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Resumen

En el presente estudio se evalud la produccion de la tanasa por dos cepas de Aspergillus niger. Ambas cepas fueron
previamente aisladas de suelo y follaje de la region semidesértica de Coahuila, México. Las cinéticas de produccion
de la tanasa de Aspergillus niger PSH y GHI1 se evaluaron en un sistema de fermentacion en medio liquido. La
actividad tanasa extracelular e intracelular se evalud usando el método de la rodanina metandlica. Las condiciones de
cultivo fueron: inéculo, 3 x 10 esporas/reactor; 30 mL de medio de cultivo; temperatura, 30°C; tiempo de
incubacion, 48h; pH inicial, 5.5; diversas fuente de carbono fueron evaluadas: glucosa, acido galico, acido tanico y
catequina, e infusiones de sorgo, cascara de nuez y gobernadora. Se empled una relacion carbono/nitrégeno de 10.
Los resultados obtenidos demostraron que la cepa GH1 de Aspergillus niger produjo la tanasa tanto extra como
intracelularmente tanto en sustratos puros como en cultivos con infusiones. Sin embargo, la cepa de Aspergillus
niger PSH fue mejor productora de la actividad tanasa bajo ciertas condiciones de cultivo, por ejemplo, sobre
cultivos con infusiones de gobernadora.

Palabras claves: tanasa, cepas de Aspergillus, taninos.

Abstract

In the present study, tannase production of two Aspergillus niger strains was evaluated. Previously, both strains
were isolated from soils and plants of the semiarid region of Coahuila, Mexico. Tannase production kinetics were
carried out in submerged cultures of Aspergillus niger PSH and GH1. Extracellular and intracellular activities were
assayed using the methanolic rhodanine method. Culture conditions were: inoculation level, 3 x 10’ spores per
reactor; 30 mL of culture medium; temperature, 30°C; incubation time, 48h; initial pH, 5.5; several carbon sources
were used: glucose, gallic acid, tannic acid, catechin, and infusions from sorghum, pecan peels and creosote bush. A
carbon/nitrogen ratio of 10 was used. Results obtained in this study demonstrated that the Aspergillus niger GH1
strain produced higher extracellular and intracellular tannase activity than Aspergillus niger PSH in pure substrates
and in infusions.. However, under certain culture conditions, 4. niger PSH produced the highest tannase activity, i.e.,
with infusions of creosote bush.

Keywords: tannase, Aspergillus strains, tannins.

1. Introduccion

La tanasa (tanin-acil-hidrolasa, EC
3.1.1-20) es wusada extensivamente en la
industria de los alimentos, bebidas,
farmacéutica y quimica (Lekha y Lonsane,
1997). Esta enzima cataliza la hidrodlisis de
enlaces tipo éster de taninos hidrolizables y
compuestos galatos. Ademas uno de los
principales productos del rompimiento
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hidrolitico del acido tanico es el acido galico,
el cual tiene aplicaciones en la industria
farmacéutica en la sintesis quimica del
trimetoprim que es un potente antioxidante de
alto interés en la industria alimentaria
(Aguilar y Gutiérrez-Sanchez, 2001).

Debido a las multiples aplicaciones de
la tanasa y el escaso conocimiento sobre la
misma, en la actualidad existe una constante
busqueda de nuevas fuentes de esta enzima
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con propiedades mas deseables, tales como
mayor estabilidad, mayor capacidad catalitica
y bajo costo de produccion (Cruz-Hernéndez,
2002). La producciéon de tanasa se ha
demostrado en cepas bacterianas de Bacillus
pumilus, B. polymyxa, Corynebacterium sp. y
Klebsiella pneumoniae. Por otra parte,
algunos hongos producen enzimas necesarias
para degradar algunos taninos hidrolizados,
especificamente el 4cido tdnico mediante la
produccion de tanasa.  Esta capacidad ha
sido demostrada en levaduras del género
Candida (Deschamps y col., 1980) y en los
hongos filamentosos es atribuida
frecuentemente a hongos del género
Aspergillus y Penicillium (Lekha y Lonsane,
1997; Aguilar y Gutiérrez-Sanchez, 2001).

