la etapa
de caracterizacion y secuenciacion, después de someterse a un ensayo de actividad
sobre un gel de actividad. Esta misma muestra fue utilizada para determinar su
actividad sobre taninos hidrolizables y condensados.

5.4.1.Electoforesis tipo SDS —PAGE

Figura 5.4.1. SDS- PAGE de las diferentes etapas de purificacion de la tanasa.

1. Extracto crudo concentrado

2: Fracciones separadas por cromatografia de intercambio anidnico
3: Fracciones separadas por cromatografia de Filtracién en Gel

4: Marcadores de peso molecular
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En la figura 5.4.1, se muestra un SDS-PAGE, este gel hace evidentes las etapas de
purificacién; el extracto crudo, la muestra purificada por intercambio anidnico y la
muestra purificada por filtracién en gel. Se colocaron esténdareé de Peso Molecular
(BioRad cat, 161-0315) para determinar el peso molecular de la tanasa purificada. Se
aplicaron 100 Volts constantes, por 45 minutos aproximadamente para la separacion
y la tincién se hizo con plata.

Este gel muestra el grado de purificacion de la enzima. Puede verse que en el carril
nimero 3, hay dos bandas muy fuertes y gruesas que corresponden a un peso
molecular aproximado, para la de abajo de 85 KDa, y la de arriba corresponde a 170
KDa.

Cuando se obtuvo el gel de actividad se observd que ambas bandas mostraron
actividad, por lo cual se procedié a hacer un segundo SDS-PAGE y un segundo gel
de actividad pero, esta vez con una migracion muy lenta y ademas se dejo salir del
gel el azul de bromofenol, para separar mejor las dos bandas. Ambos geles fueron
corridos al mismo tiempo a 70 Volts constantés, por 2.5 horas aproximadamente.

5.4.2. Gel de actividad

Se procedié de la siguiente manera, para determinar la actividad en un gel:

Las fracciones con actividad, después de la cromatografia de filtracion en gel, fueron
puestas en una electréforesis, dejandola por dos horas y media, a 70 Volts
constantes, de manera que los marcadores y las bandas de actividad pudieron
separarse bien, como puede verse en los siguientes geles de proteinas y de
actividad, que fueron corridos al mismo tiempo.
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Figura 5.4.2. Geles de SDS-PAGE teiiido con plata y de actividad, incubado en acido
tanico.

1. Marcadores de peso molecular

2. Tanasa purificada por cromatografia de filtracion en gel

3: Bandas con actividad tanasa

Las dos bandas de proteinas que se revelaron con plata, corresponden a las dos
bandas con actividad. En este gel de actividad puede verse la formacién del complejo
blanco producto de la reaccién del acido tanico y la quinina. Las dos regiones sin
colorearse en el gel de la derecha, corresponden a la actividad de la tanasa, que
impide la formacion del complejo acido tanico — quinina, por lo cual hay dos tanasas.
Una con peso molecular de 85 KDa y una segunda con peso molecular de 170 KDa.
Cada una de las bandas de proteina, después de ser reveladas con azul de
Coomassie (para tener suficiente proteina), fueron cortadas del gel y se enviaron a
secuenciar parcialmente. Obteniéndose los siguientes resultados de sus secuencias
internas.
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5.6. Caracterizacion de la tanasa

Tabla 5.6.1. Secuencia parcial interna de la tanasa de 85 KDa

_Secuencia Referencia
GKAMGQEFSDK gi 2077896
M*VFVGSSSR gi 2077896

Para la proteina de 85 KDa se obtuvieron solamente 2 secuencias diferentes. Para
la proteina de 170 KDa se obtuvieron 21 secuencias diferentes que se muestran en
la tabla 5.6.2, junto con las dos secuencias obtenidas de la proteina de 85 KDa. Las
dos secuencias remarcadas en negritas en la tabla 5.6.2, son las correspondientes a
las secuencias de la proteina de 85 KD que también estuvieron presentes en la
proteina de 170 KDa.

Nota: (gi 2077896 significa que estas secuencias tienen 100% de homologias con
dicha glucosidasa), con clave AB003470, reportada en el Genbank
(http://Iwww.ncbi.nih.gov/entrez/query) y comparada con nuestras secuencias.

