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Resumen

El mosto de uva es un producto rico en azlcares, minerales y vitaminas, que ademas
contiene compuestos bioactivos denominados polifenoles. El mosto es la base para la
produccion de vinos, pero ademas se utiliza en industria alimentaria para la produccién
de bebidas y alimentos para deportistas y nifos principalmente. EI mosto concentrado
industrialmente, es el producto que se comercializa para este tipo de aplicaciones, ya
que facilita su conservacién y transporte.

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas que se ha demostrado
tienen capacidad antioxidante. Esta caracteristica les ha hecho objeto de numerosos
estudios y se ha demostrado que la inclusion de alimentos ricos en polifenoles en la dieta
proporciona multiples beneficios para la salud humana y previene el desarrollo de
enfermedades.

El objetivo de esta tesis es estudiar el contenido en polifenoles del mosto de uva de
la variedad Airén y determinar si el proceso de concentracion del mosto afecta a estos
compuestos. Para ello, se ha realizado un estudio comparativo de los polifenoles
presentes en mostos de diferentes variedades de uva (Airén, Gewl{irztraminer, Sauvignon
blanc, Verdejo y Tempranillo) y del mosto Airén en diferentes etapas de concentracion.
Se ha establecido un método de extraccion de polifenoles de mosto, se han caracterizado
mediante HPLC y 16 de ellos (12 no flavonoides y 4 flavonoides) se han cuantificado
utilizando la técnica de HPLC-MS.

Los resultados obtenidos indican, que el perfil de los polifenoles estudiados es muy
similar en todos los mostos analizados, si bien cabe destacar el alto contenido en
catequina y quercetina en el mosto Airén. Sin embargo, al analizar la capacidad
antioxidante de los extractos polifendlicos, si que aparecen diferencias significativas,
especialmente con la variedad Tempranillo, que genera el mayor efecto antioxidante.
También se ha demostrado, que el proceso de concentracion industrial afecta
negativamente al contenido de polifenoles, llegando a pérdidas de hasta el 66% en
algunos compuestos.

Ademas, se ha hecho una revision sistematica y meta-analisis para estudiar el efecto
de los polifenoles de uva en leucemia, un tipo de cancer con elevada prevalencia a nivel
mundial, especialmente algunas leucemias agudas en poblacién infantil. Los resultados
obtenidos indican, que los polifenoles de uva inhiben la proliferacion de células tumorales
de leucemia humanas cultivadas /n vitro, en especial en lineas celulares derivadas de

células mieloides y de monocitos.



Summary

Grape must is a product rich in sugars, minerals, and vitamins, which also contains
bioactive compounds named polyphenols. Grape must is the base ingredient in wine
production, but it is also used in the food industry to produce foods and drinks mainly
for athletes and children. Industrially concentrated must is the product marketed for
these uses due to its ease of preservation and transport.

Polyphenols are secondary plant metabolites with antioxidant activity. This
characteristic has prompted numerous studies which collectively have shown that dietary
inclusion of foods rich in polyphenols provides humerous benefits for human health and
prevents development of diseases.

The aim of this thesis is to characterise the polyphenol content in grape must of the
Airén variety and to determine whether the process of concentration affects it. To this
end, a comparative study of the polyphenol content profiles of musts of different grape
varieties (Airén, Gewdirztraminer, Sauvignon Blanc, Verdejo, and Tempranillo) was
carried out, as well as of the Airén must at different stages of concentration. A method
for polyphenol extraction from grape must and subsequent high performance liquid
chromatography (HPLC) characterisation was established, and 16 species (12 non-
flavonoids and 4 flavonoids) were quantified by mass spectrometry (MS).

Our results show that polyphenol content profiles are remarkably similar across all
the musts analysed, although the high content of catechin and quercetin in Airén must
is noteworthy. However, significant differences were observed when analysing the
antioxidant activity of polyphenol-containing extracts, with those obtained from the
Tempranillo variety exhibiting the largest antioxidant effect. Our data also reveal that
the process of industrial concentration reduces polyphenol content, resulting in losses of
up to 66% of some compounds.

Additionally, a systematic review and meta-analysis were conducted on the potential
effects of polyphenols from grapes on leukaemia, a type of cancer with high prevalence
worldwide, especially some types of infantile acute leukaemia. Our results indicate that
polyphenols found in grapes inhibit the proliferation of human leukaemia tumour cells /n

vitro, especially myeloid and monocyte cell lines.









1. Introduccion.
1.1.La vid.

La vid es un arbusto caducifolio, sarmentoso y trepador que pertenece a la familia de
las Vitaceas (Vitaceae):. La vid, es el nombre comun utilizado para designar a todas las
plantas que pertenecen al género Vitis. Dicho término engloba a todas las especies que
se cultivan y que producen bayas, tanto para consumo directo en forma de uva de mesa
0 pasas, como para la elaboracion de otros productos, como mosto o vino. El naturalista
sueco Carl Linneo (siglo XVIII), considerado el creador de la nomenclatura binomial para
la clasificacion taxondmica de los seres vivos, fue quien nombrd a la vid como Vitis
vinifera. El ampeldgrafo y profesor Branas afirma que existen en el mundo 61 especies
distintas del género Vitis y su distribucién geografica se puede explicar en base a la
teoria de Wegener, de la deriva de los continentes. Esta es la razén por la cual en la
cuenca del Mediterraneo existe solamente la especie Vitis vinifera, mientras que en

América y en Asia estan presentes el resto de especies:.

1.1.1. Historia y distribucion geografica de la vid.

La vid, es una especie vegetal que estaba presente en el mundo cuando aparecio el
hombre. El género Vitis aparecid en Europa hace veintiséis millones de afios ocupando
posiciones moderadamente calidasz. La dispersion de las semillas por las aves, el viento
y el agua disemind las especies silvestres ( Vitis sylvestris) hasta las costas asiaticas del
Mediterraneo, generando las llamadas Proles Orientales. Las especies localizadas en el
sur del mar Negro, son las denominadas Proles Ponticasy las ubicadas en el occidente
del mar Mediterraneo, son las Proles Occidentales, que avanzaron hacia el este del mar

Mediterraneo (Figura 1) 1, 3.
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Figura 1. Mapa de la distribucién de la vid en el Mediterraneo y Proximo Oriente 1, 3.

A lo largo de la historia, el ser humano ha consumido el fruto de la vid al final del
estio, también aprendié a conservarlo en forma de pasas hasta que, de manera
involuntaria, se descubrid una nueva bebida, el vino 1, 4. Aprendid a seleccionar y
domesticar la vid por un proceso sencillo de seleccién, teniendo en la actualidad un
inmenso patrimonio, con mas de dos mil varietales distintas. En Europa, el cultivo de la
vid data de la prehistoria. Se han encontrado semillas en yacimientos de asentamientos
de la Edad de Bronce en los actuales paises de Suiza e Italia, asi como en tumbas del

antiguo Egipto:.

El origen del cultivo de la vid tuvo lugar en las primeras comunidades sedentarias en
las riberas del mar Mediterraneo y los grandes rios de Oriente Préximo: el Tigris y el
Eufrates. No obstante, hay botanicos que creen que el origen de la uva cultivada en
Europa se encuentra en la region del mar Caspio. Afirman que la especie Vitis vinifera,
de la cual evolucionaron la mayoria de las variedades conocidas actualmente, se cultivd
por primera vez en las montafas del Caucaso alrededor del ano 6000 a.C y desde alli se
expandieron. Otros historiadores aseguran que los primeros rastros de cultivo de la vid
datan de Mesopotamia y Grecia, en torno al 5500 a.C 1,s. Es por todo ello, que la vid se
considera un cultivo propiamente Mediterraneo. Fueron los fenicios, y algo mas tarde
otros pueblos del mar Egeo, los que, en sus actividades comerciales y colonizadoras,

extendieron el cultivo de la vid y la cultura del vino por todo el Mediterraneos, s.



En la Peninsula Ibérica, no esta claro el origen de la practica del cultivo de la vid, a
pesar de la presencia de vifiedos desde el tercer milenio a.C., manifestado por restos de
pepitas encontradas en diversos yacimientos arqueoldgicos y estudios polinicos. Algunos
historiadores asignan a los colonos fenicios dichos yacimientos, quienes, en sus primeros
asentamientos de Rosas, Ampurias y Sagunto, desde los siglos IX a VIII a.C.,
introdujeron el vino y, por tanto, el cultivo de la vid. Hay otros historiadores que
atribuyen su importacion a los tartessos del sur de Espaia, en torno al afo 2200 a.C.
Por ultimo, hay historiadores que lo asignan a los punicos en el s. V a.C., posiblemente

por las técnicas de regadio que introdujeron en la peninsula 1, s, .

Las variedades de uva que se cultivan en la actualidad en la Peninsula Ibérica
proceden de cruzamientos entre las especies Vitis viniferay Vitis sylvestris. Son en su
mayoria vides con bayas pequenas y con gran cantidad de antocianos y taninos en las
variedades tintas nobles, tales como Cabernet Sauvignon, Merlot o Tempranillo, entre

otras. Las variedades blancas son mutaciones albinas de las variedades tintasi-3, s.

1.1.2. El cultivo de la vid en el mundo y en Espaiia.

La vid tiene una gran importancia econémica a nivel mundial, ya que existe una
elevada produccion de uva de numerosas variedades, que se ha destinado,
fundamentalmente, a la obtencion de productos de uso alimentario, siendo el vino el
principal producto generados, 7. Se cultiva principalmente en las regiones templadas del
planeta (entre 10°C-20°C de temperatura media anual), comprendidas entre los 30° y
50° de latitud norte y sur, denominadas las lineas de Wagner, donde estan definidas las
cuatro estaciones del afio (Figura 2) 1, s. Es una planta de clima mediterraneo, que se
encuentra distribuida por toda la regidon central y sureste de Europa, asi como por el
suroeste de Asia, la region templada del continente americano y la costa este de
Australias. Las regiones vitivinicolas mas importantes se sitian en especial en Europa
Occidental, los Balcanes, California, Australia, sureste de China, Sudafrica, Chile y

Argentina; todas ellas zonas templadas.
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Figura 2. Area actual del cultivo de la vid segun las latitudes geogréficas. El area cultivada en
clima templado estd marcada en verde oscuro, en verde claro se representa el area cultivada

fuera de clima templados.

El cultivo de la vid es de gran importancia en un pais tradicionalmente vitivinicola
como es Espaiia, siendo el vino y el mosto los principales productos derivados de la vid
9. La superficie de cultivo de vid en Espafa representa el 8.5% a nivel mundial y el 24%
dentro de Europa. Segun los datos estadisticos de la Organizacion Mundial de la
Alimentacién (FAOSTAT), los principales paises productores de uva son: China, Estados
Unidos, Espaiia, Italia, Francia, Turquia, Chile y Argentina (Figura 3) 10. Muchos de estos
paises poseen ademas una industria vinicola muy desarrollada a nivel tecnoldgico, que
les permite producir vinos de alta calidad. La exportacién total de uva en 2016 se cifra
en 1.735.414 toneladas. De éstas, 610.000 toneladas corresponden a las exportaciones
realizadas por los productores italianos, 490.000 toneladas procedian de Chile, 215.000
toneladas de Estados Unidos, mientras que Grecia y Espafia compartieron una cifra de
100.000 toneladas exportadas. Turquia, que se muestra como uno de los mayores
productores mundiales de uva, exporté 28.000 toneladas 7, 10. La uva se destina tanto a
consumo fresco como a produccion de vinos y mosto. En funcion de los propdsitos finales

las variedades de interés tendran un manejo fitotécnico distinto.
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Figura 3. Evolucion de la produccion de uva en el periodo 2007-2016 por los 10 paises

productores principales a nivel mundial (datos de FAOSTAT)1o.

En Espafa, es el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente
(MAGRAMA), el organismo encargado de la regulacién de los cultivos y su comunicacion
a los organismos internacionales competentes:i. El cultivo de la vid es de gran
importancia, tanto desde el punto de vista econdmico como cultural. Durante las ultimas
décadas, la produccién anual de uva se ha incrementado a pesar de haberse ido
reduciendo paulatinamente el area de cultivo de vid (Figura 4), posiblemente por las
mejoras en las técnicas de cultivo y recoleccion, al mecanizar todas las etapas del

Proceso s, 7, 10.
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Figura 4. Evolucion de la produccién de uva en Espana en el periodo 1961-2016 (datos de
FAOSTAT) 10, 11.

En el afio 2019, Espaiia contabilizaba una superficie de 967.234 hectareas dedicadas
al cultivo de vifiedo, lo que representa el 3,3% del total de la superficie agraria util (SAU)
7,11 . Esto hace que la vid sea el cuarto cultivo mas importante del pais y el segundo

cultivo lefioso mas abundante tras el olivari1 (Figura 5).

Almendro™
(16%)

Viiiedo
Olivar (18%)
(52%)

Figura 5. Distribucion del area dedicada a cultivos lefiosos en Espafna en 2019 (datos del
MAGRAMA).



La evolucién de la superficie cultivada de vid en Espafia, ha seguido una tendencia
decreciente en el caso de las variedades blancas y una tendencia creciente en el caso
de las variedades tintas. Del total de uva plantada en Espana en el afio 2016, el 52%
fueron variedades tintas, destacando entre ellas la variedad Tempranillo, la cual
representa un 21% de la superficie total, siguiéndole por orden de importancia las
variedades Bobal, Garnacha tinta, Monastrell, Cabernet Sauvignon, Syrah y Garnacha
tintorera. En conjunto, estas siete variedades representan el 90% de la superficie total

de variedades tintas y el 46% del total de la superficie de vifnedo de nuestro pais.

En cuanto a las variedades blancas, la variedad Airén, con 215.546 hectareas, es el
varietal de uva mas cultivado en nuestro pais. Esta variedad representa el 23% de la
superficie total del vifiedo existente en Espana y es la mitad de la superficie cultivada de
uva blanca. Destacan, ademas, los varietales blancos enumerados a continuacion:
Macabeo, Pardina, Verdejo y Cayetana Blanca. Estas cinco variedades en su conjunto,
representan el 73% de la superficie total de variedades blancas, lo que significa un 33%

del total de superficie de vinedo de nuestro pais o, 10.

La distribucion de los varietales en los Gltimos quince anos ha ido variando; en el caso
de los varietales Tempranillo y Syrah la superficie cultivada se ha cuadruplicado desde
el ano 2000 y; en el caso de la variedad blanca Verdejo, se ha triplicado. De entre las
variedades de uva para vinificacidon que mas han visto reducida su superficie de cultivo
desde el afo 2000, destacan la variedad blanca Airén, con una pérdida de 123.089
hectareas, la variedad tinta Bobal y la variedad Garnacha tinta. En la figura 6 se muestra
la distribucion de las variedades de uva cultivadas en Espafa destacando el porcentaje

que representan las variedades estudiadas en la presente investigacioni:.
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Figura 6. Representacion grafica de la superficie cultivada (%) en Espaina de las diferentes

variedades de uva 11.

1.1.3. Lavid en Castilla-La Mancha.

El cultivo de la vid se da en todas las Comunidades Auténomas espaiolas y, aunque
la evolucion del cultivo no presenta uniformidad entre ellas, cabe destacar a Castilla-La
Mancha como la Comunidad Auténoma que mas uva produce, segun los datos
actualizados para el afio 2019 por la Subdireccion General del Ministerio de Agriculturas,
11. La Comunidad Auténoma de Castilla-La Mancha se encuentra situada en el area
meridional de la Meseta Central, limitando con las siguientes regiones: al norte, con
Madrid y Castilla y Ledn; al sur con Andalucia; al este con Aragén y la Comunidad
Valenciana; al oeste con Extremadura y al sureste con la Regidon de Murcias, 11. La
extension dedicada al cultivo de la vid en Castilla-La Mancha es de 468.029 hectareas y
representa el 48% de la superficie total cultivada en Espafia (Figura 7). Las
caracteristicas de su suelo y las condiciones climaticas han convertido Castilla-La Mancha
en una zona tradicionalmente vitivinicola, con grandes plantaciones de vifiedo y
modernas industrias elaboradorasi. Hay pocas regiones en el mundo que se hayan
vertebrado tan claramente en torno a un monocultivo como ésta. No existe en Espafia

otra regidn, salvo La Rioja, con este grado de especializacion vitivinicolaz, 12.
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Figura 7. Hectareas cultivadas de vifiedo en las Comunidades Autonomas de Espania. (datos del
Informe MAGRAMA 2019)11.

En el Plan Estratégico del Sector Vitivinicola Regional elaborado por la Universidad de

I A\

Castilla-La Mancha para la Consejeria de Agricultura, se incide en el “caracter
vertebrador del vifiedo en el territorio de Castilla-La Mancha”i3. En enero de 2018, el
consejero de Agricultura, Medio Ambiente y Desarrollo Rural, Francisco Martinez Arroyo
presentd el Plan Estratégico del Sector Vitivinicola de Castilla-La Mancha, que es una
clara apuesta por la exportacién y la calidad, con el fin de poner en valor los vinos de
las denominaciones de origen de Castilla-La Mancha. En la regién se cultivan veinticinco
variedades de uva diferentes, siendo Airén y Verdejo las variedades mas representativas
de uva blanca. No obstante, hay otras variedades blancas en menor proporcién como
Sauvignon blanc y Gewdrztraminer. Por ello, se han estudiado también en esta
investigacién. En cuanto a las variedades tintas, Tempranillo y Bobal son las que ocupan

un mayor porcentaje de la superficie cultivadas, 1s.



1.1.3.1. Airén.

La primera referencia a una clasificacién de las uvas en
Espafia se encuentra en la obra escrita por Gabriel Alonso de
Herrera en 1513, Agricultura Generali4, bajo peticion del
Cardenal Cisneros. La obra recopila la agricultura que se
realizaba en el Reino de Espafia en aquella época. En el libro

segundo, que trata de la vid, aparecen las primeras

referencias a la uva de la variedad Airén, por entonces
Figura 8. Racimo de  genominada “Lairén”. La variedad de uva blanca Airén es
uva de la variedad Airén
originaria de Espafia y es una de las variedades blancas mas
cultivadas en el mundo debido a su capacidad de adaptacién a climas extremos y secos.
Actualmente, la variedad Airén ocupa la mayor parte de la superficie del vinedo espaiiol,
localizada mayoritariamente en Castilla-La Mancha 11, 1s. ES la uva blanca mas abundante
de Espafa, siendo el 49% de toda la superficie ocupada por variedades blancas. En
2019, en esta region se produjeron 44.806 hectolitros de vino y 4.789 hectolitros de
mosto a partir de esta variedad de uvaii. Es una variedad rustica y fértil, de brote y
maduracion tardia, adaptada a terrenos aridos y duros, propios de suelos calcareos, lo
que también la hace muy resistente a la sequia. Los vifiedos de Airén tienen poca
densidad y producen 4,5-6 kg de uva por cepais. Se caracteriza por ser una variedad de
racimos grades y sueltos con bayas de grosor medio, esféricas, con pulpa blanda y muy
jugosas (Figura 8). El mosto de uva Airén es de color amarillo pélido y tiene una
concentracion de azucares comprendida entre los 19-21° Brix (gramos de azUcar disuelto

por cada 100 gramos de disolucion).

La variedad Airén se ha considerado histéricamente una uva de baja calidad para
producir vinos, porque no genera un perfil aromatico complejos. No obstante, en la
Ultima década se ha venido utilizando para la elaboracién de vinos blancos de las
denominaciones de origen La Mancha y Valdepefias y la produccién de alcoholes
destilados, como los brandies jerezanos. En la actualidad, con el desarrollo de nuevas
técnicas de viticultura, se esta redescubriendo esta variedad y se esta utilizando para la
elaboracion de nuevos vinos producidos en coupage con otras variedades y para la
elaboracion de mosto concentrado de utilidad en la industria vinicola y el sector

alimentario 2, 17.
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1.1.3.2. Gewiirztraminer.

La uva Gewirztraminer es una variedad muy
aromatica originaria de Alemania, que crece con facilidad
en climas frios (“gewdrZ' significa herbaliz, 15). Es una
variedad que contiene un nivel alto de azlcares naturales
(2309 Brix) y confiere a los vinos un olor floral caracteristico.
La uva tiene una piel rosada, pero se considera una uva

blanca (Figura 9). Este varietal estd poco presente en

Figura 9. Racimo de uva de  Espafia, con tan solo 72 hectareas, lo que representa un
la variedad Gewdrztraminer g 019 de la superficie cultivada de variedades blancas. Sin
embargo, cabe destacar que el 17% de toda la superficie dedicada a este cultivo se

encuentra en Castilla-La Manchap, 11.

1.1.3.3. Sauvignon blanc.

La variedad Sauvignon blanc desciende de la
variedad savagnin, que proviene de la region de
Burdeos, en el suroeste de Franciai2. El nombre surge
de la unién entre las palabras francesas salvaje
“sauvage”y blanca “blanc”is. Es una variedad plantada

en numerosos lugares del mundo para la produccion de

vino blanco, refrescante y seco. Produce uvas con piel
Figura 10. Racimo de uva de de tonalidad verde claro en racimos grandes y sueltos
la variedad Sauvignon blanc ., 5romas similares al pasto y a la hierba (Figura 10).
Es una uva con alta acidez y concentracion de azlcares similar a otras variedades
cultivadas (20° Brix). En Espafa el cultivo de esta variedad ocupa el 1,15% de toda la
superficie de las variedades blancas. Se cultiva principalmente en la comunidad de
Castilla y Ledng, 11. En Castilla-La Mancha ocupa una superficie de alrededor de 1200

hectareasy, 11.
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1.1.3.4. Verdejo.

El varietal Verdejo blanco, o simplemente Verdejo,
es una uva blanca originaria de Espafiaiz, resultado del
cruce entre la variedad traminer (también conocida como
savagnin) y la variedad castellana blancais. Esta vid es
una planta de porte horizontal, con poco vigor y baja

fertilidad. Los racimos son pequefos, al igual que el

tamafio de sus bayas (Figura 11), con una produccion

Figura 11. Racimo de uva
de la variedad Verdejo.

media de 1,7 kg uva por cepazis. Es resistente a la sequia
y se adapta bien a terrenos poco fértiles y arcillosos. Es
una variedad muy sensible al oidio que precisa de podas largas para obtener
producciones aceptables. El mosto y la uva son moderadamente acidos y ligeramente
amargos. En Espaiia, se cultivan 19.000 hectareas, que representan un 4,3% de toda la
superficie cultivada de variedades blancas. Esta presente, sobre todo, en la comunidad
de Castilla y Ledn, especialmente extendida en los vinos de Denominacion de Origen
Rueda. La siguiente regién donde hay mas varietal Verdejo es Castilla-La Mancha, con
alrededor de 5.500 hectareas, lo que supone un 34,5% del total en Espafas. Hay,
ademas, pequenas cantidades plantadas en Extremadura, Aragon y Murcia entre otras

Comunidades Autonomas o.

1.1.3.5. Tempranillo.

La variedad Tempranillo produce una uva tinta con
piel gruesa. Esta variedad crece mejor en altitudes
relativamente elevadas, pero puede también tolerar
& climas mucho mas templados, siendo poco resistente a la
sequia extrema y a temperaturas elevadas. Produce

racimos compactos con forma cilindrica de bayas esféricas

de color negro purpura y con pulpa incolora (Figura 12).

No esta determinado el origen de la variedad en Espana,

Figura 12. Racimo de uva
de la variedad Tempranillo.  Pero un estudio del Instituto de Ciencias de la Vid y el Vino

en colaboracion con el Instituto Madrilefo de Investigacion
y Desarrollo Rural, Agrario y Alimentario ha determinado que pudo surgir de una
hibridacion espontanea entre las variedades Albillo Mayor y Benedicto, en el Ultimo
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milenio, probablemente en el entorno del valle del Ebro, considerandose por tanto
autoctona de La Rioja1z, 1s. Es llamada la "uva noble" de Espafia, aunque se le conoce
también con otros nombres locales como tempranillo riojano en La Rioja o cencibel en
Castilla-La Mancha 2, 11, 15 . Es una variedad muy versatil que se cultiva también en
Portugal, Francia, Argentina, México, Marruecos, Grecia, Sudafrica y California. Produce
un mosto con un pH mayor al de otros mostos, debido a la presencia de acido malico,

en lugar de acido tartarico2.

Segun los Ultimos datos oficiales del Ministerio de Agricultura y la Subdireccion
General de Estadistica, en Espafa hay una superficie cultivada de vifiedo de la variedad
Tempranillo de 201.035 hectareas, lo que supone un 11% de la superficie total de la vid
del pais 1,9, 11 y un 17% de la superficie de cultivo en Castilla-La Manchas, 11. La variedad
Tempranillo es la mas utilizada en Espafa para elaborar vinos tintos con crianza
(autorizada en casi 30 Denominaciones de Origen espaiolas), tanto en sus versiones de

monovarietal como en coupage con otras variedades tintas 1, 12, 1.
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1.1.4. El mosto de uva.

El Cddigo Alimentario Espafiol de 1967, define el mosto como «el zumo obtenido por
presion de la uva en tanto no haya comenzado su fermentacién, sin hollejo, pepitas ni
escobajos»19. El mosto estda compuesto principalmente por agua y una matriz de
azUcares, que constituyen el componente mayoritario. Estos azlcares son glucosa y
fructosa y constituyen entre un 80% y un 90% de los solidos solubles del mosto. Por
ello, son los que van a influir en el aporte caldrico de esta bebida. Las proteinas estan

presentes a concentracion de 0,2—-0,3 g/L y no hay apenas lipidos.

En el momento de la maduracién de la uva, los azlicares glucosa y fructosa estan en
una proporcion ideal de 1:1y a una concentracion media de 190 g/L o 19°Brix. En cuanto
al aporte caldrico, que supone el consumo de mosto, varia en funcidon de si es mosto
blanco (entre 57,3 y 60,9 kcal/100 mL) o tinto (entre 58,7 y 62,4 kcal/100 mL)zo. En el
mosto, ademas de azlcares y proteinas, hay vitaminas y minerales como el potasio
(entre 20 y 40 mg/100mL) o el fosforo (alrededor de 15 mg/100mL) y microelementos
como el hierro (0,3 mg/100mL). En conjunto, no son concentraciones elevadas, pero en
pequefia medida, el consumo de mosto contribuye al aporte de micronutrientes a la
dieta. Ademas, en el mosto hay otros compuestos que, por sus propiedades fisico-
quimicas, son beneficiosos para la salud, y son los denominados compuestos bioactivos,
entre los que destacan los polifenoles. Los polifenoles son una amplia familia de
compuestos que se encuentran en concentraciones variables en el mosto y se
caracterizan por tener capacidad antioxidante. Gracias a ello, la vid se protege de
agresiones externas y condiciones climaticas adversas. Ademas, son responsables de los

colores, olores y sabores propios y caracteristicos de cada variedad de uvaa.

La obtencién del mosto es una de las primeras etapas para la elaboracion del vino,
gracias a la accion de las levaduras procedentes del hollejo de la uva, o gracias a
levaduras comerciales adicionadas al mosto. La obtencion de mosto para la produccion
de vino constituye la mayor demanda de este producto a nivel mundial. Sin embargo, el
mosto de uva es una bebida natural cuyo consumo se ha extendido en gran medida en
las ultimas décadas, aunque ya se utilizaba desde la romanizacién de la Peninsula
Ibérica:. El mosto se podria considerar una bebida energética por su composicion en
azUcares, vitaminas y minerales, lo que ha llevado a que este producto se utilice en la

actualidad como base o complemento en la formulacion de otros productos alimentarios.
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1.1.4.1. Aplicaciones industriales del mosto de uva.

El mosto de uva tiene varias aplicaciones industriales, siendo la produccién de vino la
mas destacada, ya que consume el 80% del volumen de uva cosechadaio, 22. La
fermentacion alcohdlica de los azucares de la uva por las levaduras producira la aparicion
del vino, un producto complejo con multitud de productos metabdlicos procedentes de
todos los microorganismos implicados en el proceso, que son los responsables de sus
caracteristicos aromas, texturas y cuerpo, ademas de los efectos beneficiosos para la
salud. En Espaia, al igual que en el resto del mundo, la mayoria del mosto de uva que
se genera es directamente fermentado para obtener vinos de diversa graduacion,

envejecimiento y sabor, principalmente en variedades tintasii.

Otra aplicacién importante del mosto de uva lo constituye el sector de la alimentacién.
El mosto se anade, junto a otras frutas o lacteos, como ingrediente principal en purés,
papillas y zumos para alimentacion infantil y deportiva. La finalidad es el aporte de
azUcares y vitaminas de manera natural, sin alterar los sabores de la mezcla final. La
presencia de los azUcares fructosa y glucosa, como componentes mayoritarios en los
zumos, hace que no sea recomendable su consumo para los enfermos diabéticos. No

obstante, es importante este aporte para nifios y adultos con gran actividad fisicazo.

Una tercera aplicacién del mosto en relacidn con la produccién de bebidas alcohdlicas
es su uso para la chaptalizacién de los vinos. La chaptalizacién consiste en incrementar
la concentracion de aziicares en un mosto, usualmente de variedad tinta, utilizando
azUcares naturales procedentes de mosto concentrado, principalmente de variedades
blancas. Para ello, se suele afiadir mosto blanco concentrado a 65°Brix. Este es un
proceso especialmente recurrente en paises con climas mas frios que los de las zonas
mediterraneas, donde la uva no alcanza el grado de madurez necesario para producir
vinos con la concentracion alcohdlica deseada. En Espaia, la Ley 24/2003 del 10 de Julio
de la Vifa y del Vino, prohibe el aumento artificial de la graduacién alcohdlica salvo en
casos concretos expresamente autorizados debido a condiciones meteoroldgicas
desfavorables. En el resto de los paises de la Unidon Europea, esta manipulacion del
mosto se autoriza en funcién de lo que tenga estipulado la reglamentacién nacional. En
Alemania y Francia se permite esta practica mientras que, en Italia, al igual que en
Espana, esta prohibida. Este aspecto es uno de los principales puntos de la reforma

agraria comunitaria en el sector vitivinicola, en debate desde 20072s.
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El proceso de concentracion del mosto consiste basicamente, en una deshidratacién
parcial mediante evaporacion, lo que provoca la eliminacion de hasta un 60% de agua
y concentra los azUcares hasta los 65°Brix2o0. La empresa Mostos Espafioles S. A., ubicada
en Tomelloso (Ciudad Real), es una empresa pionera dedicada al procesamiento y
concentracion de mosto de uva, principalmente de la variedad Airén, en las diversas
formas en las que lo comercializa (mosto concentrado normal, mosto concentrado
decolorado y mosto concentrado aséptico). Sus productos estan presentes en 30 paises,
siendo los principales destinos de exportacion: Italia, Francia, Rusia, Holanda, Alemania,
Portugal, Polonia, Ucrania, Grecia, Reino Unido y Finlandia. Mostos Espanoles S.A. ha
promovido y financiado esta investigacion con el objetivo de caracterizar el contenido en
polifenoles de los mostos concentrados que produce y de este modo poder tener una
certificacion propia de su calidad. Esto da un valor anadido al producto, puesto que los
polifenoles son compuestos antioxidantes naturales, que se ha demostrado tienen

importantes beneficios para la saludzz, 24.
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1.2.Polifenoles.

Las plantas son organismos vivos complejos capaces, gracias a su metabolismo, de
producir gran cantidad de compuestos quimicos con una amplia variedad de funciones
vitalesz1, 25. Los productos metabdlicos pueden agruparse en dos grandes grupos, el
conjunto de metabolitos primarios y los metabolitos secundarioszi, 26. Los metabolitos
primarios son aquellos compuestos implicados en rutas metabdlicas de crecimiento
directo de la planta, como pueden ser los azlcares producidos en las reacciones de
fotosintesis o las fitohormonas auxinas y giberelinaszi, 27. Los metabolitos secundarios
son aquellos que participan en rutas metabdlicas no relacionadas directamente con el
crecimientozs, 26. Hay metabolitos secundarios que ejercen de soporte mecanico como la
lignina. Otros tienen la funcidn de atraer animales polinizadores o dispersores del fruto,
como las antocianidinas, que dan coloracion a las floresz7, 2s. Otros, como los polifenoles
contribuyen a la resistencia de la planta frente a microorganismos e insectos y ayudan
a preservar su integridad frente al estrés provocado por su continua exposicion a factores
ambientales, como pueden ser la radiacion ultravioleta o las altas temperaturas entre
otros2e-31. Los polifenoles estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal,
encontrandose en cantidades interesantes en el tész, 33, hierbas silvestress4, 35, cacaoss, 37
o la uvaz, 38, asi como en otros productos naturales como la miel, propdleos y jalea

realz7, 2s, 39.

1.2.1. Definicion y sintesis de polifenoles.

Los polifenoles son un grupo heterogéneo de compuestos organicos, que poseen al
menos un grupo fenol en su moléculazs, 39, 40, pudiendo tener en su estructura varios
grupos bencénicos sustituidos por grupos hidroxilicoszs. Existen alrededor de 6.000
compuestos polifendlicos distintos en la naturaleza y se han clasificado de diferentes
formas atendiendo a caracteristicas estructurales o funcionalesai-44. Constituyen un
grupo muy diverso desde el punto de vista de su estructura quimica, incluyendo desde
moléculas sencillas con un Unico grupo fenol, como los acidos fendlicos, hasta polimeros
complejos, como los taninos o la lignina. Se sintetizan a partir de las rutas metabdlicas
de los poliacetatos y del acido shikimico, siendo este ultimo el responsable de la sintesis

de la mayor parte de los polifenoles de las plantas.
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A partir de la ruta de los poliacetatos se generan las quinonas, que participan en la
formacion del grupo de los flavonoides o el grupo fenoles simples y taninoszs. La ruta
del acido shikimico utiliza como precursores la eritrosa-4-P y el fosfoenolpiruvato (PEP)
para sintetizar el acido 3-deoxi-D-arabino-heptusolénico-7-fosfato (DAHP)zs, 39, que es el
precursor del acido shikimico y derivados de éste, como los aminodacidos aromaticos o el
acido cindmico, un acido aromatico que constituye una de las unidades basicas de

muchos otros compuestos mas funcionalizados (Figura 13) 25, 45-47.

Eritrosa 4 fosfato Acido 3-deoxi-D- i hodionnol ko
(de la ruta metabdlica de las— arabino-heptusolénico- (dela Iuoéli|s’is)
pentosas-fosfato) (PEP) 7-fosfato (DAHP) | g
Ruta del Acido
Shikimico
| Fenialanina [C6-C3] | Acetil CoA
| Acido Cindmico [C6-C3] | Ruta de Poliacetatos
| Flavonoides [C6-C3-C6] ‘ | Quinonas
Fenoles simples [C6-C3][C6-C1]
Lignina [C6-C3]n ‘
Taningl;Tl?c;Ir:iliiiables Taninos condensados
[C6-C3-C6)

Figura 13. Rutas metabdlicas de sintesis de polifenoles a partir del acido shikimico y de la ruta
de los poliacetatosas.
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Una de las rutas mas importantes de sintesis de polifenoles es la ruta de los fenil-
propanoides, en la que a partir de la fenilalanina se genera el acido cinamico, del cual
se pueden obtener el resto de fenil-propanoides: los estibenoides, las isoflavonas y la
naringenina, a partir de la cual se sintetizan otras familias polifendlicas como flavonoles,

flavanoles o antocianidinas entre otros compuestos (Figura 14)2s, 31, 39, 47.

[ Fenilalanina |

[ Acido cindmico |

[ Acido p-coumérico |

[ 4-Coumaroil CoA |

[

[ Isoflavonas | | Naringenina | [ Estilbenoides |
| Isoflavonoides | |
| Isoflavanonas |

| Dihidroflavonoles | | Dihidromiricetina I_] Dihidrokaempferol I_IDIhidroquercitina I_I Flavanoles |

[Leucoantocianidinas| [ Leucodelfinidina | | Leucopellargonidina | | Leucocielmidlna 7—|
[ Antocianidinas | [ Delfinidina | [ Pelargonidina | [ Cianidina | Proantodanidines

l l |
[ Antocianinas | [Delfinidina-3-glucosa| [Pelargonidina-3-glucosa [Cianidin-3-glucosa

Figura 14. Ruta general de sintesis de los fenil-propanoidesza.

1.2.2. Estructura quimica y tipos de compuestos polifendlicos.

La clasificacion mas generalista, agrupa a la totalidad de los polifenoles procedentes
de vegetales, sobre la base de su estructura quimica, en dos grandes grupos: los
flavonoides y los no flavonoides. Los flavonoides se caracterizan por tener un esqueleto
comun compuesto de dos anillos de carbono de tipo difenil 1,3-propano (A y B) ligados
a un anillo de pirano (C) y engloban a los flavonoles, flavonas, flavanonas, antocianinas,
isoflavonas y flavanoles. El resto de familias polifendlicas tienen estructuras quimicas
mas variadas y se engloban en el grupo de los no flavonoides, son los acidos fendlicos
(acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos), los lignanos, los estilbenos, y otros

minoritarios (Figura 15) 22, 25, 26, 28, 39, 48.
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Polifenoles

no Flavonoides Flavonoides
3
7 ¢
| | 7 g’ s'
§
’ AN 3
Estilbenos Kicidos fandiicos Lignanos Otros s
> resveratrol R O ( > W1 |5 secoisolariciresinol S Z > curcumina
> pterositilbeno O > pinoresinol > gingerol
Acidos hidroxicindmicos| |Acidos hidoxibenzoicos
> dcido clorogénico > dcido hexahidroxidifénico
> dcido cumarico > dcido galico
> dcido sindpico —{ |> &cido vanilico =
> écido ferdlico WA [> dcido eldgico A
> acido cafeico > acido salicilico /ir
Antocianinas Isoflavonas . Flavanonas Flavonas Flavanoles Flavonoles
> cianidina > genisteina O‘ _| [> naringenina > apigenina > epicatequin-galato | |> quercitina
> malavidina C@;O > daiceina [ ) |> hesperitina (IP,@ > |uteolina @\?,@ > epicatequina | . o L | |> kaempferol
> pelargonidina ‘ > eriodietiol > crisina > catequina 'Jv\q,_ >isorhamnetina

Figura 15. Clasificacion general de polifenoles en base a su estructura quimicass.
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1.2.2.1. No Flavonoides.

a) Acidos fendlicos. Son compuestos hidrosolubles y de pequefio tamafio, con una

estructura quimica compuesta de un anillo fendlico y una funcion organica de acido

carboxilico. Es un grupo que, a su vez, se subdivide en dos grandes familias, que

son los acidos hidroxicinamicos y los acidos hidroxibenzoicoszs, 39, 49-51.

a. Los acidos hidroxibenzoicos, también denominados hidroxibenzoatos, son
compuestos sencillos que derivan del acido benzoico y estan formados por 7
atomos de carbono (C6-C1). El representante principal es el acido galico. Estos
compuestos forman parte de estructuras complejas como los taninos
hidrolizables, que son polimeros heterogéneos formados principalmente por
unidades de 4acido gdlico o acido hexahidroxidifénico, esterificados con
azucares, principalmente glucosa. Se encuentran en numerosas plantas y
frutas, entre ellas la uvasz-s4.

b. Los acidos hidroxicinamicos, derivan del acido cinamico y poseen 9 atomos de
carbono (C6-C3). Destacan los acidos cumarico, ferulico y cafeico presentes en
aceites, cereales y frutas respectivamente. Otros acidos derivados de estos son
el acido clorogénico, que deriva de la unién del acido cafeico y acido quinico o
la curcumina, derivada de la unién de dos moléculas de acido ferulico. Podemos

encontrar estos acidos en numerosas plantas, entre ellas, la vidss, ss.

b) Estilbenos. Tienen una estructura quimica con 2 grupos fenoles unidos por un

doble enlace de carbono (C6-C2-C6). Son moléculas que se ha descrito que tienen
capacidad antimicrobiana y responden ante la generacidon de radicales libres de
oxigeno por acciébn de la radiacion ultravioleta. Son moléculas que,
estructuralmente se pueden encontrar en forma c¢is o frans, y en la naturaleza
estan generalmente glicosiladosso, 57, ss. La molécula mas representativa y mas
estudiada de esta familia es el resveratrol, que se ha probado tiene propiedades
anticancerigenas, anti-inflamatorias, antioxidantes y cardioprotectorasse-s1. Los
estilbenos se encuentran en las hojas, peciolos y pieles de bayas y semillas; vy el
resveratrol en particular, se ha detectado en mayor cantidad en las hojas y la piel
de los frutos e.

Lignanos. Son polimeros derivados de la unién de moléculas de fenilpropano que
estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Pueden encontrarse

glicosilados con mondmeros de azlcares. Una de las moléculas mas

21



representativas de este grupo es el secoisolariciresinol, que se encuentran

principalmente en las semillas vegetaleses, 64.

1.2.2.2. Flavonoides.

Los flavonoides, son el grupo polifendlico mas ampliamente distribuido en las plantas.

Como

se ha mencionado anteriormente poseen un esqueleto comin formado por dos

anillos de carbono de tipo difenil 1,3-propano (A y B) ligados a un anillo de pirano (C),

que es un heterociclo oxigenado (Figura 15) 39, 65, 66. La mayoria de los flavonoides en la

naturaleza estan unidos a azucares formando glucdsidos y se han descrito numerosas

propiedades asociadas a flavonoides concretos en relacion con la defensa frente a

agentes patdgenos y su capacidad antioxidantesz. En base a los grupos funcionales que

presentan, y el nimero y la posicion de los hidroxilos, se subdividen en seis familias.

a)

b)

C)

Flavonoles. Constituyen el grupo mas importante de flavonoides presentes en
la uva. Son una familia de polifenoles que poseen un grupo alcohol y un grupo
ceto en el heterociclo centralss. Se consideran compuestos bioactivos importantes
por su capacidad fotoprotectora frente a la radiacién ultravioleta y su capacidad
antioxidante, que sirven para combatir el estrés ambiental. La concentracion de
estos compuestos en las plantas en general, y en la uva en particular, es
dependiente de la variedad vegetal, de factores ambientales, tipo de cultivo o
almacenamiento entre otras condicionesss, 65, 68. La quercetina y el kaempferol
son dos de los polifenoles mas representativos de este grupo, estan presentes
en numerosas plantas y frutas y han demostrado tener propiedades
anticancerigenas es, 70.

