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CARACTERIZACION, MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE
MASAS DE ALTA RESOLUCION MALDI/FT-ICR, DE TANINOS
HIDROLIZABLES DE LA TARA
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RESUMEN

Estudiamos y caracterizamos la estructura de taninos hidrolizables de tara comercial en
polvo, mediante espectrometria de masas de ultra-alta resolucion (MALDI/FT-ICR) sin
empleo de técnicas de separacion. Nuestros resultados experimentales, fundamentados por
calculos computacionales al nivel DFT/M05-2X, muestran que las especies identificadas son
basicamente estructuras oligoméricas de 4cidos poligaloquinicos del tipo (C.H,0,) (C.H,,0,)
formados por una cadena de residuos de ésteres galicos (dépsido) unida, via enlace de éster,
a un acido quinico.

Palabras clave: Caesalpinia spinosa, tara comercial en polvo, taninos hidrolizables, MALDI/
FT-ICR, teoria DFT/M05-2X, acidos poligaloquinicos, dépsidos galicos.

CHARACTERIZATION, BY HIGH RESOLUTION MALDI/FT-
ICR MASS SPECTROMETRY, OF TARA (Caesalpinia Spinosa)
HYDROLYSABLE TANNINS

ABSTRACT

We have studied and characterized the structure of hydrolysable tannins of commercial
powder tara, performed by means ultra-high-resolution mass spectrometry (MALDI/FT-ICR)
without using separation techniques. Our experimental results, supported by computational
calculations at DFT/ M05-2X level of theory, show that the identified species are basically
oligomeric structures of polygalloyquinic acids, of the (C7H404)n(C7H1206) type,
composed by a chain of polygallic esters (depside) linked, via ester bond, to one quinic acid.
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INTRODUCCION

La tara (Caesalpinia spinosa) es un arbol oriundo del Perti, pais con mayor area de bosques
naturales y mayor productor (aprox. 80%) de tara en el mundo. La tara esta distribuida,
basicamente, en zonas semidridas de los departamentos de Ayacucho, Cajamarca, La Libertad,
Huancavelica, Apurimac, Ancash y Hudnuco.

La tara, como fuente natural integral (tallo, hojas y frutos) es utilizada desde la época
precolombina en la medicina popular como astringente, cicatrizante, antidisentérico y
también como mordiente en tejidos. Sus propiedades benéficas se atribuyen a la gran
capacidad antioxidante de sus taninos (compuestos polifenolicos). Estos pueden ser
“condensados” o “hidrolizables”'?. La tara en polvo contiene gran cantidad de estos tiltimos.
La transformacion de los taninos de la tara en compuestos fenolicos antioxidantes de bajo
peso molecular constituye una excelente alternativa para la obtencion de extractos de
alto valor agregado, cuya demanda es creciente por su i/ amplia actividad farmacologica
(incluso en el tratamiento del SIDA?®) y antibacteriana®, ii/ clarificadores del vino y sustitutos
de la malta en la elaboracion de la cerveza, iii/ utilidad en la industria alimentaria, como
suplemento alimenticio y/o sustituto de antioxidantes sintéticos’, algunos de los cuales
podrian ser cancerigenos®’. Frente a estas sospechas, la busqueda de antioxidantes, como
los taninos y polifenoles u otros productos con propiedades interesantes, provenientes de
productos naturales, se ha convertido en un campo de investigacion en auge®'2.

PARTE EXPERIMENTAL

Extraccion de taninos hidrolizables de la tara en polvo

Los taninos hidrolizables estudiados fueron directamente extraidos de vainas de tara seca,
sin semilla y previamente pulverizada, provenientes del paraje Uchuyhuaycco - Tambillos
del departamento de Ayacucho-Pert. La extraccion se hizo mediante una disolucion del 80%
(v/v) de acetona/agua, mantenida 24 h en un bafio a 40 oC y finalmente centrifugada a 1500
rpm durante cinco minutos.

Espectrometria de masas de ultra alta resolucion FT-ICR con fuente de ionizacion por
MALDI

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando el modulo MALDI (“Matrix-Assisted
Laser Desorption/ lonization”) del espectrometro de masas de ultra-alta resolucion FT-ICR
(“Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry”)!* 930-Varian/Agilent,
dotado con campo magnético permanente de 7.0 T, generado por una bobina superconductora
inmersa en He-liquido. La fuente ionizacion por MALDI incluye un laser ORION Nd:YAG
(longitud de onda = 355 nm).
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La espectrometria FT-ICR, esta basada en el movimiento ciclotronico de particulas cargadas
en una celda de confinamiento idnico y es, dentro de las espectrometrias de masas, una de
las de mayor resolucion (R ~ 10°) y sensitividad. El rango de masas detectado por nuestro
espectrometro esta entre 300 y 10 000 Da; opera bajo ultra-alto vacio (~10-10 mBar) tanto
en los modos cationico como anidnico. Para este trabajo operamos en el modo catidnico.
Las muestras (~ 0.5 pL) fueron depositadas sobre una matriz cristalizada de acido
2,6-dihidroxibenzoico.