Tabla 5.6.2. Secuencias parciales internas de la tanasa 170 KDa

Secuencia Referencia
NGVFTATDNWAIDQIEALAK gi 2077896
NWEGFSPDPALSGVLFAETIK gi 2077896
ITLQPSEETKWSTTLTR gi 2077896
TASVSLVFVNADSGEGYINVDGNLGDR gi 2077896
VAGDEVPQLYVSLGGPNEPK gi 2077896
TMHELYLWPFADAIR gi 2077896
AVDIVSQM*TLAEK . gi 2077896
GIQDAGVVATAK gi 2077896
GKAMGQEFSDK gi 2077896
TM*HELYLWPFADAIR gi 2077896
RIGADSTVLLK gi 2077896
NDGALPLTGK gi 2077896
M*VFVGSSSR gi 2077896
LWTPPNFSSWTR gi 2077896
MVFVGSSSR gi 2077896
IMAAYYK gi 207789
NLAYLR gi 2077896
SPFTWGK gi 2077896
VDDMAVR gi 2077896
IM*AAYYK gi 2077896
ASLPTVH gi 2077896
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Tabla 5.6.3. Homologias entre la proteina de 85 KDa y 170 KDa

85 KDa 170 KDa
GKAMGQEFSDK GKAMGQEFSDK
M*VFVGSSSR M*VFVGSSSR

Como se puede ver en las tablas 5.6.2 y 5.6.3, las dos secuencias, de la proteina de
85 KDa, se encuentran dentro de las secuencias de la proteina de 170 KDa. Esto
nos hizo sospechar que la proteina 85 KDa, tiene muy probablemente la misma
secuencia de aminoacidos que la proteina de 170 KDa. La probabilidad de que una
misma secuencia de 20 aminoacidos distintos se encuentre aleatoriamente y
exactamente igual, dos veces, en una proteina diferente, es muy baja (es del orden
1x10%"). Esto deja muy claro que no es un evento al azar.

Por otra parte, 170 KDa es exactamente el doble de 85 KDa (peso molecular de las
tanasas, segun revelan los geles). Lo cual hace pensar que la tanasa tiene una forma
monomérica de 85 KDa y una forma dimérica de 170 KDa. Esto ultimo no es de
extrafar si recordamos que las tanasas de la literatura tienden a ser multiméricas,
(Tabla 2.7.1, capitulo 2).

La segunda cosa muy novedosa de este trabajo es que la tanasa no solamente
forma un homodimero, sino que ademas esta tanasa de 85 KDa, tiene 100 % de
homologias con una B-D-glucosidasa de A. kawachii. El hecho de que la tanasa
tuviera 100% de homologias con dicha glucosidasa nos hizo pensar que la tanasa
muy probablemente, tendria actividad p-D-glucosidasa, y de ser asi, habriamos
encontrado una enzima bifuncional que ademas de degradar taninos como el acido
tanico, puesto que degradaria compuestos derivados de la degradacién de la
celulosa, como la celobiosa. Esto es algo de o que se hablara mas adelante.

5.6.1.1. Homologias de la tanasa con la - D- glucosidasa de A. kawachii

La siguiente tabla 5.6.4, muestra la secuencia completa de la § - D- glucosidasa de
A. kawachii (obtenida del Genbank), que corresponde a la secuencia de aminoacidos
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de la referencia citada gi2077896. Esta tabla trata de mostrar las homologias de la

tanasa con esta $-D- glucosidasa. Cada letra representa un aminoacido (Ver tabla

4.10.1, capitulo de Materiales y Métodos).

Tabla 5.6.4. Comparacion de la secuencia B-D-glucosidasa de A. kawachii y Ia

tanasa de 170 KDa y 85 KDa.
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La tabla muestra la secuencia de aminoécidos de la B-glucosidasa, de A. kawachii,

con un total de 860 aminoacidos. Las secuencias subrayadas son las secuencias
obtenidas de la tanasa. Las dos secuencias encontradas para la tanasa de 85 KDa,

estan marcadas en negritas y cursivas. Todas las secuencias estan dentro de la

secuencia de la glucosidasa de A. kawachii.

