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RESUMEN

La siguiente investigacion se enfoco en la recopilacion, andlisis y evaluacion de los avances
mas recientes y relevantes respecto a la obtencion de la enzima tanasa utilizando métodos
biotecnoldgicos y sus aplicaciones. Se analizaron documentos cientificos de los Gltimos 10 afios
con el fin de desarrollar una guia con conceptos basicos actualizados, los métodos mas
utilizados en la obtencion de la enzima tanasa, asi como una comparativa entre los mismos, con
el propdsito de determinar el camino mas adecuado a seguir para futuras investigaciones.
Ademas, se analizaron algunas de las multiples aplicaciones de la enzima tanasa, asi como su
potencial para ser utilizada en procesos industriales, como la elaboracion y mejoramiento de
productos en la manufactura de alimentos, procesos de biorremediacion de efluentes con alto
contenido de taninos, produccion de acido galico, entre muchas otras aplicaciones que se citan

en esta investigacion.

Luego de las respectivas revisiones bibliograficas, se analizaron métodos para aumentar el
rendimiento de la actividad enzimatica en la enzima tanasa, tales como la aplicacion de
procedimientos para la inmovilizacion enzimatica, modelos matematicos para determinar las
variables 6ptimas del proceso enzimatico, el uso de desechos agroindustriales como sustrato y
metodologias modernas, en particular la modificacion genética a fin de aumentar el rendimiento
de la enzima tanasa, ampliar su rango de accion, desarrollando enzimas termoresistentes y

capaces de soportar niveles de pH mas acidos.

Palabras claves: Acido gélico, enzimas, inmovilizacion.
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ABSTRACT

The following research focused on the compilation, analysis and evaluation of the most recent
and relevant advances regarding obtaining the tannase enzyme using biotechnological methods
and its applications. Scientific documents of the last 10 years were analyzed in order to develop
a guide with updated basic concepts, the most used methods in obtaining the tannase enzyme,
as well as a comparison between them, in order to determine the most appropriate way. to
follow for future research. In addition, some of the multiple applications of the enzyme tannase
were analyzed, as well as its potential to be used in industrial processes, such as the elaboration
and improvement of products in food manufacturing, bioremediation processes of effluents
with a high content of tannins, production of gallic acid, among many other applications that
are cited in this research.

After the respective bibliographic reviews, methods were analyzed to increase the yield of
enzymatic activity in the tannase enzyme, such as the application of procedures for enzymatic
immobilization, mathematical models to determine the optimal variables of the enzymatic
process, the use of agroindustrial waste as a substrate and modern methodologies, in particular
genetic modification in order to increase the performance of the enzyme tannase, broaden its
range of action, developing heat-resistant enzymes capable of withstanding more acidic pH

levels.

Keywords: Gallic acid, enzymes, immobilization.
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INTRODUCCION:

Los taninos son metabolitos secundarios de alto peso molecular que normalmente se encuentras
en las plantas como mecanismo de proteccidn contra insectos, animales y patdgenos externos.
Son reconocidos por tener varios usos industriales como la elaboracion de alimentos, curtido
de pieles, fabricacién de vinos, entre otros, pero también producen un efecto astringente y son

considerados como antinutrientes por su capacidad de unir y precipitar proteinas (1).

Los taninos se dividen en 3 grupos, taninos hidrolizables, taninos condensados y taninos
complejos, y son considerados como inhibidores microbianos, pero existen microorganismos
capaces de protegerse contra su toxicidad, gracias a la produccion de enzimas que degradan los
taninos en compuestos mas simples para ser utilizados como fuentes de alimentacién para el

microorganismo (2).

La enzima tanin acil hidrolasa (EC. 3.1.1.20), comunmente conocida como enzima tanasa tiene
la capacidad de biodegradar taninos, entre ellos el acido tanico, liberando glucosa y acido
galico. La enzima tanasa es principalmente producida por microorganismos, concretamente
bacterias, levaduras y hongos (3). Siendo los hongos los microorganismos més utilizados en la

industria de produccién de metabolitos secundarios, particularmente la enzima tanasa (4).

Las enzimas han despertado un gran interés por sus multiples usos en diversas industrias,
provocando que la comunidad cientifica realice cada vez mas investigaciones respecto a la

aplicacion de enzimas, como la enzima tanasa.

Entre estas investigaciones destaca el articulo denominado, Los hongos filamentosos como
agentes prometedores para la degradacién de compuestos biosolidos, donde luego de la
investigacion respectiva se demostro que enzimas provenientes de hongos pueden servir como
intermediarios para dar tratamiento a desechos biosolidos, entre las enzimas investigadas se

confirmé la aplicacién de la enzima tanasa para tratar efluentes contaminados con taninos (5).

Esto permitio enfocar la aplicacion de la enzima tanasa a biodegradaciones mas especificas, en
especial la biodegradacién de efluentes con concentraciones altas en taninos como se demuestra
en el articulo Caracterizacion de la tanasa CAS-21 de Aspergillus fumigatus con potencial para
la sintesis de galato de propilo y el tratamiento de efluentes de curtiduria de la industria del
cuero (6).
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También es usada en la industria alimentaria para la elaboracion y mejoramiento de té,
reduciendo el efecto astringente provocado por los taninos, como se demuestra en el articulo

Mejoramiento del sabor de té verde de otofio usando la enzima tanasa (7).

Asi como su aplicacion para el mejoramiento de la calidad de jugo de frutas mediante la
degradacién de taninos usando la enzima tanasa, como se cita en el articulo, Produccion,
caracterizacion y aplicacion de tanasa de Talaromyces verruculosis en la detanificacion de
jugos de frutas, donde también evaltan las variables dptimas para la produccion de enzima

tanasa y su actividad enzimatica (8).

Una de las aplicaciones més valoradas de la enzima tanasa, es la capacidad de producir &cido
galico a partir de la hidrdlisis de taninos, ya que el acido galico es un compuesto muy cotizado

en la industria farmacéutica y cosmética, por su capacidad antioxidante y anticancerigena (9).

La produccion de enzimas a partir de microorganismos se produce mediante la aplicacion del
método de fermentacion, el cual tiene dos variantes principales conocidas como la fermentacion
en estado solido y la fermentacion sumergida, cada una de las cuales posee ventajas y
desventajas dependientes del microorganismo que se quiere usar, las variables fisicoquimicas

que se desea controlar y el costo de produccion (10).

Con el fin de mejorar el rendimiento de la enzima tanasa y reducir costes de operacion, se han
desarrollado nuevos métodos como la inmovilizacion enzimatica con diferentes compuestos.
Este procedimiento da la posibilidad al operador de poder reutilizar la enzima, conservando un

porcentaje de la actividad enzimatica respecto a la actividad inicial del primer ciclo (11).

El conocimiento respecto al mecanismo de accion de las enzimas, asi como sus variables, se
viene analizando y utilizando con forme van apareciendo nuevas tecnologias que permiten
romper las barreras establecidas por la naturaleza, una de las mas modernas es la modificacion
genética para obtener enzimas recombinantes con un mayor rendimiento, mas resistentes,

estables y con un rango de accion mas amplio (12).

Dentro de los procesos de produccién de enzimas, uno de los mas importantes por su elevado
costo, es la purificacion, por lo que se busca estandarizar e identificar alternativas que puedan
presentar una oportunidad para reducir costes, pero esto dependera del grado de purificacion
que se desee alcanzar, segun la industria objetivo.

Por lo tanto, en la siguiente investigacion se desarrollé una guia actualizada, de los aspectos
mas relevantes conocidos que facilite la busqueda de la comprension de todos los temas

respecto a los avances en la obtencion de la enzima tanasa usando métodos biotecnoldgicos,
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basdndose en la recopilacion, evaluacion y analisis critico de bibliografias de fuentes
confiables, como revistas indexadas con una fecha de publicaciéon no mayor a 10 afios de
antiguedad. Asi como la sugerencia de nuevos temas de investigacion orientados a la busqueda
de crear nuevas oportunidades utilizando los recursos disponibles en nuestro pais, como el
aprovechamiento de la Tara por su alto contenido de taninos, como sustrato para la produccién

de enzima tanasa y acido galico. (9) (13)
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METODOLOGIA:

La siguiente investigacion tiene un enfoque documental que estd basado en la recoleccién de
informacion pertinente y actualizada relacionada a los avances en la obtencién de la enzima
tanasa usando métodos biotecnoldgicos, para su posterior evaluacion, que permita una

seleccion de la informacion mas relevante y representativa.

La informacion seleccionada sera analizada de manera critica, imparcial y bajo un punto de
vista objetivo, con el fin de asegurar la formulacion de conclusiones y recomendaciones que
sirvan como base para la elaboracion de un documento que pueda ser utilizado como una guia
para futuros investigadores, que tengan un interés en la obtencion de la enzima tanasa usando

microorganismos como fuente de produccion.

La recoleccion de la informacion se realizo durante el periodo de setiembre del 2021 a marzo
del 2022 y los criterios de busqueda que se tomaron en cuenta para filtrar la informacién fueron:
articulos de preferencia de revistas cientificas indexadas en idioma inglés ( ya que la
informacidén mas actualizada se encuentra en ese idioma) con una antigiiedad no mayor a 10
afios desde su fecha de publicacion, evitando todo tipo de fuentes de baja confiabilidad, dudosa
procedencia y que no hayan pasado por una revision previa para validar sus datos expuestos.

La mayoria de los articulos citados en esta investigacion fueron extraidos de la base de datos
de revistas indexadas integradas en la biblioteca virtual de la Universidad Catélica de Santa
Maria como Scopus, IEEE Xplore Digital Library, Springer, Taylor & Francis, Web of Science,
EBSCOhost, Science Direct, Investigacion y Ciencia, entre otras, con el fin de asegurar un

sistema para la filtracién de informacién mas eficaz.

La cadena de busqueda de referencia utilizada para delimitar la trazabilidad de la informacion
estuvo compuesta por palabras claves como tannase, enzyme, tannins, tannic acid, gallic acid,
microorganisms, Aspergillus niger, biotechnology, purification, fermentation, inmovilization y

genetic modification.

El presente documento corresponde a una investigacion de tipo cualitativa no experimental, ya
que los datos fueron obtenidos mediante un analisis de observacién no cuantificable, de tipo
descriptivo. Sin embargo, los datos proporcionados en este documento pueden ser tomados en
cuenta como una base para la planificacién de futuras investigaciones cuantificables.
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Finalmente, luego de seleccionar y analizar la informacion de calidad, se procedié a elaborar la
bibliografia con todas las fuentes utilizadas a fin de que puedan servir para verificar e

interiorizar con mas detalle en algunos temas de interés por parte de futuros investigadores.
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La Biotecnologia ha destacado por dar soluciones innovadoras a mdltiples problemas,
mejorando la calidad y salud de la vida de las personas. Es por eso que diversos paises (como
Singapur y China) han desarrollado fuertes iniciativas para incentivar el crecimiento de esta
industria, que es relativamente lenta a comparacién de otras, como la automotriz y la de

comunicacion (14).

1. Mercado de enzimas

La produccion enzimética es un &rea de la biotecnologia, la cual se encuentra en constante
expansion y que tiene la capacidad de mover fuertes cantidades de dinero. El afio 2014 el
mercado de produccion de enzimas movié USD 4.2 billones y la proyeccion estimada para el
2020 fue de USD 7.2 billones (15). Segun informes recientes el tamafio del mercado mundial
de enzimas para el 2020 se valor6 en USD 10.7 Billones, superando las expectativas.
Actualmente para el 2021 el mercado de enzimas se valoré en USD 11.47 Billones, y se espera
una tasa de crecimiento anual compuesto de 6.5 % entre el afio 2021 al 2028, con una prevision
de ingresos para el 2028 de USD 17.88 Billones.

CRECIMIENTO DEL MERCADO GLOBAL DE
ENZIMAS 2014 -2028 (USD BILLION)

$17,9B

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028

Crecimiento anual copuesto 2021 -2028
6,5 % (CAGR)

Figura 1. Crecimiento del mercado global de enzimas 2014 — 2028.

Nota: Adaptado de (15) (16)
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FUENTES DE PRODUCCION DEL
MERCADO GLOBAL DE
ENZIMAS 2020 DE $ 10,7 B (%)

B Microorganismos
B Animales

® Plantas

Figura 2. Distribucion de las fuentes de produccién del mercado global de enzimas.
Nota: Adaptado de (16)

Respecto a la fuente de obtencion de las enzimas en el 2020, los datos demostraron que existe
una preferencia a nivel industrial hacia los microorganismos, ocupando mas del 80 % del
mercado global de enzimas, en menor cantidad se encuentran las enzimas de origen animal y
en ultimo lugar se posicionan las enzimas de origen vegetal, es decir enzimas que son extraidas

a partir de las plantas (16).

2. Enzimas:

Las enzimas son consideradas biocatalizadores producidas por seres vivos, de gran importancia

que permiten regular y controlar las reacciones quimicas de diversos procesos.

2.1. Clasificacién de las enzimas

Segun la Comision de Enzimas (CE), estas se encuentran clasificadas en 7 categorias,

baséndose en el tipo de reaccion catalizada por cada enzima (17).
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Tabla 1. Clasificacién de las enzimas.

Clases de enzimas

EC1 Oxidoreductasas
EC2 Transferasas
EC3 Hidrolasas
EC4 Liasas

EC5 Isomerasas
EC6 Ligasas

EC7 Translocasas

Nota: Adaptado de (17)

3. Microorganismos como fuentes productoras de enzimas

Como respuesta a la tendencia hacia el cuidado ambiental por parte de las autoridades a nivel
mundial y el creciente interés por los usuarios finales de valorar cada vez mas la naturaleza, los
investigadores se han esforzado en encontrar alternativas a los procesos fisicos y quimicos que

sean mas amigables con el medio ambiente, sin elevar el costo de sus procesos.

Es asi como despierta la demanda por los procesos biotecnoldgicos usando enzimas y una de
las formas mas eficientes de encontrar estas enzimas, es buscarlas en el mismo medio que se
desea tratar, es decir identificar microorganismos capaces de sobrevivir en nuestro sustrato de
interés usando como mecanismo de supervivencia la produccion de enzimas con el fin de poder
transformar compuestos complejos nocivos para el propio microorganismo, en compuestos mas

simples con el proposito de aprovecharlos como fuentes de nutrientes para poder crecer.

