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ra aumentar el contenido enddégeno de trans-resveratrol
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forma natural por la vid y otras plantas como medio de \ - ]
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cortos periodos de tiempo (inferiores a 24 horas) en at-
maosfera con muy bajo contenido en O,, permite aumen-
tar de forma importante el contenido endégeno de trans-
resveratrol, con la consiguiente mejora de su resistencia
natural frente a la putrefaccién y el envejecimiento duran-
te el almacenamiento.
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DESCRIPCION

Meétodo para aumentar el contenido endégeno de
trans-resveratrol en uvas mediante tratamientos and-
Xicos cortos.

Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimien-
to para aumentar el contenido endégeno de trans-res-
veratrol en uvas mediante la aplicacion de tratamien-
tos anoxicos cortos. El trans-resveratrol es una mo-
lécula producida de forma natural por la vid y otras
plantas como medio de autodenfensa frente a las in-
fecciones fuingicas, diversos tipos de estrés, productos
quimicos, etc. La aplicacién del tratamiento, caracte-
rizado porque se somete a la uva a cortos periodos de
tiempo (inferiores a 24 horas) en atmésfera con muy
bajo contenido en O,, permite aumentar de forma im-
portante el contenido endégeno de trans-resveratrol,
con la consiguiente mejora de su resistencia natural
frente a la putrefaccion y el envejecimiento durante el
almacenamiento.

Antecedentes

Uno de los principales problemas de la agricultura
moderna son las pérdidas en frutas y verduras duran-
te el almacenamiento posterior a la cosecha, causa-
das principalmente por el ataque de agentes patoge-
nos y su propio envejecimiento natural. Aunque exis-
ten practicas agricolas bien establecidas para la pro-
teccién de los vegetales durante el almacenamiento,
como la utilizacién de pesticidas quimicos o el alma-
cenamiento en atmésfera controlada, las pérdidas des-
pués de la cosecha se sitian en torno al 20% del total
mundial, pudiendo llegar en algunos casos a valores
mucho més elevados. Ademds existe en la actualidad
una gran preocupacioén de los consumidores respec-
to a los riesgos nocivos para la salud y para el medio
ambiente que supone la utilizacién extensiva de pesti-
cidas quimicos. Una nueva estrategia para solucionar
estos problemas consiste en el desarrollo de métodos
para mejorar la resistencia natural de frutas y verdu-
ras mediante la utilizaciéon de las propias moléculas
sintetizadas por las plantas para su defensa, las de-
nominadas “moléculas de defensa”, bien mediante la
aplicacién externa de dichos compuestos o bien me-
diante tratamientos adecuados que permitan aumentar
su contenido endégeno.

En el caso concreto de la uva, su resistencia a las
infecciones fiingicas ha sido explicada mediante di-
versos mecanismos. Entre ellos uno de los mds im-
portantes es la produccién de metabolitos secundarios
que contribuyen de una u otra forma a aumentar la re-
sistencia de las plantas (J.J. Marois et al. Am. J. Enol.
Vitic. 37 (1986) 293; R. Pezet et al. Phytopathol.Z. 11
(1984) 73). Dichos compuestos pueden estar presen-
tes en la planta previamente o bien sintetizarse como
respuesta a la infeccidn (en este caso se denominan
fitoalexinas). En ambos casos, los compuestos secun-
darios mds importantes sintetizados en la vid son de
tipo fendlico, principalmente estilbenos (resveratrol,
piceid, pterostilbeno, e-viniferina, etc.) y flavonoides
(taninos, catechina, epicatechina, quercetina, antocia-
ninos, etc.). Diversos estudios permiten asegurar que
estos compuestos fendlicos en la vid son de gran im-
portancia en el sistema de defensa de la planta fren-
te a las infecciones (véanse por ejemplo, G.H. Dai et
al. Europ. J. Pl. Pathol. 101 (1995) 541; E. Schlosser
Acta Hort. 381 (1994) 615; R. U. Matern et al. Acta
Hort. 381 (1994) 448).
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Recientemente se ha demostrado que la aplicacion
externa de trans-resveratrol a diversas frutas y verdu-
ras permite mejorar la resistencia de las uvas y de
otras frutas y verduras, de forma que mantienen du-
rante un tiempo mayor su calidad durante el almace-
namiento, sin alterar sus propiedades bioquimicas ni
sensoriales (A. Gonzalez Urefia et al. J. Agric. Food
Chem. 51 (2003) 82-89; C. Montero et al. Plant Phys.
131 (2003) 129-138; solicitudes espafiolas de patente
ES2167179 y ES2169704)