Flavanoles. En esta familia estan las catequinas y sus derivados glucosidicosz:-
73. Quimicamente, son moléculas que contienen diversos grados de hidroxilacion
en las posiciones 5y 7 de ambos anillos y un grupo alcohol en el anillo central.
Pueden formar compuestos poliméricos mas complejos por condensacion de
mondmeros, formando las denominadas proantocianidinass, 74. Estan
ampliamente presentes en numerosas bebidas, suplementos dietéticos o
extractos de diversas plantas como el té o la uva, confiriendo propiedades
antixodidantes y anticancerigenas, entre otros beneficios para la salud 74-77.
Antocianinas. Son moléculas estructuralmente similares a los flavanoles, pero

con el atomo de oxigeno cargado positivamente, haciendo que sean mondmeros
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reactivos. Constituyen los denominados taninos condensados, que son los
responsables del color de los frutos y las flores en los vegetalesss, 7s, 79.

d) Flavonas. Son derivados de 2-fenil-4H-1-benzopir-4-ona. Las flavonas
conservan el esqueleto de los flavonoides, pero tienen una ordenacién de los
atomos distinta. Poseen una cadena 3-C no saturada y un doble enlace entre C-
2 y C-3, similar al de los flavonoles 39. A diferencia de estos Ultimos, la flavona
no posee hidroxilo en la posicion 3 del heterociclo centralso-s2. Se encuentran en
las hojas de las plantas. Una de las flavonas mas estudiada es la apigenina, que
se ha demostrado que tiene efectos anticancerigenosso, si.

e) Isoflavonas. Engloban compuestos derivados de 3-fenil-benzopiran-4-onay son
algo diferentes a otros tipos de flavonoides, ya que es en la posicidn del carbono
2 del heterociclo dénde estad ubicado el anillo fendlico, y no en la posiciéon del
carbono 1. Son los compuestos estructurales de las fitohormonas. Los mas
comunes son la genisteina o daidzeina. Se ha descrito que la soja tiene gran
cantidad de estos compuestos s3-ss.

f) Flavanonas. Son moléculas que suelen encontrarse glicosiladas a partir de los
atomos de C y O en la posicidon 7, para dar lugar a flavanonas glucosidadas.
Estructuralmente son muy similares a las flavonas excepto en el doble enlace
entre C-2 y C-3, del ciclo aromatico centrals7, ss. Los representantes de esta
familia son la naringenina y la hesperetina. Estan presentes en casi todos los
tejidos de las plantas, y se hay un estudio que relaciona su inclusién en la dieta

con una mejora en las capacidades cognitivas de personas adultasss.

Ademas de estos dos grandes bloques de polifenoles, existe la familia de los
neoflavonoides, que se diferencian de los flavonoides en su estructura molecular. Los
flavonoides, como se ha mencionado anteriormente, poseen un esqueleto de 2-
fenilcrome-4-ona; mientras que los neoflavonoides tienen un esqueleto de 4-
fenilcromeno, sin sustitucion de un grupo hidroxilo en la posicion segunda. Estos

compuestos se estan estudiando como agentes quimiopreventivos frente al canceroo, o1.
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1.2.3. Polifenoles de interés en la uva.

La vid es una planta rica en compuestos fitoquimicos producidos por su propio
metabolismo, entre los que destacan los polifenoles. Estos compuestos estan presentes
en la uva y en sus productos derivados, como el mosto y el vinoso, 75, 92, si bien es cierto
que la concentracion de polifenoles en estos productos varia en funcién de la variedad
de uva, la climatologia, las practicas de cultivo o el procesamiento de la uva para la

obtencion del mostoes, 93.

Los principales compuestos polifendlicos presentes en la uva son los acidos fendlicos,
los estilbenos y las distintas familias de flavonoides2z, 24, 94. El tipo y la concentracién de
estos compuestos varia en funcion del tipo de uva y del tejido que analicemos, pero se
ha comprobado que su concentracion es mayor en la piel y en las semillas que en la
pulpa de la uvaz, ¢s. Ademas, también hay diferencias en la concentracion de polifenoles
entre las variedades de uva blancas y tintasss, 93, 9. Asi, por ejemplo, se ha determinado
que la concentracion de flavanoles monoglicdsidos monoméricos en extractos de semillas
de la variedad Tempranillo (232ug/kg) es el doble que la cantidad detectada en la
variedad Airén (112 pg/kg) 7. En un estudio comparativo de los flavonoides presentes
en la piel y la semilla de uva Tempranillo, destacan en la piel de uva la catequina (69
mg/kg) o la procianidina B1 (79mg/kg), y en la semilla la catequina (51 mg/kg) y la
epicatequina 40 (mg/kg)ss. Aunque no demasiados, también hay datos relativos al
contenido de polifenoles en mosto de las variedades blancas de nuestro interés, como
el caso de los estudios realizados en la variedad Gewdrztraminer, donde destaca la alta
concentracion de catequina (8,8mg/L) y procianidinas (52mg/L), o en Sauvignon blanc,
donde se detectaron elevadas concentraciones de catequina (4,7mg/kg) y epicatequina
(1mg/kg) en la piel de la uva, pero no se pudieron cuantificar en la pulpa. Otros estudios
recogen las diferencias polifendlicas en vinos de la variedad Verdejo y Airén, detectando
ligeras variaciones entre la quercetina (4,05mg/L Verdejo y 1,98mg/L Airén) y el acido

galico (2,46mg/L Verdejo y 1,49mg/L Airén) entre otros os-100.
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1.2.4. Polifenoles y salud humana

Los polifenoles, como se ha mencionado anteriormente, han demostrado ser potentes
antioxidantes, una propiedad que les ha llevado a convertirse en un grupo importante
de moléculas nutracéuticaszs, 101, 102. Un antioxidante es una molécula capaz de retardar
o prevenir la oxidacién de otras moléculas. Un nutracéutico, es un producto natural que
se presenta como una alternativa farmacéutica por tener beneficios fisioldgicos. Se ha
demostrado la actividad bioldgica de los polifenoles como antioxidantes celulares, la
realizan interviniendo en las rutas metabdlicas en respuesta a la oxidacioén, lo que reduce
el riesgo de desarrollar ciertas enfermedades y ralentiza el envejecimiento celularios, 103,
104. Esta caracteristica ha llevado a realizar ensayos con polifenoles para analizar su
efecto preventivo e incluso terapéutico en diferentes tipos de enfermedades humanas so,

58, 105, 106.

Se han realizado estudios para determinar el efecto de los polifenoles frente a
enfermedades del sistema circulatorio, demostrandose que algunos de éstos compuestos
reducen los niveles de biomarcadores de riesgo de enfermedades cardiovasculares
mediante la induccién de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad, la peroxidacion
lipidica, activacién de la capacidad antioxidante plasmatica total dislipidemiazo7, 10s.
Existen estudios que indican que la ingesta de extractos de polifenoles de uva reduce
los niveles de marcadores de riesgo cardiovascular y la presion arterial sistdlica, por lo
que ayudan a prevenir infartos y otras enfermedades cardiovasculares so, 109, 110 El
resveratrol es uno de los polifenoles mas estudiados en este sentido y se ha demostrado
que tiene efecto protector contra el dafio cardiovascular, por su capacidad
antiinflamatoria al evitar o revertir la acumulacién de grasa y atenuar la hiperinsulinemia,

protegiendo de este modo el corazon y la funcidon endotelialiis, 112.

También se ha ensayado el efecto de los polifenoles en enfermedades del sistema
nervioso, principalmente en Alzheimer y Parkinsoniiz. Existen estudios que recogen
como los polifenoles curcumina, catequina y epigalocatequina-3-galato tienen un efecto
positivo en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer que se ha detectado por el
descenso de la frecuencia de eventos adversos. Al parecer, estos compuestos actiian
como neuroprotectores, previenen la agregacion de cuerpos B-amiloides en las células

cerebrales y protegen a las neuronas de compuestos tdxicos, lo que ejerceria un efecto
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anti-envejecimiento y de este modo retrasan la evolucion de la enfermedadii4, 11s.
Estudios con quercetina a concentraciones comprendidas entre 10-100uM, han mostrado
que tiene un efecto regulador en el mecanismo de sumoylacion intracelular, un tipo de
modificacién post-traduccional que parece estar involucrada en los cambio fisioldgicos
de las neuronas relacionados con el Alzheimeriis. También hay ensayos con polifenoles
frente a otras enfermedades neurodegenerativas como la demencia senili17-120 0 neuro-
inflamaciones de microgliai2s, 122, que han demostrado mejorias con el tratamiento. En
el caso del resveratrol, se ha demostrado que es capaz de atravesar la barrera
hematoencefdlica y reducir la neuroinflamacién asociada a la enfermedad de
Alzheimer123 y otros procesos de neurodegeneracidni4, algo muy interesante para poder
continuar analizando su potencial terapéutico en este tipo de enfermedades. El
mecanismo molecular que dirige estos efectos es desconocido por el momento, aunque

esta en estudio.

Ademas de lo ya expuesto, hay numerosos trabajos que analizan el efecto de
polifenoles puros y de extractos vegetales ricos en polifenoles, en patologias muy
diversas 125. Por ejemplo, hay estudios con polifenoles de uva que les involucran en la
prevencion del desarrollo de cataratas o la degradacion macular a través del
mantenimiento de la presion intraocular, la regulacién del metabolismo de la glucosa y
la supresion de las citocinas proinflamatoriasizs-12s. Otros estudios relacionan a los
estilbenos resveratrol y polidatina o pterostilbeno, con la prevencidon de enfermedades
relacionadas con la edad y el envejecimiento, mediante la modulacion del dafio oxidativo,

la inflamacidn, el desgaste de los telomeros o la senescencia celular ss, 129.

Finalmente, hay que mencionar que los polifenoles no solamente se han estudiado
desde el punto de visto terapéutico, sino también como elementos naturales que
proporcionan beneficios para la salud. De hecho, se ha demostrado que estos
compuestos tienen actividad probidtica, potenciando el crecimiento de la flora
intestinalios, 130-132. Se ha descrito que las proantocianidinas de uva tienen un efecto
estimulante sobre las enzimas antioxidantes del intestino delgado, eliminando los
radicales libres /in vivoy de este modo previenen procesos oxidativos y de envejecimiento
celulari3s-13s. También se ha descrito que el acido clorogénico muestra efectos positivos

en el sindrome de desorden metabdlico 13s.
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1.2.4.1. Polifenoles y cancer.

El cancer es una enfermedad compleja que engloba mas de 150 tipologias distintas1s7.
El cancer sigue siendo una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, con
aproximadamente 18 millones de casos activos en el mundo en 2018 y una estimacién
de hasta 29,5 millones de casos en 204013s. Dos revoluciones importantes han cambiado
los paradigmas del tratamiento del cancer en los Ultimos afos: una consiste en atacar
las alteraciones gendmicas en los canceres impulsados por oncogenes y la segunda que
viene de la mano de la inmuno-oncologia. No obstante, aln existen desafios importantes
en el campo de la terapia contra el cancer y uno de estos desafios es encontrar
compuestos naturales que puedan servir para prevenir o para usarse como adyuvantes
en terapias anticancerigenas y aqui unos de los compuestos que estan en primera linea

son los polifenoles por su actividad antioxidanteis.

Existen numerosos estudios con polifenoles y cancer que han permitido determinar
los mecanismos moleculares que permiten a estos compuestos interferir en estas
patologias. Se ha demostrado que los polifenoles ejercen un efecto directo en la
modulacion de las vias de sefializacién y la expresién de genes especificos que
promueven una reduccion en la tasa de crecimiento de las células cancerosasso, 61, 139.
Ademas, hay datos que demuestran que los polifenoles pueden ayudar a revertir la
progresion de las células tumorales o a paliar los efectos secundarios de algunas terapias

anticancerigenasss, eo.

Estudios realizados con extractos de polifenoles de uva y otros frutos y semillas han
demostrado su capacidad para inhibir el crecimiento de células tumorales de prdstata
(un 5%)140 y de colon (hasta un 50%) 141. También existen numerosos estudios
realizados con polifenoles individuales como el resveratrol, que es uno de los polifenoles
mas estudiados, que han demostrado que este compuesto puede actuar como agonista
0 antagonista para el receptor de estrogenos, lo que lo convierte en una molécula
interesante como coadyuvante en el tratamiento de los canceres dependientes de
hormonas como el cancer de mamai2. Estudios con otros polifenoles como el
pterostilbeno, acido galico, kaempferol o acido elagico, han demostrado que inducen
apoptosis en células tumorales de cancer de higado (Hep-G2), de mama (MCF-7) o de

vejiga (TSGH-8301), a través del arresto del ciclo celular en fase Go/Gu143-14s.
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1.2.4.2. Polifenoles y leucemia.

La leucemia, es un término que se utiliza para englobar al conjunto de enfermedades
malignas de la médula dsea, por las cuales se desarrolla el cancer hematoldgico que
provoca un aumento de leucocitos de manera descontrolada. Es un tipo de cancer que
afecta a la sangre, a la médula désea y al sistema linfoide, asi como a la diferenciacion
de las células hematopoyéticas normalesi4s-151. Algunos tipos de leucemia pueden
afectar, ademas, a distintos precursores de lineas celulares de la médula dsea como los
precursores de lineas mieloides, monociticas, megacariociticas o eritroides. Las células
cancerigenas impiden la produccidn de gldbulos rojos, plaquetas y los propios leucocitos
de forma sana. Se presentan los sintomas cuando hay un descenso de células sanguineas
y las células cancerosas se propagan por el sistema circulatorio a través del torrente
sanguineo o del sistema linfatico. La capacidad invasiva incluye tanto al cerebro y la
médula espinal como al resto de los 6rganos, pudiendo afectar al sistema nervioso

periférico 152-154.

Segun la transformacién del linaje celular (mieloide o linfoide) y las caracteristicas
clinicas (agudas o de crecimiento rapido y cronicas, de crecimiento mas lento), se han

definido cuatro tipos principales de leucemia:

- Leucemia mieloide aguda (LMA): es una enfermedad neoplasica que implica
una proliferacion anormal de leucocitos indiferenciados en medula dsea con
infiltracién a sangre y otros tejidos. Este tipo de leucemia incluye una gran variedad
de canceres y es la leucemia aguda mas frecuente en personas de edad avanzada
150, 151.

- Leucemia mieloide cronica (LMC): es una neoplasia mieloproliferativa crénica
que afecta a las células madre hematopoyéticas. Se caracteriza por una
proliferacion de los glébulos blancos de la serie granulocitica, esplenomegalia,
trombocitosis y anemia. Se origina por una mutacion genética, una translocacion
entre los cromosomas 9 y 22. Este tipo de leucemia representa casi el 15% de los
casos totales de leucemia, siendo mas habitual en varones adultos que en mujeres
y tiene escasa incidencia en nifos 1s1, 1ss.

- Leucemia linfoblastica aguda (LLA): se caracteriza por un incremento de

células linfoides inmaduras y no funcionales que se originan a partir de células
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progenitoras hematopoyéticas en la médula ésea o el sistema linfatico. Esto
provoca anemia, granulocitopenia y trombocitopenia, que generan en el individuo
fatiga, debilidad, procesos infecciosos y hemorragia. Es el tipo de neoplasia mas
comun en nifios (representa el 78% de los casos de leucemia pediatrica frente al
9% de incidencia en adultos), siendo también frecuente en personas en edad
avanzada (mas de 65 anos)iso, 151.

- Leucemia linfocitica crénica (CLL): es la leucemia mas comin en personas de
la tercera edad y ancianos. Se genera por una proliferacion monoclonal de
linfocitos B maduros y se define por el nimero absoluto de células neoplasicas en
la sangre. Las células cancerosas se originan en la médula dsea, pero luego llegan

hasta la sangreiso, 151.

En paises desarrollados, durante los Ultimos cincuenta afos, esta enfermedad ha
pasado de ser mortal a convertirse en una enfermedad con una tasa de supervivencia a
5 anos superior al 90% entre los nifos y adultos que reciben tratamiento dirigidoiss. En
Espafna, en el afo 2020 fueron diagnosticados 6242 casos de leucemia, con una
mortalidad del 3,2%. La ratio de incidencia anual de leucemia en el mundo es de 5 casos

cada 100.000 personas en el afo 2020 13s.

Hay numerosos estudios realizados con células crecidas in vitro que muestran que los
polifenoles tienen un efecto antiproliferativo sobre las células de leucemia 1s57-160, siendo
el resveratrol y los flavonoides, las moléculas que mas se han utilizado 161-165 . Los
estudios realizados con diferentes compuestos y lineas celulares indican que la parada
de la division celular y la induccion de la apoptosis son los mecanismos mas comunmente
activados por accion de los polifenoles, dandose en ocasiones la activacion de ambas
rutas de manera complementaria. Asi, por ejemplo, se ha demostrado que el resveratrol
y la quercetina inducen apoptosis en lineas de leucemia linfocitica mediante la activacién
de caspasasiss-169. Otros estudios han mostrado, que las catequinas y sus derivados
inducen apoptosis en células de leucemia mielocitica y promielocitica 170, 171. También
hay varios estudios que muestran que el resveratrol y otros estilbenos como la polidatina
o el pterostilbeno, inducen la parada de la division celular en lineas de leucemia mieloide
y linfociticas crecidas /in vitro 169, 172-174. Algo similar se ha visto en lineas tumorales de
células mieloides tempranas por efecto del acido galico, quercetina, catequina o

epicatequina 170, 175, 176.
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Aunque no hay muchos estudios /in vivo, un ensayo clinico realizado con
epigallocatequina-galato en pacientes con leucemia linfocitica cronica indica que este
copuesto puede ayudar a tratar la enfermedad, puesto que se ha visto una reduccion de
un 50% en el tamafio de los ganglios linfaticos 177. Estudios mas recientes desarrollados
in vitro, apoyan que el tratamiento combinado con diferentes polifenoles y otros
productos terapéuticos puede servir para modular multiples vias de transducciéon de
sefales implicadas en el cancer. Los resultados obtenidos muestran un mayor efecto en
la inhibicion del crecimiento en lineas mieloides o linfoides cuando se suministran de
modo conjunto varios polifenoles como quercetina, acido elagico, resveratrol o
pterostilbeno, o mezclas de estos con agentes quimioterapéuticos, lo que apunta a un

efecto sinérgico entre ellosi7s-1s1.

La mayoria de los datos experimentales obtenidos con lineas celulares de leucemia
de diferente linaje y con polifenoles de diferente familia y origen vegetal, apuntan a un
efecto positivo de estos compuestos en la inhibicién del crecimiento de las células
tumorales. Por ello, dado que nuestro objeto de estudio es el mosto de uva, un producto
natural que contiene polifenoles y es de gran aplicacion en industria alimentaria, nos
planteamos hacer una revisién sistematica, con el fin de determinar si hay datos
experimentales suficientes que respalden globalmente el efecto positivo de los

polifenoles de uva en el tratamiento y/o prevencion de la leucemia.

1.3. Revision sistematica y meta-analisis.

Una revisidn sistematica, es una recopilacion bibliografica de toda la investigacion e
informacion relevante acerca de una tematica concreta, para realizar una sintesis de
conocimiento. El objetivo es reunir toda la evidencia empirica que cumple unos criterios
de elegibilidad previamente establecidos, con el propdsito de responder una pregunta
especifica de investigacion. La finalidad es alcanzar conclusiones que ayuden a realizar
elecciones acertadas, sobre todo aplicado al ambito clinico. Para ello, se utilizan métodos
sistematicos y explicitos, que se aplican con el fin de minimizar sesgos y obtener
resultados fiables que permitan extraer conclusiones que ayuden a tomar decisionesisz,
183. La revision sistematica suele ser complementada con el meta-analisis, que es un
analisis estadistico de los datos incluidos en el estudio, ya sean procedentes de ensayos
clinicos, investigaciones terapéuticas o resultados experimentales. Este estudio permite

analizar discrepancias, cuantificar la relevancia de los resultados y determinar el grado
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de fiabilidad de las conclusiones, algo especialmente deseable cuando el fin es adecuar

0 mejorar tratamientos para tratar o prevenir enfermedades.

También se pueden meta-analizar datos extraidos de publicaciones cientificas en el
caso de estudios que no sean estrictamente clinicos. Estos datos son igualmente tratados
de manera sistematica, siguiendo los protocolos recogidos en el manual PRISMA
Statemeniss-186, que han sido desarrollados por la Colaboracion Cochrane. Cochrane es
una organizacion, sin animo de lucro que relne a mas de 11.500 investigadores de
ciencias de la salud distribuidos en 90 paises. Trabajan aplicando este riguroso proceso
para realizar revisiones sistematicas de las intervenciones en salud. Todos los resultados
gue se obtienen son publicados en la Biblioteca Cochrane, la cual es accesible online y

es actualizada cada tres mesesisy.

A partir de todo lo expuesto anteriormente, sobre las propiedades beneficiosas de los
polifenoles en el tratamiento de diferentes patologias, incluido el cancer; y teniendo en
cuenta el objetivo del trabajo, que es caracterizar los polifenoles del mosto de uva Airén,
en este trabajo también se ha incluido una revision sistematica y meta-analisis sobre el
efecto de los polifenoles de uva en leucemia. La eleccion de esta enfermedad vino
determinada por la alta incidencia de la leucemia linfoblastica aguda en nifos y el hecho
de que el mosto de uva es un componente esencial en la formulacion de muchos
productos alimentarios de alto consumo en nifos y jovenes deportistas (papillas, zumos,

compotas, etc)iss.
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2. Objeto y alcance de la tesis.

2.1.0bjetivo general.

El objetivo de este trabajo de investigacion es caracterizar el contenido en polifenoles
del mosto de uva de la variedad Airén, analizar su estabilidad durante el proceso de

concentracion del mosto y su efecto sobre las células de leucemia humanas.

2.2.0bjetivos especificos.

Los objetivos concretos que se persiguen son los siguientes:

1. Identificar y cuantificar los polifenoles del mosto de uva de la variedad Airén mediante
la técnica de HPLC-MS.

2. Comparar el contenido polifendlico en mostos de las variedades de uva mas cultivadas
en Castilla-La Mancha.

3. Determinar si el proceso de obtencion de mosto de uva concentrado afecta
cuantitativa o cualitativamente a los polifenoles.

4. Evaluar el efecto de los polifenoles de uva en la proliferacién de células tumorales de

leucemia humanas cultivadas in vitro.
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3. Materiales y Métodos.
3.1.Materiales.
3.1.1. Muestras de mosto.

Se han analizado muestras de mosto fresco de cinco varietales de uva: cuatro de uva
blanca (Airén, Gewliztraminer, Sauvignon Blanc y Verdejo); y una variedad de uva tinta
(Tempranillo); todas ellas cultivadas en la provincia de Ciudad Real entre los afios 2017
y 2018. Estas muestras de mosto fresco se han obtenido de la bodega Vinicola de

Tomelloso.

También se han estudiado muestras de mosto de la variedad Airén, recogidas en tres
etapas diferentes del proceso de concentracion, que realiza la empresa Mostos Espaiioles
S.A. para la obtencidn de mosto concentrado. Se han analizado tres muestras del proceso
de obtencidon de mosto concentrado normal: una inicial a 19°Brix (MCNi), intermedio a
309Brix (MCNm) vy final a 65°Brix (MCNf). Del mismo modo se han analizado tres
muestras de del proceso de obtencion de mosto concentrado decolorado: inicial a
199Brix (MCDi), intermedio a 30°Brix (MCDm) y final a 65°Brix (MCDf). Las medidas del
grado Brix se han realizado con el Refractometro digital Atago RX-5000. Todas las
muestras de mosto recogidas se mantuvieron congeladas a -20°C hasta su andlisis en el

laboratorio.
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3.1.2. Reactivos y compuestos polifendlicos.

Los reactivos quimicos utilizados para la extraccién de polifenoles de las muestras de
mosto, el estudio de su capacidad antioxidante y su posterior analisis mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y espectrometria de masas (MS) se
recogen en la tabla 1, donde se indica el grado de pureza, niUmero de referencia y la

casa comercial.

Tabla 1. Reactivos quimicos y solventes.

Nombre Calidad o -/ No CE/ CAT Distribuidor
[=]
. o . Alfa
2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 95,00% 1898-66-4
Aesar
Acetona 99,99% 67-64-1 Panreac
Applichem
Acetonitrilo 99,90% 75-05-8 Panreac
Applichem
Acido férmico 98,00% 64-18-6 Panreac
Applichem
Acido fosférico 85-88% 7664-38-2 Panreac
Applichem
Acido dlorhidrico 36,5-38% 7647-01-0 Panreac
Applichem
Etanol absoluto 99,99% 64-17-5 Panreac
Applichem
Metanol 99,90% 67-56-1 Panreac
Applichem

Todas las disoluciones y tampones utilizados en la extraccion y analisis de polifenoles
mediante HPLC-MS se hicieron con agua miliQ (18,2MQ.cm, 2ppb) purificada con el
equipo IQ7003 Millipore.
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Para la identificacion y cuantificacion de los polifenoles mediante cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) y espectrometria de masas (MS) se utilizaron como

patrones los polifenoles comerciales que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Compuestos polifendlicos comerciales utilizados.

Nombre Calidad [=] N° CAS / N° CE / CAT Distribuidor
Acido 4-aminobenzoico 99,00% 150-13-0 Sigma-Aldrich
Acido acetilsalicilico 99,00% 50-78-2 Sigma-Aldrich
Acido cafeico 98,00% 331-39-5 Sigma-Aldrich
Acido clorogénico 95,00% 327-97-9 Sigma-Aldrich
Acido elagico 95,00% 476-66-4 Sigma-Aldrich
Acido gélico 99,00% 5995-86-8 Sigma-Aldrich
Acido p-cumérico 98,00% 501-98-4 Sigma-Aldrich
Acido protocatecuico 99,40% 99-50-3 HWIgroup
Acido salicilico 99,00% 69-72-7 Sigma-Aldrich
Acido trans-fertlico 99,00% 537-98-4 Sigma-Aldrich
Acido vanilico 97,00% 121-34-6 Sigma-Aldrich
Apigenina 99,00% 520-36-5 Sigma-Aldrich
Epicatequina 90,00% 490-46-0 Sigma-Aldrich
Esculetina 97,50% 306-01-1 Sigma-Aldrich
Hidrato de catequina 96,00% 225937-10-0 Sigma-Aldrich
Isorhamnetina 95,00% 480-19-3 Sigma-Aldrich
Kaempferol 90,00% 520-18-3 Sigma-Aldrich
Luteolina 98,00% 491-70-3 Sigma-Aldrich
Polidatina 95,00% 65914-17-2 Sigma-Aldrich
Quercetina 95,00% 117-39-5 Sigma-Aldrich
Resveratrol 99,00% 501-36-0 Sigma-Aldrich
Rutina 99,00% 153-18-4 PhytoLab
Siringaldehido 98,00% 134-96-3 Sigma-Aldrich
Viniferina 99,00% 62218-13-7 Sigma-Aldrich
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3.1.3. Analisis estadistico.

Para comparar la concentracion de polifenoles en los mostos de los distintos varietales
y del mosto concentrado Airén, se ha realizado un analisis estadistico de los resultados

utilizando los programas SPSS1ss y R-Commanderiso.

Se han analizado los datos procedentes de cuatro muestras bioldgicas analizadas por
triplicado. Se hizo un analisis de los estadisticos descriptivos principales: media, mediana,
moda, desviacion estandar, cuartiles y percentiles. Para elegir el test de comparacion de
medias mas adecuado, se comprobd la normalidad en la distribucién de los datos
mediante el test de Shapiro—Wilks. Una vez comprobada la normalidad en la distribucion,
se realizé el test de Barlett para medir la homocedasticidad de los datos. La comparacién
de las concentraciones de polifenoles en las muestras de mosto de diferentes varietales,
se ha realizado mediante un analisis de varianza (ANOVA, del inglés: Analysis of
Variance) y la prueba post hoc de Tukey, realizando comparaciones 2 a 2, incluyendo la

correccion de Welch.

Para determinar la estabilidad en la composicién de los polifenoles estudiados en el
mosto de la variedad Airén durante el proceso industrial de concentracion, se realizé un
analisis t-Student (paramétrico) de muestras dependientes (centrando el estudio en la
variacion inicial-final), referido a la concentracion de cada polifenol. El nivel de

significacion para todos los analisis estadisticos fue de 0,01% (p value <0,01).

Para analizar la relevancia real de los resultados que los test utilizados indican como
diferencias estadisticamente significativas, se ha usado el criterio de “fold of change’,
utilizado asiduamente en los estudios de metaboldmica, para evaluar la calidad de los
resultados obtenidos191. El valor de “ fold of change” se calcula haciendo el cociente entre
la concentracion determinada para cada polifenol en los mostos de los diferentes
varietales dividida por la concentracién del polifenol en el mosto Airén. En base a esto,
se ha creado una tabla de valoraciéon de la relevancia (Tabla 3) y se ha adoptado el
criterio de que un valor de fold of change superior a 1,15 y p<0,01, indica un cambio

relevante en la concentracion del polifenol entre las muestras analizadas:os.

Para la evaluacién de la relevancia siguiendo este criterio es necesario que las

diferencias de concentraciones de los polifenoles sean estadisticamente significativa,
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referido al andlisis de varianza ANOVA. Se ha incluido el valor 0 para asignarlo a los
datos que no muestran diferencias estadisticamente significativas. Para el resto, se han
establecido cuatro niveles: el nivel 1 refleja las variaciones inferiores al 15%, que poseen
una relevancia insuficiente; el nivel 2 indica variaciones de concentracién entre un 15y
30%; el nivel 3 comienza cuando la diferencia es del doble del criterio minimo, es decir,
del 60%; y el nivel 4 indica diferencias de concentracién que superan el 60%, tanto por

exceso como por defecto.

Tabla 3. Criterios de relevancia adoptados basados en el valor de “fold of change”.

Valor (diferencia) Evaluacion cualitativa Fold of change

0 — (nula) No significativa 0

1 — (insuficiente) Significativa pero inferior al 15% [0.85—-1]06[1-1.15]

2 — (baja) Significativa entre 15% - 30% [0.7 - 0.85] 6 [1.15 - 1.3]
3 — (media) Significativa entre 30% - 60% [0.4-0.7] 6 [1.3 - 1.6]

4 — (alta) Significativa por encima del 60% <0.46 >1.6
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3.2.Métodos.
3.2.1. Método de concentracion del mosto de uva.

El proceso de concentracion del mosto de uva, que se realiza en la empresa Mostos
Espafoles S.A., es un proceso mecanizado desde la recepcion del mosto fresco hasta su
envio al cliente. El mosto fresco procedente de las cooperativas es analizado para
determinar una serie de parametros de calidad segin normativa recogida en el R.D
1044/1987. Para ello, se utiliza el analizador quimico de alto rendimiento Miura 200, de
Tecnologia Difusion Ibérica, que informa de la concentracion de azucar, el pH, la
cantidad de distintos metales como el hierro, magnesio o0 manganeso y el contenido de
acidos sencillos como el acido tartarico, entre otros parametros. El mosto fresco que
llega a la fabrica tiene 19° Brix, con ligeras variaciones en funcion del varietal e
inmediatamente se le afiade anhidrido sulfuroso (SO2) a 880 ppm para evitar la
fermentacion alcohdlica por accién de las levaduras presentes. El mosto tratado, se
almacena en grandes tanques de acero inoxidable a temperatura no controlada, hasta
que se inicia el proceso de concentracion. El tiempo medio de permanencia del mosto

en estos tanques es de 90 dias.

e El proceso de concentracién del mosto llevado a
uva Alrén (19°Brix;
o cabo en la fabrica de Mostos Espafioles S.A. es
Almacenamiento en tanques 7 . . ~
bt i basicamente el descrito por Carreno et al2o, que se
1 muestra esquematizado en la figura 16. El mosto se
ult(r:glsr.:‘a":l)m
— somete a un proceso de calentamiento a una
S Nreacaa temperatura de 95°C, para eliminar agua por
*_ evaporacion y de este modo concentrar los
Almacenamiento
(T2 no controlada) , . .
T azucares, desde 19 a 65° Brix. El proceso tiene lugar
Eecein oo Tat s en el tanque concentrador en dos fases, en la
: . .
22 Evaporacién primera se concentra el mosto hasta los 30° Brix,
(60-70°Brix)
1 después se enfria de manera controlada hasta los
Concentracién del
producto final . L,
(60-70°8rk) 60-70°C, y a continuacion se vuelve a calentar hasta
bl alcanzar los 65° Brix. El mosto concentrado final, se
1 almacena en tanques de acero inoxidable
Pasteurizacién i .
. refrigerados a 8-10°C hasta su envasado directo. En
e Envasado en asepsia ocasiones, el mosto se somete a un proceso de

Figura 16. Esquema del proceso  Pasteurizacion y posterior envasado en condiciones

de concentracion del mgsto llevado asépticas.
a cabo en Mostos Espanoles S.A.
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La fabrica produce mosto concentrado normal (MCN) y mosto concentrado decolorado
(MCD). Para la obtencidon del mosto decolorado se necesita un paso de clarificacion
previo a la concentracion, que consiste en la filtracién del mosto a través de membranas
tubulares de nitrocelulosa de 0,45um de didmetro de poro, utilizando el equipo de
ultrafiltraciéon Permawine (Permeare). Este proceso permite eliminar del mosto los
compuestos responsables del color como metales, flavonoides y antocianos, obteniendo
asi un mosto incoloro. El proceso de concentracion, almacenamiento y envasado es el

mismo que el descrito anteriormente para el mosto normal.

3.2.2. Extraccion de polifenoles.

Se han descrito numerosos métodos de extraccién de polifenoles de plantas que
varian dependiendo del tejido vegetal de partida. En el caso de la vid, se han extraido
polifenoles de las hojas, de las partes lefiosas de la planta, asi como de las diferentes
partes que componen la baya, como son la pulpa y las semillas4, 192, 193. Los materiales
de partida solidos, como las semillaszs, 194 y los orujos, son los tejidos en los que se ha
descrito una mayor abundancia de polifenoles. A partir de la piel de uvaisz, 195-197 también
se realizan extracciones de fracciones polifendlicas.

La mayor parte de los polifenoles de la uva pertenecen a las familias de los
estilbenosiss, 199, acidos fendlicosisz, 200, flavonoidesss, 96 y proantocianidinasz. Los
solventes mas utilizados para la extraccion de polifenoles de muestras vegetales son los
alcoholes etanol y metanol, por ser solventes organicos y polares. Para realizar la
extraccion de polifenoles de las muestras de mosto de uva analizadas en este trabajo se

han probado diversos métodos que se exponen a continuacion.

3.2.2.1. Extraccion directa con solventes.

En base a la bibliografia existente, para la obtencion de extractos ricos en polifenoles
a partir de muestras de uva, vino y otros derivados y desechos de la vidio4, 201, 202, s€ han
realizado ensayos con diferentes solventes modificando todas las variables posibles con
el fin de determinar las mejores condiciones de extraccion de los polifenoles del mosto
de uva. Este procedimiento consiste en mezclar un volumen de mosto con un volumen
de solvente, incubarlo un tiempo determinado en unas condiciones de temperatura fijas
y a continuacion, se centrifuga la mezcla con el objetivo de sedimentar la mayor parte

de los azucares y otros componentes insolubles del mosto, dejando en solucion los
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polifenoles. Las variables analizadas han sido:
1. El tipo de solvente. Se han utilizado metanol, etanol y acetona.
2. Las proporciones en volumen de mosto y de solvente, desde (1:1) a (1:10).
3. El tiempo de extraccion: 15, 30, 60, 120, 150 y 180 minutos.
4. El pH de los solventes, ajustando a valores de 2,25, 7 y 9,25. El ajuste del pH se
hizo con hidréxido de sodio, acido clorhidrico, acido fosférico y acido férmico.

5. La temperatura de extraccion: 4°C y temperatura ambiente.

Finalmente, las extracciones se realizaron afadiendo metanol al mosto en una
proporcién 5:1 (v/v), incubando la mezcla a 4°C durante 120 minutos con agitacion y a
continuacién se centrifugaron 15 minutos a 13.000rpm y 4°C, en una centrifuga de mesa
(Heraeus FRESCO 17, Thermo Scientific), para sedimentar los compuestos no solubles,
azUcares en su mayoria. El sobrenadante obtenido se filtr6 a través de un filtro de
politetrafluoroetileno (PFTE) de 0,45um y se almacend a -80°C en viales de vidrio
(1.5mL,32x11.5mm) sellados con un tapdn de rosca de 8mm con un Septum Butilo/PFTE

hasta su analisis posterior mediante HPLC y HPLC-MS.

3.2.2.2. Extraccion a partir de mosto solidificado con arena de

silice.

Este procedimiento consiste en solidificar la muestra de mosto utilizando arena de
silice, para realizar a continuacion una extraccion solido-liquido, similar a los
procedimientos descritos para la extraccion de polifenoles de los componentes sodlidos
de la uva, como los raspones, el hollejo o las semillaszo3, 204. Para ello, se anaden 2
gramos de arena de silice por mililitro de mosto, se homogeniza y la mezcla se congela
a -80°C durante 30 minutos. Después se realiza una deshidratacion a vacio a 30°C en
Speedvac (Thermo Fisher Scientific). La extraccion de polifenoles se hace afnadiendo
5mL de metanol por gramo de muestra deshidratada, la mezcla se incuba durante 2
horas a 4°C con agitacion suave en un agitador rotatorio. A continuacién, la mezcla se
centrifuga durante 15 minutos a 13.000 rpm y 4°C en una centrifuga de mesa y se
recupera el sobrenadante que se filtra y almacena como se ha descrito en el apartado

anterior hasta su analisis.
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3.2.2.3. Extraccion a partir de muestras de mosto liofilizado.

Este método se basa en una extraccién con solventes a partir de una matriz de mosto
liofilizado. Para ello, se tomaron muestras de mosto de 200yL, se congelaron a -80°C y
se liofilizaron utilizando el equipo CRYODOS de Telstar. Tras la liofilizacion, las muestras
se conservaron a 4°C herméticamente cerradas hasta su utilizacién. La extraccion de
polifenoles se hizo anadiendo 1mL de metanol a la muestra liofilizada, que se incubd
durante 2 horas a 4°C con agitacion rotatoria. A continuacién, se centrifugd la mezcla
durante 15 minutos a 13.000rpm y 4°C, en una centrifuga de mesa (Heraeus Fresco17).
El sobrenadante se filtr6 y se almacené hasta su analisis, como se ha descrito en el
apartado 3.2.2.1.

3.2.3. Cuantificacion de polifenoles mediante espectrofotometria.

La estimacion del contenido total de polifenoles se realizd mediante
espectrofotometria. Esta técnica permite determinar los polifenoles presentes en base a
las estructuras quimicas que presentan estos compuestos y la absorcién de luz de
longitud de onda especifica. Para ello, se utilizdé el equipo SmartSpec Plus
Spectofotometer de BioRad, que permite el andlisis de la absorbancia en un rango UV-
Visible (200nm-800nm). Las medidas espectrofotométricas de absorbancia se hicieron a
280nm utilizando cubetas trUVView Cuvette de 50uL de volumen. Usualmente, la
concentracion total de polifenoles se normaliza utilizando como referencia el acido galico

y se expresa en mg/L equivalentes de acido galico (GAE)2os, 206.
3.2.4. Determinacion de la capacidad antioxidante con DPPH.

Para valorar la capacidad antioxidante de los extractos de polifenoles del mosto de
uva, se ha utilizado el método descrito por Brand-Williams 207, utilizando el reactivo
di(fenil)-(2,4,6-trinitrofenil)iminoazanio (DPPH). Este es un método indirecto, que se
basa en la cesidén de un hidrogeno de un compuesto antioxidante al DPPH, que es un
radical libre conocido. El radical DPPH tiene un color violeta intenso en solucion y se
vuelve incoloro o amarillo palido cuando se neutraliza. Gracias a esta propiedad optica
se puede monitorizar la velocidad de reaccién realizando medidas de absorbancia a una

longitud de onda de 562nm2o07-209.
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Los ensayos se hicieron en placas de 96 pocillos (Nunc Delta Surface), utilizando
200uL de DPPH 60uM disuelto en metanol y volimenes variables de los extractos de los
mostos (0-20puL). El tiempo de reaccién fue de 30 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad y transcurrido este tiempo se analizd la neutralizacion del DPPH midiendo
absorbancia a 562nm en un espectrofotdmetro TECAN, modelo Sunrise. Se realizaron
curvas de calibrado con acido galico con el fin de poder expresar los resultados en
equivalentes de este polifenol. La capacidad antioxidante se indica como la concentracion
de extracto o de polifenol necesaria para neutralizar el 50% del DPPH afiadido en la

reaccion (ICso).