Es posible que la primera secuencia subrayada sea el extremo N-terminal de la

proteina, y que las secuencias ubicadas antes de estas sea parte de la proteina no

procesada. En el caso de la tanasa, la primer secuencia subrayada, podria ser su

extremo N- terminal ya que siendo una proteina extracelular, es una proteina que ha

sido procesada en el Reticulo Endoplésmico para poder ser excretada al exterior
celular, por lo cual ha perdido la parte que conserva la $- D- glucosidasa de A.

kawachii, y la ultima secuencia seguramente corresponde al extremo carboxilo

terminal de la tanasa y de la p- D- glucosidasa de A. niger Aa20. Si es esto

entonces, el peso molecular de ambas, si sacamos el fragmento no procesado de la

B-D-glucosidasa y nos quedamos con lo demas tenga un peso molecular cercano a

85 6 86 KDa. Esto nos hace suponer que la tanasa de A. niger y la -D- glucosidasa

de A. kawachii son muy posiblemente la misma proteina, ya que no se encontré una

sola secuencia que no estuviera en la secuencia de la B-D-glucosidasa.

5.6.1.2. Actividad p-D-glucosidasa de la Tanasa

Todos los resultados anteriores sobre las similitudes entre la tanasa y la B-D-
glucosidasa, nos llevan a pensar que seguramente la tanasa tendria una segunda
funcidén. Para comprobar y poder relacionar los resultados de las secuencias de
aminoacidos con la funcién, se probé la tanasa sobre la celobiosa (Unidad dimérica
de la celulosa), formada por enlaces de tipo (1,4), que al ser hidrolizada por la $-D-
glucosidasa libera glucosa como muestra de la actividad de la enzima (Figura 5.6.1).
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celobiosa celobiosa

H20H H20H
0 0
H H O\\
OH OH n

enlaces beta (1--4)
Figura 5.6.1. Celulosa

Al poner la tanasa en celobiosa se determind si habia liberacién de glucosa por
hidrolisis de la celobiosa. El resultado fue afirmativo, lo cual comprueba nuestra
hipétesis de que la tanasa es una enzima bifuncional. El resultado se muestra en la
tabla siguiente. En donde se reporta la actividad B-glucosidasa de la tanasa sobre la
celobiosa. Es importante decir que también se hicieron ensayos con celulosa y
carboxometilcelulosa, pero en este caso no se observo actividad (Tabla 5.6.5).

Tabla 5.6.5. Actividad p-D-glucosidasa de la tanasa

Sustrato Glucosa liberada (umol/min/mg)
B-celobiosa 23.75
Carboximetilcelulosa Sin actividad
Celulosa Sin actividad

Cuando se puso una mezcla de &cido tanico-celobiosa, en concentraciones
equimolares (50 mM), la tanasa degradé unicamente el &cido tanico y la actividad B-
D-glucosidasa se ve inhibida. En la literatura se ha reportado que el acido tanico
inhibe a la B-D-glucosidasa (Goldstein y Swain, 1965). Si recordamos el acido tanico
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precipita a las proteinas y esta posiblemente sea la principal causa de la inhibicion de
la actividad enzimatica en una solucidon donde, ademas de la celobiosa, estuvo
presente el acido tanico (Tabla 5.6.6).

Tabla 5.6.6. Inhibicién de la B- D- glucosidasa en presencia de acido tanico.

Sustrato Actividad Tanasa Actividad B-D-glucosidasa
(Liberacién de acido galico) | (Liberacion de glucosa)
pmol / mi pmol / ml

Acido tanico 50mM - Celobiosa 9.3

5omM. L e

Acido Tanico 50 mM. 9.6

(sin celobiosa) ———
Celobiosa 50 mM. - 0.253

(sin acido tanico)

Cuando el acido tanico estuvo presente ademas de la celobiosa, la celobiosa no se
hidrolizé, cuando no estuvo presente el acido tanico la celobiosa pudo ser
hidrolizada. En cambio la actividad de la tanasa no se vio afectada e hidroliz6 el
acido tanico, generando acido galico.

Sin embargo es importante hacer notar que la actividad tanasa no es inhibida por la
presencia de la celobiosa. Esto indica que el efecto de los sustratos es asimétrico y
sera importante para estudios mas refinados de esta enzima bifuncional.