Previamente, Cruz-Hernandez y col.,
(2001) obtuvieron dos cepas de Aspergillus
aislados de suelo y follaje de la region
semidesértica de México, las cuales
degradaron altos niveles de compuestos
polifendlicos del tipo tanino, usados como
unica fuente de carbono, debido a su
capacidad de produccion de la enzima tanasa.

El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de diversas fuentes de
carbono e inductores sobre la produccion de
la enzima tanasa en dos especies de
Aspergillus utilizando un sistema de cultivo
sumergido.

2. Metodologia experimental
2.1 Microorganismos e inoculo

Los  microorganismos  empleados
fueron las cepas de Aspergillus niger PSH y
GHI1, aisladas de hojas de pino silvestre y de
hojas de gobernadora respectivamente y
pertenecientes a la coleccion DIA-UAdeC,
las cuales fueron previamente identificadas
en base a caracteristicas microscopicas y
fisiologicas por Cruz-Hernandez (2002). Las
esporas fueron conservadas en un sistema
crioprotector (Aguilar, 2000) y fueron
propagadas sobre agar papa dextrosa (PDA)
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para obtener el inoculo de esporas necesario
para la produccién de la enzima tanasa.

2.2 Medios de cultivo

El medio minimo de cultivo utilizado
fue (g/L): KHyPO4, 2.83; (NH4)2SO4, 5.66;
MgSO4.7H20, 0.57; CaC12.7H20, 0057,
MnCl,.6H,0, 0.012; NaMo004.2H,0, 0.0057
y FeS04.7H,0, 0.0077. Como Unica fuente de
carbono se emplearon sustratos puros e
infusiones. Los sustratos puros considerados
fueron: glucosa (como sustrato indicador de
produccion de los niveles basales de enzima),
acido tanico, 4cido galico y catequina.
Siguiendo el método de extraccion de taninos
reportado por (Waterman y Mole, 1994), las
infusiones fueron preparadas a partir de
extractos acuosos (obtenidos por reflujo,
durante 12 horas a 60°C) de gobernadora
(Larrea tridentata Cov.), céscaras de nuez
(Cariya illinoensis) y sorgo rojo (Sorghum
virgatum), complementadas con las sales
minerales antes indicadas.

2.3 Condiciones de cultivo

Como reactores del cultivo sumergido
se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL
con 30 mL de medio de cultivo, variando el
tipo de sustrato. Cada reactor se inoculd con
un nivel de 3 x 10" esporas por mL y se
incubaron a 30°C con agitacion controlada en
un sistema multi-wrist shaker. Cada cinética
fue monitoreada cada seis horas durante un
tiempo de cultivo de 48 horas.

2.4 Obtencion del extracto crudo enzimatico

En cada muestreo, el contenido del
reactor se filtr6 en papel Whatman 41 para
separar la masa micelial del sobrenadante, el
cual fue considerado como extracto
extracelular. La masa micelial retenida se
lavod con solucién fisiologica, se mezcld en
solucion amortiguadora de acetatos (0.5M,
pH 5.5) y se macer6 en un mortero.
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El material solido obtenido se filtré en
papel Whatman 41 y el sobrenadante
obtenido fue considerado como extracto
intracelular.

2.5 Actividad tanasa

Tanto en el extracto extra como en el
intracelular la actividad de la enzima tanasa
se midio6 utilizando el ensayo
espectrofotométrico reportado por Sharma y
col. (2000), en el cual el producto de la
reaccion enzimatica, el acido galico forma un
complejo colorido con la rodanina
metanolica que absorbe a 520 nm.