3.2.5. Analisis de los extractos de polifenoles de mosto mediante HPLC.

Para determinar la composicién en polifenoles de los extractos del mosto, se utilizé la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). En todos los casos se utilizd
una columna cromatografica de fase reversa Kromasil C18 (250x50mm, d.i. 4,6um) con
sistema de termostato de columna (Spectra Physics 8792, San José, CA, USA). Se utilizd
el sistema Agilent1260 equipado con una bomba cuaternaria y un detector DAD-UV
HP1100 controlado con el software HP Chem Station. El volumen de muestra inyectado
fue de 20pL y la deteccién se hizo con longitudes de onda en el rango del espectro UV-
Visible entre 210nm y 380nm. Las diferentes familias de polifenoles tienen maximos de
absorcion a longitudes de onda concretas: 280nm para flavonoles y acidos
hidroxibenzoicos, 306nm para estilbenos, 320nm para acidos hidroxicinamicos y 370nm
para flavanoles; si bien a una longitud de onda de 210nm se pueden detectar la mayoria

de los polifenoles.
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Para la separacién de los polifenoles de los extractos se probaron diferentes métodos
de andlisis disenados a partir de métodos previamente descritos para la caracterizaciéon
de polifenoles de extractos de semillas, orujo y hollejos de uva o de vinoz10-212. En primer
lugar, se ensayaron métodos de elucidn isocraticos (MEI), en los que se mantienen
constantes las proporciones de los solventes de la fase mdvil durante el desarrollo de la

cromatografia. Se hicieron diferentes ensayos variando los tiempos de elucion, la

composicion de la fase mdvil, la temperatura y el caudal (Tabla 4).

Tabla 4. Métodos de elucidn isocraticos ensayados en el HPLC.

Cadigo Composicion de la fase movil (:1?;':1?;) Tem?fé?tura T(i:1ni1n|::)o
Solvente A Solvente B Solvente C
ey gt st L wm
ey | A et S
e | gt s s w2
g | A i S
el L
| e o g gy o
i B
i B
el deme W o

49



También, se analizaron métodos de elucidon en gradiente (MEG), en los que la
composicion de la fase mévil varia con el tiempo. En la tabla 5 se muestran las diferentes
condiciones de elucién que se han probado, en nuestro caso, con un gradiente del
solvente apolar, variando el tiempo, el caudal, la temperatura y la composicion de la fase

movil.

Tabla 5. Condiciones de elucion en gradiente ensayadas en el HPLC.

Caudal Temperatura Tiempo

Codigo Composicion de la fase movil (ml/min) (°C) (min)
. Solve|’1te A Solvente B
minuto Agua:férmico Acetonitrilo
(99,9:0,1) (v/v)
0 70% 30%
3 60% 40%
6 50% 50%
MEG1 9 35% 65% 0,3 30 16
11 30% 70%
14 70% 30%
14,5 70% 30%
0 90% 10%
1 82% 18%
3 80% 20%
6 74% 26%
MEG2 9 66% 34% 1 30 16
11 50% 50%
14 20% 80%
15 90% 10%
0 90% 10%
5 82% 18%
12 80% 20%
20 67% 33%
MEG3 78 65% 3504 0,5 30 35
31 50% 50%
32 20% 80%
33 90% 10%
0 100% 0%
5 100% 0%
8 80% 20%
11 73% 27%
13 65% 35%
20 55% 45%
MEG4 73 45% 5504 0,5 30 45
28 37% 63%
32 30% 70%
37 20% 80%
40 20% 80%
40,05 100% 0%
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El método de elucion MEG4 fue el que permitié la mejor resolucién de los polifenoles
y, por tanto, el seleccionado para el andlisis posterior de los polifenoles de los extractos
de mosto mediante HPLC-MS (Figura 17).
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Figura 17. Diagrama de la composicion de la fase movil en el método de elucibn MEG4
seleccionado para la separacion de polifenoles por HPLC. La linea azul representa el agua milli Q

acidificada al 0,1% con acido férmico. La linea representa el acetonitrilo.

3.2.6. Identificacion y cuantificacion de polifenoles mediante
espectrometria de masas (MS).

La cuantificacion de los polifenoles de los extractos de mosto de uva se realizd
mediante la técnica de espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC-MS). Se utilizd el equipo Qtrap4500, de Sciex (Darmstadt, Alemania).
Este equipo posee tres cuadrupolos (Q1, Q2, Q3), de los cuales, el segundo actia como
celda de colision, y una trampa idnica para acumular los iones de las moléculas de los
polifenoles y los fragmentos resultantes. El tiempo total del analisis de cada molécula
tiene una duracién de 30 milisegundos. La ionizacién de las moléculas individuales, que
llegan al espectrometro de masas tras la separacion por HPLC, se realiza mediante
ionizacién por electrospray (ESI), con un potencial de ionizacion de 5500V en modo de
ionizacion positivo y 4500V en modo de ionizacidn negativo, a una temperatura de 500°C
y 50 psi. Se trabajo con los espectros resultantes de las muestras en un rango de relaciéon
masa/carga [m/z] de 50 a 500 Da. El volumen de muestra inyectada para el analisis por
masas fue de 5pL.
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3.2.6.1. Base de datos de polifenoles para su cuantificacion

mediante espectrometria de masas.

Para poder identificar y cuantificar polifenoles concretos en los extractos de mosto,
se cred una base de datos que incluyese los parametros de espectrometria de masas
necesarios para la identificacion de estos compuestos en una mezcla compleja. Para ello,
a partir de estudios previos realizados en la uva y productos derivados 210, 213, se cred
una tabla de polifenoles con sus parametros moleculares (Tabla I de Anexos). A partir
de este listado, se continud la busqueda bibliografica para determinar qué polifenoles
del listado anterior habian sido previamente identificados por esta técnica. Se
identificaron parametros de ionizacion para 56 polifenoles distintos (Tabla II de Anexos)
214-228. A partir de estos datos, se seleccionaron 24 compuestos como representantes de
las familias de polifenoles habitualmente presentes en la uva y sus derivados, que
ademas estaban accesibles comercialmente (Tabla 2). Se trabaj6 con los 24 polifenoles
seleccionados para determinar los parametros de ionizacidn y fragmentacién en el equipo
QTrap4500 utilizado en este trabajo (Tabla II Anexos). Esta base de datos se utilizd
como referencia para la identificacion y cuantificacion de estos 24 polifenoles en los
extractos de mosto objeto de estudio de esta tesis. Los datos cuantitativos se adquirieron
con el programa Analyst 1.7 (Sciex) y las cuantificaciones se realizaron con el programa
MultiQuant 3.0 (Sciex).
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3.2.7. Metodologia de revision sistematica y meta-analisis.

La revision sistematica y el meta-analisis sobre el efecto de los polifenoles de uva en
células tumorales de leucemia humana, se ha realizado siguiendo la metodologia
propuesta en el manual Cochranes2 que, aunque es especifica para la evaluacion de
estudios clinicos, se puede adaptar al andlisis de datos empiricos obtenidos en estudios
in vitro. Ademas, se han seguido las directrices recogidas en la guia PRISMA para la

realizacion de revisiones sistematicas y meta-analisisis4-1ss, 229.

Una revision sistematica, comienza con en el planteamiento de una pregunta de
investigacién que se quiere responder y en funcion de dicha pregunta se organiza todo
el trabajo de investigacion. A continuacion, se realiza una busqueda bibliografica de todo
tipo de referencias publicadas, analizando las bases de datos de bibliografia existente,
congresos, y demas archivos publicados. Los estudios se seleccionan definiendo unos
criterios de inclusidn y exclusion referidos a la pregunta de estudio. La seleccidn de los
articulos se realiza por pares, para lograr una mayor objetividad de la investigacion.
Después, se extraen todos los datos de los articulos seleccionados, que responden a la
pregunta de investigacion formulada. Por Gltimo, se organizan los datos y se realiza el

estudio estadistico para extraer conclusiones.

3.2.7.1. Estrategia de busqueda bibliografica.

De acuerdo con las pautas de la guia PRISMA, se realizd una busqueda bibliografica
sistematica de publicaciones cientificas de los ultimos 50 afios. Para la busqueda de las
referencias, se establecidé una estrategia de busqueda con términos controlados,
consultados en PubMed, utilizando el siguiente criterio de consulta: "(uva) Y (polifenol)
Y (leucemia)". La busqueda se hizo en las bases de datos PubMed2s0, Biblioteca
Cochrane2s1, EMBASE232, MEDLINE233 y CINAHL234. Todos los idiomas fueron aceptados
y como resultado se generd un archivo (.ris) empleando el gestor de referencias
EndNote.
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3.2.7.2. Revision por pares.

La revisidon por pares es la evaluacion del trabajo realizada por una o mas personas
con competencias similares a las de los productores del trabajo (pares). Es una manera
de autorregulacion interna de los miembros, que evallan una seleccidn de trabajos de
investigacién, dentro de un campo relevante. La metodologia de revisidon por pares se
emplea para mantener estandares de calidad, mejorar el rendimiento de trabajo y
proporcionar mayor credibilidad al estudio. En el ambito académico, se realiza la revision

por pares para determinar la idoneidad de un articulo para su seleccidon o publicacion.

El archivo de referencias bibliograficas (.ris) fue exportado al programa especifico
COVIDENCE:2s35, con el fin de facilitar la coordinacion del equipo de revisores, de tal forma
que uno de los autores (Daniel Garcia) reviso la totalidad de los articulos y los otros
autores revisaban por pares; el Ultimo autor resolvia los posibles conflictos. El equipo de
revisores fue el que se describe a continuacion:

¢ Daniel Garcia Martinez, doctorando, Universidad Francisco de Vitoria.
e Dr. Cruz Santos Tejedor, profesor titular, Universidad Francisco de Vitoria.
e Dr. Carlos Martin Saborido, investigador, Hospital Universitario La Paz.

e Dr. Javier Calzada Funes, investigador, Universidad de Zaragoza.

3.2.7.3. Extraccion de datos y criterios de seleccion.

La extraccion de datos de los estudios seleccionados se realizd siguiendo el
procedimiento estandarizado recogido en la guia PRISMA, utilizando los siguientes
criterios de inclusion: 1) ensayos controlados, en nuestro caso datos experimentales
procedentes de ensayos con controles en cada experimento; 2) estudios realizados con
cultivos primarios o lineas celulares de leucemia humana; 3) estudios con polifenoles
puros o con extractos de polifenoles derivados de la uva. Los criterios de exclusion
fueron: 1) ensayos no controlados y 2) uso de polifenoles que no estén presentes en la

uva.

A partir de los datos experimentales, se cred una base de datos incluyendo la
siguiente informacién: 1) nombre completo del autor, 2) afo de publicacién, 3) nombre
de los polifenoles, 4) concentracién de polifenoles, 5) tipo de células de leucemia, 6)

efecto sobre la proliferacion celular.
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3.2.7.4. Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos incluidos en el meta-analisis se realizé utilizando el
software Review Manager 5.31s7. Se establecid un intervalo de confianza (IC) del 95%
para todos los resultados. Nuestro estudio trata de determinar si los polifenoles de uva
tienen efecto positivo o negativo sobre las células de leucemia. Hay dos métodos de
comparacion de los datos, que son: analizar el odds ratio (OR) o el risk ratio (RR)z23s, 237.
El andlisis OR es el método recomendado para evaluar las variables dicotdmicas como la
nuestra, no obstante, dada la frecuencia aleatoria del efecto del compuesto evaluado,
pudiendo agregar falsos positivos 0 negativos al estudio, sesgando el resultado final y
sobrestimando de este modo el riesgo relativo, no es un método adecuado. En nuestro
caso, se estimd un riesgo relativo superior al 10% y por ello se utilizo el andlisis RR. La
heterogeneidad de los datos se midié mediante la prueba de Chiz y el estadistico Iz, que
representa la variacion total debido a la heterogeneidad, por lo que los valores de 12
superiores al 50% indican una heterogeneidad elevada 235, 237. El nivel de significacion
del analisis se definié como un p value menor a 0,05 y se usé un efecto aleatorio (RE),
en lugar de un efecto fijo (FE), porque el efecto de los polifenoles puede cambiar segin
el compuesto utilizado y las células de leucemia tratadas; es decir, que se toma como
hipdtesis, que la variacién entre los estudios no solamente es debida al azar, sino que
existen otras razones relativas a los objetos de estudio. Los parametros que se pudieron
fijar en este estudio fueron: la concentracion de polifenol, las condiciones de crecimiento,
el tiempo de incubacion en presencia del compuesto vy las lineas celulares de leucemia
utilizadas. También se realizd el analisis de subgrupos para identificar la fuente de

heterogeneidad.
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4. Resultados.
4.1.Extraccion y analisis de polifenoles del mosto.

Para determinar el mejor método de extraccién de polifenoles de las muestras de
mosto, se hicieron pruebas simultdneamente con una mezcla de polifenoles comerciales
y con muestras de mosto. La muestra control se hizo con 7 compuestos comerciales,
representantes de las principales familias de polifenoles del mosto, disueltos en agua a
una concentracion de 15mg/L cada uno: acidos galico y vanilico como representantes de
los acidos hidroxibenzoicos, acido cafeico como representante de los acidos
hidroxicinamicos, catequina y epicatequina como representantes de los flavanoles,
quercetina como flavonol, y polidatina que es precursor del resveratrol y pertenece a la

familia de los estilbenos.

Se ensayaron tres métodos de extraccion. Primero se realizd una extraccion directa
con tres solventes distintos: etanol, metanol y acetona (apartado 3.2.2.1 de materiales
y métodos). En el segundo procedimiento se solidificd la muestra con arena de silice
antes de la extraccion de los polifenoles (apartado 3.2.2.2 de materiales y métodos). En
el ultimo procedimiento se utilizaron muestras de mosto liofilizadas (apartado 3.2.2.3 de

materiales y métodos).

Para determinar la eficiencia de la extraccién, los extractos de polifenoles obtenidos
se analizaron mediante HPLC, utilizando un método de elucion isocratico con fase movil
compuesta por agua acidificada con acido férmico 99,9:0,1 (v/v), acetonitrilo y metanol

en una proporcion [65,4:19,6:15] (método MEI3, tabla 4 de materiales y métodos).

4.1.1. Extraccion de polifenoles de forma directa con solventes.

Este método consistié en mezclar un volumen de muestra con el solvente a analizar
(metanol, etanol o acetona) a diferentes pH (2.25, 7 y 9.25), en proporciones 1:1, 1:2,
1:4, 1:5y 1:10 (v/v). La mezcla se incubd con agitacion suave durante 5, 10, 30, 60,
120 y 240 minutos a temperatura ambiente o a 4°C y a continuacion las muestras se
centrifugaron para eliminar el material insoluble. El sobrenadante con los polifenoles en
solucion se analizd mediante HPLC para determinar la eficiencia de la extraccién. Se

hicieron extracciones con la mezcla control de polifenoles y se determiné que las mejores
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condiciones de extraccidon se daban utilizando metanol a pH neutro en proporcion 5:1

con un tiempo de incubacion de 120 minutos a 4°C.

En la figura 18 se muestra el perfil de polifenoles del extracto de la muestra patron
obtenido utilizando las condiciones de extraccidén previamente descritas y resueltos con
el método de elucion isocratico MEI3. Se puede observar una buena resolucion de los 7
polifenoles de la muestra, siendo el acido galico el primero en eluir y la quercetina el
Ultimo. Con el método de elucién MEI3 los acidos benzoicos eluyen primero, seguidos de

los flavanoles, acidos hidroxicinamicos, estilbenos y, por ultimo, el flavonol.
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Figura 18. Cromatograma HPLC a 210nm del extracto de polifenoles de la muestra control
resueltos con el método de elucion isocratico MEI3. Acido gélico (GA), catequina (CH),
epicatequina (EP), acido cafeico (CA), acido vanilico (VA), polidatina (PLD), quercetina (QC).

La deteccion y cuantificacion de los polifenoles se ha realizado en base a las rectas
de calibrado generadas para cada polifenol con el HPLC, utilizando diferentes
concentraciones entre 2ug/L y 2g/L. En la Tabla 6 se muestran las ecuaciones de las
rectas de calibrado de los 7 polifenoles patrén en base a las cuales se han realizado las

cuantificaciones.

Tabla 6. Ecuaciones de la recta para cada polifenol analizado.

Ecuacion de la recta Valor r2
Acido galico y = 0,361x — 0,083 0,99333
Catequina y = 0,3023x + 0,1142 0,99253
Epicatequina y = 0,2464x + 0,2211 0,99388
Acido cafeico y = 0,4076x — 0,2298 0,99562
Acido vanilico y = 0,4508x — 0,3163 0,99056
Polidatina y = 0,2225x + 0,3036 0,99029
Quercetina y= 0,3325x - 0,0063 0,99202
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Para determinar el porcentaje de recuperacién se realiz6 utilizando como referencia
de comparacion el pico que se obtiene tras inyectar una cantidad de polifenol en el HPLC
en las condiciones de extraccion seleccionadas (proporcion 5:1 (v/v) metanol/muestra).
La recuperacion de los acidos es muy buena, siendo de un 99% para acido galico, 90%
para acido cafeico y un 73% para el acido vanilico. También la catequina y la
epicatequina, se solubilizaron muy bien con una deteccion del 83% y 87%
respectivamente. En el caso de la polidatina y la quercetina se obtuvieron eficiencias

algo mas bajas, de un 63% y 67% respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Cuantificacién (mg/L) de los polifenoles extraidos de la muestra control con los
solventes estudiados. Nd = no detectado. GA: acido galico, EP: epicatequina, CH: catequina,
CA: acido cafeico, VA: acido vanilico, PLD: polidatina, QC: quercetina.

Solvente Concentracion polifenol (mg/L)

GA CH EP CA VA PLD QC
Metanol [pH 7] 15,05 12 12,5 13 10,05 9,4 9,95
Metanol 50% [pH 7] 14,3 10,5 11,05 12,1 9,45 8,8 9,45
Etanol [pH 7] 12,85 10,05 10,7 11,95 9,05 8,75 91
Metanol [pH 2,25] 13,35 9,9 10,75 12,5 9,55 8,75 9,25
Metanol 50% [pH 2,25] 13 9,25 10,05 11,55 9,4 8,3 8,25
Etanol [pH 2,25] 12 8,85 9,9 11,65 8,75 8,05 7,8
Metanol [pH 9,25] 12,1 91 8,85 11,05 8,3 6,3 7,2
Metanol 50% [pH 9,25] 11,55 8,5 8 10,95 8,05 6,1 6,7
Etanol [pH 9,25] 11,1 7,5 8,3 10,8 7,8 595 6,45
Acetona [pH 2,25] Nd Nd Nd 6,05 1 3,3 3,75
Acetona [pH 7] Nd Nd Nd 1,5 0,75 3,05 3,9
Acetona pH [9,25] Nd Nd Nd 1 Nd 1,95 2,3

En los extractos obtenidos con etanol como solvente, los datos de concentracion son,
de media, un 13% inferiores a los registrados con metanol absoluto o al 50%. En los
extractos obtenidos con acetona, algunos de los polifenoles de la muestra no se
detectaron, posiblemente porque es un solvente apolar que solubiliza bien los flavonoles,
pero es poco eficiente para solubilizar los polifenoles polares. Por Ultimo,
independientemente del solvente utilizado, la acidificacién del solvente siempre genero
mejores resultados de extraccidn que la alcalinizacién, pero en ningln caso se mejora el

rendimiento de los solventes a pH neutro (Tabla 7).
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Una vez determinado que el metanol a pH 7 era un buen solvente para solubilizar la
mayoria de los polifenoles presentes en la mezcla patron, se evaludé este método de
extraccion con las muestras de mosto. Se comenzd analizando las muestras de mosto
Airén tomadas en tres estadios del proceso de concentracion: inicial, medio y final. Tras
la extraccion, 20L de cada extracto se resolvieron mediante HPLC utilizando el método
de elucién MEI3. Como se muestra en la figura 19, los cromatogramas de estos extractos
muestran mayor nimero de picos debido a la mayor complejidad polifendlica del mosto
frene a la muestra de patrones. Con este método de elucién la mayoria de los polifenoles
de la muestra se resuelven en los primeros 10 minutos de la cromatografia y se pueden
apreciar diferencias en el perfil de compuestos detectados, lo que podria indicar cambios
en la estructura molecular de los polifenoles del mosto asociados al proceso de
concentracion. Ademas, al comparar los cromatogramas de las tres muestras, se observa
un incremento en las unidades de absorbancia relativas asociadas a los polifenoles
presentes en cada muestra, lo que indica una mayor concentracion de polifenoles en las

muestras de mosto concentrado, algo que era de esperar.
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Figura 19. Cromatogramas HPLC a 210nm de extractos de mosto Airén en las distintas etapas
del proceso de concentracion industrial. A) MCNi, B) MCNm, C) MCNf.
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4.1.2. Extraccion de polifenoles solido-liquido.

Este método consiste en solidificar las muestras de mosto con arena de silice como
paso previo a la extraccion con metanol (apartado 3.2.2.2 de materiales y métodos). Se
probd primero con la muestra de patrones a concentracion 15mg/L. Los resultados del
HPLC y la cuantificacién de los polifenoles extraidos por este método muestran que el
porcentaje de deteccion oscila entre el 85% para el acido galico y el 57% de la
quercetina, por lo que el rendimiento no es mejor que con el método anterior (Figura
20, Tabla 8).

Tabla 8. Cuantificacion (mg/L) de los polifenoles extraidos con metanol [pH 7] de la muestra
solidificada con arena de silice. GA: acido galico, EP: epicatequina, CH: catequina, CA: acido
cafeico, VA: acido vanilico, PLD: polidatina, QC: quercetina.

Solvente Concentracion polifenol (mg/L)
GA CH EP CA VA PLD QC
Metanol [pH 7] 12,7925 10,8 11,25 11,475 9,35 7,52 8,4575

mAU 1
12005 GA
1000—3_
%0 CH EP
6001
|t
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2 4 6 8 10 12 14  mir

Figura 20. Cromatograma HPLC a 210 nm de los polifenoles de la muestra control extraidos por
el método de arena de silice. Acido galico (GA), catequina (CH), epicatequina (EP), &cido cafeico
(CA), acido vanilico (VA), Polidatina (PLD), quercetina (QC).

También se aplicd este método a muestras de mosto Airén, en las distintas etapas
del proceso de concentracidn industrial. Los extractos obtenidos se analizaron mediante
HPLC y, como se puede ver en la Figura 21, el perfil de los polifenoles en las distintas
etapas de la concentracién del mosto normal es similar, pero hay diferencia en las
unidades de absorbancia, como es de esperar, por el proceso de concentracion. Sin
embargo, los cromatogramas obtenidos indican una menor complejidad polifendlica que

los obtenidos con el método de solubilizacion directa con metanol.
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Figura 21. Cromatogramas HPLC a 210nm de los polifenoles extraidos por el método de
solidificacion con arena de silice resueltos con el método de elucién MEI3. A) MCNi B) MCNm. C)
MCNf.

4.1.3. Extraccion de polifenoles de muestras de mosto liofilizado.

Este método consistid en utilizar muestras de mosto liofilizadas como matriz para la
extraccion (apartado 3.2.2.3. de materiales y métodos). Como en los casos anteriores,
primero se analizd la muestra control con los 7 polifenoles conocidos a una concentracion
de 15mg/L. Se tomaron 0,2ml de muestra, se congelaron a -80°C y se liofilizaron. A
continuacién, se realizd la extraccion de polifenoles con metanol y los extractos
obtenidos se analizaron mediante HPLC, para verificar que se extraian todos los
polifenoles de la mezcla y calcular la eficiencia, que en este caso oscilé entre el 94%
para el acido galico y el 83% para quercetina (Figura 22 y Tabla 9). Estos datos no son
mejores que los obtenidos con la extraccién directa con metanol, si bien hay que destacar

que estos extractos permitieron el analisis posterior mediante MS, algo que no se pudo
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hacer con los extractos obtenidos mediante el primer método ya que no se conseguia

ionizar adecuadamente los compuestos a analizar.

Tabla 9. Cuantificacion (mg/L) de los polifenoles extraidos por el método de liofilizacion de la
muestra. GA: acido galico, EP: epicatequina, CH: catequina, CA: acido cafeico, VA: acido
vanilico, PLD: polidatina, QC: quercetina.

Solvente Concentracion polifenol (mg/L)

GA CH EP CA VA PLD QC

Metanol [pH 7] 14,89 13,2 13,75 14,85 13,2 13,16 12,44
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Figura 22. Cromatograma HPLC a 210nm del extracto de la muestra control obtenido con el
método de extraccidn por liofilizacion eluido con el método MEI3. Por orden de elucion: acido
galico (GA), Hidrato de catequina (CH), epicatequina (EP), acido cafeico (CA), acido vanilico (VA),
polidatina (PLD), y quercetina (QC).

Este método de extraccidn se aplicd a muestras de mosto de los diferentes varietales.
El analisis de los extractos mediante HPLC permitio apreciar gran complejidad en el perfil
cromatografico de las muestras, asi como una mayor intensidad en las unidades de
absorbancia del mosto Tempranillo (Figura 23E) frente a los mostos de las variedades
blancas: Airén (Figura 23A), Gewirztraminer (Figura 23B), Sauvignon blanc (Figura
23C), Verdejo (Figura 23D. Este resultado era algo esperable puesto que Tempranillo es
una variedad tinta muy rica en polifenoles y por ello se ha incluido en el estudio, como

control y referencia frente al resto de variedades blancas estudiadas.
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Figura 23. Cromatogramas HPLC a 210nm de los extractos de polifenoles obtenidos a partir de
mosto liofilizado de las variedades Airén (A), Gewlirztraminer (B), Sauvignon blanc (C), Verdejo
(D) y Tempranillo (E).

Todos los extractos de polifenoles obtenidos por los tres métodos anteriormente
descritos se analizaron mediante HPLC-MS. Los extractos obtenidos mediante los
métodos de extraccion directa con solventes y solidificacion con silice no generaron
resultados satisfactorios, quizas por algin componente presente en las muestras que

interfiere en la ionizacién de las moléculas. Los extractos obtenidos a partir de las
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muestras de mosto liofilizadas si permitieron obtener resultados satisfactorios en el
espectrémetro de masas, por lo que este método se selecciond para la extraccion de

polifenoles de todas las muestras de mosto incluidas en este estudio.

4.2.Cuantificacion de polifenoles totales en los mostos por técnicas

espectrofotométricas.

Para tener una estimacion de la cantidad total de polifenoles en los mostos originales
y los extractos se utilizd la espectrofotometria. Esta técnica permite cuantificar
polifenoles totales en base a su estructura quimica y su capacidad de absorcién de luz
de longitudes de onda en el rango de la luz UV. Para ello, se realizd una recta de
calibrado, utilizando acido galico en un intervalo de concentracién comprendido entre
2mg/Ly 2 g/L, con 10 puntos intermedios equidistantes. Con las lecturas de absorbancia
a 280nm, se obtuvo la ecuacién de la recta (y = 0,0179x — 0,0376; R2 = 0,9998) que se
ha utilizado para interpolar los datos de absorbancia de las muestras en estudio y
determinar la concentracion total de polifenoles, en mg/L equivalentes de acido galico
(GAE) (Tabla 10 y figura 24). Estos datos muestran, que el mosto de la variedad tinta
Tempranillo tiene un contenido total de polifenoles bastante mayor que los mostos de
uva blanca, algo que era de esperar, en base a estudios previos. En concreto el contenido
en polifenoles del mosto Tempranillo es un 30% mayor que Gewdrztraminer, un 52%
mayor que Sauvignon blanc, un 54% mayor que Airén y un 70% mayor que Verdejo.
Segun estos datos los mostos Airén y Sauvignon blanc tienen una cantidad similar de
polifenoles totales, que suponen un 35-37% mas que la cantidad presente en Verdejo
que es el mas pobre en polifenoles. EI mosto blanco con mayor contenido en polifenoles

es el de la variedad Gewdirztraminer, con un 33% mas que el mosto Airén.

Al comparar los datos de los extractos con los de los mostos se ve que el proceso de
extraccion conlleva pérdida de polifenoles y el porcentaje de pérdida varia en funcién
del varietal, siendo de un 7,5% para la variedad Verdejo, un 15% en Airén, un 19,4%
en Gewdrztraminer, un 24,7% en Sauvignon blanc y un 33,2% en Tempranillo (Figura
24, Tabla 10). La mayor pérdida se produce en el mosto tinto, que es el mas rico en
polifenoles, dato que habra que tener en cuenta a la hora de discutir los resultados
finales de cuantificacion. Este resultado indica que el método de extraccion utilizado no
solubiliza todos los polifenoles de los mostos. Las diferencias en los porcentajes de

pérdida pueden deberse al tipo de polifenoles presentes en las muestras, en concreto
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en el mosto Tempranillo, rico en proantocianididinas y taninos, es posible que estos
compuestos mas complejos estructuralmente sean menos solubles en disolventes
polares. En el caso de las variedades blancas los porcentajes de pérdida varian bastante
siendo sorprendente el elevado porcentaje del mosto Sauvignon blanc (24,7%). Los
porcentajes de pérdida para las otras variedades son algo menores y por ello se
considerd adecuado continuar con este estudio centrado en la variedad Airén utilizando

este procedimiento de extraccién.

Tabla 10. Contenido total de polifenoles en los mostos de los diferentes varietales y sus
extractos, expresados en mg/L GAE.

Polifenoles totales mg/L GAE
Airén Gewiirztraminer S. blanc Verdejo Tempranillo
Mosto 752+47,5 1.128,8+6 785166 490,81+23 1.639,1+22,8
Extracto | 638,9+63 909,5+5,4 590,8+35  453,78+11 1.094,2+8,4
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Figura 24. Concentracion de polifenoles totales, expresada en equivalentes de acido galico (GAE)
en las muestras de mosto (barra izquierda) y en los extractos (barra derecha) de los diferentes
varietales en estudio.

Del mismo modo, se determind la concentracién de polifenoles totales en las muestras
de mosto Airén en distintas etapas del proceso de concentracion, mosto fresco a 19°Brix
(MCNi), mosto a 30°Brix (MCNm) y mosto a 65°Brix (MCNf). Al comparar la
concentracion de polifenoles en el mosto concentrado con respecto al mosto inicial, se
puede ver que ésta practicamente se duplica (Tabla 11, Figura 25). No obstante, hay

que tener en cuenta que los azlicares se concentran 3,4 veces en el mosto final, lo que
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estaria indicando que el proceso de calentamiento del mosto para evaporar agua y
concentrar los azlcares, esta afectando negativamente a los polifenoles del mosto. En
concreto, segun estos datos, se estaria produciendo una pérdida del 42% de los
polifenoles totales del mosto en el proceso de concentracion. De igual modo, el proceso
de extraccidn conlleva una pérdida de polifenoles, que en este caso oscila entre el 9,6%

y el 5,9% en las muestras inicial y final respectivamente.

Tabla 11. Concentracion de polifenoles totales en muestras de mosto normal en distintas
etapas de concentracion y sus extractos, expresados en mg/L GAE.

Polifenoles totales (mg/L GAE)
MCNi MCNm MCNf
Mosto 477,4£13 648,6+10,3 927,6+38
Extracto 431,5+15,2 629,9+51,3 873,8+13,8
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Figura 25. Concentracion de polifenoles totales, expresada en equivalentes de acido galico (GAE)
en las muestras de mosto normal Airén (barra izquierda) y sus extractos (barra derecha), en

diferentes etapas del proceso de concentracion: inicial (MCNi), medio (MCNm), final (MCNf).

También se cuantificaron los polifenoles totales de las muestras del proceso de
obtencién del mosto decolorado Airén, mosto fresco a 199Brix (MCDi), mosto a 30°Brix
(MCDm) y mosto a 65°Brix (MCDf). Al igual que en el caso anterior, los datos indican
que el proceso de concentracidon conlleva una pérdida considerable de polifenoles, un
44% en este caso (Tabla 12, Figura 26). El proceso de extraccion también conlleva una
pérdida adicional de polifenoles que oscila entre el 15% en MCDi y el 33% MCDf.
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Tabla 12. Concentracion de polifenoles totales en el mosto decolorado en las distintas etapas
de concentracion y sus extractos, expresados en mg/L GAE.,

Polifenoles totales (mg/L GAE)
MCDi MCDm MCDf
Mosto 490+2 643,3+£2,3 769+2

Extracto 348,3+30,7 423,2+11,6 515,6%+12,5
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Figura 26. Concentracion de polifenoles totales, expresada en equivalentes de acido galico (GAE)
en las muestras de mosto decolorado Airén (barra izquierda) y sus extractos (barra derecha), en

diferentes etapas del proceso de concentracion: inicial (MCDi), medio (MCDm), final (MCDf).

Estos resultados en conjunto indican que el proceso de filtracién al que se somete el
mosto para su decoloracion lleva asociado una pérdida de polifenoles de un 17% en el
mosto concentrado decolorado frente al normal. Ademas, el proceso de extraccion con
metanol también se ve afectado, con pérdidas en la extraccion del 33% en el caso del
concentrado decolorado frente al 5,9% en el concentrado normal. La filtracidn afecta de
alglin modo a la matriz del mosto que hace que el proceso de extraccién de polifenoles
que se ha utilizado en el trabajo no sea tan eficiente como lo es en las muestras de

mosto no sometidas al proceso de ultrafiltracion.
Otro aspecto a destacar, es que las concentraciones de polifenoles en las muestras

de mosto iniciales del proceso de concentracion (MCNi, MCDi) (tablas 11 y 12), son

aproximadamente un 40% mas bajas, que las determinadas para el mosto fresco Airén
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en el estudio de varietales (Tabla 10). Esto podria deberse a que, el estudio de mostos
de varietales se realizd con muestras de mosto que venian directamente del prensado
de la uva, mientras que el mosto Airén de las muestras MCNi y MCDi ha estado una
media de 90 dias almacenado a temperatura ambiente en grandes tanques a los que se
les anadié 880ppm de sulfuroso. Durante este tiempo de almacenamiento en estas
condiciones y dada la complejidad del mosto, es muy probable que se formen agregados
moleculares que incluyan polifenoles que precipiten en los tanques y de ahi la

disminucion del contenido en polifenoles detectada.

4.3.Analisis de la capacidad antioxidante del mosto y los extractos de
polifenoles.

Con el fin de determinar la capacidad antioxidante de los polifenoles presentes en los
mostos y los extractos obtenidos, se ha utilizado el procedimiento del DPPH descrito en
el apartado 3.2.4. de materiales y métodos. Se ha determinado el valor ICso, que se
define como la concentracidon necesaria de polifenol(es) para disminuir en un 50% la
cantidad de radicales libres presentes en la reaccion (DPPH+). Como referencia se utilizé
acido galico y a partir de la recta obtenida (y=-0,0051x + 0,4708; R2 = 0,9926) se
estimaron los valores ICso de las muestras de mosto en mg/L GAE. Por lo tanto, cuanto
menor sea el valor de ICso, mayor es la actividad antioxidante del compuesto o extracto

analizado 2o0s.

En las condiciones de ensayo utilizadas en el trabajo, se obtuvo un valor ICso para
acido galico de 43,76 mg/L, que normalizado a la cantidad de DPPH utilizada, dio un

valor de ICso de 1,85 mg acido galico/g DPPH.

Los resultados obtenidos con los mostos y los extractos de polifenoles de los
diferentes varietales muestran que la variedad Tempranillo es la que mayor capacidad
antioxidante tiene, seguida de Gewiirztraminer, Sauvignon blanc, Airén y Verdejo (Tabla
13). Por lo tanto, se puede decir que la capacidad antioxidante de los mostos y sus
extractos es proporcional al contenido total de polifenoles de las muestras. Ademas, se
aprecia que la pérdida de polifenoles totales durante el proceso de extraccion también
afecta a la capacidad antioxidante, con una reduccién de alrededor del 15% en las

muestras de mosto blanco y de un 27% en la variedad tinta Tempranillo.
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Tabla 13. Capacidad antioxidante de los mostos y los extractos de polifenoles de los diferentes
varietales de uva estudiados.

Varietal ICso (mg/gDPPH)
Mosto Extracto
Airén 2,43+0,3 2,82+0,3
Gewdrztraminer 1,78+0,4 2,14+0,4
Sauvignon blanc 2,36+0,3 2,75+0,4
Verdejo 2,82+0,3 3,21+0,3
Tempranillo 1,35+£0,4 1,85+0,4

Al analizar las muestras de mosto de las etapas de concentracién industrial, en todos
los casos se obtienen valores ICso menores en el mosto normal que en el decolorado, lo
que indica que tiene mayor capacidad antioxidante. Este dato apoya lo expuesto
previamente, acerca del paso de filtracion al que se somete el mosto para la
decoloracion, que conlleva una eliminacién de polifenoles y reduce la capacidad
antioxidante del mismo. También se aprecia, como en los resultados anteriores de los
varietales, que los extractos de mosto tienen menor capacidad antioxidante que los
mostos sin procesar, lo que estaria indicando que en el proceso de extraccién con
metanol hay polifenoles que no se extraen, posiblemente los de naturaleza mas apolar,
y tienen actividad antioxidante. No obstante, algo que merece la pena resaltar es, que
aun con la perdida de polifenoles que conlleva el proceso de concentracion, los
polifenoles que quedan en las muestras de mosto concentrado Airén tienen una buena
capacidad antioxidante, en concreto para las muestras de las distintas etapas de

concentracion, tanto las muestras decoloradas (MCD) como normales (MCN) (Tabla 14).

Tabla 14. Capacidad antioxidante de los mostos y extractos de polifenoles de las diferentes
etapas del proceso de concentracion industrial.

ICso (mg/g DPPH)
MCDi MCNi MCDm MCNm MCDf MCNf
Mosto 3,06+0,3 2,61+0,3 2,74+0,4 2,07+0,4 2,24+0,3 1,25+0,3
Extracto 3,28+0,3 2,95+0,3 3,05+0,4 2,55+0,4 2,58+0,4 1,49+0,4

Los resultados de espectrofotometria y los ensayos con DPPH sirven para tener una
estimacion de la concentracién de polifenoles totales y su capacidad antioxidante, sin

embargo, estas técnicas no permiten realizar una identificacién y cuantificacion precisa
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de los polifenoles concretos presentes en el mosto. Para ello, se continudé con la
caracterizacion de los polifenoles de los extractos del mosto mediante HPLC vy, a

continuacion, se realizd su cuantificacion mediante HPLC-MS.

4.4.Caracterizacion de los polifenoles extraidos del mosto mediante HPLC.

Una vez determinado, que el método de extraccion de polifenoles a partir de mosto
liofilizado utilizando metanol como solvente permitia una buena extraccién, y posterior
analisis, se procedié a identificar los polifenoles presentes en los extractos mediante
HPLC. Para ello, se utilizd el equipo de HPLC Agilent1260, con una columna de fase

reversa Kromasil C18 (250x50mm, d.i.4,6um).

4.4.1. Separacion de polifenoles por HPLC con método de elucion

isocratico.

La caracterizacion de la composicion polifendlica de los extractos de mosto se
comenzé utilizando diferentes métodos de elucidn isocraticos, en los que se mantienen
constantes las proporciones de los solventes de la fase mdvil durante el tiempo que dura
la cromatografiaa, 43, 238. Todos los métodos de elucion ensayados estan descritos en la

tabla 4 de materiales y métodos.

Antes de analizar los extractos de mosto, se utilizo la muestra control de 7 polifenoles
a 15mg/L utilizada en los estudios previos. Se inyectaron 20uL de muestra en el HPLC y
se resolvieron con los métodos de elucion MEI1a, MEI1b, MEI1c y MEI1d (Figura 27). En
todos ellos la fase mdvil estaba compuesta por el solvente A (agua-acético 99:1 v/v) y
el solvente B (acetonitrilo) y la elucidn tuvo lugar a 30°C durante 20 min. En los métodos
MEI1a y MEI1b la proporcidn de los solventes fue 1:1 y la Unica diferencia era el caudal,
que fue de 1mL/min en MEIla y 0,5mL/min en MEI1b (Figura 27 Ay B). A partir de los
cromatogramas obtenidos, se establecié el flujo en 0,5mL/min y se hicieron nuevos
ensayos variando la fase movil compuesta por acetonitrilo:agua acidificada en
proporciones 3:7 (MEIlc) y 7:3 v/v (MEI3d) (Figura 27 C y D). Los cromatogramas
obtenidos muestran que el método MEIlc es el mas resolutivo, ya que permitié la
deteccién de mas compuestos de la mezcla con una mejor resolucién (Figura 27C). Los
otros métodos ensayados no permitieron la identificacion correcta de todos los

polifenoles de la mezcla patron.
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Figura 27. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm obtenidos con la mezcla patrén de polifenoles
resueltos con el método de elucién isocratico MEI1a(A), MEI1b(B), MEI1c (C) y MEI1d (D). Acido
galico (GA), Hidrato de catequina (CH), epicatequina (EP), acido cafeico (CA), acido vanilico (VA),
polidatina (PLD), quercetina (QC).

A la vista de estos resultados, se analizaron variantes a partir del método MEI1c. Lo
primero que se probo fue incluir un alcohol en la fase mévil, metanol en el método MEI1le
y etanol en el método MEI1f, de modo que esta quedaba compuesta por solvente A
(agua-acético 99:1 v/v), solvente B (acetonitrilo) y solvente C (alcohol) en proporciones
[69:16:15]. En estos dos métodos se aumento ligeramente el caudal a 0,85ml/min vy la

temperatura se fijo a 25°C.
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La elucion con el método MElle (Figura 28A) mostré diferencias notables con
respecto al método MEI1c y permitié detectar de manera separada y bien resuelta todos
los polifenoles manteniendo la linea base, lo que facilita la identificacion y cuantificacion
posterior. Con este método de elucién el acido galico ha mejorado su resolucion y los
acidos cafeico y vanilico se han resuelto completamente. Con el método de elucién MEI1f
también se consigue una buena separacion de compuestos, pero no se mantiene la linea
base, lo que dificulta los analisis posteriores (Figura 28B). Estos resultados indican que
la inclusién de metanol en la fase mévil mejora la resolucidon cromatografica de los

polifenoles incluidos en la muestra patron.
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Figura 28. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de la mezcla patrén de polifenoles resueltos con
los métodos de elucidn isocraticos MEI1e (A), MEILf (B). Acido gélico (GA), Hidrato de catequina
(CH), epicatequina (EP), acido cafeico (CA), acido vanilico (VA), polidatina (PLD), quercetina (QC).

