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Evaluacion del tiempo de hidrolisis enzimatica del zumaque (Rhus coriaria) durante
fase oral, gastrica e intestinal

Mario Antonio Payan Alaniz

Resumen. El zumaque es un condimento muy utilizado en el medio oriente por poseer sabor
acidulante debido a sus compuestos polifendlicos. Los taninos presentes en el zumaque,
pueden ser hidrolizados haciendo uso de la enzima tanin-acil-hidrolasa (E.C. 3.1.1.20)
conocida como tanasa. Los objetivos de este estudio fueron: (i) evaluar el efecto de
hidrolisis enzimatica empleando tanin-acil-hidrolasa durante la simulacion gastrointestinal;
(i1) identificar compuestos antes y después de hidrdlisis enzimatica en el extracto de
zumaque Yy (iii) evaluar las concentraciones de acido galico obtenidos durante la fase oral,
gastrica e intestinal. La hidrolisis realizada por tanasa degrado el 100% de los taninos de
gran peso molecular convirtiéndolos en 4cido galico de menor peso molecular. La
concentracion de acido galico durante hidrélisis enzimatica increment6 282% mediante el
método de rodanina y 256% de &cido galico mediante espectrometria de masas con
cromatografia liquida (LC-MS). Segun el andlisis de espectrometria, se identifico acido
galico, mono, di, tri, tetra, penta, hexa, hepta, octa, nona-galoil glucosa y lambertianina A,
B, C y D del extracto de la fruta del zumaque, por lo que, el incremento de 4cido galico
liberado por la enzima tanasa, puede ser una alternativa en la prevencion de enfermedades.
Se recomienda continuar con estudios iz vitro en la hidrdlisis y la posible identificacion de
nuevos galotaninos en la fruta de zumaque.

Palabras clave: Acido galico, galotaninos, tanasa, taninos.

Abstract. Sumac is a condiment widely used in the Middle East for its acidifying flavor
due to its polyphenolic compounds. The gallotannins present in sumac can be hydrolyzed
using the enzyme tanin-acyl-hydrolase (E.C. 3.1.1.20) known as tannase. The objectives of
this study were: (i) to evaluate the effect of enzymatic hydrolysis using tanin-acyl-hydrolase
during the gastrointestinal simulation; (ii) identify compounds after enzymatic hydrolysis
in the sumac extract and (iii) evaluate the concentrations of gallic acid obtained during oral,
gastric and intestinal phases. The enzymatic hydrolysis performed by tannase degraded
100% of the tannins of high molecular weight converting them into gallic acid and
gallotannins of lower molecular weight. The concentration of gallic acid during enzymatic
hydrolysis increased 282% by the rhodanine assay and 256% gallic acid by mass
spectrometry with liquid chromatography (LC-MS). According to the analysis of
spectrometry, gallic acid, mono, di, tri, tetra, penta, hexa, hepta, octa, nona-galloyl glucose
and lambertiannin A, B, C, and D of sumac fruit extract were identified, therefore, the
increase in gallic acid released by the enzyme tannase can be an alternative in the prevention
of diseases. It is recommended to continue with in vitro studies by hydrolysis to identify
new gallotannins in sumac fruit.

Key words: Gallic acid, gallotannins, tannase, tannins.
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1. INTRODUCCION

La falta de actividad fisica y la mala alimentacion son las principales causas de
enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo II y algunos tipos de cancer; los cuales
repercuten sustancialmente a la carga mundial de morbilidad, mortalidad y discapacidad
(Organizacion Mundial de la Salud 2004). Debido a esto, ha incrementado la preocupacion
por parte de la poblacion en consumir alimentos més saludables. También, gracias a ciertas
estrategias realizadas por el Instituto de Seguridad Alimentaria y Nutricion, ha aumentado
sustancialmente el consumo de frutas en los ultimos afios (Lassen et al. 2004).

El zumaque (Rhus coriaria L) es una fruta perteneciente a la familia de las Anacardiaceae,
es ampliamente utilizado en todos los paises del Medio Oriente, como un condimento muy
popular en la acidificacion de alimentos (Brookie ef al. 2018). Varios componentes de esta
fruta estan relacionados con la actividad anticancerigena, antibacteriana (Abu et al. 2014)
y antiviral (Giusti 2014). Estos compuestos bioactivos incluyen: taninos hidrolizables,
antocianinas, acido malico, flavonoides, derivados de terpenos y vitaminas (Kossah 2010;
Abu Reidah ef al. 2014). Se ha relacionado el consumo de zumaque con propiedades
anticancerigenas, debido a su alto contenido de polifenoles (Majd et al. 2017).

