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Utilizacion del método rodanina para determinar hidrolisis enzimatica de
compuestos del mango (Mangifera indica)

Andrea Michelle Camas Molina

Resumen: Rodanina es un reactivo que forma un complejo de color rosado con el &cido
galico en ambientes alcalinos. Los galotaninos presentes en el mango, pueden ser
hidrolizados haciendo uso de la enzima tanin-acil-hidrolasa (E.C. 3.1.1.20) conocida
como tanasa. Los subproductos de esta hidrdlisis son acido galico, galotaninos de menor
tamafo y eventualmente glucosa. Los objetivos de este estudio fueron: determinar la
efectividad y especificidad del ensayo rodanina (Fase I); evaluar la hidrolisis de mono-
galoil-glucosa (MGG) y penta-galoil-glucosa (PGG) haciendo uso de tanasa mediante
ensayo rodanina y cromatografia liquida (Fase Il) y proponer otros usos del ensayo
rodanina (Fase Il1). La rodanina form6 un complejo de color rosado con &cido galico y
pirogalol. El limite de deteccién del ensayo fue de 1 a 100 mg/L de acido galico. No se
form6 el complejo de color con catecol, resorcinol, MGG ni PGG demostrando su
especificidad al acido galico (Fase I). La cuantificacion de acido galico difirié usando los
dos métodos evaluados (Fase Il). La velocidad de la hidrdlisis de MGG fue menor a la de
PGG. Mediante HPLC-ESI-MS se identifico acido galico y compuestos intermedios (di,
tri y tetra-galoil-glucosa) resultantes de la hidrélisis de PGG. Se evalu6 el uso del ensayo
rodanina para la identificacion de tanasa en superficies de mango en campo y la
aplicacion del ensayo en muestras de orina para la identificacion de metabolitos de acido
galico (Fase Ill). Se recomienda continuar la investigacién y evaluar otras aplicaciones
para este ensayo.

Palabras clave: Acido gélico, deteccion rapida, galotaninos, tanasa

Abstract: Rhodanine is a reagent that forms a pink color complex with gallic acid at
alkaline environments. Gallotannins present in mango, can be enzymatically hydrolyzed
using tannin-acyl-hydrolase (E.C. 3.1.1.20) known as tannase. The subproducts of the
hydrolysis are gallic acid, smaller gallotannins and eventually glucose. The objectives of
this study were: to determine the effectiveness and specificity of the rhodanine assay
(Phase 1); evaluate the enzymatic hydrolysis of mono-galloyl-glucoside (MGG) and
penta-galloyl-glucoside (PGG) using tannase with rhodanine assay and liquid
chromatography (Phase Il) and propose other usages of rhodanine assay (Phase III).
Rhodanine formed a pink color complex with gallic acid and pyrogallol. The detection
limit of rhodanine assay was from 1 to 100 mg/L of gallic acid. A color complex was not
formed with catechol, resorcinol, MGG or PGG showing its specificity to gallic acid
(Phase 1). Rhodanine results differ from HPLC for gallic acid quantification. The rate of
hydrolysis at which MGG was broken down was slower than PGG. When using HPLC-
ESI-MS to analyze the PGG hydrolysis, gallic acid and intermediate compounds (di, tri
and tetra galloyl glucosides) were found. The use of rhodanine assay to identify tannase
on wild mangos surface and an application on urine samples to identify gallic acid
metabolites was proposed (Phase Ill). It is recommended to continue with the study and
evaluate other applications to the assay.

Key words: Gallic acid, gallotannins, rapid detection, tannase
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1. INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica) es considerado una de las frutas tropicales mas importantes
en el mundo con una produccion global que excede los 42.5 millones de toneladas.
(FAOSTAT 2014). Se han identificado mas de 1000 variedades de mango alrededor del
mundo y su produccion de manera comercial esta reportada en 87 paises (Tharanathan
2006). India ocupa el primer lugar en produccion con 18 millones de toneladas, seguido
de China, Tailandia, Indonesia y México (FAOSTAT 2014).

La cantidad de mango fresco que Estados Unidos importa se ha duplicado desde el afio
2000, esto debido al incremento en la preocupacion por parte de la poblacion en consumir
alimentos considerados saludables (WHO 2013). Estudios relacionan el consumo de
mango con actividad anticancerigena, porque dentro de los compuestos que le constituyen
se pueden encontrar &cidos: galico, malico y palmitico asi como vitamina C y vitamina A
en altas concentraciones (Anjaneyulu et al. 1994). Los polifenoles provenientes del
mango han sido atribuidos de tener actividad antiinflamatoria y potencial para combatir
enfermedades degenerativas (Masibo y He 2008, Sellés et al. 2015). También los taninos
de gran masa molecular se encuentran predominantes, por tanto, es considerado buena
fuente de antioxidantes, capaces de neutralizar radicales libres y brindar al cuerpo una
defensa contra la degradacién de las células (Muhammad et al. 2010).