5.6.2. pH Optimo de la tanasa

E! pH éptimo de la tanasa se determin6é en amortiguador de citratos fosfato 0.1 M, a
pH diferentes entre 3.5 a 7.0. En este sistema de amortiguador la tanasa presenta
actividad, practicamente en todos los valores de pH ensayados, pero dobla sus
valores de actividad a pH 6.0 y después, tiende a bajar la actividad volumétrica en
valores superiores a 6.0. Por lo cual el pH 6ptimo de la tanasa fue de 6.0 sobre
amortiguador de citratos-fosfatos (Figura 5.6.2).
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Figura 5.6.2. pH 6ptimo de la tanasa en amortiguador de citrato 0.1 M (H)

También se ensayé la actividad de la tanasa en amortiguador de acetatos en pH de
4.0 a 5.5 (Figura 5.6.3).
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Figura 5.6.3. Actividad tanasa sobre amortiguador de acetatos 0.1 M ()
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Cuando la actividad de la tanasa fue ensayada sobre amortiguador de acetatos
(Figura 5.6.3), se encontré que en comparacidén con las actividades obtenidas en
amortiguador de citratos (Figura 5.6.2) la actividad se triplica, sbbre acetatos. Esto
quiere decir que el sistema de acetato de sodio-acido acético es mejor amortiguador
conviene mas a la enzima, que el sistema citratos — fosfatos, esto es muy importante
porque esto hace pensar que la el citrato posiblemente esté secuestrando algun
metal, que pueda ser necesitado por la tanasa.

En ambas graficas puede verse que la tanasa es activa a valores de pH
relativamente acidos, pero su actividad se benéﬂcia a valores de pH proximos a 6.0
después de 7.0 esta actividad tiende a caer (Figura 5.6.2).

5.6.3. Temperatura Optima de la tanasa

La tanasa se incub¢ a diferentes temperaturas desde 30 a 90°C en amortiguador de
acetatos 0.1 M pH 5.5. Obteniéndose la siguiente gréafica ( Figura 5.6.4).
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Figura 5.6.4 . Temperatura Optima de la tanasa sobre amortiguador de acetatos
0.1M (W),
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La tanasa tiene una temperatura 6ptima entre 50 y 70°C, y pierde actividad a 80°C.
Esta actividad se pierde totalmente a 90°C. No obstante la tanasa de A. niger Aa20,
es una enzima termoestable. Que también tiene actividad a 30, 40, 50 60 y 70°C,
esto implica que esta tanasa puede trabajar a temperatura ambiente y a
temperaturas elevadas, lo cual la hace una enzima de interés en procesos
Biotecnolégicos, para la degradacidn de los taninos sin preocuparse demasiado por
las condiciones de temperatura, ya que puede trabajar a temperaturas ambientales y
a temperaturas de hasta 70°C. Esto explica por qué fue posible purificarla a
temperatura ambiente, sin que nos preocuparamos en hacer adaptaciones a las
columnas de purificacién o de conservacién en el frio, como sucede con la mayoria
de las enzimas, cuando se quieren purificar.

Esto muestra que la tanasa que se produjo por fermentaciéon en medio sélido y que
se purificd, en comparaciéon con las enzimas purificadas en la literatura, es la mas
termoestable de la literatura, en que las tanasas fueron producidas en fermentacion
en medio liquido. Este resultado coincide con el estudio de Lekha y Lonsane en
(1994), quienes ya habian encontrado que la tanasa producida en FMS, era
termoestable a 60°C, y la producida en FML, sélo toleraba 40°C.
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5.7.1. Las similitudes y diferencias de la tanasa de Asperguillus niger Aa20, con
otras tanasas.

La siguiente tabla (5.7.1) resume las caracteristicas bioquimicas de la tanasa que fue
purificada en este trabajo y se compara con las caracteristicas de las tanasas
reportadas en la literatura.

Tabla 5.7.1. Similitudes y diferencias de la tanasa de A. niger Aa20 con las tanasas
producidas en FML.

