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INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores bioldgicos que
aceleran las reacciones quimicas con alta
eficiencia y especificidad. Estas caracteristicas
son aprovechadas por diversos sectores
industriales para la mejores de sus procesos,
no solo en rentabilidad sino también en
sustentabilidad. Segun lo reportado por la
Asociacion de Productores y Formuladores de
Productos Enzimaticos (AMPEF, por sus
siglas en ingles), la industria alimenticia paso
de 160 enzimas, en los 2000, a 225 en 2015
[2]. Cabe destacar que, el porcentaje de
enzimas recombinantes, se increment6 de un
22 a un 43%, mientras que la produccion
nativa disminuyé porcentualmente. Esto se
debe principalmente, a la revolucion de la
tecnologia del ADN recombinante (iniciada en
1980); la cual ha permitido expandir la
posibilidad de producir nuevas y mejores
enzimas. Esta estrategia consiste en insertar
la informacién genética necesaria para
producir una enzima proveniente de un
organismo donante, en lo que se denomina un
sistema de expresién. En la diversidad de las
plataformas para la produccién recombinante
de enzimas, Pichia pastoris, se destaca por la
posibilidad de liberar al exterior de la célula la
enzima de interés, lo cual facilita y disminuye
los costos de purificacién y consecuentemente
de produccion.

Las tanasas, o tanino acil hidrolasas, son un
tipo de enzima capaz de hidrolizar taninos, el
cuarto componente natural mas abundante en
el planeta. Esta es una enzima extensamente
utilizada como coadyuvante tecnoldgico en la
elaboracion de bebidas frutales, vinos,
cervezas, café y té frio [1]. A pesar de que
varios autores han reportado la caracterizacion
bioquimica y genética de la tanasa, todavia
pertenecen al grupo de enzimas que se
producen industrialmente, de manera nativa,
es decir, sin la asistencia de la ingenieria
genética [1, 3]. Este proyecto, surge mediante
el interés de cultivadores de té de Misiones, en

desarrollar un producto nuevo para nuestro
mercado, el té helado o ready to drink tea.

OBJETIVOS

Aislamiento y seleccion de microorganismos
como potenciales donantes para la produccion
recombinante de tanasas utilizando Pichia
pastoris como sistema de expresion.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y seleccién: Para el aislamiento y
seleccién de potenciales microorganismos
productores naturales de tanasas, se trabajo
con 4 muestras naturales (bagazo, lupulo,
compost casero y tierra de monte virgen).
Luego, se procedid6 mediante précticas
microbioldgicas de enriquecimiento de las
muestras, diluciones seriadas y siembra en
medio sélido. Posteriormente, los respectivos
aislamientos fueron evaluados para su
produccién de tanasas en medio solido con
acido tanico, sustrato de la tanasas, como
fuente de carbono. La identificacion positiva se
establecié por la formacion de un halo
transparente alrededor de la colonia.
Cuantificacion de la actividad enzimatica: Se
tomaron 52 pl de las muestras, se afiadieron 8
ul de una solucién de acido tanico 2,5 mM, y
se incubaron por 5 min a 30 °C. Luego, se
afiadié 60 pl de una solucion metandlica de
rodanina 0,67%, y se incubdé 5 min a 30°.
Finalmente, se adicion6 80 ul de KOH 0,5 M, y
se incub6 por 10 min a 30 °C, posterior se
midio la absorbancia a 520 nm.

Identificacion molecular: Para el caso de
hongos filamentosos, se utiliz6 Ia
secuenciacion del fragmento ITS (espaciador
transcrito interno), ubicado entre los genes
18S rRNA, mientras que, para bacterias, el gen
16S rRNA, y posterior busqueda de homologia
en base de datos.

Obtencién de la secuencia codificante de la
tanasa: Se realizé un programa de PCR en
gradiente de temperatura con cebadores
especificos para amplificar la secuencia



mailto:marcosortega@inti.gob.ar

codificante de la tanasa, utlizando como
molde material genético gendmico,
previamente extraido mediante kit comercial.

RESULTADOS

Identificacion y seleccidn de aislamientos: Se
aislaron 95 microorganismos, de los cuales, 6
bacterias y 4 hongos filamentosos fueron
identificados positivamente para la produccién
de tanasas mediante los ensayos en placa. La
cuantificacion y validacion de la actividad
tanasa se realizO mediante la técnica en
liquido descrita previamente y se presentan los
resultados en la Figura 1.

Los aislamientos de bacterias fueron
identificados como pertenecientes al género
Bacillus y Klebsiella, mientras que los hongos
filamentosos aislados pertenecen al género
Aspergillus.

Posteriores ensayos se realizaron con el
control y 2H, mediante el uso de esporas, para
mejorar la reproducibilidad. Se obtuvieron los
siguientes valores de actividad tanasa, control
(32,58 U/ml/1x10’esporas/ml, 24 horas) y 2H
(21,06 U/ml/1x107esporas/ml, 48 horas).
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Figura 1. Cuantificacion de la activada tanasas. A.
Actividad tanasa de los aislamientos bacterianos (4D,
4A, 3E, BB, 3l y 3E). La actividad fue normalizada en
funcién de la concentraciéon celular. B. Actividad
tanasas de los aislamientos de hongos filamentosos.
La actividad fue normalizada en funcién de masa
seca. Todos los ensayos se realizaron por triplicado
biolégico
Obtencion de la secuencia codificante del gen
de tanasas: A partir de los resultados de
actividad obtenidos, se procedi6 a la blusqueda
de la secuencia del gen codificante para la
tanasa de Aspergillus awamori CECT 2905. A
partir de analisis bioinformatica de secuencias
depositadas en el NCBI (Centro Nacional de
Informacién para la Biotecnologia), dicha
secuencia tendria un tamafio de aproximado
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de 1,8 kb, se obtuvo en una primera etapa, un
segmento de 1,2 kb (Figura 2).

Figura 2. Gel de agarosa 1%. Calles: 1-Marcador
de peso molecular, 2-control negativo, 3 y 4-control
positivo, 5 a 10-muestras a diferentes temperaturas
53,8 °C, 54 °C, 54,3 °C, 55,7 °C, 57 °C y 60 °C.

CONCLUSIONES

En conclusién, el método de aislamiento y
seleccion demostrd ser una técnica rapida y
eficaz para la seleccion de microorganismos
productores de tanasa, por lo que podrian
aislarse y utilizarse para la caracterizacion y
explotaciéon de nuevas tanasas. El hongo
Aspergillus awamori CECT 2905 mostré la
mayor actividad de tanasa, por lo que se
selecciond para la obtencion de la secuencia
codificante para el gen correspondiente. A
partir de los resultados obtenidos, se
disefiaran nuevos protocolos para la obtencion
del segmento restante de la tanasa. Asimismo,
el posterior clonado y transformacién en Pichia
pastoris. La produccién recombinante de esta
enzima, facilitaria la produccién local de
productos nuevos como el té helado o ready to
drink tea, al disminuir costos relacionados a la
importacién de la tanasa.
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