Los compuestos polifenolicos son considerados metabolitos secundarios de las plantas,
cumpliendo funciones principales dentro del metabolismo de ellas y protegiéndolas del
ataque contra depredadores e interacciones alelopaticas (Ricco et al. 2015). Dentro de los
polifenoles se encuentran los taninos, los cuales se subdividen en dos grandes grupos:
taninos condensados e hidrolizables. Los primeros son los que tras hidrolisis liberan una
proantocianidina; y los taninos hidrolizables que, luego de una hidrolisis acida, basica o
enzimatica liberan acido gélico o acido elagico (Camas Molina 2016).

Dentro de los taninos hidrolizables se encuentran los galotaninos, los cuales estan
compuestos por una unidad de glucosa central a la que se le esterifican unidades de acido
gélico (Jourdes ef al. 2013) y estos a su vez estan unidos por enlaces depsidicos (Olivas et
al. 2015). Por lo tanto, se ha venido utilizando la enzima tanasa para acelerar el proceso de
hidrolisis de estos compuestos, obteniendo en un menor tiempo, unidades de acido gélico
libre.

La enzima tanasa (EC 3.1.1.20) se ha utilizado en la degradacion de taninos, catalizando la
hidrolisis de enlaces ésteres y depsidicos, sin romper las uniones entre carbonos, actuando
solamente sobre taninos hidrolizados (Rodriguez et al. 2010). De esta manera, los
galotaninos son hidrolizados, liberando acido géalico y glucosa (Beniwal et al. 2013). Esta
enzima tiene una amplia utilizacion en la industria de alimentos, especialmente en
clarificacién de cervezas y jugos de frutas, en bebidas de café, y para la prevencion de



sabores astringentes en vinos, jugos y té instantaneo. También es utilizada en la industria
del cuero y el aumento nutritivo en los piensos de ganado (Baik et al. 2015; Brahmbhatt y
Modi 2015).

Las investigaciones sugieren que entre mas pequeilo es un compuesto polifenolico, mayor
es la probabilidad que este sea metabolizado (Talcott y Talcott 2009). Por lo que, al obtener
mayor cantidad acido galico libre, existira mayor absorcion por parte del organismo,
principalmente en la porcion del intestino delgado. Por lo tanto, se requiere de métodos
sofisticados y especificos para su cuantificacion.

El acido galico es una molécula organica cuyo peso molecular es de 170.12 g/mol, el cual
por su actividad biologica, principalmente por su capacidad antioxidante es utilizado en la
industria farmacéutica (PubChem 2004). Esto debido a que sus grupos hidroxilos donan
electrones para neutralizar los radicales libres, estabilizando las moléculas de oxigeno
estables; deteniendo las reacciones en cadena provocadas por la oxidacion (Yilmazer 2018).

Existe un interés por este compuesto, debido a sus propiedades antioxidantes y sus posibles
implicaciones beneficiosas a la salud humana. Sin embargo, se desconoce la cantidad de
acido galico liberado de los taninos de zumaque tras la accion de la enzima tanasa de origen
bacteriano ex vitro e in vitro durante la fase oral, gastrica e intestinal (duodeno y yeyuno).
Los objetivos planteados en este estudio fueron:

e Evaluar el tiempo de hidrolisis enzimatica de tanasa en el extracto de zumaque durante
fase oral, gastrica e intestinal.

e Identificar compuestos antes y después de hidrolisis enzimatica en el extracto de
zumaque.

e Contrastar las concentraciones de 4cido galico obtenidos durante las tres fases
digestivas.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio.

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Quimica de Frutas y Vegetables, del
departamento de Nutricion y Ciencia de Alimentos. Situado en la Universidad de Texas
A&M, College Station, Texas, Estados Unidos de Norteamérica.

Preparacion de solucion madre del extracto de zumaque.

El triturado de zumaque se encontraba en su bolsa original a temperatura ambiente, la cual
se adquirid por la compaiiia Cerez Pazari (Estambul-Turquia). Se adicion6 200 gramos de
zumaque y agua destilada (para cubrir el triturado) en un vaso de precipitado de 1000 ml.
Se coloco sobre un plato caliente con agitador magnético durante 20 minutos a 35 °C.
Después se filtrdé con malla y papel filtro utilizando una bomba al vacio. Se obtuvo una
solucion final de 600 ml, medidos con una probeta. Finalmente, la solucion (333 g/L; 0.033
%) fue almacenada a —20 °C.