Se denominan taninos a polifenoles naturales que son metabolitos secundarios en algunas
plantas. Son solubles en agua, capaces de formar complejos con las proteinas
confiriéndoles astringencia como caracteristica gustativa (Zamora et al. 2014). También
poseen un poder de consumir oxigeno disuelto, de ahi su capacidad antioxidante (Mufioz
et al. 2007). Los taninos se clasifican en taninos condensados, que son los que tras
hidrolisis liberan una proantocianidina y los taninos hidrolizables que luego de una
hidrolisis acida, basica o enzimatica liberan &cido gélico o acido elagico (Alvarez 2011).

Los galotaninos son las formas méas simples de taninos hidrolizables presentes en el
mango (Talcott y Talcott 2009); son esterificaciones de acidos galicos unidos entre si por
enlaces éster entre el carboxilo de uno de ellos y el —OH del otro. Estos a su vez estan
unidos a glucosa con un enlace anomérico beta (Arapitsas 2012). La B-glucogalina es la
forma mas simple del galotanino y de aqui parte la sintesis de otros mas complejos como
penta-galoil-glucosa. Los enlaces formados entre dos acidos galicos son llamados
depsidicos (Olivas et al. 2015).

Una forma de romper los enlaces depsidicos es la enzimatica. Tanasa (Tanin Acil
Hidrolasa EC 3.1.1.20) es una enzima capaz de romper estos enlaces y los enlaces éster de



taninos hidrolizables, obteniendo como productos &cido galico y glucosa (Lekha y
Lonsane 1997). Esta enzima tiene una amplia aplicacion en la industria de los alimentos y
bebidas ya que es capaz de eliminar efectos indeseables causados por la presencia de
taninos y a la vez resaltar propiedades antioxidantes y nutricionales (Aguilar et al. 2007).
Tanasa es utilizada para clarificacion de cerveza y jugos de frutas, en bebidas de cafe,
para la prevencion de sabores astringentes en vinos, jugos y té instantaneo (Baik et al.
2015).

Debido al realce en importancia que la tanasa esta teniendo, se estan haciendo estudios
para encontrar nuevas fuentes con las propiedades adecuadas para la aplicacion en la
industria (Mandal y Ghosh 2013). Asi también, para su purificacion y evaluacién se
requiere de métodos que sean sensibles, reproducibles y convenientes (Aguilar et al.
1999). La identificacion de actividad de tanasa es posible con métodos como la
cromatografia liquida, que mide la liberacion de &cido galico u otros componentes luego
de la accion enzimatica (Xia et al. 2016). Estos métodos aunque especificos y
reproducibles no son convenientes debido a que requieren de equipos sofisticados, tiempo
e inversion econdmica para analizar cada muestra (Sharma et al. 2000).

Rodanina (dimetilaminobenzilidina) es un reactivo cuya estructura es capaz de reaccionar
con los hidroxilos del &cido gélico formando un complejo de color rosado. Este complejo
es facilmente detectable y su absorbancia maxima se encuentra a 520 nm de longitud de
onda (Enemuor y Odibo 2009). En estudios realizados por Inoeu y Hagerman (1988) se
encontré el primer método para la estimacion de galotaninos, el cual consistia en una
hidrolisis acida y la formacion del complejo rodanina-acido galico. Este método es fiable
para analisis de rutina tanto cualitativos como cuantitativos, es especifico, no tiene
interferencias con otros fenoles y presenta una alta sensibilidad y precision.

Este estudio se fundamento en la evaluacion y utilizacion del ensayo rodanina como parte
del estudio del mecanismo de accidon de la enzima tanasa sobre penta-galoil-glucosa y
mono-galoil-glucosa, cominmente encontrados en mango (Mangifera indica). Es por esto
que los objetivos fueron:

e Comprobar la efectividad, especificidad y limites de deteccion del ensayo rodanina.

e Evaluar la hidrolisis enzimatica a traves del tiempo en compuestos de mango haciendo
uso de tanasa mediante el método de rodanina y el método por cromatografia liquida
(LC-MS).

e Evaluar otras posibles aplicaciones del ensayo rapido con rodanina en areas de
agricultura y nutricion.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio. El estudio se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de
fitoquimicos del Centro de Investigacion de Frutas y Vegetales en el Departamento de
Nutricion y Ciencia de los Alimentos en Texas A&M University, College Station, Texas-
Estados Unidos.

Ensayo rodanina. Se prepararon diferentes concentraciones de estdndares de &cido
galico, acido tanico, mono-galoil-glucosa (MGG), penta-galoil-glucosa (PGG), Metil
acido galico, 4-O-metil acido galico y pirogalol todos obtenidos de Sigma-Aldrich®. Para
esto, se prepard una concentracién conocida de cada estdndar (200 ppm en H,O 0.1%
acido foérmico) y se diluyd (6X) y a cada dilucion se le realizé el ensayo rodanina.

El ensayo rodanina se efectu6 de la siguiente manera: en un tubo de ensayo se agregaron
0.4 ml de muestra 'y 0.6 ml de solucién de rodanina (0.667% en metanol) y se esperd 10
min. Se agregd 0.4 ml de base NaOH 0.5 M y se esperd 15 min. Se completo el volumen
final a 10 ml con agua para diluir la solucién y se ley6 la absorbancia a 520 nm de
longitud de onda. Esta absorbancia se correlaciond con una curva estandar para obtener
mg/L eqq acido galico como resultado.