A. flavus | Candida sp. | A. niger A. oryzae | P. chrisogenum | Pedunculate | A. niger

(1) (2) {3) {4) (5) oak (6) Aa20 (7
Punto —— - 4.3 ——— —— -—— 3.8
Isoeléctrico
Peso 194 250 186 200 e 300 85y
Molecular 28.U) | (28.LU) (8 S.U) (4 S.U) 170
(KDa) (2S.U)
pH Optimo 40 — 6.0 — 5.0 4.3-6.0 6.0
Temperatura - - 35 - 30-40 30-40 70
Optima (°C)

(1) Adachi et al,1968; (2) Aoki et al, 1976; (3) Barthomeuf et al,1994, (4) Hatamoto et
al, 1996; (5) Sussela et al, 1983; (6) Niehalis y Gross, 1997, (7) Resume las
caracteristicas de la tanasa purificada en el presente trabajo. S.U: nimero de
subunidades.

Al comparar la tanasa purificada en este trabajo (producida en FMS), con las tanasas
de diferentes microorganismos producida en FML y con la tanasa de planta,
podemos ver que la tanasa tiende a ser multimérica, pero no obstante la tanasa
purificada en este trabajo es la mas pequefia. También, como ya se dijo, es la tanasa
que tolera temperaturas mayores a 60°C. E! punto isoeléctrico de la tanasa tiende a
ser &cido.

Estos son los primeros datos conocidos de caracterizacion molecular de una tanasa
producida por fermentacién en medio sélido.
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5.7.2. Degradacion se los taninos condensados e hidrolizables con la tanasa.

La siguiente tabla (5.7.2) muestra la accién de la tanasa sobre alg(mos de los taninos
hidrolizables y condensados en comparacién de los tiempos de retencién de los
taninos y los tiempos de retencién de sus productos, al ser tratados con la enzima.

El acido galico tiene un tiempo de retencién entre 2.7 y 3.3 minutos. A continuacion
se muestran los tiempos de retencion de los estandares y de los respectivos ensayos
con la tanasa.

Tabla 5.7.2 . Degradacion de taninos condensados e hidrolizables

Estandar(tr), Tanasa (tr), min Productos
min
Taninos condensados
Catequina 5.1 5.1 -
Epicatequina (EC) 6.0 6.0 -
Galato de catequina (GC) 52 5.2 ---
Galato de Epi-catequina (GEC) |5.1 5.0 -
Catequina galato (CG) 6.6 3.0/5.2 AG+ GC
Epi-catequinagalato (ECG) 6.4 3.0/6.0 AG+ EC
Galato de Galocatequina (GGC) |5.9 3.01 AG+ GC
Galato de Epi-galocatequina 54 2.78/5.4 AG+ GEC
(GECG)
Procianidina B3 4.84 4.86 -
Taninos hidrolizables
Galato de metilo (GM) 5.77 2.8/5.78 AG+ GM
Ac. Galico lauril éster (AGLE) [6.5 3.0/6.5 AG+AGLE
A. Elagico (A.E) 5.5 3.0/55 AG+A.E
Pentagaloilo de glucosa (PGG) |2.64/5.18/5.79 1.74/1.79/2.91/4 AG+PGG
.70

EC: Epicatequina; GC: Galato de catequina; GEC: Galato de Epi-catequina; GC:
Catequina galato; GCG: Galato de Galocatequina; GEGC: Galato de Epi-
galocatequina; M:Galato de metilo; AGLE: Acido galico lauril ester; AE: Acido elagico;
PGG: Pentagaloilglucosa; AG: Acido galico.
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La tanasa actudé sobre los taninos condensados que contienen una molécula de
acido galico en su estructura, no asi con los taninos que no contienen acido galico.
Respecto de los taninos hidrolizables, la tanasa fue capaz de feconocer y actuar
sobre la molécula de acido galico. Actué sobre la molécula del galato de metilo o
metil galato y sobre el acido tanico, este Gltimo fue usado para medir la actividad de
la tanasa en las diferentes etapas de purificaciéon, aunque no se muestra en la tabla.
Por lo cual se puede concluir que la tanasa tiene actividad esterasa y depsidasa y es
una enzima muy con respecto al grupo esterificante ya que utiliza diferentes
sustratos esterificados con el acido galico.
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6.0. Discusion