El nimero de enzima por encontrar es inimaginable, como lo muestra un estudio en el que se
aislaron hongos a partir de desechos provenientes del proceso de produccion de aceite de oliva,
para identificar posibles enzimas de interés industrial.
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Se aislaron 47 colonias de hongos filamentosos, las cuales fueron inoculadas en medios de
cultivo sélido con diferentes fuentes de nutrientes, para determinar su reaccioén ante cada
sustrato y asi identificar las enzimas involucradas en su proceso de crecimiento dependiendo

del sustrato empleado.

Demostraron que la produccién enzimética dependera del sustrato empleado y la capacidad del
microorganismo para adaptarse al medio con el que interactla. De acuerdo con los resultados
se pudo observar que todas las cepas fueron capaces de crecer en sustratos como almidén,
glucosa, sacarosa, caseina y carboximetilcelulosa, mientras que solo el 53 % fue capaz de crecer
en presencia de acido tanico.

Tabla2. Enzimas involucradas de acuerdo al sustrato utilizado.

Sustrato Enzima involucrada
Almidon Amilasa
Sacarosa Invertasa
Acido fitico Fitasa

Acido tanico Tanasa
Tween 80 Lipasa o esterasa
Carboximetilcelulosa Celulasa

Nota: Adaptado de (18)

Este estudio nos da una idea de la diversidad de enzimas que se pueden encontrar tomando
muestras de diferentes fuentes naturales, teniendo en cuenta la gran diversidad bioldgica de
nuestro pais (18).
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4. Enzima Tanasa:

La tanasa o tanin acil hidrolasa (EC 3.1.1.20) es una enzima que posee la capacidad de degradar
a los taninos a través de la reaccion de hidrélisis, liberando acido galico y glucosa. Demostrando
asi su potencial para ser aplicada en muchas industrias, como la alimentaria, farmacéutica,

cuero, bebidas entre otras.

Se conocen 2 tipos de tanasa codificadas por diferentes genes. La tanasa extracelular, codificada
con el gen tanA, de un tamafio de 60 KDa y la tanasa intracelular codificada por el gen tanB,

con un peso molecular de 50 KDa (17).

Tabla 3. Tipos de enzimas tanasa producidas por microorganismos.

Tipos de enzima tanasa

Tipos Gen codificado Tamarno
Tanasa extracelular TanA 60 KDa
Tanasa intracelular TanB 50 KDa

Nota: Adaptado de (17)

La tanasa fue descubierta por Scheele en 1786, inicialmente se caracteriz6 a partir de plantas,
posteriormente se realizaron diversas investigaciones para determinar su viabilidad de
produccion, aislamiento y aplicacion a partir de fuentes microbianas como los hongos, bacterias

y levaduras.

Comprobando que las tres fuentes microbianas eran capaces de producir tanasa, pero que cada

una tiene sus propias especificidades.

Se sabe que la tanasa a partir de levadura es muy selectiva en cuanto a su sustrato, teniendo una

preferencia por el acido tanico.

Por otro lado, la tanasa fungica es bastante versatil en cuanto a su seleccién de sustrato,
demostrando su capacidad para degradar diferentes tipos de taninos, pero muestra una baja

afinidad por los taninos naturales.
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Finalmente, la tanasa a partir de fuentes bacterianas también es capaz de degradar con eficiencia
diferentes tipos de taninos, pero a diferencia de las tanasa flngica muestra una mayor afinidad

hacia los taninos naturales (19).

FUENTES MICROBIANAS DE PRODUCION DE ENZIMA TANASA

Enzima Tanasa

Bacterias

Levaduras

Figura 3. Microorganismos capaces de producir enzima tanasa.

Nota: Adaptado de (19)

4.1. Propiedades bioquimicas de la enzima tanasa

Las propiedades bioguimicas de la tanasa son variables y dependientes de las condiciones de

cultivo, asi como de la fuente de produccion.

En cuanto al peso molecular de la enzima tanasa se conoce un rango variado entre 40 y 320
KDa, una tolerancia de temperatura entre 30°C y 50°C, con un rango de temperatura éptima de
30°C a 40°C. Sin embargo, gracias a nuevas actualizaciones e investigaciones recientes, se han
reportado nuevos rangos Optimos de temperatura de produccion, como es el caso de las enzimas
termdfilas encontradas que mostraron un rango de temperatura 6ptima entre 50°C y 70 °C, por
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otro lado, se encontr6 un microorganismo productor psicréfilo aislado de la antartica que

mostrd una actividad de produccion éptima a los 20 °C.

La enzima tanasa segun estudios, muestra una actividad 6ptima en un rango de pH &cido entre

4.3 a 6.5y un punto isoeléctrico entre 4.3 a 5.1.

Aunque estos son los valores mas utilizados, gracias a recientes estudios realizados se ha
logrado encontrar enzimas con rangos de pH mas amplios, como la tanasa proveniente a partir
de Bacillus sphaericus que mostré una actividad maxima del 80% a pH alcalino y por otro lado

también existen informes de tanasas con un pH optimo de actividad de 2.0.

Otra de sus propiedades bioquimicas de interés respecto a la actividad tanasa fue la influencia
de iones metalicos divalentes. Por lo tanto, se tiene evidencia de que iones divalentes como el
Mg?* potencian la actividad tanasa y se sabe que iones como el Hg?*, Zn?*, Ca?* y Ba?* tienen

un efecto inhibitorio sobre el rendimiento de la actividad tanasa (20).

Tabla 4. Caracteristicas mas habituales para llevar a cabo la reaccion enzimatica

de la enzima tanasa.

CARACTERISTICAS HABITUALES DE LA ENZIMA TANASA

Caracteristicas Rango
Temperatura 30°C-40°C
pH 43-65
Punto Isoeléctrico 43-51

lones metélicos divalente que aceleran la M2+
. L g
actividad enzimatica

lones metélicos divalentes que inhiben la
o o Hg?*, Zn?*, Ca?* y Ba®*
actividad enzimatica

Nota: Adaptado de (20)
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4.2.  Mecanismo de accién de la enzima tanasa

La tanasa es una enzima muy versatil conocida por su capacidad de hidrolizar los taninos y

esteres de acido galico, para obtener moléculas méas simples como acido gélico y la glucosa.

Actualmente se sabe que la enzima tanasa cuenta con dos tipos de mecanismos, la actividad
esterasa que cataliza la hidroélisis de enlaces ester de grupos funcionales terminales como el

galato de metilo y la actividad depsidasa que divide los enlaces ester centrales de los depsidos

como el acido digélico (21).

o, OH
o oH o OH
HOY
.
on o HO OH HO OH
b=
OH OH
OH
H
Acido digalico Acido galico
. HO. (=]
H_C/o o
N _~OH
-’ + H,C
HO OH Ho o
H OH
Metil galato Acido galico

Figura 4. Reaccion de hidrélisis de la enzima tanasa sobre el acido digalico y el

metil galato. Nota: Adaptado de (21)

5. Taninos:

Los taninos son compuestos polifenélicos solubles en agua, normalmente se encuentras en las
plantas como metabolitos secundarios y tienen efectos toxicos para algunos microorganismos,
pero gracias a su capacidad de adaptabilidad, estos microorganismos han desarrollado
resistencia a la toxicidad de los taninos apoyandose en la produccion de enzimas, degradandolos

en derivados simples muy Utiles como acido galico o pirogaloil usando la enzima tanasa (22).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-sv#=== . UNIVERSIDAD

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

5.1. Clasificacion de los taninos

Los taninos pueden ser subdivididos en taninos hidrolizables (galotaninos y elagintaninos),
taninos flavonoides condensados (proantocianidinas) y taninos complejos (23).

Taninos
I l
Taninos Taninos Taninos
Hidrolizables candensados complejos

Figura 5. Clasificacion de los taninos. Nota: Adaptado de (23)

5.2.  Funciones de los taninos

Su funcién més importante en las plantas es protegerlas de bacterias, hongos, insectos,
infecciones o depredadores simples y sus principales caracteristicas son la complejacion, asi
como la precipitacion de proteinas debido a que contienen grupos hidroxilos y anillos
aromaticos, lo que les da la capacidad de formar complejos con macromoléculas como

membranas celulares bacterianas o carbohidratos (24).

5.3.  Aplicaciones de los taninos

Son reconocidos y demandados en la industria por su capacidad comprobada de ser fuertes
antioxidantes (25).
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Existen avances significativos los cuales demuestran que la reaccion de los taninos con las
macromoléculas de los alimentos, como las proteinas y polisacaridos, al igual que las proteinas

salivares estan relacionadas con la astringencia y amargor (26).

Los taninos tienen un efecto astringente en los jugos, por consiguiente, el uso de la tanasa es
muy demandado en esta industria, debido a su capacidad para atenuar este efecto astringente y

dar un valor agregado al producto final (27).

También son muy valorados por su uso en la industria del cuero, fundamentalmente por la
tendencia de aplicar procesos amigables con el medio ambiente es que se opt por usar taninos
de origen vegetal. La accion de los taninos en el proceso de curtido de pieles esté relacionada
con la formacion de puentes hidrégeno que se establecen entre los taninos y los grupos

funcionales de las proteinas, los cuales estabilizan la piel, para luego convertirla en cuero (28).

6. Acido Galico:

El 4cido galico es un compuesto que forma parte del acido tanico, el cual ha despertado el
interés de muchas industrias por sus beneficios y propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antibacteriales, antiinflamatorias, asi como su uso para mejorar la calidad de los productos en
la industria de bebidas (29).

7. Upstream de la enzima tanasa

7.1.  Sistemas bioldgicos productores de enzima tanasa:

Debido al interés de muchas industrias por los usos de la enzima tanasa para mejorar sus
productos es que constantemente se vienen investigando nuevas fuentes de microorganismos

productores de enzima tanasa, entre bacterias, hongos y levaduras.

Con el avance de la tecnologia en el campo de la genética también se vienen modificando
microorganismos para optimizar la produccion de tanasa, haciéndolas mas eficientes y eficaces
(30).
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7.1.1. Algunos microorganismos productores de enzima tanasa:

Tabla 5. Tabla de referencia de algunos microorganismos productores de enzima

tanasa y su fuente de aislamiento.

Microorganismos

Fuente de aislamiento

Penicillum notatum
Emericella nidulans
Aspergillus phoenicis
Penicillum herquei
Aspergillus niger SH 2
Aspergillus oryzae
Aspergillus niger attc 16620
Atopobium parvulum
Lactobacillus plantarum
Staphylococcus lugdunensis

Streptocucccus gallolyticus

Fusobacterium nucleatum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus paraplantarum

Streptococcus gallolyticus

Frutas, pan, queso

Desechos organicos en descomposicion
Desechos organicos en descomposicion
Papa, platano y zanahoria

Desechos organicos en descomposicion
Desechos organicos en descomposicion
Desechos organicos en descomposicion
Cavidad oral humana

Zumo de tomate, frutas y hortalizas
Piel y membranas mucosas

Intestinos de rumiantes y flora intestinal
humana

Mucosa oral, vaginal e intestinal
Forraje de maiz
Cerveza y heces humanas

Intestinos de rumiantes y flora intestinal

humana
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Streptomyces sviceus Suelo, estiércol y otras fuentes

Nota: Adaptado de (30)

7.1.2. Lactobacillus como productores de tanasa extracelular:

La tanasa es preferentemente producida por bacterias y hongos, sin embargo, estudios
demuestran el interés de la comunidad médica por encontrar nuevas fuentes para la produccion
de enzima tanasa por su capacidad de producir &cido galico, un antioxidante muy valorado en
las terapias médicas. Por lo tanto, se evalua el potencial de las bacterias acido-lacticas de

sintetizar la enzima tanasa, al ser las mas importantes de todos los cultivos probioticos.

Segun un estudio de 10 bacterias acido-lacticas, 3 fueron las que presentaron mayor actividad
de tanasa. Lactobacillus rhamnosus LB3, Lactobacillus bulgaricus LB51 y Lactobacillus
delbruekii subsp. delbruekii, las cuales luego de 48 horas de incubacion mostraron los
siguientes resultados: 0.031 + 0.002 U/mL, 0.013 £ 0.001 U/mL y 0.03 = 0.002 U/mL,

respectivamente (31).

Tabla 6. Tabla comparativa de la actividad tanasa de 3 cepas del género

Lactobacillus.

" ¢ Actividad tanasa (48 horas de
Cepas de género Lactobacillus

incubacidn)
Lactobacillus rhamnosus LB3 0.031 £ 0.002 U/mL
Lactobacillus bulgaricus LB51 0.013 £ 0.001 U/mL
Lactobacillus delbruekii subsp. delbruekii 0.03 £ 0.002 U/mL

Nota: Adaptado de (31)
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7.1.3. Bacterias patogenas como fuentes productoras de enzimas

La alta demanda de enzima tanasa en diferentes areas industriales han llevado a considerar la
investigacion de otros tipos de microorganismos que no han sido tomados en cuenta, como es
el caso de las bacterias patdgenas, con el fin de determinar si estas pueden aportar beneficios
mayores que las bacterias no patdégenas y si estos mismos pueden ser utilizados de manera

segura.

Por este interés, un estudio se enfoco en hacer una comparativa entre las tanasas bacterianas

patdgenas y las tanasas bacterianas no patdgenas.

En este estudio se analizaron 309 secuencias de tanasas bacteriana de ambos grupos y se

determinaron sus propiedades fisicoquimicas y evolutivas.

Luego de su respectivo analisis se determind que la secuencia de tanasa de bacterias patdgenas
contiene un alto numero de residuos formadores de desorden, (las que podrian ser las causantes
de algunas enfermedades en los humanos y animales). Y en el caso de la secuencia de tanasas
bacteriana no patdgenas, estas tiene un elevado namero de residuos formadores de orden esto
indicaria segun la escala de GRAVY que tiene un valor negativo y por lo tanto tiene una
naturaleza hidrofilica, es decir que la tanasa bacteriana no patégena tiene afinidad por el agua
y podria ser facilmente mezclada con algin medio liquido o acuoso, una caracteristica muy (util
si se desearia ser aplicada a procesos industriales, a diferencia de la tanasa bacteriana patdgena
que al contar con un bajo nimero de residuos formadores de orden tienen una naturaleza

hidrofobica.