También se ensayd el efecto del pH de la fase mdvil en la elucién de los polifenoles
patron. Se utilizd acido acético (MEI2a), acido fosfdrico (MEI2b) y acido formico (MEI3)
al 0,1% con un flujo de la fase movil de 0,65mL/min. Se observo que el método MEI3
permitia la mejor resolucion de los polifenoles de la muestra (Figura 29C). El uso de
acido fosférico (MEI2b) dio el peor resultado en la resolucion de las moléculas. A partir
de estos resultados se decidio utilizar acido férmico para acidificar la fase mdvil, ya que
ademas es un acido que no interfiere en la ionizacion de los polifenoles cuando son

analizados por espectrometria de masas.
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Figura 29. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de la mezcla patrén de polifenoles resueltos con
los métodos de elucidn isocraticos MEI2a (A), MEI2b (B) y MEI3 (C). Acido gélico (GA), Hidrato
de catequina (CH), epicatequina (EP), acido cafeico (CA), acido vanilico (VA), polidatina (PLD),
quercetina (QC).

Estos experimentos con la muestra de patrones generaron resultados aceptables,
pero no Optimos, ya que con estos métodos algunos polifenoles se solapaban
parcialmente durante la elucién. El método MEI3 fue el que se utilizd para el analisis de
los polifenoles extraidos de las muestras de mosto con los diferentes métodos de
extraccion ensayados descritos en el apartado anterior (4.3). Sin embargo, se siguid
trabajando en la puesta a punto de un método de elucién que permitiera una dptima
resolucion de todos los polifenoles, ya que en la complejidad en polifenoles de los
extractos de mosto es mucho mayor que la que presenta la muestra de patrones utilizada

en estos experimentos.

76



4.4.2. Separacion de polifenoles por HPLC con métodos de elucion en

gradiente.

Con el fin de optimizar la separacion de los polifenoles de los extractos de mosto, se
probaron diferentes métodos de elucién en gradiente (Tabla 5, materiales y métodos).
Ademas de cambiar las proporciones de los solventes durante la elucién, se cambiaron
los parametros de caudal y tiempo de elucidn. Al igual que antes se trabajé con la mezcla

control de 7 polifenoles disueltos en metanol a 15mg/L.

Se comenzd con el método de elucidn en gradiente MEG1 (Figura 30A), que creaba
un gradiente de polaridad que pasaba del 30% al 70% de acetonitrilo a lo largo del
tiempo de elucidn. En el método MEG2 se varid el gradiente de elucion ligeramente, lo
que permitié mejorar un poco la resolucién de varios patrones (Figura 30B). Estos dos
métodos si bien permitian una buena resolucién de los polifenoles patrén, cuando se
utilizaban para analizar las muestras de los extractos de los distintos mostos, los
polifenoles presentes eluian demasiado juntos y no habia una buena separacion de los
mismos (datos no mostrados), por ello se continud analizando otros métodos. El objetivo
era mejorar la resolucidon en la regiébn mas polar del cromatograma, donde se
acumulaban un mayor nimero de polifenoles. En el método de elucién MEG3, se vari6
el gradiente de los solventes de la fase mdvil (Entre los minutos 12 y 25 se incremento
la concentracidon de acetonitrilo), el tiempo de elucién a incrementd a 35 minutos y el
caudal se establecié en 0,5mL/min (Figura 30C). Y en el método denominado MEG4 se
inicié la elucion con un 100% de agua hasta reducirla al 20% antes de recuperar las
condiciones iniciales; se ajusto el tiempo de elucién a 45 minutos, manteniendo el caudal
a 0,5mL/min(Figura 30D). Se puede observar que los patrones, tanto en el
cromatograma utilizando el método MEG3 (Figura 30C) como utilizando el método de
elucion MEG4 (Figura 30D) se eluyen bien los polifenoles. No obstante, el cromatograma
utilizando el método MEG4 (Figura 30D) permite una separacion mayor de los
compuestos, necesaria para el analisis de las muestras de mosto, como se describe a

continuacion.
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Figura 30. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de la mezcla patrén de polifenoles obtenidos con los métodos de elucion en gradiente MEG1 (A), MEG2 (B),
MEG3 (C) y MEG4 (D) Por orden de elucion: acido galico (GA), catequina (CH), epicatequina (EP), acido cafeico (CA), acido vanilico (VA), polidatina (PLD) y

quercetina (QC).
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El método de elucion MEG4 permitio la mejor resolucion de los polifenoles de la mezcla
patron y fue el método de eleccidn para realizar el andlisis de los extractos de polifenoles
de los mostos. Primero se comparo el perfil de polifenoles en los extractos de mosto de
las 5 variedades de uva estudiadas, pudiéndose apreciar diferentes perfiles en funcion
del varietal (Figura 31). Se aprecia que la mayoria de los polifenoles de las muestras
eluyen al inicio del cromatograma, lo que se explicaria por ser polifenoles de naturaleza
polar extraidos con metanol. La diferencia en la intensidad de los picos de los diferentes
extractos siendo Tempranillo en el que mas intensidad presenta. Se selecciond este
método como el mejor para resolver todos los polifenoles de los extractos porque nos

permitié eluir mayor nimero de compuestos de las muestras.
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Figura 31. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de los extractos de polifenoles de mosto Airén
(A), Gewiirztraminer (B), Sauvingnon blanc (C), Verdejo (D) y Tempranillo (E), resueltos

utilizando el método de elucion MEG4.

También se analizaron los extractos de mosto Airén de las distintas etapas del proceso
de concentracion industrial utilizando el método de elucion MEG4. Del mismo modo que
antes, los cromatogramas obtenidos muestran que la mayoria de los polifenoles eluyen
en los primeros 10 minutos del gradiente y se puede apreciar que en los extractos del
mosto concentrado la intensidad de los picos detectados es bastante mayor que en la
muestra inicial, lo que indica una mayor concentracion de los mismos como es de esperar

por el proceso de concentracién (Figura 32).
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Figura 32. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de los extractos de polifenoles de las distintas
etapas del mosto concentrado normal Airén (A), Etapa inicial (B), Etapa media (C), Etapa final,
resueltos utilizando el método de elucion MEG4.
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4.5. Analisis cuantitativo de los polifenoles del mosto mediante

espectrometria de masas.

Una vez definidas las condiciones de HPLC que permiten una adecuada resolucion de
los polifenoles presentes en los extractos de mosto, el siguiente paso fue identificar y
cuantificar estos compuestos mediante HPLC-MS. Para llevar a cabo el estudio, lo
primero que se hizo fue generar una base de datos de polifenoles, con la que comparar
los espectros de nuestras muestras y asi poder identificar y cuantificar polifenoles

concretos.

4.5.1. Creacion de una base de datos para la identificacion de

polifenoles mediante HPLC-MS.

Para generar la base de datos de polifenoles de mosto con los parametros que
permitan su identificacién mediante HPLC-MS, se realizd una busqueda bibliografica para
identificar los polifenoles descritos mas habituales en la uva. Se identificaron 122
polifenoles que podian estar presentes en el mosto, de ellos se seleccionaron las
moléculas de tamafio molecular comprendido entre 50 y 500Da, para evitar incluir
moléculas de gran complejidad, dimeros, sustituciones glucidicas, etc. (Tabla I Anexo).
De estos 122 compuestos, se seleccionaron 56 polifenoles de los que se disponia de
datos publicados con los pardmetros necesarios para su identificacion mediante MS
(Tabla II Anexos)2i4228 Y que podrian estar presentes en muestras de mosto. No
obstante, para poder identificarlos con seguridad en nuestro equipo y condiciones de
trabajo, era necesario estudiar el espectro de fragmentacién real de los distintos
polifenoles, distinguiendo los fragmentos mas estables, tanto en modo de ionizacién
positivo como negativo. De estos 56 compuestos finalmente se seleccionaron 23 para
realizar el analisis por ser compuestos representantes de las familias de polifenoles
habitualmente presentes en la uva y sus derivados, que ademas estaban accesibles
comercialmente. Estos 23 compuestos seleccionados reunian las siguientes condiciones:
ser polifenoles sin modificacion quimica (principalmente glicosilaciéon) y tener una sefal

analitica suficiente para poder ser cuantificados (Tabla 15).
Para la cuantificacion de los polifenoles, se necesité adaptar los voltajes de ionizacién

en el equipo Qtrap4500 de Sciex, utilizando para el analisis la ionizacion por electrospray

(ESI), tanto en el modo de ionizacion negativo como positivo. El trabajo de optimizacion
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de los parametros de ionizacion y fragmentacion de los polifenoles, y su posterior
cuantificacion en las muestras de los extractos de mosto, fue realizado en colaboracién
y bajo la supervisidon de la Dra Maria Posada Ayala, profesora de la Facultad de Ciencias

Experimentales de la Universidad Francisco de Vitoria

En las Tabla 15 y 16 se muestran los polifenoles analizados con los parametros de
espectrometria necesarios para su identificacion y el modo de ionizacién en el que se ha
realizado el analisis. Para un compuesto podria haber varios fragmentos seleccionables,
pero solamente se ha mostrado aquel que mejores resultados de cuantificacion ha
proporcionado. El proceso de seleccién de una molécula, en el interior del equipo, es un
recorrido secuencial que tiene una duracién de milisegundos por cada molécula
analizada. Comienza en el primer cuadrupolo (Q1), donde tiene lugar la seleccion de las
moléculas en funcion de su tamaino (peso molecular) y la carga adquirida por causa de
la ionizacidn, estableciendo unos valores concretos de seleccion, debido a la relacion
carga/masa resultante. A continuacién, en el segundo cuadrupolo (Q2) tiene lugar la
fragmentacion de la molécula por efecto del voltaje de colisién y estabilizacion
establecido. Los fragmentos resultantes, se seleccionan en el tercer cuadrupolo (Q3) de
manera similar al modo empleado en el primer cuadrupolo, por la relaciéon carga masa.
Los fragmentos se van acumulando en la trampa idnica, aumentando asi la intensidad
de sefal (cps) (cuentas por segundo-iones que llegan al detector), para su posterior
identificacion. La cuantificacion de uno de los fragmentos, por analogia sirve para la

cuantificacion del polifenol del cual proviene dicho fragmento.
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Tabla 15. Parametros para analizar los 23 polifenoles seleccionados mediante espectrometria
de masas. Qi, relacion carga/masa (Da) del polifenol que se desea analizar. Qs, indica el
fragmento mayoritario y estable. El tiempo en milisegundos, hace referencia al tiempo de
analisis. CE es la energia de colision que ocurre en el Q2 (celda de colision). DP (declustering
potentid), potencial de entrada en fuente y CXP (collision cell exit potential), hacen referencia
a parametros de energia de estabilizacion del equipo para seleccionar los tamafios adecuados
y focalizarlos al Qs. EP (entrance potential), es el potencial en Qo; en Q1 fue de 10 voltios para
todas las muestras.

No

No

15
16
17
18
19
20
21
22
23

Nombre del
compuesto

Acido cafeico
Acido cumarico
Acido
dihidroxibenzoico
Acido galico
Acido
protocatecuico
Acido salicilico
Acido vanilico
Esculetina
Isorhamnetina
Polidatina
Quercetina
Resveratrol
Rutina
Viniferina

Nombre del
compuesto

Acido clorogénico
Acido elagico
Acido ferulico

Apigenina
Catequina
Epicatequina
Kaempferol
Luteolina
Siringaldehido

Modo de ionizacion negativo

Q1 Q3 Tiempo DP
(Da) (Da) (msec) (voltios)
178,9 135 5 -50
162,9 93 5 -30
152,9 109 5 -75
168,9 1249 5 -110
152,9 90,9 50 -75
136,9 93,1 50 -15
167,1 152 50 -50
175,9 133 50 -65,5

315 300 50 -225

389,03 227,01 50 -110
301,1 178,9 50 -50
226,98 142,89 50 -95
609 299,9 50 -230
453 410,9 50 -45
Modo de ionizacion positivo

Q1 Q3 Tiempo DP
(Da) (Da) (msec) (voltios)
355,1 163 50 46
303,2 2852 50 100

195 167 50 50

271 253,1 50 100

291 139 50 16

291 138,9 50 36

285 153 50 111

285 153 50 100

183 123,1 50 41
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CE

(voltios)

-22

CE

(voltios)

21
27
11,13
14
21
21
43
89
17

CXP
(voltios)

CXP
(voltios)

10
5
10
10
10
8
10
10
8



4.5.2. Seleccion de polifenoles y validacion del método de analisis.

Una vez realizada la optimizacién para la identificacién de los polifenoles comerciales,
se analizaron las muestras de los extractos de mosto para determinar la presencia y
cantidad de los 23 compuestos seleccionados. De los 23 compuestos estudiados, solo se
han podido identificar y cuantificar 16 polifenoles, los 7 restantes no se pudieron
identificar (Tabla 16).

Tabla 16. Parametros para analizar los polifenoles seleccionados mediante espectrometria de
masas. Qi, relacién carga/masa (Da) del polifenol que se desea analizar. Qs, indica el fragmento
mayoritario y estable. El tiempo en milisegundos, hace referencia al tiempo de analisis. CE es
la energia de colision que ocurre en el Q2 (celda de colision). DP (declustering potential),
potencial de entrada en fuente y CXP (collision cell exit potential), hacen referencia a
parametros de energia de estabilizacion del equipo para seleccionar los tamafios adecuados y
focalizarlos al Q3. EP (entrance potential), es el potencial en Qo; en Q1 fue de 10 voltios para
todas las muestras.

Modo de ionizacion negativo

NO© Nombre del Q1 Q3 Tiempo DP CE CXP
compuesto (Da) (Da) (msec) (voltios) (voltios) (voltios)
Acido cafeico 178,9 135 5 -50 -22 -9
2 | Acido cumdrico 1629 93 5 -30 -30 -5
Acido
3 dihidroxibenzoico 1529 109 > 73 20 7
4 Acido galico 1689 1249 5 -110 -20 -7
51 ot nge"cuico 1529 90,9 50 75 32 13
6 | Acidosaliclico 1369 93,1 50 -15 -22 -5
7 Acido vanilico 167,1 152 50 -50 -20 -10
8 Esculetina 175,9 133 50 -65,5 -29 12
9 Isorhamnetina 315 300 50 -225 -28 -15
10 Polidatina 389,03 227,01 50 -110 -18 -9
11 Quercetina 301,1  178,9 50 -50 -21,15 -10
12 Resveratrol 226,98 142,89 50 -95 -30 -9
Modo de ionizacioén positivo
N© Nombre del Q1 Q3 Tiempo DP CE CXP
compuesto (Da) (Da) (msec) (voltios) (voltios) (voltios)
13 | Acido clorogénico  355,1 163 50 46 21 10
14 Acido ferulico 195 167 50 50 11,13 10
15 Catequina 291 139 50 16 21 10
16 Epicatequina 291 138,9 50 36 21 8
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La cuantificacion de los polifenoles se hizo a partir de los fragmentos detectados en
las muestras que tenian el mismo par tiempo de retencidn-relacion masa/carga (tr-
(m/z)) y espectro de fragmentacién que los patrones. Los compuestos con diferente
tiempo de retencidn, pero el mismo espectro de fragmentacion, corresponden con
isdmeros de los polifenoles estudiados. Aunque la relacion masa-carga es la misma,
difieren en la posicidn interna de ciertos atomos con respecto al analito patrén. Esto es
comun en los flavonoides, que comparten un esqueleto de 3 anillos y el mismo nimero
de atomos, ordenados espacialmente de manera distinta, o en la familia de los
estilbenos, con la estructura de doble anillo fendlico unidos por una cadena de 3
carbonos con un doble enlace, como las diferentes formas cisy trans. En este estudio,

no se contempld la cuantificacién de isomeros.

Para la identificacion y cuantificacion de los 16 polifenoles seleccionados se hicieron
rectas de calibrado en el espectrédmetro de masas analizando muestras de cada uno de
los polifenoles en un intervalo de concentracién entre 1upg/L y 10mg/L. Estos
experimentos se hicieron por triplicado incluyendo acido acetil salicilico (50ug/L) como
control interno. Ademas, se calculd el coeficiente de correlacion (rz), el limite de
deteccién (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) para cada uno de los polifenoles
(Tabla 17)

86



Tabla 17. Datos de calibracion de los polifenoles seleccionados para su cuantificacion y familia a la que pertenecen. Se incluye el coeficiente de correlacion
(r2), el limite de deteccidon (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ) para cada uno de los polifenoles.

Familia

Acidos
hidroxicinamicos

Hidroxicumarinas

Acidos

hidroxibenzoicos

Flavonoles

Estilbenos

Flavanoles

Polifenol

Acido cafeico
Acido clorogénico
Acido cumdrico
Acido fertlico
Esculetina
Acido protocatecuico
Acido salicilico
Acido
dihidroxibenzoico
Acido galico
Acido vanilico
Isorhamnetina
Quercetina
Polidatina
Resveratrol
Catequina

Epicatequina
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Modo
Ionizacion

+

Tiempo
retencion

19,26
16,76
21,83
37,1

19,83
16,77
28,33

16,78

5,25
29,83
31,84
37,06
33,12
26,35

13,3

14,2

Ecuacion de la recta

de regresion
y = 244,62x - 604,68
y = 334,98x - 917,07
y = 5,1843x - 14,455
y = 6,5271x - 21,683
y = 17,313x - 37,133
y = 1,332x - 4,3793
y = 353,7x - 895,34

y = 59,618x - 200,87

y = 20,642x - 50,802
y = 4,6498x - 18,158
y =5,2125x - 13,553
y = 1,2944x - 4,1921
y = 39,529x - 89,901
y = 15,725x - 55,016
y = 24,117x - 44,19
y = 18,621x - 37,673

LOD
(mg/L)
0,228

0,022
0,736
0,819
0,288
0,360
0,053

0,848

0,895
0,421
1,128
1,221
0,715
0,388
0,355
0,877

LOQ
(mg/L)
0,759

0,075
2,452
2,731
0,961
1,201
0,175

2,826

2,983
1,403
3,760
4,070
2,383
1,295
1,184
2,925

0,994
0,996
0,995
0,998
0,999
0,997
0,992

0,998

0,989
0,992
0,997
0,998
0,997
0,991
0,999
0,997



4.5.3. Deteccion y cuantificacion de los polifenoles seleccionados en
extractos de mosto de diferentes varietales mediante HPLC-MS.

Una vez establecidas y validadas las condiciones para la identificacion de polifenoles
con el equipo HPLC-MS Agilent1260-QTrap4500, se inici6 el estudio con los extractos de
mosto de los cinco varietales. A partir de los datos obtenidos en el espectrometro de
masas, se extraen los valores numéricos para cada uno de los fragmentos identificados
en los espectros obtenidos, seleccionando los compuestos en base a los tiempos de
retencion previamente calculados con los patrones estudiados. Los espectros de masas
de los extractos de mosto fresco Airén en los modos de ionizacidn positivo y negativo se
muestran en la Figura 33. Los espectros muestran una mayor diversidad de tamanos y
abundancia de fragmentos de polifenoles en el modo de ionizaciéon negativo (Figura 33B)
que en el positivo (Figura 33A). Los espectros de los extractos del resto de varietales se
muestran en los Anexos en las figuras I, II, III y IV. En todos los casos se recoge el

espectro comprendido entre 50 y 500 Da, en los dos modos de ionizacion.

Los datos de cuantificacion de los polifenoles estudiados se presentan agrupados por
familias, con el fin de facilitar el seguimiento y la comparacion en las distintas muestras.
Para determinar si las diferencias de concentracion de los polifenoles en las muestras de
varietales son significativas se ha realizado un analisis de la varianza (ANOVA) con un
nivel de significacion de 0,01 (p value <0,01). Los resultados de la ANOVA indicaban que
habia diferencias estadisticamente significativas practicamente en todos los casos,
confirmadas con el post hoc de Tukey, aunque las diferencias reales de concentracion
de un polifenol fuesen muy pequefias. Esto se podria deber a la alta sensibilidad y
reproducibilidad de la espectrofotometria de masas y por ello se decidié analizar la
relevancia de las diferencias los test de comparacion de medias utilizando el criterio de
“fold of change”, tomando como referencia la concentracion de cada compuesto en el

extracto Airén (apartado 3.1.3).

88



591 A
4,095--3
3.5¢5 18,0
3.0e5 | 109.0-. ‘
1) ]
S  25e5-
= |
a 2,09557-1.-57.0
£ il | 111.0. 1210
= 1.5¢5 561 Lo |lI
il il
1.0e5 | 1009
| 832 | | ‘220 167.0
5.004 LIS 3 e | Mfiirs126.0 7 4750 2123 2302 2401 2562 27412990 3045 3303 3550 437.1
B1. | e : .‘?nl | T || Il 163.1- 1 i ) N b= 04 1 2.V 365.0 4291 }
PRI AR P P el i i et hat Wognc i i and o 3022 5 L4431 4891, 5031
" 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 360 380 400 420 440 460 480 500
m/z, Da
96.8
132.7 265.0
6.0e5 |
5.0e5
174.8
g f
& 4.0e5
-Z“‘ i
£ 228.8
g 3.0e5 178.9 I
g .
£ 136.7
2.085- ”?-0 i
: 164.9 194.9 230.8 2
1.0e5 88.9 | _100.9 19 108 2140 7 2400 [2315 R0 smo 387.0 4232
‘ . 1L 728 8.1 23282490 | 341.0 7. .
o 788 4034 1209 001387 4} (20685909 12328 TN 2850 | 29493993249 310 3774 T 5960 4391 4512 4770 4892
0.0F S 5t Il il P ACC AL BRI LR SRR P LI RS A N LA LRSS EEE R RN S SERS EVL LS EERC B DT T TR PESLIPE CLE USRS LTI, S UL L RSP FOVSTY. Oy SN
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
miz, Da

Figura 33. Espectros de masas de los fragmentos identificados en los extractos de mosto fresco Airén obtenidos en el modo de ionizacion positivo (A) y

negativo (B). Intensidad cuantificada en cps (cuentas por segundo).
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De la familia de los acidos hidroxicinamicos, que incluye los acidos cafeico, clorogénico
y cumarico (Tabla 18, Figura 34), solo los extractos de mosto Airén ( ) y Verdejo
( ) contienen los tres acidos estudiados, siendo el acido cumarico Unicamente
identificado en estos dos varietales. La concentracion de acido cafeico en el extracto
Airén ( ) es muy similar a la concentracion detectada en Tempranillo (morado) y
ligeramente superior que en el resto de variedades blancas, no habiéndose detectado
en el extracto Sauvignon blanc (azul). El acido clorogénico es el Unico que esta presente
en los cinco extractos, siendo su concentracion un 5,5% superior en el extracto de la
variedad tinta Tempranillo (morado) que en el extracto de la variedad Airén ( ).
El analisis ANOVA indica que todas las diferencias son estadisticamente significativas,
excepto en el caso del acido clorogénico entre Airén con Gewdirztraminer (p=0,0126),
que se ha marcado en la figura con la letra a y Verdejo (p=0,7823), que se ha marcado
en la figura con la letra b; y es en el mosto Tempranillo (morado) donde mas cantidad
se ha detectado de este acido. Sin embargo, las diferencias de concentracién son
minimas, de ahi que para determinar la relevancia de los resultados obtenidos se ha
calculado el cociente de “fold of change’. Como se muestra en la tabla 18, las diferencias
de concentracion detectadas en los acidos hidroxicinamicos analizados en los extractos
de mosto de los diferentes varietales no tienen relevancia funcional. En este caso lo
Unico a destacar es la ausencia de acido cumarico en las muestras de las variedades

Gewdrztraminer, Sauvignon blanc y Tempranillo.
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Tabla 18. Medidas de concentracion y comparacion estadistica de los tres acidos
hidroxicinamicos estudiados en los extractos de los varietales de mosto (mg/L+desviacion
estandar). Todas las comparaciones son estadisticamente significativas entre Airén y el resto de
varietales; test ANOVA y post-hoc Tukey (p<0,01) excepto: Acido clorogénico (a) Airén-
Gewdirztraminer, p=0,0126 y (b) Airén-Verdejo, p=0,7823. Nd = no determinado. Calculo de la
relevancia utilizando el criterio de "fold of change”.

Polifenol Varietal (:[?‘:1;:7:; r::cll)osn :;:;71;: Relevancia
Airén 2,544+0,002 0 0
Gewdlrztraminer 2,5067+0,0003 0,985 1
Acido cafeico Sauvignon blanc nd 0 0
Verdejo 2,4965+0,0002 0,981 1
Tempranillo 2,559+0,002 1,006 1
Airén 2,791+0,002 0 0
Gewdlrztraminer 2,805%0,003a 0 0
Acido clorogénico | Sauvignon blanc 2,765+0,001 0,991 1
Verdejo 2,786+0,002p 0 0
Tempranillo 2,94+0,02 1,055 1
Airén 2,854+0,001 0 0
Gewdrztraminer nd 0 0
Acido cumarico | Sauvignon blanc nd 0 0
Verdejo 2,927+0,009 1,026 1
Tempranillo nd 0 0
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Figura 34. Representacion grafica de las concentraciones de acidos hidroxicindmicos en los
extractos de mosto. Airén () Gewdrztraminer (), Sauvignon blanc (. ), Verdejo ( ),
Tempranillo ((71). Las letras a y b indican que no existe diferencia estadisticamente significativa

con la variedad Airén.
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De la familia de los acidos hidroxibenzoicos, también llamados hidroxibenzoatos, se
han estudiado los acidos dihidroxibenzoico, galico, protocatecuico, salicilico y vanilico
(Tabla 19, Figura 35). Las concentraciones detectadas de todos estos compuestos son
muy similares en los extractos de todos los mostos a excepcion del acido galico. La
mayor cantidad de acido galico se detecta en las variedades Gewdirztraminer ( )
y Verdejo ( ), siendo su concentraciéon un 7,9% y un 9% superior a la detectada en
Airén ( ), respectivamente. En Sauvingnon blanc (azul), la concentracion de acido
galico es un 9,8% inferior a la detectada en Airén ( ), mientras que la variedad
tinta Tempranillo (morado) presenta la misma concentracién que Airén ( )
(2,81mg/L+0,01). El acido vanilico es el que esta en mayor concentracion en cada uno
de los varietales, seguido del acido dihidroxibenzoico y el acido. El acido salicilico es el

que se encuentra en menor concentracion en todas las muestras analizadas.

El analisis de varianza ANOVA marca casi todas las diferencias de concentracién como
estadisticamente significativas a excepcion de las registradas para los acidos
dihidroxibenzoico (p=0,624), que se ha marcado en la figura con la letra a y galico
(p=0,998), que se ha marcado en la figura con la letra b en el extracto Tempranillo
(morado) y el acido salicilico en Verdejo ( )(p=0,0781), que se ha marcado en la
figura con la letra c. No obstante, al comparar el valor de “fold of change’ obtenido en
todos los casos, no se aprecia ningun valor que indique una diferencia de concentracion

relevante en ninguno de los acidos de esta familia.
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Tabla 19. Medidas de concentracion y comparacién estadistica de los cinco acidos
hidroxibenzoicos estudiados en los extractos de los varietales de mosto (mg/Ltdesviacion
estandar). Todas las comparaciones son estadisticamente significativas entre Airén frente al
resto de varietales; test ANOVA y post-hoc, Tukey (p<0,01) excepto: Acido dihidroxibenzoico:
(a) Airén-Tempranillo, p=0,624. Acido galico: (b) Airén-Tempranillo, p=0,998. Acido salicilico:
(c) Airén-Verdejo, p=0,0781. Calculo de la relevancia utilizando el criterio de “fold of changée'.

Polifenol Varietal C[?:;?:]t r:la:cli)ésn Z:;;: Relevancia
Airén 3,422+0,004 0 0
) Gewdrztraminer 3,480+0,002 1,017 1
dihi dr?ﬁit()fnzoico Sauvignon blanc 3,404+0,001 0,995 1
Verdejo 3,4114+0,0003 0,997 1
Tempranillo 3,423+0,002a 0 0
Airén 2,81+0,01 0 0
Gewdlrztraminer 3,05+0,04 1,082 1
Acido galico Sauvignon blanc 2,559+0,002 0,909 1
Verdejo 3,065+0,009 1,089 1
Tempranillo 2,81+0,03p 0 0
Airén 3,337+0,002 0 0
Gewdlrztraminer 3,338+0,003 1,000 1
Acido protocatecuico | Sauvignon blanc 3,324+0,001 0,996 1
Verdejo 3,333+0,002 0,999 1
Tempranillo 3,333+0,003 0,999 1
Airén 2,5414+0,0001 0 0
Gewdrztraminer 2,5621+0,0003 1,008 1
Acido salicilico Sauvignon blanc 2,5502+0,0001 1,003 1
Verdejo 2,5412+0,0001c 0 0
Tempranillo 2,5397+0,0001 0,999 1
Airén 4,024+0,003 0 0
Gewdrztraminer 3,951+0,005 0,982 1
Acido vanilico Sauvignon blanc 3,9222+0,0008 0,975 1
Verdejo 3,9323+0,0005 0,977 1
Tempranillo 3,943+0,004 0,98 1
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Figura 35. Representacion grafica de las concentraciones de acidos hidroxibenzoicos en los
extractos de mosto. Airén () Gewdirztraminer (), Sauvignon blanc ( ), Verdejo ( ),

Tempranillo (7). Las letras a, b y c indican que no existe diferencia estadisticamente significativa
con la variedad Airén.
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En la familia de los estilbenos, se aprecia de media un 13,4% mas de resveratrol que
de polidatina en los varietales en los cuales se detecta, excepto en el extracto de
Sauvignon blanc (azul), que no se detecta el resveratrol (Tabla 20, Figura 36). Para
ambos polifenoles, la mayor concentracion se detecta en la variedad Airén ( ), Si
bien el valor del “fold of change’ indica que las diferencias estadisticamente significativas

que marca la ANOVA no tienen relevancia funcional.

Tabla 20. Medidas de concentracién y comparacién estadistica de los dos estilbenos estudiados
en los extractos de varietales de mosto (mg/L+desviacion estandar). Todas las comparaciones
son estadisticamente significativas entre Airén frente al resto de varietales; test ANOVA y post-
hoc Tukey (p<0,01). nd = no determinado. Célculo de la relevancia utilizando el criterio de “fold
of changée'.

. . Concentracion Fold of .
Polifenol Varietal [mg/L] £ DS change Relevancia
Airén 3,135+0,003 0 0
Gewdirztraminer 3,0849+0,0002 0,984 1
Polidatina Sauvignon blanc  3,06735+0,00002 0,978 1
Verdejo 3,0837+0,0002 0,984 1
Tempranillo 3,0989+0,0007 0,988 1
Airén 3,536+0,002 0 0
Gewdlrztraminer 3,512+0,001 0,993 1
Resveratrol Sauvignon blanc nd 0 0
Verdejo 3,511+0,002 0,993 1
Tempranillo 3,509+0,0003 0,992 1
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Figura 36. Representacion grafica de las concentraciones de estilbenos en los extractos de

mosto. Airén () Gewdirztraminer (' ), Sauvignon blanc (' ), Verdejo (' ), Tempranillo (7).
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Los resultados obtenidos con los flavonoides estudiados (catequina, epicatequina,
isorhamnetina y quercetina) son los que han permitido detectar diferencias entre
varietales. Las concentraciones detectadas de catequina y quercetina destacan
claramente por encima del resto de polifenoles analizados, (Tabla 21, Figura 37). La
concentracion de catequina en el extracto Airén ( ) es un 20% superior a la
detectada en Gewdlrztraminer ( ), que es el segundo varietal con mayor
abundancia, y triplica la concentracion detectada en Sauvignon blanc (azul). Ademas, se
la cantidad de catequina en Airén es un 43% superior a la detectada en el extracto

Tempranillo.

En cuanto a la quercetina, las muestras que presentan la mayor cantidad son Airén
( ) y Gewidrztraminer ( ), con una diferencia entre ellas del 3,33%
(p=0,0264), que se ha marcado en la figura con la letra a. Sin embargo, el extracto Airén
presenta un 26% mas de quercetina que el extracto de Verdejo ( ) y un 40% mas
que los extractos de Tempranillo (morado) y Sauvignon blanc (azul). La concentracién
detectada de isorhamnetina es muy similar en todos los extractos a excepcién de
Sauvignon blanc (azul), donde no se ha detectado. La epicatequina esta presente en los
cinco varietales, siendo Gewdirztraminer ( ) el varietal que presenta la mayor
cantidad, un 16,8% superior a Airén ( ). De manera global, se puede apreciar
que la variedad que presenta la menor concentracion de los flavonoides estudiados es
Sauvignon blanc (azul) y las variedades con mayor contenido en estos polifenoles serian

Airén ( ) y Gewdrztraminer ( ).

El resultado de la ANOVA indica que las diferencias de concentracién de todos los
compuestos en relacion con las detectadas en Airén son estadisticamente significativas,
excepto en el caso de la quercetina entre Airén ( ) y Gewdrztraminer ( ).
En este caso muchas de estas diferencias ademas de ser estadisticamente significativas
también muestran relevancia funcional segun criterio de “fold of change’ como se puede
ver en la tabla 21. Hay que destacar la elevada concentracidon de catequina detectada
en el mosto Airén ( ) con diferencias de relevancia media y alta con el resto de
varietales segun el criterio de “fold of change’ utilizado. También la quercetina muestra
diferencias con Sauvignon blanc (azul) y Tempranillo (morado) de relevancia funcional
media en base a este criterio. Los otros dos polifenoles de esta familia, epicatequina e
isorhamnetina, muestran diferencias menos relevantes, pero en comparacion al resto de

polifenoles analizados merece la pena destacarlo.
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Estos datos permiten afirmar que los extractos de mosto Airén ( )y

Gewdrztraminer ( ) son mas ricos en los flavonoides analizados que los de

Sauvignon blanc (azul), Verdejo ( y Tempranillo (morado), con diferencias de

concentracion estadisticamente significativas y con relevancia funcional.

Tabla 21. Medidas de concentracion y comparacion estadistica de los cuatro flavonoides
estudiados en los extractos de varietales de mosto (mg/Ltdesviacion estandar). Todas las
comparaciones son estadisticamente significativas entre Airén frente al resto de varietales; test
ANOVA y post-hoc, Tukey (p<0,01) excepto quercetina: (a) Airén-Gewiirztraminer, p=0,0264.

nd = no determinado. Calculo de la relevancia utilizando el criterio de “fold of change’.

Concentracion

Fold of

Polifenol Varietal [mg/L] £ DS S Relevancia
Airén 6,3+0,1 0 0
Gewdlrztraminer 4,2+0,4 0,664 3
Catequina Sauvignon blanc 1,910+0,003 0,301 4
Verdejo 3,05+0,02 0,482 3
Tempranillo 3,6+0,2 0,564 3
Airén 2,77240,004 0 0
Gewdrztraminer 3,33+0,02 1,2 2
Epicatequina Sauvignon blanc  2,02796+0,00003 0,731 2
Verdejo 2,197+0,005 0,792 2
Tempranillo 2,48+0,04 0,893 1
Airén 2,6054+0,0003 0 0
Gewdurztraminer 2,6137+0,0006 1,003 1
Isorhamnetina Sauvignon blanc nd 0 0
Verdejo 2,6029+0,0002 0,999 1
Tempranillo 2,6042+0,0007 1 1
Airén 5,8+0,2 0 0
Gewdlrztraminer 6,00+0,05a 1,027 0
Quercetina Sauvignon blanc 3,51+0,01 0,6 3
Verdejo 4,37+0,02 0,747 2
Tempranillo 3,60+0,01 0,615 3
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Figura 37. Representacion grafica de las concentraciones de los flavonoides en los extractos de
mosto. Airén () Gewirztraminer (' ), Sauvignon blanc (' ), Verdejo (| ), Tempranillo (). La

letra a indica que no existe diferencia estadisticamente significativa con la variedad Airén.

La esculetina no pertenece a ninguna de las familias polifendlicas previamente
descritas. Ha sido el polifenol con menor concentracion registrada en todos los varietales:
2,2mg/L%0,21 en Gewdlirztraminer, 2,19mg/L+0,17 en Sauvignon blanc, 2,17mg/L+0,11
en Airén, 2,169mg/L+0,16 en Verdejo y 2,16mg/L+0,18 en Tempranillo. La cantidad de
esculetina es muy similar en todos los extractos, si bien el anadlisis ANOVA indica
diferencias estadisticamente significativas en todos los casos que como ocurre en otros

casos, no son relevantes aplicando el criterio de “fold of change”.
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Figura 38: Representacion grafica del perfil polifendlico de los distintos extractos de varietales de mosto.
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El conjunto de resultados obtenidos de la cuantificacion mediante HPLC-MS muestra
un perfil polifendlico distinto para cada uno de los varietales estudiados (Figura 38).
Ademas, segun el analisis de varianza ANOVA, mas del 90% de las diferencias de
concentracion en los polifenoles estudiados son estadisticamente significativas. No
obstante, este resultado se ha matizado con el valor de " fold of change’ que indica que
tan solo un 16,7% de las diferencias estadisticamente significativas tienen relevancia
funcional. Este porcentaje corresponde a tres polifenoles concretos, la catequina, la
quercetina, y la epicatequina en menor medida, ya que el nivel de relevancia es de nivel
bajo. El resto de los polifenoles aparecen en una cantidad similar en todas las variedades,
lo que indica que la variedad Airén es igual de valiosa e interesante a nivel polifendlico
que el resto. En su conjunto, el analisis del perfil de los 15 polifenoles estudiados en este
trabajo indica que los extractos de mosto Airén y Gewdirztraminer son los que presentan
la mayor complejidad polifendlica de los mostos analizados, destacando el elevado

contenido en catequina y quercetina.
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4.5.4. Deteccion y cuantificacion de polifenoles en mosto concentrado

Airén de diferente grado Brix mediante HPLC-MS.

A partir de los extractos de polifenoles de las muestras de mosto Airén en las 3 etapas
industriales estudiadas, se ha realizado la identificacion y cuantificacion de los 16
polifenoles seleccionados en los mostos de varietales siguiendo el mismo procedimiento
experimental descrito con anterioridad. Se quiere determinar si el proceso industrial para
la obtencidon de mosto concentrado normal (MCN) o mosto concentrado decolorado
(MCD), afecta a la variedad y la concentracién de los polifenoles presentes en el mosto.
Se ha calculado el efecto del proceso en la cantidad de polifenoles en el mosto
concentrado, teniendo en cuenta el valor tedrico de concentracidén esperado a partir de

la cuantificacion en la muestra inicial.

4.5.4.1. Cuantificacion de polifenoles en muestras de mosto

concentrado normal (MCN).

El analisis de los acidos fendlicos: cafeico, clorogénico, cumarico, dihidroxibenzoico,
ferulico, galico, protocatecuico, salicilico y vanilico, muestra que todos estan presentes
en el mosto concentrado final. En todos los casos se aprecia un aumento en la
concentracion de los polifenoles en las muestras de mosto concentrado, si bien este
incremento no es proporcional al incremento en la concentracion de azlcares que se
obtiene por el proceso de evaporacion de agua (Tabla 22, Figura 39). De hecho, al
comparar los datos reales con los tedricos basados en la concentracion detectada de
cada polifenol en el mosto inicial, se obtienen porcentajes de pérdida que oscilan entre
el 71% del acido ferulico y el 51% del acido cumarico. Estos datos indican que el proceso
de concentracién afecta negativamente a la estructura de los acidos fendlicos del mosto
y aunque siguen estando presentes en el mosto concentrado final, su concentracién es

muy inferior a lo que cabria esperar (Tabla 22, Figura 39).
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Tabla 22. Concentracién de acidos fendlicos en extractos de mosto normal en las tres etapas
del proceso de concentracion (mg/L+desviacion estandar). Se incluye el porcentaje de
pérdida de cada compuesto en el mosto concentrado final por efecto del proceso industrial

de concentracion.

Concentracion

. Concentracion real , . Pérdida

Polifenol Muestra HPLC-MS [mg/L] DS teo(r::/l:l)CNf (%)

MCNi 4,104+0,003 - -
Acido cafeico MCNm 4,131+0,001 6,48 36,26
MCNF 4,57+0,011 14,04 67,45

MCNi 3,2203+0,0004 - -
Acido clorogénico MCNm 3,236+0,001 5,08 36,36
MCNF 3,361+0,007 11,02 69,49

MCNi 3,14+0,02 - -
Acido cumrico MCNm 3,24%0,11a 4,96 34,65
MCNF 5,23+0,14 10,75 51,32

, MCNi 3,296+0,012 - -
i drg;isgnzoico MCNm 3,497+0,036 5,52 36,67
MCNF 4,496+0,088 11,96 62,4

MCNi 3,41240,007 - -
Acido ferdlico MCNm 3,334+0,002 5,39 38,1
MCNF 3,31+0,03 11,67 71,64

MCNi 3,41+0,01 - -
Acido gélico MCNm 3,796+0,071 5,38 29,49
MCNF 5,5+0,2 11,67 52,56

, MCNi 3,55+0,01 - -
orots ig?:cuico MCNm 3,75+0,04 5,61 33,18
MCNF 4,7+0,1 12,15 61,4

MCNi 2,523+0,001 - -
Acido salicilico MCNm 2,526+0,002 3,98 36,6
MCNf 2,621+0,006 8,63 69,64

MCNi 3,663+0,001 - -
Acido vanilico MCNm 3,665+0,001 5,78 36,59
MCNF 3,717+0,001 12,53 70,34
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Figura 39. Representacion grafica de las concentraciones de acidos fendlicos en los extractos
de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentracion del mosto normal:
inicial (' MCNi), medio (  MCNm) y final ( MCNf).
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En el caso de los estilbenos estudiados, polidatina y resveratrol, ocurre algo similar a
lo descrito anteriormente. Se observa un pequefio incremento en la concentracién de
ambos polifenoles a medida que se concentra la muestra, pero este incremento no es
proporcional a la reduccion de volumen al que se somete el mosto en el proceso (Tabla
23, Figura 40). En estos casos se produce un porcentaje de pérdida de un 67,7% para

la polidatina y de un 69,6% para el resveratrol.

