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Introduccion. La enzima tanasa (EC 3.1.1.20)
hidroliza la molécula de los taninos por su actividad
esterasa, produciendo glucosa y &cido gélico,
precursor de aplicacién en la industria farmacéutica
en la sintesis quimica del trimetoprim, que es un
potente antibidtico de alto espectro y un antioxidante
de alto interés en la industria alimentaria (Belmares-
Cerda y col., 2003). La enzima tanasa generalmente
se obtiene a partir de fuentes vegetales, animales y
microbianas, siendo esta ultima la mas importante, ya
que las enzimas producidas por dicha via son mas
estables que sus analogas que se obtienen por otras
fuentes (Belmares-Cerda y col., 2004).El objetivo
principal del presente trabajo fue el estudio de la
produccion de tanasa intracelular en cultivo
sumergido y su posterior inmovilizacién en alginato de
calcio, ademas del empleo de la tanasa libre e
inmovilizada en la produccion de acido galico
evaluando diferentes sustratos.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Microorganismo, inoculo y condiciones de
cultivo. Se trabaj6 con esporas de Aspergillus niger
GH1 (coleccion UAdeC-DIA). Se realiz6 un cultivo
sumergido con en el medio liquido Czapek Dox
modificado (Aguilar, 2000). La solucién se esterilizd
en autoclave por 15 minutos a 121 °C, se adicion6
12.5 g/L de &cido tanico como Unica fuente de
carbono ajustando pH a 5.5. El medio liquido se
inoculé con la suspension de esporas a 1 X 10’
esporas/mL e incubando a 30 °C por 24 horas a una
agitacion de 250 rpm. Extraccion y purificacion
parcial. El extracto crudo enzimético se obtuvo
mediante la maceraciéon de la biomasa recolectada
del cultivo sumergido y recuperado con buffer de
acetatos 100 mM y pH 5.5. El extracto se llev6 a una
dialisis en membrana de celulosa para su posterior
concentracién con polietilenglicol 6000, el extracto
dializado y concentrado se someti6 a una
permeacion en gel en columna de desalado G25 y
obteniendose asi una actividad especifica de 39.56
U/mg. La enzima parcialmente purificada se
inmovilizé en micro-particulas de alginato de sodio al

2 % como soporte para finalmente llevar a cabo un
andlisis de la cinética enzimatica para determinar los
parametros Ky Yy Vuax @ la enzima libre e inmovilizada,
sobre metil galato y heptagaloil-. Los resultados
demostraton un efecto negativo de la inmovilizacion
sobre la catalisis de la tanasa. La Figura 1 presenta
el efecto de la concentracion de metil galato sobre la
velocidad de reaccion de la enzima.
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Figura 1. Enzima libre-metilgalato

Conclusiones. Se demostrd que es posible obtener
un extracto enzimatico crudo por cultivo sumergido
con una actividad volumétrica alta de 288.59 U/L y
una significativa actividad especifica 39.56 U/mg. La
estrategia de purificacion permitié un incremento de 5
veces mas la actividad especifica. El sistema libre
presenté mayor afinidad por el metil galato 0.4 mM.
Mientras que el sistema inmovilizado mostré similitud
en la afinidad por ambos sustratos, siendo
ligeramente mayor para el metil galato 0.905mM
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