También se encontré que las tanasas bacterianas no patdgenas tienen una alta cantidad de
puentes salinos, mucho mayor que la cantidad encontrada en las tanasa bacteriana patdgena,
propiedad que le confiere una alta estabilidad en condiciones ambientales extremas como

elevadas temperaturas y altos contenidos de sal.

Por lo tanto, segun este estudio la eleccion de una tanasa proveniente de bacterias no patégenas
seria mas conveniente, si se planea introducir la enzima tanasa en procesos industriales a gran

escala, pero dependera de las condiciones requeridas para dicho proceso industrial (32).
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7.1.4. Bacterias endofiticas como fuentes productoras de tanasa

Las bacterias enddfitas son un grupo especial de bacterias que no estd muy estudiado en cuanto
a su uso como fuente productora de enzima tanasa, pero que por su naturaleza puede contener
un gran potencial, debido a que estas crecen y se desarrollan dentro de las plantas, que en su
mayoria estan compuestas por una amplia variedad de taninos, por lo que la bacteria endofitica,
(que no tiene una funcion antagdnica hacia la planta huésped, considerada asintomatica) busca

la manera de sobrevivir y adaptarse por medio del uso de enzimas.

Al estar en contacto directo con los taninos de la planta huésped existe una alta probabilidad de
desarrollar la capacidad de producir la enzima tanasa para hidrolizar los taninos de la planta y

usarlos como fuente nutricional para su desarrollo propio.

Por lo tanto, como se demuestra en la siguiente investigacion, existe una gran oportunidad de
extraer enzima tanasa a partir de actinobacterias endoéfitas.

Se aislaron 10 bacterias a partir de hojas de Ailanthus excelsa bajo la hipdtesis de encontrar

bacterias con actividad tanasa.

Las cepas fueron inoculadas en un medio solido de agar con &cido tanico y se identifico la cepa
con mayor actividad tanasa basandose en el tamafio de formacion de la zona transparente

alrededor de la colonia.

Esta cepa fue caracterizada morfologica y bioquimicamente, determinando que se trataba de
una actinobacteria gram positiva y mediante su secuenciacion genética se encontrd una

correlacion con la bacteria streptomyces, por lo que se le denomino streptomyces sp. AL1L.

Posteriormente se estudio su capacidad enziméatica en 500 mL de medio liquido. Obteniendo
una actividad del extracto crudo de 9.96 U/mL y una actividad relativa en la muestra purificada
de 15.6 U/mL.

Finalmente, se determinaron sus condiciones éptimas, definiendo un pH de 6, una temperatura

de 35°C y una concentracion éptima de 100 mg/mL de acido tanico como sustrato (33).
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Tabla 7. Actividad enzimatica de Streptomyces sp. AL1L.

Muestra de Streptomyces sp. AL1L Actividad enzimatica

Extracto crudo 9.96 U/mL

Muestra purificada 15.6 U/mL

Nota: Adaptado de (33)

7.1.5. Levaduras no convencionales como productoras de enzima tanasa

Existen pocas investigaciones respecto a la oportunidad que pueden brindar las levaduras como
productoras de enzima tanasa, debido a que principalmente las enzimas son producidas por
hongos y en segundo lugar por bacterias, pero las levaduras tienen algunas caracteristicas que
pueden beneficiar a la produccién de enzimas en cuanto a reduccion de costo y de tiempo, ya

que se evita la fase de adaptamiento de los hongos y bacterias.

Es por eso que se analizd la capacidad de la actividad enzimatica de tanasa de levaduras no

convencionales para producir &cido elagico.

Se evaluaron 20 levaduras, de las cuales 9 fueron seleccionadas para su anélisis y se utilizo
como inductor el &cido tanico a tres concentraciones diferentes de 3%, 2% y 1 %, también se
utilizé como control un medio con 0 % de &cido tanico.

Se determind que, en cuanto a su crecimiento celular, este disminuye en relacion con el aumento
de &cido tanico por la acidificacion del medio, debiéndose mantener a un pH de 5.0 para obtener

una mejor reaccion.

Respecto a la actividad enzimatica, usando el método de rodanina por espectrofotometria, se
determind que existe una relacion directa, es decir, a mayor concentracion de acido tanico

mayor es la actividad enzimatica (34).
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Tabla 8. Actividad enzimatica de tanasas de levadura usando acido tanico como
sustrato inductor.

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE TANASA (MMOL/MIN MG PROTEINA)

Concentracion de Ac. Tanico

Levaduras 1% 2% 3%

D. Hansenii PYC 2968 0.2613 0.5832 1.0085
C. Utilis 0.1713 0.4300 0.7262
C. Parapsilosis 0.2532 0.6664 1.0876
P. Kluyvery 0.5744 0.5458 0.5601
I. Terricola 0.4954 0.3781 0.5640
P. Pastoris 0.3642 0.6911 1.3124
D. HAnsenii PYC ISA 1510 0.2836 0.8365 1.1521

Nota: Adaptado de (34)

7.1.6. Levaduras probidticas como productoras de enzima tanasa

Otro estudio con relacién a la aplicacion de levaduras productoras de enzima tanasa que aun no
ha sido muy explorado, se centra en la posibilidad de trabajar con levaduras probidticas, ya que
la mayoria de los microorganismos probioticos esté representada por bacterias.

Para tomar en cuenta esta posibilidad, se evalud la reaccion de la levadura Sporidiobolus
ruineniae A45.2 usando taninos como sustrato, para determinar su potencial como probidtico

multifuncional en acuicultura.

Se aislo la levadura Sporidiobolus ruineniae A45.2 a partir de Miang y se evaluaron diferentes
variables para determinar su viabilidad como potencial levadura probioética, iniciando por su

capacidad para crecer y la estabilidad de su tanasa asociada a la célula (CAT) bajo condiciones
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simuladas del tracto gastrointestinal, dando un resultado positivo, con una retencion de la
actividad enzimatica del 90 %, también fue capaz de adaptarse a un pH de 2 a 3, que es el valor
de pH del tracto gastrointestinal de los peces, adicionalmente se probd su adaptabilidad a
diferentes variables como sales biliares, peptina y pancreatina a los cuales no mostro un efecto
inhibidor significativo.

Luego se midid su habilidad de autoagregacién y coagregacion, siendo estas necesarias para el
buen funcionamiento de un probiotico. La autoagregacion, que es su capacidad para colonizar
el ambiente intestinal, fue superior a la mayoria de las bacterias patdgenas de los peces que
oscilan entre un 15% — 35% y la Sporidiobolus ruineniae A45.2 dio un resultado de 88.2 %. En
cuanto a la coagregacion, que es la capacidad para convivir con otras bacterias sin ser inhibida,

se mostrd un resultado positivo, es decir, no fue afectada por las bacterias patogenas.

Su habilidad para degradar &cido tanico con ayuda de la CAT en &cido gélico y glucosa, también
le da capacidad de producir carotenoides, adicionalmente se encontr6 poder antioxidante en sus

células.

Todas estas caracteristicas le dan la facultad a la levadura Sporidiobolus ruineniae A45.2 de ser
un potencial probioético multifuncional, comprobando la amplitud de la aplicacién de la enzima
tanasa en diferentes campos industriales como la alimentacion de animales, en este caso en

especifico en la industria de los peces (35).

7.1.7. Caracterizacion de enzimas provenientes de una misma fuente microbiana

Existe muy poca informacion acerca de la caracterizacion de enzimas tanasas provenientes de

una misma fuente microbiana, como es el caso de tanasas a partir de Clostridium butyricum.

Mediante el analisis de secuenciacion se logro identificar 3 tipos de tanasa, las cuales fueron
Ilamadas CbTanl, CbTan2 y CbTan3, se pudo apreciar que CbTanl y CbTan3 tienen una
péptido sefial, por lo que se presume que estas enzimas son secretadas y activas fuera de la
célula, por otro lado, la enzima CbTan2 al no tener sefiales de péptidos se puede deducir que se

trata de una enzima intracelular.

Se realizé una caracterizacion mediante la ubicacion de las enzimas en su arbol filogenético,
descubriendo que tiene una baja similitud en su secuencia, mostrando que las tanasas de
Clostridium butyricum poseen sitios activos conservados entre ellas, pero también diversas

inserciones que reflejan distintos roles biologicos.
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Para determinar la comparacion respecto a sus pardmetros cinéticos, se usaron diferentes
sustratos: metil galato (MG), propil galato (PG) y B-glucogalin (GG), como resultado, todas las

enzimas presentaron reacciones positivas a la activacion de enzima — sustrato.

La enzima CbTanl mostr6 un Km para el sustrato GG 3 veces menor y un Kcat/KM 20 veces
mayor para GG que los sustratos MG y PG, lo que demuestra su preferencia y especificidad

hacia la glucosa de GG.

La enzima CbTan2 mostré un Km y Kcat/Km similar para los 3 sustratos probados, lo que

indica que esta enzima puede adaptarse a cualquiera de los 3 sustratos.

La enzima CbTan3 mostré un Km similar tanto para PG y GG, pero un Kcat 30 veces mayor

para PG, resultando en un Kcat/Km 24 veces mayor para GG.

Lo que demuestra que ChTanl y CbTan3 tienen una mayor preferencia por la glucosa, que

exhibida por la enzima ChTan2.

Tabla 9. Especificidad por sustratos de 3 enzimas tanasas caracterizadas a partir

de Clostridium Butyricum.

Enzimas caracterizadas a partir de ]
. ) Sustrato de preferencia
Clostridium butyricum

CbhTanl GG
CbTan2 GG
CbTan3 MG, PGy GG

Nota: Adaptado de (36)

Todas estas pruebas sirvieron para demostrar que las enzimas caracterizadas provenientes de
un mismo microorganismo pueden presentar diferencias entre si, tanto estructurales como en

sus funciones (36).
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7.1.8. Comparacion de hongos productores de tanasa aislados de la misma zonay
determinacion de los hongos de mayor rendimiento

Una de las ventajas de los hongos en cuanto a la produccion de enzima tanasa respecto a las
bacterias, es la mayor resistencia a elevadas concentraciones de &cido tanico, por lo tanto, se
suele invertir mas esfuerzo en investigar y comparar distintos hongos productores bajo

diferentes variantes ambientales.

Se aislaron 15 hongos productores de tanasa a partir de la misma zona (suelo bajo hojas de
almendro en proceso de deterioro natural y suelo circundante) y se analizé la capacidad
productora de enzima tanasa de los 15 hongos, utilizando el método Pinto et al. Se incubaron
en placas de agar con medio TSAM (Tannase screening agar médium) a 28°C por 96 horas,
luego de la incubacion se midieron las zonas de hidrolisis del &cido tanico utilizando FeCls

como marcador.

Identificando a las 3 cepas que formaron el mayor halo equivalente a 83 mm, a comparacion
del resto que formaron halos entre 72 mm a 20 mm, bajo este criterio se identificaron los hongos

de mayor capacidad productora utilizando un método cualitativo.

Entre las 3 mayores productoras se identificd el Aspergillus niger, Penicillum sp. y Aspergillus
flavipes, para dichos hongos productores de tanasas se determinaron los siguientes resultados
usando el método espectrofotométrico sharma et al. con un indicador de rodanina. Aspergillus
niger (76.632 = 0.002 U/mL), Aspergillus flavipes (71.345 £+ 0.001 U/mL) y Penicillum sp
(73.822 £ 0.002 U/mL).

Tabla 10. Tabla comparativa para la eleccion de microorganismos

hiperproductores de enzima tanasa.

) Microorganismos Actividad
] Zona de tanino ) o
Hongos aislados ) ) hiperproductores enzimatica
hidrolizada (mm) ) -
identificados (U/mL)
Asilado 1 83 Aspergillus niger 76.632 £ 0.002
Asilado 2 83 Aspergillus flavipes 71.345 £ 0.001
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Asilado 3 83 Penicillum sp. 73.822 £ 0.002
Asilado 4 72 No identificado No determinada
Asilado 5 - 15 67 -20 No identificado No determinada

Nota: Adaptado de (37)

A partir de este analisis se puede establecer una metodologia para comparar cepas y elegir los
mejores candidatos productores de enzima tanasa antes ser investigados y aplicados en algun
proceso industrial, reduciendo tiempo y costos de investigacion que a gran escala pueden

presentar una diferencia econdmica muy grande (37).

7.1.9. Comparacion de tanasa comercial vs tanasa producida por Aspergillus terreus.

Los taninos son conocidos por sus multiples aportes positivos a la salud, pero en la industria
alimentaria de animales también se sabe que a elevadas concentraciones puede traer efectos

negativos en la digestion de los alimentos por parte de los animales que la ingieren.

Es por eso que se visualiza a la tanasa como una solucion a este problema por su habilidad de

hidrolizar los taninos.

En un estudio se comparo los resultados de la aplicacion de 2 tanasas, una de procedencia
comercial y otra nueva tanasa producida por Aspergillus terreus, para comprobar su efecto en

la digestion de cabras.

Para este estudio se utilizaron 30 cabras como muestra, divididas en 3 grupos de forma aleatoria,
que fueron alimentadas y evaluadas durante 9 semanas, adicionando 10 % de cascara de granada

a su alimentacion balanceada.

Adicionalmente, a la dieta para el primer grupo de cabras se le agreg6 la enzima comercial
(comprada de Tannase-KTFHR, Ifia Japon, Tokio, Japon) a una concentracion de 500 Ul/kg de
alimento. A la dieta destinada al segundo grupo se le adicion6 la nueva enzima tanasa producida
a partir de Aspergillus terreus a una concentracion de 500 Ul/Kg de alimento, finalmente a la
dieta destinada para el tercer grupo de cabras no se le agregd nada y se le asign6 como grupo

control.
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Los resultados demostraron que ambas tanasas tuvieron efectos positivos en la alimentacion de
las cabras disminuyendo su consumo de alimento y aumentando su digestion, pero la tanasa

producida por el Aspergillus terreus proporciond mayores beneficios que la tanasa comercial.

La nueva tanasa aument6 la digestibilidad de la dieta, respecto a la tanasa comercial, ademas

que incrementd las proteinas totales en sangre y la concentracion de glucosa.

