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1.1.- JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El presente trabgjo ha sido desarrollado dentro de la nueva linea de
investigadon acometida por la Unidad de Laseres y Haces Moleaulares del
Ingtituto Pluridisciplinar, con el desarrollo y optimizaddn dce témicas de
espedroscopia laser aplicadas al campo del andlisis quimico medioambiental y
de dimentos. Son oljetivos prioritarios de esta linea investigadora d estudio,
desarrollo y oggimizadon ke los procesos de interacdon entre laradiadén laser y
la materia, asi como ura incesante blusqueda de alicadones que puedan

derivarse de dichos procesos.

El andlisis quimico de sustancias traza ontenidas tanto en muestras
solidas como en disoluciones planteauna serie de problemas de dificil solucién
mediante las témicas cornvencionales de andisis, espedalmente en lo gque
concierne a tiempo de andlisis, costes, sensibilidad, seledividad, predsion,
reproduwcibili dad, etc. Estos purtos n de mayor importancia en € caso del
andlisis quimico de moléaulas organicas en ali mentos, debido entre otros fadores
a gran numero de los compuestos y de sus productos de degradaddn presentes
en la muestra. Este hecho, sumado a bago nivel de la mncentraddén ce los

analitos, genera gran complgjidad en las matrices a anali zar.

En muchas regiones del globo terraqueo las frutas y verduras lo pueden
crece y conservarse de forma natural durante un pequefio periodo e tiempo,
mientras que la demanda sobre las mismas £ extiende alo largo de todo €l afo.
Debido a este hedo, en muchas ocasiones frutas y verduras deben ser
amacenadas por largos periodacs de tiempo antes de ser puestas en el mercado, lo
cua implica onsiderables pérdidas debido a atague de ajentes patdgencs asi
como a la maduradon retural de frutas y verduras. En las uvas por g emplo, €
principal agente patdgeno es la Botrytis Cinerea, causante del conccido moho

gris W La fase més destructiva de este proceso es la infecaon ce la planta
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cuandod fruto ya estd maduro, lo cual puede ocurrir tanto en € campo como en

el periodo ce dmacenamiento.

Estos problemas requieren e planteaniento de estrategias que reduzcan €
deterioro de frutas y verduras aumentando la resistencia natural de la fruta a
través de sus propios metabalit os antifingicos. Dos lineas claras de trabajo serian
la glicaddn exdgena de pesticidas naturales y e enriqguedamiento de la
concentraddn enddgena de dichos compuestos en |os cultivos 24 por |o tanto,
para lograr estos objetivos ® requiere d desarrollo de témicas andliticas que
permitan la identificadon de estos compuestos resporsables de produwcir la
respuesta inmundogica natural en las plantas, deduciendo a su vez los

mecanismos utili zados para producir dicha respuesta.

De entre los posibles mecanismos por |os cuales la planta se defiende de la
inffecddn fungica para d caso concreto de la vid, e méas importante e la
prodwccon ce fitoaexinas derivadas del estilbeno . La wmparadén
cuantitativa entre dichas fitoalexinas hace destaca a una de dlas como la
principal responsable de la respuesta inmundogica, € tran-resveratrol. El trans-
resveratrol o 3, 5, 4'- trihydroxiestil beno es acumulado en | as partes lefiosas de la
vid, las hgas y la piel de las uvas como respuesta ala infecdaon fungica de
diversos patégenos, o hien pa la etimuladon e la planta tras irradicion

6.7 Desde que se pubico la acidn

ultravioleta o tratamientos quimicos
elicitadora del trans-resveratrol por parte de la Botrytis en la vid 8 han sido
muchos los estudios llevados a cdo, su mayoria in vitro, para describir la
interaddn entre & horgo y la planta 'y de forma indireda obtener una via para

aumentar laresistenciade lavid frente a stey otros patdgenos ¢ ° 12,

En ura breve revision ce los métodas analiticos empleados en el andlisis
de esta fitoalexina, los primeros estudios redizados para la determinadon dce

trans-resveratrol empleaban la Cromatografia de Gases (GC), utilizando bs
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(trimetilsilano) trifluoracdamida para amentar su volatizadon. Pese a
proparcionar limites de detecdon pa debgo de las ppm, los procesos de
extracdaon y cerivadon requieren mucho tiempo y provocan en muchas casos la
isomerizadon el trans-resveratrol en cis-resveratrol. La aomatografia liquida de
ata resolucion (HPLC) es en la adualidad e méodo mas empleado para d
andlisis cuantitativo de trans-resveratrol, sin embargo esta témica requiere de

etapas previas de extracdon antes de la separadon en el cromatografo.

La dedroforesis cepilar (CE) es una témica relativamente redente y
representa un método alternativo a los anteriormente mencionados aungue la gran
complgjidad de los cromatogramas para d andlisis de dimentos hace necesaria,
a igua que en e método anterior, la glicadon de procesos de extracddn tales
como extracdon liquido-liquido (L-L), la extracdaon en fase solida (SPE) o la
extracdaon pa fluido supercritico (SFE). No existe en cualquier caso unconsenso
sobre aual de los métodos mencionados, y que mas adelante estudiaremos con
mayor detenimiento, es € méas adeauado para la determinadon cuantitiva de

trans-resveratrol.