Preparacion de la solucion enzimatica y solucion de trabajo.

Se utilizo la enzima tanin acil hidrolasa, EC 3.1.1.20 de origen bacteriano de Aspergillus
oryzae. Se preparo en buffer citrato 0.5 M a 5.5 pH, a una concentracion de (tanasa 1%).
Esta solucion se realizo previa a su uso. La solucién madre de extracto de zumaque se diluyo
1:10 con agua destilada para obtener la solucion de trabajo (33.33 g/L).

Parte 1. Simulacion in vitro del proceso digestivo.

El procedimiento se realizd con base a métodos reportados por (Pinazo 2015) con algunas
modificaciones. Se prepard una solucion-A, a 210 ml solucion de trabajo se subi6 el pH a
6.8 con la adicion de 520 pl de NaOH 6M. Se cuantifico el acido galico por el método de
rodanina previo incubacion enzimatica. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado
y el pH de cada uno de los tratamientos se verificd. Los tratamientos para simular las fases
oral, gastrica e intestinal se prepararon de la siguiente manera:

Fase oral (pH 6.7). Se prepar6 una solucion-B, a 30 ml de la solucidon-A se le adiciond tres
ml de saliva humana y se incub6 a 37 °C durante uno y tres minutos con 300 pl de solucion
de tanasa 1%. Al final de la incubacién, las muestras, se acidificaron con metanol y se
colocaron en agua hirviendo durante 30 segundos, para detener la reaccion enzimatica.



Fase gastrica (pH 2.62). Se preparé una solucion-C, a 24 ml solucion-B se le agrego 14 ml
jugo gastrico y se incub6 a 37 °C durante 60 minutos. Se tomaron tres muestras del flujo
continuo y se colocaron en agua hirviendo durante 30 segundos.

Fase intestino delgado (pH 6.52). Se prepar6 una solucion-D, a 29 ml solucion-C se le
adiciond 12 ml de solucion de bilis (12 mg/ml) y 12 ml de solucidn de pancreatina (2 mg/ml)
disueltas en NaHCOs3 (0.1 M). Se incubo a 37 °C durante 60, 120, 180 y 240 minutos,
respectivamente. Las muestras, se acidificaron con metanol y se colocaron en agua
hirviendo durante 30 segundos.

Después de transcurido el tiempo de incubacion, se determiné el contenido de acido galico
por el método rodanina y espectroscopia de masa con cromatografia liquida (LC-MS).

Ensayo de rodanina.

Se prepararon soluciones de (6, 12, 25, 50, 100 y 200 ppm) acido gélico, diluidas en H,O
0.1% acido formico. Mediante los resultados obtenidos del método de rodanina se construyo
la curva estdndar de acido galico utilizando un espectrofotometro de UV/Vis Thermo
Scientific a 520 nm de longitud de onda. Este método se ejecuto de la siguiente manera: 0.6
ml rodanina (base metanol 0.667%) y 0.4 ml de muestra se agregaron en un tubo de ensayo
(16 x 100 mm). Se esperd 10 minutos. Después se adiciond 0.4 ml de NaOH 0.5 M y se
esperd por 15 minutos. Finalmente, se diluyo la solucidon en 8.6 ml de agua destilada y se
leyé en el espectrofotometro (520 nm) en una celda de plastico (10 x 10 x 45 mm). Esta
absorbancia se correlacion6 con una curva estandar para obtener mg/L de &cido gélico.

Caracterizacion y cuantificacion de compuestos con LC-MS.

Todas las muestras fueron filtradas con un filtro de 0.45 um y colocadas en viales de 1.5 ml
para ser analizadas. Se utilizdo Thermo Finnigan LCQ Deca XP Max MS con trampa de
iones equipado con una fuente ESI (Electrospray). Las separaciones se realizaron en fase
reversa usando Finnigan Surveyor HPLC junto a un detector Surveyor PDS (detector
fotométrico de llama). Los gradientes de separacion fueron empleados usando Kinetex
Phenomenex® C18 (150 x 4.6 mm, 2.6 um). Las inyecciones fueron realizadas dentro de
las columnas usando 60 pl de la muestra. Se utilizd6 metanol grado MS como fase movil A
y acido férmico al 0.1% a una velocidad de 0.4 mL/min como fase moévil B. El gradiente A
fue de 100% durante 1 minuto. Cambid de 100 a 98% y se mantuvo durante los 15 minutos,
de 98 a 40% de la fase A en 30 minutos, de 40 a 25% en 32 minutos. Se inyect6 10 ul de
fase A para regresar al 100%. La interface de electrospray trabajé en modo negativo.
Finalmente, todos los compuestos fueron cuantificados a 280 nm de longitud de onda.