Solucion enzimatica e hidrolisis. Se utilizo la enzima tanin acil hidrolasa, EC 3.1.1.20
(tanasa) de Aspergillus oryzae. Se prepard en buffer citrato 0.5 M a 55 pH, a
concentracién de 10 U/ml. Esta solucion se preparé al momento de efectuar la hidrélisis.
Se usé la solucion de enzima ya preparada (100 pl) que se mezclé con soluciones de
monogaloil glucosa (MGG) y pentagaloil glucosa (PPG) a 200 ppm (250 ul) y buffer
citrato 0.5 M (650 pl). Se incubaron a 30 °C por 0, 1, 2, 3, 5, 10, 30, 60, 90 y 120 min el
PGGyO,1,2,3,4,5,10, 30, 60, 90, 120, 180, y 240 min el MGG y se detuvo la reaccion
enzimatica afadiendo metanol (1 ml). Esta solucion fue analizada mediante el método
rodanina y con cromatografia liquida (LC-MS).

Disefio del estudio. Para el estudio de hidrolisis enzimatica se utilizo los tiempos sobre
PGG y MGG utilizando un disefio completamente al azar (DCA) para analizar el efecto
del tiempo sobre la hidrélisis con separacion de medias DUNCAN. Para la prueba de
resistencia de alcohol se utilizaron tres diferentes alcoholes metanol, 2-propanol y etanol y
concentraciones de enzima de 1 y 10° U/ml siendo un arreglo factorial con dos variables.



Caracterizacion y cuantificacion de compuestos con MS-LC. Todas las muestras
fueron filtradas con un filtro de 0.45 pum y colocadas en viales de 1.5 ml para ser
analizadas. Se empled Thermo Finnigan LCQ Deca XP Max MS con trampa de iones
equipado con una fuente ESI (Electrospray). Las separaciones fueron en fase reversa
usando Finnigan Surveyor HPLC junto a un detector Surveyor PDS (detector fotométrico
de llama). Las gradientes de separacion fueron empleadas usando Kinetex Phenomenex®
C18 (150 X 4.6 mm, 2.6 um). Las inyecciones fueron realizadas dentro de las columnas
usando 100 pL de la muestra. La fase mévil A fue metanol grado MS y la fase mévil B
fue acido formico al 0.1% a una velocidad de 0.4 mL/min. La gradiente A fue desde 0%
de la fase B por 4.50 min y cambio a 5% de la fase B en 10 minutos, de 5 a 15% de la fase
B en 18 minutos, de 15 a 30% de la fase B en 25 minutos, de 30 a 65% de la fase B en 35
minutos, de 65 a 85% de la fase B en 41 minutos se mantuvo a estas condiciones por ocho
minutos antes de regresar a condiciones iniciales. La interface de ESI trabajo en modo
negativo. Todos los compuestos fueron cuantificados a 280 nm de longitud de onda.

Resistencia de tanasa al alcohol. En un tubo de ensayo se agregaron 200 ul de alcohol
(metanol, etanol o isopropanol) y 100 ul de enzima tanasa segun tratamientos y se espero
5 min. Se agregaron 100 ul de acido tanico a 250 ppm y se esperd 1 min. Luego se realizd
el ensayo rodanina con dilucion en agua de 5 ml.

La prueba con los hisopos consistié en sumergir el hisopo en alcohol y luego en una
solucion de enzima tanasa 1 U/ml y se dejo secar por 1.5 horas. Se coloc6 el hisopo en
400 pl de solucion de acido tanico 200 ppm y se esperd 1 min, se sac6 el hisopo y se
realizd el ensayo rodanina.

Muestreo de tanasa en campo. Se sumergié un hisopo en alcohol 70%. Se tomé la
muestra de la superficie de mangos maduros (centro, peddnculo, puntos negros). Se
introdujo el hisopo en un tubo de ensayo con 400 ul de acido tanico (50 mg/L) y se dejo
actuar por 10 minutos. Se agreg6 rodanina (600 pl) y 10 min después se agregd 400 pl de
base 0.5 M NaOH. Se observé el color.

Hidrolisis de muestras de orina. Se mezclaron 500 pl de muestra y 500 ul de HCI 5 N
por 40 min y por 19 horas. Se hizo una combinacion con tratamiento de calor en la que se
mantuvieron las muestras con HCL 5 N una hora en agua a punto de ebullicion. Luego a
todas las muestras se les hizo el ensayo rodanina.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase I. Evaluacion de aplicabilidad del método rodanina. Existe un reactivo Ilamado
rodanina que reacciona con acido galico, formando un compuesto de color rosado al
elevar el pH que se detecta a 520 nm de longitud de onda (Sharma et al. 2000). Este
reactivo (2-Thioxo-4-thiazolidinone) y sus derivados han sido de interés en la
investigacion ya que poseen actividad antimicrobiana y antiviral (Ozkan et al. 2015). Asi
mismo, ciertos estudios lo han identificado como un potencial agente reactor en ensayos
para la determinacion de galotaninos, &cido galico y reacciones enzimaticas con tanasa
(Sharma et al .2000, Enemuor y Odibo 2009).

