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1. INTRODUCCION

La elaboracion de vino es una de las actividades agricolas mas
importantes a nivel mundial, por ende, también genera grandes cantidades de
subproductos, principalmente residuos organicos entre los que se incluyen los
raspones, los orujos o el bagazo. Estos subproductos son matrices naturales
caracterizadas por un alto contenido en nutrientes y otras sustancias que no son
nutrientes, como son los compuestos fendlicos, que presentan propiedades
bioactivas beneficiosas para la salud humana, pudiéndose aprovechar su
aplicacion como ingredientes tecnoldgicos o suplemento dietético.

El 4cido galico es uno de los acidos fendlicos mas abundantes en vino y en
subproductos enolégicos y, por tanto, de gran interés para la industria
agroalimentaria debido a sus multiples actividades bioldgicas y tecnoldgicas. No
obstante, debido a su limitada solubilidad en medios lipidicos, actualmente se
estd investigando el aislamiento y la sintesis quimica de compuestos que
mantengan la bioactividad intrinseca del compuesto fendlico nativo pero que
presenten un mayor caracter lipofilico, contribuyendo favorablemente a la
bioactividad. En este contexto, se ha demostrado que la incorporacién de un acilo
de longitud variable (C1-C12) en la estructura del acido fendlico, genera galatos
de alquilo, moléculas mas lipofilicas, sin que esta incorporacién afecte a la

actividad biologica propia del grupo fenol.

Sin embargo, dada la limitada informacion disponible sobre los mecanismos de
digestion y absorcién in vivo de los galatos de alquilo, la aplicacion practica de
dichos ésteres alquilicos como ingredientes funcionales en alimentos es limitada.
Actualmente, solo existen evidencias cientificas llevadas a cabo en los ultimos
afios, en modelos in vitro de simulacién gastrointestinal, que aportan informacién
muy Util sobre la estabilidad, bioaccesibilidad y biodisponibilidad de galatos de
alquilo sintetizados quimicamente, observandose que el grado de hidrdlisis, por
accion de las enzimas digestivas, esta correlacionado negativamente con la
longitud de la cadena alquilica. Asimismo, se ha demostrado que los galatos de
alquilo pueden alcanzar el colon, y ser metabolizados por la microbiota intestinal
para producir acido galico libre, pudiendo influir en la liberacion sostenida del

acido fenolico, manteniendo su actividad biolégica en el cuerpo durante un
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tiempo méas prolongado con los consecuentes beneficios para la salud, dada la
vida media corta que presenta el &cido gélico en el cuerpo humano. En la
actualidad, no existen evidencias cientificas sobre el mecanismo de absorcién
digestiva de los galatos de alquilo presentes en matrices alimentarias, por lo
tanto, futuras investigaciones son necesarias para contribuir al avance del
conocimiento sobre el metabolismo de dichos compuestos presentes en los
alimentos y subproductos y sus mecanismos de absorcion intestinal y

funcionalidad.

De acuerdo con los antecedentes descritos anteriormente, en el siguiente
Trabajo de Fin de Master (TFM) se va a determinar el contenido de acido galico
y sus derivados esterificados en diferentes subproductos enoldgicos (raspon y
bagazo de uvas y lias de vino). Ademas, se estudiara la bioaccesbilidad de los
galatos de alquilo, derivados esterificados del acido galico presentes en las
matrices alimentarias, mencionadas anteriormente, tras la simulacion in vitro de

la digestion gastrointestinal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

El objetivo principal de este TFM consiste en evaluar la bioaccesibilidad
de moléculas de acido galico libre y esterificado con alcoholes de distinta longitud
de cadena alquilica procedentes de subproductos de la industria vitivinicola.

2.2. Objetivos Especificos

El objetivo general citado anteriormente ha sido concretado en los
siguientes objetivos especificos, que se corresponden con las etapas seguidas

en la realizacion de este trabajo experimental:

- Determinar el contenido de acido galico y sus derivados esterificados en

diferentes subproductos enoldgicos (raspon y bagazo de uvay lias de vino).

- Evaluar la bioaccesibilidad, segun el residuo vitivinicola, de derivados
alquilicos de acido galico mediante un modelo in vitro de simulacidon

gastrointestinal.

19
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3. ANTECEDENTES

3.1. Actividad vitivinicola y aprovechamiento y valorizacién de

subproductos enolégicos

La vid, cuyo nombre cientifico es Vitis vinifera, asignado por Luis Carlos
Linneo, es una planta de amplio cultivo en todo el mundo, cuyo fruto, la uva, es
empleada en la elaboracién del vino, un tipo de bebida alcohdlica que es la mas

consumida del mundo (Troilo et al., 2020).

Tal y como se recoge en el Informe Estadistico sobre la Vitivinicultura
Mundial de la OIV (Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino), en el afio
2021 se produjeron 74.8 millones de toneladas de uvas en todo el mundo, de las
cuales, 30.1 millones se destinaron a la produccion de uvas de mesa (41%) y
algo mas de cinco millones a la produccion de pasas (7%). El resto (52%) fueron
destinadas a la vinificacion (Figura 1), obteniéndose mas de 262 millones de

hectolitros de vino en todo el mundo (OIV, 2021).

Uvas de
vinificacion
52%

R

Uvas de vinificacion = Uvas pasas = Uvas de mesa

Figura 1. Destino de la uva producida a nivel mundial (OlV, 2021).

Por otro lado, en la Unién Europea (UE) se produce el 65% del vino a nivel
mundial, siendo los tres principales paises productores ltalia, Francia y Espafa.
Es una actividad econdmica y cultural de gran importancia dentro de la UE, con
un mercado valorado en miles de millones de euros y que cuenta con un

crecimiento continuo afio tras afo (OlV, 2021).
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Entre los principales paises productores, Espafa, es el pais que alberga
la mayor superficie mundial de vifias, con casi un millén de hectareas destinadas
a este cultivo, lo que representa el 13% de la superficie total, donde mas del 95%
de la uva cosechada en Espafia se utiliza para elaborar vino, con una produccion
de 44.4 millones de hectolitros en el afio 2021 (OIV, 2021).

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la elaboracion de vino es
una de las actividades agricolas mas importantes a nivel mundial, por ende,
también genera grandes cantidades de residuos o subproductos, ocasionando
problemas econdmicos y medioambientales para los productores que requieren
encontrar vias alternativas para su revalorizacién (Maicas & Mateo, 2020). Los
principales subproductos que se obtienen durante la vinificacion son los residuos
organicos (80-85%) constituidos principalmente por el orujo o bagazo (62%), las
lias (14%), los lodos de depuradora (12%) y los raspones (12%). (Figura 2).
(Ruggieri et al., 2009).

ora Bagazo
Lias Bagazo Lias
14% 62% ,
= Raspdn

= Lodos depuradora

Figura 2. Residuos organicos generados durante la vinificacion (Ruggieri et al., 2009).

Ademas, los residuos de la industria del vino son materias primas ricas en
compuestos organicos que actuan disminuyendo el pH de los subproductos, lo
gue impide su rapida biodegradacion (Maicas & Mateo, 2020; Troilo et al., 2021).
A su vez, presentan caracter estacional, lo que conlleva una elevada
acumulacién en ciertos y cortos periodos de tiempo, teniendo repercusiones

negativas en la sostenibilidad ambiental y econdmica (Maicas & Mateo, 2020).
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Por estos motivos, la gestion eficaz de los subproductos de vinificacién se
ha convertido en un requisito primordial en la industria vitivinicola, a través de la
implementacion de un modelo de economia circular, a diferencia de la economia
lineal, modelo econémico que apunta a reducir al maximo la producciéon de
residuos, asi como optimizar y prolongar el uso de los recursos biolégicos para
proporcionar bienes y servicios en todos los sectores econ6micos de manera
sostenible (Maicas & Mateo, 2020; Wohlgemuth et al., 2021).

Actualmente, las estrategias Espafiola y Europea de Investigacion e
Innovacién en el &mbito agroalimentario, tienen como objetivo para los proximos
afos, proteger el medio ambiente mediante la reduccion de la generacion de
residuos, garantizando alimentos asequibles, saludables y sostenibles. En este
contexto, el sector vitivinicola esta asociado a un gran impacto medioambiental,
debido a que los subproductos constituyen el 25 % del material procesado, una
cifra preocupante en los principales paises productores de vino, como Espafia.
En este sentido, existe una tendencia creciente a tratar estos subproductos no
como residuos sino como nuevas materias primas (Estrategia Espafiola de

Economia Circular y Planes de Accion, s. f., 2023).