Disefio experimental.

Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con un arreglo factorial de dos
variables, cuantificando acido galico y galotaninos a tres diferentes fases digestivas; con y
sin tanasa. Las muestras se cuantificaron antes y después de hidrdlisis enzimatica con
separacion de medias TUKEY. Los datos fueron analizados mediante el programa
“Statistical Analysis System” (SAS version 9.4).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1. Digestion oral in vitro.

La enzima tanasa durante la fase oral degrado ciertos galotaninos del zumaque en moléculas
mas pequefias como 4cido galico. El contenido de 4cido galico al minuto uno aumento6 50.46
+ 2.50%, y al minuto tres aument6 67.83 £ 0.28% de 4cido galico, respectivamente (cuadro
1). Sin embargo, no existio diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos (con
tanasa) y controles (sin tanasa); debido al tiempo de incubacién.

Los tiempos de incubacion durante esta fase son relativamente cortos (1 y 3 minutos),
siendo incapaz la enzima tanasa de romper todos los enlaces esteres y depsidicos de los
galotaninos (Rodriguez ef al. 2010; Chavez et al. 2016). La actividad enzimatica se ve
afectada por el tiempo de incubacion, ya que a medida transcurre el tiempo de reaccion
enzimadtica se observan nuevos productos (Barcena et al. 2013). Se sabe que los galotaninos
se auto-hidrolizan liberando 4cido galico en condiciones de pH neutro a alcalino (Mosele
et al.2016), explicando asi el aumento del 4cido gélico en los controles (sin tanasa) durante
la fase oral.

Fase I1. Gastrointestinal.

Las muestras analizadas eran dependientes ya que se realizé un flujo continuo para observar
la degradacion de taninos durante las tres fases. Durante 1 hora se simul¢ la fase gastrica,
en la cual se le adiciond 7 ml de jugo gastrico a los tratamientos del zumaque y reduciendo
el pH 2.62 + 0.01. La enzima tannin acetil hidrolasa siguié degradando los galotaninos de
gran peso molecular del zumaque en moléculas mas pequeiias. El contenido de acido galico
al minuto 61 aument6 174.07 + 6.33% y al minuto 63 aument6 169.46 + 9.74% de 4cido
galico, respectivamente (cuadro 1). Estos comparado contra el minuto cero (sin tanasa, ni
tiempo de incubacion); dando como resultado diferencias significativas (P < 0.05). De igual
manera se observa 1.6 y 1.5 veces mayor la cantidad acido gélico (mg/L) comparado contra
sus controles. Esto debido a que el tiempo de incubacion de las muestras fue prolongado
durante 1 hora, dando oportunidad a la enzima EC 3.1.1.20 romper los enlaces esteres y
depsidicos de los galotaninos hidrolizables (Brahmbhatt y Modi 2015). Temperatura y
acidez hidrolizan los galotaninos del zumaque en acido galico y glucosa (Hagerman 2002).
La interaccion taninos-proteinas se debe a la unién de enlaces hidrégenos por medio de
grupos hidroxilos de los compuestos fenolicos y grupos carboxilos de los enlaces de las
proteinas (Ramirez 2012). El efecto del pH sobre la actividad enzimatica de la tanasa puede
ser atribuida a sus aminodcidos y sitio activo a causa de la protonacioén y deprotonacion; y
a los cambios inducidos por la ionizacion de amino 4cidos (Tanash et al. 2012).



Cuadro 1. Cuadro de 4cido galico (mg/L) antes y después de hidrélisis enzimdatica, mediante el ensayo de rodanina.

Blanco' Oral Gastrica Intestinal
Trat2 Min. 0’ 1&3 60 120 180 240 300
C-1 1231 £422@ 1755 £ 11940 2075+ 140B% 2098 + 2148 1950 + 1218 2034 + 73B® 2021 + 122B®
C-3 1231 £4249 1834 + 148409 2158 £ 4558 2034 £ 856B%) 2058 + 8035 2153 £ 8685 2456 + 6508
T-1 1231 £424@ 1853 £ 8540 3372+ 604 4139+ 16A™) 4484 £ 66" 4575 £ 27940 4413 £ 259A0W
T-3 1231 £ 422 2066 + 682 3320+ 1984% 4528 + 7740 4631 £ 204%™ 4448 + 1304 4708 + 474W

'Linea base (sin tanasa, ni tiempo de incubacién). *Tratamientos. *Tiempo de incubacioén expresado en minutos.