En el analisis de las muestras de leche extraidas de las cabras, se pudo apreciar que la leche
mejorada por accion de la nueva tanasa producida por Aspergillus terreus aumenté su
produccion y eficiencia alimenticia sin afectar la composicion de la leche, ya que redujo los
acidos grasos insaturados totales, aumentd los &cidos grasos poliinsaturados totales y la
concentracion de &cido linoleico total de la leche.

Por otro lado, la tanasa comercial incremento el total de &cidos grasos saturados y el indice
aterogenico (lo que significa un aumento del colesterol malo y una disminucion del colesterol
bueno, elevando el riesgo de enfermedades cardiovasculares).

Las dos tanasas tuvieron algunos efectos similares en la leche de cabra, redujeron los
aminoacidos esenciales totales, los aminoacidos esenciales no totales, los aminoacidos

condicionales totales y lo aminoacidos ramificados totales.

Concluyendo que, si bien ambas enzimas tienen efectos positivos tanto en la digestion
alimenticia de las cabras, como en su produccion y valor nutricional de la leche extraida, la
tanasa producida por Aspergillus terreus mostr6 mejores resultados en comparacion con la

tanasa comercial (38).

7.1.10. Comparacion de los sistemas biolégicos analizados

De los microorganismos analizados se pudo evidenciar que los que presentaron mayor actividad
enzimatica fueron los del género Aspergillus, obteniendo una tanasa con actividad enzimética
de 76.6 U/mL vy siendo las levaduras P. Pastoris la que obtuvo la enzima tanasa con menos

actividad enzimatica, 0.0013 U/mg.
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Tabla11l.  Tabla comparativa de la actividad enzimatica de sistemas bioldgicos.

) Actividad
Tipo de _ ) o )
_ ) Microorganismo enzimatica Referencia
microorganismo
(U/mL)
Hongo Aspergillus niger 76.632 (37)
Hongo Penicillum sp. 73.822 (37)
Hongo Aspergillus flavipes 71.345 (37)
Bacteria Endofitica ~ Streptomyces sp. AL1L 15.6 (33)
Bacteria Lactobacillus rhamnosus 0.031 (31)
lactobacillus LB3
Levadura P. Pastoris 0.0013 (U/mg) (34)

7.2.  Disefioy preparacion del medio de cultivo para la obtencion de enzima tanasa:

Existen multiples métodos y variantes para la obtencion de la enzima tanasa, pero uno de los
mas utilizados para su produccidn, se realiza a traves de la fermentacion con microorganismos
(39).

7.2.1. Métodos de fermentacion para la obtencion de tanasa microbiana

En este método se agrupan principalmente dos variantes:

La fermentacion sumergida y la fermentacion en estado solido, llegar a una conclusion
generalizada respecto a cuél de estas dos variantes es la mejor es muy complicado, ya que cada

unatiene ventajas y desventajas las cuales se acomodan a ciertas circunstancias, que el personal
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autorizado debera tener en cuenta dependiendo del sustrato y microorganismo utilizado, asi

como el grado de purificacion y calidad del producto que se desea obtener (39).

7.2.1.1. Fermentacion sumergida

La fermentacion sumergida normalmente es aplicada en procesos industriales usando como
fuente productora a las bacterias y levaduras, este método se encuentra muy influenciado tanto
por los factores nutricionales como fisicoquimicos que se usan en la elaboracion de la enzima
tanasa, las condiciones promedio para optimizar su produccion en un medio de fermentacion
sumergida suele ser a una temperatura de 30°C a 40°C, un pH de 5.0 a 7.5, una agitacion de

100 a 300 rpm y un tiempo de incubacion de 24 a 91 horas (39).

Tabla 12.  Condiciones fisicoquimicas promedio aplicadas en la produccion de

enzima tanasa en un medio de fermentacion sumergida.

FERMENTACION SUMERGIDA

Condiciones fisicoquimicas en el medio Rango promedio
Temperatura 30°C—-40°C
pH 50-75
Agitacion 100 — 300 rpm
Tiempo de incubacion 24— 91 horas

Nota: Adaptado de (39)

7.2.1.2. Fermentacién en estado solido

En el caso de la fermentacion en estado solido, normalmente es aplicada en procesos
industriales, pero usando como fuente productora a los hongos, aunque tanto la fermentacion

sumergida como la fermentacion en estado solido tienen sus propias ventajas y desventajas,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~ve==". UNIVERSIDAD

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

existe cierta preferencia por la fermentacion en estado solido debido a que la mayoria de
produccion enzimatica de la tanasa es de naturaleza extracelular, caracteristica que se ve
favorecida en la fermentacion en estado sélido ya que facilita el proceso de extraccion y
purificacion a comparacion de la fermentacion sumergida, adicionalmente a esto la
fermentacion en estado sélido tiene requerimientos de consumo de agua y energia menores que
en el caso de la fermentacidn sumergida. Las condiciones promedio para una produccion éptima
de enzima tanasa en un medio en estado solido suele ser a una temperatura de 25°C a 35°C, un
pH de 4.5 a 6.5, un periodo de incubacion de 48 a 120 horas, una suspension de esporas de 108
a 10% por mililitro y una humedad en proporcion de 1:1 a 1:2 o de 40% a 90% (39).

Tabla 13. Condiciones fisicoquimicas promedio aplicadas en la produccion de

enzima tanasa en un medio de fermentacion en estado solido.

FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

Condiciones fisicoquimicas en el medio Rango promedio
Temperatura 25°C-35°C
Ph 45-6.5
Proporcién de humedad 1:1a1:2 o de 40% a 90%.
Tiempo de incubacion 48 - 120 horas

Nota: Adaptado de (39)

7.2.1.3. Principales aspectos de la fermentacion en estado sdlido y la
fermentacion sumergida

El siguiente es un cuadro que ayudara a tomar una decision, dependiendo de las caracteristicas
del proyecto a realizar.
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Tabla 14. Tabla comparativa de las principales caracteristicas de un medio de

fermentacion sumergida y un medio de fermentacion en estado sélido.

ASPECTOS CARACTERISTICOS

Fermentacion en estado sélido

Fermentacion Sumergida

Favorece el crecimiento de biomasa de

hongos, al no usar agitacion mecanica

Favorece la produccion de tanasa fungica

Es recomendable para la produccion de

enzimas extracelulares

Para recuperar la tanasa extracelular
normalmente se usan métodos fisicos y
quimicos, como didlisis, precipitacion o

ultra centrifugacion.

No es recomendable para
microorganismos que necesiten alto

contenido de agua para crecer.

La baja transferencia de oxigeno y
dioxido de carbono dificulta el control a
escala.

Esta muy influenciada por el contenido

de humedad en el medio

Se pueden usar desechos agroindustriales
como fuentes de sustrato. También se

Influencia positiva ante el crecimiento de
microorganismos como bacterias y

levaduras

Favorece la produccion de tanasa a partir

bacterias y levaduras

Es recomendable para la produccién de

enzimas intracelulares

Es necesario el uso de métodos
mecéanicos y enzimaticos para romper la
pared celular con el fin de poder
recuperar la enzima intracelular, como

sonicacion o el uso de quitinasa

Dificultad para suministrar oxigeno de

forma homogénea en el medio liquido.

Esta muy influenciada por factores

nutricionales y fisicoquimicos

La glucosa, fructosa, maltosa, manitol,
arabinosa, xilosa y sacarosa pueden ser

usadas como fuentes de carbono
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puede usar glucosa, acido galico, glicerol

y lactosa.

El uso de &cido tanico como sustrato El uso de &cido tanico como sustrato a
adicional para la produccion de tanasa se  concentraciones mayores al 1% provoca
puede desarrollar de manera 6ptima en un decrecimiento en la produccion de

un rango del 1% hasta un 12%. tanasa

Nota: Adaptado de (39)

7.3. Actividad enziméatica de la enzima tanasa

7.3.1. Meétodos de ensayo para determinar la actividad enzimatica de la enzima

tanasa

Desde el siglo XVII se vienen realizando y estandarizando métodos de ensayo para determinar
la actividad enzimatica de la tanasa, pero muchos de ellos muestran deficiencias y limitaciones.
Por lo que si se pretende introducir esta enzima a una aplicacion industrial se debe hacer una
investigacion profunda respecto a las variables que afectan su rendimiento y mas importante
aun, la metodologia aplicada para medir dicho rendimiento de la actividad enzimatica de la

enzima tanasa.

Son varios los métodos utilizados para determinar la actividad de la enzima tanasa, pero la
eleccion de estos dependera de la finalidad del ensayo al que quiere ser aplicado, los medios
economicos disponibles, la sensibilidad del resultado, asi como otras variables que deben ser
consideradas, ya que cada uno de estos métodos tiene sus ventajas y limitaciones que deben ser

tomadas en cuenta.

El siguiente cuadro resume los fundamentos, enfoque y consideraciones de los métodos mas

utilizados:
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Tabla 15. Principales métodos para determinar la actividad enzimética de la enzima

tanasa.
Meétodo Fundamento Enfoque y consideraciones
Libuchi etal Consiste en agregar etanol 90° a la Este método recibid criticas por

muestra y medir la densidad éptica

dar absorciones menores a las

del etanol a 310 mp. Optimas de acido géalico y acido
tanico
Deschamps  En este método se precipita los restos Fue observado por mostrar
etal de 4&cido tanico usando albumina resultados de absorcion muy
sérica y la actividad de la enzima estrechos entre los valores de
tanasa se determina cuantificando el é&cido tanico, acido géalico y
acido galico liberado a 260 nm. albumina sérica
Osaway  Se fundamenta en dos bases: la Este es un método de lectura
Walsh capacidad de la tanasa que hidroliza visual, muy simple y sencillo de
galato de metilo para liberar acido realizar.
galico y la reaccion del acido galico Aunque su resultado solo nos da
liberado que al hacer contacto con el un enfoque cualitativo de la
oxigeno en un medio alcalino provoca capacidad de produccion de
un cambio de coloracion de verde a tanasa
marron.
Bradoo etal. Se realiza en placa con la adicion del Este método tiene caracter
indicador azul de bromocresol y sales cualitativo.

minerales, a un agar de &cido tanico.
Con la finalidad de determinar el
cambio de pH del medio por accién de
la degradacion de acido tanico que se
evidencia en la formacién de un halo
alrededor de la bacteria u hongo, que

representa la zona hidrolizada
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Kumar etal. Tiene como fundamento el cambio de Este método realizado en placa

color en placa por reaccion de da soloinformacion cualitativa
hidrolisis.
Es més rapido y eficiente que el
método de Bradoo et al., ya que se
obtienen resultados claros en 48 horas
cuando normalmente los otros
métodos presentan resultados en 3 0 4
dias

Sharmaet Consiste en la adicion de rodanina Este método tiene un enfoque

al. que reacciona con el &cido galico cuantitativo.
liberado, formando un cromégeno, al Uno de los inconvenientes de este
que luego se le agrega 0.2 ml de KOH método es que el 4cido tanico
0.5 Ny se incuba a 30 °C por 5 presente en esta reaccion
minutos. Finalmente se mide la dificulta la  formacién  del
absorbancia a 520 nm, junto con un cromégeno, pudiendo alterar las
blanco como control. lecturas de las absorbancias
finales
Mondal et Este método determina el &cido tanico Al usar el &cido tanico residual
al. residual una vez culminada la como sustrato para medir la
reaccion enzimatica, por lo que se usa actividad tanasa, la medicion se
acido tanico comercial como sustrato ve comprometida por el acido
para determinar el inicio y el final de gélico residual, el cual hace que
la reaccion, basandose en el blanco muestre niveles de
concentraciones conocidas  de absorbancia un poco mas altos de
sustrato. Finalmente, la absorbancia lo normal.
se lee a 530 nm contra blanco.
Miller Se enfoca en la determinacion de la Este meétodo tiene caracter

glucosa liberada una vez culminada la

cuantitativo.
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reaccion enzimaética, utilizando el
reactivo 3.5-dinitrosalicilico, para
finalmente medir su absorbancia a
540 nm.

Nota: Adaptado de (40)

Estos son algunos de los métodos mas utilizados tradicionalmente en laboratorios de mediana
implementacion, pero en la actualidad se han desarrollado procedimientos para determinar la
reaccion enzimatica de la enzima tanasa usando tecnologias mas complejas y de mayor
sensibilidad, como el HPLC o la cromatografia de gases, que miden el acido galico liberado
después de la reaccion enzimética. Pero estos métodos tienen la desventaja de ser mas costosos

y complejos de realizar (40).

7.3.1.1.  Analisis de reaccién enzimatica mediante analisis de HPLC

Para determinar la reaccion enzimatica de la tanasa se aplicd un analisis usando un sistema
HPLC 1260 Agilent. Utilizando una columna C-18 pre-empaquetada (250nm, 5mm), a un de
flujo de ImL/miny a 254 nm.

El espectro de HPLC de &cido tanico control mostré picos importantes con un tiempo de

retencion de 2.4 y 2.5 con una abundancia de 200 y 1500 respectivamente.

Y en el caso de la hidrolisis de acido tanico con la enzima purificada se mostré un espectro en
el que el pico principal correspondiente al acido tanico al transformarse en acido galico, se
desplaz6 a un tiempo de retencion de 2.72 min, con una abundancia de 400 y se observaron 3
nuevos picos en los tiempo de retencion de 4.5, 9.7 y 13.2 min correspondientes a los
subproductos glucosa, galato de metilo y pirogalol formados por la hidrolisis del acido tanico

por accion de la enzima tanasa purificada.

Los resultados mostraron que la Enterobacter cloacae pudo hidrolizar ambas moléculas de ester

para liberar acido galico (41).
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Figura 6. Espectro de HPLC de una muestra de acido tanico antes y despues de ser
sometida a hidrolisis de usando la enzima tanasa. Nota: Adaptado de (41)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v#=="_ UNIVERSIDAD

TESIS UCSM ~& DE SANTA MARIA

METODO DE ENSAYO PARA DETERMINAR
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
ENZIMA TANASA

Métodos
Cuantitativos
Cromatograficos

Métodos Cuatitativos

Métodos Cualitativos Espectrofotométricos

Método Osawa y

Walsh = Método Libuchi et al.

Método Deschamps et Cromatografia de

==l Método Bradoo et al.
al. gases

=] Método Kumar et al. | mmed Método Sharma et al.

== Método Mondal et al.