Los subproductos vitivinicolas se originan a lo largo de las diferentes
etapas de elaboracion y produccion del vino (Figura 3), y presentan un desafio
en términos de gestion y aprovechamiento. (Maicas & Mateo, 2020; Troilo et al.,
2021).

Orujo de Uva Aguas de
Fermentado Lias Desecho
ARG

Vino

Tinto

? ?- i
@
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b ﬁ ..E
....

- Fermentacion  maduracién
Despalillado maloléctica

;.;‘-bk.‘ryaslmjzdo L m . md B
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¢
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|

-

Fermentacion
,,  alcohdlica Vino
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Figura 3. Proceso de elaboracién del vino y subproductos generados en cada etapa (Lopez-
Astorga et al., 2023).
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Los raspones son las estructuras lefiosas que sustentan las bayas de las
uvas, eliminados al inicio del proceso de vinificacion, concretamente durante el
despalillado, para evitar que proporcionen astringencia al vino y afecten
negativamente a las caracteristicas de calidad organolépticas (Maicas & Mateo
2020, Silva et al., 2023, Troilo et al., 2021).

Las lias del vino son los residuos semisolidos depositados en el fondo de
los depdsitos tras el proceso de fermentacién y almacenamiento, incluyendo los
residuos generados tras el filtrado y centrifugado del vino. Su composicion
incluye principalmente levaduras y otras materias inorganicas (Maicas & Mateo
2020, Troilo et al., 2021).

El raspon o escobajo es la estructura lefiosa que soporta el conjunto de
granos que forman un racimo de uva y el bagazo de uva, compuesto
principalmente por piel u hollejo, pulpa, residuos de semillas, es el residuo solido
resultante tras el prensado y el proceso de fermentacion. El bagazo es
considerado el principal subproducto de vinificacion, representando el 20-25%
del peso total de la uva destinada a la elaboracion del vino (Maicas & Mateo
2020, Troilo et al., 2021).

Los subproductos enoldgicos son matrices naturales caracterizadas por
un alto contenido en nutrientes y sustancias que no son nutrientes, como son los
compuestos fendlicos, que son un conjunto heterogéneo de moléculas o
metabolitos secundarios que se encuentran de forma natural en las plantas y que
presentan determinadas propiedades (antioxidantes, antimicrobianas,
antialérgicas, antiinflamatorias, anticancerigenas y antivirales) con implicaciones

beneficiosas en la salud humana (Silva et al., 2023).

3.2. Compuestos fendlicos y su distribuciéon en subproductos

enolbgicos

Los subproductos del vino y la uva son matrices naturales caracterizadas
por un alto contenido de compuestos fendlicos o (poli)fenoles, responsables de
algunas de las propiedades organolépticas mas importantes tanto de las uvas
como del vino, y desempefian un papel importante en la calidad del vino tinto,

influyendo en el color, sabor, amargor y astringencia (Silva et al., 2023).
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Asimismo, estos metabolitos secundarios también tienen propiedades bioactivas

gue pueden ser muy beneficiosas para la salud humana.

La composicion fendlica de la uva y del vino y, por ende, de sus
subproductos, depende de varios factores entre los que encontramos, la
variedad y el estado de madurez de la uva, los factores edafoclimaticos, asi
como, las diferentes técnicas de vinificacion en la industria (Silva et al., 2023).

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aromatico unido a un
grupo hidroxilo. Basadndonos en la naturaleza y estructura del esqueleto
carbonado, los compuestos fendlicos se pueden clasificar en no flavonoides y
flavonoides (C6-C3-C6) (Silva et al., 2023).

En un estudio realizado recientemente por Costa-Pérez et al., 2023, han
observado que los perfiles (poli)fendlicos (cuali- y cuantitativo) de los
subproductos (bagazo, raspon y lias) mostraron discrepancias significativas
entre ellos, observandose una mayor diversidad de (poli)fenoles en los raspones
de las uvas, seguido de cerca por las lias (Costa-Pérez et al., 2023) (Figura 4).
Ademas, de este estudio se puede destacar que los diferentes perfiles mostrados
por los distintos subproductos de bodega pueden permitir prever su combinacion
para obtener una mezcla con una carga (poli)fendlica éptima y asi aprovechar
su aplicaciéon como ingrediente tecnologico o suplemento dietético (Costa-Pérez,
et al., 2023).
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Figura 4. Representacion esquematica de la diversidad de compuestos fendlicos

identificados en raspon de uva, orujo de uvay lias de vino, extraida de (Costa-Pérez, et al., 2023).

Los flavonoides (C6-C3-C6) componen el mayor grupo de compuestos
fendlicos en subproductos de vinificacion, siendo los mas reconocidos en
términos de bioactividad. Entre los flavonoides mas destacados en estas
matrices vegetales encontramos los antocianos (también denominados en
ocasiones como "antocianinas"), con gran influencia en la definicion del color y
astringencia, y los flavonoles y flavanoles, con gran influencia en el caracter

amargo y astringencia (Fang et al., 2007).

Entre los compuestos no flavonoides presentes en subproductos
vitivinicolas se incluyen derivados del acido benzoico (C1-C6) y derivados del
acido hidroxicinamico (C3-C6), dos de los compuestos mas representativos de

esta familia, conocidos comunmente como acidos fendlicos (Silva et al., 2023).
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3.2.1. Acido gélico

En este contexto, el acido galico (3,4,5-trihidroxibenzoico) (Figura 5) es
uno de los acidos fendlicos mas abundantes en vino y en subproductos
enoldgicos, y, por tanto, de gran interés para la industria agroalimentaria debido
a sus multiples actividades bioldgicas y tecnologicas (Bhuia et al., 2023).

O

HO OH

HO
OH

Figura 5. Estructura molecular del acido galico (3,4,5-trihidroxibenzoico).

El 4cido gélico se forma en las plantas a través de la via del &cido
shikimico. No obstante, el mecanismo exacto de su biosintesis no es del todo
conocido. Por esta razén, se han propuesto tres rutas alternativas para su
produccion (1) a-oxidacion del acido 3,4,5-trihidroxicinamico (2) hidroxilacion del
acido protocatéquico y (3) deshidratacion directa de acido 3-deshidroshikimico
(Bontpart et al., 2016; Fernandes & Salgado, 2016; Wianowska & Olszowy-
Tomczyk, 2023).

El &cido galico es una molécula conocida por su alta actividad antioxidante
y su capacidad para proteger contra el estrés oxidativo. El estrés oxidativo se
origina cuando la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés
‘Reactive Oxygen Species’) sobrepasa la capacidad del cuerpo para
neutralizarlas (Viada Pupo et al.,, 2017). La capacidad antioxidante del acido
galico viene determinada fundamentalmente por los grupos hidroxilo que
presenta en la estructura del anillo, permitiéndole neutralizar radicales libres y
actuar como quelantes de metales que catalizan reacciones de formacién de
ROS. Ademas, actua aumentando la actividad de enzimas antioxidantes
(superoxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa) asi
como de antioxidantes no enzimaticos (glutatién, vitamina C o acido ascoérbico y

vitamina E o tocoferol) (Wianowska & Olszowy-Tomczyk, 2023).
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El estrés oxidativo dafia al &cido desoxirribonucleico (ADN) y contribuye a
la carcinogénesis (Viada Pupo et al., 2017). En este contexto, la capacidad
antioxidante del &cido galico puede actuar protegiendo al ADN contra la
oxidacién, exhibiendo actividad antitumoral. Asimismo, se han propuesto varios
mecanismos que contribuyen a la actividad antitumoral del &cido galico como es
la capacidad de inducir la apoptosis celular, regular la supresién y promocién de
oncogenes e inhibir tanto la proliferacion celular como las metaloproteinasas de
la matriz, enzimas que sobreexpresadas pueden promover la invasion de células

tumorales y la formacion de metéstasis (Wianowska & Olszowy-Tomczyk, 2023).

Por otro lado, el acido gdalico también exhibe propiedades
antiinflamatorias, interactuando e inhibiendo la via de sefalizacion
proinflamatoria NF-Kb, reduciendo la expresion y actividad de las enzimas o0xido
nitrico sintasa (iNOS), mieloperoxidasa (MPO), ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la
produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a). De este modo, el acido
galico muestra un papel inmunomodulador, pudiendo actuar como compuesto
coadyuvante en tratamientos de determinadas enfermedades gastrointestinales,
cardiovasculares y/o neurodegenerativas (Bhuia et al., 2023; Wianowska &

Olszowy-Tomczyk, 2023).

Se ha demostrado que el acido gélico tiene actividad antimicrobiana
contra diferentes bacterias, incluyendo algunas cepas patdogenas como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y especies de Salmonella spp.
Actualmente, este compuesto es de gran interés tanto en la industria alimentaria
como farmacéutica, utilizandose para la sintesis de nanoparticulas de plata
recubiertas con acido galico cuyo objetivo es adherirse y destruir a determinados

microorganismos (Wianowska & Olszowy-Tomczyk, 2023).