La separacion e identificacion de las especies detectadas se realizaron sin necesidad de
utilizar técnicas cromatograficas o de separacion previas utilizadas habitualmente con
espectrometros de masas convencionales, y esto debido a que FT-ICR es un espectrometro de
ultra alta precision (< 2ppm). Utilizamos picos conocidos de malto-oligosacaridos de cerveza
comercial para calibrar los registros de masas'.

DETALLES COMPUTACIONALES

La geometria de los conformeros mas significativos tanto de los acidos quinico y galico como
de sus derivados galo-quinicos (identificados experimentalmente) fueron optimizadas usando
el método del Funcional de Densidad (DFT) de Truhlar, M05-2X'* con bases 6-311++G(d,p)
para las especies sencillas y 6-31G(d) para las mas complejas. Todos los calculos se
realizaron utilizando el paquete Gaussian 09'S. El nivel de la teoria empleado ha mostrado
ser una de las mas adecuadas para el estudio estructural y energético de especies fenolicas
y polifendlicas'”'8. Los calculos computacionales realizados sirvieron para dar soporte a los
argumentos que sostenemos en la discusion de los resultados obtenidos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros MALDI/FT-ICR de deteccion fueron optimizados para registrar sefales
intensas y bien resueltas en el rango de 500 a 2000 Da (Fig. 1). Estas sefiales corresponden
a series de picos, igualmente espaciados en 152 Da. Hay una serie principal con picos en m/
7= 671, 839, 991, 1143, 1295, 1447 y 1599 Da y otra secundaria (de picos menos intensos)
desplazada en 16 Da respecto de la anterior. Cada pico de la serie en realidad incluye una
distribucion isotopica de picos de una misma especie, tal como se muestra en los recuadros
de ampliacion de la figura 1.

El analisis riguroso de cada una de las distribuciones antes descritas nos permite la
identificacion molecular inequivoca de la especie detectada. Tanto la serie principal como la
secundaria corresponden a estructuras oligoméricas del tipo (C.H,,0)(C,H,0,)n con n= 3,
4, ...,9 asociados a cationes de potasio y de sodio, respectivamente. La unidad masica que
se repite es un residuo de acido galico (C,H,0,; M=152 Da), el que llegaria a formar ésteres
arilicos o dépsidos de polifenoles galicos (unidos entre si por un enlace de éster) enlazados,
igualmente a través de un enlace de éster, al acido quinico.

Rev Soc Quim Peru. 83(1) 2017



Caracterizacion, mediante espectrometria de masas de alta resolucion MALDI/FT-ICR... 109

CHO N

m/2

Figura 1. Espectro MALDI/FT-ICR, en modo positivo, de taninos hidrolizables
extraidos de polvo de tara. Los cuadros superiores encierran sefiales ampliadas
mostrando la distribucion isotopica del pico m/z identificado.

Pizzi et al.” identificaron oligbmeros similares a los que identificamos (entre n=1 y 8) en
tara hidrolizable comercial utilizando MALDI/TOF y HPLC. Sin embargo la estructura
de los oligdmeros que proponen (dépsidos galicos unidos a un quinico) pese a ser sencilla
y la mas viable creemos que no esta suficientemente fundamentada. Clifford et al.?
también identificaron estos oligdmeros (entre n=1 e incluso 9) extraidos de tara comercial
metanolizada, utilizando LC-MS/ESI (cromatografia liquida y espectrometria de masas con
fuente de electrospray o ESI). Las técnicas de fragmentacion que utilizan para las especies
detectadas les permiten proponer estructuras tentativas mejor elaboradas que las de Pizzi et
al.¥ dado que incluyen la presencia de varios isomeros de cada especie detectada a los que
identifican convenientemente como acidos galo-quinicos. Estas estructuras son corroboradas
por los resultados de Aouf et al.'® quienes identificaron, mediante UPLC (Ultraperformance
Liquid Chromatography)-MS/ESI oligémeros entre n=1 y 6. Las estructuras propuestas por
Clifford y Aouf se basan en aquellas reportadas por Haslam et al.?!*? y Horler-Nursten?
quienes, mediante técnicas de analisis cromatografico, proponen que los oligdmeros de
acidos galo-quinicos estarian constituidos no sélo por acidos galicos unidos, via enlaces
de éster, a los distintos sitios OH del 4cido quinico, sino también por cadenas de dépsidos
galicos enlazados en sus posiciones meta y para.

En este contexto nosotros proponemos un analisis mecano-cudntico, usando la Teoria del

Funcional de Densidad o DFT, para dilucidar la naturaleza de las especies identificadas
partiendo de estructuras basicas como son los acidos galico (G,C,H,O,) y quinico (Q,C.H,,0,)
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(figura 2). Estos son acidos carboxilicos polifenolicos con sitios activos localizados en sus
grupos OH y COOH, capaces de formar enlaces de hidrogeno, enlaces de éster o desprotonarse
con facilidad.

En G, que es una molécula plana, el OH situado en la posicion para (o C4) es el sitio mas
activo; mientras en Q es el grupo acido COOH. La orientacion que adoptan los grupos
OH define la naturaleza de sus correspondientes conformeros (rotdmeros). En la Fig. 2, se
muestran los conférmeros G y Q mas estables.