Rodanina form6 un complejo de color rosado con el acido gélico tal y como indicaron
Inoeu y Hagerman (1988). Se monitore0 la absorbancia a 520 nm de longitud de onda del
complejo de color en el espectrofotdmetro a diferentes concentraciones de &cido gélico.
Se observo que el complejo de color fue estable después de formado al menos por 40 min
(Figura 1). El complejo fue estable independientemente de la concentracion de &cido
galico que habia en solucién. Esto es de beneficio para los investigadores ya que reduce la
variabilidad de resultados entre muestras cuando son muy numerosas, por el hecho de que
aun cuando se tome tiempo hasta analizar la ultima muestra, ésta no habrd cambiado su
resultado sin importar la concentracion de la misma.
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Figura 1. Estabilidad de complejo de color rodanina-acido galico.

En este estudio se realizd el ensayo rodanina a varios compuestos, entre ellos los
compuestos de mango MGG y PGG (Figura 2). Se observo la generacion de un color
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amarillo para PGG y naranja para MGG. Estos colores generan mayor absorbancia a
longitudes de onda entre 430 y 490 nm (Diaz et al. 2005) las cuales son més bajas a la que
se leyo (520 nm). Al tener un nivel de absorbancia minimo se indic6 como resultado
negativo. Es necesario un ambiente alcalino para generar la formacion de color del acido
galico con rodanina. La generacién de color amarillo y naranja se dio por el aumento de
pH a 10.0 al agregar NaOH; ya que, cuando compuestos fendlicos libres son expuestos a
pH alcalino estos se vuelven inestables y se degradan de manera irreversible (Friedman y
Jurgens 2000). Sin embargo, es necesario destacar que se observé una absorbancia con
MGG y PGG que aument6 a medida aumento la concentracion de los compuestos en el
ensayo. Esto pudo deberse a la agregacion de las moléculas en solucién por su alta
concentracion que impiden el paso de la luz y por ende generan absorbancia (Allen et al.
2010).

OH

OH

Figura 2. Estructura quimica de penta-galoil-glucosa (A) y mono-galoil-glucosa (B).
Fuente: Torres 2011

Se realizd el ensayo rodanina con compuestos fendlicos y metabolitos (Cuadro 1). Se
encontré una reaccion positiva con pirogalol (Figura 3B), que es un metabolito de acido
galico. La estructura de pirogalol es similar al acido galico excepto porque ha perdido el
grupo é&cido. Se obtuvo una absorbancia de 0.929 al formar un complejo de color
rodanina-pirogalol, esto fue mayor al 0.551 de absorbancia que se obtuvo de acido gélico.
No hay estudios que evidencien la forma como rodanina reacciona con los compuestos.
Sin embargo, se puede inferir que el mecanismo de reaccion de rodanina es mediante
enlaces en los tres hidroxilos vicinales presentes tanto en acido galico como en pirogalol.

Para confirmar ésta hipotesis se realizaron pruebas con catecol y resorcinol (Figura 3C y
3D). No se observd ninguna generacion de complejo de color en ninguno de los
anteriores. Se realiz6 el ensayo rodanina con metil galato y 4-O-metil acido galico (Figura
3E y 3F), los cuales poseen un grupo metil en el acido y cuarto carbono, respectivamente.
No se observd ninguna formacién de color rosado. Por primera vez a conocimiento del
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autor, se identifica que la reaccion de rodanina requiere de tres hidroxilos en un anillo
benceno y que la presencia de un radical metilo interfiere en la formacién del complejo.

Cuadro 1. Ensayo rodanina con diferentes compuestos fendlicos y metabolitos.

Compuesto (100ppm) Color Absorbancia 520nm
Acido galico Rosado 0.551
Mono-galoil-glucosa Naranja 0.017
Penta-galoil-glucosa Amarillo 0.025
Pirogalol Rosado 0.929
Metil galato Amarillo 0.012
4-O-metil &cido géalico Cristalino 0.000
Catecol Cristalino 0.000
Resorcinol Cristalino 0.000
Acido tanico Rojo 0.098

A cooH B C D
OH
S0, O
OH OH OH OH
HO HO o
OCH3
HO HO 1
OH “CHs

Figura 3. Estructura quimica de &cido galico (A), pirogalol (B), catecol (C), resorcinol
(D), metil galato (E) y 4-O-metil &cido galico (F).

Se debe destacar que el &cido tanico present0 una reaccion color rojo, sin embargo, este
resultado se debe tomar como negativo ya que no es el color caracteristico que representa
el complejo de color rodanina-acido galico. Esta presencia de color se puede deber a que
el acido tanico contiene taninos hidrolizables de todos tamafios desde mondmeros de
acido galico hasta polimeros mas complejos (Rodriguez et al. 2008). Se han encontrado
picos de acido galico en cromatogramas realizados a diferentes soluciones de acido tanico
lo que indica la impureza de los aislados (Sharma 1998). Al elevarse el pH y los otros
compuestos degradarse, se pudo generar una combinacién de color naranja-amarillo con
el rosado resultando en un rojo que produce absorbancia a 520nm. Marcar esta diferencia
de color es sustancial ya que al hacer ensayos con tanasa usando como sustrato acido
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tanico se pueden tener problemas con blancos con absorbancias demasiado altas. Por estos
problemas, ensayos con tanasa se a usado con metil galato como sustrato (Chang et al.
2006). Metil galato (Figura 3E) se tornd color amarillo al presentar resultados rodanina
negativo (Cuadro 1). Lo cual es una ventaja a comparacién de acido ténico, ya que
facilmente se podria diferenciar un blanco y/o resultado negativo.

