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¢Qué son los Taninos?

“Son compuestos fendlicos solubles en agua,
con pesos moleculares entre 500-3000, que a
demas de dar las reacciones fenolicas usuales,
poseen la habilidad de reaccionar y precipitar
con alcaloides, gelatinas y otras proteinas”

Bate-Smith and Swain, 1962




Taninos

SN

Hidrolizables No Hidrolizables (Condensados)

(Polimeros de acidos fendlicos) (Polimetos de flava-3-oles)

Florotaninos

(Grupo minoritario y recientemente descubierto)

Difieren en su estructura quimica como en su
origen biosintético

Taninos Hidrolizables

Son esteres de acidos fendlicos (acido galico y elagico), con
una azucar (glucosa) o un polialcohol

- ; Acido Galico =~ === Galotaninos

Acido Eldgico ===>  Elagitaninos

Desde 1989 gracias a Haslam, Okuda y Yokida
= mas de 750 nuevas estructuras se han elucidado
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Proantocianidas: Polimeros de flavan-3-oles

Son unidades de flavan-3-ol unidas entre si por
enlaces C-C en la posicion 4—-8 y 46
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Florotaninos

» Son aislados desde varias especies de algas pardas

> Sus estructuras estan constituidas de unidades de
floroglucinol unidas por C-C o C-O
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Aislado desde Eisenia Arborea




Diversos Alimentos y Vegetales
Poseen Taninos

Métodos para analizar taninos

/ \

Separacion Identificacién

(Cromatografia) (Espectroscopia/Espectrometria)




Cromatografia

Un poco de historia......

Primera aplicacion por Tswett 1906

Adsorcion cromatografica de pigmentos de hoja en una
columna de carbonato de calcio
Cromatografia de particiéon liquido-liquido (Martin and Synge,
1941)
Cromatografia gaseosa (James and Martin, 1952)
Cromatografia en papel (Bate Smith 1964)

High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) (1966) y la
incorporacion DAD (1982) y el desarrollo de materiales para
nuevas columnas

mejord el la caracterizacién — fenoles

Cromatografia

Mejores resultados y actividades son obtenidos si los
taninos son previamente purificados y/o concentrados
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Cromatografia

Monoémeros y oligdmeros:
Fase Reversa (RP-HPLC)

mAU
® Separar componentes por 350
1 300
polaridad
250
— gradientes 200
— solvente acuoso = a un solvente 150
P 100
organico 50
o
m Columnas 5 10 15 20 25 30 35 40 min
. Figure 3. UV trace at 280 nm for a 10 L injection of whole
— Revcrsed-phasc silica (C_l 8) Red Delicious apple extract: P, = monomers; P; = dimers: P;
= trimers: P4 = tetramers: Ps = pentamers: Ps = hexamers:
— w1 , _ Pz = heptamers: Ps = octamers; Pa = nonamers: P =
Polystyrene dlvmylbenzene (PS decamers; Py, = undecamers: Pz = dodecamers.
DVB)

Extraido de Lazarus et al., 1999

Fase Normal (NP-HPLC)

Cromatografia

Proantocianidinas

28 -

f\ \
%m_
i i \\
nt LﬁM/

————— e
—

M . | | L |
08 an 16.00 wm RLE) 01 sn G e Grm a0z
Time (min)

Fig. 1. Chromatogram of the agueous fraction FA from P. pinascer.

Extraido desde Jerez et al., 2006




Cromatografia

Proantocianidinas:

Caracterizacion Estructural
» Catalisis 4cida en la presencia de un agente nucleofilico (Phloroglucinol,
Tiol, Benzil mercaptano) seguido de deteccién en HPLC
» Cromatografia de permeacion en gel (GPC)

’ I
1 | Proanthocyanidins
bae: (freeze-dried)

Sugar, Acids and LMW
phenolics were discarded

Phloroglucinolysis

Toyopearl HW-50F
(Kennedy and Jones, 2001) l

Concentration, mDP, %Y ield

Cromatografia

Proantocianidinas: Caracterizacion estructural por
Phloroglucinélisis

Cromatograma HPLC (280 nm)
Extension units:
1, epigallocatechin-

20} scorbic Acid 2 phloroglucinol (EGC);

a0l % /’hlomglucmu\ 2, catechin-

o phloroglucinol (C);
- 3 epicatechin-
I phloroglucinol (EC) and
3 = 5, epicatechin gallate-
£ ploroglucinol (ECG).
< 30] 1 5