Método Miller

Figura 7. Clasificacion de los principales métodos de ensayo para determinar la

actividad enzimética de la enzima tanasa. Nota: Adaptado de (40)
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7.3.2. Efecto de factores en la actividad enzimética de la enzima tanasa

7.3.2.1. Efecto de iones metalicos y quelantes en la actividad de la enzima

tanasa:

Se realizaron pruebas para determinar el efecto de iones metalicos sobre la actividad tanasa
producida por microorganismos, como el caso de la enzima rAntanl, que mostré una
disminucion en su actividad tanasa de un 32 % en promedio, debido a que los iones metalicos

inhiben a la enzima tanasa al unirse con su sitio activo.

Luego de aplicar las pruebas respectivas, se determino la actividad residual porcentual de la

tanasa en comparacion con el blanco que equivale a un 100%.

Tabla 16. Efecto de iones metalicos sobre la actividad enzimética de la Enzima

tanasa rAntanl.

lones metalicos Actividad Residual (%6)

Control 100
Na* 86
Mg?* 89
Cu® 74
Ba?* 84
Zn?* 85
Cd?* 78
Ca%t 67
Mn?2+ 88
K* 107
AlR* 70

Nota: Adaptado de (42)
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Por lo tanto, se pudo determinar que los iones metalicos estudiados redujeron la actividad
enzimatica en promedio un 32%, a excepcion del K* que mantuvo y mejord la actividad

levemente en un 7% (42).

7.3.2.2.  Efecto de compuestos surfactantes e inhibidores en la actividad de la

enzima tanasa

Al realizar pruebas para determinar el efecto de compuestos surfactantes e inhibidores, se
obtuvo una ligera disminucion en la actividad tanasa de un 12 % en promedio, a excepcion del
B-mercaptoetanol que la inhibid en un 77%, esto se debe a la reduccion de los enlaces disulfuros

del centro activo, restringiendo la actividad tanasa de la enzima (42).

Tabla 17. Efecto de compuestos surfactantes e inhibidores sobre la actividad
enzimatica de la Enzima tanasa rAntanl.

Surfactantes e inhibidores Actividad Residual (%)

Control 100
Tween 80 89
Tween 20 86
Triton X-100 92
B-Mercaptoetanol 23
SDS 85

EDTA 89

Nota: Adaptado de (42)
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7.3.2.3.  Efecto de solventes organicos en la actividad de la enzima tanasa

Se realizaron pruebas para determinar el efecto de solventes orgéanicos a 20%, 40 % y 60 %
sobre la actividad tanasa de la enzima rAntanl. En esta investigacion se muestran los resultados

del 40 % que representa el valor promedio del estudio.

Se obtuvieron resultados muy variados entre compuestos, siendo el ciclohexano el de mayor
poder de activacion enzimatica con un 257% y el N-propanol el de mayor efecto inhibitorio con
una actividad del 4%.

Tabla 18. Efecto de solventes organicos sobre la actividad enzimatica de la Enzima
tanasa rAntanl.

ACTIVIDAD RESIDUAL (%)

SOLVENTE
Concentracion 40 %

Control 100
Dimetil sulfoxido 43
N-hexano 156
N-butanol 45
Ciclohexano 257

N-propanol 4
Alcohol Isoamil 85
Benceno 112
Metanol 23
Triclorometano 85

Nota: Adaptado de (42)
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Esto demuestra que la eleccién del solvente puede influir de manera significativa actuando
como catalizador o inhibidor en la actividad tanasa de la enzima (42).

8. Downstream de la enzima tanasa.

Ademas de atenuar la problematica respecto al costo de produccion, existe la dificultad de los
elevados costos de purificacion de la enzima tanasa a partir del medio de fermentacion, teniendo

en cuenta el grado de purificacion que se desea alcanzar.

Para analizar la etapa de downstream se purifico una enzima tanasa producida a partir de la
bacteria Enterobacter cloacae en un medio liquido por fermentacion sumergida (41) y una
tanasa producida a partir de Aspergillus Niger, asilada a partir de muestra de suelos (43). Se

procedié a la purificacion de las dos tanasas utilizando los siguientes pasos:

8.1.  Recuperacion de la enzima tanasa

La fase de recuperacion dependeré del tipo de tanasa con la que se esta trabajando:

Para el caso de la tanasa intracelular, que normalmente se produce en un medio de fermentacion
sumergida, es necesario romper la pared celular del microorganismo para poder recuperar la
enzima, por lo que se deberé aplicar metodos mecanicos como ultrasonicacion, mortero y
homogenizacién o métodos enzimaticos como el uso de quitinasa. Mientras que una tanasa
extracelular, sera recuperada con mayor facilidad aplicando procesos de lavado con buffer y

centrifugacion (39).

8.2.  Purificacion de enzima tanasa

8.2.1. Precipitacion con sulfato de amonio:

Para precipitar la tanasa de Enterobacter cloacae, se agregé sulfato de amonio hasta llegar a un
60 % de la muestra de tanasa cruda, posteriormente se centrifugé a 10000 x g, se suspendi6 con
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buffer fosfato (0.2 M y pH 6), finalmente se remueve el sulfato de amonio aplicando el método

de didlisis, usando una membrana de un limite de peso molecular de 50 KDa (41).

Luego de varios estudios se pudo concluir que la concentracion de sulfato de amonio usada en
el primer paso, en el proceso de precipitacion de enzima tanasa era un factor decisivo para el

rendimiento de la enzima.

Una precipitacion de tanasa de Aspergillus Niger usando sulfato de amonio de 50% - 70% dio
un rendimiento ascendente de hasta 1227.08 (unidades/mg) con una purificacion de 4.89 veces
y un rendimiento de 50.821 % (43).

8.2.2. Cromatografia de intercambio iénico usando una columna de celulosa (DEAE)

La tanasa de Enterobacter cloacae recolectada en el paso previo de dilisis, se cargd y se pasé
por una columna de celulosa de 17 cm x 2.5 cm a una velocidad de flujo de ImL/2min y la
fraccion recolectada se almacend a 4°C.

Hasta este punto la tanasa purificada tuvo un aumento de rendimiento de 1.45 veces, una

recuperacion de 29.97% y una actividad especifica de 4.08 U/mg (41).

Para la purificacion de tanasa de Aspergillus Niger se omitid este paso, pasando de frente a la

cromatografia de filtracion en gel (43).

8.2.3. Cromatografia de filtracion en gel

La proteina de Enterobacter cloacae extraida por DEAE se sometié a cromatografia sephadex

G-100 con una solucién tampon de fosfato 0.2M a pH 6 y a un caudal de 1mL/2min (41).

El siguiente paso para la tanasa de Aspergillus Niger fue la filtracion en gel usando AKTA Pure
25 Superdex 200 10/300 GL. La muestra de tanasa sometida a filtracion en gel se midi6 a una
longitud onda de 280nm para determinar la concentracidn de proteina, obteniendo el pico méas
alto representativo de una actividad enzimatica de 525.12 (unidades/mL), una purificacién de
11.629 veces y un rendimiento de 18.40 % (43).
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8.2.4. Electroforesis en gel (SDS-PAGE)

Las fracciones de tanasa de Enterobacter cloacae recolectadas se examinaron mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
adicionalmente se usaron marcadores de peso molecular de 10 KDa a 240 KDa y luego se
tifieron con azul brillante de coomassie R250.

En este proceso la tanasa tuvo un aumento en el rendimiento de 1.96 veces, una recuperacion

de 20.25 % y una actividad especifica de 5.51 U/mg.

A partir de la aplicacion de (SDS-PAGE) se determind la homogeneidad de la enzima
purificada, mostrando un peso molecular para la tanasa de 45 KDa, (todos los procesos se
realizaron a 4°C) (41).

Finalmente, la tanasa de Aspergillus Niger proveniente del proceso de filtracion en gel
poliacrilamida fue sometida a electroforesis junto a otra muestra de extracto crudo en ausencia
de sustancias desnaturalizantes de proteina SDS. En la muestra de extracto crudo se obtuvieron
6 bandas de proteinas y en la muestra filtrada se obtuvo una sola banda de proteina que
representa a la enzima tanasa, resultado similar al encontrado en investigaciones citadas en la

fuente de esta investigacion (43).

8.3.  Determinacion de la pureza de la enzima tanasa:

Para determinar el peso molecular de la proteina se usé espectrometria de masas (MS) de

ionizacion por desorcion de laser asistida por matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF).

Dando como resultado una cresta Gnica en m/z 2400, descartando la posibilidad de maltiples
proteinas mediadas por la tanasa (41).

8.4. ldentificacion de reaccion enzimatica de la tanasa usando cromatografia en
capa fina (TLC)

Se aplicé TLC usando acido férmico, benceno y acetato de etilo en proporcion (5:4:1) como
solvente y terminada la corrida se rocid la placa con FeClzal 0.1% en CH4O al 30% (41).
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Precipitacién con sulfato de
amonio

Cromatografia de intercambio
iénico usando una columna de
celulosa (DEAE)

Cromatografia de filtracion en
gel (Sephadex G-100)

Electroforesis en gel (SDS-
PAGE)

Figura 8. Proceso de purificacion de enzima tanasa de Enterobacter cloacae.

Nota: Adaptado de (41)

Precipitaciéon de la enzima
con sulfato de amonio

Filtracién en gel de la enzima
tanasa usando AKTA Pure 25
Superdex 200 10/300 GL.

Electroforesis en gel (SDS-
PAGE)

Figura 9. Proceso de purificacidn de enzima tanasa de Aspergillus Niger.

Nota: Adaptado de (43)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-5# 7% . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE | CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

9. Metodos para mejorar el rendimiento de la enzima tanasa:

9.1. Método de inmovilizaciéon de enzima tanasa

Una de las técnicas utilizadas para aumentar la eficiencia de la actividad de las enzimas es el

uso de la inmovilizacion. Como se expone en recientes investigaciones (44).

9.1.1. Inmovilizacion de enzima tanasa usando quitosan activado con genipin

Se us0 quitosan activado con genipin como un transportador natural no téxico para inmovilizar
a la enzima tanasa y se aplico para mejorar la actividad bioldgica del té verde. Aumentando su

capacidad de adaptabilidad y estabilidad de la enzima tanasa.

Se alcanzé un ratio de actividad y de recuperacion de actividad usando la tanasa inmovilizada

bajo sus respectivas condiciones optimas, de 29.2 U/g y 53.6 % respectivamente.

La tanasa inmovilizada retuvo 20.1% de la actividad inicial después de 12 ciclos y conservd

81.12 % de la actividad residual después de 30 dias de almacenamiento.

Finalmente, el estudio de la actividad biolégica de té verde tratado con tanasa inmovilizada,
mostro una actividad antioxidante elevada, un efecto inhibitorio de la alfa amilasa elevado y un

bajo efecto inhibitorio de la alfa glucosidasa (44).

9.1.2. Inmovilizacién de enzima tanasa usando alginato de calcio

La técnica de inmovilizacion de alginato de calcio ha sido de gran interés, por lo que existen
investigaciones para lograr estandarizar el proceso de encapsulamiento de enzima tanasa con
alginato de calcio, por su preparacién simple, rapida, consistente, econémica y que se puede

Ilevar a cabo a temperatura ambiente (45).

Una investigacion demostré el aumento de eficiencia de la enzima tanasa, en la que se tomé

como fuente al alginato de calcio, para inmovilizar tanasa proveniente de Aspergillus fumigatus
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CAS21 que sirvio para dar tratamiento bioldgico a las aguas residuales de la industria de curtido

de pieles.

La industria de curtido es una de las mas contaminantes en cada una de sus etapas de

produccién.

El resultado de este estudio concluyd, que tomando como referencia un rendimiento de
actividad enzimatica del 100% (evaluado por 24 horas, a una temperatura de 50 - 60 °C y a un
pH de 5.0), luego de 10 ciclos cataliticos, considerando el retso de la enzima inmovilizada con
alginato de calcio se obtuvo un rendimiento residual del 78%. Finalmente, luego de ser
guardado a 4°C por 9 meses el rendimiento de la enzima tanasa fue de un 70% (46).

Otra aplicacion de la técnica de inmovilizacion de enzima tanasa con alginato de calcio esta
presente en la industria del té boldo, la cual es una planta muy abundante en latino América y
reconocida por su uso en la medicina tradicional como tratamiento para problemas hepéticos y
digestivos. En esta investigacion los resultaos obtenidos fueron medidos en sus condiciones
optimas, de 40°C de temperatura y a un pH de 5, obteniendo una actividad enzimatica de 170
U/mL. Adicionalmente se midié la eficiencia en cuanto a la retencion de la actividad
enzimatica, el estudio reportd una retencion del 50% de la actividad en el sexto ciclo y después
de sexto ciclo disminuye gradualmente hasta llegar al 35 %.

Esta enzima inmovilizada fue aplicada satisfactoriamente al té boldo para reducir la turbidez y
la amargura causada por los taninos. Mejorando la claridad de un 18.6% a un 21.1%, la
actividad antioxidante se multiplico por 5 veces, la amargura también fue reducida y el pH no

mostrd una variacion significativa.

Por lo tanto, la enzima tanasa inmovilizada demostré un comportamiento positivo sobre las

pruebas a las que fue sometida, aumentando notoriamente la calidad del té de boldo (47).

9.1.3. Inmovilizacion de la enzima tanasa usando nanoparticulas de tierra diatomea

cubierta con polianilina

Otro compuesto utilizado para la inmovilizacion de enzima tanasa aplicado a la preparacion de
té, son las nano particulas de tierra diatomea cubierta con polianilina. Este método destaca por
su capacidad de ser recuperado de manera simple, utilizando un iméan exterior, evitando de esta

manera la contaminacion del producto final de té.
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Aunque el contenido de taninos se redujo solo de un 23 % a 25 %, mantuvo una eficiencia
mayor al 66 % después de 10 ciclos de reutilizacion, su aplicacion podria depender de las

necesidades especificas y el requerimiento de calidad final que se desee alcanzar (48).

El siguiente cuadro muestra los porcentajes de recuperacion de los 4 estudios de inmovilizacion
de enzimas mencionadas en este documento, destacando la inmovilizacién de enzima tanasa
usando alginato de calcio, aplicada en la remediacion de efluentes de curtiembres. Reteniendo

un 78 % de su actividad inicial luego de ser reutilizada 10 veces (46).

Tabla 19.  Tabla comparativa de recuperacion de la actividad enzimética de enzimas

tanasas inmovilizadas después de varios su redso.