Tabla 23. Concentracion de estilbenos en extractos de mosto normal en las tres etapas del
proceso de concentracién (mg/Ltdesviacidon estandar). Se incluye el porcentaje de pérdida de

cada compuesto en el mosto concentrado final por efecto del proceso industrial de
concentracion.

Polifenol | Muestra Concentracion real Concentracion tedrica Pérdida
HPLC-MS [mg/L] + DS (mg/L) (%)
MCNi 2,531+0,002 - -
Polidatina MCNm 2,55+0,01 3,99 36,09
MCNf 2,80+0,03 8,66 67,66
MCNi 4,893+0,002 - -
Resveratrol MCNm 5,07+0,03 7,72 34,34
MCNf 5,083+0,006 16,74 69,63
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Figura 40. Representacion grafica de las concentraciones de acidos fendlicos en los extractos
de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentracion del mosto normal:
inicial ( MCNi), medio (  MCNm) y final (' MCNf).
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En el grupo de los flavonoides estudiados en el mosto normal: catequina,
epicatequina, isorhamnetina y quercetina se aprecia un aumento de concentraciéon en
todos los polifenoles en la etapa final, en la cual resaltan la epicatequina (73%),
catequina (110%) y la quercetina (526%). Estos resultados sugieren que estos
flavonoides no se pierden durante el proceso de concentracion del mosto normal en la
misma medida que otros polifenoles de distintas familias polifendlicas. No obstante, si
existe una pérdida de dos polifenoles debido al proceso industrial de concentracion,
siendo para catequina de un 38,4%, para epicatequina del 49,3%. La isorhamnetina no
se detectd en la etapa inicial de concentracidon y no es posible obtener la cuantificacién
de aumento de concentracién, pero si se ha calculado la variacién de la concentracion
entre la etapa media y final y se ha visto una ligera variacion del 3,3%. Estos datos no
han sido reflejados en la tabla, porque se desea comparar el estado final con el inicial.
Por ultimo, la quercetina es un polifenol que no se ha sufrido pérdidas durante el proceso,
sino que se ha registrado un valor un 83% superior al tedrico. Este resultado sugiere
que el proceso de concentracion hace que se libere la quercetina glucosilada, quedando
en estado libre en la etapa final, y pueda cuantificarse mas cantidad. No obstante, este
comportamiento de la quercetina debe ser confirmado con mas experimentos. (Tabla
24, Figura 41).

Tabla 24. Concentracion de flavonoides en extractos de mosto normal en las tres etapas del
proceso de concentracion (mg/L+desviacion estandar). Se incluye el porcentaje de pérdida o
ganancia de cada compuesto en el mosto concentrado final por efecto del proceso industrial de
concentracion. nd = no detectado.

. Concentracion real Concentracion tedrica Variacion
Polifenol Muestra

HPLC-MS [mg/L] £ DS (mg/L) %

MCNi 5,26+0,09 - -
Catequina MCNm 7,4£0,4 8,3 -11,47
MCNf 11,1+0,5 17,99 - 38,37

MCNi 1,84+0,01 - -
Epicatequina MCNm 2,7+0,1 2,91 - 7,86
MCNf 3,20+0,03 6,3 - 49,26

MCNi nd - -

Isorhamnetina | MCNm 2,528+0,002a - -

MCNf 2,613+0,006b - -

MCNi 8,7+0,3 - -
Quercetina MCNm 15,30+1,03 13,68 + 11,81
MCNf 54,3+1,3 29,64 + 83,12
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Figura 41. Representacién grafica de las concentraciones de acidos fendlicos en los extractos de
mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentracion del mosto normal: inicial
(" MCNi), medio ( MCNm) y final ( MCNf).

La esculetina no pertenece a ninguna de las familias polifendlicas previamente
descritas. Ha sido el polifenol con menor concentracion registrada en todas las etapas
del proceso de concentracion: MCNi: 2,054+0,001, MCNm: 2,057+0,0001 y MCNf:
2,078+0,001, y el porcentaje de pérdida en la etapa final fue de un 71,4%.

El conjunto de los resultados muestra que si existe una pérdida de la mayoria de los
polifenoles durante el proceso de concentracion industrial del mosto. Se detecta menos
concentracion de polifenoles que la que tedricamente se ha calculado y el
comportamiento de los polifenoles no es similar al comportamiento mostrado por los
azucares durante el proceso de concentracion. Destaca la quercetina porque en su etapa
final si que muestra que se han cuantificado mas moléculas que las calculadas
tedricamente, lo que sugiere que podrian estar unidas a azlcares en la muestra inicial
antes de comenzar el proceso de concentracidon y durante el proceso se han liberado
dichas moléculas de los enlaces con los azlcares. Otros 4 polifenoles muestran una
pérdida de polifenoles durante el proceso de concentracion industrial inferior al 55%:
acido cumarico (51%), acido galico (52%), catequina (39%) y epicatequina (49%), por
lo que su concentracidon durante el proceso no sufre tanto como el resto de polifenoles

estudiados, que oscilan entre un 61,4% y 71,4%.
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4.5.4.2. Cuantificacion de polifenoles en muestras de mosto

concentrado decolorado (MCD).

A continuacion, se muestran los resultados de los polifenoles, agrupados por familias
polifendlicas, identificados y cuantificados en los extractos de mosto concentrado
decolorado (MCD). Se han analizado estadisticamente de manera similar a las muestras
de los extractos de mosto concentrado normal (MCN) asi como también se ha
cuantificado el efecto que tiene el proceso de concentracion del mosto en la

concentracion de los polifenoles.

El analisis de los acidos fendlicos: cafeico, clorogénico, cumarico, dihidroxibenzoico,
ferulico, galico, protocatecuico, salicilico y vanilico, muestra que todos estan presentes
en el mosto concentrado decolorado final. En todos los casos se aprecia un aumento en
la concentracidn de los polifenoles en las muestras de mosto concentrado, si bien este
incremento no es proporcional al incremento en la concentracion de azlcares que se
obtiene por el proceso concentracion (Tabla 25, Figura 42). De hecho, al comparar los
datos reales con los tedricos basados en la concentracidn detectada de cada polifenol en
el mosto inicial, la pérdida de los polifenoles debido al proceso industrial de
concentracion oscila entre un 64,2% del acido galico y 70,7% del acido vanilico. Estos
datos indican que el proceso de concentracién afecta negativamente a la estructura de
los acidos fendlicos del mosto y aunque siguen estando presentes en el mosto
concentrado final, su concentracion es muy inferior a lo que cabria espera (Tabla 25,
Figura 42).
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Tabla 25. Concentracion de acidos fendlicos en extractos de mosto normal en las tres etapas
del proceso de concentracién (mg/Ltdesviacién estandar). Se incluye el porcentaje de pérdida
de cada compuesto en el mosto concentrado final por efecto del proceso industrial de
concentracion.

Polifenol Muestra Concentracion real Co’ncentracién Pérdida

HPLC-MS [mg/L] + DS teorica (mg/L) (%)

MCDi 4,0127+0,0006 - -
Acido cafeico MCDm 4,0294+0,0005 6,34 36,40
MCDf 4,076+0,002 13,73 70,31

MCDi 3,201+0,001 - -
Acido clorogénico MCDm 3,2049+0,0002 5,05 36,59
MCDf 3,232+0,006 10,95 70,49

MCDi 2,81+0,02 - -
Acido cumarico MCDm 2,810+0,008a 4,43 36,64
MCDf 2,91+0,02 9,61 69,76

) MCDi 3,08+0,01 - -
i dr:;f:nzoico MCDm 3,142+0,006 4,85 35,28
MCDf 3,418+0,005 10,52 67,51

MCDi 3,20+0,04 - -
Acido ferdlico MCDm 3,34+0,05 5,05 33,78
MCDf 3,44%0,04 10,94 68,52

MCDi 3,30+0,02 - -
Acido gélico MCDm 3,36+0,02 5,21 35,56
MCDf 4,05+0,105 11,30 64,19

) MCDi 3,34+0,01 - -
ot (ijf:cuico MCDm 3,407+0,004 5,27 35,36
MCDf 3,59+0,06 11,42 68,60

MCDi 2,511+0,001 - -
Acido salicilico MCDm 2,511+0,001b 3,96 36,67
MCDf 2,5271+0,0004 8,59 70,58

MCDi 3,6583+0,0005 - -
Acido vanilico MCDm 3,6582+0,0006c 5,78 36,67
MCDf 3,6643+0,0008 12,52 70,72

108



Concentracion [mg/L]

4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

Figura 42. Representacion grafica de las concentraciones de acidos fendlicos en los extractos

de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentraciéon del mosto decolorado:

inicial (

MCDi), medio (

MCDm) y final ( MCDf).
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En el caso de los estilbenos estudiados, polidatina y resveratrol, ocurre algo similar a
lo descrito en el grupo anterior. Se observa un ligero incremento de un 1% en la
concentracion de ambos polifenoles a medida que se concentra la muestra, pero este
incremento no es proporcional a la reduccién de volumen al que se somete el mosto en
el proceso (Tabla 26, Figura 43). En estos casos se produce un porcentaje de pérdida

de un 70,7% para la polidatina y de un 70,8% para el resveratrol.

Tabla 26. Concentracion de estilbenos en extractos de mosto normal en las tres etapas del
proceso de concentracién (mg/Ltdesviacidon estandar). Se incluye el porcentaje de pérdida de
cada compuesto en el mosto concentrado final por efecto del proceso industrial de
concentracion.

Polifenol | Muestra Concentracion real Concentracion tedrica Pérdida
HPLC-MS [mg/L] + DS (mg/L) (%)

MCDi 2,5016+0,0001 - -

Polidatina MCDm 2,5002+0,00001 3,95 36,66
MCDf 2,509+0,0001 8,56 70,69
MCDi 3,2404+0,0002 - -

Resveratrol MCDm 3,2404+0,0003a 5,12 36,67
MCDf 3,2415+0,0003 11,09 70,76
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Figura 43. Representacion grafica de las concentraciones de acidos fendlicos en los extractos
de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentracion del mosto decolorado:
inicial ( MCDi), medio ( MCDm) y final ( MCDf).
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En el grupo que contiene los flavonoides estudiados en el mosto decolorado:
catequina, epicatequina, isorhamnetina y quercetina, se aprecia un aumento de
concentracion en todos los polifenoles en la etapa final, en la cual resaltan la
epicatequina (10%), catequina (46%) y la quercetina (89%). Estos resultados sugieren
que estos flavonoides no se pierden durante el proceso de concentracion del mosto
decolorado en la misma medida que otros polifenoles de distintas familias. No obstante,
si existe una pérdida de dos polifenoles debido al proceso industrial de concentracion,
siendo para la epicatequina del 67,8%, para la catequina de un 57,7% vy para la
quercetina de un 44,9%. La isorhamnetina no se detecté en la etapa inicial de
concentracion y no es posible obtener la cuantificacion de aumento de concentracion,
pero si se ha calculado la variacidn de la concentracidn entre la etapa media y final y se
ha visto una ligera variaciéon del 0,12%. Estos datos no han sido reflejados en la tabla,

porque se desea comparar el estado final con el inicial. (Tabla 27, Figura 44).

Tabla 27. Concentracion de flavonoides en extractos de mosto normal en las tres etapas del
proceso de concentracion (mg/L+desviacion estandar). Se incluye el porcentaje de pérdida de
cada compuesto en el mosto concentrado final por efecto del proceso industrial de
concentracion. nd = no detectado.

Polifenol Muestra Concentracion real Concentracion tedrica Pérdida
HPLC-MS [mg/L] £ DS (mg/L) (%)
MCDi 3,081+0,007 - -
Catequina MCDm 3,34+0,07 4,87 30,12
MCDf 4,5+0,5 10,54 57,74
MCDi 3,089+0,002 - -
Epicatequina MCDm 3,149+0,008 4,88 35,42
MCDf 3,399+0,11 10,57 67,82
MCDi nd - -
Isorhamnetina MCDm 2,5125+0,0004a - -
MCDf 2,5155+0,0007b - -
MCDi 3,48+0,02 - -
Quercetina MCDm 4,797+0,02 5,49 12,66
MCDf 6,6+0,25 11,90 44,90
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Figura 44. Representacion grafica de las concentraciones de acidos fendlicos en los extractos
de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentraciéon del mosto decolorado:
inicial ( MCDi), medio (  MCDm) y final ( MCDf).

La esculetina no pertenece a ninguna de las familias polifendlicas previamente
descritas. Ha sido el polifenol con menor concentracion registrada en todas las etapas
del proceso de concentracion: MCDi: 2,05242+0,0001, MCDm: 2,0528+0,0001 y MCDf:
2,0524+0,0001, y el porcentaje de pérdida en la etapa final fue de un 70,7%.

En conjunto, los resultados en el mosto decolorado muestran el porcentaje de pérdida
que sufren los polifenoles durante el proceso de concentracion oscila entre un 12,7% y
36,7% para la etapa media y entre un 44,9% y 70,7% en la etapa final, excepto cuando
se analiza el comportamiento de la quercetina, donde se observa una pérdida del 45%
y de un 57% en el caso de la catequina. Son los Unicos 2 polifenoles en el mosto
decolorado que muestran una mejor resistencia a la pérdida de concentracion bajo las
condiciones del proceso de concentracidon, ya que su composicion inicial se ha visto
menos afectada. Aunque los ambos han sufrido pérdida cuando se compara con la
concentracion tedrica y dicha pérdida no ha sido tan acusada como en los otros

polifenoles estudiados en las muestras de mosto concentrado decolorado (MCD).
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En resumen, se estudiaron 23 polifenoles tanto en las muestras de mosto concentrado
como decolorado, (Tabla 15) y solamente se pudieron cuantificar 16 polifenoles en el
mosto de uva (Tabla 16). Aun habiendo conseguido la optimizacién de los parametros
de ionizacidn, nuestras muestras de mosto no presentaron dichos polifenoles de manera
fiable, como fue el caso de acido elagico, apigenina, kaempferol, luteolina,
siringaldehido, rutina y viniferina. En las muestras de varietales, el polifenol de acido

fertlico tampoco no ha sido cuantificado de manera fiable (r.>0,99).

Los resultados de cuantificacion de polifenoles obtenidos tras el analisis de los
extractos de las distintas etapas de concentracidon muestran, que en la mayoria de los
polifenoles existen diferencias estadisticamente significativas cuando se comparan las
etapas media y final frente a la inicial, tanto en el proceso normal como decolorado. Mas
del 95% de las diferencias son estadisticamente significativas, pero solamente destacan
la catequina y la quercetina por encima del resto ya que la pérdida de concentracién en
la etapa final con respecto a la inicial no es tan acusada como el resto de polifenoles.
Ademas, los resultados sugieren que las diferencias en el comportamiento de los
polifenoles cuantificadas en el mosto decolorado y normal pueden deberse a que el
proceso de filtracion previo, al que se somete el mosto decolorado, afecta negativamente
a la concentracién final de los polifenoles durante la concentracidn. Dicho efecto de
concentracion no es tan acusado en la concentracién de los polifenoles en el mosto
normal, aunque este efecto producido por la filtracién inicial del mosto decolorado debe

ser estudiado en mayor profundidad.
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4.6. Revision sistematica y meta-analisis sobre el efecto de los polifenoles

de uva en leucemia.

El objetivo de esta parte del trabajo fue determinar el efecto de los polifenoles de uva
sobre células tumorales de leucemia. Para ello, se hizo una revision sistematica, con el
fin de reunir toda la evidencia empirica publicada en los Ultimos afos, sobre la influencia

de los polifenoles de uva en el desarrollo este tipo de cancer.

El estudio se ha hecho siguiendo la estructura de busqueda descrita en el apartado
3.2.7. de materiales y métodos, en base al procedimiento descrito en el manual
Cochraneisz. Lo primero que se hizo, fue plantear la pregunta central de la investigacion,
denominada pregunta PICO (P, hace referencia a la poblaciéon que se desea analizar. I,
a la intervencion realizada sobre esa poblacién. C, a las comparaciones descritas. O, a
los outcomes, o resultados que se esperan tras el estudio y permiten obtener
conclusiones en respuesta a la pregunta planteada). A partir de esta pregunta, se
realizara la busqueda y se definira el modo de realizar la seleccion de los articulos a
incluir en el meta-analisis, para llegar a las conclusiones finales. La pregunta “PICO” que
nos planteamos en este estudio fue: ¢Tienen los polifenoles de uva algun efecto en la

proliferacion de las células cancerigenas de leucemia?

Para dar respuesta a la pregunta PICO en el meta-analisis se abordaron tres
preguntas concretas. En el resultado 1 (01, outcome 1), busca determinar el efecto de
polifenoles especificos presentes en uva sobre la proliferacion de células de leucemia. El
resultado 2 (02, outcome 2), analiza si el efecto de los polifenoles de uva es dependiente
del origen de las células tumorales. Y el resultado 3 (03, outcome 3), quiere determinar
si los polifenoles de uva tienen un efecto directo en el ciclo celular de las células de
leucemia. Los resultados obtenidos de este estudio han sido aceptados para su

publicacién en la revista Food Reviews International y ya estan accesibles on /ine 2.
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4.6.1. Estrategia de busqueda bibliografica y extraccion de datos.

Para dar respuesta a esta pregunta, se realizé una busqueda en la literatura publicada
en los Ultimos 50 afos, analizando las bases de datos: Biblioteca Cochranezs,
PUBMED230, MEDLINE240, CINAHL234 y EMBASE232.

Para la seleccién de los articulos se han seguido las directrices recogidas en la guia
PRISMA para la realizacién de revisiones sistematicas y meta-analisisiss-1ss, 220. La
busqueda bibliografica se realizd con las palabras clave: polifenol, uva y leucemia y
aportd un total de 257 referencias publicadas en los Ultimos 50 afios, sobre polifenoles
de uva que se han ensayado en leucemia. De éstos, 125 eran duplicados por lo que
quedaron 132 referencias para continuar con la revision por pares, como esta descrito
en el apartado 3.2.7.2 de materiales y métodos. Los criterios de seleccion de los articulos
fueron: 1) ensayos controlados, en nuestro caso datos experimentales procedentes de
ensayos con controles en cada experimento; 2) estudios realizados con cultivos primarios
o lineas celulares de leucemia humana; 3) estudios con polifenoles puros o con extractos
de polifenoles derivados de la uva. Los criterios de exclusion fueron: 1) ensayos no
controlados y 2) uso de polifenoles que no estén presentes en la uva. Se excluyeron los
estudios realizados con polifenoles que no procedian de la uva o sus derivados y los que
no incluian los controles adecuados (apartado 3.2.7.3 de materiales y métodos). El
sistema de trabajo en esta primera fase fue realizado con la herramienta Covidencezss,
que exigia la lectura del titulo y el resumen de cada articulo, aplicar los criterios de
inclusion y responder y en base a los criterios de inclusion/exclusion y responder: No,
Puede o Si, para cada uno de los articulos seleccionados. El equipo de revisores estuvo
compuesto por 4 personas, todos responsables para resolver los conflictos o

discrepancias. La sistematica que se establecid para realizar la revision fue la siguiente:

i.  El primer revisor evaluo las 132 referencias, dando un veredicto sobre cada una,
de este modo se conseguia tener el primer voto en cada referencia.

ii. El resto de revisores se repartieron a partes iguales los 132 articulos para emitir
un segundo voto en cada referencia.

ii. Los conflictos fueron resueltos por los tres revisores que se habian repartido los
132 articulos previamente, y resolvieron los conflictos emitiendo su voto en

aquellos articulos que no habian revisado previamente
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Con la primera lectura del resumen, se excluyeron 74 articulos que no cumplian
alguno de los criterios establecidos, quedando 58 para su lectura completa. La segunda
fase de la seleccion de referencias consistid en la lectura de texto completo de los 58
articulos que habian sido previamente seleccionados. a metodologia de revision fue
realizada por pares, de manera similar a la realizada en la primera fase; los revisores
leyeron los textos completos e indicaron los motivos de la seleccién o exclusién indicando
los criterios de elegibilidad que cumplia, o bien los motivos de la exclusion. Tras esta
segunda revision se seleccionaron 24 articulos que pasaron a la fase de extraccidon de
datos. El resto fueron excluidos del estudio, 23 articulos porque los polifenoles utilizados
no eran de uva, 5 porque no trabajaban con células humanas y 6 por no ser una

intervencidn experimental correcta (Figura 45).

» Articulos identificados a Articulos adicionales,
% través de blsquedas en identifcados a través de
8 bases de datos (Pubmed, otras fuentes (EMBASE,
!ﬁ Cochrane Library) (n=182) Medline, CINAHL) (n=75)
g
= |

Articulos después de eliminacion

de duplicados (n=132)
] [
£
o Articulos cribados (n=132) Archivos excluidos (n=74)
o :
g Articulos de texto completo
ETS evaluados para su elegibilidad Articulos de texto completo excluidos, con
'g. (n=58) razones (n=34):
7 | -Incorrecto origen del polifenol (n=23)
-Incorrecta poblacién de estudio (n=5)
Estudios incluidos en la sintesis -Incorrecto disefo experimental (n=6)
cualitativa (n=24)
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E Estudios incluidos en la sintesis
cuantitativa (n=17)

Figura 45. Diagrama de flujo PRISMA del proceso de seleccion de trabajos a incluir en la sintesis
cuantitativa sobre el efecto de los polifenoles de uva en la proliferacion de células de leucemia

humanasiss.
La tercera fase fue la extraccion de los datos de los articulos seleccionados para

realizar el meta-analisis. Se desarrolld utilizando la herramienta “RevMan” para la

generacion de los “forestplot” y “flowchart” segin norma PRISMAss. (Figura 45).
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4.6.2. Descripcion de los resultados buscados con el meta-analisis.

Con este estudio se buscan tres resultados especificos que sirvan para dar respuesta
a la pregunta PICO. El resultado 1 (O1, de outcome 1), busca determinar el efecto de
polifenoles de uva concretos sobre la proliferacién de lineas celulares de leucemia. El
resultado 2 (02), analiza el efecto de los polifenoles de uva en la proliferacion de
diferentes lineas celulares de leucemia humana agrupadas por linaje celular. Y el
resultado 3 (03), va dirigido a determinar si los polifenoles de uva inducen arresto del
ciclo celular en las células de leucemia. De los 24 articulos seleccionados tras la
evaluacion cualitativa, solamente 17 fueron finalmente incluidos para el estudio
cuantitativo. La tabla 28 recoge los articulos incluidos y la informacién atil que
proporcionan, para los tres outcomes estudiados, atendiendo a los criterios establecidos
con anterioridad. Se puede ver que la mayoria de los articulos aportan datos para los
dos primeros resultados buscados en el estudio, pero en cambio pocos articulos

contienen datos analizables sobre el efecto en el ciclo celular.

Tabla 28. Articulos cientificos incluidos en el meta-analisis. O1 (resultado 1): efecto de
polifenoles especificos de la uva sobre la proliferacion de células de leucemia. 02 (resultado
2): efecto de los polifenoles de la uva sobre la proliferacion de células leucemia de distinto
origen. O3 (resultado 3): Efecto de los polifenoles de la uva sobre la parada del ciclo celular.

Autores Ano o1 02 03
Billard et al 241 2002 X X
Can et al 242 2012 X X
Chen et al 243 2005 X X
Espino et al 244 2013 X
Ferry-Dumazet et al 171 2002 X X
Gao et al 245 2009 X X
Ghorbani et al 246 2015 X X
Gokbulut et al 247 2013 X X X
Hu et al 248 2006 X X
Katsuzaki et al 249 2003 X X
Ledn-Gonzalez et al 250 2017 X X
Liao et al 251 2012 X X X
Mertens-Talcott et alis: 2003 X X X
Mertens-Talcott et al 252 2008 X X X
Sharif et al 253 2010 X X
Siedlecka-Kroplewska et al 254 2012 X X X
Wang et al 255 2012 X X X
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Hubo 7 estudios que se excluyeron del meta-analisis porque durante el proceso de
extraccion de datos se observo que los resultados experimentales que incluian no servian
para dar respuesta a la pregunta inicial planteada y no eran comparables con los datos

obtenidos del resto de los articulos incluidos en el estudio (Figura 45, Tabla 29).

Tabla 29. Articulos no incluidos en el meta-analisis.

Autores Ao Razones para el rechazo

Asou ef al 256 2002 Los datos mostrados _ no fueron comparables para los
resultados 1, 2 y no se incluyeron datos para el resultado 3.

Horvath et af 257 2005 No se incluyen datos para los resultados 1, 2y 3

Liang et a/ 2ss 2005 No se incluyen datos para los resultados 1, 2y 3

O’ Brien et o/ 25 2006 Los datos mostrados _ no fueron comparables para los
resultados 1, 2 y no se incluyeron datos para el resultado 3.

Quiney et als2 2004 No se incluyen datos para los resultados 1, 2y 3

Los datos mostrados no fueron comparables para los
resultados 1, 2 y no se incluyeron datos para el resultado 3.
Los datos mostrados no fueron comparables para los
resultados 1, 2 y no se incluyeron datos para el resultado 3.

Sergediene et a/260 1999

Spagnuolo et a/16a 2012

La tercera fase fue la extraccion de los datos de los articulos seleccionados para
realizar el meta-analisis. Se desarrolld utilizando la herramienta “RevMan” para la

generacion de los “forestplot” y “flowchart” segin norma PRISMA (Figura 45).

La extraccion de datos de los estudios seleccionados se realizd utilizando el
procedimiento estandarizado desarrollado por PRISMAusa-1s6, 229 que incluye la siguiente
informacién: (1) nombre completo del autor, (2) afio de publicacién, (3) nombre del
polifenol, (4) concentracion de polifenol, (5) tipo de células de leucemia y (6) efecto
sobre la proliferacion celular. Para realizar el cribado, se eligié el software Covidencezss,
ya que facilita el trabajo en colaboracion con Cochrane, con el fin de mejorar la

produccion y el uso de revisiones sistematicas para la atencién médica y el bienestar.

118



Con los datos extraidos de los 17 articulos analizados, se ha estudiado el efecto de
13 polifenoles de uva (resveratrol, quercetina, viniferina, apigenina, glucdsido de
cianidina, delfinidina, acido elagico, kaempferol, malavidina, miricetina, petunidina,
pterostilbeno y vineatrol) y 5 extractos de polifenoles derivados de la uva o el vino (GPE).
Los datos incluidos en el meta-analisis se obtuvieron 48 h después del tratamiento con
polifenoles a concentraciones: resveratrol 50uM, apigenina, glucdsido de cianidina,
delfinidina, acido elagico, kaempferol, malvidina, miricetina, petunidina y pterostilbeno,
viniferina y vineatrol 25uM, quercetina 10uM y 50/100ug/mL de GPE. Cabe destacar que
el origen y composicion polifendlica de los extractos utilizados en los estudios fueron
diferentes, razon por la cual las intervenciones con GPE siempre se analizan en un
subgrupo diferente. Espino et akss utilizd extractos de semilla de uva Tempranillo a
6,160.01+£160.14 mg/L equivalentes de acido galico (GAE); Ledn-Gonzalez et ahso utilizd
extractos de orujo de uva a 365 mg/g GAE; Sharif et akss utilizd extractos secos de vino
tinto en polvo a 471 mg/g de GAE; Mertens-Talcott ef abs2 ha usado extractos de uva
Muscadine y Sauvignon a 10,269+36 y 9,932+22 mg/L GAE, respectivamente; Wang et
akss; Gao et akss y Hong et ahss extractos de semillas de uva comerciales enriquecidos

con proantocianidinas, pero no se hizo referencia a GAE (Tabla 30).

En cuanto a las lineas celulares de leucemia estudiadas, cuatro de ellas derivaban de
células mieloides tempranas (Em): K562, HL-60, AML 14.3D10, KCL22; dos eran de linaje
monocitico (Mc): U937 y THP1; cuatro procedian de linfocitos B (LB): WSU-CLL, ESKOL,
NALM-6, 232B4, y dos de linfocitos T (LT): MOLT-4 y JURKAT (Tabla 30).
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Tabla 30. Articulos incluidos en el meta-analisis que muestran el nimero de experimentos Utiles
para la extraccion de datos, ordenados por tipo de células de leucemia y polifenoles.

H i o
Articulo <IEELE N° estudios Articulo Polifenol N .
tempranas estudios
171, 242, 251, 255 K562 4 245, 248, 25% GPE 7
253, 255, 261, 262
171, 245, 262 HL-60 3 171 24, 292, Resveratrol 6
246, 247, 251
248 AML 14.3D10 1 181, 243, 247 Quercetina 3
171 KCL22 1 241 Viniferina P
Articulo Monociticas N° estudios 243 Apigenina 1
171, 245 U937 2 249 Clamd!na 1
glucosido
171 THP1 1 249 Delfinidina 1
Articulo Linfocitos B N° estudios 181 Acido elagico 1
171, 241 WSU-CLL 4 243 Kaempferol 1
241 ESKOL 3 249 Malavidina 1
246 NALM-6 1 243 Miricetina 1
247 232B4 1 249 Petunidina 1
Articulo Linfocitos T N©° estudios 263 Pterostilbeno 1
184 22:_"’3 252 MOLT-4 9 241 Vineatrol 10% 1
171,243, 245, JURKAT 8 241 Vineatrol 25% 1
253, 261

4.6.3. Evaluacion del riesgo de sesgo.

Los datos incluidos en el meta-analisis proceden de ensayos realizados con cultivos
in vitro de lineas celulares establecidas. No fue posible el andlisis del sesgo siguiendo la
metodologia propuesta en el manual Cochrane, debido a que el manual no ha sido
preparado para la evaluacidn de datos empiricos procedentes de experimentos con lineas
celulares, sino para evaluar datos procedentes de estudios clinicos. Aun asi, todos los
datos proceden de experimentos realizados con lineas de leucemia humanas establecidas
previamente descritas. Ademas, los polifenoles utilizados en todos los casos proceden
de casas comerciales de fiabilidad certificada, como Sigma-Aldrich, JF-Natural

Technology Co o ActiVin.
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4.6.4. Resultados del meta-analisis
4.6.4.1. Efecto de polifenoles de uva en la proliferacion de células

de leucemia humana.

Se ha comparado la proliferacion celular de cada linea celular a las 48h utilizando
como referencia la concentracién de cada polifenol descrita previamente (apartado
4.6.2), pudiendo crear subgrupos de comparacion en funcién del polifenol utilizado en
el estudio (Figura 46). Se han agrupado los estudios por subgrupos de polifenoles de la
uva, para mostrar de manera independiente los resultados. Los subgrupos engloban
estudios que utilizan resveratrol, quercetina y viniferina respectivamente y un subgrupo
denominado "otros", que abarca los resultados de estudios individuales con otros
polifenoles de uva diferentes a los mencionados anteriormente: apigenina, miricetrina,
delfinidina, kaempferol, petunidina, malavidina, pterostilbeno, cianidina glucésido,
vineatrol y acido elagico. El Ultimo subgrupo muestra los resultados de los estudios

realizados con extractos de polifenoles de uva (GPE).
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Polyphenol Control Risk Ratio Risk Ratio
Study or Events Total Events Total Weight M-H, d 95% CI M-H, d 95% CI
Cell Type  Resveratrol S0uM
[HL60 Ferry-Dumazet 2002 89,600 743,900 743,900 743,900 2.6% 0.12 [0.12, 0.12]
Em |82 Can 2012 15,710 20,000 20,000 20,000  2.6% 0.79[0.78, 0.79]
K562 Ferry-Dumazet 2002 675,400 1,501,600 1,501,600 1,501,600  2.6% 0.45 [0.45, 0.45]
K562 Liao 2012 308,308 1,000,000 1,000,000 1,000,000  2.6% 0.321[0.31, 0.31]
[KCL22 Ferry-Dumazet 2002 370,800 842,900 842,900 842,900  2.6% 0.44 [0.44, 0.44]
Mc [THPL Ferry-Dumazet 2002 103,300 1,051,300 1,051,300 1,051,300  2.6% 0.10 [0.10, 0.10]
U937 Ferry-Dumazet 2002 109,800 482,300 482,300 482,300  2.6% 0.23[0.23, 0.23]
23284 Gokbulut 2013 7,123 20,000 20,000 20,000  2.6% 0.36 [0.35, 0.36]
18 |ESKOL Billard 2002 493,000 1,445,000 1,445,000 1,445,000  2.6% 0.33[0.33, 0.34]
NALM-6  Ghorbani 2015 16,600 25,500 19,975 25,500  2.6% 0.83 [0.82, 0.84]
WSU-CLL  Billard 2002 606,635 1,000,000 947,500 1,000,000  2.6% 0.64 [0.64, 0.64]
|WSU-CLL ~ Ferry-Dumazet 2002 395,900 869,000 869,000 869,000 2.6% 0.44 [0.44, 0.45] -
LT [JURKAT  Ferry-Dumazet 2002 187,000 1,040,200 1,040,200 1,040,200  2.6% 0.18 [0.18, 0.18]
Subtotal (95% CI) 10,041,200 10,041,200 34.2% 0.33 [0.25, 0.44] ¢
Total events 3,358,176 9,983,675
Heterogeneity. Tau? = 0.25; Chi? = 1,269,655.47 df = 12 (P < 0.00001); I> = 100%
Test for overall effect: Z = 7.83 (P < 0.00001)
— GPE 50 ug/mL
AML14.3D10 Hong 2006 476,900 1,000,000 877,400 1,000,000  2.6% 0.54 [0.54, 0.54]
Em |HL60 Gao 2009 56,870 100,000 90,601 100,000  2.6% 0.63 [0.62, 0.63]
K562 Wang 2012 39,732 200,000 199,292 200,000  2.6% 0.20 [0.20, 0.20]
Mc [U937 Gao 2009 48,258 100,000 91,465 100,000 2.6% 0.53[0.52, 0.53]
JURKAT  Gao 2009 21,949 100,000 90,465 100,000 2.6% 0.24 [0.24, 0.25]
UURKAT  Leon-Gonzalez 2017 22,368 100,000 91,667 100,000  2.6% 0.24[0.24, 0.25]
LT |JURKAT  Sharif 2010 42,985 100,000 93,433 100,000 2.6% 0.46 [0.46, 0.46)
IMOLT-4  Mertens-Talcott 2008 50,633 750,000 71,100 750,000 2.6% 0.71[0.70, 0.72]
IMOLT-4  Mertens-Talcott 2008 43,703 750,000 68,325 750,000 2.6% 0.64 [0.63, 0.65]
Subtotal (95% CI) 3,200,000 3,200,000 23.7% 0.42 [0.33, 0.54] ¢
Total events 803,398 1,673,843
Heterogeneity. Tau? = 0.13; Chi? = 92,870.47 df = 8 (P < 0.00001); 1> = 100%
Test for overall effect: Z = 7.05 (P < 0.00001)
Quercetin 10uM
LB [23284 Gokbulut 2013 12,767 20,000 20,000 20,000  2.6% 0.64 [0.63, 0.65]
T EURKAT Chen 2005 7,761 10,000 9,639 10,000  2.6% 0.81[0.80, 0.81]
[MOLT-4  Mertens-Talcott 2003 1,170,000 1,844,553 1,910,000 1,990,000  2.6% 0.66 [0.66, 0.66] &
Subtotal (95% CI) 1,874,553 2,020,000 7.9% 0.70 [0.62, 0.78] [}
Total events 1,190,528 1,939,639
Heterogeneity. Tau? = 0.01; Chi? = 1,233.46 df = 2 (P < 0.00001); I> = 100%
Test for overall effect: Z = 6.40 (P < 0.00001)
Viniferin 25uM
B |ljZSK0L Billard 2002 1,171,000 1,445,000 1,445,000 1,445,000  2.6% 0.81[0.81, 0.81]
WSU-CLL ~ Billard 2002 831,000 1,000,000 924,000 1,000,000 2.6% 0.90 [0.90, 0.90] -
Subtotal (95% CI) 2,445,000 2,445,000 5.3% 0.85 [0.77, 0.95] (]
Total events 2,002,000 2,369,000
Heterogeneity. Tau? = 0.01; Chi? = 24,419.65 df = 1 (P < 0.00001); I> = 100%
Test for overall effect: Z = 3.03 (P = 0.002)
Others 50uM
B FSKOL Billard 2002 522,000 1,445,000 1,445,000 1,445000 2.6% 0.36 [0.36, 0.36]
WSU-CLL  gillard 2002 635,000 1,000,000 980,000 1,000,000 2.6% 0.65 [0.65, 0.65]
DURKAT  Chen 2005 7,012 10,000 9,639 10,000  2.6% 0.73[0.72, 0.74]
UURKAT  Chen 2005 1,498 10,000 9,639 10,000  2.6% 0.16 [0.15, 0.16]
URKAT  Chen 2005 5,569 10,000 9,639 10,000  2.6% 0.58[0.57, 0.59]
IMOLT-4  Katsuzaki 2003 218,389 350,000 349,746 350,000  2.6% 0.62 [0.62, 0.63]
T moLT-4  Katsuzaki 2003 252,983 350,000 346,394 350,000 2.6% 0.73[0.73, 0.73]
IMOLT-4  Katsuzaki 2003 218,693 350,000 350,000 350,000 2.6% 0.62 [0.62, 0.63]
IMOLT-4  Katsuzaki 2003 279,894 350,000 347,544 350,000 2.6% 0.81[0.80, 0.81]
MOLT-4 Mertens-Talcott 2003 1,720,000 1,933,019 1,910,000 1,990,000  2.6% 0.93 [0.93, 0.93]
MOLT-4  Siedlecka-Kroplewska 2012 1,042 15,000 13,437 15,000  2.6% 0.08 [0.07, 0.08] 2
Subtotal (95% CI) 5,823,019 5,880,000 28.9% 0.47 [0.37, 0.60] ¢
Total events 3,862,080 5,771,038
Heterogeneity. Tau? = 0.16; Chi? = 1,551,605.79 df = 10 (P < 0.00001); I> = 100%
Test for overall effect: Z = 6.17 (P < 0.00001)
Total (95% CI) 23,383,772 23,586,200 100.0% 0.43 [0.37, 0.51] )
Total events 11,216,182 21,737,195
Heterogeneity: Tau? = 0.26; Chi? = §,285,584.13 df = 37 (P < 0.00001); I = 100% I + + J
Test for overall effect: Z = 10.08 (P < 0.00001) 909 };avours Pc())l'.ythenollFavourlsocontrol 1090
Test for subgroup differences: Chi? = 69.01, df = 4 (P < 0.00001), I* = 94.2%

Figura 46. Resultados del meta-analisis sobre el efecto de polifenoles de uva en la proliferacion

de células de leucemia humana agrupados por tipo de polifenoles.

Los resultados obtenidos sobre el efecto de los polifenoles de uva en la proliferacién
celular mostraron que los polifenoles tienen un efecto inhibitorio del crecimiento de las
células de leucemia. El resultado indica, un efecto positivo global con un valor promedio
de inhibicién del crecimiento del 57% (95%]IC: 49%-67%). Es importante resaltar, que
la heterogeneidad (I2) obtenida a través del andlisis estadistico, es muy elevada en todos
los casos. El analisis de los subgrupos establecidos, nos lleva a la conclusion de que,
entre los polifenoles puros analizados, el resveratrol muestra el mayor efecto frente a la
proliferacion celular, con una inhibicion del crecimiento del 67% (95%IC: 56%-75%), El

efecto de la quercetina y la viniferina también es positivo, aunque la inhibicion del
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crecimiento en estos casos no es tan notable, siendo de un 30%(95%]IC: 22%-38%) y
15%(95%IC: 23%-5%) respectivamente. El subgrupo "otros", posee un porcentaje
promedio de inhibicion de crecimiento del 53% (95%IC: 40%-63%). Sin embargo, debe
tenerse en cuenta la limitacidon de este subgrupo, ya que incluye datos de experimentos
individuales realizados con diferentes polifenoles. Por Gltimo, es cierto que, cuando las
células de leucemia se tratan con GPE, el porcentaje de inhibicion del crecimiento es del
58% (95%IC: 46%-67%), pero en estos casos se desconoce la composicion y
concentracion de polifenoles, por lo que este valor solo puede usarse como referencia,

pero no es posible hacer una comparacién individual.

4.6.4.2. Efecto de los polifenoles de uva en la proliferacion de

células de leucemia humanas de diferente linaje celular.

Para la comparacion del resultado de proliferacion celular se han utilizado los mismos
criterios descritos para el outcome 2. Se han creado subgrupos de comparaciéon en

funcion del linaje celular utilizado en cada estudio (Figura 47).