Para futuras aplicaciones del ensayo rodanina se creyo conveniente identificar el rango de
deteccion del ensayo. El limite de concentracién maximo de acido galico con el que
trabaja el ensayo es de importancia para poder obtener resultados exactos; es necesario
diluir algunas muestras para llegar al rango deseable. El rango de comportamiento lineal
del método rodanina fue hasta 100 ppm de acido galico (Figura 4). Con concentraciones
mayores a 100 ppm se comenz6 a observar una sobrevaloracion de la absorbancia, lo cual
ya no permite realizar una regresion lineal porque habria una sobreestimacion del
resultado. El limite de deteccion minimo de ensayo rodanina permitiria evaluar su
viabilidad cuando la concentracidn que se esta buscando analizar es baja, por ejemplo en
muestras bioldgicas donde se encuentra &cido galico en concentraciones de partes por
billon (Shahrzad y Bitsch 1998). Lograr una deteccion a tan bajos niveles de
concentracion es posible, pero para una cuantificacion si es necesario hacer uso de otros
métodos mas sofisticados en este caso HPLC que requieren mayor tiempo y recursos que
un método espectrofotométrico (Shahrzad et al. 2001).
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Figura 4. Curva estandar de acido galico con el método rodanina de 0 a 100 ppm.

El limite de deteccion de acido géalico del ensayo fue 0.5 ppm (Figura 5). Cuando se
comenzd a superar los limites del equipo con concentraciones bajas, no fue posible
obtener una curva estandar con linealidad extrapolable. A concentraciones menores a 1
ppm la reaccién que se logrd con rodanina para formar el complejo de color no fue
suficiente para diferenciar concentracion. Es decir, la misma absorbancia obtenida para



1 ppm fue obtenida para 0.5 ppm. Lo que indica que aunque se pudo detectar la presencia
de acido galico no seria posible cuantificarlo con exactitud.

El costo de andlisis en equipos sofisticados como cromatografia liquida es variante;
depende de aspectos como numero de muestras corridas en un afio, modelo de los
equipos, tipo de muestra, mano de obra de laboratorio entre otros (Snyder et al. 1997).
Una compafiia podria gastar aproximadamente 250 délares por muestra analizada en
HPLC-MS tomando en cuenta todo lo mencionado anteriormente. Una sola muestra
corrida en HPLC-MS puede tardar hasta 70 min. En su contraste, un frasco de reactivo
rodanina de 25 g se encuentra en el mercado a 51 délares (Sigma-Aldrich® 2016). De este
frasco se puede preparar la solucion con base metanol que rinde para 6,150 muestras, lo
que se traduce en un costo de centavos de délar por muestra analizada. Adicionalmente,
no se requiere mano de obra calificada para realizar el ensayo como en el caso de
cromatografia liquida. Por ultimo, el tiempo de evaluacion para una gradilla de muestras
(72 tubos) es de 25-30 min en total.
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Figura 5. Limite inferior de deteccién de acido galico con el método rodanina.

Fase Il. Determinacion de la hidrdlisis enziméatica de MGG y PGG mediante el
ensayo rodanina 'y HPLC-MS. Durante este estudio se realizé el monitoreo de la accion
de la enzima tanasa en PGG a través del tiempo haciendo uso del ensayo rodanina en la
cuantificacién del acido galico liberado (Figura 6). Se pudo observar un incremento en la
concentracion de acido galico a partir del minuto 10 y hasta el minuto 120. Este
incremento se debe a que la enzima tiene como mecanismo de accién liberar los enlaces
ésteres, 0 sea enlaces entre acidos galicos y glucosa presentes en los galotaninos (Kumar
et al. 2006). Sin embargo, la produccion de acido galico no se detuvo, lo que significa que
la hidrolisis no lleg6 a su finalizacion.

La velocidad a la cual se da ésta reaccion es determinada por factores como concentracion
de la enzima (U/ml), pH de la reaccion, concentracion del sustrato, temperatura del medio
y presencia o ausencia de iones metalicos. Estos factores a su vez dependen de la fuente
de la cual se obtuvo la enzima asi como su método de aislamiento y tiempo de cultivo
(Rana y Bhat 2005). La utilizacion del método rodanina para monitorear una hidrdlisis de
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PGG fue efectiva para cuantificar acido galico. Sin embargo, los compuestos intermedios
que se generaron se quedaron sin considerar.
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Figura 6. Liberacién de &cido galico mediante hidrolisis enzimatica usando tanin acil
hidrolasa en penta-galoil-glucosa.