3.2.2. Derivados esterificados de acido galico: Galatos de alquilo

Debido a la limitada solubilidad del &cido gélico en medios lipidicos por
tratarse de una molécula polar y, determinada por los grupos hidroxilo y
carboxilico, recientemente se esta investigando en profundidad el aislamiento y
la sintesis quimica de compuestos que mantengan la bioactividad intrinseca del
compuesto fendlico nativo pero que presenten un mayor caracter lipofilico,

contribuyendo favorablemente a la bioactividad, al aumentar la afinidad y

28



permeabilidad por las membranas celulares (Zhao et al., 2021). De modo que,
pueden atravesar mas facilmente las bicapas lipidicas mejorando su
biodisponibilidad y asi ejercer su actividad bioldgica en tejidos u 6rganos diana.
En este contexto, la incorporacion de un acilo de longitud variable (C1-C12) en
la cadena lateral del acido fendlico, permite generar moléculas mas lipofilicas sin
que esta incorporacion afecte a la actividad bioldgica propia del grupo fenol. La
naturaleza quimica de estas moléculas ha permitido identificar una nueva
categoria de compuestos potencialmente bioactivos denominada lipofenoles (o
fenolipidos) (Crauste et al., 2016).

A este respecto, los galatos de alquilo, derivados esterificados del acido
galico o también conocidos como galoil ester, son un grupo de fenolipidos que
han sido identificados en alimentos de origen vegetal, en determinadas frutas
(araza, uva) y también en vino y en vinagre (Monagas et al., 2005). Tal y como
observamos en la Figura 6, los galatos de alquilo se diferencian entre si por la
longitud de su cadena alquilica, la cual le atribuye multiples propiedades
bioactivas como actividad antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena y
antiviral (Zhao et al., 2021; Wang et al., 2022).
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RADICAL COMPUESTO
CHs Galato de metilo
O
HO oR CHz-CHa Galato de etilo
(CH2)2CHz Galato de propilo
HO CHz(CH2)2CHa Galato de butilo
OH CH2(CH2)sCHs3 Galato de octilo
CH2(CHz)10CHz= Galato de dodecilo
HO 0 O O Q(CH»)2CH;
HO
OCHjs O
HO
OH HO HO OH
OH OH

Galato de metilo Galato de etilo Galato de propilo

Hg(CHg) CH

Galato de butilo Galato de octilo Galato de dodecilo

Figura 6. Esteres alquilicos del acido galico.

3.2.3. Funcionalidad de compuestos fendlicos y sus derivados

Desde hace afios, los galatos de alquilo han sido utilizados como aditivos
alimentarios antioxidantes no téxicos en productos alimenticios, principalmente
aquellos de naturaleza oleaginosa. De hecho, el galato de propilo (E-310), es
sintetizado industrialmente para su uso habitual como aditivo alimentario,
evaluado y aprobado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
(Aguilar et al.,2014).
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Sin embargo, dada la limitada informacion disponible sobre los
mecanismos de digestion y absorcion in vivo de los derivados esterificados de
acido gélico, la aplicacion practica de dichos ésteres alquilicos como
ingredientes funcionales en alimentos es limitada y deberia ser investigada
(Wang et al., 2022). No obstante, hay que tener en cuenta, que el concepto de
funcionalidad engloba tanto la bioaccesibilidad o la proporcion de un componente
alimentario que se libera de la matriz alimentaria por accién de las enzimas
digestivas durante la digestion gastrointestinal y permanece disponible para ser
absorbido. Por tanto, la absorcion intestinal junto con las reacciones de
biotransformacion define la biodisponibilidad del compuesto como la proporcién
del mismo que es ingerido, absorbido y es capaz de alcanzar la circulacion
sistémica. Ambos factores estan ligados a la concentracion final del compuesto
en las células y/o tejidos y, por tanto, a la bioactividad o respuesta fisiologica
beneficiosa que presente dicho compuesto (Agullo, et al., 2022). Por tanto, la
funcionalidad de los alimentos es fuertemente dependiente de la propia
naturaleza quimica de sus compuestos, su bioaccesibilidad, su biodisponibilidad
y bioactividad, lo que hace que dichos factores deban considerarse como un todo
(Figura 7) (Guerra et al., 2012; Gutiérrez-Grijalva et al., 2016).

BIOACTIVIDAD
Interaccidn del compuesto con moléculas
activas generando una respuesta fisiologica
con efectos beneficiosos

BIOACCESIBILIDAD
Proporcién de un componente alimenticio
que se libera de la matriz durante la digestion
gastrointestinal y permanece disponible para
su absorcion

Figura 7. Funcionalidad (bioaccesibilidad, biodisponibilidad y bioactividad) de los compuestos

presentes en los alimentos.
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Actualmente, solo existen evidencias cientificas llevadas a cabo en los
ultimos afios en modelos de simulacion in vitro gastrointestinal que aportan
informacion muy util sobre la estabilidad, bioaccesibilidad y biodisponibilidad de
galatos de alquilo sintetizados quimicamente, observandose que el grado de
hidrdlisis, por accion de las lipasas intestinales, estd correlacionado
negativamente con la longitud de la cadena alquilica (Wang et al., 2021; Wang
et al, 2022). Asimismo, se ha demostrado que los galatos de alquilo pueden
alcanzar el ciego y el colon, y ser metabolizados por la microbiota intestinal para
producir &cido gélico libre, pudiendo influir en la liberacion sostenida del acido
fendlico, manteniendo su actividad biol6gica en el cuerpo durante un tiempo mas
prolongado con los consecuentes beneficios para la salud, dada la vida media
corta que presenta el acido gélico en el cuerpo humano (Wang et al., 2022). En
la actualidad, no existen evidencias cientificas sobre el mecanismo de absorcion
digestiva de los galatos de alquilo presentes en matrices alimentarias, por lo
tanto, futuras investigaciones son necesarias para contribuir al avance del
conocimiento sobre el metabolismo de dichos compuestos presentes en los

alimentos y subproductos y sus mecanismos de absorcion intestinal.

3.3.  Aplicaciones para la industria alimentaria

Actualmente, la necesidad de sostenibilidad en la industria vinicola ha
focalizado su interés en la gestion de los subproductos del vino, adoptando
acciones de aprovechamiento integral, que permitan utilizarlos como una
interesante fuente de compuestos ‘biofuncionales’ y ser empleados en diversas
aplicaciones de la industria alimentaria, cosmética y/o farmacéutica con el
consecuente beneficio econdmico, medioambiental y social (Ferrer Gallego &
Silva, 2022).

La piramide alimentaria de la dieta mediterranea basada en la valorizacion
de subproductos del vino (Figura 8), esta constituida por cinco grupos de
alimentos y bebidas entre los que encontramos, en orden creciente, aguas e
infusiones aromatizadas, pan y pasta, lacteos, productos de pasteleria, bebidas
(alcohdlicas y no alcohdlicas) y alimentos procesados (Ferrer Gallego & Silva,
2022).

32



FOOD PYRAMID WINE BY-PRODUCTS

Non-alcoholic and alcoholic beverages
and processed food @ @ )V
4
,AL
@ =
Muffins, cakes, and chocolate '{‘“’

'

Dairy products . @ @ I
g ‘\\

"}ﬂ @-

Flavored waters and infusions @ @ @
o@ o®

Bread and pasta

0

Figura 8. Aplicacion de los subproductos del vino en la industria alimentaria (Ferrer-Gallego &
Silva, 2022).

Recientemente, se ha descrito que los subproductos enoldgicos tienen
gran utilidad en la elaboracion de bebidas funcionales. Los compuestos volatiles
derivados de estos residuos presentan sabores y colores que se utilizan para
mejorar el perfil aromatico de aguas saborizantes, tés de frutas e infusiones, por
lo tanto, ademas de mejorar las caracteristicas organolépticas aportan valor
funcional afadido debido a sus propiedades antioxidantes (Ferrer-Gallego &
Silva, 2022).

Respecto a alimentos del grupo de los granos, el polvo de bagazo de uva
es eficiente como aditivo alimentario para enriquecer la harina en la elaboracion
de pasta y pan de trigo (Tolve et al., 2021; Carpentieri et al., 2022). Estudios
recientes han demostrado que mejora las propiedades reoldgicas vy
microestructurales de la masa del trigo (Lou et al., 2021), asi como la textura de
la pasta después de la coccion, el perfil nutricional y el contenido en fibra (Balli
et al., 2021).