Los resultados mostrados en este apartado recogen el efecto de los polifenoles de
uva en la proliferacion de las células de leucemia agrupadas por linaje celular. Los datos
extraidos de los articulos proceden de 12 lineas celulares de leucemia que se pueden
subdividir en cuatro grupos, segun su linaje: derivadas de monocitos (U937 y THP1),
derivadas de células mieloides tempranas (HL-60, K562, KCL22 y AML14.3D10),
derivadas de linfocitos B (WSU-CLL, ESKOL, NALM-6 y 232B4) y derivadas de linfocitos
T (MOLT-4 y JURKAT). Los resultados del efecto de los polifenoles se trataron de modo
independiente, en funcién de si las células se trataron con polifenoles puros (Figura 46A)
o con GPE (Figura 46B).
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Experimental Contral Risk Ratio Risk Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Cell Type Polyphenol “T-Lymphocytes
L APIGENIN Chen 2005 1,498 10000 9,639 10,000 3.4% 0.16 [0.15, 0.16]
g QUERCETIN  Chen 2005 7,761 10,000 9,630 10,000 3.4% 0.81[0.80, 0.81]
£ KAEMPFEROL Chen 2005 5,569 10,000 9,639 10,000 3.4% 0.58[0.57, 0.59] .
2 MVYRICETIN Chen 2005 7,012 10,000 9,639 10,000 3.4% 0.73[0.72, 0.74] .
L RESVERATROL Ferry-Dumazet 2002 187,000 1,040,200 1,040,200 1,040,200  3.4% 0.18[0.18, 0.18] .
[ CYANOSIN Katsuzaki 2003 218,93 350,000 350,000 350,000  3.4% 0.63 [0.62, 0.63]
hi DELPHINIDIN  Katsuzaki 2003 218,389 350000 349,746  S0,000 3 4% 062 (062, 0.63] .
3 PETUNIDIN - Katsuzaki 2003 729,894 350,000 347,543 S0,000  3.4% 0.81[080, 0.81] .
H MALAVIDIN  Karsuzaki 2003 252,982 350,000 346,394 350,000 3.4% 0.73[0.73, 0.73] .
ELLAGIC ACID  pemens-Talcott 2003 1,720,000 1,933,019 1,910,000 1,990,000  3.4% 0.93 [0.93, 0.93] 1
L QUERCETIN  Mertens-Talcott 2002 1,170,000 1,944,553 1,010,000 1,990,000 2 4% 0.66 [0.68, 0.66] .
PTEROSTILBENE  Siedlecka-Kroplewska 2012 1,042 15000 13,437 15,000 3.4% 0.08 [0.07, 0.08] .
Subtotal (95% CI) 6,272,772 6,475,200 414% 047 [0.37, 0.59] +
Total events 4,070,110 6,305,876
Heterageneity. Tau? = 0.17, Chi¥ = 1,736,017.69 df = 11 (P < 0.00001); I = 100%
Test for overall effect: 7 = 6,44 (P < 0.00001)
B-Lymphocytes
5] VINEATROL  Billard 2002 522,000 1445000 1445000 1445000 @ 3.4% 0.36 [0.36, 0.36] -
§ RESVERATROL  Bilard 2002 483000 1445000 1,445000 1,445,000  3.4% 023023, 0.24] -
= VINIFERIN  Billard 2002 1,171,000 1,445,000 1,445,000 1,445,000  3.4% 0.81[0.81, 0.81]
3 VINIFERIN  Billard 2002 231,000 1,000,000 924,000 1,000,000  3.4% 0.90 [0.90, 0.90]
- VINEATROL  Billard 2002 635,000 1,000,000 980,000 1,000,000  3.4% 0.65 [0.55, 0.65]
g RESVERATROL  Billard 2002 605,635 1,000,000 947,500 1,000,000  3.4% 0.64 [0.64, 0.64]
T RESVERATROL  Ferry-Dumazet 2002 395,900 960,000 BAO,000  BA0,000  3.4% 0.44 [0.44, 0.45] .
[NALM-6] RESVERATROL Ghorhani 2015 16,600 25000 19,975 25000 3.4% 0.83 [0.82, 0.84] E
e RESVERATROL  Gokbulut 2013 7,123 20,000 20,000 20,000 3.4% ©.36[0.35, 0.36] .
i QUERCETIN  Gokbulut 2013 12,767 20000 20,000 0,000 34% 0.64 [0.63, 0.65] .
Subtetal (95% CN 8,269,000 8,269,000 34.5% 0.56 [0.43, 0.72] *
Total events 4,671,025 8,115,475
Heterogeneity. Tau® = 0.17; Chi® = 1,905,678.19 df = 9 (F < 0.00001);, ¥ = 100%
Test for overall effect: Z = 4,46 (P < 0,00001)
Early Myeloids
[KCL22] RESVERATROL Ferry-Dumazet 2002 370,800 942,900 842,000  £42,900  3.4% 0.44 [0.44, 0.44] .
[HL60] RESVERATROL Ferry-Dumazet 2002 88,600 743900 743,000 743,900  2.4% 0.12[0.12, 0.12] .
r RESVERATROL Can 2012 15,710 20,000 20,000 20,000 3.4% 0.79[0.78, 0.79] .
K562 RESVERATROL Ferry-Dumazet 2002 675,400 1,501,600 1,501,600 1,501,600  3.4% 0.45 [0.45, 0.45] .
RESVERATROL Liao 2012 308,308 1,000,000 1,000,000 1,000,000 3 4% 031031, 0.31] .
Subtetal (95% CI) 4,108,400 4,108,400 17.2% 0.36 [0.25, 0.51] *
Total events 1,458,818 4,108,400
Heterogeneity, Tau® = 0.17; Chi? = 27407152 df = 4 (P < 0.00001); I* = 100%
Test for overall effect 2 = 5,67 (F < 0,00001)
Manacytes
[THP1] RESVERATROL Ferry-Dumazet 2002 103,300 1,051,300 1,051,300 1,051,300  3.4% ©.10[0.19, 0.10] .
[Ug37] RESVERATROL Ferry-Dumazet 2002 105,800 482,300 462,300 482,300  3.4% 0.23[0.23, 0.23] .
Subtotal (95% CI) 1,533,600 1,533,600  6.9% 0.15 [0.06, 0.35] L
Total events 213,100 1,533,600
Heterogeneity Tau® = 0.38; Chi’ = 48,408.83 df = 1 (P < 0.00001), I = 100%
Test for overall effect 2 = 435 (P < 0.0001)
Total (95% CI) 20,183,772 20,386,200 100.0% 0.44 [0.36, 0.53] +
Total events 10,413,053 20,063,351
Heterageneity, Tau? = 0,.26; Chi¢ = B,041,750.48 dof = 28 (P < 0.00001); I = 100% b0 o 15 o001
Test for overall effect: Z = 8,66 (P < 0.00001)
Test for subgroup differences’ Chil = 10 93, df = 3 (P = 0.01), I¥ = 72 5% Favours [experimental] Favours [control]
Experimental Contral Risk Ratio Risk Ratio
Study or Subgroup Events Total Events  Total Weight M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
cellType  T-lymphocytes
MOLT-4 Mertens-Talcott 2008 S0,633 750,000 71,100 7S0,000  111% 0.71[0.70, 0.72] .
L Mertens-Talcolt 2008 43,703 750,000 68,325 750,000 111% 064 [063, 0.65] .
r Gao 2009 21,949 100,000 90465 100,000 111% 0.24[0.24, 0.25] -
JURKAT | aon-Gonzalez 2017 22,358 100,000 91667 100,000 11.1% 0.240.24, 0.25) .
Sharif 2010 42,095 100,000 93438 100,000 11.1% 0.46 [0.48, 0,46] -
Subtotal (95% CI) 1,800,000 1,800,000 55.6% 0.42[0.28, 0.63] *>
Total events 181,638 414,995
o Heterogeneity. Tau? = 0.22; Chi’ = 31,006.81 df = 4 {P < 0.00001); I = 100%
S Test for overall effect: Z = 4.21 (P < 0.0001)
-
£ Early Myeloids
s [HL60] Gan 2009 56,870 100,000 S0,691 100,000 11.1% 063 [0.62, 0.63] .
§ [AML14.3D10]  Hong 2006 476,900 1,000,000 §77,400 1,000,000 11 1% 054054, 0.54] .
[Ks62] Wang 2012 29,732 200,000 199,292 200,000 111% 0.20[0.20, 0.20] .
Subtotal (95% CI) 1,300,000 1,300,000 33.3% 0.41 [0.25, 0.67] -
Total events 573,502 1,167,393
Heterogeneity: Tau? = 0.19; Chi' = 55,475.86 df = 2 (P < 0.00001); I = 100%
Test for overall effect: 7 = 3.53 (P = 0.0004)
Monocytes
[usar] Gan 2009 48,256 100,000 91465 100,000 111% 0.53[0.52, 0.53] .
Subtetal (95% C1) 100,000 100,000 1L1% 0.53 [0.52, 0.53]
Total events 48,250 91,465
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z = 187.29 (P < 0.00001)
Total (95% CIY 3,200,000 3,200,000 100.0% 0.42 [0.33, 0.54] +
Total events 603,398 1,673,843
Heterogeneity Tau? = 0.13; Chi? = 92,870.47 df = & (P < 0.00001); I = 100% + t J
Test for overall effect: Z = 7.05 (P < 0.00001) 0 m}:vnm [“ngﬁlmgman Fam,slﬁmm“ 1000
Test for subgroup differences: Chi? = 2.33, df = 2 P = 0.31), P = 14.1%

Figura 47. Resultados del meta-analisis sobre el efecto de polifenoles de uva en la proliferacion
de células de leucemia humana agrupadas por linaje celular. A) Tratamiento con polifenoles
puros. B) Efecto del tratamiento con GPE.

El subgrupo que incluye el linaje de linfocitos T incluye el mayor nimero de estudios,
tanto con polifenoles puros, como extractos de uva (GPE). Representan el 71% del total
y, como se puede observar en la Figura 47A, los porcentajes promedio de inhibicion del

crecimiento debido al efecto de los polifenoles puros son 53% (95%IC: 41%-63%) y
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44% (95%IC: 28%-57%) para los linfocitos T y B respectivamente. Son valores
inhibitorios del crecimiento inferiores a los observados en las células mieloides tempranas
(64%(95%]IC: 49%-75%)) y monocitos (85%(95%]IC: 65%-94%)). El porcentaje global
de inhibicion del crecimiento obtenido en este resultado, cuando las células de fueron
tratadas con polifenoles puros es del 56%(95%]IC: 47%-64%) (Figura 47A), muy similar
al valor obtenido cuando los tratamientos se realizaron con GPE de diferentes origenes
y composicion, 58%(95%]IC: 46%-67%) (Figura 47B). Por otro lado, el porcentaje de
inhibicion es de un 36% (95%IC: 35%-37%) cuando se utilizan los extractos de
polifenoles en células MOLT-4, y es de un 76%(95%IC: 75%-76%) de inhibicion de
crecimiento de células JURKAT cuando se utiliza orujo de uva extractos a 365 mg/g GAE

o extractos comerciales de semillas de uva, ricos en proantocianidinas (Figura 47B).

Es importante destacar, que las células JURKAT son mas sensibles al efecto inhibidor
producido por los polifenoles, resaltando el efecto de la apigenina y el resveratrol, con
porcentajes de inhibicidon del crecimiento del 84% (95%IC: 84%-85%) y 82%/(95%]IC:
82%-82%) respectivamente. Con respecto a las células MOLT-4, los datos de inhibicién
son muy similares en todos los casos en promedio 27%(95%]IC: 24%-30%), excepto
para el tratamiento con pterostilbeno que resultd en una inhibicién del crecimiento del
92% (95%IC: 92%-93%), muy distinto al valor medio de inhibicién en estas células
(Figura 47A).

De los cuatro subgrupos estudiados, los linfocitos B son las mas resistentes al efecto
antiproliferativo inducido por los polifenoles de la uva. En las cuatro lineas celulares
derivadas de linfocitos B, se obtuvo un valor promedio de 44%(95%]IC: 28%-57%) de
inhibicion del crecimiento tras la exposicion a polifenoles, que oscila entre 10%(95%]IC:
10%-10%) para viniferina y 67%(95%IC: 66%-67%) para resveratrol. Se incluyen datos
obtenidos utilizando cuatro polifenoles diferentes, todos ellos pertenecientes a la familia
de los polifenoles de estilbenos, excepto la quercetina. Se utilizaron cuatro lineas
celulares, siendo WSU-CLL la mas estudiada. En general, se observaron resultados
similares en la proliferacion celular independientemente del polifenol o la linea celular
estudiada. Es importante mencionar, que la viniferina ejerce poca inhibicion sobre el
crecimiento de las células ESKOL (19%(95%]IC: 19%-19%)) y WSU-CLL (10%(95%]IC:
10%-10%)) vy el resveratrol solo inhibe el crecimiento de las células NALM-6 en un
17%(95%]IC: 16%-18%). El efecto del resveratrol en otras lineas celulares derivadas de

los linfocitos B es significativamente mayor, con porcentajes promedio de inhibicién del
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crecimiento del 67%(95%]IC: 66%-67%), 36%(95%IC: 36%-36%) y 64%(95%]IC:
63%-65%) para las células ESKOL, WSU-CLLy 232B4 respectivamente. Teniendo en
cuenta todos los datos indican que estas células son ligeramente menos sensibles al

efecto de los polifenoles de uva que las lineas celulares derivadas de los linfocitos T.

El subgrupo de lineas celulares de leucemia derivadas de células mieloides tempranas,
incluye cinco estudios realizados con tres lineas celulares diferentes (HL-60, KCL22 y
K562) y resveratrol. Cabe destacar la alta variabilidad en la tasa de inhibicién del
crecimiento obtenida con resveratrol en estas lineas celulares, siendo de un
88%(95%IC: 88%-88%) para las células HL-60, de un 56%(95%]IC: 56%-56%) para
KCL22 y oscila entre 21%(95%]IC: 21%-22%) y 69%(95%]IC: 69%-69%) para K562
(Figura 47A). En general, estos datos llevan a inferir que estas células son relativamente
sensibles al efecto de los polifenoles. Sin embargo, se puede ver una alta variabilidad en
el efecto inducido por un compuesto especifico en la misma linea celular (K562) en
funcién de la publicacién escogida. En comparacién con el tratamiento con GPE, el
porcentaje de inhibicion promedio es menor (59%(95%IC: 33%-75%)) con un intervalo
de efecto mas amplio (IC95: 33-75%) (Figura 47B). En este caso, las tres intervenciones
incluidas se realizaron empleando extractos comerciales de polifenoles de composicion
desconocida, lo que dificulta la obtencién de conclusiones fiables. En las células K562,
se observa un efecto inhibidor mucho mayor cuando se trata con GPE (80%/(95%]IC:
80%-80%)) que con resveratrol (48%(95%IC: 48%-48%)). Esto podria explicarse por
la presencia de otros compuestos polifendlicos en el extracto, con un claro efecto

antiproliferativo en este tipo de células al utilizar los extractos de polifenoles de uva.

En el Ultimo subgrupo analizado, solo hay disponibles tres estudios de dos lineas
celulares derivadas de monocitos, tratadas con resveratrol y GPE. El resultado del meta-
analisis indica que estas células de leucemia experimentan, cuando son tratadas con
resveratrol, una inhibicion promedio del crecimiento del 85%(95%IC: 65%-94%). Sin
embargo, solo se incluyen dos valores de proliferacion en este subgrupo, con un intervalo
que varia del 77%(95%]IC: 87%-87%) al 90%(95%]IC: 90%-90%) (Figura 47A). El Unico
estudio realizado con este tipo de células con GPE muestra un porcentaje de inhibicion
del crecimiento del 47%(95%]IC: 47%-48%) (Figura 47B), mucho mas bajo que el efecto

del resveratrol.
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La comparacion de los datos en los cuatro subgrupos analizados, nos ha llevado a la
conclusién de que, el efecto anti proliferativo de los polifenoles estudiados en las lineas
de leucemia derivadas de los linfocitos T y B, es menor que en las lineas derivadas de
las células mieloides y los monocitos tempranos. No obstante, debe considerarse que los
resultados indican que existe una gran heterogeneidad entre los datos analizados, lo que
puede explicarse por el tipo de estudios evaluados, dada la variedad de lineas celulares
y polifenoles utilizados en los experimentos. En base a estos hallazgos, se ha concluido
que es mejor organizar los datos por linaje celular, en lugar de por polifenol, para poder

ver un efecto mas claro de estos compuestos en la proliferacion celular.

4.6.4.3. Efecto de los polifenoles de uva en el arresto del ciclo

celular en las células de leucemia.

Existe una gran variabilidad de objetivos y técnicas utilizadas para evaluar la muerte
celular y la inhibicidn del crecimiento de las células de leucemia en los articulos incluidos
en este meta-andlisis. Sin embargo, solamente ocho articulos muestran datos
cuantitativos relacionados con la parada del ciclo celular en la fase GO después del
tratamiento con polifenoles de uva. Para ello, se utilizaron datos de experimentos
realizados con cuatro polifenoles de uva: resveratrol (50uM, 24 h), quercetina (10uM,
48 h), acido elagico (10uM, 48 h) y pterostilbeno (44uM, 48 h). También se incluyeron
cinco experimentos realizados con GPE (100ug/mL, 24h). Se ha buscado analizar el
mecanismo inhibicion de la proliferacion celular. Para cuantificar el resultado del andlisis
de la etapa del ciclo celular, se han referenciado los resultados al porcentaje de células
en fase Go/Gi; que indica parada del ciclo celular; etapa previa a la inducciéon de

apoptosis (Figura 48).
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Experimental Control Risk Ratio Risk Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Cell Type Polyphenol Polyph
232B4 QUERCETIN 10pM Cokbulut 2013 537,495 1,000,000 584,660 1,000,000 9.1% 0.92[0.92, 0.92]
232B4 RESVERATROLSOpM Gokbulut 2013 508,850 1,000,000 516,090 1,000,000 9.1%  0.99[0.98, 0.99]
Em[_ K562 RESVERATROL souM Liao 2012 484,000 1,000,000 481,000 1,000,000 9.1% 1.01[1.00, 1.01]
[MOLT-4 ELLAGICACID 10uM Mertens-Talcott 2003 311,125 S00,000 324,700 SO0,000 9.1%  0.96[0.96, 0.96]
LT \MOLT-4 QUERCETIN 10pM Mertens-Talcott 2003 255,245 500,000 324,700 S00,000 9.1% 0.79[0.78, 0.79]
IMOLT-4 PTEROSTILBENE 44 UM Siedlecka-Kroplewska 2012 7,965 15000 5,715 15000 9.1% 1.39[1.36, 1.43]
Subtotal (95% CI) 4,015,000 4,015,000 54.5% 0.99 [0.92, 1.07]
Total events 2,104,680 1,104,680

Heterogeneity: Tau? = 0.01; Chi? = 15,411.35 df = 5 (P < 0.00001); > = 100%
Test for overall effect: Z = 0.23 (P = 0.82)
Cell Type Polyphenol GPE

MOLT-4 GPE 100ug/mL  Mertens-Talcott 2008 388,005 750,000 373560 750,000 9.1%  1.04[104, 1.04]
IT [MOLT-4 GPE 100ug/mL Mertens-Talcott 2008 336,175 750,000 100,470 750,000 9.1%  3.84[3.82, 3.87]
JURKAT GPE  100pg/mL Sharif 2010 12,469 20,000 6,089 20000 9.1%  2.05(2.01,2.10]
Em|: HL-60 GPE 100Mg/mL  Espino 2013 418,380 1,000,000 551,730 1,000,000 9.1% 0.76[0.76, 0.76]
K562 GPE 100pg/mL Wang 2012 143854 200000 76,160 200,000 9.1% 1.89(1.88, 1.90] 3
Subtotal (95% CI) 2,720,000 2,720,000 455%  1.64 [0.96,2.79] =S
Total events 1,348,883 1,107,989

Heterogeneity. Tau? = 0.37; Chi? = 254,232,138 df = 4 (P < 0.00001); I = 100%
Test for overall effect: Z = 1.81 (P = 0.07)

Total (95% CI) 6,375,000 6,375,000 100.0% 1.25 [1.04, 1.50] '3
Total events 3,453,563 3,344,854

Heterogeneity. Tau? = 0.10; Chi¢ = 286,871.28 df = 10 (P < 0.00001); I = 100%
Test for overall effect: Z = 2.36 (P = 0.02)

Test for subgroup differences: Chi? = 3.24, df = 1 (P = 0.07), I = 70.1%

0.01 01 1 10 100
Favours [experimental] Favours [control]

Figura 48. Resultados del meta-analisis sobre el efecto de polifenoles de uva en la detencién del

ciclo celular Go en células de leucemia.

Los resultados obtenidos muestran que cuatro de los seis datos de polifenoles puros
no tienen ningun efecto en la parada del ciclo celular ya que el efecto observado fue de
un 1%(95%IC: -7%-8%). En cambio, cuando se probd el pterostilbeno (44uM) en
células MOLT-4, se encontro el efecto contrario al que se esperaba, es decir, induce la
division celular. Solo hay una intervencion positiva, realizada con quercetina (10uM), que
muestra la induccion de la detencidn del ciclo celular en la fase Go cuando se usan células
MOLT-4. Ademas, la quercetina (10puM) muestra un pequefo efecto positivo en las
células 232B4, mientras que el resveratrol (50uM), no muestra ningin efecto en la
detencién del ciclo celular, ya sea en las células 232B4 o K562. Por tanto, no se pudo
concluir que existe una detencién del ciclo celular de las células de leucemia en fase Go

por causa de los cuatro polifenoles de uva estudiados.

El segundo subgrupo considera los datos de los experimentos realizados usando GPE
en lineas celulares de leucemia derivadas de células mieloides tempranas y linfocitos T.
Como se puede ver en la Figura 48, no hay un efecto directo entre la concentracion de
GPE analizada y la parada del ciclo celular en este tipo de células. La induccidn de la
detencién del ciclo celular en la fase Go solo se observd una vez en el estudio realizado
con células HL-60 tratadas con extractos de semilla de uva Tempranillo a 6160+160mg/L
GAE. Por el contrario, el resto de los estudios indican el efecto contrario, estimulando la

progresion del ciclo celular.
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4.6.4.4. Estudio de los mecanismos de induccion de apoptosis en
lineas celulares de leucemia por efecto de los polifenoles de

uva.

La apoptosis, es un proceso bioldgico complejo de muerte celular programada, y las
rutas metabdlicas, que se activan son multiples. De todas rutas metabdlicas relacionadas
con la apoptosis las mas comunes fueron: la via de activacién de apoptosis mediante
caspasas 3 y 7, fue estudiada en 13 articulos distintos, la via de apoptosis temprana es
mencionada en 9 articulos, el estudio de la actividad mitocondrial mencionada en 6, y el

estudio de la expresion de la proteina p53, que es cuantificada en 3 articulos.

Ademas de los tres resultados ya mencionados, hubo un ultimo outcome considerado
dentro del presente meta-analisis. Consistia en la comparacion de los mecanismos
metabdlicos de induccidn de apoptosis, en las lineas celulares de la leucemia humana,
mediante el empleo de diferentes polifenoles. Se queria analizar cuantitativamente la
ruta metabdlica de apoptosis que se activaba, en las lineas celulares de leucemia, al
verse modificadas en su crecimiento al ser tratadas con los distintos polifenoles. Se
estudiaron otros parametros distintos a la proliferacion celular, como la induccién de la
apoptosis y con la viabilidad celular. Al extraer los datos de los articulos seleccionados,
se detectd una gran heterogeneidad en la forma de presentar los datos, asi como el
modo de disefiar los estudios para la evaluacion de dichas rutas apoptoéticas, pero no se
ha realizado siguiendo ninguna de las categorias descritas (Tabla III Anexos), debido a
la heterogeneidad de los datos y la forma experimental de abordarlo en cada uno de los
articulos, que era distinta. En los estudios se utilizan diferentes compuestos, en
concentraciones variadas, utilizando metodologias distintas para determinar el arresto

del ciclo celular, o la induccién de apoptosis.

Todos los resultados en su conjunto, muestran en este estudio, que los polifenoles
de uva tienen un efecto perjudicial (positivo) en el crecimiento de las células de leucemia
in vitro. Se puede afirmar que el tratamiento de la leucemia con polifenoles puede llegar
a ser beneficioso; pudiéndose concluir en la posibilidad de ser utilizados como co-
adyuvantes en el tratamiento de pacientes con leucemia. Los resultados sugieren, que

los polifenoles utilizados en experimentos realizados, en las distintas lineas celulares de
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leucemia, muestran una inhibicién de la proliferacion de dichas células tumorales por
causa de los polifenoles. El grado o magnitud de este efecto depende de la fuente de las
lineas celulares y del polifenol especifico o GPE utilizado, siendo las lineas de linfocitos
mas resistentes al efecto antiproliferativo de los polifenoles estudiados, que las lineas
mieloides tempranas o monociticas. Sin embargo, no se ha podido determinar la via

metabolica concreta mediante la cual sucede la inhibicidn de dicho crecimiento.
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5. Discusion.

Espafia es uno de los paises con mayor tradicién vitivinicola del mundo, habiendo
cultivo de vid en todas las Comunidades Auténomas. Castilla-La Mancha es la region con
la mayor extensidn cultivadas, 11, y junto con la Rioja y la Ribera del Duero, son los
territorios mas especializados en la produccidon de uva de todo el pais 2. Las variedades
de uva que mas destacan en Espafa, por extension de cultivo, son Airén para las
variedades de uva blanca y Tempranillo para las variedades de uva tintas, 11. La variedad
de Tempranillo se utiliza principalmente para la elaboracion de vino tinto de distintas
denominaciones de origenis. Airén se ha utilizado principalmente para la elaboracion de
vinos blancos de denominacién de origen La Manchazo, 22 y también para la obtencién de
mosto concentrado que ademds de su uso en la chaptalizacion tiene numerosas
aplicaciones en industria alimentaria. Este uso del mosto en la produccién de alimentos
de consumo preferente en poblacién infantil y deportistas ha motivado este estudio. El
objetivo es caracterizar el contenido en polifenoles del mosto Airén por ser el mosto que
mas se utiliza y comercializa como mosto concentrado para su adicion en este tipo de
alimentos. Es sabido que los polifenoles son compuestos bioactivos beneficiosos para la
salud por su capacidad antioxidante y antimicrobiana 22, 24, 39, de ahi que también se haya
realizado una revision sistematica y meta-analisis para determinar el efecto de los
polifenoles de la uva en la leucemia. Estos compuestos podrian ser potentes

nutracéuticos en la prevencion o el tratamiento de la leucemia, un tipo de cancer que

afecta en gran medida a poblacién infantil.

Para caracterizar los polifenoles del mosto Airén se puso a punto un procedimiento
de extraccion de polifenoles con metanol a partir de muestras de mosto liofilizadas. Se
ha determinado que el proceso conlleva una pérdida de polifenoles que oscila entre el
33% en mosto Tempranillo y el 15% en el mosto Airén. Estos datos indican que el
método de extraccidén utilizado tiene una eficiencia bastante buena, ya que la
cuantificacién se ha hecho mediante espectrofotometria y en el mosto hay moléculas
que no son polifenoles y absorben luz a 280nm, por lo que el porcentaje de pérdida

durante la extraccién seria algo menor de lo estimado.

133



El extracto de Tempranillo es el mas rico en polifenoles (1.094,17 mg/L GAE), algo
esperable ya que esta ampliamente descrito que las variedades tintas son mas ricas en
estos compuestos que las variedades blancaszs, 9, 264. Si nos centramos en las variedades
blancas, los resultados indican que la variedad Airén (638,86 mg/L GAE) tiene una
concentracion de polifenoles totales ligeramente superior (7,5%) a la del mosto
Sauvignon blanc (590,75 mg/L GAE) y un 29% mayor que la del mosto Verdejo (453,78
mg/L GAE). El extracto de la variedad Gewiirztraminer es el que tiene el mayor contenido
en polifenoles de todas las variedades blancas (909,5 mg/L GAE), lo que supone un 29%

mas que Airén.

En cuanto a la capacidad antioxidante de los mostos se puede decir que la pérdida
de polifenoles asociada al proceso de extraccién afecta de manera proporcional a la
capacidad antioxidante de los extractos. De modo general estos resultados indican que
cuanto mayor es la concentracién de polifenoles mayor es la capacidad antioxidante de
los extractos, algo que se ha mostrado en estudios previos con estas y otras variedades
de uvass, 99, 265. EI mosto Tempranillo es el que tiene la mayor capacidad antioxidante
(1,35 mg/gDPPH), seguido de la variedad Gewdirztraminer (1,78 mg/gDPPH), Sauvignon
Blanc (2,36mg/g DPPH), Airén (2,43 mg/g DPPH) y por ultimo Verdejo (2,82 mg/gDPPH).
En los extractos se sigue el mismo patrén, siendo Tempranillo el que posee la mayor
capacidad antioxidante (1,85 mg/gDPPH), seguido de Gewdrztraminer (2,14
mg/gDPPH), Sauvignon Blanc (2,75 mg/g DPPH), Airén (2,82 mg/g DPPH) y por ultimo
Verdejo (3,21 mg/gDPPH). Cabe destacar la mayor capacidad antioxidante detectada en
el mosto y el extracto de Sauvignon blanc frente a Airén, en este caso, aunque Airén

tiene una mayor concentraciéon de polifenoles su capacidad antioxidante es menor.

A partir de datos obtenidos de la bibliografia se ha generado una base de datos de
56 polifenoles de uva, que incluye los parametros de ionizacién y fraccionamiento para
su analisis mediante MS. De estos compuestos, se han seleccionado 16 polifenoles
representantes de las familias mas habituales en mosto y vino, para realizar su
cuantificacion en los mostos objeto de estudio de esta tesis. En concreto se cuantificaron
3 acidos hidroxicinamicos, 6 acidos hidroxibenzoicos, 4 flavonoides, 2 estilbenos, y 1

hidroxicumarina.
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De todos los polifenoles estudiados, la esculetina es el que se ha detectado en menor
cantidad en todos los varietales, con una concentracion de 2,17 mg/L en el extracto
Airén. El extracto en el que mas cantidad se ha registrado es Gewiirztraminer (2,21

mg/L) y la menor concentracién se ha detectado en Tempranillo (2,16 mg/L).

En cuanto a los acidos hidroxicinamicos, el acido cumarico Unicamente se detectd en
los extractos de mosto Airén (2,85 mg/L) y Verdejo (2,93 mg/L). El acido cafeico no se
detecto en el extracto Sauvignon blanc y en los extractos de los otros cuatro varietales
su concentracion es muy similar y no muestran diferencias relevantes entre los distintos
varietales: 2,56 mg/L en Tempranillo, 2,54 mg/L en Airén, 2,51 mg/L en Gewirztraminer
y 2,49 mg/L en Verdejo. El acido clorogénico ha sido el Unico compuesto detectado en
los cinco extractos, estando presente en mayor concentracién en la variedad tinta

Tempranillo (2,94 mg/L) que en Airén (2,79 mg/L).

En cuanto a los Aacidos hidroxibenzoicos, se han detectado diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de acido galico en Airén (2,81 mg/L)
y los varietales Gewtirztraminer (3,05 mg/L) y Verdejo (3,065 mg/L), con incrementos
de un 7,8% y un 9,8% respectivamente. La concentracién mas baja de acido galico se
detect6 en Verdejo (2,56 mg/L), un 9,8% por debajo de la registrada en Airén, que es
la misma que en Tempranillo. Para los cuatro acidos hidroxibenzoicos restantes (acidos
dihidroxibenzoico, protocatecuico, salicilico y vanilico), las concentraciones registradas
en los cinco varietales de mosto de uva son muy similares y las diferencias detectadas

no tienen relevancia funcional entre Airén frente al resto de varietales de mosto de uva.

De los polifenoles analizados de la familia de los estilbenos: resveratrol y polidatina,
ninguno de ellos muestra grandes diferencias de concentracion entre las variedades de
mosto estudiados. El extracto Airén es el que mas cantidad tiene de ambos polifenoles,
pero las diferencias no tienen relevancia funcional (un 2% para polidatina y un 1% en
resveratrol). En el extracto Sauvignon blanc, el resveratrol no se ha detectado, aunque
si se ha detectado la polidatina (3,067 mg/L), algo extraino dado que la polidatina es un
precursor natural del resveratrol. Ademas, resulta sorprendente que la cantidad
detectada de resveratrol y polidatina sea igual en mosto Airén que en Tempranillo,
puesto que esta descrito que los mostos y vinos tintos tienen mayor contenido en
polifenoles y la mayoria de estudios publicados se centran en el resveratrol como uno

de los principales responsables de la capacidad antioxidante y anticancerigenass, 61, 266 de
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estos productos. Aunque se ha detectado la misma concentracion de resveratrol en Airén
que en Tempranillo, la capacidad antioxidante de este Ultimo es mayor, lo que estaria
indicando la importancia de otros polifenoles del mosto en la capacidad antioxidante

total de los extractos.

Los polifenoles del grupo de los flavonoides son los que han mostrado mas
variabilidad en los diferentes mostos. En el extracto Airén destacan los 6,3 mg/L
detectados de catequina, que supone un 33,3% mas que la cantidad presente en
Gewdirztraminer (4,2 mg/L), un 50% mas que la detectada en Verdejo (3,05 mg/L) y el
triple de la concentracion presente en Sauvignon blanc (1,91 mg/L). Ademas, también
supera en un 42% la concentracion de catequina detectada en Tempranillo (3,6 mg/L).
También hay que destacar la cantidad de quercetina detectada en Airén (5,8 mg/L), que
es similar a la de Gewdlirztraminer (6 mg/L) y bastante superior a la presente en los
extractos de Sauvignon blanc (3,5 mg/L) y Verdejo (4,37 mg/L). La quercetina detectada
en Tempranillo (3,6 mg/L) es muy similar a la presente en Sauvignon blanc y es un 40%
menor que la detectada en Airén. Estos resultados constituyen la principal diferencia en
cuanto al contenido en polifenoles en el mosto Airén frente al resto de varietales
estudiados. Las diferencias en las concentraciones registradas son estadisticamente

significativas y tienen relevancia funcional segun el criterio fold of change aplicado.

Estos datos son muy interesantes puesto que hay numerosos estudios que describen
la capacidad anticancerigena de la quercetina y su implicacién en la modulacién de las
vias de sefializacién y la expresién de micro RNAs implicados en el desarrollo y la
progresion de las células tumoralesi44, 267, 26. Ademas, se también se ha probado su
actividad anticancerigena en diferentes lineas celulares de leucemia interfiriendo en el
ciclo celular e induciendo apoptosisaes-271. Sobre catequina hay menos estudios
realizados, si bien es cierto que se le considera un compuesto bioactivo con capacidad
antioxidante y antimicrobianazr, 273. Estos dos flavonoides se han utilizado en muchos
estudios y se ha descrito que poseen propiedades anticancerigenas 274-276, induciendo las
rutas de apoptosis en células cancerosas, ademas de sus propiedades antioxidantes que
sirven para neutralizar las especies reactivas de oxigeno (ROS) libres en las células, lo
que proporciona beneficiosos para la saludz77, 278. Se ha estudiado también frente a
enfermedades como ateroesclerosisiez 0 frente a enfermedades cardiovasculareszs,
procesos inflamatorioszso, e incluso como un importante regulador de la formacién

muscularasi.
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La epicatequina destaca en Gewdrztraminer (3,33 mg/L), con una concentracién un
16,7% superior a la detectada en Airén (2,77 mg/L) y superior al 30% con respecto a la
detectada en las otras tres variedades: Sauvignon blanc (2,03 mg/L), Verdejo (2,2 mg/L)
y Tempranillo (2,48 mg/L). En cuanto a isorhamnetina, no hay diferencias relevantes

entre las distintas variedades estudiadas.

La comparacion del perfil polifendlico global obtenido con los 15 compuestos
cuantificados en los extractos de mosto estudiados indican que el perfil de polifenoles
de la variedad Airén es muy similar al resto de variedades blancas estudiadas. Cabe
destacar que los mostos Airén y Gewtirztraminer muestran diferencias destacables en la
concentracion de los flavonoides quercetina y catequina. De las cuatro variedades
blancas estudiadas, Sauvignon blanc es la que presenta el perfil polifendlico mas pobre
y sorprende el perfil obtenido de la variedad Tempranillo puesto que no destaca en
ninguno de los polifenoles estudiados. Sin embargo, el mosto Tempranillo es el que
muestra la mayor capacidad antioxidante; y Gewtirztraminer y Sauvignon blanc también
tienen mayor capacidad antioxidante que Airén. Esto indicaria que el mosto es una matriz
muy compleja que ademas de los polifenoles analizados en este trabajo, tiene muchos

otros polifenoles que son importantes antioxidantes que no hemos podido cuantificar.

Los resultados de cuantificacion de polifenoles, analizados en las distintas variedades
de mosto, son coherentes a los resultados obtenidos por espectrofotometria. El Unico
comportamiento que se desvia es Tempranillo ya que tiene la mayor concentracion de
polifenoles totales expresados en equivalentes de acido galico y las concentraciones de
los polifenoles individuales analizados son menores que las registradas en variedades
blancas. Es bien sabido que Tempranillo es una variedad muy rica polifenoles, si bien es
cierto que muchos de ellos no se han podido identificar ni cuantificar en el estudio HPLC-
MS realizado en este trabajo, ademas de otros que posiblemente por su polaridad no se
hayan solubilizado durante el proceso de extraccionis, es. Posiblemente, los polifenoles
no extraidos pertenezcan a las familias de antocianos, antocianinas o flavonas que no
hemos podido identificar. Dichos polifenoles son caracteristicos de la coloracién de las
variedades tintaszs, 2, 68, Y son compuestos mas apolares que los identificados, por lo
que el metanol, utilizando el procedimiento descrito, no ha logrado extraerlos de la
matriz liofilizada. Estas diferencias sugieren que el proceso de extraccién y cuantificacion
de polifenoles desarrollado no refleja la complejidad polifendlica de las variedades de

uvas tinta y blancas.
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el proceso de concentracién del

mosto Airén realizado en la empresa Mostos Espafoles S. A. conlleva una reduccién en
el contenido en polifenoles, a excepcidn de la quercetina, entre el 38,37%-69,6% que
llega a ser del 57,7%-70% en el caso del mosto concentrado decolorado. El proceso de
concentracion se basa en la evaporacion de agua del mosto por efecto del calor, algo
que muy probablemente afecta a la estabilidad y solubilidad de estos compuestos. En
el caso del mosto decolorado, el paso de filtracién previo a la concentracion que se
realiza para eliminar los compuestos responsables del color del mosto, ademas de
minerales e iones como el hierro, magnesio, calcio o potasio, también afecta

negativamente al contenido en polifenoles 252, 283.

Los resultados obtenidos con las muestras del mosto concentrado normal (MCN)
indican que como se habia determinado anteriormente, los flavonoides catequina y
quercetina destacan por encima del resto. Los incrementos en la concentracion de la
mayoria de los polifenoles entre las etapas final e inicial son inferiores a los valores
tedricos calculados en base al factor de concentracién de azlcares. En el caso de los
acidos fendlicos, el porcentaje de pérdida por efecto del proceso industrial de
concentracion es significativa: acido cumarico (51%), dihidoxibenzoico (62,4%), galico
(52,6%), protocatecuico (61,4%), cafeico (67,5%), clorogénico (69,5), ferulico
(71,64%), salicilico (69,4%) y vanilico (70,34%). En el caso de los estilbenos las pérdidas
son el 69,6% para resveratrol y el 67,6% para polidatina. Y en la familia de los
flavonoides la pérdida de epicatequina ha sido de un 49,3% vy la de catequina un 38,4%,
ademas, no se ha podido calcular la pérdida de isorhamnetina al no haber sido

identificada en la etapa inicial.

Hay que destacar el caso de la quercetina por ser el Unico polifenol que no se pierde
en el proceso de concentracion, de hecho, algo que sorprende es que la concentracion
de este polifenol en el mosto concentrado (MCNf) es el doble de la que cabria esperar si
no hubiera ninguna pérdida del compuesto. Esto se podria explicar asumiendo que en la
muestra inicial una parte importante de la quercetina estuviera glucosiladazss y por ello
no se hubiera cuantificado adecuadamente con el método empleado. La glicosilacién de

los flavonoides es algo frecuente y conocido que afecta a su solubilidad, estabilidad y
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bioaccesibilidadzss. Si esto es asi, el calor al que el mosto es sometido durante el proceso
de concentracién podria eliminar esta modificacion y permitir la cuantificacién del
compuesto en la muestra final ya que las condiciones de ionizacién y fragmentacion de
la espectrometria de masas estan optimizadas para cuantificar la quercetina libre. No
obstante, este mismo efecto es el que serviria para justificar la pérdida del resto de
polifenoles durante el proceso de concentracién. El calentamiento al que se somete el
mosto para que tenga lugar la evaporacion del agua durante la concentracion, es muy
probable que afecte a la estructura de los polifenoles de modo parecido a lo que ocurre
con los alimentos cuando son cocinadoszss y en algunos casos estos cambios podrian

provocar su degradacion, modificacion, agregacion, etc.

Este hecho estaria respaldado por la pérdida de polifenoles totales que se ha
detectado en el mosto concentrado que es de un 40%, pasando de 431,53mg/L GAE en
el mosto inicial a 873,81mg/L en el MCNf (valor esperado 1.467,2 mg/L). Si que es cierto
que se observa un incremento de la capacidad antioxidante de los mostos concentrados,
pasando de 2,61mg/g DPPH en el MCNi a 1,25 mg/g DPPH el MCNf, pero en este caso
es dificil establecer la comparativa con lo esperado porque los valores ICso se obtienen
a partir de curvas sigmoidales. Por tanto, se puede concluir que el proceso industrial de
concentracion de mosto Airén afecta negativamente al contenido en polifenoles y a su

capacidad antioxidante.

