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PURIFICACION PARCIAL DE LA ENZIMA TANASA PRODUCIDA POR Aspergillus niger GH1.
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Introduccién. La enzima tanasa o taninin-acil-hidrolasa
(EC-3.1.1.20), cataliza hidrélisis de los enlaces éster de
taninos, las principales fuentes de tanasa son animales
vegetales y microbianas siendo estas ultimas de donde se
obtienen con mayor actividad y de manera mas estable(1).
La tanasa también esta involucrada en la maduracién de las
frutas ya que desesterifica algunos ésteres formados a partir
de los é&cidos quebulinico, galico, hexahidrofendlico con la
glucosa(?). Esta enzima es muy utilizada en la industria de
los alimentos, para la clarificacion de jugos y otras bebidas.
Esta enzima también es utilizada en la industria farmacéutica
para obtener €l acido galico que se utiliza en la sintesis del
Trimetroprim(3). La enzima tanasa solo se puede encontrar
comercialmente en forma de extracto es por eso que la
blsqueda de adlternativas de purificacion tienen gran
importancia(4).

Metodologia. El extracto enzimdtico obtenido de la
fermentacion fue dializado en membrana de celulosa y
buffer de citratos 50mM pH 5.0. Para la concentracion de
proteinas se evaluaron dos métodos , uno utilizando acetona
a 4°C y el que presento mejores resultados fue con
membrana de didlisis y polietilenglicol 6000. El extracto
concentrado se paso por cromatografia de intercambio iénico
donde se compararon tres columnas con diferentes rellenos
cromatograficos (DEAE, Q, ANX). Se empled un Rotofor
para separar las proteinas y conocer su punto isoeléctrico.
Cada etapa fue comparada en un gel de electroforesis (SDS-
PAGE) para identificar las proteinas que se fueran
perdiendo.

Resultados y discusion. De los métodos evaluados para la
concentracion de proteinas, € de polietilenglycol (PEG) y
membrana de didlisis mostré resultados mas favorables ya
que €l extracto a inicio tenia 164.81 mg/L de proteinay el
extracto concentrado con PEG 1198.07 mg/L. Para el caso
de la cromatografia de intercambio i6nico, en los tres
rellenos se adsorbid la enzima tanasa y la mejor separacion
de las proteinas se observo con la columna DEAE (figura 1).
En el andlisis por rotofor se observaron dos fracciones con
actividad tanasa a pH de4y 7 respectivamente, esto indica
gue esta técnica es util como un paso en la purificacion
(figura 2). El gel de electroforesis (SDS-PAGE) muestra una

gran cantidad de proteinas en el extracto concentrado y se
puede observar que existe una purificacion parcial en cada
unade las etapas.
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Fracciones.

Fraccion
Fig 1 Columna cromatogr &fica DEAE )
NaCld). ( i) Actividad tanasa, (¢)
determinacion de proteina por
absorbancia a 280 nm.

Actividad tanasa (i) y proteina (&).

Conclusiones La enzima tanasa producida por el hongo
Aspergillus niger GH1 aislado del semidesierto de México,
puede ser purificada parcialmente utilizando para concentrar
las proteinas el metodo de PEG, la columna cromatografica
DEAE para separar las proteinas y €l sistema de rotofor
también muestra una separacion de la enzima tanasa sobre
las otras proteinas.
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