La tanasa es una enzima utilizada para eliminar el efecto de la astringencia en
algunos productos de origen vegetal. Se usa ampliamente en la manufactura de té y
en la obtencién del acido galico. Se ha estudiado su produccién principalmente por
fermentacion en medio liquido, pero sélo se ha encontrado asociada al micelio
(Lekha y Lonsane, 1997), llegando a suponerse que en ese medioc no se excreta al
caldo de cultivo (Lekha y Lonsane, 1994). Sin embargo estudios recientes en nuestro
grupo, indican que si se excreta al medio, pero es destruida por la accién de |
proteasas. En cambio, si la tanasa se produce por fermentacién en medio sélido, no
se destruye por la ausencia de dichas proteasas y esta ausencia de proteasas facilité
mucho este estudio. Por otra parte en FMS, la tanasa tiene mejores rendimientos que
en FML (Lekha y Lonsane 1994). Estas caracteristicas hacen a la FMS un sistema
con grandes ventajas para la produccidn de la tanasa, con lo cual se aumentaria la
produccién de esta. Estas ventajas seguramente tienen que ver con el hecho que de
que la tanasa se excreta al exterior celular, donde las condiciones ambientales son
muy diversas, por lo cual las proteinas excretadas sufren modificaciones a nivel de
reticulo endoplasmico, en donde modifican su secuencia de aminoacidos, y en el
aparato de Golgi donde son glucosiladas, para ser enviadas al exterior. Seguramente
todas estas modificaciones hace que la tanasa de FMS sea termoestable a
temperaturas de 60 y 70 °C y estén preparada para actuar a valores de pH cercanos
a 3 para degradar compuestos como los taninos.

En cuanto a la produccién de la enzima se demostrd que A. niger Aa20 puede crecer
a concentraciones de 10 % de acido tanico, pero que al comparar con un cultivo con
100 veces menos de acido tanico, la actividad solamente se perdia en un orden de
10 vy no de 100 veces. Esto quiere decir que el hongo tolera elevadas
concentraciones de acido tanico aunque, las elevadas concentraciones del sustrato
no son las optimas para la actividad de la enzima, sin embargo se mantiene activa y
cuando se intenté purificar la tanasa producida con 10% de acido tanico en el medio,
se observd la interaccién del sustrato residual que precipita a una parte de las
proteinas excretadas. Por eso se usé el nivel del 0.1% de acido tanico, con el cual se
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pudo producir la enzima, con menos proteinas precipitadas en las que hubiera
podido estar la enzima y esto fue un factor muy importante para su purificacion.
Cuando se compararon las caracteristicas de la tanasa producida por FMS de A.
niger Aa20, con las de la tanasa producida por FML con diferentes microorganismos
y con las de una tanasa de origen vegetal (Tabla 5.7.1), se noté que el punto
isoeléctrico era de alrededor de 4.0 y que estas enzimas son frecuentemente
multiméricas.

En cuanto a la temperatura, las tanasas producidas por FML de diferentes
organismos tienen su mejor actividad entre 35°C y 50 °C. En tanto que la tanasa de
este trabajo es estable a 70°C y con un nivel éptimo entre 50°C y 70°C. Ademas fue
activa a temperaturas desde 30°C a 70°C (Figura 5.6.8).

Los valores de pH en los cuales se ha observado la actividad de las tanasas son muy
parecidos entre las tanasas de microorganismos, de planta y la encontrada en este
trabajo. También es importante notar que la tanasa funcioné mejor en un
amortiguador de acetatos que con uno de citratos ya que su actividad es tres veces
mas alto que con el segundo (Figuras 5.6.6 y 5.6.7), por lo que es posible que el
citrato esté secuestrando metales que requiere la tanasa para su actividad.

Otras propiedades encontradas en este trabajo fueron: la tanasa resultdé ser un
homédimero de 170 KDa porque se encontré una homologia completa entre dos
péptidos distintos del componente de 85 KDa y sus secuencias correspondientes

al componente de 170 KDa (Tablas 5.6.1 y 5.6.2) para 20 aminoacidos distintos, lo
cual reduce la probabilidad de una coincidencia aleatoria a menos de 10%'. Este dato
y la coincidencia que 170 KDa sea extremadamente el doble de 85 KDa apoya
fuertemente esta idea.