La reactividad de los centros activos los podemos cuantificar introduciendo el concepto
energético de acidez intrinseca (GA) de la especie considerada AH en fase gas, definido
como el cambio de la energia de Gibbs de la siguiente reaccion de transferencia protonica®:

AH — A +H* Ar G(AH,g) = GA (1)

donde AH es el acido neutro y A~ su anién producto de la desprotonacion en un determinado
sitio activo. Cuanto mas bajos sean los valores de GA cuanto mas acidos seran los
correspondientes centros activos, de manera similar al significado del pH o del pK_ de un
acido en disolucion. Utilizando este concepto, determinamos que Q es mas acido en su grupo
COOH (G4 = 1324 kJ/mol) que en el resto de sus grupos OH; mientras que G lo es en su
grupo p-OH (GA = 1312 kJ/mol).
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Figura 2. Estructura de los conformeros mas estables de los acidos quinico (Q, izquierda)
y galico (G, derecha), ambas optimizadas al nivel M05-2X/6-311++G(d,p). Las distancias
interatomicas estan dadas en A.
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La estructura mas sencilla del acido galico unido, via enlace de éster, al acido quinico
(estructura galo-quinica G-Q, identificado por espectrometria de masas MS'*?° con M=344
uma y n=1) admite un considerable numero de isémeros y conformeros. Encontramos que la
especie mas estable incluye un enlace éster que une las posiciones meta C(5) de G y (C4) de
Q (Fig. 3) y donde podemos apreciar también la presencia de un puente de H intermolecular
entre el oxigeno mas activo O(C4) de G y el O(C3) de Q. Los isdémeros G-Q con enlaces
de éster entre las posiciones C1 de Q y otros sitios activos de G son considerablemente
menos estables que el resto de combinaciones posibles, lo cual indica que la presencia de
este tipo de isomeros (identificados por Clifford® como 1-O-galloyquinnic acid) son mas
bien irrelevantes.

Por otra parte, encontramos también computacionalmente que dépsidos de dos acidos galicos
(G-G, éster di-galico) se forman preferentemente uniendo, a través de un enlace éster, las
posiciones meta (C3) de un G con el grupo carboxilico del otro G. Podemos apreciar en esta
estructura la significativa presencia de un puente de H intermolecular entre el OH para y el
oxigeno del carbonilo (Fig. 3-derecha).

Figura 3. Estructura mas estable de especies sencillas de 4cido galo-quinico, G-Q,
(izquierda) y del dépsido galico G-G, (derecha). Ambas estructuras fueron optimizadas al
nivel M05-2X/6-31G(d). Las distancias interatémicas estdn dadas en A.

La estructura del oligdmero galo-quinico Q-G-G identificado por MS'*?*° con M= 496 uma
y n=2, tiene mayor numero de combinaciones para formar isobmeros y conformeros que en
el caso anterior. Encontramos que la estructura mas estable estd formada por un dépsido
di-galico G-G unida a un Q mediante un enlace éster que une las posiciones meta C(3)
de G y (C5) de Q. En esta estructura se puede apreciar la presencia de varios puentes de
H (Fig. 4). Las otras combinaciones, particularmente aquellas que enlazan distintos sitios
activos de Q son significativamente menos estables, por lo que deducimos que la presencia
de estructuras identificados por Clifford?® como “1,X-di-O-digalloyquinnic acids” (X = 3, 4,
5) serian practicamente irrelevantes.
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Figura 4. Estructura mas estable del oligdmero galo-quinico Q-G-G, formado por un
dépsido di-galico G-G enlazado a Q. Estructura optimizada al nivel M05-2X/6-31G(d). Las
distancias interatomicas estan dadas en A.

Teniendo en cuenta nuestro andlisis computacional podemos deducir que los taninos
hidrolizables de tara seca, identificados experimentalmente tanto por nosotros como por otros
investigadores, tienen estructuras oligoméricas formadas principalmente por un dépsido
galico [cadena de Gs unidos entre si por enlaces de éster entre las posiciones meta C(3) y
C(OOH)] enlazado también por un enlace éster al sitio meta (C5) del 4cido quinico, tal como

se muestra en la figura 5.

HO

OH

HO

Figura 5. Estructura de taninos hidrolizables, de polvo de tara, formada por una
cadena de dépsido n-galico (recuadro) unido, via enlace éster, al acido quinico en su

posicion meta C(5).

CONCLUSIONES

El extracto de tara seca y pulverizada, obtenida por disolucion agua/acetona, fue analizado
mediante el espectrometro de masas MALDI/FT-ICR de ultra-alta resolucion (sin dispositivos
de separacion). Los resultados obtenidos, racionalizados por calculos computacionales al
nivel DFT/M05-2X, muestran que las especies identificadas son basicamente estructuras
oligoméricas galo-quinicas, del tipo (C.H,0,)n(C.H ,O,), formadas por una cadena de
residuos de ésteres galicos (dépsido) unida al acido quinico.
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