Asimismo, los subproductos enoldgicos actian como una relevante fuente
de compuestos funcionales para la formacién de productos lacteos, como leches

fermentadas, yogures, quesos o helados (Ferrer-Gallego & Silva, 2022). No
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mejoran Unicamente su funcionalidad, sino también sus caracteristicas
organolépticas incluyendo, la textura, cremosidad, color y aroma (Pavlou et al.,
2021). Ademas, se ha descrito que el enriquecimiento con bagazo de uva puede
aumentar el tiempo de almacenamiento de los productos lacteos, alargando su
vida util (Tseng & Zhao, 2013). Otro estudios recientes han demostrado que los
extractos de bagazo de uva pueden actuar como coagulante en la produccion de
tofu (Zeppa et al., 2021), y también reducir el contenido de grasa del queso y

aumentar los niveles de proteina (Gaglio et al., 2021).

Los productos azucarados también son objeto de estudio para la
incorporacion de subproductos de vino. En chocolate, el uso de bagazo de uva
como aditivo actia mejorando sus propiedades reologicas y de digestibilidad
(Bolenz & Gléde & 2021). Ademas, se ha considerado como un ingrediente
novedoso para mejorar las propiedades nutritivas y saludables en productos sin
gluten (Baldan et al., 2021).

Actualmente, se esta investigando el efecto de los extractos de
subproductos de vinificacion sobre la estabilidad oxidativa, los compuestos
organicos volatiles y el perfil aromatico en bebidas (con y sin alcohol) y en
alimentos procesados. En lo que respecta a las bebidas alcohdlicas en las
industrias cervecera y vinicola se aplican como agente clarificante (Ferrer-
Gallego & Silva,2022; Wianowska & Olszowy-Tomczyk, 2023)

Es bien sabido que los subproductos de la industria del vino, debido a su
alto contenido en compuestos fendlicos, tienen influencia en el aumento de la
vida util de los alimentos (Ferrer-Gallego & Silva, 2022). Se ha demostrado que
los extractos de bagazo de uva previenen la lipooxidacion en productos
derivados de pescado e inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos,
lo que conlleva a una mejora de la calidad del producto (Pazos et al., 2005).
Ademas de prevenir la oxidacion lipidica y el crecimiento microbiano, los
subproductos de la vinificacibn también inhiben la formacion de compuestos
perjudiciales para la salud al actuar como quelantes, observandose
recientemente que los extractos de piel y de semilla de uva inhiben la formacion
de acrilamida durante la fritura de patatas (Xu et al., 2015) y la formacién de N-

nitrosodimetilamina en productos carnicos (Wang et al., 2015).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Extracciony analisis de galatos de alquilo en matrices alimentarias
de origen vegetal

4.1.1. Sustancias quimicas y reactivos

Los estandares del &cido galico y sus derivados esterificados con
diferentes longitudes de cadena de alquilo de C1 a C12 correspondientes a
galatos de metilo, etilo, propilo, butilo, octilo y dodecilo se adquirieron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). Los solventes cromatograficos de calidad
analitica (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, LC-MS del
inglés ‘Liquid Chromatography Mass Spectrometry’) como H>O y acetonitrilo
(ACN) se obtuvieron de JT Baker (Phillipsburg, Nueva Jersey, EE.UU.). Los
galatos de alquilo se disolvieron en etanol adquirido a Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, EE.UU.) para preparar las disoluciones madre a concentraciones
micromolar (uM), para posteriormente realizar diluciones sucesivas en
metanol/H20 Milli-Q (50:50, v/v). Todas las soluciones madre de &cido galico y

sus derivados lipofendlicos se almacenaron a -80 °C para evitar su degradacion.

4.1.2. Matrices de origen vegetal

Para llevar a cabo el trabajo experimental se seleccionaron tres matrices
vegetales ricas en acido galico (raspon y bagazo de uvas y lias de vino) (Vitis
vinifera L. var. '‘Monastrell'). Estos subproductos fueron suministrados por la
bodega Vifa Elena, ubicada en Jumilla, Murcia, una reconocida Denominacién

de Origen Protegida (DOP) vinicola del sureste de Espafia (Figura 9).

e
8

e

Bagazo Lias

Figura 9. Subproductos enoldgicos usados para el desarrollo del Trabajo Fin de Master.

35



4.1.3. Extraccion de galatos de alquilo en subproductos vitivinicolas

Los referidos subproductos de bodega (raspon, bagazo y lias) fueron
procesados mediante liofilizacion (CHRIST concentrador 2-4D, Wolflabs, York,
UK). El periodo entre el muestreo y el procesamiento fue menor a 4 h para evitar
la alteracion del perfil fitoquimico. Todos los subproductos enoldgicos liofilizados
se prepararon siguiendo el procedimiento descrito por Milin€i¢ et al., 2021 con
ligeras modificaciones. Las muestras se homogeneizaron en etanol y se
procesaron por ultrasonidos a 40 kHz durante 1 hora (sonicador Branson
3510MT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Posteriormente, se centrifugaron a
10000 rpm, durante 5 min, a 4 °C, se filtraron a través de un filtro de membrana
de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de 0.22 um (Millipore, MA, EE. UU.).

4.2. Andlisis de la bioaccesibilidad de galatos de alquilo mediante un

modelo estatico de digestidn in vitro
4.2.1. Sustancias quimicas y reactivos

Para llevar a cabo las simulaciones de los fluidos digestivos gastrico e
intestinal se utilizaron los siguientes reactivos: KCI (0.50 M) (Ref. # 131494.1211,
Panreac), KH2PO4 (0.50 M) (Ref. # 131509.1211, Panreac), NaHCO3 (1.00 M)
(Ref. # 131638.1210, Panreac), NaCl (2.00 M) (Ref. # S7653-1KG, Sigma-
Aldrich), MgCl2(H20)s (0.15 M) (Ref. # 63064-500G, Fluka) y (NH4).CO3 (0.20 M)
(Ref. # A6141-500G, Sigma-Aldrich). Para ajustar el pH de las disoluciones
digestivas se utilizo HCI (1.00 M) (7647-01-0, Fisher Scientific) y NaOH (0.20 M)
(Ref. # S8045-500G, Sigma-Aldrich). Ademas, se utilizaron diferentes enzimas
digestivas derivadas de pancreas porcino para llevar a cabo la simulacion
gastrica (enzima pepsina (Ref. # P6887-1G, Sigma-Aldrich)) y la intestinal
(enzima pancreatina (Ref. # P7545-25G 8 x USP, Sigma-Aldrich)).

4.2.2. Procedimiento de simulacién in vitro de digestion gastrointestinal de

subproductos vitivinicolas

Para evaluar la bioaccesibilidad de los galatos de alquilo en los diferentes
subproductos liofilizados y molidos (raspén, bagazo y lias) (Figura 10), se

pesaron 500 mg de e cada matriz vegetal (n=18), destinadas a muestras para la
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simulacion de la fase géastrica (n=6), intestinal (n=6) y gastrointestinal (n=6). La
simulacion de la digestidon gastrointestinal estatica in vitro se realiz6 siguiendo la
metodologia consensuada internacionalmente (INFOGEST 2.0), de acuerdo al
método previamente desarrollado y validado por Minekus, et al., 2014 y por
Brodkorb, et al., 2019.

Raspon Bagazo Lias

Figura 10. Subproductos enolégicos liofilizados usados para la evaluacién de la

bioaccesibilidad tras la simulacion in vitro de la digestion gastrointestinal.

4.2.3. Simulacion de fluido gastrico

El volumen y la concentracion de los reactivos quimicos utilizados para
preparar el fluido gastrico se encuentran especificados en la Tabla 1. El enzima
pepsina (23200 U/mg proteina) se afadié a una concentracion final en el fluido
gastrico de 2000 U/mL, siguiendo el protocolo estandarizado descrito en la
metodologia previamente validada (Minekus, et al., 2014; Brodkorb, et al., 2019).

Para ajustar el pH a 3 se afiadié HCI 1M.
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Tabla 1. Volumen y concentracién de reactivos para la preparacion de 500 mL de fluido géastrico

simulado.

Preparacién de 500 mL de fluido géstrico

Fluido géstrico simulado - pH 3

Volumen (mL) de las
disoluciones madre para
500 mL del fluido géstrico

Reactivos (M) Concentracion final en el

fluido (mmol/L)

KCl (0.50 M) 6.90 6.90
KH2POa (0.50 M) 0.90 0.90
NaHCOs (1.00 M) 12.50 25.00
NaCl (2.00 M) 11.80 47.20
MgCl2({H20)s (0.15 M) 0.40 0.10
(NHa)2C03 (0.50 M) 0.50 0.50

Para el ajuste de pH
NaOH (0.2 M) - -
HCI (0.1 M) AjusteapH 3

4.2.4. Simulacion de fluido intestinal

Los volimenes y concentraciones necesarios para la preparacion del
fluido intestinal simulado se llevaron a cabo de acuerdo con las indicaciones
detalladas en la Tabla 2. El enzima pancreatina porcina (con actividades
amilasa, lipasa y proteasa) se agregd a una concentracion de 100 U/mL. El pH

del fluido intestinal se ajusté a 8 adicionando NaOH.