En segundo lugar, el estudio de las secuencias disponibles de esta tanasa con las de
una B-D-glucosidasa de Aspergillus kawachii (Tabla 5.6.4) mostré una coincidencia
completa en todos los aminoacidos. Lo cual hizo sospechar que esta enzima fuese
bifuncional y, lo cual fue demostrado por su accién catalitica sobre la hidrdlisis de la
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celobiosa, pero no de la celulosa (Tabla 5.6.5). Se demostré que el acido tanico
inhibe la actividad de la celobiasa pero la celobiasa no inhibe la actividad de la
tanasa. Lo cual podria deberse a una mayor afinidad de la enzima por el acido tanico
y a una interferencia de actividad en los sitios cataliticos. Se desconoce la utilidad de
esta bifuncionalidad pero podria estar relacionada con la fijacién de la enzima a
sustratos complejos: por ejemplo a la pared celular vegetal, compuesta de celulosa y
taninos. Pues las enzimas celulasas tienen dominios muy distintos, para la fijacién de
la enzima al sustrato.

Esta novedad abre nuevas expectativas sobre la accidén de las tanasas y sobre su
evolucion filogenética que van mas alla de los limites de esta tesis.

El estudio de la selectividad catalitica de esta enzima mostrd algunas novedades
importantes. En primer lugar se observé que solamente hidrolizaba los ésteres de
acido galico (Tabla 5.7.2), pero no generaba producto alguno sobre los taninos
condensados sin esterificacion con el acido galico. Ello demostré que esta enzima
tiene una gama amplia de acciéon como esterasa.

Algo que fue muy importante al poner a la tanasa sobre taninos hidrolizables
diferentes del 4cido tanico y taninos condensados, fue el hecho de comprobar que la
tanasa es capaz de degradar los taninos condensados.

Realmente la parte mas novedosa de este trabajo, fue el hecho de encontrar que Ia
tanasa tuviera 100% de homologias en sus secuencias de aminoacidos con una f-

D- glucosidasa de A. kawachii y que ademas tuviera la doble funcién catalitica.

Por un lado degrada los ésteres de los taninos y, por otro, degrada la celobiosa, para
completar la degradacién de la celulosa. Como ya se dijo, algunos hongos y
bacterias degradan la celulosa en un mecanismo en el cual participan las
endoglucanasas y exoglucanasa, para que las B-D-glucosidasas terminen de
degradar las unidades finales de la celulosa (celobiosa), para finalmente liberarar
glucosa, que es utilizada como fuente de energia.
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Es muy posible que los hongos utilicen la tanasa, para invadir a las plantas con alto
contenidos de taninos (hasta 10% de su peso), y utilicen la celobiosa como fuente de
energia para mantenerse como parasitos pues muchas plantas producen y acumulan
taninos y tienen una pared compuesta entre otras cosas de celulosa. Ambos
constituyentes, protegen a la planta del ataque microbiano. Algunos microorganismos
no son capaces de utilizar ni los taninos ni la celulosa pero, otros como los
Aspergillus y algunas bacterias han desarrollado un sistema de enzimas que les
permite utilizar los taninos y la celulosa como fuente de energia. Otra cosa
importante es que en presencia de acido tanico la tanasa no utiliza la celobiosa, esto
es otro punto de discusion que podria hacer pensar, que la principal funcién de la
enzima sea la de degradar los taninos y secundariamente la celulosa.

Se podria especular que la tanasa utiliza a la celulosa solamente para quedarse
fiiada a la pared y comienza a trabajar hidrolizando los taninos. Pero estas
preguntas se podran responder con nuevos estudios de esta enzima en el ambito
molecular.