Terminal units:
& M . . 4, catechin (C) and
10} 6, epicatechin (EC).
——

o]

Retention time (- min)




Espectrometria/Espectroscopia

UV-Visible Espectrometria

Espectro flavan-3-oles = Max: 270-290 nm —A ring

Comun a todos los flavonoides

|

No tiene utilidad para identificacion DE TANINOS

Se necesita incorporar otros indicadores que den solo cuenta
de los taninos

=MEDICIONES INDIRECTAS

Espectrometria/Espectroscopia

Ensayos Colorimétricos para Taninos

Tanino + quimico = complejo o aducto coloreado

!
S

v'Falta de selectividad hacia los taninos

Desventajas:

v'Funcionan bien solo con muestras de taninos purificadas




Espectrometria/Espectroscopia

Ensayos colorimétricos para taninos

»Butanol-HCI (Butandlisis) @oreraa, 1959 Depolimerizacion acida,
oxidacién y deteccion. Es selectivo para taninos condensados,
interferencias por agua y metales en la muestra

» Prussian Blue o Folin Ciocalteu (reacciones de oxido-
reduccion). Los fenoles se oxidan no selectivamente

» Vainillina. Influenciada por T, [ ], tiempo, entre otros @um ca, 199
> DMACA (4—dimetilaminocinamaldehido) (Treutter, 1989)

Detectan el producto coloreado de la reaccién tanino- aldehido

Espectrometria/Espectroscopia

Métodos de Precipitacion con Proteinas

Aprovechan la habilidad de los taninos
para reaccionar con los proteinas

Esta habilidad va a depender de:
v Peso molecular de los taninos
v" El nimero de sitios disponibles
v pH
v'T
v Fuerza i6nica
v'Punto isoelectrico
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Métodos de Precipitacion con Proteinas

La eficiencia y el mecanismo de precipitacion de proteinas es diferente para los
diferentes clases de taninos (hidrolizables y condensados)

Proteinas empleadas:
» Haemoglobin (Bate-Smith, 1973)

» Bovine Serum Albumine (BSA), (Hagerman and Butler, 1978; Harbertson et
al., 2003)

» Gelatina (Glories, 1984)
» Ovoalbumina, (Liaudy et al, 2004)

» Saliva humana (0-amilasa) Baxter, 1997)

Métodos de Precipitacion con Proteinas

Deteccion de Taninos en forma Indirecta
Ejemplo de Aplicaciéon de BSA

=Precipitacion Cuantificacién en

equivalentes de

=Complejacion con FeCl, catequina

=Deteccién colorimétrica a 510 nm (mg EC/L)

Otros Métodos de Deteccion de indirecta de taninos
(modulacién o inhibicién de la actividad enzimatica)

» Medicién de la fosfatasa alcalina (Ittah, 1991)
»Inhibicién de B-galactosidasa (Dick and Berne, 1998)

» Accion degradativa de trypsin en las proteinas (Mcnabb et al., 1998)




Espectrometria/Espectroscopia

M¢étodos de Precipitacion con Otros Reactivos

> Polietilenglicol (PEG) gones 1965 Matar cea.1995

> Polivinilpirrolidona (PVP) y Polivinilpoliprirrolidona
(PVPP) s e, 1093 crtona, 1074

» Acetato de Cobfte yem e 1999

» Formaldehido sigeeon, 197

> Ton metilico Iterbio (Yb*?) e, 1089

> Metilcelulosa (MCP) suncctiseeat, 2000

Espectrometria/Espectroscopia

Espectrometria de masa (MS)

MS unida a LC para determinar la masa exacta de taninos

Un poco de historia....
El primer espectrémetro de masa fue construido en 1940
Time of flight (TOF) MS (1946)
Ion cyclotron MS (1948)
Quadrapole filters and ion-trap detectors (1953)
Gas chromatography-TOF MS (1956)