En el caso del MCD la pérdida de polifenoles totales asociada al proceso de
concentracion es del 56% y su capacidad antioxidante pasa de un valor de 3,06mg/g
DPPH en el MCDi a 2,24 mg/g DPPH en el MCDf. En relacién a la cuantificacion de los
polifenoles individuales en el MCD realizada mediante MS, los resultados son muy
similares a los obtenidos con las muestras del mosto concentrado normal (MCN)
detectandose pérdida de todos los polifenoles identificados en la muestra concentrada
final. En este caso, la pérdida de flavonoides es mayor que en el mosto concentrado
normal, pero menor que las pérdidas registradas del resto de polifenoles estudiados. En
el caso de la epicatequina, la pérdida es de un 67,82%, la de catequina un 57,74% v la
de quercetina un 44,9%. El por qué en este caso hay una pérdida de quercetina similar
a la detectada en el resto de los polifenoles y no ocurre lo mismo que en el caso del
MCN en el que se detecta mas catequina de la tedrica no es facil de explicar. En este
caso el mosto fresco Airén se somete a un proceso de ultrafiltracion previo a la

concentracion para la su decoloracién, este paso podria eliminar las moléculas derivadas
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de catequina (glucosiladas) que hemos postulado como responsables de la elevada
concentracion de este polifenol en las muestras de MCNf. En el caso de los acidos
fendlicos, el acido galico ha sido el que menos pérdida ha registrado con un 64,2%, con
respecto a la concentracidn tedrica esperada. En el grupo de los estilbenos, se ha perdido

un 70% tanto de polidatina como de resveratrol.

Todos estos resultados muestran que el proceso de concentracion de mosto conlleva
una pérdida de polifenoles, ya que las concentraciones que se registran de estos
compuestos en el mosto concentrado no son proporcionales al factor de concentracién
de azlcares. Hay que destacar que el proceso de ultrafiltracién para la obtencion del
mosto concentrado decolorado frente al normal conlleva una pérdida de polifenoles
totales de un entre un en el mosto fresco Airén, que se traduce en una diferencia que
oscila entre un 1% para los acidos fendlicos y un 18% para los flavonoides menos en el
MCD frente al MCN. Ademas, al comparar la concentracion de polifenoles totales en las
muestras de mosto iniciales del proceso de concentracion (MCDi =348,4mg/L GAE vy
MCNi=431,5mg/L GAE) con la del mosto fresco Airén (638,86mg/L GAE), se observa una
disminucion media en un 40%. Este dato indica que las condiciones de almacenamiento
del mosto (90 dias con sulfuroso a 880 ppm) afectan negativamente a los polifenoles, lo
que esta de acuerdo con otros estudios que indican que los polifenoles se degradan con
el paso del tiemposs, 287, 288. N0 obstante, si que muestran que el mosto concentrado final,
tanto normal (MCN) como el decolorado (MCD) si que muestran polifenoles, con lo que
hacen de esta bebida, un alimento con contenido polifendlico, con la implicacién
beneficiosa para la salud que significa. Por todos estos resultados, el mosto, como el
vino y otros productos derivados de la uva, contiene polifenoles beneficiosos para la
salud, siendo ademds un alimento con relevancia funcional para ser consumido de
manera directa, como complemento en otros alimentos, o siendo la base de la

produccién de vinos 22, 24, 3s, 101.

No obstante, hay polifenoles en los dos tipos de mosto concentrado, por lo que al
incluir este producto en la formulacién de cualquier alimento se esta anadiendo una
pequefia cantidad de estos antioxidantes naturales que son objeto de numerosos
estudios por sus efectos antiinflamatorios, anticancerigenos, antimicrobianos,

antienvejecimiento, cardioprotectores, etces, 75, 114, 289, 290.
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Una vez analizado el contenido en polifenoles del mosto Airén y el efecto que en ellos

tiene el proceso de concentracion, nos planeamos terminar el trabajo dando respuesta
a la pregunta de si los polifenoles de uva son efectivos para tratar y prevenir una
enfermedad como la leucemia. La leucemia es una enfermedad mas frecuente en ninos
que en adultos que engloba muchos tipos diferentes de cancer, siendo la leucemia
linfocitica aguda (LLA) la que presenta el mayor nimero de casos de leucemia pediatrica
(78% )1s1. Este fue el motivo de realizar este estudio, ya que el mosto de uva es un
componente base en muchos productos de alimentacién infantil y los polifenoles son
compuestos bioactivos antioxidantes que han demostrado tener actividad

antiproliferativa en muchos tipos de células tumorales 291.

El resultado de la revision sistematica y el meta-analisis realizado indicaron que los
polifenoles de uva tienen un efecto antiproliferativo sobre las células de leucemia
humanas cultivadas /n vitro, si bien es cierto que el tamafio del efecto depende del
polifenol y la linea celular estudiada. Este resultado se ha obtenido a partir de los
articulos cientificos publicados en los Ultimos 15 afios sobre polifenoles de uva y
leucemia. El estudio se hizo con datos experimentales obtenidos con lineas celulares de
leucemia humana cultivadas in vitroi71, 202 porque no existen datos de ensayos clinicos
realizados con polifenoles en enfermos de leucemia. El anadlisis de los datos se hizo
siguiendo la metodologia descrita por Cochrane, siguiendo el manual y la guia PRISMA1s;,
184, 185. El riesgo de sesgo, no se evalud a pesar de la alta heterogeneidad, porque los
datos incluidos en el meta-andlisis fueron todos extraidos directamente de los articulos
incluidos en el estudio, todos ellos procedentes de revistas indexadas sometidos a
estrictos controles de calidad y revisados por pares. Se incluyeron datos de 17 estudios

realizados con 12 lineas celulares de diferente origen.

El primer objetivo del estudio fue determinar el efecto de los polifenoles de uva en la
proliferacion de las células de leucemia. El resultado del meta-analisis indica un efecto
positivo global con un valor promedio de inhibicidn del crecimiento del 57% (95%IC:
49%-63%). El analisis de los subgrupos establecidos por tipo de polifenol, lleva a la
conclusién, de que, el resveratrol es el compuesto con el mayor efecto antiproliferativo,

con una inhibicién del crecimiento del 67% (95%IC: 56%-75%). Este resultado esta de
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acuerdo con otros que indican que el resveratrol podria ser un buen compuesto bioactivo,
tanto para la prevencion como para su uso terapéutico contra diferentes tipos de cancer
(61, 151]. El efecto de la quercetina y la viniferina también es positivo, pero la inhibicion
media del crecimiento es del 30% (95%IC: 22%-38%) y 15% (95%]IC: 5%-23%)
respectivamente. Cabe sefalar que el nimero de estudios, incluidos en el estudio que

usan resveratrol, es mucho mayor que los estudios realizados con otros polifenoles.

Es interesante el efecto del subgrupo que incluye otros polifenoles de uva, que da
como resultado una inhibicion del crecimiento del 53% (95%IC: 40%-63%), mas
cercano al efecto del resveratrol que al de la quercetina y la viniferina. Este subgrupo
incluye datos provenientes de experimentos individuales realizados con diferentes
polifenoles en lineas celulares de leucemia de varios linajes, por lo que existe una gran
variabilidad en el efecto. De este subgrupo hay que destacar el efecto de la apigenina
(flavonoide) y el pterostilbeno (estilbeno) en las células JURKAT y MOLT-4, ambas lineas
de leucemia linfoblastica aguda derivadas de linfocitos T, que inhiben el crecimiento
celular un 84% y 92% respectivamente. La apigenina se ha propuesto como un agente
natural anticancerigeno interesante, que promueve la apoptosis mediante la activacion
de vias extrinsecas dependientes de caspasa en células cancerosas de diferentes
origenes so, 81, 293. Por otro lado, el pterostilbeno se ha demostrado que interfiere con las
rutas metabdlicas directamente relacionadas con la senescencia y la induccidon de

apoptosis en las células tumorales 6o, 294.

Seguin el nimero de estudios meta-analizados, el segundo tratamiento mas
importante fue el realizado con 50ug/ml de GPE. La inhibicidon del crecimiento en este
caso es del 58% (95%]IC: 46%-67%), menor que el 67% (95%]IC: 56%-75%) obtenido
con resveratrol a 50uM. La interpretacion de estos datos es dificil porque se desconoce
la composicion especifica de polifenoles de los GPE utilizados. Sin embargo, estos
resultados apoyarian la hipotesis de que una combinacién de polifenoles naturales en
lugar de un solo compuesto puede ser mas efectivoizs. Este es un punto importante
considerando que los GPE usados en los estudios tienen diferentes origenes y
composicion de polifenoles, sin embargo, solo se analizaron seis lineas celulares
diferentes en contraste con las diez lineas usadas con resveratrol. De hecho, no se

dispone de datos procedentes de células de leucemia derivadas de linfocitos B.
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Los resultados en su conjunto muestran que el valor mas alto de inhibicion del
crecimiento es del 67% (95%IC: 56%-75%) obtenido tras la exposicion a resveratrol
50uM seguido del 53% (95%IC: 40%-63%) obtenido con el grupo de otros polifenoles
usados a la misma concentracién final. Es cierto que cuando se tratan células con GPE
el porcentaje de inhibicién del crecimiento es del 58% (95%IC: 36%-67%), pero en
estos casos se desconoce la composicidn y concentracion de polifenoles, por lo que este
valor solo se puede utilizar como referencia, pero no es posible realizar una comparacién

individual.

El analisis del efecto de los polifenoles de uva en las células de leucemia agrupadas
por linaje celular (resultado 2), indican un efecto antiproliferativo de estos compuestos,
independientemente de su origen celular. Los valores medios de inhibicién del
crecimiento son 56% (95%IC: 47%-64%) con polifenoles puros y 58% (95%IC: 37%-
72%) con extractos de polifenoles (GPE). El subgrupo que incluye el linaje de linfocitos
T incluye el mayor nimero de estudios con un valor promedio de 53% (95%]IC: 41%-
63%) de inhibicidn del crecimiento. Es importante destacar que hay tres polifenoles que
producen valores sobresalientes de inhibicidon del crecimiento, apigenina en las células
JURKAT vy los estilbenos: resveratrol y pterostilbeno, en las células MOLT-4. En las cuatro
lineas celulares derivadas de linfocitos B, se obtuvo el valor mas bajo de inhibicion del
crecimiento, 44% (95%IC: 28%-57%), lo que indica que las células derivadas de
linfocitos B son las mas resistentes al efecto antiproliferativo inducido por los polifenoles
de uva. El tercer subgrupo incluye lineas celulares derivadas de células mieloides
tempranas y todos los experimentos se realizaron con resveratrol a 50uM. En este caso
el resultado muestra una inhibiciéon promedio del crecimiento del 64% (95%IC: 49-
75%).

Analizando los datos en detalle, se podria concluir que las células promielociticas
agudas HL-60 son altamente sensibles al efecto inhibidor del resveratrol (88% (95%]IC:
87-88%), mientras que KCL22 y K562, ambas células de leucemia mieloide crénica,
muestran mas variabilidad en la inhibicidn, con porcentajes que oscilan entre el 21% y
el 69%. La intervencion de las células K562 con GPE enriquecido en proantocianinas,
produce una inhibicién del crecimiento del 80%. Existen evidencias que muestran el
efecto antiproliferativo de las proantocianidinas, solas o en combinacién con otros
polifenoles como el resveratrol, en células de cancer colorrectal, de préstata y mamaz,

295, 206. Por Ultimo, hay que destacar el subgrupo de células derivadas de monocitos que
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muestra el mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento, 85% (95%]IC: 83-87%). En
este caso, ambas son lineas monociticas agudas y el tratamiento se realizd con
resveratrol 50uM. Solamente habia un resultado disponible con GPE rico en
proantocianidinas que proporciona una inhibiciéon del crecimiento del 47% en las células
U937.

El resultado 3 muestra que los polifenoles tienen efectos heterogéneos con respecto
a la detencion del ciclo celular en las células de leucemia. Solo las intervenciones con
quercetina inducirian la detencién del ciclo celular en las células de leucemia derivadas
de linfocitos B y T. En contraste, el resveratrol y el acido eldgico no muestran ningin
efecto y el tratamiento con pterostilbeno es opuesto a la detencidn del ciclo celular.
Cuando las células fueron tratadas con GPE, cuatro de cada cinco observaciones no
muestran ningun efecto sobre la detencién del ciclo celular. Estos resultados indican que
la inhibicién del crecimiento promovida por los polifenoles de la uva en las células de
leucemia no es un efecto directo en el arresto del ciclo celular en la fase Go. Estos
resultados nos permiten afirmar que el efecto antiproliferativo de los polifenoles en lineas
celulares de leucemia derivadas de linfocitos T y B es menor que en células derivadas
de células mieloides tempranas y monocitos. Ademas, el efecto del resveratrol en las
lineas de leucemia aguda derivadas de monocitos y células mieloides es mayor que en
las lineas de leucemias cronicas. Este es un aspecto importante a tener en cuenta para
el desarrollo de futuros experimentos /n vitroe in vivo, ya que las diferencias moleculares
que afectan a las vias de senalizacion intracelular en funcion del tipo de leucemia pueden
estar directamente implicadas en la eficacia del tratamiento con resveratrol u otros

polifenoles.

La conclusidn de este estudio de meta-analisis es que los polifenoles de uva tienen
un marcado efecto antiproliferativo sobre las células de leucemia cultivadas /n vitro. El
grado o magnitud de este efecto depende de la fuente de las lineas celulares y del
polifenol especifico o GPE utilizado. Trabajos recientes han demostrado una actividad
antiangiogénica de los extractos de polifenoles en las células cancerosasi3s y la capacidad
de modular los cambios epigenéticos directamente involucrados en el desarrollo del
cancerasz, 298. Mas especificamente, se ha demostrado que el resveratrol modula la
autofagia e induce la apoptosis en las células de leucemiaisz, 299, 300. También hay
resultados obtenidos en modelos animales que permiten proponer que el consumo de

polifenoles en la infancia e incluso en la dieta materna podria prevenir el desarrollo de
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enfermedades cronicas en la edad adultaso:. Todos estos hallazgos concuerdan con los
resultados obtenidos en este estudio que respalda el efecto antiproliferativo de los

polifenoles de la uva, principalmente el resveratrol, en las células de leucemia.

Sin embargo, se necesita realizar estudios /7 vivo que permitan analizar y mejorar la
biodisponibilidad de estos compuestos y su posible toxicidad o reacciones adversas con
otros componentes alimentarios. Las interacciones entre los diferentes componentes
presentes en los productos derivados de la uva podrian inducir efectos antagdnicos,
sinérgicos o aditivos, que dificultarian la diferenciacién entre prevencion y terapia para
el tratamiento de la leucemia. Una vez que estos puntos importantes se hayan abordado
y se hayan establecido los procedimientos de seguridad, se deben realizar ensayos
clinicos con pacientes con leucemia para determinar si los polifenoles de uva podrian

usarse como un producto natural antileucémico preventivo o terapéutico.

Todos los resultados del analisis del perfil polifendlico de los mostos de los diferentes
varietales como de las etapas de concentracion, indican que el mosto es una matriz rica
en estos compuestos. Por lo tanto, se puede decir que el mosto es una bebida que tiene
una gran diversidad de nutrientes y metabolitos potencialmente beneficiosos para la
salud 2s1. Es bien sabido que las semillas de uva, la piel y el orujo tienen un contenido
en polifenoles mayor que el mosto, por lo que el tratamiento enzimatico con exo-1,3-B-
glucanasa y pectinasas durante la obtencion del mosto podria servir para incrementar la
extraccion de polifenoles del orujo de uvazoo, 302. Ademas, un aspecto importante a
considerar, es la biodisponibilidad de los polifenoles de los alimentos ya que la cantidad
de polifenoles en las fuentes dietéticas comunes es mucho menor que las
concentraciones incluidas en los estudios realizados /in vitro e in vivo (al menos 10 veces
mas). También hay que tener en cuenta que la biodisponibilidad y farmacocinética de
estos compuestos dependen de las dosis ingeridas, la matriz alimentaria y la microbiota
intestinalios, 303, 304. Un estudio reciente en humanos, mostrd que el consumo uva tinta,
rica en compuestos fendlicos, produjo un aumento en dichos metabolitos en plasma. No
obstante, la alta variabilidad interindividual en la absorcién y excrecion de derivados
fendlicos observados es un punto clave a considerarsos. Se han realizado estudios con
derivados polifendlicos modificados con lipidos que producen mejor absorcidn celular,
mayor capacidad antioxidante y un efecto antiproliferativo en las células tumorales
cultivadas /n vitroses. También se han investigado nuevos procedimientos para proteger

los polifenoles de la degradacién digestiva para que puedan alcanzar sus objetivos
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terapéuticos a través de los alimentossos. Ademas, se ha propuesto que la ingesta en la
dieta de polifenoles derivados del mosto de uva tiene un efecto beneficioso sobre la
microbiota, que a su vez puede mejorar su biodisponibilidad y, por lo tanto, contribuir a

mejorar los beneficios para la salud humanaisz.

Los resultados de este meta-analisis unidos a los resultados experimentales del
contenido en polifenoles en el mosto de la variedad de Airén, hacen del mosto Airén un
posible candidato a ser utilizado en ensayos frente a la leucemia, especialmente por la
elevada concentracién de quercetina y catequina en el mosto concentrado normal
(MCN). Los estudios analizados en el meta-analisis también muestran que la quercetina
ha sido utilizada para tratar la leucemia con un efecto positivo, similar a otros estudios
frente a la leucemiaiss, 306. En cuanto a la catequina, un polifenol comun en los extractos
de la uvasor-300, también se ha estudiado frente a la leucemia promeoliticaizo, y como

molécula quimiopreventiva frente al cancer de préstatasio.
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6. Conclusiones.

Con los resultados obtenidos en la investigacion desarrollada en la presente tesis

doctoral se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1.

El contenido de polifenoles totales del mosto de la variedad Airén es superior al
de los mostos Sauvignon blanc y Verdejo (7,5% y 23% respectivamente) e
inferior al de los mostos Gewdirztraminer (30%) y Tempranillo (42%).

La capacidad antioxidante del mosto de uva y sus extractos es proporcional a la
concentracion de polifenoles totales presentes en las muestras.

El base a los polifenoles cuantificados, los mostos Airén y Gewdlrztraminer
muestran un perfil similar y mas rico en polifenoles que los mostos de las
variedades Sauvignon Blanc, Verdejo y Tempranillo.

Los mostos Airén y Gewdirztraminer tienen un elevado contenido en quercetina
(5,8 mg/L) y catequina (6,3 mg/L), que supone aproximadamente un 54% mas
que el detectado en los mostos Sauvignon blanc, Verdejo y Tempanillo.

El proceso de concentracion del mosto afecta negativamente a los polifenoles,
reduciendo su concentracién un 70% en el mosto concentrado decolorado (MCD)
y un 54% en el mosto concentrado normal (MCN).

La revision sistematica y el meta-analisis realizado indica que los polifenoles de
uva inhiben la proliferacion de células de leucemia humanas cultivadas i vitro,
especialmente en lineas celulares derivadas de monocitos (85%) y células
mieloides tempranas (64%).

El resveratrol (50uM) es el polifenol que muestra el mayor efecto inhibitorio de
la proliferacién de las células de leucemia, 67% (95%IC: 75, 56%).

La inhibicidon del crecimiento de las células de leucemia por efecto de los

polifenoles, no es un efecto directo en el arresto del ciclo celular.
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6.1. Prospectiva.

A lo largo del trabajo de investigacién, se han abierto nuevas vias de investigacion,

que pueden ser exploradas en un futuro:

1. Ampliar el nimero de polifenoles analizados en las muestras de mosto.

2. Realizar estudios con mosto de uva y extractos de polifenoles de mosto en lineas
celulares de leucemia u otros tipos de cancer.

3. Estudiar la biodisponibilidad de los polifenoles presentes en mosto, tanto en
cultivos celulares, como en organismos superiores y su microbiota intestinal.

4. Industrialmente, explorar la posibilidad de obtener mosto concentrado

incluyendo otros varietales distintos de Airén.
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8. Anexos
8.1. Tablas
8.1.1.

sus frutos.

Tabla I. Lista de compuestos polifendlicos presentes en la vid y

Tabla I. Compuestos polifendlicos candidatos a estar presentes en los mostos de uva. Los
compuestos estan ordenados de manera creciente en base al tamafio molecular. No-F = no
flavonoide. F = flavonoide.

. Familia Formula Masa molecular
Tipo e ors Nombre 2
polifendlica quimica [g/mol]
No-F Fenoles Resorcinol CsHe02 110,11064
No-F Furfural 5-Metilfurfural CsHeO2 110,11064
No-F ACId,O.s Acido hexanoico CeH1202 116,15828
F carboxilicos
No-F Acidos Acido succinico CaHsOx 118,08804
carboxilicos
No-F |  Fequenos Acido benzoico C7HeO2 122,12134
acidos
No-F Furfural 5-Hidroximetil furfural CsHs03 126,11004
No-F |  Fequenos Acido malico CaHsOs 134,08744
acidos
No-F | . Aqdos . Acido 4-Hidroxibenzoico C7He03 138,12074
hidroxibenzoicos
No-F | Addos Acido salicilico C7HsOs 138,12074
hidroxibenzoicos
No-F | Feniletanoides Tirosol CsH1002 138,16380
No-F Fenoles 2-Nitrofenol CsHsNOs3 139,10880
No-F Fenoles 3-Nitrofenol CeHsNO3 139,10880
No-F Fenoles 4-Nitrofenol CsHsNO3 139,10880
No-F | Fequenos Acido octanoico CsHi602 144,21144
acidos
No-F | Fropanoides Cumarina CoHeO2 146,14274
fendlicos
No-F ACId,O_s Acido cinndmico CoHs02 148,15862
carboxilicos
No-F | Fequenos Acido tartérico CaHsOs 150,08684
acidos
No-F | Aldehidos Vainillina CsHsOs 152,14732
fenolicos
No-F | . A.Cldos . Acido Alfa resorciico C7He04 154,12014
hidroxibenzoicos
No-F | Acidos Acido beta resorciico C7He04 154,12014
hidroxibenzoicos
No-F | . Agdos . Acido gamma resorciico C7HeO4 154,12014
hidroxibenzoicos
No-F | Addos. Acido genistico C7HsO4 154,12014
hidroxibenzoicos
No-F Fenoles Acido O-Pirocatecuico C7H604 154,12014
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No-F

No-F

No-F

No-F

No-F
No-F
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No-F
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No-F
No-F

No-F

No-F

No-F

Non-

No-F

No-F
No-F

No-F

No-F
No-F

Acidos fendlicos
Fenil
propanoides
Acidos
hidroxicinamicos
Benzaldehidos
Acidos
hidroxibenzoicos
Acidos
hidroxibenzoicos
Acidos
hidroxibenzoicos
Fenil
propanoides
Hidroxicinamato
S
Estilbenos
Fenoles
Carotenoides
Pequefios
acidos
Hidroxicinamato
s
Fenil
propanoides
Carotenoides
Acidos
hidroxicinamicos
Xantonas
Acido
hidroxibenzoico
Xantonas
Pequefios
acidos
Acidos
hidroxicinamicos
Chalconoides
Propanoides
fendlicos
Isoflavonoides
Acidos
hidroxicinamicos
Estibeno
Polibenzona
Acidos
hidroxicinamicos
Flavan-3-ols
Antocianinas
Estilbenoides
Estilbenoides

Acido protocatecuico

Umbeliferona

Acido o-cumérico
Veratraldehido

Acido orsellinico
Acido vanilico
Acido galico
Esculetina

Acido cafeico

Cis/trans-estilbeno
Syringaldehido
Damascenona

Acido citrico
Acido quinico
Escopoletina
Alfa ionona
Acido ferdlico
Xantona
Acido siringico
Xantidrol
Acido lipoico
Etil cafeato

Cis/trans chalcona

6-tert-Butil-4-metilcumarina

Isoflavona
Acido sinapico
Cis/trans-Resveratrol
Chrisina

Acido acetil fertlico

Flavan-3,4-diol
Flavan-3,4-diol
Cis/trans Piceatannol
Piceatannol
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C7Hs04
CoHeO3

CoHsO3
CoH1003
CsHsO4

CsHsO4

C7HeOs

CoHs04

CoHsO4

Cu4aH12
CoH1004
Ci3H180

CeHsO7

C7H1206

Ci0H8O4
Ci3H200
Ci0H1004
Ci3HsO2
CoH1005
Ci3H1002
CsH1402S2

Ci1H1204
CisH120
Ci4H1602
CisH1002
Ci1H1205

C14H1203
CisH12

C12H120s5

C15H1403
Ci5H1403
C14H1204
C14H1204

154,12014
162,14214

164,15802
166,17390
168,14672

168,14672
170,11954
178,14154

180,15742

180,24508
182,17330
190,28142

192,12352
192,16658

192,16812
192,29730
194,18400
196,20142
198,17270
198,21730
206,32556

208,21058
208,25518
216,27564
222,23870
224,20998

228,24328
228,28788

236,22068

242,26986
242,26986
244,24268
244,24268
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Acido
carboxilico
Isoflavonas

Flavones
Antocianidinas
Flavanonas
Estilbenos
Flavonas
Flavonoles
Isoflavonas
Flavonas
Antocianidinas
Flavanonas
Chalconoides
Fenol aldehido
Flavonoles
Isoflavonas
Isoflavonas
Flavonas
Flavonoles
Flavonoles
Flavonole
Antocianidina
Flavonoles
Flavanoles
Flavanoles
Flavanoles
Flavanoles
Hydroxicinnama
tos
Hydroxicinnama
tos
Chalconoides
Isoflavonas
Antocianidinas
Hidroxibenzoato
Flavonoles
Flavonoles
Flavanonas
Antocianidina
Flavonoles
Flavanonoles
Flavanoles
Flavanoles
Flavanoles
Antocianidinas
Flavanoles
Flavanoles

Fenil

propanoides

Trolox

Daidzein
Chrysin
Apigeninidin
Pinocembrina
Pterostilbeno
Tectochrisina
Galangina
Genisteina
Apigenina
Pelargonidina
Naringenina
Floretina
Aldehid-Protocatecuico
Galangin-5-metileter
Biochanin a
Prunetina
Acacetina
Fisetina
Kaempferol
Luteolina
Cianidina
Aromadendrina
Catequina
Epicatequin galato
Cianidanol
Epicatequin

Trans-coutarato

Acido coutérico

Acido p-cumaroil-tartérico
Tectorigenina
Peonidina
Acido elagioc
Morina
Quercetina
Hesperetina
Delfinidina
Fisetin hidrato
Taxifolina
Epigallocatechin
Gallocatechin
Gallocatechol
Pelargonidina clorada
Cateqiuina
Catequina hidratada

Warfarina
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C14H1804

Ci5H1004
C15H1004
C15H1104
C15H1204
Ci6H1603
Ci6H1204
Ci5H1005
C15H100s
Ci15H1005
Ci5H1105
C15H1205
C15H1405
C13H2203Si2
Ci6H1205
Ci6H1205
Ci6H1205
Ci6H1205
C15H1006
Ci5H1006
C15H100e
C15H1106
Ci5H1206
C15H1406
C15H1406
Ci5H1406
C15H1406

C13H100s-2

C13H120s8

Ci3H120s
Ci6H1206
Ci6H1306
Ci3HeOs
C15H1007
Ci5H1007
Ci6H1406
Ci5H1107
C15H1207
Ci5H1207
C15H1407
C15H1407
Ci5H1407
Ci5H11ClOs
Ci5H1607
Ci5H1607

C19H1604

250,29032

254,23750
254,23750
255,24544
256,25338
256,29644
268,26408
270,23690
270,23690
270,23690
271,24484
272,25278
274,26866
282,48298
284,26348
284,26348
284,26348
284,26348
286,23630
286,23630
286,23630
287,24424
288,25218
290,26806
290,26806
290,26806
290,26806

294,21370

296,22958

296,22958
300,26288
301,27082
302,197
302,23570
302,23570
302,27876
303,24364
304,25158
304,25158
306,26746
306,26746
306,26746
306,69784
308,28334
308,28334

308,32794
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Hidroxicinamato
s
Flavonoles
Flavonoles
Flavonoles
Antocianidinas
Flavonoles
Flavonoles
Antocianidinas
Antocianidinas
Acidos
hidroxicinamicos
Antocianidinas
Fenil
propanoides
Antocianidinas
Isoflavonas
Antocianidinas
Lignano
Feniltanoide
Fenil
propanoides
Antocianidinas
Hdroxicinamato
S
Fenil
propanoide
Estilbenoide
Estilbenoide
glucésido
Estilbenoide
glucésido
Isoflavonas
Antocianidina
Chalconoides
Flavanoles
Flavanoles
Flavanoles
Flavonoles
Flavonoles
Flavonas
Antocianinas
Antocianinas
Antocianidinas
Flavanonoles
Estilbenoides
Estilbenoides
Flavanoles
Flavanoles
Flavonoles

Acido caftarico

Galangin trimetil-eter
Isorhamnetina
Rhamnetina
Petunidina
Myricetina
Morin hidrato
Leukoefdin
Cianidin clorado

Acido fertarico
Malvidina
Dicumarol

Peonidina clorad
Daidzein diacetato
Delfinidin 3-cloro
Lignanos
Tyrosol Sinapate

Dafnoretina
Petunidina clorada

Acido clorogénico

Secoisolariciresinol
Resveratrolosido

Cis-Polidatina

Polidatina

Daidzin
Pelargonidin 3-glucoside
Florizin
Catequin-galato
Catequin- 3-0-galato
Epicatequin 3-galato
Astragalina
Quercitrina
Cinarosida
Crisantemina
Kuromanina
Ideaina
Astilbina
A-Viniferina
E-Viniferina
Epigalocatequin-galato
Galocatequin-galato
Quercitin-3-glucosido
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C13H1209

Ci8H1605
Ci6H1207
Ci6H1207
Ci6H1307
C15H100s8
C15H1208
C15H1408
Ci5H11ClOe

C14H1409
C17H1507
C19H1206

Ci6H13ClOs
C19H1406
C15H11ClO7
C20H2205
C19H2006

Ci9H1207
C16H13ClIO7
C16H1809

C20H2606
C20H2208
C20H2208

C20H2208

C21H2009
C21H21010
C21H24010
C22H18010
C22H18010
C22H18010
C21H20011
C21H20011
C21H20011
C21H21011
C21H21011
C21H21011
C21H22011
C28H2206
C28H2206
C22H18011
C22H18011
C21H19012

312,22898

312,31664
316,26228
316,26228
317,27022
318,23510
320,25098
322,26686
322,69724

326,25556
331,29680
336,29498

336,72382
338,31086
338,69664
342,38568
344,35850

352,29438
352,72322
354,30872

362,41684
390,38388
390,38388

390,38388

416,37810
433,38544
436,40926
442,37232
442,37232
442,37232
448,37690
448,37690
448,37690
449,38484
449,38484
449,38484
450,39278
454,47068
454,47068
458,37172
458,37172
463,36836
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No-F

No-F

Flavonoles
Flavonoles
Antocianidina
Flavonoles
Antocianidinas
Flavonoles
Flavonoles
Antocianinas
Antocianinas
Antocianinas
Antocianidina
Antocianidinas
Antocianidinas
Antocianinas
Feniltanoides
Proantocianidin
as
Proantocianidin
as
Flavonas
Proantocianidin
as
Proantocianidin
as
Flavanonas
Acidos
hidroxicinamicos
Flavanoles
Acidos
hidroxicinamicos
Flavanoles
Flavonols
flavanones

Chalconoides

Acidos cilcicos
Proantocianidin
as
Estibenoide
glucdsido

Hiperosido
Isoquercitrina
Delfinidin 3-glucosido
Rhamnetin 3-o-glucoside
Petunidin 3-glucosido
Miricetin 3-galactosido
Silibina
Asterina
Kuromanin clorado
Oenina
Malvidin-3-glucosido
Delfinidin-3-galactosido
Mirtillina
Oenin clorado
Oleuropeina

Proantocianidina al

Proantocianidina a2
Isorhoifolina

Proantocianidinab1

Proantocianidinab2
Naringina
Acido cis-cutarico
Proantocianidina
Oryzanol

Epicatequin 3,5-digalato
Rutina
Hesperidina
Acido p-cumaroil tartarico-
ester glucosidico
Acido pitico
Procianidina b2 3'-0-galato

Polidatina-6 metil,
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C21H20012
C21H20012
C21H21012
C22H22012
C22H23012
C21H20013
C25H22010
C21H21ClO11
C21H21ClO11
C23H25012
C23H25012
C21H21ClO12
C21H21ClO12
C23H25ClO12
C25H32013

C30H24012

C30H24012
C27H30014
C30H26012

C30H26012
C27H32014
C25H4408Si4
C31H28012
CaoHs804

C29H22015
C27H30016
C28H34015

C25H32018
CsH18024Ps
C37H30016

C38H700sSis

464,37630
464,37630
465,38424
478,40288
479,41082
480,37570
482,43618
484,83784
484,83784
493,43740
493,43740
500,83724
500,83724
528,89040
540,51378

576,50436

576,50436
578,51870
578,52024

578,52024
580,53458
584,95406
592,54682
602,88612

610,47598
610,51750
610,56056

620,51078
660,03529
730,62450

823,47060



8.1.2. Tabla II. Pardmetros de ionizacién y fragmentacion de los

polifenoles seleccionados para su analisis en las muestras de mosto.

Tabla II. Seleccion de 56 polifenoles presentes en uva con los parametros mas relevantes para
su identificacién y analisis mediante espectrometria de masas. Q1, relaciéon carga/masa (m/z)
del polifenol que se desea analizar. Q3, indica el fragmento mayoritario y estable. El tiempo en
milisegundos hace referencia al tiempo de analisis CE es la energia de colision que ocurre en el
Q2. DP (declustering potential), potencial de entrada; CXP (collision cell exit potential) potencial
de salida, ambos valores hacen referencia a parametros de energia de estabilizacion de MS para
seleccionar tamanos adecuados y focalizarlos al Q3. EP (entrance potential), potencial en Qo.
RB (referencia bibliografica de la que se procede la informacion).

No Compuesto Q1 Q3 DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) RB.

133,0 -1350 -10,0 -28,0 -9,0
119,1 -135,0 -10,0 -36,0 -7,0
77,0 56,0 10,0 29,0 10,0
940 56,0 10,0 19,0 8,0

79,0 36,0 10,0 17,0 12,0
51,0 36,0 10,0 51,0 24,0
135,00 -50,0 -10,0 -22,0 -9,0
107,0 -1150 -10,0 -30,0 -7,0
5 Acido caftarico 312,2 149,0 -100,0 - -126,0 -10,0
163,0 46,0 10,0 21,0 10,0
89,0 46,0 10,0 75,0 14,0
119,0 -90,0 -10,0 -20,0 -7,0
93,0 -30,0 -10,0 -30,0 -5,0
109,0 -75,0 -10,0 -20,0 -7,0
109,0 -75,0 -10,0 -20,0 -13,0
2852 1000 10,0 27,0 5,0

1 4-Metilumbeliferona 174,9
2 | Acido aminobenzoico  137,1
3 Acido benzoico 122,9

4 Acido cafeico 178,9

6 Acido clorogénico 355,1
7 Acido cumérico 162,9

8 | Acido dihidroxibenzoico 152,9

9 Acido elagico 303,2 210,9 100,0 10,0 27,0 5,0
130,9 100,0 10,0 27,0 5,0

10 Acido fertarico 3251 1930 - - - -
- - 176,9 21,0 10,0 11,0 10,0

11 Acido ferulico 195,0 890 210 10,0 41,0 10,0
- . 1249 -110,0 -10,0 -20,0 -7,0
12 Acido galico 170,1 790 -110,0 -100 -30,0 11,0
13 Acido lipoico 205,1 71,0 -300 ~ -40 140 -1,0

205,1 -25,0 -4,0 -5,0 -15,0
14 | Acido protocatecuico 152,9 90,9 -75,0 -10,0 -32,0 -13,0
93,1 -15,0 -10,0 -22,0 -5,0

16 Acido salicilico 1369 649 _150 -100 -360 -11,0
17 Acido sinapico 223,0 igg:g 388 jg:g Z§§j8 .-191',00
18 Acido siringico 199,0 13(5):2 ig:g 18:8 ﬁ:g 18:8
19 Acido vanilico 166,9 133:(1) :128:8 18:8 :12:8 :3:8
20 Apigenina 271,0 253,1 100,0 10,0 14,0 10,0
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29
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31
32
33
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38

39
40
41

42

43

44

45
46
47

48
49
50

Astilbina

Catequina
Chrisina

Coniferaldehido

Cumarina
Daidzeina

Epicatequina

Epigallocatequina
gallato
Escopoletina

Esculetina

Etil galato
Fisetina

Floretina
Floridzina

Galangina
Hesperidina

Isorhamnetina

Kaempferol

Luteolina
Metill gallate

Miricetina
Naringenina
Naringina
Pinobanksin
Pinocembrina
Propil galato

Pterostilbeno

Pterostilbeno dimero
Pueraina
Quercetina

451,1
291,0

223,0

177,0

165,1
255,2

291,0

457,0
192,2
175,9

197,0
285,1
274,3
579,0

271,0
611,2
315,0
285,0
286,9

286,9
183,0
317,0

271,0
579,0
271,0

256,3
211,0
256,3

511,2
417,1
301,0

239,3
305,1
139,0
123,0
142,9
209,1
134,0
160,8
147,0
199,0
138,9
123,0
169,0
125,0
193,2
133,1
105,0
123,9
134,9
273,0
436,4
153,0
115,1
303,0
153,1
300,0
150,9
229,0
255,0
153,0
268,9
153,0
68,9

124,0
271,0
271,0
151,0
119,0
271,0
151,0
150,9
119,5
153,0
76,9

123,9

296,9
150,9

100,0
147,1
16,0
16,0
-170,0
-170,0
-30,0
-30,0
150,0
36,0
36,0
-165,0
-165,0
132,9
-100,0
-100,0
-135,0
-50,0
168,0

176,0
176,0
51,0
51,0
-225,0
-225,0
-80,0
-80,0
111,0
100,0
100,0
111,0
-98,0
-75,0
-75,0
-130,0
-130,0
-255,0
-255,0
-140,0
-140,0
96,0
96,0
-140,0
-50,0
43,0
20,0
-50,0
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10,0

10,0
10,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
10,0

10,0
10,0
-10,0
-10,0
-10,0
5,0
5,0
-10,0
-7,0
106,0

10,0
10,0
10,0
10,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
10,0
10,0
-10,0

10,0
-10,0

10,0

10,0




51

52

53

54

55

56

Rutina
Sinapaldehido
Siringaldehido

Taxifolina

trans-Resveratrol

Viniferina

301,0
301,1
609,0

206,9

183,0

304,3
303,0

228,2

455,1
453,0

121,0
151,0
271,0
150,9
299,9
270,9
177,0
148,9
123,1
77,0

259,1
285,0
91,0

135,0
107,0
361,2
361,2
410,9

-50,0
-85,0
-85,0
-50,0
-230,0
-230,0
-20,0
-20,0
41,0
41,0
-70,0
-70,0
75,0
75,0
75,0

-45,0

XXX

-10,0
-10,0
-10,0
-7,0
-10,0
-10,0
-10,0
-10,0
10,0
10,0
-10,0
-10,0
10,0
10,0
10,0

-9,0

10,0

10,0




8.1.3.

en los articulos incluidos en el meta-analisis.

Tabla III. Clasificacion de los distintos indicadores de apoptosis

Tabla III. Clasificacion de los distintos indicadores de apoptosis en los articulos incluidos en el
meta-analisis.