Por otra parte, debido a la normativa cada vez mas
restrictiva en cuanto a la utilizacién de productos qui-
micos en frutas y vegetales, se ha estudiado amplia-
mente la utilizacién de tratamientos andxicos cortos
como medio de control de insectos y patégenos des-
pués de la cosecha. Mantener la fruta durante un tiem-
po determinado en atmdsfera con un contenido muy
bajo en O, puede tener efectos beneficiosos, tales co-
mo reducir la tasa respiratoria, inhibir la produccién
y la accién del etileno, reducir la incidencia de varios
trastornos fisolégicos, etc. (D. Ke et al. Postharvest
News Inf. (1992) 31-37). Como ya ha sido demostra-
do, el pretatamiento de frutas y verduras con anoxia
puede retardar su maduracion (S. Lurie et al. Post-
harvest Biol. Technol. (1992) 317-326; E. Pesis et al.
J. Plant Physiol. (1993) 717-721; J.N. Burdon et al.
Ann. Appl. Biol. (1994) 581-587; E. Fallik et al. Post-
harvest Biol. Technol. (2003) 322-236); sin embargo
existe una gran variacion en cuanto a la tolerancia de
cada especie a una atmdésfera con muy bajo contenido
en O,, aunque de forma general dicha tolerancia no es
muy grande y, por lo tanto, los tratamientos andxicos
no deben exceder las 24-48 horas.

En la presente invencién se describe un proce-
dimiento para aumentar el contenido enddégeno de
trans-resveratrol mediante tratamientos an6xicos cor-
tos, preferentemente inferiores a 24 horas. Como se
ha indicado anteriormente, este aumento en el con-
tenido endégeno de resveratrol tendrd efectos benefi-
ciosos en cuanto a la mayor conservacion y tiempo de
durabilidad de la uva. Debe ser bien entendido que la
expresion “efectos beneficiosos en cuanto a la mayor
conservacién y tiempo de durabilidad de la uva”, co-
mo se utiliza en este texto, se refiere explicitamente a
los producidos por el aumento en el contenido endé-
geno de trans-resveratrol en las uvas inducido por el
tratamiento; estos efectos serdn adicionales al proba-
ble retraso en la maduracién producido por el propio
tratamiento andxico, como se ha puesto de manifiesto
en otras frutas y verduras.

Por otra parte, un mayor contendido de resveratrol
en las uvas tendrd un efecto beneficioso en la salud
de los consumidores, ya que se ha demostrado que el
trans-resveratrol presenta actividad preventiva de las
enfermedades cardiovasculares, asi como una impor-
tante actividad quimiopreventiva de la carcinogénesis.
Una informacién mds detallada sobre los beneficios
del trans-resveratrol en la salud humana se puede en-
contrar en: A. Cassidy et al. J. Sci. Food Agric. 80
(2000) 1044-1062; J.B. German et al. Annu. Rev. Nu-
tr. 20 (2000) 561-593; G.Soleas et al. Clinical Bio-
chem. 30 (1997) 91-113.

Descripcion de la invenciéon

Meétodo para aumentar el contenido enddgeno de
trans-resveratrol en uvas mediante tratamientos ané-
xicos cortos.

Para llevar a cabo la presente invencién se han se-
leccionado varios racimos de uva blanca pertenecien-
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tes todos ellos a la misma variedad de uva comprada
y no habiendo sufrido ningin tratamiento de conser-
vacion posterior hasta el momento de realizar el ex-
perimento.

Dichas uvas han sido sometidas a diferentes trata-
mientos de anoxia, en los que se ha variado el periodo
de anoxia del tratamiento. Para ello se han introduci-
do las uvas en una camara estanca (Figura 1) de la que
se evacua el aire, introduciendo posteriormente nitro-
geno seco. Las uvas se mantienen en dicha atmésfera
con un nivel de oxigeno muy bajo durante un tiempo
variable entre 6 y 48 horas. Una vez terminado el tra-
tamiento andxico, se ventea el sistema y se extraen las
uvas.

El efecto del tratamiento andxico en las uvas ha
sido evaluado mediante el andlisis del contenido de
trans-resveratrol en la piel de las uvas antes y después
del tratamiento. La técnica empleada para dicho ana-
lisis es la misma que la que se realiza para el andli-
sis de trans-resveratrol en muestras vegetales median-
te la combinacién de la desorcion ldser con la ioni-
zaciéon multifoténica resonante (generalmente deno-
minada REMPI por sus iniciales en inglés: Resonant
Multiphoton Ionization) y posterior deteccidn por es-
pectrometria de masas de tiempo de vuelo (general-
mente denominada TOFMS por sus iniciales en in-
glés: Time-of-Flight Mass Spectrometry).: C. Monte-
ro et al. Appl. Phys. B (2000) 601-605; J.M. Orea et
al. Anal. Chem. (2001) 5921-5929.

El andlisis del contenido de trans-resveratrol en
la piel de la uva después de los distintos periodos de
anoxia, permiten concluir (véase figura 2) que en las
uvas sometidas a periodos de anoxia de hasta 24 horas
se produce un aumento en el contenido de trans-res-
veratrol como respuesta al estrés; el incremento neto
en el contenido de trans-resveratrol en las uvas por
el tratamiento andxico aumenta con la duracién del
tratamiento, siendo maximo para la muestra someti-
da a un tratamiento andxico de 24 horas, con el que
se llega a triplicar el contenido end6geno de trans-
resveratrol en la piel de la uva antes del tratamiento.
Periodos superiores a 24 horas no solo pueden llegar
a producir el deterioro de la uva y el empeoramiento
de sus propiedades organolépticas, sino que disminu-
ye el incremento neto en el contenido endgeno de
trans-resveratrol en las uvas.