METODOS DE INMOVILIZACION DE ENZIMA TANASA

Referencias

(44) (46) (47) (48)

\ | Nanoparticulas de
Alginato de calcio

Quitosan activado Alginato de calcio tierra diatomea
. (Usado en )
con Genipin . (Usado en te boldo) cubierta con
curtiembre) o
polianilina
3 8 3 3 L = 3 L 3 3 8 3
2 c O 2 c O = c O L c O
o NER— o = = Q N o o s
[} (&) = (B} (&) = (b} (&) = (<5} (&] -
S 8 = S 8 T S 8 T S 8 T
£ 3 = £ 3 = £ 3 = £ 3 =
N () \ () N () N (6]
z x 3 z x 3 z x 3 z x 3
1 ciclo 100% 1 ciclo 100% 1 ciclo 100% 1 ciclo 100%
2 ciclos 53.6% 10 ciclos 78% 6 ciclos 50% 10 ciclos 66%
12 ciclos 20.1% - - >7 ciclos 35% - -
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9.2. Modificacion genética como método biotecnoldgico para la obtencion de la

enzima tanasa

9.2.1. Modificacion genética para obtener enzima tanasa con mayor termoestabilidad

La formacion de complejos estables con polisacaridos y proteinas reduce el valor nutricional
de algunos alimentos, segun estudios los taninos son unas de las principales causas de este

decrecimiento.

Por lo tanto, la degradacion de taninos ha despertado un alto interés en los procesos industriales
de alimentos. Es aqui donde la enzima tanasa cobra importancia por su capacidad de degradar
los taninos mediante hidrolisis, pero uno de los principales obstaculos para su utilizacion en

areas industriales es su baja termoestabilidad, usualmente de 30 - 40°C.

Se han reportado algunas tanasas resistentes a elevadas temperaturas, como la tanasa rAntanl
a partir de Aspergillus niger FJ0118 con un tiempo de vida media de 5.4 horas a 60°C, sin
embargo, la mayoria de estas no puede ser utilizada en la industria alimentaria por no alcanzar

la calidad requerida debido a problemas de seguridad.

Estudios recientes enfocados en solucionar estos problemas, recurrieron a la identificacion de
un gen llamado tanA a apartir de Aurebasidium melanogenum T9 y mediante modificacion
genética se expreso en otro microorganismo de grado alimenticio llamado Yarrowia lipolytica.
Esta nueva tanasa mostré una actividad especifica de 941.4 U/mg a los 60°C, a un pH de 6.0,
asi como una actividad del 61.3% por 12 horas a 55°C.

Estos resultados demuestran la capacidad termoestable que puede alcanzar la enzima tanasa
usando modificacion genética, en un amplio rango de temperaturas, lo que la convierte en una
enzima potencial para la aplicacion y reduccion de costos en diferentes industrias, como la

elaboracion de té verde (49).

La bdsqueda constante de nuevas fuentes productoras de la enzima tanasa ha llevado a analizar
microorganismos productores de tanasas extracelulares en ambientes extremos, como se
especifica en una reciente investigacion en la que lograron asilar e identificar una enzima tanasa

de Lachnospiraceae bacterium a partir del tracto gastrointestinal de un rumiante.

El gen productor de esta enzima fue clonado y expresado en una bacteria E. Coli BC21 (DE3),

produciendo una nueva enzima bacteriana denominada TanAyy.
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Esta nueva tanasa mostré una actividad maxima a un pH 7 y a 50°C, retuvo un 70 % de su
actividad relativa de 30°C a 55°C y un 80% de su actividad inicial por 2 horas a un pH de 6.5 -
7.5. También se demostroé que es resistente a sustancias surfactantes como la SDS, DSMO y

TritonX-100, asi como una especificidad de sustrato muy amplia.

Estas caracteristicas también demuestran que esta tanasa puede ser Util para aplicaciones
industriales en procesos de degradacién y biotransformacion de taninos (50).

De manera similar, se encontrd una enzima tanasa termoestable de alto rendimiento proveniente
de patdgenos orales, para la cual se tomo la cadena genética encargada de la produccion de
enzima tanasa a partir de una bacteria patdégeno oral, (Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphun) y se expresé en una bacteria E. Coli dando lugar a una enzima tanasa denominada
TanBrnp, que segun la investigacion destaca por tener una de las actividades especificas mas
altas, asi como una elevada estabilidad térmica, manteniendo el 100% de su actividad a 45°C y
mostrando un amplio rango de temperatura de 22°C a 55°C a un 80% de actividad enzimatica.
Lo que la convierte en una potencial candidata para ser usada en aplicaciones industriales (51).

Por lo tanto, se puede llegar a la conclusion que aun existe una amplia disponibilidad de fuentes
de recursos productores de nuevas enzimas por explorar, que pueden presentar caracteristicas
desconocidas, con potencial de contribuir a la salud y bienestar humano (50).

9.2.2. Bacterias endofiticas como fuentes productoras de enzima tanasa usando

modificacion genética

En este estudio se aislaron bacterias endofiticas gram negativas, herbaspirillum camelliae
WTO0C y WTOOF a partir de una planta de té (Camelliae sinensis L), mediante procesos
genéticos se logré identificar, clonar y purificar el sitio activo encargado de producir la enzima
tanasa, para posteriormente expresarla dentro del huésped E. Coli dando lugar a una nueva

tanasa llamada Tanucw.

Se probaron 3 sustratos diferentes EGCG (epigalocatequina galato), ECG (epigalocatequina) y
MG (metil galato) Ilegando a la conclusion, que la eficiencia de Tankew hacia la EGCG y ECG

fue diez veces mayor que la reaccién con el MG.
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Adicionalmente se determinaron las condiciones dptimas de la Tanuew, €n resumen: para la
degradacion de MG fueron de 30°C a un pH 6, para la degradacién de EGCG y ECG las

condiciones éptimas fueron 40°C a un pH 7.

Al analizar la influencia de otras variables se determiné que Na*, K*, Mn?*, Triton —X100 y
Tween 80 incrementan la actividad enzimatica de Tanwew y Zn?*, Mg?*, Hg?*, EMSO, EDTA Y

B-mercaptoetanol inhiben la actividad enzimatica de Tanwcw (52).

9.2.3. Tanasa estable a niveles de pH extremo producida por microorganismos
genéticamente modificada

Las condiciones requeridas pueden variar dependiendo la industria en la que vaya a ser
utilizada, algunas requieren tanasas resistentes a niveles de pH bajos y esto a menudo se
convierte en un problema, ya que en promedio el pH 6ptimo de las tanasas producidas por
hongos es alrededor de 6.0 y el valor 6ptimo de pH de las tanasas producidas por bacterias es
de 7.0a9.0.

Esto motivo a los investigadores a poner énfasis en la busqueda de una alternativa que satisfaga
esta necesidad, presentandose la levadura Rhodosporidium diobovatum Q95 como una
candidata.

Inicialmente se aislaron 64 cepas de levadura a partir de mangrove, de las cuales, mediante
medicién de halos de difusion, se identifico la de mayor actividad enzimatica, a partir de esta
levadura se codificé el gen encargado de producir la tanasa, que luego fue clonado y expresado

en Y. lipolytica por su elevada capacidad de secrecién extracelular.

Esta nueva tanasa nombrada como TanRD mostré una actividad enzimética de 27.3 U/mL, méas
alta que la de la genero Aspergillus que es la que normalmente se usa para la produccion de

tanasa y una actividad especifica al acido tanico de 676 U/mg.

En cuanto a las condiciones fisicoquimicas de la TanRD, la temperatura 6ptima fue de 40°C,
reteniendo un 60 % de actividad entre 25°C y 60°C. La actividad enzimatica retenida en el
rango de pH entre 2.5 a 6.5 fue de 60 %, mostrando una elevada estabilidad de més del 70 %

de actividad entre el rango de 3.0 a 8.0 de pH.
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Estas caracteristicas la posicionan como una alternativa prometedora para su aplicacion en
procesos de biodegradacion de taninos y produccion de acido galico con un requerimiento de
pH bajo (53).

Por otro lado, de forma opuesta se encuentra el caso de unas tanasas recombinantes,
inicialmente producida por Lactobacillus pentosusBA-7 y LActobacilluys pentosus QA1-5 las
cuales fueron codificadas y expresadas en E. Coli BL21. El resultado fueron dos enzimas:
LpTan QAL-5 estable en un rango de pH de 8 a 10 y con un pH déptimo de 9, en el cual retuvo
un 90% de su actividad inicial, asi como la segunda enzima LpTan BA-7 con un pH 6ptimo de
8 y reteniendo un 80% a un pH de 9 (54).

9.3. Aplicacion de modelos matematicos para controlar y optimizar la produccion

de enzima tanasa.

Uno de los mayores impedimentos que se tenia a la hora de pensar en producir enzimas con
aplicacion industrial a gran escala, es el elevado costo de produccién y purificacion. Por lo que
es de vital importancia para el proyecto optimizar los procesos para reducir costes y aumentar
la rentabilidad.

Es por eso que se vienen aplicando disefios experimentales, como la metodologia de superficie
de respuesta (RSM) para determinar las variables 6ptimas que mejoren los procesos analizados

y controlar la produccion mediante el uso de modelos matematicos.

Un estudio reciente utiliza modelos matematicos para controlar la produccién de enzima tanasa
producida a partir de bacillus cereus que previamente fue aislada de una muestra de tracto
gastrointestinal de cabra, debido a que las cabras tienen una dieta rica en taninos esto induce al
bacillus cereus a producir la enzima tanasa para hidrolizar los taninos en compuestos mas

simples y asi poder aprovecharlos como fuente de carbono.

La produccién se llevo a cabo en un medio semisolido (semi-SSF) para mantener un contenido
alto de humedad y favorecer el crecimiento de las bacterias. Se selecciondé como sustrato a

Triphala por su alto contenido de &cido ténico.

Con el fin de seleccionar las variables mas significativas se utilizé la técnica de un factor a la
vez (OFAT) y para optimizarlas se usé el disefio compuesto central de la metodologia de

superficie de respuesta (RSM).
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Para comprender el comportamiento de bacillus cereus se utilizaron los siguientes modelos
matematicos para determinar el crecimiento de biomasa, la produccion de tanasa y la

degradacion de &cido tanico, respectivamente.

-/ L. ax X
- Ecuacion logistica, p: —=uX;(1- =L
dt Xm
., . . , dp dax
- Ecuacion de Luedeking-Piret, 'a' y 'B": d—tT = ad—tT + BXr
.. . asr __ axr dPr
- Ecuacién de sustrato, m yn: P m? + n; + mSXT

Todo esto aplicado en el MATLAB R20 15b sirvio para evaluar los pardmetros cinéticos que

influyen en la actividad de la enzima tanasa de bacillus cereus en medio semi-SSF.

Finalizado el estudio se comprobd la eficacia de la aplicacion de modelos matematicos para
controlar y optimizar procesos biotecnologicos. Los resultados mostraron que el proceso
optimizado, aument6 su produccién 6.1 veces mas (0.116 U/gds) que el proceso que se realiz6
sin optimizar variables.

Por lo que se puede concluir, que los modelos matematicos son muy Utiles para controlar la
cinética de crecimiento de produccion de la enzima tanasa, su crecimiento microbiano y su
utilizacion de &cido tanico en el proceso. La aplicacion de modelos matematicos puede ser de
mayor importancia aplicada en la planificacion y optimizacién a gran escala (55).

9.4.  Sistema bifasico acuoso como método alternativo de purificacion

Existe una busqueda continua para reducir costos en los procesos industriales, al identificarse
la purificacion de la enzima, como el proceso mas costoso cuando se trata de produccion y
extraccion de enzima tanasa para su posterior comercializacion, es que se evalian otros
meétodos, concretamente el sistema bifasico acuoso como un método alternativo para realizar

una purificacion parcial de la enzima tanasa.

Este proceso consiste en agregar diversos componentes en un tubo graduado con punta conica,
entre estos se encuentra (Polientilen glicol + citrato + extracto crudo y agua) donde el extracto
crudo equivale a un 20% de la preparacion total del sistema.

Luego se sometio esta preparacion a agitacion con vortice durante 1 minuto, para después

dejarla reposar por 60 min con el fin de separar la mezcla en dos fases por decantacion.
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Finalmente se midié el volumen de cada fase, se separaron con el uso de una pipeta y se
determiné la cantidad de proteina usando BCA (acido bicinconico) como detalla el método
elaborado por Smith et al. (1985), la actividad tanasa fue determinada utilizando rodanina como
detalla el método elaborado por Sharma et al. (2000) en la que una unidad de enzima

corresponde a un 1 umol de acido galico producido en un 1 min.

La eficiencia del sistema bifasico acuoso se confirmé mediante la aplicacion de cromatografia
de exclusién de tamafio superdex-G75 a 215 nm, en el que se pudd visualizar 2 picos a 215 nm
y 280 nm, uno de ellos correspondiente a la actividad tanasa. Posteriormente fue necesario una
segunda corrida en la misma columna para poder visualizar un solo pico aislado con actividad

tanasa.

Lo que demuestra que este método es util y simple de realizar para extraer enzima tanasa a

concentraciones altas y un grado considerable de purificacion (56).

9.5.  Nuevas formas de presentacion y almacenamiento de tanasa

9.5.1. Tanasa en spray seco

Uno de los principales inconvenientes al momento de llevar una enzima al mercado es su
almacenamiento, por lo que se han realizadé multiples esfuerzos para encontrar nuevas técnicas
que amortiguen esta problematica. Una técnica innovadora es el almacenamiento de tanasa en

secado por aspersion.

Usando el secado por aspersion se puede obtener polvo a partir de soluciones liquidas por medio
de un proceso de deshidratacion, de esta manera el producto final se beneficia de un gran
nimero de ventajas, como mayor estabilidad, mayor duracion, facil transporte, sencilla

manipulacion y puede ser almacenado a temperatura ambiente.

El proceso de secado por aspersion normalmente se realiza usando un gas a 100 °C de
temperatura por lo que se corre el riesgo de que algunas muestras sufran de desnaturalizacion
de proteinas en el proceso de deshidratacion, para prevenir este efecto indeseado es que se
agregan adjuvantes o carriers que se encargan de proteger la estabilidad de algunas
biomoléculas para asi evitar la desnaturalizacion y la pérdida de sus propiedades biol6gicas.
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Esta técnica fue aplicada a la tanasa aislada a partir de Aspergillus fumigatus CAS21 para
determinar la eficiencia del secado por aspersion, asi como la influencia del adjuvante que

agrega valor al producto final.