¢! Control: sin tanasa 1 min de incubacion; ¢ Control: sin tanasa 3 min de incubacion.

T-I Tratamiento: con tanasa 1 min de incubacion; T3 Tratamiento: con tanasa 3 min de incubacion.

Los resultados representan la media aritmética + la Desviacion estandar de tres repeticiones.

Medias con letra diferente (A-B) indican diferencias significativas entre la muestra control con su tratamiento (P < 0.05).

Medias con letra diferente (v-z) indican diferencias significativas entre de cada tratamiento durante el proceso digestivo (P < 0.05).



Fase III. Digestion intestinal.

Después de transcurrida la fase gastrica el pH se subid a 6.52 £+ 0.06 por medio de la adicion
de pancreatina y bilis. Se evaluaron las muestras por cuatro horas (2-5), una muestra por
hora. Evaluando de esta manera, solamente las dos primeras partes del intestino delgado
(duodeno y yeyuno). La fase intestinal fue la que presenté mayor cantidad de acido galico
libre, aumentando 271% y 282%; mientras que el aumento de acido galico en los controles
fue de 70% y 101% (cuadro 1). Existiendo diferencias significativas (P < 0.05) entre
tratamiento, control y blanco (no tanasa, ni tiempo de incubacién).

El tiempo estimado para atravesar el intestino delgado es de 2 a 4 horas después de comer,
y el intestino delgado es el sitio de absorcion de muchos polifenolicos de bajo peso
molecular, incluido acido galico (Bermudez 2007). Los galotaninos se auto-hidrolizan
liberando 4&cido galico en condiciones de pH neutro a alcalino (Mosele et al. 2016) que
podrian explicar el aumento en el &cido galico en los controles (sin tanasa) durante la
digestion intestinal.

Caracterizacion de compuestos polifendlicos por espectrometria de masas con
cromatografia liquida (LC-MS).

Varios compuestos de los extractos de zumaque fueron especificamente identificados y
caracterizados por espectroscopia de masas acopada a ESI (ionizacion en electrospray) en
modo negativo. Por ejemplo, el acido galico libre fue identificado en base a su peso
molecular, patron de fragmentacion y patron espectral. En el cual un i6n de m/z 204 fue el
mas abundante, seguidamente de un 16n de m/z 169. La segunda etapa de analisis de masas
(MS?) mostré un patrén de fragmentacion 169 m/z y en algunos casos 125 m/z (cuadro 2).
Mono-galloil-glucosa mostrd un ién predominante m/z 331 y un MS? de 169 m/z, debido a
la perdida de una molécula de glucosa (180g/mol) menos una molécula de agua (18g/mol)
(Talcott y Talcott 2009).

Para compuestos de mayor peso molecular tales como la penta-galoil glucosa, un ion similar
de m/z 939 fue encontrado al realizar fragmentacion adicional para producir iones de m/z
787 que correspondieron a la tetra-galoil glucosa. Estos fragmentos, creados al inducir
colisiones al compuesto padre, fueron de alguna manera andlogos a los efectos de las
enzimas hidroliticas tanasa, resultando en un indicador de la fuerza o debilidad de los
enlaces quimicos presentes en los galotaninos (Talcott y Talcott 2009).

Se realizo un segundo analisis de masas, MS? con el objetivo de conocer mas
especificamente sobre el i6n precursor (Ayala 2004), siendo mas certeros en la
caracterizacion del mismo. La tanasa gener6 galotaninos de menor peso molecular (A, B,
C, D y E) se identificaron a 280 nm de longitud de onda, sin embargo, estos no presentaban
un MS?, a excepcion del Galotanino-B (cuadro 2).



Cuadro 2. Caracterizacion de compuestos fendlicos presentes en la fruta del zumaque (Rhus
coriaria) por HPLC-MS.