Tabla 2. Volumen y concentracion de reactivos para la preparacion de 500 mL de fluido intestinal

simulado.

Preparacién de 500 mL de fluido intestinal

Fluido intestinal simulado - pH 8

Volumen (mL) de las
disoluciones madre para
500 mL del fluido intestinal

Reactivos (M) Concentracién final en el

fluido (mmol/L)

KCl (0.50 M) 6.80 6.80
KHzPOa (0.50 M) 0.80 0.80
NaHCO3 (1.00 M) 42.50 85.00
NaCl ( 2.00 M) 9.60 38.40
MgCl2(H20)e (0.15 M) 1.10 0.33
(NHa)2C03 (0.50 M) - ;

Para el ajuste de pH
NaOH (0.20 M) - -
HCI (0.1 M) Ajuste a pH 8
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Para llevar a cabo la simulacion géstrica, intestinal y gastrointestinal de
los subproductos vitivinicolas se partié de 500 mg pesados de cada subproducto,
como se menciono previamente, a los cuales se les agregd el fluido simulado
correspondiente a cada fase como se detalla en el apartado anterior.
Posteriormente, las muestras se incubaron a 37 °C en un bafio térmico con
agitacion (52 U/min) para simular los movimientos peristalticos durante 2 h en la
simulacion de las fases independientes (gastrica e intestinal) y 4h para las

muestras de simulacion gastrointestinal (Figura 11).
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Figura 11. Fraccion bioaccesible obtenida tras la simulacién estatica in vitro de digestion

gastrica (A), intestinal (B) y gastrointestinal (C) de lias de vino.

A continuacion, las muestras resultantes de las tres simulaciones
digestivas se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante
generado correspondiente a la fase bioaccesible se filtr6 a través de un filtro de
membrana de PVDF de 0.22 um (Millipore, MA, EE. UU.) para su analisis
posterior por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas con
tecnologia de triple cuadrupolo (UHPLC-QqQ-MS/MS).

4.2.5. Analisis de galatos de alquilo por UHPLC-QqQ- MS/MS

Para la separacion de los metabolitos presentes en las muestras
procesadas de raspén, bagazo y lias se utilizé la técnica de cromatografia liquida
de ultra-ultra presion (UHPLC, del inglés ‘Ultra High Performance Liquid
Chromatography’). Los metabolitos se ionizaron mediante la técnica de
electrospray (ESI, del inglés, ‘Electrospray lonization’) en modo negativo, y se
detectaron a través de espectrometria de masas en tandem con tecnologia de
triple cuadrupolo (UHPLC-QqQ-MS/MS) Modelo 6460 (Agilent Technologies,

Waldbronn, Alemania), técnica instrumental que permite identificar las moléculas

39



libres y esterificadas presentes en las muestras analizadas al estudiar las
caracteristicas de fragmentacion especificas. Para la separacion cromatografica
de dichas moléculas, se utilizé la columna cromatografica ACQUITY BEH C18
(2.1 x 50 mm, 1.7 uym) (Waters, Cerdanyola del Vallés, Espafia), a una
temperatura de 30 °C. La fase mdvil A consistié en 0.1% de &cido férmico en
H20 y con ACN como fase mévil B. El volumen de flujo se establecié en 0.30
mL/min y el volumen de inyeccion se fij6 en 15 pL. Para obtener el perfil
cualitativo y cuantitativo, los galatos de alquilo se identificaron mediante el
método de Monitorizacion de Reacciones Multiple (MRM, del inglés, ‘Multiple
Reaction Monitoring’), donde se asignaron dos transiciones principales
(cuantificacién y confirmacion) para la correcta identificacion de los analitos
correspondientes (Tabla 3). La adquisicion y el andlisis de datos se realizaron
utilizando el software MassHunter version B.08.00 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania).

Tabla 3. Peso molecular y principales transiciones de cuantificacién y confirmacién de acido
galico y sus derivados esterificados analizados en modo de ionizacién negativo.

Analito Peso molecular MRM MRM
(g/mol) cuantificacion confirmacion
Acido gélico 170.12 169>125 169>79
Galato de metilo (C1) 184.04 183>124 183>169
Galato de etilo (C2) 198.17 197>124 197>169
Galato de propilo (C3) 212.20 211>124 211>169
Galato de butilo (C4) 226.23 225>124 225>169
Galato de octilo (C8) 282.33 281>124 281>169
Galato de dodecilo (C12) 338.44 337>124 337>169

4.2 .6. Andlisis estadistico

Para analizar las diferencias en el perfil cuantitativo de los compuestos
fendlicos de interés en las tres matrices vegetales (raspon, bagazo y lias) y tras
la simulacién in vitro de digestién gastrointestinal, se empledé el software SPSS
25.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). En primer lugar, se realiz6 un analisis de

varianza (ANOVA) de una via para conocer si la media de al menos un
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tratamiento es diferente de los otros tratamientos y la prueba o test de
comparacion multiple de Tukey para saber exactamente cuales son los
tratamientos que muestran diferencias significativas entre si (valor p < 0.05). Los
datos cuantitativos se presentan como la media + la desviacion estandar (DE).
También se realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP). El ACP es un
método estadistico propuesto por Pearson (1901) e independientemente
también por Hotelling (1933), que consiste en describir la variacion producida por
la observacién de p variables aleatorias en términos de un conjunto de nuevas
variables no correlacionadas entre si (denominadas componentes principales).
Estas nuevas variables se obtienen por orden de importancia, de forma que el
primer componente principal (CP1) incorpora la mayor cantidad posible de
variacion debida a las variables originales; el segundo componente principal
(CP2) se elige de forma que explique la mayor cantidad posible de variacion que
gueda sin explicar por el PC1, sujeto a la condicion de no estar correlacionado
con el PC1, y asi sucesivamente. EI ACP concreto para este estudio fue
realizado teniendo en cuenta los tres tipos de material vegetal evaluados y como
se ven afectados por los distintos metabolitos de interés también estudiados. A
continuacion, se realiz0 un analisis discriminante de minimos cuadrados
parciales, para asignar los componentes principales (CPs) que presentaban
valores superiores o iguales a 1.5, lo que permitio identificar dos componentes
principales (CP1 y CP2) que juntos explicaban un 73.78% de la variacion total
del experimento dentro del conjunto de datos analizados. También se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) de una via para conocer si las media de al menos
un material vegetal es diferente de los otros tratamientos y la prueba o test de
comparacion multiple de Tukey para saber exactamente cuales son los
materiales que muestran diferencias significativas entre si (valor p < 0.05). El
ACP se realizé utilizando el software StatGraphics Centurion XV de StatPoint
Technologies (Warrenton, VA, EE.UU.).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis del perfil cualitativo de acido galico y sus derivados
esterificados por UHPLC-QqQ-MS/MS, representado en la Figura 12, muestra la
separacion de la molécula de acido galico libre y esterificada con los diferentes
alcoholes (metanol, etanol, propanol, butanol, octanol y dodecanol), dénde se
puede observar la abundancia (cps) de cada compuesto junto con sus
respectivos tiempos de retencion (Figura 12).

‘ Acido gélico

— (alato de metilo
[| Galato de etilo
Galato de propilo
Galato de butilo
Galato de octilo
| 1 ‘ | I Galato de dodecilo

Figura 12. Cromatograma UHPLC-QqQ-MS/MS correspondiente a estdndares de 4cido galico
y sus derivados esterificados (galato de metilo, galato de etilo, galato de propilo, galato de

butilo, galato de octilo y galato de dodecilo).

El &cido gélico muestra un tiempo de retencion de 0.52, lo que indica que
es el primer compuesto en el orden de elucion por su naturaleza mas polar,
teniendo en cuenta las fases moviles y el gradiente del método cromatografico
utilizado (ver seccion Material y métodos). A medida que se avanza en el tiempo
de retencion, se aprecia la separacion de los derivados esterificados del acido
galico, con mayor lipofilia. Asi, galato de metilo (C1) presenta un tiempo de
retencion de 0.67, seguido de galato de etilo (C2) con 0.79, galato de propilo (C3)
con 1.07, galato de butilo (C4) con 1.42, galato de octilo (C8) con 2.46 y
finalmente galato de dodecilo (C12) con 3.42, observando que el tiempo de
elucion del derivado esterificado esta correlacionado con la longitud de la cadena
alquilica del alcohol y, por tanto, con su mayor caracter lipofilico, de acuerdo a la
metodologia cromatografica utilizada.
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5.1. Contenido en &cido galico y ésteres alquilicos en los diferentes

subproductos enoldgicos analizados.