La hidrolisis enziméatica de PGG es diferente a la de otros compuestos en general, por el
hecho de que a medida se va generando la reaccion se va obteniendo més sustrato.
Mediante LC-MS se identifico Unicamente PGG en base al estandar a los 0 min (Figura
7A), confirmando el resultado negativo que se obtuvo con rodanina. A los 30 min de
hidroélisis se identificd un nuevo compuesto tetra-galoil-glucosa (4GG) (Figura 7B). La
identificacion de éste se hizo mediante fragmentacion con la técnica de ionizacion por
electrospray en espectrografia de masa. La cual consiste en la fragmentacion e
identificacion por peso de iones generados a partir del compuesto. 4GG present6 un ion
masa-carga (m/z) de 787 y una fragmentacién de iones con una reduccién de 170 Da y
152 Da correspondientes a la pérdida de un &cido galico y una fraccion galoil
respectivamente el cual coincide con Berardini et al. (2004). También aparecié un pico de
acido galico libre, confirmando el resultado positivo que se obtuvo con el ensayo
rodanina. Se identifico como acido galico con un ion de 169.2 m/z seguido de una pérdida
en MS, que resulté en pirogalol con 125.3 m/z al igual que Krenek et al. (2014). Se
identificd un compuesto como MGG con un tiempo de retencion menor al acido galico.
Esto se debe a que la adicion de glucosa le confiere mayor polaridad y por tanto mas
rapida elucion de la columna (Bowe et al. 1997). MGG mostro un ion de 331.2 m/z y una
fragmentacion con una pérdida de 162 Da correspondiente al radical glucosa.

Se pudieron identificar tetra, tri y di galoil glucosa en cromatogramas realizados a 120
min de incubacion de PGG con tanasa (Figura 7C). Esto confirma que la enzima va
generando acido galico libre y también compuestos galoil-glucosa méas pequefios que
eventualmente ird hidrolizando. La presencia de estos compuestos indico que la hidrolisis
a 120 min no estuvo a término.

10



Se observo un cambio en el tiempo de retencion del acido galico en 30 min de hidrolisis
con respecto a 120 min, éste paso de 13.2 min a 12.2 min 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
(Beyaz et al. 2014).

Se compararon los resultados de la cuantificacion de &cido galico en mg/L luego de
hidrdlisis con rodanina y los valores obtenidos mediante HPLC y se determind que fueron
diferentes (P<0.05) (Cuadro 2). Se identific6 como limitante que el método rodanina
presento valores de absorbancia al minuto 0 de hidrolisis y hasta el min 10. Estos valores
fueron resultado de la concentracion de PGG que se encontraba en solucion. Es necesario
tomar esa absorbancia en cuenta para evitar la sobre estimacion al calcular la
concentracion de acido galico. Se debe destacar que a medida avanzd el tiempo de
hidroélisis la concentracion de PGG en solucion fue disminuyendo, pero otros nuevos
compuestos se fueron generando. Lo que podria hacer dificil la cuantificacion exacta de la
base y por ende no poder corregir las lecturas de absorbancia para obtener los valores
exactos.

Adicionalmente, se confirmé el limite minimo de deteccion del ensayo rodanina de 1
mg/L de &cido galico (Fase I). EI HPLC siendo un equipo mucho mas sensible que el
ensayo (De Mesquita et al. 2015) detect6 acido galico en los minutos 1, 2, 3 y 5 en
concentraciones menores a 1 mg/L. En contraste, el ensayo no mostr6 cambios de
absorbancia que determind en los mismos minutos un resultado de 0 mg/L.

Cuadro 2. Concentracion de é&cido galico luego de hidroélisis de penta-galoil-glucosa
haciendo uso de tanasa a 10° U/ml medido mediante ensayo rodanina y HPLC-MS.

Tiempo (minutos) Rodanina (mg/L) HPLC-MS (mg/L)

0 1.00" + 0.12°4® 0.00 + 0.00%®
1 1.25 +0.127@ 0.43 + 0.02"®
2 1.12 +0.00%¥ 0.64 + 0.02"®
3 1.50 + 0.00¥*® 0.76 + 0.01"®
5 1.75 + 0.12¥4® 1.08 + 0.02"®
10 2.74 +0.12Y® 2.00 + 0.104®
30 4.86 + 0.37°® 4.61 +0.00'®
60 6.36 + 0.37"® 6.27 + 0.03°®)
90 8.23+0.75'® 7.91 +0.22'®
120 9.60 + 1.004@ 8.23 + 0.109®)

Letras distintas (a-b) en la misma fila indican diferencia estadistica (P<0.05) ‘media aritmética, “desviacion

estandar, letras distintas (g-z) en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05).
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Figura 7. Cromatograma de hidro6lisis de penta-galoil-glucosa incubado 0 min (A), 30 min
(B) y 120 min (C) con tanin acil hidrolasa a 10° U/ml.
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El MGG es el méas simple de los galotaninos y tan solo es una unidad galoil esterificada o
eterificada a un nudcleo de glucosa (Belmares et al. 2004). La actividad de tanasa varia
segun el sustrato con el que se encuentra (Wu et al. 2015). La hidrolisis utilizando tanasa
sobre este compuesto mostré una velocidad menor de reaccion que con el PGG. Se
observo un aumento significativo en la produccion de acido galico a partir del minuto 60 y
hasta el 180 (Figura 7). Autores reportan que tanasa al encontrarse solamente con MGG
tarda mas tiempo en identificar el ultimo enlace de acido galico presente en la estructura
(Krenek et al. 2014). Esta diferencia en tiempo podria deberse a diferentes sitios activos
para cada enlace galoil glucosa.