Pico [M-H]-

) TR (min) Compuesto iz’ MS/MS'

1 9.68 Galotanino-A 295

2 11.43 Galotanino-B 353 173.5

3 12.15 Mono-galloil-glucosa 331 313,271,211, 169, 125

4 12.95 Galotanino-C 367

5 13.98-14.32 Di-galoil-glucosa I 483

6 15.03 Acido galico 169 125

7 16.23 Galotanino-D 367

8 16.52 Di-galoil-glucosa I1 483 465, 331, 313,271, 169

9 17.23-18.00-18.53 Tri-galoil-glucosa 635 483, 465,271

10 19.2 Tetra-galoil-glucosa 787 635, 617, 483, 465, 313
19.85 Penta-galoil-glucosa 939 787,769, 635, 617
20.15 Hexa-galoil-glucosa 1091 617, 545

11 20.44 Hepta-galoil-glucosa 1243 621, 545
20.74 Octa-galoil-glucosa 1395 697, 620, 545
21.04 Nona-galoil-glucosa 1547 773,697, 621, 545

. ., . 9. .oy '
lTlempo de retencion expresado en minutos. ‘Relacion masa a carga. ‘Segunda etapa de
analisis de masas.

El Galotanino-A no se encontr6 antes de hidrolisis enzimatica y so6lo fue posible su
cuantificacion en los tratamientos con tanasa. Presentd un m/z 295, el cual podria ser el
acido p-cumariltartarico. Galotanino-B presentd un i6n predominante m/z 353 podria ser un
acido hidroxicitrico (HCA), especificamente el acido 4-cafeoilquinico. Galotanino-C
presento un i6n predominante m/z 367, seguio de un m/z 331 siendo el &cido feruloilquinico.
Galotanino-D se observa un i6n de m/z predominante de 518, seguido de un i6n de 483 m/z,
el cual podria ser mono-galloil glucosa, pero con una posicion m-depsidicos lo cual
convierte a este compuesto un poco menos polar, dando como resultado una elucion en un
mayor tiempo. Galotanino-E presentd un idon predominante m/z 367, sin embargo, a
diferencia del Galotanino-C este ultimo fue eludido en un tiempo de retencion menor de
aproximadamente cuatro minutos. Galotanino-B (13.98;14.32) y Tri-galoil-glucosa
(17.23;18.00;18.53) presentaron varios tiempos de retencidn, sin embargo, mostraron el
mismo m/z y MS? (cuadro 2).

Se identifico el compuesto Mono-galloil glucosa con un tiempo de retencion menor al 4cido
gélico. Esto se debe a que la adicion de glucosa le confiere mayor polaridad y por tanto més
rapida elucion dentro la columna (Negrete 2015). Mono-galloil-glucosa mostré un ion de
331 m/z y una fragmentacién con una pérdida de 162 Da correspondiente al radical de
glucosa.



Tentativamente se identifico un m/z 545 en hojas de zumaque como dihidroxibenzoico
digalato de acetato (Abu et al. 2014), atribuyendo a la fragmentacion del hexa, hepta, octa
y nona-galoil glucosa. El pico nimero 11 se consideré como taninos, (desde penta hasta
nona-galoil glucosa), ya que todos estos estan debajo de la misma curva. Esto se debe a que
las muestras de zumaque analizadas estaban muy concentradas.

La accidn catalitica de la enzima tanasa fue exitosa, degradando el 100% de los galotaninos,
tanto de gran peso molecular (desde penta hasta nona-galoil glucosa) como los de menor
peso molecular. En los tratamientos, la hidrolisis de los galotaninos incrementd la
concentracion de acido galico en un 248%, mientras el uso de control aumentd 159%
(cuadro 3). Esta diferencia se debe a que la tanasa fue capaz de unirse al sitio activo del
sustrato, degradando asi las moléculas de gran tamafio en unas de menor tamafio. Basandose
nuevamente que entre mas pequeio es un compuesto polifendlico, mayor es la probabilidad
de que este sea metabolizado (Talcott y Talcott 2009). Se plantea que entre mas rapido sea
liberado el 4cido gélico durante la digestion, tendra mayor probabilidad de absorcion por
parte del organismo, previniendo de esta forma la oxidacion celular y evitando el
padecimiento de enfermedades.

Mono-galoil-glucosa solo pudo cuantificarse después del tratamiento enzimatico, teniendo
su mayor concentracion (280 mg/L) en la fase gastrica. Este incremento se debe a que la
enzima tiene como mecanismo de liberar los enlaces ésteres, o sea enlaces entre acidos
galicos y glucosa presentes en los galotaninos (Kumar et al. 2007). Tri-galoil-glucosa
presentd varios tiempos de retencion (17.23; 18.00; 18.53 min), sin embargo, presento el
mismo m/z 'y MS2, por lo que se cuantifico como un mismo grupo (cuadro 3).

En todos los puntos de la fase intestinal de la cuantificacion de acido galico se mostro
diferencias significativas entre el tratamiento y control. En el caso de la reduccion de
taninos (desde penta hasta nona-galoil glucosa) se muestran diferencias significativas desde
la fase gastrica.