Mediante el andlisis de perfil cuantitativo (ng/g) por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas con tecnologia de triple cuadrupolo de
moléculas de &cido galico libres y esterificadas con alcoholes con diferentes
longitudes de cadena alquilica, observamos que los compuestos mas
abundantes en los subproductos de vinificacion estudiados (raspén, bagazo y
lias) fueron el acido gélico y su derivado esterificado con etanol (galato de etilo),
cuyas concentraciones superan en tres ordenes de magnitud al resto de

compuestos esterificados (Figura 13).
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Figura 13. Contenido en &cido galico y ésteres alquilicos (ng/g) en los diferentes subproductos

enoldgicos analizados.
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El bagazo se mostré como el subproducto con mayor cantidad en acido
galico, superando los 4600 ng/g, al contrario que en el raspon, cuya
concentracion no superd los 750 ng/g. Por otro lado, las lias no mostraron
diferencias significativas, en concentracién de acido galico, con los subproductos
mencionados anteriormente, mostrando una concentracion en torno a 1400 ng/g.
La concentracién de galato de metilo (ng/g) mostré6 una tendencia creciente
durante el proceso de vinificacion observandose diferencias significativas entre
el raspdn, doénde la concentracién es muy reducida (0.70 ng/g), con las lias y
bagazo, dénde la concentracion fue considerablemente superior (~10 ng/g), no
encontrandose diferencias estadisticas entre estos dos subproductos. Respecto
al contenido en galato de etilo, se observan diferencias significativas en todos
los subproductos, siendo la concentracion en lias un orden de magnitud superior
al contenido en raspén (569.31 ng/g) y en bagazo (205.91 ng/g). En relaciéon a la
concentracion de galato de propilo, el bagazo obtuvo la menor concentracion
(ng/g) con una media de 0.60 ng/g, oscilando en el resto de los subproductos
entre 2.00 y 2.80 ng/g, no mostrando diferencias significativas entre si. Por el
contrario, la concentracion de galato de butilo (ng/g) mostré una tendencia a la
baja, observandose mayor concentracion en los raspones (~10.0 ng/g) con
respecto a las lias y bagazo, con 4.44 ng/g y 6.15 ng/g, respectivamente, sin
diferencias significativas entre las lias y el bagazo. Por otro lado, todos los
extractos presentaron una disminucion brusca en la produccion de los ésteres
de octilo y dodecilo. En cuanto al contenido en galato esterificado con octanaol,
se observa una tendencia creciente durante el proceso de vinificacion
observandose diferencias significativas entre el raspdén, donde la concentracion
es muy reducida (0.07 ng/g) con las lias y bagazo, donde la concentracién fue
considerablemente superior (~17 ng/g). Respecto a galato de dodecilo, la
abundancia del compuesto fue muy baja en las lias (0.20 ng/g), mientras que, en
los subproductos restantes (raspon y bagazo) estuvieron por debajo del limite de

cuantificacion (LOQ, del inglés ‘limit of quantification’) (Figura 13).

El analisis de componentes principales (APC) es una técnica estadistica
utilizada para reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos. Al realizar un
ACP, se obtienen una serie de componentes principales que representan una

combinacion lineal de las variables originales. Estos componentes principales
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tienen varias ventajas como: 1) La reduccion de dimensionalidad donde el ACP
permite reducir la cantidad de variables originales a un conjunto mas pequefio
de componentes principales. Esto simplifica el analisis y la interpretacion de los
datos al trabajar con un espacio de menor dimension; 2) Identificacion de
patrones que se consiguen al combinar las variables originales en componentes
principales, el ACP puede revelar patrones ocultos o relaciones subyacentes en
los datos. Esto puede ayudar a comprender la estructura y la variabilidad de los
datos, asi como identificar grupos o cllusteres similares; 3) Eliminacion de
multicolinealidad que ocurre cuando las variables originales estan altamente
correlacionadas entre si. Al combinar estas variables en componentes
principales no correlacionados, se elimina la multicolinealidad, lo que facilita un
analisis mas preciso y robusto; 4) Seleccion de caracteristicas donde el ACP
puede ayudar a identificar las variables mas relevantes o informativas en un
conjunto de datos. Al examinar la contribucion de cada variable a los
componentes principales, es posible identificar aquellas que aportan mas
informacion y descartar las que tienen una contribucion minima; 5) Visualizacion
de datos ya que el ACP facilita la visualizacion de los mismos en gréaficos de
menor dimension, como graficos de dispersion o gréaficos biplot. Esto permite una
representacion visual mas clara de los patrones y relaciones en los datos; 6)
Compresion de datos ya que el ACP también se utiliza como una técnica de
compresion de datos, donde se puede representar un conjunto de datos
completo utilizando solo los componentes principales mas relevantes. Esto
puede ser util en situaciones donde el almacenamiento o la transmisién de

grandes conjuntos de datos es costoso o limitado.

Los resultados obtenidos en el ACP permiten establecer la relacion entre
los tres materiales vegetales (bagazo, raspon y lias) estudiados y los siete
analitos analizados que son el acido galico (AG) y sus derivados esterificados
galato de metilo (C1, MG), galato de etilo (C2, EG), galato de propilo (C3, PG),
galato de butilo (C4, BG), galato de octilo (C8, OG) y galato de dodecilo (C12,
DG). Concretamente esta relacion ha permitido extraer dos componentes
principales (CPs) que han mostrado unos eigenvalores superiores a 1.5.
Concretamente la CP1 explica el 38.45% de la variabilidad del experimento o

porcentaje de varianza y la CP2 explica el 35.33% de la variabilidad del
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experimento. Por tanto, el porcentaje acumulado de ambas componentes explica
casi un 75% de la variabilidad total, lo que es un valor considerablemente alto.
En la bigréfica (biplot), ademas se puede apreciar que para la CP1 las variables
(analitos) con mayor peso son el acido galico (AG) y los derivados esterificados
de un carbono (MG) y los de cuatro carbonos (BG). Con respecto a la CP2
destacan los derivados esterificados de dos carbonos (EG), de tres carbonos
(PG) y de doce carbonos (DG). En el diagrama de dispersién podemos ver como
guedan agrupados los materiales vegetales estudiados, en funcién de los
diferentes compuestos analizados. Para la CP1 se observa una clara separacion
de las tres matrices (F=36.90 y valor-P = 0.004***) quedando el raspo6n en la
parte extrema de la izquierda y abajo dado su mayor contenido en los derivados
esterificados con 4 carbonos (BG) con respecto a las restantes matrices
analizadas. Y en el caso del bagazo, queda localizado en la parte extrema de la
derecha abajo debido a la cantidad acido galico (AG) y del derivado esterificado
de un carbono (MG) en comparacion con el raspon y las lias. De la misma
manera, para la CP2 se observa una clara separacion entre las lias y los otros
dos materiales, el raspén y el bagazo (F=109.86 y valor-P=0.000***). La
separacion de las lias se debe a los derivados esterificados de dos carbonos
(EG) y de doce carbonos (DG), ya que es la matriz con mayor cantidad de estos

compuestos (Figura 13).
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Figura 14. Analisis de componentes principales donde se muestra la relacion entre los
tres materiales vegetales (bagazo, lias y raspon) y los siete analitos estudiados; acido galico
(AG), galato de metilo (MG), galato de etilo (EG), galato de propilo (PG), galato de butilo (BG),
galato de octilo (OG) y galato de dodecilo (DG).

5.2. Bioaccesibilidad de galatos de alquilo

Hasta la fecha, no hay evidencias cientificas que informen sobre la
bioaccesibilidad de los derivados alquilicos del acido gdlico extraidos de
subproductos enoldgicos. Para que un compuesto sea bioaccessible, debe
extraerse durante el proceso de digestion gastrointestinal de la matriz vegetal en
donde se encuentra, y, por tanto, no ser totalmente degradado durante dicho
proceso, quedando de esta manera, biodisponible, para ser absorbido a nivel
intestinal, pudiendo alcanzar la circulacidén sistémica y poder ejercer su acciéon
biolégica dentro del organismo, es decir, tendra una determinada funcionalidad
gue habra que evaluar. Con este fin y siendo uno de los objetivos principales del
TFM, se realizaron simulaciones in vitro del proceso de digestion gastrica e

intestinal por separado y del todo el proceso gastrointestinal en su conjunto,

48



evaluando la cantidad de acido galico libre y esterificado en las diferentes

matrices digeridas.

