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Introduccién. Los taninos (Tn) son polimeros polifendlicos
distribuidos en todo material vegetal. Estan clasificados
como taninos hidrolizables s forman polimeros de acidos
fendlicos (gdlico y elagico), o como taninos condensados
(TC) s son polimeros de flavan-3-oles. Los TC poseen la
propiedad de formar complejos con los metales (quelatos),
las proteinas, los polisacéridos y los acidos nucléicos.
Debido a esas propiedades, los TC bajan el valor nutricional
y la digestibilidad de los subproductos agricolas empleados
en la alimentacion animal™2. El presente proyecto demuestra
la capacidad de una cepa de Aspergillus fumigatus para
producir una enzima que degradalos TC.

M etodologia. Los TC fueron purificados por HPLC de la
manzana (Marie ménard), y caracterizados por la técnica de
ThiolysissHPLC®. Esta fraccion fue utilizada como substrato
para el crecimiento de A. fumigatus en un medio mineral. La
procyanidina B2 (PB2), un dimero de TC, fue utilizado
como substrato para medir la actividad enzimatica
extracelular. El producto de degradacion (PB2-X) fue
purificado sobre una columna C18 e identificado por
espectrometria de masas (MS) y ThiolysisMS-HPLC.

Resultados y discusion. Es importante en estudios sobre la
degradacién de moléculas aromaticas identificar los
productos para poder proponer |os mecanismos reaccionales.
A. fumigatus fue seleccionada por presentar mayor
porcentaje de degradacion de TC. Posteriormente, se elaboré
una cinética de crecimiento y de actividad enzimética
extracelular (Fig. 1). A las 36h de cultivo, durante la fase
exponencial del crecimiento, se observé la maxima actividad
enzimdtica (umol de PB2 consumida por ml de extracto
enzimético). En Fase Reversa (RP-HPLC) el producto
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Fig. 1. Biomasa(m ) y actividad enzimatica(O ) de A. fumigatus.

on  PB2-X
Fig. 2. Esquema propuesto para la degradacién inicial de un
dimero de Taninos Condensados, |a Procyanidina B2 (PB2).

principal de la degradacion (PB2-X) mostré un tiempo de
retencion menor al substrato (PB2), indicando una polaridad
mayor del compuesto. Por ota parte, en €l andlisis de MS, €l
ion de PB2 present6 un valor m/z de 577 mientras PB2-X, un
ion nVz de 609. Esta diferencia de 32 Da, podia corresponder
a 2 &omos de oxigeno, explicando la diferencia de polaridad
observada por HPLC. Para comprobar ésta hipétesis y
detallar la estructura de PB2-X, € ion m/z de 609 fue
fragmentado (MS/IMS y MSMS/MS). La interpretacién de
los iones de la fragmentacion confirmé que la degradacién
de PB2 seinicia por laintroduccién de 2 atomos de oxigeno
en uno de los anillos arométicos de la molécula. Ademés, un
andlisis de thiolysisMS-HPLC sobre la PB2 y la PB2-X
mostré que la “oxigenacion” se efectia en el mondmero del
flavan 3-ol terminal (unidad inferior), en el anillo de catecol
(anillo E). La ruptura se observa en la unidad inferior debido
posiblemente a la especificidad de la enzima. El esquema
propuesto para la degradacién del dimero de TC se muestra
enlaFigura 2.

Conclusiones. Los resultados dieron evidencia que la
enzima extracelular producida por A. fumigatus es una di-
oxigenasa que interviene durante €l inicio de la degradacion
de la PB2. Sin embargo, otros estudios son necesarios para
poder identificar la ruta completa de la degradacién de los
TC.
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