Es importante sefialar que las secuencias de aminoacidos estudiada no es
homdéloga con la otra tanasa descrita por (Hatamoto et al, 1996) y, por lo tanto se
trata de una nueva enzima que no esta sujeta a la patente reivindicada por esos
autores. Sus usos practicos pueden ser orientados a futuros desarrollos de procesos
para disminuir la astringencia de gran variedad de taninos condensados e
hidrolizables que forman ésteres como el acido galico, gran variedad de taninos
condensados o hidrolizables que forman ésteres como el acido galico pero que al ser
degradados parcialmente se obtienen productos con mejor gusto (menor
astringencia) 0 menos toxicidad y esto demuestra la hipbtesis que se enuncié al
principio de esta tesis. Una revision de los resultados ya descritos también indica que
se obtuvieron puntualimente todos y cada uno de los objetivos sefialados en la
seccion 3.2 de la tesis y que de manera especial se logré la caracterizacion
molecular, a nivel de la estructura primaria parcial de la enzima.
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7.0. Conclusiones y perspectivas

Se comprobd la hipétesis inicial de este trabajo, de que la tanasa de Aspergillus niger
Aa20, es una enzima de amplio espectro capaz de degradar, al menos parcialmente,
los taninos hidrolizables y condensados.

Se logré purificar y caracterizar la tanasa de A. niger Aa20, producida por
fermentacién en medio sélido.

Se logro establecer un protocolo de purificacién de la tanasa de A. niger Aa20
producida en fermentacién en medio sélido, sobre espuma de poliuretano y utilizando
0.1% de acido tanico como inductor. Asi como también pudo caracterizarse la
enzima producida en fermentacién en medio sélido.

La tanasa de A. niger Aa20 en una enzima con peso molecular de 85,000 Da y
forma un homodimero de 170,000 Da.

Las secuencias de la tanasa purificada tiene 100% de homologias con la secuencia
de la B-Glucosidasa de A. kawachii reportada en el Genbank clave AB003470, REF
2077896. En cambio no tiene ningln parecido con la tanasa de A. oryzae (Hatamoto
et al, 1996).

La tanasa de A. niger Aa20, tiene actividad B-D-glucosidasa, sobre celobiosa,
(unidad dimérica de la celulosa), rompiendo el enlace B(1,4) de la celobiosa y
liberando glucosa. La tanasa de A. niger Aa20, tiene dos actividades, una como
glucosidasa y otra como tanasa, pero en una mezcla de celobiosa — acido tanico, la
actividad glucosidasa se inhibe y la actividad tanasa se mantiene, lo cual hace
pensar que el acido tanico inhibe la actividad glucosidasa.

La tanasa purificada tiene una temperatura éptima entre 50 y 70°C y es una enzima
termoestable a 70°C. La tanasa purificada tiene un pl alrededor de 3.8 y un pH
6ptimo de 6.0.
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La tanasa de A. niger Aa20, reconoce la unién éster del acido galico de taninos
condensados e hidrolizables. La actividad de la tanasa de A. nige( Aa20, es esterasa
y depsidasa ya que hidroliza la molécula del metil galato y la del acido tanico y es
una enzima altamente inespecifica que actiia sobre diferentes taninos.

Su caracter bifuncional y su inespecificidad abre nuevas preguntas acerca de la
tanasa de A. niger Aa20 y posiblemente de otras tanasas, ya que puede ser, que las
tanasas en general tengan una segunda funcién. A esto vienen las preguntas del por
qué y para qué esta doble funcién en las enzimas. En la literatura hay alrededor de
1600, referencias de enzimas bifuncionales y las que mas abundaban son
precisamente las glucosidasas. Sin embargo, estas referencias hablan de la
capacidad de las glucosidasas para degradar la celulosa de manera sinérgica, donde
el sustrato de alguna manera es el mismo, la celulosa, sea con actividad endo o
exoglucosidasa.

Esto abre un importante panorama en nuevos estudios de esta enzima, ademas de
los previstos con una enzima pura, como clonar el respectivo gene.

Otra cosa que podria estudiarse es el nimero de sitios activos de la enzima y
explicar su bifuncionalidad. Por otro lado podria intentarse utilizar la enzima para
disminuir la astringencia de los taninos de productos destinados a ser utilizados
como forraje para animales o de productos alimentarios como el té, el café y las
uvas.

Finalmente este estudio fue planteado con el objetivo de conocer mas las
caracteristicas de la tanasa que se produce en medio sélido, y conocer sus
caracteristicas a nivel de laboratorio, para que finalmente pudiéramos entender mejor
el mecanismo de accién de las tanasas en la degradacion de los taninos.
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