Breve descripcion de las figuras

La invencién se acompaia de una serie de figuras

que con cardcter ilustrativo representan lo siguiente:
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La Figura 1 muestra un esquema del sistema ex-
perimental desarrollado para la realizacién de los tra-
tamientos andxicos para aumentar el contenido endé-
geno de trans-resveratrol en uvas. El sistema consta
esencialmente de una camara estanca (1) con las co-
nexiones y valvulas adecuadas tanto para la extrac-
cion del aire (2) como para la introduccién de un gas
inerte (3). La extraccion del aire se realiza median-
te una bomba rotatoria de vacio (4). El sistema es-
ta provisto igualmente de un sistema de medida (5)
de la presion en el interior de la cdmara para contro-
lar tanto el vacio obtenido mediante la bomba como
la sobrepresion de gas introducida en la cdmara. Por
ultimo, se dispone de una valvula de venteo (6) pa-
ra la evacuacion de los gases del interior de la cdma-
ra.

La Figura 2 muestra los resultados obtenidos en
los andlisis del contenido de trans-resveratrol en la
piel de la uva después de diferentes tiempos de ano-
xia. Los andlisis han sido realizados mediante la com-
binacioén de la desorcidn por ldser con REMPI y pos-
terior deteccion por TOFMS.

Modo de realizacion de la invencion

La presente invencion se ilustra mediante el si-
guiente ejemplo operativo que no pretende ser en nin-
glin caso limitativo de su alcance, el cual viene de-
finido exclusivamente por las reivindicaciones adjun-
tas.

La uva se introduce en un recipiente estanco que
puede ser similar al mostrado en la Figura 1, o cual-
quier otro recipiente de volumen adecuado a la canti-
dad de uva que se quiera tratar y provisto de las cone-
xiones adecuadas para extraccién del aire e introduc-
cién de nitrégeno.

Una vez introducidas las uvas en el recipiente, se
extrae el aire de forma suave, mediante una bomba
rotatoria de poca potencia, hasta una presion inferior
a 1 mbar. A continuacién, sin que entre aire en el re-
cipiente, se rellena dicho recipiente con un gas iner-
te, por ejemplo: nitrégeno seco, hasta que la presion
en el interior del recipiente sea ligeramente superior
a la presién atmosférica, por ejemplo 1,1 bares apro-
ximadamente. Las uvas se mantienen en estas con-
diciones durante un periodo de aproximadamente 24
horas, controlando que durante dicho tiempo se man-
tenga la sobrepresion de nitrégeno en el interior la cé-
mara. Una vez transcurrido dicho periodo de anoxia,
se ventea el sistema y se extraen las uvas.
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REIVINDICACIONES

1. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en la uvas por la aplicacion de un
tratamiento anoéxico caracterizado porque se realiza
en las siguientes etapas:

i. Introduccién de las uvas en un recipiente
estanco, provisto de las conexiones ade-
cuadas para la extraccién de aire e intro-
duccién del gas inerte adecuado.

ii. Extraccién del aire del recipiente median-
te una bomba rotatoria de poca potencia,
hasta una presién inferior a 1 mbar.

iii. Insuflacién de un gas inerte en el interior
del recipiente estanco, hasta que la presion
en su interior sea ligeramente superior a la
atmosférica.

iv. Mantenimiento de las uvas en el interior
del recipiente durante un tiempo, asegu-
rdndose de que se mantiene la sobrepre-
si6n de gas inerte en el interior de dicho
recipiente.

v. Venteo del recipiente y extraccidon las uvas.
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2. Método para aumentar el contenido endé-
geno de trans-resveratrol en la uva por la aplica-
cién de un tratamiento andxico, segun reivindica-
cién 1, caracterizado porque el gas inerte pue-
de ser N,, gases nobles o cualquier gas no reacti-
vo.

3. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en la uva, segin la reivindicacién
anterior, caracterizado porque el gas inerte utilizado
para mantener una atmoésfera de contenido muy bajo
en oxigeno es nitrégeno seco.

4. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en la uva, segtn las reivindicacio-
nes anteriores, caracterizado porque la presién del
gas inerte en el interior de la cdmara durante el tiem-
po de anoxia es de 1,1 bares.

5. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en la uva, segin reivindicacién 1,
caracterizado porque el tiempo de anoxia estd com-
prendido entre 6 y 48 horas.

6. Método para aumentar el contenido endégeno
de trans-resveratrol en la uva, seguin reivindiciacién
anterior, caracterizado porque el periodo de anoxia
es de 24 horas.
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