La concentracion de lambertanino (A, B, C, y D) fue minima. Se considerd que el uso de la
enzima tanasa influyo en la aparicion del lambertanino-A y que el tiempo de incubacion
intervino en la aparicion de lambertanino-B durante la tltima parte del intestino delgado
(cuadro 4).
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Cuadro 3. Cuantificacion de galotaninos (mg/L) presentes en la fruta del zumaque (Rhus coriaria) mediante LC-MS.

Compuesto Blanco' Oral Gastrica Intestinal

0? 1 60 120 180 240 300
GAS 619+0.34? 668+ 1.6 1032+ 1.7°0 1584 +0.7%® 1578 £3.05® 1591 +0.55® 1605 + 0.45%)

1GG 0.0 £ 0.04® 0.0+0.0"®  0.0+0.0® Nd’ Nd Nd Nd
2GG-1 249 £ 0.3407 338+ 19407 382 +73A0) 246+ 32807 212+ 6547 228 4+ 1.840% 267 £ 5.4407

Ct.}®  2GG-lII 5.8+ 1.240 3.7+£54%@ 0.0+ 0.0A@ Nd Nd Nd Nd
3GG 249+ 72407 346+ 31407 396+ 110AY) 214+ 8207 224+ 56207 188+ 104 246 + 6.3407
4GG 0.0 £ 0.0A® 11+£58*®  0.0+£0.0%®  0.0£0.0"®  0.0£0.0"®  0.0+0.0"®  0.0+0.0"®
Taninos® 1407 £324% 1706 £ 90A® 2637+ 854 703 £87A0) 368 £25407 354+ 156402 293 +39A@
GA 619 +0.32@ 720+ 0.7A0 1238 +0.94% 2150+ 0.2 2156+ 0.7 2204 + 0.4 2203 +0.1AM™
1GG 0.0 £0.04® 103 +392) 280+ 104%™ 189+ 7740 82 £ 104N 6.5+ 940 0.0 £ 0.0A®

2GG-1 249 + 0349 216 +£4249 158 + 154 Nd Nd Nd Nd

Trat*  2GG-II 5.8+ 1.244 57 +8.4207 128 + 1840 Nd Nd Nd Nd
3GG 249 £ 72400 268 £ 1740 262+9.7A00 0.0 £0.0@ 0.0+0.0°®  0.0+0.05@  0.0=+0.08@
4GG 0.0£0.0"@  0.0+0.0"@  0.0+0.0*® 0.0+0.04®@ 0.0+0.0°®  0.0+0.0°®  0.0+0.0°@

Taninos 1407 £ 324M 1360 + 1522 316+ 141B® 63+ 101B&Y 14 £ 408 0.0+ 0.0B® 0.0+ 0.0B®

Linea base (sin tanasa, ni tiempo de incubacion). *Tiempo de incubacion expresado en minutos. *Control: sin tanasa. “Tratamiento: con
tanasa. *Galotaninos identificados. °Galotaninos desde penta hasta nona-galoil glucosa. "No determinado.

Los resultados representan la media aritmética + desviacion estandar.

Medias con letra diferente (A-B) indican diferencias significativas entre la muestra control con su tratamiento (P < 0.05).

Medias con letra diferente (w-z) indican diferencias significativas entre de cada tratamiento durante el proceso digestivo (P < 0.05).




Cuadro 4.Cuantificacion de lambertaninos (mg/L) presentes en la fruta del zumaque (Rhus coriaria) mediante LC-MS.

Compuesto Blanco' Oral Gastrica Intestinal
0? 1 60 120 180 240 300
LT-AS Nd® Nd Nd 0.0+0.03®  0.0+0.0B® 0.0+0.08®  0.0+0.04
co LT-B Nd 0.0£0.04  0.0£0.0°®  0.0=0.0°? 12187 0.0+0.0*) 40+ 140
LT-C 41 £2.940  62£1540  48+39A0  0.0+0.0°®  0.0+0.04? 0.0+£0.0°®  0.0+0.0°?
LT-D Nd Nd Nd 0.0+0.0°®  0.0+£0.0"® 0.0£0.0"®  0.0+0.0"®
LT-A Nd 13+£4.849 5443140 63+2.14® 36 + 47 21 £0.24@ 42 + 2940
Tratd LT-B Nd 0.0 £ 0.04@ Nd 0.0£0.0"®  0.0£0.0°® 0.0+ 0.0 34 +7.8°0
LT-C 41 £2.940) Nd Nd Nd Nd Nd Nd
LT-D Nd Nd Nd 0.0+0.0°®  0.0£0.0"® 0.0£0.0"®  0.0+0.0"®