Se observd mediante rodanina la detencion de generacion de acido galico a partir de los
180 min hasta los 240 min que se hizo el experimento. Si la reaccién dejé de generar
acido galico se podria asumir que todo el MGG fue hidrolizado y que se completo la
reaccion. Adicionalmente, la exposicion a concentraciones de acido gélico por tiempo
prolongado puede hacer que el sitio activo de la tanasa sea ocupado y que se impida un
verdadero complejo enzima sustrato dando como resultado la detencion de la actividad
(Albertse 2002).
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Figura 8. Liberacion de acido galico mediante hidrolisis enzimatica usando tanin acil
hidrolasa en mono-galoil-glucosa.
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Cuadro 3. Concentracion de &cido galico luego de hidrdlisis de mono-galoil-glucosa
haciendo uso de tanasa a 10-3 U/ml medido mediante ensayo rodanina y HPLC-MS.

Tiempo (minutos) Rodanina (mg/L) HPLC-MS (mg/L)

0 0.00" + 0.00% ND
1 0.50 + 0.257 ND
2 0.25 + 0.12? ND
3 0.62 + 0.12? ND
5 0.50 + 0.12? ND
10 0.87 +0.33%® 0.45 + 0.00°®
30 0.62 + 0.127@ 1.11 +0.03"®
60 2.49 + 0.45® 2.39 +0.03*®
90 2.99 + 0.22®@ 3.10 + 0.13"®
120 4.36 +0.12"@ 4.26 + 0.04'®
180 7.35 + 0.66"@ 5.61 + 0.16"®
240 7.35+0.12'@ 6.95 + 0.29'®

Letras distintas (a-b) en la misma fila indican diferencia estadistica (P<0.05) “media aritmética, “desviacion
estandar, letras distintas (t-z) en la misma columna indican diferencia estadistica (P<0.05). ND: No se
detecto.

Fase I11. Aplicacién de método rodanina en la investigacion en campo y nutricion
humana. Se identificd la presencia de enzima tanasa en la superficie de mangos
comerciales. En un estudio realizado por Sirven (2016) simplemente con sumergir
mangos en buffer de citrato se determind la presencia de actividad enzimatica mediante
HPLC-MS (Figura 10). Al minuto 120 hubo un aumento en la concentracion de &cido
galico y una descomposicién de PGG en compuestos menores, mecanismo que ya se
discutio en la seccidén anterior (Fase II).

Conocer la resistencia que presenta la enzima tanasa a concentraciones de alcohol por
cierto tiempo es relevante para desarrollar protocolos de muestreo. Identificar fuentes de
tanasa en superficies de frutas, especificamente mango, requeriria tomar una muestra
estéril que no afecte su actividad. En este estudio se observo una completa inhibicién de
actividad con metanol (Cuadro 4), confirmando otros estudios en los que se utilizd
metanol para detener dicha enzima (Xiao-Wei y Yong-Quan 2006). Para determinar si la
actividad se dio o se inhibio, se tomo en cuenta la concentracion final de &cido tanico.
Como se discutio anteriormente (Fase |), el &cido tanico genera color y absorbancia por tal
razon se debe considerar una base/blanco que se resta del resultado obtenido en el
experimento. El alcohol isopropilico (2-propanol), inhibié actividad enzimética a
comparacion del control pero se genero una actividad suficiente para generar acido galico
y por ende aumentar la absorbancia obtenida. El etanol inhibié por completo al
encontrarse con una baja concentracion de enzima. En concentraciones mas altas de
enzima el etanol no detuvo su actividad y se observé un resultado rodanina positivo. La
tanasa por su alto contenido de azucares en su estructura, que puede estar entre un 11 y
64%, puede presentar cierta resistencia a degradacion o precipitacion (Kasieczka-
Burnecka et al. 2007). Esta resistencia difirio con los distintos alcoholes al que se expuso,
probablemente por desigualdad en estructura interactuaron de forma diferente.
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Figura 10. Hidrolisis de penta-galoil-glucosa con tanasa presente en superficie de mango a
0 min (A) y 120 min (B).
Fuente: Sirven M. 2016, modificado por el autor.

El tiempo en contacto de la enzima con el alcohol al 70% en el hisopo fue probado y se
obtuvieron resultados positivos de actividad hasta luego de 1 h y 30 min de residencia. Se
disefid el prototipo de unas tiras de papel para una prueba rapida de rodanina. Las tiras de
papel fueron sumergidas en reactivo rodanina al 0.667% metanol y se dejaron secar. Al
utilizar estas tiras en una muestra que contiene acido galico, dejar 5 minutos y colocar
unas gotas de base se pudo observar el cambio de color caracteristico (Rosado). Este
método sin embargo, podria utilizarse solo con el proposito de una identificacion de
compuesto. La cuantificacién de concentracién de acido galico via tira de papel se
dificulta ya que seria de manera visual y podria ser subjetiva dependiendo del individuo
que la realice. Estas tiras de papel tuvieron una vida Util de hasta 28 dias. Para determinar
esto se mantuvieron en almacen tiras con reactivo y se fue realizando la prueba rapida
durante ese tiempo, todas presentaron resultados positivos. Utilizar tiras de papel en lugar
de soluciones liquidas supondria una ventaja de manejo, ya que éstas no corren riesgo de
derramarse ni evaporarse.
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Cuadro 4. Efecto de alcohol en la actividad de tanasa.