En este contexto, la Tabla 4 muestra la concentracion de acido galico y
sus derivados esterificados después de la simulacion in vitro de digestion
gastrointestinal en muestras de bagazo. Para obtener un mayor conocimiento
sobre la transformacién y estabilidad de los compuestos diana, se procedi6 a

evaluar tanto la fraccion soluble/bioaccessible como la fraccion soélida residual.
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Tabla 4. Contenido (ng/g) de acido galico y sus derivados esterificados tras la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro en muestras de bagazo.

Analitos (ng/g)

f . . Galato de Galato de Galato de Galato de Galato de Galato de
Acido galico . - - - - .
metilo etilo propilo butilo octilo dodecilo
Fraccién Bioaccesible
Gastrica 6.29+1.53¢ 7412 +3.88a 507.25 +199.69 b 0.49+0.15b 1.62+040a 0.25+0.16a 1.12+0.78 a
Gastrointestinal 310.08 £12.08 a 8.90+1.71b 645.88 + 396.62 ab 2.01+0.01a 0.71+0.13a 0.17+0.06a 1.33+0.88a
Intestinal 58.41+12.86b 3.98+0.79b 1788.07 £ 116.96 a 230+04a 1.69+1.39a 0.11+0.05a 0.93+0.03a
Fraccién Residual
Gastrica 671.43+48.33a 22.26+7.54a 11.76 £7.95b 0.90+0.64a 0.31+0.29a 0.14+0.02a 0.92+0.13a
Gastrointestinal 451.42+32.99b 12.60+1.99a 828.04 +£388.90 b 0.67+0.25a 0.79+0.14a 0.30+0.13a 1.51+0.77a
Intestinal 218.76 + 757 ¢ 11.87 +0.48a  2482.82 +227.94 a 0.76 £0.13a 1.96+0.95a 0.07+x0.04a 0.72+0.34a

Los datos corresponden a la media * desviacion estandar. Letras diferentes en las columnas (entre diferentes fases: gastrica, intestinal y gastrointestinal) de cada
fraccion (bioaccesible y residual) muestran diferencias significativas (p<0.05) en los distintos subconjuntos de datos por la prueba Tukey para todas las muestras

experimentales.
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En la fraccion bioaccesible, el acido gdlico, presenta una concentracion
relativamente baja en todas las etapas de la digestion, lo que sugiere una
liberacion limitada durante este proceso. En un ambiente &cido como el
estébmago (pH 3), los grupos hidroxilo del acido gélico pueden influir en la
interaccion con otros componentes presentes en el medio gastrico y formar
agregados o complejos que dificultan su solubilidad y capacidad de disociacion,
contribuyendo a obtener una mayor concentracion en la fraccion residual para

todas las etapas tal y como muestra la Tabla 4.

Es interesante destacar que, entre los derivados esterificados, el galato
de etilo muestra una concentracién considerable en todas las etapas de la
digestion, alcanzando su valor maximo en la etapa intestinal (1788.07 £ 116.96
ng/g), lo que sugiere una mayor liberacion de la matriz vegetal de este derivado
esterificado y, por tanto, una mayor bioaccesibilidad. El galato de metilo también
muestra una concentracion considerable en todas las etapas, alcanzando su
maximo valor en la etapa gastrica (74.12 + 3.88 ng/g) (Tabla 4). Estos resultados
sugieren una mayor bioaccesibilidad y liberacion de los derivados esterificados
en comparacion con el acido galico no esterificado. Los demas compuestos
esterificados, galato de propilo, butilo, octilo y dodecilo, presentan
concentraciones inferiores, no observandose diferencias significativas entre las
fracciones bioaccesibles para las tres simulaciones digestivas, o que sugiere
gue la hidrolisis enzimatica puede haber sido limitada por la longitud de las

cadenas alquilicas (Wang et al.,2021).

La esterificacion del acido galico a diferentes alcoholes puede tener un
impacto en su capacidad de ser hidrolizado durante la digestion. La hidrélisis
enzimatica de los ésteres estd mediada por enzimas especificas, como las
lipasas intestinales, que pueden tener afinidad por ciertas longitudes de cadena
alquilica (Wang et al., 2021). Un estudio reciente llevado a cabo por Wang et
al.,2022 realizado para evaluar la digestion gastrointestinal de galatos de alquilo
demostré como en comparacion con una cadena hidrofilica corta (C4), una
cadena hidrofébica mas larga (C8) no puede garantizar la ubicacién interfacial
enzimatica adecuada lo que implica un grado de hidrélisis menor. En nuestro
estudio, podemos afirmar un comportamiento similar, ya que para los galatos de

etilo (C2) y propilo (C3) se observan concentraciones significativas en la fraccion
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bioacccesible intestinal, lo que evidencia que para galatos de alquilo, las cadenas
alquilicas cortas pueden favorecer la ubicacion interfacial adecuada de las
lipasas intestinales y pancreaticas, dando lugar un grado de hidrdélisis mayor
(Wang et al., 2022).

En relacion con otro subproducto estudiado en el TFM derivado de la
precipitacion de residuos semisoélidos que se forman durante la elaboracién del
vino, hemos observado que en la fraccién bioaccessible de las lias, el acido
galico presenta una concentracion en la etapa gastrica de 15.91 + 1.68 ng/g,
mientras que, en la etapa gastrointestinal, aumenta significativamente a 244.53
+ 66.40 ng/g, sin embargo, en la etapa intestinal, la concentracion disminuye a
31.69 + 23.85 ng/g (Tabla 5). Este hecho, podria deberse a la hidrdlisis de
compuestos fenolicos mas complejos conjugados con acido galico a pH acido
durante la fase gastrointestinal que tiene una duracion mayor que la fase
individual gastrica en la simulacion in vitro, 4 h. versus 2 h. No obstante, en la
fraccion residual para cada simulacién, observamos como el acido galico
muestra concentraciones significativas con respecto a la fraccion bioaccesible,
399.82 + 33.34 ng/g para la fase gastrica, 164.48 £ 70.78 ng/g para la fase
intestinal y 536.94 + 69.91 ng/g para la digestion gastrointestinal y, concluyendo
gue gran parte del acido galico presente en las lias no ha sido liberado de la
matriz, quedando una fraccion residual, que in vivo podria metabolizarse por la
microbiota intestinal hacia nuevos metabolitos como pirogalol y sus conjugados
glucuronidos y sulfatos, para lo que se necesitarian futuras investigaciones en

esta linea (Yang et al., 2020).
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Tabla 5. Contenido (ng/g) de acido galico y sus derivados esterificados tras la simulacion de la digestion intestinal in vitro en muestras de lias.

Analitos (ng/g)

£ . . Galato de Galato de Galato de Galato de Galato de Galato de
Acido galico . . - - - .
metilo etilo propilo butilo octilo dodecilo
Fraccién Bioaccesible
Gastrica 15.91+1.68b 20.11+1.64b 11617.00 + 445.62 a 5.62+1.29a 2190+0.47a 0.29+0.18a 2.21+157a

Gastrointestinal 24453 +66.40a 24.62 + 1.68 ab 20883.77 £6656.32a 11.19+273a 23.23+4.96a 092+0.30a 1.85+0.95a

Intestinal 31.69+2385h 27.10+0.92a 2223591 +£483.99 a 10.25+3.61a 21.86+0.13a 0.15+0.00a 0.98+0.14a

Fraccion Residual

Gaéstrica 399.82 +33.34 ab 27.57+14.96 a 3557.67 £463.34 a 199+133a 9.30+254a 045+0.18a 1.26+0.70a

Gastrointestinal 536.94 £ 69.91 a 47.13+3.87a 6447.70 +571.12 a 2.12+0.93a 891+0,35a 0.27+0.14a 297+1.76a
Intestinal 164.48 +70.78 b 15.00+7.45a 5770.8 £ 1665.24 a 1.19+0.07a 1.93+0,70b 0.20+0.11a 0.30+0.06a

Los datos corresponden a la media + desviacion estandar. Letras diferentes en las columnas (entre diferentes fases: gastrica, intestinal y gastrointestinal) de
cada fraccion (bioaccesible y residual) muestran diferencias significativas (p<0.05) en los distintos subconjuntos de datos por la prueba Tukey para todas las
muestras experimentales.
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Por otro lado, en la fraccidn bioaccessible del acido gélico esterificado con
metanol observamos solo diferencias significativas entre la digestion gastrica e
intestinal, alcanzando valores de 20.11 + 1.64 ng/g, y 27.10 + 0.92 ng/q,
respectivamente, que pueden deberse, por un lado, a la hidrélisis del compuesto
a pH acido y también, a una potencial formacion del éster en la fase intestinal
por accién de las enzimas con actividad lipasa.