— !Linea base (sin tanasa, ni tiempo de incubacion). >Tiempo de incubacion expresado en minutos. *Control: sin tanasa. “Tratamiento: con
tanasa. Galotaninos identificados. *No determinado.
Los resultados representan la media aritmética + la Desviacion estandar.
Medias con letra diferente (A-B) indican diferencias significativas entre la muestra control con su tratamiento (P < 0.05).
Medias con letra diferente (y-z) indican diferencias significativas entre de cada tratamiento durante el proceso digestivo (P < 0.05).



Naturalmente el zumaque presenta acido galico libre, mono, di, tri, tetra y taninos (penta-
nona-galoil-glucosa) los cuales por ser estructuralmente diferentes eluden en diferentes
tiempos (figura 1).
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Figura 1.Cromatograma representativo de compuestos polifenoles de la fruta del zumaque
(Rhus coriaria), después de un minuto de incubacién con la enzima tanasa.

De acuerdo a estudios previos, los principales compuestos de taninos presentes en la familia
Rhus son los galotaninos. Estos compuestos fueron separados por un valor de masa
constante de 152 Da correspondiente a la unidad de galoil (Romeo et al. 2015). Se observo
un cambio en el tiempo de retencion del acido galico. Sin uso de la enzima tanasa ni tiempo
de incubacion, present6 un tiempo de 15.03 min en la elucion del acido galico (figura 2-A),
mientras que en los cromatogramas después de incubacion enzimatica, presentd un tiempo
de elucion de 14.89 + 0.01 min (figura 2-B-D), el cual pudo ser debido que a medida cambia
la distribucion de concentraciones y presencia de compuestos de diferentes polaridades en
la columna hay una variabilidad en los tiempos de retencion (Beyaza et al. 2014).
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Figura 2. Cromatograma analizado antes de hidrolisis enzimatica 0 (A). Cromatogramas
analizados durante el minuto 1 (B), 60 (C) y 120 (D) después de hidrodlisis enzimatica.
GA = 4acido galico; TN = taninos (desde penta hasta nona-galoil glucosa).
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4. CONCLUSIONES

La adicion de la enzima tanasa aumenta la velocidad hidrolitica de los taninos del
extracto de zumaque durante el transcurso de la digestion.

Se identificaron 15 compuestos (acido galico, mono, di, tri, tetra, penta, hexa, hepta,
octa, nona-galoil glucosa y lambertaninos A, B, C y D) antes y después de hidrolisis
enzimatica en fruta del zumaque.

La accion catalitica de la enzima tanasa fue efectiva, hidrolizando el 100% de los

taninos y galotaninos durante la fase intestinal, con la liberacion mas alta de 2204 + 0.4
mg / L de acido galico.
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5. RECOMENDACIONES
Evaluar el efecto de hidrolisis enzimatica después de cinco horas de transcurrida la
digestion.
Evaluar mas detalladamente el método de rodanina y LC-MS en la fruta del zumaque,
obteniendo un factor de conversion y posterior uso al método de rodanina para

cuantificacion de acido gélico.

Seguir identificando los compuestos fenolicos de la hidrolisis enzimatica de la fruta del
zumaque.

Realizar experimentos in vivo observando absorcidon durante todo el sistema digestivo.

Realizar prototipos nutracéuticos y evaluar su efecto in vivo.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Curva estandar de acido galico mediante el ensayo de rodanina.

Curva estandar de acido galico
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Anexo 2. Curva estandar de acido galico mediante LC-MS
Curva estandar de acido galico
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Anexo 3. Simulacién de la digestion gastrointestinal.

FASES:
ORAL:
30 ml (sumac 10x; pH6.7)
+ 3 ml saliva
+300 pL (tannase 1%)
Iml -
v pH 2.62 +0.01
GASTRICA:
24 mi (sollutionA) + 14 ml (JG)
aml g

pH 6.52+ 0.06

Y
INTESTINO DELGADO:
29 ml (solutionB)
+ 12 ml (Bile 12mg/ml +pancreatin 2
mg/ml)

‘m -+-—

Anexo 4. Cuantificacion de acido galico (mg/L) de la fruta del zumaque (Rhus coriaria) a
tres diferentes pH. Letras diferentes (A-B) indican diferencias entre tratamientos.
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