. . Nueva era para
Liquid secondary ion mass spectrometry (LSI-MS) (1978)

la identificacion
Fast atom bombardment mass spectrometry (FAB-MS) (1981) estructural
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Espectrometria/Espectroscopia

Espectrometria de masa (MS)

=No se necesita una gran preparacion de la muestra y la
manipulacién no es excesiva

=>Suave ionizacién —iones moleculares abundantes con minima
fragmentacion

=>Se necesitan muestras relativamente puras

»Matrix-assited laser desorption ionization (MALDI) MS (1987)
»MALDI-TOF-MS (2003)=> es una poderosa hetramienta de mapping

» Electrospray Ionization (ESI-MS) (2002)

»HPLC-ESI-MS (1993) == acoplar es una ventaja para el analisis
»Tandem mass spectrometry (MS-MS) (2004)

Espectrometria/Espectroscopia

Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

> El primer equipo fue introducido en 1953 y se convirtié en una
herramienta analitica con el Varian A-60 en 1961

> Con la introduccién de la transformada de Fourier (FT-MNR) en
1966 se mejoro el desempefio y su aplicaciéon a fenoles

> LC-NMR poderosa herramienta para separar y caracterizar
compuestos (Wolfender et al., 2003)

> Electron paramagneric resonance (EPR) también ha sido
empleada para analizar fenoles (Hageman et al., 2003)
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Espectrometria/Espectroscopia

Espectrometria Infraroja (IR)

» Descubierta F. Wilheim Herschel in 1800

> Region de interés del espectro IR :

Near Infrared (NIR): 14000-4000 cm-1 (700 to 2500 nm)
Mid-Infrared (MIR): 4000 to 400 cm-1 (2500 to 2.5%10* nm)

Cc=C ¢

C=N c—c
4000 M H O H 3200 2600 2300 2100 1800 1500  Fingerprint
I(,H Athr}'eﬂlnhsler. C-H Tiple: ‘Dcubles ——&ngles—

I L | L 1 l L1 | ) | —— ' L1 L | 1 } |
2,360 4€C, 1380 cm™
4000 3000 Cca; 2000 nujol 10CQ

Espectrometria/Espectroscopia

Espectrometria Infraroja (IR)
Ventajas
»No destructiva,
» de anilisis rapido,
» multicomponente

»Minima preparacion de la muestras
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Taninos de Vino
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IR + Analisis Multivariado === Predecir

Modelamiento: “Application of Multivariate Techniques to

Spectroscopy”
Partial Least Square (PLS) = Modeling that maximizes the covariance between X
and Y
1 column=1%
1 file=1 spectrum Spectral
data matrix Reference
Y | Anayss
X y

Y=X*b+e

b. Regresion Coefficient; e. residuals
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“Quantitative Analysis of Red Wine Tannins Using
Fourier Transform Mid-Infrared Spectrometry”

MODELING
86 varietal modeling Concentration
wines [ FT-MR | < P and mpP
Proanthocyanidins Catalysis HPLC

Phloroglucinol

Monomers
. and oligomers

X X discarded
Fraccionation =~ oo

C-18 column

Concentration by
Protein Precipitation
Assay

Best Model to Tannin Quantification
(Calibration with Phloroglucinolysis)

550

500 4 ® Cal-lbra_t|on

X Validation

_. 4501 — Line of perfect correlation
=
>
£ 400
o X
S 350 A o o
o X RMSEC=2.6%
L
> %97 X RMSEP=9.4%
2 2501 X Xy Rc=0.995
5 °
=
& 200 1

150 4 X

100 : : : : : : : :

100 150 200 250 300 350 400 450 500

Tannins by Phloroglucinolysis (mg/L)

550

16



Best Model for mDP determination
(data obtained from Phloroglucinolysis)

mDp by FT-MIR

6,5 -
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@ Calibration
X Validation
— Line of perfect correlation
Xo oo

° = _J
K o
° ¢ %
X
o0 RMSEC=6.7%

iﬁ X X RMSEP=10.3%
o R=0.958

25 3,5 4,5 55 6,5

mDP by Phloroglucinolysis

Conclusion

Un vasto nimero de técnicas pueden ser
empleadas para el analisis de taninos

Es un extenso campo que aun esta

en desarrollo...... y en la caracterizacion

de taninos queda mucho atn por hacer
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