En cuanto a rendimiento la B-ciclodextrina, esta dio el valor mas alto con un 53.5% seguida por

la lactosa con un 32.2 %.

La actividad enzimatica se calcul6 respecto a la actividad inicial de extracto crudo de enzima
(23 U/mL), siendo la B-ciclodextrina la que presento mayor actividad enzimatica, 28.5 U/mL
es decir un 23 % mas que la del extracto crudo, seguida por la maltodextrina que retuvo el 100

% de la actividad enzimatica respecto a la de extracto crudo.

En cuanto al contenido de humedad, es favorable un contenido bajo, para evitar la formacion
de aglomeracion, donde la B-ciclodextrina dio el valor méas alto 11.5 % y la lactosa dio el valor
mas bajo 5.6 % de humedad. De manera similar se evaluo el contenido de agua activa, siendo
favorable un valor bajo para aumentar la estabilidad de la enzima, siendo el almidon capsular
el mas bajo con 0.25, seguido por la B-ciclodextrina con 0.28 de agua activa.

Finalmente se evalud la actividad enzimatica retenida de cada formulacion respecto a la
actividad antes de ser almacenada y luego de ser almacenados por un aflo a4 °Cy a 28 °C. A
los 4 °C todas las formulaciones presentaron una retencion de mas del 100% respecto a su
actividad inicial antes de ser almacenada, siendo la B-ciclodextrina la de mayor valor (146.3 %)

y a los 28 °C la lactosa fue la que presento mayor retencion de actividad enzimatica (122.2 %).

A partir de esta investigacion se pudo comprobar las maltiples ventajas que brinda el método
de secado por aspersion, siendo una alternativa con un gran potencial de aplicacion en procesos

industriales y como una alternativa a la presentacion tradicional ofertada en el mercado (57).

10. Aplicaciones de enzima tanasa:

10.1. Reduccién de taninos en jugo de frutas

Los taninos tienen un impacto negativo en las caracteristicas organolépticas de los jugos de

frutas, ya que provocan un color y turbidez no deseado, asi como una sensacién astringente.

El uso de la enzima tanasa para reducir la concentracion de taninos demuestra que es un método
eficaz para aumentar el valor del producto final, reduciendo el afecto astringente que producen

los taninos.
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Aunque existen multiples factores que influyen en la eficiencia y eficacia de la enzima tanasa,
segun investigaciones la tanasa producida por Aspergillus niger puede reducir la concentracion

de taninos en un 45.2 % y en un 73.6 % si es aplicada en forma inmovilizada.

Tabla20.  Eficacia de la reduccion de taninos usando microorganismos productores

de enzima tansasa.

Fuente de tanasa Eficacia en reduccion de taninos

Aspergillus Niger (enzima soluble) 45.2% de taninos en jugo de mirobalan

Aspergillus Niger (enzima inmovilizada) 73.6% de taninos en jugo de mirobalan

Aspergillus Foeditus 25% de taninos en jugo de granada
Rihzopus Oryzae 49% de taninos en jugo de granada
Penicillum Montonance 46% de taninos en jugo de uva
Bacillus Subtilis 60% de taninos en jugo de jamun

Nota: Adaptado de (58)

La enzima tanasa al reducir la concentracién de taninos también disminuye la turbidez del jugo
de frutas, aunque se puede aumentar el nivel de clarificaciobn combinandolo con métodos

quimicos como la ultrafiltracion y agentes clarificantes.

La tabla 20 muestra la eficacia de 6 microorganismos, respecto a su capacidad de reducir los
taninos en diferentes muestras de jugos. Siendo el bacillus subtilis la de mayor reduccién de
taninos con un 60%, pero también se puede apreciar como al aplicar método de inmovilizacion

el aspergillus niger eleva su eficacia de reduccion de taninos de un 45.2% a un 73% (58).
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10.1.1. Clarificacion de jugo de fruta de jamun usando la enzima tanasa

Estudios recientes demuestran que la aplicacion de la enzima tanasa para la reduccion de los
taninos produce un efecto positivo en las propiedades fisicoquimicas de clarificacién del jugo

de jamun.

Se realizd un analisis para determinar las condiciones de trabajo éptimas de una tanasa
producida a partir de Aspergillus Ficcum para aclarar el jugo jamun, tomando tres variables
independientes como la temperatura, concentracion de enzima y tiempo. Los resultados de las
pruebas demostraron que los parametros para optimizar el proceso de clarificacion del jugo
jamun fueron: 40°C temperatura, a un tiempo de 80 minutos y una concentracion de enzima de

0.05 % (peso/volumen).
El estudio llevado a cabo bajo estas condiciones arrojé los siguientes resultados:

Una claridad de 42.39 %T a comparacion de -78.3%T inicial y una turbidez de 37.12 NTU a
comparacion de los 116 NTU inicial (unidades nefelométricas de turbides) (59).

10.1.2. Reduccién de astringencia de jugo de limon usando la enzima tanasa

El limon es una de las frutas mas conocidas y de alta demanda. En el 2018 respecto a la
produccion total de citricos, el 22.81% correspondio a la produccion de lima y limon. Pero el
jugo de limon tiene el inconveniente de presentar una elevada amargura luego de ser

almacenado.

Por este motivo se aplicO Rhizopus oryzae para disminuir la concentracion de taninos.
Obteniendo una méaxima eficacia de desamargado de un 40.12 % a unas condiciones Optimas
de 37°C, en 2 horas de reaccion, a un volumen de enzima tanasa de 1.12 % (v/v) en jugo de

limdn, obteniendo una actividad enzimatica de 30 IU/mL (60).

Aunque el autor concuerda que el amargor del jugo de limon es causada por limonina, naringina
y taninos, este establecio una relacion directa de reduccion de taninos con reduccién de
amargura, pero existen estudios, los cuales indican que el amargor es causado principalmente
por accion de la limonina y naringina, asi como la astringencia es causada principalmente por
la interaccion de los taninos con proteinas salivales (61). Por lo tanto, se deduce que la relacion
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directa que estableci6 el autor deberia ir mas enfocada en reducir la astringencia del jugo de
limon.
Reduciendo los taninos, también se observo un aumento en los antioxidantes del producto final

en un 15.30 % respecto al valor inicial antes del tratamiento con enzima tanasa.

Todos estos ensayos aplicados para mejorar la calidad de jugos de frutas usando un tratamiento
de enzima tanasa, demuestran su potencial para reemplazar métodos quimicos y su alto valor
en el mercado, por su capacidad de aumentar el valor del producto final sin afectar sus

propiedades nutricionales (60).

10.2. Mejoramiento de alimento de animales usando acido tanico hidrolizado con

enzima tanasa

La enzima tanasa también puede servir como una herramienta para dar un valor agregado en la
alimentacion de animales, aplicada sobre el acido tanico para obtener acido tanico hidrolizado,
gue puede ser usado como alternativa al ZnO para la alimentacién de lechones recién separados

de su madre.

Normalmente se administra ZnO a los lechones para evitar las diarreas proximas al destete de
su madre, con el fin de promover el engorde de los animales. Sin embargo, los lechones no son
capaces de absorber completamente el zinc administrado, desechandolo en sus heces y
causando dafios graves al medio ambiente, razon por la cual se estd evaluando la prohibicion

de ZnO para este proposito.

Por lo que resulta interesante el uso de acido tanico hidrolizado como reemplazo del ZnO. Para
evaluar esta alternativa se procedié a dividir una muestra de lechones en dos grupos, para
evaluar los resultados luego de que uno de los grupos fuera suplementado con &cido tanico
hidrolizado a una concentracion de 1899.5 mg/Kg y el otro con ZnO a 1600 mg/ kg.

Los resultados mostraron que la tasa de diarrea de los lechones destetados y suplementados con
acido tanico hidrolizado se redujo significativamente entre los 14 — 21 dias. Ademas, también
se determind que el &cido tanico hidrolizado mejord la capacidad antioxidante y aumenté la
flora bacteriana asociada con la degradacion de celulosa y hemicelulosa.

Por lo que se demuestra que una administracion de acido tanico hidrolizado de 1899.5 mg/kg
puede reemplazar 1600 mg/Kg de ZnO.
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Por lo tanto, la enzima tanasa sirve como catalizador para obtener el acido tanico hidrolizado
necesario para mejorar la alimentacion de los lechones recién destetados de su madre (62).

10.3. Elaboracion y mejoramiento del té

10.3.1. Elaboracién del té negro

Una de las industrias que mas demanda la aplicacion de enzima tanasa es la industria encargada

de la elaboracion de té, por su capacidad de afiadir un valor agregado a su producto final.

Tal es el caso de la elaboracion de té negro, que es el té mas consumido a nivel mundial, cerca
de 75% y al que se le otorga su valor monetario dependiendo del brillo del licor y el color total
del té negro, atributos claves que dependen de la concentracion de teaflavinas (TF) y

tearubiginas.

El contenido del TF en el té negro elaborado por métodos tradicionales chinos es de 0.5%,

mientras que el té negro elaborado en otros paises es de un 2 %.

Se buscd incrementar la concentracion de TF usando la enzima tanasa, al mismo tiempo que se
determinaron las condiciones Optimas para un proceso eficiente, ya que el contenido de TF es
directamente proporcional al tiempo de fermentacion, inversamente proporcional a la
temperatura de fermentacion, también se buscé una relacion 6ptima para el pH empleado y el

flujo de oxigeno necesario.

La concentracion de TF fue determinada usando el método de HPLC, dando como resultado
que la fermentacién liquida de hojas de té negro con la adicion de extracto de té verde tratado
con tanasa a una temperatura de 25°C, una aireacion de 0.8 — 1 L/min, por un tiempo de
fermentacion de 60 min dio un licor de té negro con una concentracion de TF muy superior, de

unas 4.7 veces (63).
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10.3.2. Reduccién de catequinas de té oolon usando enzima tanasa

El té oolon es muy consumido en Taiwan por sus propiedades antitumorales, antioxidante y por
mejorar la funcién cardiovascular. El principal componente activo del té oolon son los
polifenoles, también llamados catequinas, estas catequinas representan un 75% a 80 % de los
componentes solubles del té. Distribuidas entre 4 tipos de catequinas: epicatequinas (EC),
epigalocatequinas (EGC), galato epicatequinas (ECG) y galato epigalocatequinas (EGCG),

siendo la més importante y abundante la EGCG.

A pesar de todas las ventajas que aportan las catequinas a la salud y que intensifican el sabor
del té, como ya se sabe, también son las responsables de la astringencia y turbidez del té.

Se buscé reducir las caracteristicas indeseables aportadas por las catequinas realizando un
tratamiento con tanasa de Aspergillus tubingensis CICC2651 a las hojas de oolon antes de

realizar el proceso de produccion de té, para obtener un producto final de mejor calidad.

Para el tratamiento de las hojas de oolon con tanasa, se aplicé con un pulverizador una cantidad
de tanasa de forma homogénea sobre toda la muestra de hojas que posteriormente fueron

secadas y molidas.

En una proporcién de tanasa a hojas de té de 1:1 (v/p), la EGCG disminuyé de 246 pg/mL a
153.1 pg/mL, el ECG disminuy6 de 23.1 ug/mL a 9.9 pg/mL y el acido galico aumento6 de 21.9
pg/mL a 83.9 ug/mL.

Este método de aspersion de enzima a las hojas de oolon es un método de naturaleza més simple,
pero aumentar su proporcion puede resultar costosa, por lo que las investigaciones sugieren que

una proporcion de hojas de té:tanasa de 3:1 seria la ideal (64).
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Figura 10. Formula quimica de catequinas contenidas en el té oolon.

Nota: Adaptado de (65)

10.4. Enzima tanasay su aplicacion a procesos ambientales

10.4.1. Degradacion de taninos en aguas residuales de la industria del cuero

La enzima tanasa también puede ser utilizada en la industria ambiental, como removedor de
taninos en aguas residuales utilizando hongos. La biodegradacion natural de los taninos en el
medio ambiente principalmente se asocia mas a los hongos que las bacterias y entre los mas
estudiados se encuentran los Aspergillus spp. y Penicillum spp por su capacidad de biodegradar

taninos usando la enzima tanasa.

Al degradar los taninos en un ambiente no estéril como los desechos de aguas residuales de la
industrial de cuero, el crecimiento de otras bacterias y las condiciones de estas puede afectar la

proliferacion, asi como el proceso de degradacion de los hongos encargados de reducir los
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taninos. Por lo que se buscd modificar variables para evitar estos efectos adversos, como la
inmovilizacion flangica, que incrementa su estabilidad ante condiciones no favorables y
aumenta la eficiencia de los hongos en el proceso de degradacion, asi como la adicion de un
cosustrato (extracto de malta) que le permite inhibir a los taninos y mantener su competitividad

microbiana dentro de un ambiente no estéril.

Logrando un rendimiento de eliminacion estable, con una RE (eficiencia de remocién) de 80 %
de DOC (carbono organico disuelto) y 90% de sCOD (demanda quimica de oxigeno soluble)

respectivamente (66).

10.5. Produccién de acido géalico usando enzima tanasa

Debido a la demanda creciente de acido galico y la constante busqueda de nuevas vias de
produccion es que se realizan diversas investigaciones para optimizar el proceso de produccion

de enzima tanasa y acido galico, como el estudio de Rida Arshad.

En el que usando como fuente productora de tanasa al Aspergillus Oryzae y mediante el método
de fermentacion por sustrato solido, se determinaron los agentes y caracteristicas optimas para

dicho proceso en especifico, obteniendo los siguientes resultados:

Mediante espectrofotometria se determind que de las muestras candidatas para sustrato, la de
mayor concentracion de &cido tanico fue la semilla de ciruela negra (191.25 mg/g semillas
secas), de igual manera usando rodanina como indicador para el método de espectrofotometria
se concluy6 que la semilla de ciruela negra es la que present6 mayor actividad tanasa (20.12

U/g) y mayor rendimiento en la produccion de acido galico (8.16 mg/qg).