Indicadores de apoptosis

Articulos

Can et a/ 2012242

Billard et a/ 2002241

Efecto apoptotico Cas-3 y Cas-7

Actividad mitocondrial

Apoptosis temprana (Anexin V-FITC)

Cinética del ciclo celular (Go/G1/S/M)

Capacidad Antioxidante
Andlisis Immunofluorescencia
Bcl-2
WB analisis of p53
Produccion enddgena NO:

Caspasas apoptoticas 8 y 9
Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Expresion de CD14 y CD11b

Dafo DNA

NBT
Proteinas tipo quimiotripsina
Total

Katsuzaki et a/
2003249

Chen et a/ 2005243

Mertens-Talcott et
al 2008252

Hu et a/ 2006248

Gao et al 2009245

Mertens-Talcott et
al 2003181

Wang et a/ 2012255

Liao et a/ 2012251

Ghorbani et a/
2015246

Siedlecka
Kroplewska et a/
2012263

Sharif et a/ 2010253

Gokbulut et a/
2013247

Ferry-Dumazet et a/
2002171

Espino et a/ 2013262

Ledn-Gonzalez et a/
2017261

Total

= a|/d|D[AIN| W | R|R W W
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Figura I. Espectros de MS del extracto del mosto fresco Gewtirztraminer obtenidos en el modo de ionizacién positivo (A) y modo de ionizaciéon negativo (B).
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	Figura 4. Evolución de la producción de uva en España en el periodo 1961-2016 (datos de FAOSTAT) 10, 11.
	En el año 2019, España contabilizaba una superficie de 967.234 hectáreas dedicadas al cultivo de viñedo, lo que representa el 3,3% del total de la superficie agraria útil (SAU) 7, 11 . Esto hace que la vid sea el cuarto cultivo más importante del paí...
	La evolución de la superficie cultivada de vid en España, ha seguido una tendencia decreciente en el caso de las variedades blancas y una tendencia creciente en el caso de las variedades tintas. Del total de uva plantada en España en el año 2016, el ...
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	Figura 6. Representación gráfica de la superficie cultivada (%) en España de las diferentes variedades de uva 11.
	El cultivo de la vid se da en todas las Comunidades Autónomas españolas y, aunque la evolución del cultivo no presenta uniformidad entre ellas, cabe destacar a Castilla-La Mancha como la Comunidad Autónoma que más uva produce, según los datos actuali...
	Figura 7. Hectáreas cultivadas de viñedo en las Comunidades Autónomas de España. (datos del Informe MAGRAMA 2019)11.
	En el Plan Estratégico del Sector Vitivinícola Regional elaborado por la Universidad de Castilla-La Mancha para la Consejería de Agricultura, se incide en el “carácter vertebrador del viñedo en el territorio de Castilla-La Mancha”13. En enero de 2018...
	La primera referencia a una clasificación de las uvas en España se encuentra en la obra escrita por Gabriel Alonso de Herrera en 1513, Agricultura General14, bajo petición del Cardenal Cisneros. La obra recopila la agricultura que se realizaba en el ...
	La variedad Airén se ha considerado históricamente una uva de baja calidad para producir vinos, porque no genera un perfil aromático complejo9. No obstante, en la última década se ha venido utilizando para la elaboración de vinos blancos de las denom...
	La variedad Airén se ha considerado históricamente una uva de baja calidad para producir vinos, porque no genera un perfil aromático complejo9. No obstante, en la última década se ha venido utilizando para la elaboración de vinos blancos de las denom...
	La uva Gewürztraminer es una variedad muy aromática originaria de Alemania, que crece con facilidad en climas fríos (“gewürz” significa herbal12, 15). Es una variedad que contiene un nivel alto de azúcares naturales (23º Brix) y confiere a los vinos ...
	La variedad Sauvignon blanc desciende de la variedad savagnin, que proviene de la región de Burdeos, en el suroeste de Francia12. El nombre surge de la unión entre las palabras francesas salvaje “sauvage” y blanca “blanc”15. Es una variedad plantada ...
	El varietal Verdejo blanco, o simplemente Verdejo, es una uva blanca originaria de España12, resultado del cruce entre la variedad traminer (también conocida como savagnin) y la variedad castellana blanca15. Esta vid es una planta de porte horizontal...
	La variedad Tempranillo produce una uva tinta con piel gruesa. Esta variedad crece mejor en altitudes relativamente elevadas, pero puede también tolerar climas mucho más templados, siendo poco resistente a la sequía extrema y a temperaturas elevadas....
	Según los últimos datos oficiales del Ministerio de Agricultura y la Subdirección General de Estadística, en España hay una superficie cultivada de viñedo de la variedad Tempranillo de 201.035 hectáreas, lo que supone un 11% de la superficie total de...
	El Código Alimentario Español de 1967, define el mosto como «el zumo obtenido por presión de la uva en tanto no haya comenzado su fermentación, sin hollejo, pepitas ni escobajos»19. El mosto está compuesto principalmente por agua y una matriz de azúc...
	En el momento de la maduración de la uva, los azúcares glucosa y fructosa están en una proporción ideal de 1:1 y a una concentración media de 190 g/L o 19ºBrix. En cuanto al aporte calórico, que supone el consumo de mosto, varía en función de si es m...
	En el momento de la maduración de la uva, los azúcares glucosa y fructosa están en una proporción ideal de 1:1 y a una concentración media de 190 g/L o 19ºBrix. En cuanto al aporte calórico, que supone el consumo de mosto, varía en función de si es m...
	El mosto de uva tiene varias aplicaciones industriales, siendo la producción de vino la más destacada, ya que consume el 80% del volumen de uva cosechada10, 22. La fermentación alcohólica de los azúcares de la uva por las levaduras producirá la apari...
	Otra aplicación importante del mosto de uva lo constituye el sector de la alimentación. El mosto se añade, junto a otras frutas o lácteos, como ingrediente principal en purés, papillas y zumos para alimentación infantil y deportiva. La finalidad es e...
	Otra aplicación importante del mosto de uva lo constituye el sector de la alimentación. El mosto se añade, junto a otras frutas o lácteos, como ingrediente principal en purés, papillas y zumos para alimentación infantil y deportiva. La finalidad es e...
	Una tercera aplicación del mosto en relación con la producción de bebidas alcohólicas es su uso para la chaptalización de los vinos. La chaptalización consiste en incrementar la concentración de azúcares en un mosto, usualmente de variedad tinta, uti...
	El proceso de concentración del mosto consiste básicamente, en una deshidratación parcial mediante evaporación, lo que provoca la eliminación de hasta un 60% de agua y concentra los azúcares hasta los 65ºBrix20. La empresa Mostos Españoles S. A., ubi...
	El proceso de concentración del mosto consiste básicamente, en una deshidratación parcial mediante evaporación, lo que provoca la eliminación de hasta un 60% de agua y concentra los azúcares hasta los 65ºBrix20. La empresa Mostos Españoles S. A., ubi...
	Las plantas son organismos vivos complejos capaces, gracias a su metabolismo, de producir gran cantidad de compuestos químicos con una amplia variedad de funciones vitales21, 25. Los productos metabólicos pueden agruparse en dos grandes grupos, el co...
	Los polifenoles son un grupo heterogéneo de compuestos orgánicos, que poseen al menos un grupo fenol en su molécula25, 39, 40, pudiendo tener en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por grupos hidroxílicos28. Existen alrededor de 6.000 ...
	A partir de la ruta de los poliacetatos se generan las quinonas, que participan en la formación del grupo de los flavonoides o el grupo fenoles simples y taninos25. La ruta del ácido shikímico utiliza como precursores la eritrosa-4-P y el fosfoenolpi...
	Figura 13. Rutas metabólicas de síntesis de polifenoles a partir del ácido shikímico y de la ruta de los poliacetatos25.
	Una de las rutas más importantes de síntesis de polifenoles es la ruta de los fenil-propanoides, en la que a partir de la fenilalanina se genera el ácido cinámico, del cual se pueden obtener el resto de fenil-propanoides: los estibenoides, las isofla...
	Figura 14. Ruta general de síntesis de los fenil-propanoides24.
	Los flavonoides, son el grupo polifenólico más ampliamente distribuido en las plantas. Como se ha mencionado anteriormente poseen un esqueleto común formado por dos anillos de carbono de tipo difenil 1,3-propano (A y B) ligados a un anillo de pirano ...
	Además de estos dos grandes bloques de polifenoles, existe la familia de los neoflavonoides, que se diferencian de los flavonoides en su estructura molecular. Los flavonoides, como se ha mencionado anteriormente, poseen un esqueleto de 2-fenilcrome-4...
	La vid es una planta rica en compuestos fitoquímicos producidos por su propio metabolismo, entre los que destacan los polifenoles. Estos compuestos están presentes en la uva y en sus productos derivados, como el mosto y el vino50, 75, 92, si bien es ...
	Los principales compuestos polifenólicos presentes en la uva son los ácidos fenólicos, los estilbenos y las distintas familias de flavonoides22, 24, 94. El tipo y la concentración de estos compuestos varía en función del tipo de uva y del tejido que ...
	Los polifenoles, como se ha mencionado anteriormente, han demostrado ser potentes antioxidantes, una propiedad que les ha llevado a convertirse en un grupo importante de moléculas nutracéuticas75, 101, 102. Un antioxidante es una molécula capaz de re...
	Se han realizado estudios para determinar el efecto de los polifenoles frente a enfermedades del sistema circulatorio, demostrándose que algunos de éstos compuestos reducen los niveles de biomarcadores de riesgo de enfermedades cardiovasculares media...
	También se ha ensayado el efecto de los polifenoles en enfermedades del sistema nervioso, principalmente en Alzheimer y Parkinson113. Existen estudios que recogen cómo los polifenoles curcumina, catequina y epigalocatequina-3-galato tienen un efecto ...
	Finalmente, hay que mencionar que los polifenoles no solamente se han estudiado desde el punto de visto terapéutico, sino también como elementos naturales que proporcionan beneficios para la salud. De hecho, se ha demostrado que estos compuestos tien...
	El cáncer es una enfermedad compleja que engloba más de 150 tipologías distintas137. El cáncer sigue siendo una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, con aproximadamente 18 millones de casos activos en el mundo en 2018 y una estima...
	Existen numerosos estudios con polifenoles y cáncer que han permitido determinar los mecanismos moleculares que permiten a estos compuestos interferir en estas patologías. Se ha demostrado que los polifenoles ejercen un efecto directo en la modulació...
	Estudios realizados con  extractos de polifenoles de uva y otros frutos y semillas han demostrado su capacidad para inhibir el crecimiento de células tumorales de próstata (un 5%)140 y de colon (hasta un 50%) 141. También existen numerosos estudios r...
	La leucemia, es un término que se utiliza para englobar al conjunto de enfermedades malignas de la médula ósea, por las cuales se desarrolla el cáncer hematológico que provoca un aumento de leucocitos de manera descontrolada. Es un tipo de cáncer que...
	En países desarrollados, durante los últimos cincuenta años, esta enfermedad ha pasado de ser mortal a convertirse en una enfermedad con una tasa de supervivencia a 5 años superior al 90% entre los niños y adultos que reciben tratamiento dirigido156....
	Hay numerosos estudios realizados con células crecidas in vitro que muestran que los polifenoles tienen un efecto antiproliferativo sobre las células de leucemia 157-160, siendo el resveratrol y los flavonoides, las moléculas que más se han utilizado...
	Aunque no hay muchos estudios in vivo, un ensayo clínico realizado con epigallocatequina-galato en pacientes con leucemia linfocítica crónica indica que este copuesto puede ayudar a tratar la enfermedad, puesto que se ha visto una reducción de un 50%...
	Una revisión sistemática, es una recopilación bibliográfica de toda la investigación e información relevante acerca de una temática concreta, para realizar una síntesis de conocimiento. El objetivo es reunir toda la evidencia empírica que cumple unos...
	También se pueden meta-analizar datos extraídos de publicaciones científicas en el caso de estudios que no sean estrictamente clínicos. Estos datos son igualmente tratados de manera sistemática, siguiendo los protocolos recogidos en el manual PRISMA ...
	Todas las disoluciones y tampones utilizados en la extracción y análisis de polifenoles mediante HPLC-MS se hicieron con agua miliQ (18,2MΩ.cm, 2ppb) purificada con el equipo IQ7003 Millipore.
	Para la identificación y cuantificación de los polifenoles mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y espectrometría de masas (MS) se utilizaron como patrones los polifenoles comerciales que se muestran en la tabla 2.
	Para analizar la relevancia real de los resultados que los test utilizados indican como diferencias estadísticamente significativas, se ha usado el criterio de “fold of change”, utilizado asiduamente en los estudios de metabolómica, para evaluar la c...
	Para la evaluación de la relevancia siguiendo este criterio es necesario que las diferencias de concentraciones de los polifenoles sean estadísticamente significativa, referido al análisis de varianza ANOVA. Se ha incluido el valor 0 para asignarlo a...
	El proceso de concentración del mosto de uva, que se realiza en la empresa Mostos Españoles S.A., es un proceso mecanizado desde la recepción del mosto fresco hasta su envío al cliente. El mosto fresco procedente de las cooperativas es analizado para...
	El proceso de concentración del mosto llevado a cabo en la fábrica de Mostos Españoles S.A. es básicamente el descrito por Carreño et al.20, que se muestra esquematizado en la figura 16. El mosto se somete a un proceso de calentamiento a una temperat...
	La fábrica produce mosto concentrado normal (MCN) y mosto concentrado decolorado (MCD). Para la obtención del mosto decolorado se necesita un paso de clarificación previo a la concentración, que consiste en la filtración del mosto a través de membran...
	Se han descrito numerosos métodos de extracción de polifenoles de plantas que varían dependiendo del tejido vegetal de partida. En el caso de la vid, se han extraído polifenoles de las hojas, de las partes leñosas de la planta, así como de las difere...
	La mayor parte de los polifenoles de la uva pertenecen a las familias de los estilbenos198, 199, ácidos fenólicos192, 200, flavonoides68, 96 y proantocianidinas76. Los solventes más utilizados para la extracción de polifenoles de muestras vegetales s...
	Este procedimiento consiste en solidificar la muestra de mosto utilizando arena de sílice, para realizar a continuación una extracción sólido-líquido, similar a los procedimientos descritos para la extracción de polifenoles de los componentes sólidos...
	Este método se basa en una extracción con solventes a partir de una matriz de mosto liofilizado. Para ello, se tomaron muestras de mosto de 200µL, se congelaron a -80ºC y se liofilizaron utilizando el equipo CRYODOS de Telstar. Tras la liofilización,...
	La estimación del contenido total de polifenoles se realizó mediante espectrofotometría. Esta técnica permite determinar los polifenoles presentes en base a las estructuras químicas que presentan estos compuestos y la absorción de luz de longitud de ...
	Para valorar la capacidad antioxidante de los extractos de polifenoles del mosto de uva, se ha utilizado el método descrito por Brand-Williams 207, utilizando el reactivo di(fenil)-(2,4,6-trinitrofenil)iminoazanio (DPPH). Éste es un método indirecto,...
	Los ensayos se hicieron en placas de 96 pocillos (Nunc Delta Surface), utilizando 200µL de DPPH 60µM disuelto en metanol y volúmenes variables de los extractos de los mostos (0-20µL). El tiempo de reacción fue de 30 minutos a temperatura ambiente en ...
	Para determinar la composición en polifenoles de los extractos del mosto, se utilizó la técnica de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). En todos los casos se utilizó una columna cromatográfica de fase reversa Kromasil C18 (250x50mm, d.i. ...
	Para la separación de los polifenoles de los extractos se probaron diferentes métodos de análisis diseñados a partir de métodos previamente descritos para la caracterización de polifenoles de extractos de semillas, orujo y hollejos de uva o de vino21...
	También, se analizaron métodos de elución en gradiente (MEG), en los que la composición de la fase móvil varía con el tiempo.  En la tabla 5 se muestran las diferentes condiciones de elución que se han probado, en nuestro caso, con un gradiente del s...
	El método de elución MEG4 fue el que permitió la mejor resolución de los polifenoles y, por tanto, el seleccionado para el análisis posterior de los polifenoles de los extractos de mosto mediante HPLC-MS (Figura 17).
	Figura 17. Diagrama de la composición de la fase móvil en el método de elución MEG4 seleccionado para la separación de polifenoles por HPLC. La línea azul representa el agua milli Q acidificada al 0,1% con ácido fórmico. La línea naranja representa el...
	La cuantificación de los polifenoles de los extractos de mosto de uva se realizó mediante la técnica de espectrometría de masas acoplada a cromatografía líquida de alta resolución (HPLC-MS). Se utilizó el equipo Qtrap4500, de Sciex (Darmstadt, Aleman...
	Para poder identificar y cuantificar polifenoles concretos en los extractos de mosto, se creó una base de datos que incluyese los parámetros de espectrometría de masas necesarios para la identificación de estos compuestos en una mezcla compleja. Para...
	La revisión sistemática y el meta-análisis sobre el efecto de los polifenoles de uva en células tumorales de leucemia humana, se ha realizado siguiendo la metodología propuesta en el manual Cochrane182 que, aunque es específica para la evaluación de ...
	Una revisión sistemática, comienza con en el planteamiento de una pregunta de investigación que se quiere responder y en función de dicha pregunta se organiza todo el trabajo de investigación. A continuación, se realiza una búsqueda bibliográfica de ...
	De acuerdo con las pautas de la guía PRISMA, se realizó una búsqueda bibliográfica sistemática de publicaciones científicas de los últimos 50 años. Para la búsqueda de las referencias, se estableció una estrategia de búsqueda con términos controlados...
	La revisión por pares es la evaluación del trabajo realizada por una o más personas con competencias similares a las de los productores del trabajo (pares). Es una manera de autorregulación interna de los miembros, que evalúan una selección de trabaj...
	La extracción de datos de los estudios seleccionados se realizó siguiendo el procedimiento estandarizado recogido en la guía PRISMA, utilizando los siguientes criterios de inclusión: 1) ensayos controlados, en nuestro caso datos experimentales proced...
	A partir de los datos experimentales, se creó una base de datos incluyendo la siguiente información: 1) nombre completo del autor, 2) año de publicación, 3) nombre de los polifenoles, 4) concentración de polifenoles, 5) tipo de células de leucemia, 6...
	Para determinar el mejor método de extracción de polifenoles de las muestras de mosto, se hicieron pruebas simultáneamente con una mezcla de polifenoles comerciales y con muestras de mosto. La muestra control se hizo con 7 compuestos comerciales, rep...
	Se ensayaron tres métodos de extracción. Primero se realizó una extracción directa con tres solventes distintos: etanol, metanol y acetona (apartado 3.2.2.1 de materiales y métodos). En el segundo procedimiento se solidificó la muestra con arena de s...
	Para determinar la eficiencia de la extracción, los extractos de polifenoles obtenidos se analizaron mediante HPLC, utilizando un método de elución isocrático con fase móvil compuesta por agua acidificada con ácido fórmico 99,9:0,1 (v/v), acetonitril...
	Este método consistió en mezclar un volumen de muestra con el solvente a analizar (metanol, etanol o acetona) a diferentes pH (2.25, 7 y 9.25), en proporciones 1:1, 1:2, 1:4, 1:5 y 1:10 (v/v). La mezcla se incubó con agitación suave durante 5, 10, 30...
	En la figura 18 se muestra el perfil de polifenoles del extracto de la muestra patrón obtenido utilizando las condiciones de extracción previamente descritas y resueltos con el método de elución isocrático MEI3. Se puede observar una buena resolución...
	Figura 18. Cromatograma HPLC a 210nm del extracto de polifenoles de la muestra control resueltos con el método de elución isocrático MEI3. Ácido gálico (GA), catequina (CH), epicatequina (EP), ácido cafeico (CA), ácido vanílico (VA), polidatina (PLD),...
	La detección y cuantificación de los polifenoles se ha realizado en base a las rectas de calibrado generadas para cada polifenol con el HPLC, utilizando diferentes concentraciones entre 2ug/L y 2g/L. En la Tabla 6 se muestran las ecuaciones de las re...
	Para determinar el porcentaje de recuperación se realizó utilizando como referencia de comparación el pico que se obtiene tras inyectar una cantidad de polifenol en el HPLC en las condiciones de extracción seleccionadas (proporción 5:1 (v/v) metanol...
	En los extractos obtenidos con etanol como solvente, los datos de concentración son, de media, un 13% inferiores a los registrados con metanol absoluto o al 50%. En los extractos obtenidos con acetona, algunos de los polifenoles de la muestra no se d...
	Una vez determinado que el metanol a pH 7 era un buen solvente para solubilizar la mayoría de los polifenoles presentes en la mezcla patrón, se evaluó este método de extracción con las muestras de mosto. Se comenzó analizando las muestras de mosto Ai...
	Figura 19. Cromatogramas HPLC a 210nm de extractos de mosto Airén en las distintas etapas del proceso de concentración industrial. A) MCNi, B) MCNm, C) MCNf.
	Este método consiste en solidificar las muestras de mosto con arena de sílice como paso previo a la extracción con metanol (apartado 3.2.2.2 de materiales y métodos). Se probó primero con la muestra de patrones a concentración 15mg/L. Los resultados ...
	Figura 20. Cromatograma HPLC a 210 nm de los polifenoles de la muestra control extraídos por el método de arena de sílice. Ácido gálico (GA), catequina (CH), epicatequina (EP), ácido cafeico (CA), ácido vanílico (VA), Polidatina (PLD), quercetina (QC).
	También se aplicó este método a muestras de mosto Airén, en las distintas etapas del proceso de concentración industrial. Los extractos obtenidos se analizaron mediante HPLC y, como se puede ver en la Figura 21, el perfil de los polifenoles en las di...
	Figura 21. Cromatogramas HPLC a 210nm de los polifenoles extraídos por el método de solidificación con arena de sílice resueltos con el método de elución MEI3. A) MCNi B) MCNm. C) MCNf.
	Figura 22. Cromatograma HPLC a 210nm del extracto de la muestra control obtenido con el método de extracción por liofilización eluido con el método MEI3. Por orden de elución: ácido gálico (GA), Hidrato de catequina (CH), epicatequina (EP), ácido cafe...
	Todos los extractos de polifenoles obtenidos por los tres métodos anteriormente descritos se analizaron mediante HPLC-MS. Los extractos obtenidos mediante los métodos de extracción directa con solventes y solidificación con sílice no generaron result...
	Para tener una estimación de la cantidad total de polifenoles en los mostos originales y los extractos se utilizó la espectrofotometría. Esta técnica permite cuantificar polifenoles totales en base a su estructura química y su capacidad de absorción ...
	Al comparar los datos de los extractos con los de los mostos se ve que el proceso de extracción conlleva pérdida de polifenoles y el porcentaje de pérdida varía en función del varietal, siendo de un 7,5% para la variedad Verdejo, un 15% en Airén, un ...
	Figura 24. Concentración de polifenoles totales, expresada en equivalentes de ácido gálico (GAE) en las muestras de mosto (barra izquierda) y en los extractos (barra derecha) de los diferentes varietales en estudio.
	Del mismo modo, se determinó la concentración de polifenoles totales en las muestras de mosto Airén en distintas etapas del proceso de concentración, mosto fresco a 19ºBrix (MCNi), mosto a 30ºBrix (MCNm) y mosto a 65ºBrix (MCNf). Al comparar la conce...
	Figura 25. Concentración de polifenoles totales, expresada en equivalentes de ácido gálico (GAE) en las muestras de mosto normal Airén (barra izquierda) y sus extractos (barra derecha), en diferentes etapas del proceso de concentración: inicial (MCNi)...
	También se cuantificaron los polifenoles totales de las muestras del proceso de obtención del mosto decolorado Airén, mosto fresco a 19ºBrix (MCDi), mosto a 30ºBrix (MCDm) y mosto a 65ºBrix (MCDf). Al igual que en el caso anterior, los datos indican ...
	Figura 26. Concentración de polifenoles totales, expresada en equivalentes de ácido gálico (GAE) en las muestras de mosto decolorado Airén (barra izquierda) y sus extractos (barra derecha), en diferentes etapas del proceso de concentración: inicial (M...
	Estos resultados en conjunto indican que el proceso de filtración al que se somete el mosto para su decoloración lleva asociado una pérdida de polifenoles de un 17% en el mosto concentrado decolorado frente al normal. Además, el proceso de extracción...
	Otro aspecto a destacar, es que las concentraciones de polifenoles en las muestras de mosto iniciales del proceso de concentración (MCNi, MCDi) (tablas 11 y 12), son aproximadamente un 40% más bajas, que las determinadas para el mosto fresco Airén en...
	Con el fin de determinar la capacidad antioxidante de los polifenoles presentes en los mostos y los extractos obtenidos, se ha utilizado el procedimiento del DPPH descrito en el apartado 3.2.4. de materiales y métodos. Se ha determinado el valor IC50...
	En las condiciones de ensayo utilizadas en el trabajo, se obtuvo un valor IC50 para ácido gálico de 43,76 mg/L, que normalizado a la cantidad de DPPH utilizada, dio un valor de IC50 de 1,85 mg ácido gálico/g DPPH.
	Los resultados obtenidos con los mostos y los extractos de polifenoles de los diferentes varietales muestran que la variedad Tempranillo es la que mayor capacidad antioxidante tiene, seguida de Gewürztraminer, Sauvignon blanc, Airén y Verdejo (Tabla ...
	Al analizar las muestras de mosto de las etapas de concentración industrial, en todos los casos se obtienen valores IC50 menores en el mosto normal que en el decolorado, lo que indica que tiene mayor capacidad antioxidante. Este dato apoya lo expuest...
	Los resultados de espectrofotometría y los ensayos con DPPH sirven para tener una estimación de la concentración de polifenoles totales y su capacidad antioxidante, sin embargo, estas técnicas no permiten realizar una identificación y cuantificación ...
	Figura 27. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm obtenidos con la mezcla patrón de polifenoles resueltos con el método de elución isocrático MEI1a(A), MEI1b(B), MEI1c (C) y MEI1d (D). Ácido gálico (GA), Hidrato de catequina (CH), epicatequina (EP), ácido caf...
	A la vista de estos resultados, se analizaron variantes a partir del método MEI1c. Lo primero que se probó fue incluir un alcohol en la fase móvil, metanol en el método MEI1e y etanol en el método MEI1f, de modo que esta quedaba compuesta por solvent...
	La elución con el método MEI1e (Figura 28A) mostró diferencias notables con respecto al método MEI1c y permitió detectar de manera separada y bien resuelta todos los polifenoles manteniendo la línea base, lo que facilita la identificación y cuantific...
	Figura 28. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de la mezcla patrón de polifenoles resueltos con los métodos de elución isocráticos MEI1e (A), MEI1f (B). Ácido gálico (GA), Hidrato de catequina (CH), epicatequina (EP), ácido cafeico (CA), ácido vanílico (VA...
	También se ensayó el efecto del pH de la fase móvil en la elución de los polifenoles patrón. Se utilizó ácido acético (MEI2a), ácido fosfórico (MEI2b) y ácido fórmico (MEI3) al 0,1% con un flujo de la fase móvil de 0,65mL/min. Se observó que el métod...
	Figura 29. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de la mezcla patrón de polifenoles resueltos con los métodos de elución isocráticos MEI2a (A), MEI2b (B) y MEI3 (C). Ácido gálico (GA), Hidrato de catequina (CH), epicatequina (EP), ácido cafeico (CA), ácido v...
	Estos experimentos con la muestra de patrones generaron resultados aceptables, pero no óptimos, ya que con estos métodos algunos polifenoles se solapaban parcialmente durante la elución. El método MEI3 fue el que se utilizó para el análisis de los po...
	Figura 31. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de los extractos de polifenoles de mosto Airén (A), Gewürztraminer (B), Sauvingnon blanc (C), Verdejo (D) y Tempranillo (E), resueltos utilizando el método de elución MEG4.
	También se analizaron los extractos de mosto Airén de las distintas etapas del proceso de concentración industrial utilizando el método de elución MEG4. Del mismo modo que antes, los cromatogramas obtenidos muestran que la mayoría de los polifenoles ...
	Figura 32. Cromatogramas HPLC-DAD a 210nm de los extractos de polifenoles de las distintas etapas del mosto concentrado normal Airén (A), Etapa inicial (B), Etapa media (C), Etapa final, resueltos utilizando el método de elución MEG4.
	Para generar la base de datos de polifenoles de mosto con los parámetros que permitan su identificación mediante HPLC-MS, se realizó una búsqueda bibliográfica para identificar los polifenoles descritos más habituales en la uva. Se identificaron 122 ...
	Para la cuantificación de los polifenoles, se necesitó adaptar los voltajes de ionización en el equipo Qtrap4500 de Sciex, utilizando para el análisis la ionización por electrospray (ESI), tanto en el modo de ionización negativo como positivo. El tra...
	En las Tabla 15 y 16 se muestran los polifenoles analizados con los parámetros de espectrometría necesarios para su identificación y el modo de ionización en el que se ha realizado el análisis. Para un compuesto podría haber varios fragmentos selecci...
	Una vez realizada la optimización para la identificación de los polifenoles comerciales, se analizaron las muestras de los extractos de mosto para determinar la presencia y cantidad de los 23 compuestos seleccionados. De los 23 compuestos estudiados,...
	La cuantificación de los polifenoles se hizo a partir de los fragmentos detectados en las muestras que tenían el mismo par tiempo de retención-relación masa/carga (tr-(m/z)) y espectro de fragmentación que los patrones. Los compuestos con diferente t...
	Para la identificación y cuantificación de los 16 polifenoles seleccionados se hicieron rectas de calibrado en el espectrómetro de masas analizando muestras de cada uno de los polifenoles en un intervalo de concentración entre 1µg/L y 10mg/L. Estos e...
	Una vez establecidas y validadas las condiciones para la identificación de polifenoles con el equipo HPLC-MS Agilent1260-QTrap4500, se inició el estudio con los extractos de mosto de los cinco varietales. A partir de los datos obtenidos en el espectr...
	Los datos de cuantificación de los polifenoles estudiados se presentan agrupados por familias, con el fin de facilitar el seguimiento y la comparación en las distintas muestras. Para determinar si las diferencias de concentración de los polifenoles e...
	Figura 33. Espectros de masas de los fragmentos identificados en los extractos de mosto fresco Airén obtenidos en el modo de ionización positivo (A) y negativo (B). Intensidad cuantificada en cps (cuentas por segundo).
	De la familia de los ácidos hidroxicinámicos, que incluye los ácidos cafeico, clorogénico y cumárico (Tabla 18, Figura 34), solo los extractos de mosto Airén (amarillo) y Verdejo (verde) contienen los tres ácidos estudiados, siendo el ácido cumárico ...
	Figura 34. Representación gráfica de las concentraciones de ácidos hidroxicinámicos en los extractos de mosto. Airén (() Gewürztraminer ((), Sauvignon blanc ((), Verdejo ((), Tempranillo ((). Las letras a y b indican que no existe diferencia estadísti...
	De la familia de los ácidos hidroxibenzoicos, también llamados hidroxibenzoatos, se han estudiado los ácidos dihidroxibenzoico, gálico, protocatecuico, salicílico y vanílico (Tabla 19, Figura 35). Las concentraciones detectadas de todos estos compues...
	El análisis de varianza ANOVA marca casi todas las diferencias de concentración como estadísticamente significativas a excepción de las registradas para los ácidos dihidroxibenzoico (p=0,624), que se ha marcado en la figura con la letra a y gálico (p...
	Figura 35. Representación gráfica de las concentraciones de ácidos hidroxibenzoicos en los extractos de mosto. Airén (() Gewürztraminer ((), Sauvignon blanc ((), Verdejo ((), Tempranillo ((). Las letras a, b y c indican que no existe diferencia estadí...
	En la familia de los estilbenos, se aprecia de media un 13,4% más de resveratrol que de polidatina en los varietales en los cuales se detecta, excepto en el extracto de Sauvignon blanc (azul), que no se detecta el resveratrol (Tabla 20, Figura 36). P...
	Figura 36. Representación gráfica de las concentraciones de estilbenos en los extractos de mosto. Airén (() Gewürztraminer ((), Sauvignon blanc ((), Verdejo ((), Tempranillo (().
	Figura 36. Representación gráfica de las concentraciones de estilbenos en los extractos de mosto. Airén (() Gewürztraminer ((), Sauvignon blanc ((), Verdejo ((), Tempranillo (().
	Los resultados obtenidos con los flavonoides estudiados (catequina, epicatequina, isorhamnetina y quercetina) son los que han permitido detectar diferencias entre varietales. Las concentraciones detectadas de catequina y quercetina destacan clarament...
	En cuanto a la quercetina, las muestras que presentan la mayor cantidad son Airén (amarillo) y Gewürztraminer (naranja), con una diferencia entre ellas del 3,33% (p=0,0264), que se ha marcado en la figura con la letra a. Sin embargo, el extracto Airé...
	El resultado de la ANOVA indica que las diferencias de concentración de todos los compuestos en relación con las detectadas en Airén son estadísticamente significativas, excepto en el caso de la quercetina entre Airén (amarillo) y Gewürztraminer (nar...
	Estos datos permiten afirmar que los extractos de mosto Airén (amarillo) y Gewürztraminer (naranja) son más ricos en los flavonoides analizados que los de Sauvignon blanc (azul), Verdejo (verde) y Tempranillo (morado), con diferencias de concentració...
	Figura 37. Representación gráfica de las concentraciones de los flavonoides en los extractos de mosto. Airén (() Gewürztraminer ((), Sauvignon blanc ((), Verdejo ((), Tempranillo ((). La letra a indica que no existe diferencia estadísticamente signifi...
	La esculetina no pertenece a ninguna de las familias polifenólicas previamente descritas. Ha sido el polifenol con menor concentración registrada en todos los varietales: 2,2mg/L±0,21 en Gewürztraminer, 2,19mg/L±0,17 en Sauvignon blanc, 2,17mg/L±0,11...
	Figura 38: Representación gráfica del perfil polifenólico de los distintos extractos de varietales de mosto.
	El conjunto de resultados obtenidos de la cuantificación mediante HPLC-MS muestra un perfil polifenólico distinto para cada uno de los varietales estudiados (Figura 38). Además, según el análisis de varianza ANOVA, más del 90% de las diferencias de c...
	A partir de los extractos de polifenoles de las muestras de mosto Airén en las 3 etapas industriales estudiadas, se ha realizado la identificación y cuantificación de los 16 polifenoles seleccionados en los mostos de varietales siguiendo el mismo pro...
	El análisis de los ácidos fenólicos: cafeico, clorogénico, cumárico, dihidroxibenzoico, ferúlico, gálico, protocatecuico, salicílico y vanílico, muestra que todos están presentes en el mosto concentrado final. En todos los casos se aprecia un aumento...
	Figura 39. Representación gráfica de las concentraciones de ácidos fenólicos en los extractos de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentración del mosto normal: inicial (( MCNi), medio (( MCNm) y final (( MCNf).
	En el caso de los estilbenos estudiados, polidatina y resveratrol, ocurre algo similar a lo descrito anteriormente. Se observa un pequeño incremento en la concentración de ambos polifenoles a medida que se concentra la muestra, pero este incremento n...
	Figura 40. Representación gráfica de las concentraciones de ácidos fenólicos en los extractos de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentración del mosto normal: inicial (( MCNi), medio (( MCNm) y final (( MCNf).
	En el grupo de los flavonoides estudiados en el mosto normal: catequina, epicatequina, isorhamnetina y quercetina se aprecia un aumento de concentración en todos los polifenoles en la etapa final, en la cual resaltan la epicatequina (73%), catequina ...
	Figura 41. Representación gráfica de las concentraciones de ácidos fenólicos en los extractos de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentración del mosto normal: inicial (( MCNi), medio (( MCNm) y final (( MCNf).
	La esculetina no pertenece a ninguna de las familias polifenólicas previamente descritas. Ha sido el polifenol con menor concentración registrada en todas las etapas del proceso de concentración: MCNi: 2,054±0,001, MCNm: 2,057±0,0001 y MCNf: 2,078±0,...
	El conjunto de los resultados muestra que sí existe una pérdida de la mayoría de los polifenoles durante el proceso de concentración industrial del mosto. Se detecta menos concentración de polifenoles que la que teóricamente se ha calculado y el comp...
	A continuación, se muestran los resultados de los polifenoles, agrupados por familias polifenólicas, identificados y cuantificados en los extractos de mosto concentrado decolorado (MCD). Se han analizado estadísticamente de manera similar a las muest...
	El análisis de los ácidos fenólicos: cafeico, clorogénico, cumárico, dihidroxibenzoico, ferúlico, gálico, protocatecuico, salicílico y vanílico, muestra que todos están presentes en el mosto concentrado decolorado final. En todos los casos se aprecia...
	Figura 42. Representación gráfica de las concentraciones de ácidos fenólicos en los extractos de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentración del mosto decolorado: inicial (( MCDi), medio (( MCDm) y final (( MCDf).
	En el caso de los estilbenos estudiados, polidatina y resveratrol, ocurre algo similar a lo descrito en el grupo anterior. Se observa un ligero incremento de un 1% en la concentración de ambos polifenoles a medida que se concentra la muestra, pero es...
	Figura 43. Representación gráfica de las concentraciones de ácidos fenólicos en los extractos de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentración del mosto decolorado: inicial (( MCDi), medio (( MCDm) y final (( MCDf).
	En el grupo que contiene los flavonoides estudiados en el mosto decolorado: catequina, epicatequina, isorhamnetina y quercetina, se aprecia un aumento de concentración en todos los polifenoles en la etapa final, en la cual resaltan la epicatequina (1...
	Figura 44. Representación gráfica de las concentraciones de ácidos fenólicos en los extractos de mosto de las tres muestras de las etapas industriales de concentración del mosto decolorado: inicial (( MCDi), medio (( MCDm) y final (( MCDf).
	La esculetina no pertenece a ninguna de las familias polifenólicas previamente descritas. Ha sido el polifenol con menor concentración registrada en todas las etapas del proceso de concentración: MCDi: 2,05242±0,0001, MCDm: 2,0528±0,0001 y MCDf: 2,05...
	En conjunto, los resultados en el mosto decolorado muestran el porcentaje de pérdida que sufren los polifenoles durante el proceso de concentración oscila entre un 12,7% y 36,7% para la etapa media y entre un 44,9% y 70,7% en la etapa final, excepto ...
	En resumen, se estudiaron 23 polifenoles tanto en las muestras de mosto concentrado como decolorado, (Tabla 15) y solamente se pudieron cuantificar 16 polifenoles en el mosto de uva (Tabla 16). Aun habiendo conseguido la optimización de los parámetro...
	Los resultados de cuantificación de polifenoles obtenidos tras el análisis de los extractos de las distintas etapas de concentración muestran, que en la mayoría de los polifenoles existen diferencias estadísticamente significativas cuando se comparan...
	El objetivo de esta parte del trabajo fue determinar el efecto de los polifenoles de uva sobre células tumorales de leucemia. Para ello, se hizo una revisión sistemática, con el fin de reunir toda la evidencia empírica publicada en los últimos años, ...
	El estudio se ha hecho siguiendo la estructura de búsqueda descrita en el apartado 3.2.7. de materiales y métodos, en base al procedimiento descrito en el manual Cochrane182. Lo primero que se hizo, fue plantear la pregunta central de la investigació...
	Para dar respuesta a la pregunta PICO en el meta-análisis se abordaron tres preguntas concretas. En el resultado 1 (O1, outcome 1), busca determinar el efecto de polifenoles específicos presentes en uva sobre la proliferación de células de leucemia. ...
	Para dar respuesta a esta pregunta, se realizó una búsqueda en la literatura publicada en los últimos 50 años, analizando las bases de datos: Biblioteca Cochrane231, PUBMED230, MEDLINE240, CINAHL234 y EMBASE232.
	Para la selección de los artículos se han seguido las directrices recogidas en la guía PRISMA para la realización de revisiones sistemáticas y meta-análisis184-186, 229. La búsqueda bibliográfica se realizó con las palabras clave: polifenol, uva y le...
	Con la primera lectura del resumen, se excluyeron 74 artículos que no cumplían alguno de los criterios establecidos, quedando 58 para su lectura completa. La segunda fase de la selección de referencias consistió en la lectura de texto completo de los...
	Figura 45. Diagrama de flujo PRISMA del proceso de selección de trabajos a incluir en la síntesis cuantitativa sobre el efecto de los polifenoles de uva en la proliferación de células de leucemia humanas185.
	La tercera fase fue la extracción de los datos de los artículos seleccionados para realizar el meta-análisis. Se desarrolló utilizando la herramienta “RevMan” para la generación de los “forestplot” y “flowchart” según norma PRISMA185. (Figura 45).
	Con este estudio se buscan tres resultados específicos que sirvan para dar respuesta a la pregunta PICO. El resultado 1 (O1, de outcome 1), busca determinar el efecto de polifenoles de uva concretos sobre la proliferación de líneas celulares de leuce...
	Hubo 7 estudios que se excluyeron del meta-análisis porque durante el proceso de extracción de datos se observó que los resultados experimentales que incluían no servían para dar respuesta a la pregunta inicial planteada y no eran comparables con los...
	La tercera fase fue la extracción de los datos de los artículos seleccionados para realizar el meta-análisis. Se desarrolló utilizando la herramienta “RevMan” para la generación de los “forestplot” y “flowchart” según norma PRISMA (Figura 45).
	La extracción de datos de los estudios seleccionados se realizó utilizando el procedimiento estandarizado desarrollado por PRISMA184-186, 229 que incluye la siguiente información: (1) nombre completo del autor, (2) año de publicación, (3) nombre del ...
	Con los datos extraídos de los 17 artículos analizados, se ha estudiado el efecto de 13 polifenoles de uva (resveratrol, quercetina, viniferina, apigenina, glucósido de cianidina, delfinidina, ácido elágico, kaempferol, malavidina, miricetina, petuni...
	En cuanto a las líneas celulares de leucemia estudiadas, cuatro de ellas derivaban de células mieloides tempranas (Em): K562, HL-60, AML 14.3D10, KCL22; dos eran de linaje monocítico (Mc): U937 y THP1; cuatro procedían de linfocitos B (LB): WSU-CLL, ...
	Los datos incluidos en el meta-análisis proceden de ensayos realizados con cultivos in vitro de líneas celulares establecidas. No fue posible el análisis del sesgo siguiendo la metodología propuesta en el manual Cochrane, debido a que el manual no ha...
	Se ha comparado la proliferación celular de cada línea celular a las 48h utilizando como referencia la concentración de cada polifenol descrita previamente (apartado 4.6.2), pudiendo crear subgrupos de comparación en función del polifenol utilizado e...
	Figura 46. Resultados del meta-análisis sobre el efecto de polifenoles de uva en la proliferación de células de leucemia humana agrupados por tipo de polifenoles.
	Los resultados obtenidos sobre el efecto de los polifenoles de uva en la proliferación celular mostraron que los polifenoles tienen un efecto inhibitorio del crecimiento de las células de leucemia. El resultado indica, un efecto positivo global con u...
	Figura 47. Resultados del meta-análisis sobre el efecto de polifenoles de uva en la proliferación de células de leucemia humana agrupadas por linaje celular. A) Tratamiento con polifenoles puros. B) Efecto del tratamiento con GPE.
	En el último subgrupo analizado, solo hay disponibles tres estudios de dos líneas celulares derivadas de monocitos, tratadas con resveratrol y GPE. El resultado del meta-análisis indica que estas células de leucemia experimentan, cuando son tratadas ...
	Figura 48. Resultados del meta-análisis sobre el efecto de polifenoles de uva en la detención del ciclo celular G0 en células de leucemia.
	El segundo subgrupo considera los datos de los experimentos realizados usando GPE en líneas celulares de leucemia derivadas de células mieloides tempranas y linfocitos T. Como se puede ver en la Figura 48, no hay un efecto directo entre la concentrac...
	Figura I. Espectros de MS del extracto del mosto fresco Gewürztraminer obtenidos en el modo de ionización positivo (A) y modo de ionización negativo (B).
	Figura II. Espectros de MS del extracto del mosto fresco Sauvignon blanc obtenidos en el modo de ionización positivo (A) y modo de ionización negativo(B).
	Figura III. Espectros de MS del extracto del mosto fresco Verdejo obtenidos en el modo de ionización positivo (A) y modo de ionización negativo (B).
	Figura IV. Espectros de MS del extracto del mosto fresco Tempranillo obtenidos en el modo de ionización negativo (A) y modo de ionización positivo (B)