Tal y como observamos en la Tabla 5 el galato de etilo es uno de los
componentes mas abundantes en lias tras la simulacion de la digestion,
superando en tres érdenes de magnitud al resto de derivados esterificados,
obteniendo porcentajes de bioaccesibilidad en torno a 900% especificamente
para esta matriz vegetal, si comparamos la abundancia de este compuesto en la
matriz antes de digerir y después de la simulacion de la digestion gastrointestinal
(Figura 13, Tabla 5). Estos resultados estan en consonancia con otros estudios
donde observaron que el acido galico esterificado con etanol se producia en
muestras digeridas de cacao blanco (Theobroma grandiflorum), en comparaciéon

con las muestras no digeridas, donde no fue detectado (Andrade et al., 2022).

Para los demas compuestos esterificados, galatos de propilo (C3), de
butilo (C4), de octilo (C8) y de dodecilo (C12) no observamos diferencias
significativas para cada simulacion digestiva (gastrica, intestinal vy
gastrointestinal) en la fraccion bioaccesible, mostrando cantidades muy
reducidas. Estos resultados sugieren que tanto la longitud de la cadena alquilica
como la estructura quimica de los compuestos esterificados puede influir en su
bioaccesibilidad y retencién durante la digestion in vitro de las muestras de lias.
Asi como, otro de los factores que puede estar influyendo es la abundancia de
las moléculas parentales (acido galico y el correspondiente alcohol para formar

la esterificacion).

Con respecto a los resultados obtenidos del analisis de la fraccidn residual
de la simulacion digestiva, no hubo diferencias entre las fases en relacion a la
cantidad de moléculas esterificadas (p>0.05), a excepcion de galato de butilo
(Tabla 5). Asimismo, el acido galico presentd una reduccion significativa en la
fase intestinal, que podria ser debida a la formacién de esterificaciones con

alcoholes libres y la consecuente formacion de derivados alquilicos (Tabla 5).
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Estos hallazgos estan de acuerdo con estudios anteriores realizados sobre la
evaluacion de la bioaccesibilidad de lipofenoles de hidroxitirosol, moléculas de
hidroxitirosol esterificadas con acidos grasos mono- y poliinsaturados, presentes
en el aceite de oliva virgen extra (Aleman Jiménez et al.,, 2021). En
consecuencia, el estudio realizado en aceite de oliva virgen extra, encontrd que
la bioaccesibilidad de los derivados de hidroxitirosol depende en gran medida
tanto del tipo de &cido graso que esterifica la molécula del &cido fendlico, como
de la matriz alimentaria. Ademas, se observé la generacién de derivados
esterificados de hidroxitirosol durante la digestion intestinal (con pancreatina)
siendo la enzima responsable, en mayor medida, de la formacion de novo de

derivados lipofendlicos.

En relacion a la composicion cuantitativa de acido galico y sus derivados
esterificados en raspon de uva, un subproducto enoldgico infrautilizado, tras la
simulacion in vitro del proceso digestivo (Tabla 6), la fraccion bioaccesible, para
el acido galico se observa que, en la etapa gastrointestinal aumenta (64.32 +
19.06 ng/g) con respecto a las fases individuales (gastrica e intestinal), al igual
qgue ocurria con los otros dos subproductos vitivinicolas analizados. Estas
diferencias indican que el acido galico es mas accesible durante la etapa
gastrointestinal en comparacion con la intestinal al igual que en las muestras de
bagazo y lias tal y como se ha mencionado anteriormente, debido posiblemente

a la formacién de esteres alquilicos en la fase intestinal.

55



Tabla 6. Contenido (ng/g) de acido galico y sus derivados esterificados tras la simulacion de la digestion in vitro en muestras de raspon.

Analitos (ng/g)

Acido galico Gﬂzttﬁode Galato de etilo G;\rlggi)lge Gzﬁltti?ode Galato de octilo %i?;(?i Ic(j) €
Fraccion Bioaccesible
Gastrica 3473+1234a 2.08+1.30a 1029.78 + 777.72 b 3.70+1.75b 15.34+8.82a 0.18+0.054a 3.59+0.72a
Gastrointestinal 64.32+19.06a 1.64+0.68a 3447.69+1273.544ab 10.05+2.22 ab 13.08+2.11a 0.45%0.14a 1.62+0.79a
Intestinal 2477+401a 217+0.78a 5387.83 £112.60 a 21.51+3.84a 11.82+2.07 a 0.18+£0.07a 0.91+0.13a
Fraccion Residual
Géstrica <LOD 0.76 £0.19a 1.12+0.26b 0.20+0.11b 0.37+£0.13b 0.03+0.00a <LOD
Gastrointestinal <LOD 1.27+0.29a 58.31+51.85h 0.42+0.21hb 1.48 +0.56 b 0.10+0.06 a <LOD
Intestinal <LOD 470+1.98a 2850 +413.33a 3.99+0.98a 496+0.43a 0.02+0.01a 0.54+0.12a

Los datos corresponden a la media + desviacion estandar. Letras diferentes en las columnas (entre diferentes fases: gastrica, intestinal y gastrointestinal) de cada fraccion

(bioaccesible y residual) muestran diferencias significativas (p<0.05) en los distintos subconjuntos de datos por la prueba Tukey para todas las muestras experimentales
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En lo que respecta a los derivados esterificados, el galato de etilo mostré
una concentracién notablemente elevada en comparacion con los otros analitos
estudiados en la fraccion bioaccesible. Tanto para este compuesto como para
galato de propilo la concentracion aumenta en gran medida en la fase intestinal,
observandose una concentracion promedio de 5387.83 £ 112.60 ng/g y 21.51
ng/g + 3.84 ng/g, respectivamente (Tabla 6). Estos hallazgos corroboran los
resultados obtenidos por Wang et al.,2022, sugiriendo que los galatos de alquilo
de cadena alquilicas cortas (C3 y C4) pueden actuar favoreciendo la ubicacién
interfacial de las lipasas enzimaticas, contribuyendo a un mayor grado de
hidrdlisis y, por lo tanto, obtener un mayor contenido de los mismos en la fraccion

bioaccesible.

Para los demas derivados esterificados, independientemente de la
longitud de cadena alquilica, se observan concentraciones muy bajas en la
fraccion bioaccessible, dichas cantidades pueden estar viéndose influenciadas
por la composicion quimica de la matriz vegetal, ya que el raspon es una matriz
vegetal muy rica en fibra, polisacaridos y proteinas, entre otros, que pueden estar
interactuando con los compuestos fendlicos, formando complejos y reduciendo
su solubilidad, lo que dificulta su liberacién durante la digestion, y por tanto,

obteniendo cantidades mas reducidas.

Por otro lado, en la fraccion residual del raspdn tras la digestion (Tabla 6),
para el acido galico se observaron concentraciones por debajo del limite de
deteccion (LOD del inglés, ‘limit of detection’) en todas las etapas de la digestion.
A su vez, los demas derivados esterificados mostraron abundancias muy bajas,
gue pueden estar asociadas a la actividad de las enzimas digestivas. Es posible
gue se hayan formado metabolitos mas pequefios y menos detectables, o que
los analitos hayan sido transformados en otros metabolitos o conjugados con

otras moléculas y no se pueden detectar con el método analitico utilizado.
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6. CONCLUSIONES

Segun los objetivos planteados en este estudio, se puede concluir lo

siguiente:

1. Los compuestos mas abundantes en los subproductos de vinificacion
estudiados fueron el &cido galico y el galato de etilo. Segun los resultados de
nuestro estudio, el bagazo es la matriz con mayor contenido en acido galico libre
y las lias representan el subproducto enolégico con mas cantidad de acido galico
esterificado con etanol, por lo que, ambos residuos (bagazo y lias), serian
interesantes fuentes para la obtencion de ingredientes ricos en antioxidantes

hidrofilicos y lipofilicos, respectivamente.

2. Los derivados esterificados del acido galico son bioaccesibles, al ser
extraidos de la matriz vegetal durante la simulacion in vitro de digestion
gastrointestinal. Dicha bioaccesibilidad depende, tanto de la matriz vegetal,
como del tipo de alcohol esterificado al &cido galico, destacando la formacion de
novo de los derivados alquilicos por enzimas con actividad lipasa tras la
simulacién de la fase intestinal. Estos hallazgos, abren la puerta a futuras
investigaciones para desarrollar distintas vias de revalorizacion de los residuos
enologicos y evaluar su funcionalidad como ingredientes bioactivos con un

interés tecnoldgico y bioldgico aplicado a la industria agroalimentaria.
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