2.6 Analisis estadistico

Los resultados de las actividades
enzimdticas maximas evaluadas  bajo
diferentes condiciones de sustrato fueron
analizados comparando los valores medios y
las desviaciones estandar.

3. Resultados y discusion

En el presente estudio se evaluo el
efecto de diferentes fuentes de carbono e
inductores sobre la actividad tanasa en dos
especies de Aspergillus niger en un sistema
de cultivo sumergido.

La Fig. 1, muestra los resultados
obtenidos de actividad tanasa extracelular
(Fig. 1a) e intracelular (Fig. 1b) de 4. niger
PSH usando fuentes de carbono e inductores
puros. Es importante observar que la cepa
fingica expresd los mayores titulos de
actividad tanasa total (suma de la actividad
extracelular e intracelular) cuando se emple6
el 4cido tanico como TUnica fuente de
carbono, sin embargo en el caso particular de
la actividad extracelular, ésta fue mayor
cuando se empled catequina. El 4cido tanico
ha sido considerado uno de los inductores
naturales de la enzima. La actividad tanasa
extracelular se expres6 también cuando se
utiliz6 la catequina (Bajpai y Patil, 1997).
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Fig. 1. Actividad tanasa extracelular (a) e
intracelular (b) producida por 4. niger PSH sobre
los sustratos puros. (#) glucosa, (m) acido tanico,
(A) acido galico y () catequina.

Mientras que la actividad intracelular
fue también inducida por la presencia de
acido galico. Los resultados obtenidos
sugieren la compleja red bioquimica
involucrada en la degradacion de los taninos,
ya que el microorganismo no deberia de
expresar la actividad tanasa cuando se
emplean como sustratos a la catequina y al
acido galico, debido a que estos no poseen
enlaces ésteres, los cuales son los sitios de
accion de la enzima. Sin embargo, estos
resultados concuerdan con los reportados en
la literatura (Bajpai y Patil, 1997).

Los resultados con la glucosa,
demuestran la ausencia de la actividad tanasa
y demuestran ademds la caracteristica
inducible de la misma, ya que con este
sustrato, A. miger no produjo la actividad
tanasa (Aguilar, 2000; Aguilar y col, 2001a'y
b).
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La Fig. 2 muestra los resultados
obtenidos de actividad tanasa extracelular de
la misma cepa sobre infusiones ricas en
taninos obtenidos de diferentes fuentes
vegetales. A. niger PSH fue solamente capaz
de producir la enzima tanasa sobre la
infusion de la gobernadora (Larrea
tridentata).
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Fig. 2. Actividad tanasa extracelular producida
por A. niger PSH sobre las infusiones ricas en
taninos. (@) cascara de nuez, (m) gobernadora

con sales minerales, (4) gobernadora sin sales
minerales y (L) sorgo.

La actividad tanasa se increment6 3.5
veces por la adicion de las sales minerales al
medio de cultivo, debido a que el extracto
obtenido de la gobernadora aparentemente
posee los elementos minimos nutricionales
requeridos para el crecimiento fingico, de tal
manera que al incorporar las sales minerales
el medio se balancea de tal manera que
permite un mejor crecimiento a la cepa y los
titulos de actividad tanasa se incrementan
mas de tres veces.

Los resultados obtenidos, indican de
manera indirecta que los extractos acuosos de
gobernadora poseen principalmente taninos
hidrolizables, ya que se ha reportado que las
cepas fungicas so6lo son capaces de crecer
sobre ese tipo de taninos (Lekha y Lonsane,
1997; Aguilar y Gutiérrez-Sanchez, 2001).
Esta observacion se complementa con lo
reportado por Compton (1990) quienes
demostraron que el sorgo posee badsicamente
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taninos condensados, los cuales no inducen la
actividad tanasa.