Alcohol 100% Concentracion Color Resultado Absorbancia
de enzima 520nm
(U/ml)
Etanol 1 Naranja/rosado Positivo 0.074°
2-Propanol 1 Rosado Positivo 0.094°
Metanol 1 Naranja Negativo 0.047"
Control 1 Rosado Positivo 0.146°
Etanol 10 Naranja Negativo 0.048"
2-Propanol 10 Naranja Negativo 0.054°
Metanol 10 Naranja Negativo 0.047"
Control 10 Naranja Negativo 0.023°

Letras distintas (a-f) indican una diferencia significativa (P<0.005).

La prueba rapida rodanina es una propuesta para poder ser utilizada en laboratorios de
investigacion donde se necesitan candidatos para estudios sobre metabolismo de
compuestos polifendlicos por ejemplo. La idea es utilizar la prueba de rodanina en
muestras de orina de los individuos para poder identificar metabolitos provenientes de la
absorcion y sintesis de acido galico, el cual se encuentra en distintas frutas y té (Karamac
et al. 2006). La presencia de estos metabolitos se podria correlacionar luego con un buen
consumo de polifenoles en la dieta. La limitante con esta propuesta es que los compuestos
resultantes del metabolismo generalmente son sulfatados, metilados o glucoronidados
como producto del paso por el higado y para mejorar su absorcion celular (Barnes et al.
2016). Por esta razon, se propone aplicar un tratamiento a las muestras de orina, para ya
sea provocar hidrolisis &cida, una degradacion por calor o una combinacion de ambas, de
manera que los grupos sulfatos y metilos se desprendan de la estructura de pirogalol y éste
sea capaz de reaccionar con la rodanina y formar el color.

Se aplicaron varios tratamientos de calor en combinacion con un &cido fuerte (5 N HCI) a
las muestras de orina en busca de la hidrolisis de los metabolitos. Sin embargo, luego de
los ensayos ninguno de los tratamientos tuvo resultados positivos para rodanina. Se
recomiendan investigaciones futuras y a profundidad en esta posible aplicacion de
rodanina para el area de nutricion. Continuar con la busqueda de la combinacion de un
ambiente acido, calor y tiempo Optimo podria ser la clave para romper los enlaces
presentes en los metabolitos de &cido galico. Por otra parte, se podria identificar enzimas
con actividad metilasa y sulfatasa capaces de actuar sobre estos metabolitos. Finalmente,
para monitorear de manera mas eficaz el efecto de estos tratamientos en los metabolitos se
recomienda hacer un seguimiento con tecnologia méas sofisticada como LC-MS.
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4. CONCLUSIONES
El ensayo rodanina fue especifico para acido galico y pirogalol con un rango de
deteccion entre 1 y 100 mg/L de acido galico.

La hidrolisis de PGG fue maés répida que la de MGG, la cual a su vez generd
galotaninos intermedios de menor peso molecular.

Cuantificar exactamente la concentracion de acido galico mediante el ensayo rodanina
esta limitado por la generacion de absorbancia de otros compuestos en solucién.

El ensayo rodanina fue posible aplicarlo en ensayos para la identificacion de actividad

enzimatica de tanasa en superficie de mangos pero no fue posible su uso para la
identificacion ni cuantificacion de metabolitos de orina.
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S. RECOMENDACIONES

Evaluar el uso del método rodanina en extracto de mango hidrolizado con tanasa.

Aumentar la concentracion de tanasa a utilizar o el tiempo de reaccion para lograr
completar la hidrolisis de PGG.

Evaluar como las diferentes concentraciones de PGG y otros compuestos menores a
diferentes tiempos de hidrolisis van afectando el resultado obtenido mediante ensayo
rodanina.

Analizar los 0, 1, 2, 3, y 5 minutos de hidr6lisis de MGG haciendo uso de tanasa con
el método HPLC.

Evaluar la presencia de acido galico libre y componentes pro acido galico en
alimentos haciendo uso de tanasa y el ensayo rodanina, con la intencion de
clasificarlos como benéficos para la salud.

Usar metil galato en lugar de &cido tanico para determinar actividad enzimaética de
tanin acil hidrolasa mediante ensayo rodanina.

Hacer un estudio de la hidrdlisis de los metabolitos de acido gélico en orina para
liberar el pirogalol y hacerlos rodanina positivo.
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7.

Anexo 1. Estructura quimica tentativa para los siete metabolitos urinarios derivados de

acido gélico (Barnes et al. 2016).
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Anexo 2. Ensayo rodanina a concentracion de 0 a 100 mg/L de acido tanico.
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Anexo 4. Prueba rapida rodanina a diferentes concentraciones de acido galico.

200 ppm 100 ppm 50 ppm 25 ppm 12.5 ppm

Anexo 5. Tiras de prueba rapida de rodanina a diferentes concentraciones de &cido
galico.

200 ppm 100 ppm 50 ppm 25 ppm 12.5 ppm
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