Adicionalmente se determinaron las condiciones 6ptimas para este proceso, como se lista a
continuacion: proporcion de 1:3 de agua:sustrato, a un tiempo de incubacion de 96 horas, una
temperatura de incubacion de 30°C, un pH medio de fermentacién de 5.5 y una concentracion

de 0.2% de sulfato de amonio como fuente de nitrégeno (67).
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Figura11.  Formula quimica del Acido Galico. Nota: Adaptado de (63)

10.6. Produccién simultanea de enzima tanasa y &cido galico

En el proceso de produccién de enzima tanasa, se libera glucosa y acido galico, este ultimo es

un compuesto de amplio uso en diversas industrias.

Tomando en cuenta esto se realizaron investigaciones en las que se trata de determinar las
condiciones dptimas para obtener el maximo rendimiento tanto de la produccion de enzima
tanasa como de acido galico simultaneamente usando Bacillus licheniformis KBR6 a través de

fermentacion sumergida.

Se probaron diferentes concentraciones de acido tanico para la produccion de enzima tanasa y
acido galico, a partir de una concentracién inicial de 5 g/L, la produccion de tanasa y acido
galico se incremento de forma proporcional al aumento de concentracion de acido tanico hasta
llegar a los 20 g/L, donde observo que el crecimiento bacteriano y la produccion de enzima
tanasa se fueron inhibiendo conforme la concentracion de &cido tanico superaba los 20 g/L, esto
debido a la toxicidad del sustrato ya que tiene una elevada cantidad de grupos fendlicos que
precipitan las macromoléculas como carbohidratos y proteinas. Mientras la produccién de acido

gélico a partir de 20 g/L de acido tanico no mostro alteraciones significativas.

Como fuente de fosfato adicional se determind, que la adicion de KH2PO4 mejora la produccion
de enzima tanasa, asi como la adicion de Ca?*, Mg?* y Na* en el caso de iones metalicos.

En conclusion, se demostro que las condiciones que optimizan la produccion enzimatica a partir
de Bacillus licheniformis y la produccion de &cido galico fue: 15¢/L de acido ténico, 2g/L de
glucosa, 3g/L de NH4CL, 0.5 g/L de KH2PO y 0.5 g/L MgCl..
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La busqueda de las variables dptimas al momento de llevar estos procesos biotecnolégicos a
una escala industrial sera indispensable, asi como un estudio detallado para cada caso en
particular, ya que pequefios cambios podrian significar un aumento considerable de costos o
beneficios (68).

10.7. Uso de desechos agroindustriales como sustrato

Asi como se les da una elevada importancia a las nuevas fuentes productoras de enzima tanasa,
a la hora de llevar estos procedimientos a escala industrial es importante abaratar costos y una

opcion que ha venido siendo investigada es la de buscar sustratos mas econémicos (69).

10.7.1. Produccién de enzima tanasa usando bagazo de cafia de azicar como sustrato

Investigaciones proponen el uso de desechos agroindustriales como sustrato para la produccion
de tanasa a partir de Serratia marcescens IMBLS5, aplicada a la clarificacion de jugo de

manzana.

Luego de probar diferentes fuentes de carbono para la produccion de tanasa se determin6 que
el bagazo de cafia de azlcar es el mas conveniente de las opciones estudiadas en una
investigacion, esto debido a su mayor produccién de tanasa en comparacion con el resto, 34.81
U/mL.

Seguidamente mediante RMN (Metodologia de superficie de respuesta) se determind los
valores dptimos de 4 factores que afectan la produccion de tanasa (Concentracion de bagazo de
cafia de azlcar, temperatura, pH y tiempo de incubacién) obteniendo 2 combinaciones que
arrojaron los resultados mas elevados (102.7 U/mL y 103.1 U/mL).

En cuanto a la clarificacion del jugo de manzana, se usé una mezcla de la enzima tanasa con
gelatina en proporcion de 1:1, observando una clarificacion de 60% en un tiempo de incubacion
de 3 horas y un 80 % con 5 horas adicionales de incubacion. Respecto a la reduccion de taninos
en el jugo de manzana tratado con la mezcla de enzima y gelatina, fue de un 45 % en cuanto a
la reduccion de los taninos totales y la cantidad de azlcares reductores luego de 5 horas de
tratamiento se incrementd significativamente a una cantidad cercana a 50 ug/mL, esto
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incremento el dulzor del jugo de frutas, consecuentemente su calidad y valor en el mercado
(69).

10.7.2. Produccion de enzima tanasa usando cascara de granada como sustrato

Otro desecho que también despertd interés en investigadores es la cascara de granada por su

mayor actividad tanasa respecto a otros sustratos, su facil acceso y bajo coste.

Para este anélisis se selecciond Bacillus Velezensis de 50 bacterias asiladas a partir de muestras
de suelos salinos provenientes de la India. Posteriormente estas bacterias fueron sembradas en
medios sélidos con 0.5% de acido tanico y fueron seleccionadas midiendo la zona hidrolizada

por la bacteria en el agar de incubacion.

La actividad enzimatica del Bacillus Velezensis fue determinada usando el método de Sharma
at al. y también se determinaron las condiciones dptimas para mejorar la actividad enzimética

del Bacillus velezensis usando la metodologia de superficie de respuesta.

Se observo que, de las variables analizadas, una de las que mayor influencia tubo en la actividad

tanasa fue la humedad.

Los resultados finales obtenidos para aumentar la actividad de la enzima tanasa usando céascara
de granada como sustrato fueron los siguientes: 57 horas de tiempo de incubacion, 72.5 % de
humedad y 0.68 % de concentracion de acido tanico. Estos parametros optimizados aplicados

mejoraron en 9 veces el proceso, respecto al proceso sin optimizar sus pardmetros (70).

10.7.3. Produccion de enzima tanasa usando residuos de arroz, café molido usado y

coco desecado como sustrato

Otro estudio se interes6 en probar desechos agroindustriales para la produccién de tanasa a
partir de Aspergillus niger en medio solido (SSF), usando residuos como el salvado de arroz,

arroz cervecero, café molido usado y residuos de coco desecado.

Entre los 4 posibles sustratos evaluados, el salvado de arroz fue el que presentd mayor actividad
tanasa con 148.7 U/g, seguido por el arroz cervecero con 140.8 U/g, el café molido usado con
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116.52 U/g y finalmente el que tuvo menos rendimiento fue el residuo de coco desecado con
88.64 U/g.

Esto demuestra que una correcta planeacion puede hacer viable la aplicacidn de enzimas tanasas

en procesos industriales, disminuyendo gastos y generando ingresos econémicos (71).

Tabla21l.  Comparacién de la actividad enzimatica de tanasa de Aspergillus niger

usando diferentes desechos agroindustriales como sustrato.

Sustratos evaluados Actividad tanasa (U/g)
Salvado de arroz 148.7
Arroz cervecero 140.8
Café molido usado 116.52
Residuos de coco desecado 88.64

Nota: Adaptado de (71)
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PERSPECTIVAS FUTURAS:

La innovacion y desarrollo aplicada en diferentes areas de la biotecnologia y carreras afines, ha
permitido desarrollar alternativas novedosas con el potencial de dar solucion a diversos
problemas que se presentan como obstaculos a la hora de querer llevar al campo muchas ideas
innovadoras, optimizando procesos, reduciendo costes, aumentando rendimientos y aportando
diversas mejoras con el fin de transformar ideas innovadoras, en innovaciones sostenibles en el

mercado y en el tiempo (72).

En el area en particular de las enzimas con aplicacion industrial, se han desarrollado nuevas
herramientas en el campo de la modificacion genética capaces de aumentar el rango de accion

y su rendimiento de la enzima de interés.

Las modificaciones genéticas son aplicadas a los microorganismos productores de enzima
tanasa, ya sea identificando y transfiriendo genes de interés de un microorganismo portador a
otro huésped con mayores ventajas aplicadas a un proceso, asi como con un mayor potencial
de produccion y rendimiento o realizando modificaciones genéticas en el propio
microorganismo portador productor de enzima tanasa usando mutacion genética para alterar su
ADN (73).

Ademas de las modificaciones genéticas, existen otros avances tecnologicos para mejorar el
rendimiento de la enzima tanasa, como los modelos matematicos que determinan los parametros
optimos aplicables con el fin de optimizar un proceso, de esta manera se puede reducir costes

en pruebas experimentales (74).

Para mejorar la fase de purificacion de la enzima, considerada como la més costosa en esta
industria, se han desarrollado nuevos métodos para lograr purificaciones parciales mas sencillas
y economicas, como el sistema bifasico acuoso que es un modelo alternativo a las técnicas
tradicionales, aunque este método produce una purificacion parcial, combinada con otros
métodos de purificacion mas complejos y especificos podria presentar una gran oportunidad de
mejora (75).

Otras de las técnicas innovadoras que vienen cobrando importancia, son las nuevas formas de
almacenamiento, como la presentacion de la enzima tanasa en spray, que puede abrir las
fronteras de comercializacion a un nuevo mercado minorista mas especifico, por su facil

aplicacion y condiciones sencillas de almacenamiento (57).
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En cuanto al aprovechamiento de recursos naturales de nuestro pais como alternativas a fuentes
de sustrato, tenemos una gran variedad de especies con un alto contenido de taninos, ya sea
proveniente de desechos industriales o a partir de cultivos como la Tara (Caesalpinia spinosa),
ya que nuestro pais es el principal productor de Tara a nivel mundial, exportandola en
presentaciones de tara en polvo utilizada como materia prima de otros procesos. Esta materia
prima es procesada y transformada en productos terminados, listos para su comercializacion
multiplicando por varias veces su precio final a comparacion del precio de la materia prima

adquirida en nuestro pais (76).

Este proceso abre la posibilidad para procesar la Tara en nuestro pais utilizando
microorganismos productores de enzima tanasa como el Aspergillus Niger, para desarrollar
compuestos mas elaborados como el acido galico, asi como aprovechar la propia produccion,
extraccion y purificacion de la enzima tanasa para su posterior comercializacion, por su alto

grado de aplicabilidad en diversas areas como se muestra en este documento (77).
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CONCLUSIONES:

Finalizado el trabajo de investigacion se pudo llegar a las siguientes conclusiones:

Primera:

Se pudo culminar de manera exitosa la busqueda, asi como la recopilacion de los articulos de
investigacion mas recientes y actualizados sobre los avances en la produccion, extraccion y
aplicacion de la enzima tanasa usando métodos biotecnologicos, los cuales fueron obtenidos de
bases de datos reconocidas y confiables a nivel mundial, respetando los criterios de inclusién y
exclusion planteados en la metodologia.

Segunda:

Se pudo culminar de manera satisfactoria el analisis y la seleccion de los articulos de
investigacién mas relevantes respecto a los avances en la produccion, extraccion y aplicacion
de la enzima tanasa usando métodos biotecnoldgicos, creando una base de informacion sélida,
alineada a la necesidad de dar solucion al problema de la transicién de la industria tradicional
a nuevas tendencias con tecnologias mas amigables con el medio ambiente y con procesos cada

vez mas sostenibles y autosustentables.

Tercera:

Con el fin de atender la necesidad de elaborar una guia que oriente a futuros investigadores, se
realiz6 un analisis critico de los articulos mas relevantes. A continuacién, se citan algunas
recomendaciones de los aspectos mas importantes, que el investigador debe tener en cuenta al
momento de abordar proyectos relacionados a la obtencion de la enzima tanasa usando métodos

biotecnoldgicos y sus aplicaciones:

Se recomienda el uso microorganismos no patdgenos capaces de producir enzima extracelular,
ya que esto facilita la extraccion de la enzima tanasa, a diferencia de la tanasa intracelular, que

para ser extraida necesita pasar por lisis celular.
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De manera complementaria se recomienda el método de fermentacion en estado sélido, ya que
aporta mayores ventajas como el aprovechamiento de sustratos provenientes de desechos

agroindustriales, asi como menor consumo de agua y energia.

Para identificar la actividad tanasa en microorganismos, se recomienda el uso de un método
cualitativo como el método de Kumor et al. por su menor tiempo de espera para obtener
resultados. Para la evaluacion de la actividad enzimética, se recomienda el uso de un método
cuantitativo, el mas usado es el método Sharma et al. por su sencillez y costo moderado, para
un estudio mas detallado que cuente con una mayor disponibilidad de inversion, se recomienda
el uso de métodos cuantitativos con mayor precision como el HPLC y la cromatografia de gases,
teniendo en cuenta que también requieren de mano de obra y equipos mas especializados.

La aplicacion de un proceso enzimatico controlando variables fisicoquimicas, asi como la
adicion de inductores pueden multiplicar varias veces el rendimiento de la actividad tanasa
respecto al alcanzado en un proceso sin variables controladas, por lo que se recomienda la
optimizacion de las variables mas importantes, usando la metodologia de superficie de
respuesta (RSM) y posteriormente aplicar modelos matematicos para predecir y controlar la

produccion de enzima.

Con el fin de aumentar la productividad de la enzima tanasa, se recomienda aplicar el método
de inmovilizacién enzimatica usando alginato de calcio, por su proceso de preparacion rapido,
simple, consistente, de bajo coste y que puede realizarse a temperatura ambiente, llegando a
recuperar un 78 % de su actividad inicial después de ser utilizado en 10 ciclos y conserva un
70 % de su actividad después de ser almacenada por 9 meses.

Se recomienda hacer un estudio de mercado para definir la viabilidad econémica de aplicar un
proceso de purificacién segun la aplicacion de la enzima tanasa, de ser necesaria una
purificacion parcial, evaluar el uso del sistema bifasico que se caracteriza por tener un proceso

menos complejo, por lo tanto, menos costoso,

Como se puede apreciar en esta investigacién son muchas las aplicaciones y oportunidades para
la enzima tanasa, pero se recomienda su aplicacion en procesos gque no exijan una fase de
purificacion como el tratamiento de efluentes industriales con alto contenido de taninos usando

microorganismaos.
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Cuarta:

Con el fin de aportar temas de investigacion que enriquezcan el conocimiento en la produccion,
extraccion y aplicacion de la enzima tanasa, se sugiere aprovechar la gran diversidad en flora y
fauna de nuestro pais, con el propdsito, de aislar cepas nativas productoras de enzima tanasa
utilizando los desechos agroindustriales de tara (Caesalpinia spinosa) como fuente de sustrato

por su alto contenido de taninos.
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