La Fig. 3, muestra los resultados
obtenidos de actividad tanasa extracelular
(Fig. 3a) e intracelular (Fig. 3b) de 4. niger
GHI usando fuentes de carbono e inductores
puros. La actividad tanasa extra e intracelular
s0lo se expres6 a bajo titulos cuando se
emplearon &cido tanico y catequina. Sin
embargo, la cepa GH1 produjo altos niveles
de la actividad tanasa de manera intracelular
cuando se empleo el acido galico.
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Fig. 3. Actividad tanasa extracelular (a) e
intracelular (b) producida por 4. niger GH1 sobre
los sustratos puros. (®) glucosa, (m) acido tanico,
(A) acido galico y ([) catequina.

Los resultados obtenidos de la actividad
intracelular en cultivos de ambas cepas con
acido gélico reflejan que la enzima tanasa no
solo participa en la hidrélisis exocelular de
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galotaninos (&cido tanico) sino también
tienen un rol importante en el metabolismo
de degradacién del acido galico, tal como lo
suponen Zeida y col., (1998), quienes
demostraron que este compuesto es llevado
hasta pirogalol por la accién de la enzima
acido galico descarboxilasa.
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Fig. 4. Actividad tanasa extracelular producida
por A. niger GH1 sobre las infusiones ricas en
taninos. (4) cascara de nuez, (m) gobernadora
con sales minerales, (4) gobernadora sin sales
minerales y (L) sorgo.

La produccion de actividad extracelular
de la cepa GH1 fue mayor con la infusiéon de
nuez (485 U/L) en un tiempo de
fermentacion de 24 horas (Fig. 4). La mayor
actividad tanasa intracelular de GHI se
observa con el acido galico (2532 U/L) en un
tiempo de fermentacion de 47 horas (Fig. 3).
Los resultados obtenidos demuestran que la
cepa GH1 de A. niger es capaz de producir la
enzima tanasa al proporcionarle como fuente
de carbono sustratos ricos en taninos, por lo
tanto podemos decir que la cepa GH1 tiene la
capacidad de degradar taninos hidrolizables y
condensados.

De manera similar a la cepa PSH, A.
niger GHI1 so6lo expres6 la actividad
extracelular cuando se emplearon extractos
ricos en taninos. Sin embargo, a diferencia de
PSH, GHI1 fue capaz de expresar la actividad
tanasa durante su crecimiento cuando se
emplearon las infusiones de cascaras de nuez
y gobernadora, lo que sugiere que la

composicion de los taninos hidrolizables en
ambos sustratos es diferente.

Es importante mencionar que los
resultados obtenidos sobre la relacion de la
actividad  extracelular e  intracelular,
concuerda con la literatura, pues se ha
reportado que en cultivos sumergidos la
tanasa se expresa principalmente de manera
intracelular, localizdndose en el espacio
periplasmico en donde cataliza la hidrolisis de
los taninos hidrolizables (Lekha y Lonsane,
1994; 1997, Aguilar y col., 2001a, 2001b).
Adicionalmente se sabe que los titulos de
actividad extracelular se incrementan hasta 10
veces cuando la enzima se produce en
cultivos solidos, procesos en los cuales el
microorganismo expresa la actividad tanasa
de manera intracelular en muy bajos titulos.

Por otro lado, es importante considerar
que los titulos de actividad enzimatica
obtenidos en el presente estudio son similares
a aquellos reportados para cultivo sumergido
por Kar y Banerjee (2000) y Aguilar y col.,
(2001b), mientras que son hasta 7.5 veces
menores que los obtrenidos en cultivo en
estado solido (Kar y col., 1999; Aguilar y col.,
2001a; Kar y col., 2002)

Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran la gran
capacidad de las cepas aisladas del
semidesierto mexicano para degradar taninos
a través de la produccion de la enzima tanasa,
sin embargo, hace falta la realizacion de una
serie de estudios que profundicen en el
estudio de la biodegradacion de los taninos,
compuestos caracterizados por ser defensa
natural de las plantas a ataques microbianos y
de animales.
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