La espedrometria de masas es ampliamente usada en nuestros dias para
redizar laidentificacion de estos compuestos no volatiles, la dificultad para esta
témicaradica en lavaporizaddn e dichas compuestos antes de ser introducidos
en el analizador. Son muchas las témicas que, como mas adelante veremos,

tratan de solventar este problema {**

, aungle en todas ellas £ produwce la
vaporizadon e ionizaddn moleaular conjuntamente por 1o que ambas etapas no
pueden ser optimizadas de forma independiente, lo cual se hace gpedamente
necesario cuando se trata del andlisis de sustancias térmicamente |&bil es como es

el trans-resveratrol.

Para superar estas limitadones £ ha desarrollado unmétodo que permite

el andlisis rapido, diredo y con gran sensibilidad de compuestos no volatil es,
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basado en la desorcion laser (LD) acmplada mn la espedroscopia de ionizadon
multifotonica resonante (REMPI) y la espedrometria de masas por tiempo e
vuelo (TOFMS), centrdndona basicamente y par las razones anteriormente

descritas en €l andlisis de trans-resveratrol.

La desorcion laser posibilita la vaporizadén de moléaulas térmicamente
l&biles $n necesidad de procesos previos de extracdon o separadon e muestra.
La ionizadon REMPI permite la ionizaddn altamente selediva y eficaz de un
analito en uramatriz complegja. La espedrometria de masas posibilita el andlisis
simultaneo de dta resolucion de compuestos de distinta masa una misma matriz.
En su conjunto laLD + REMPI + TOFMS se perfila como ura témicauniversal

para d andlisis diredo de trazas en matrices complgjas.

El trabgjo desarrollado en esta tesis doctoral se plantea por lo tanto dcs

objetivos generales:

i.- El desarrollo y puesta apunto de métodas para la detecdadn en tiempo red,
mediante témicas laser, de las distintas moléaulas produwcidas por las plantas
como respuesta a @resiones externas como el estrés, las infecdones fungicas,
etc. Latémicadesarrollada es la desorcion laser acmplada ala espedroscopia de
ionizaddn resonante y posterior detecddn pa espedrometria de masas por

tiempo de vuel o, aplicada para los compuestos no vol étil es.

ii.- Aplicaddn e estos pesticidas naturales y/o mejora de la cncentradon
enddyena de dichos compuestos, con la mnsiguiente megjora de la resistencia

natural de las plantas.

La importancia de esta tesis radica no sélo en los innegables beneficios
eandamicos que puede producir (en alguncs cultivos las pérdidas por deterioro

durante @ amacenamiento puede llegar hasta @ 30% de la msecha) ' sino
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también, en el valor afiadido que supore obtener vegetales mas saludables.
Ademéas es necesario tener en cuenta los beneficios que, de @nseguir los
objetivos propuestos, se lograran desde d purto de vista medioambiental y para
lasalud pubica

Desde d purto de vista de la protecadn medioambiental, es indudible que
la mejora de la resistencia de los vegetales, mediante la propia generadon
enddgena de pesticidas naturales es la mejor estrategia para la disminucion el
uso de fertilizantes y pesticidas sntéticos en la produccon agricola, con la
consiguiente disminuciéon del impado ambiental de estos compuestos. Dicha
disminucion es una de las mayores preocupadones de la Politica Agricola

Comun, reflejada en lalegisladén en vigor.

Por dltimo debemos Efiaar el importante dedo que tendria sobre la saltd
pudica la nseaucion e produwctos naturalmente enriqueddos en trans
resveratrol, uno ck los pesticidas naturales que hemos estudiado. Como se detalla
mas adelante, se ha demostrado gLe este ammpuesto presenta deaos beneficiosos
en la prevencién ce enfermedades cardiovasculares, asi como una importante

adividad gumiopreventiva de la cacinogénesis.
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1.2.- ANTECEDENTESBIBLIOGRAFICOS.

e PESTICIDASNATURALES

El control y la mejora de la cdidad de los alimentos que conNsUMimMos es
una de las mayores preocupadones de nuestra sociedad. Para respondcer a esta
preocupadon es necesario pensar en estrategias que hagan a las plantas
nutricionalmente mejores para d consumo humano y e sean a su vez mas

resistentes a plagas e imprevistos medioambiental es.

Durante d&ios ® ha pditizado € término “pérdidas de ailtivo’, por
gemplo en 1960se estimaba que las pérdidas de producddn en cultivos debidas
a plagas fue de un 35%, y en 1999€l porcentgje @a exadamente d mismo. A
priori podria pensarse que en 39 afnos de desarrollo no se ha avanzado reda 18
Este agumento ha sido esgrimido pa los detradores del desarrollo de estrategias
encaminadas al disefio de nuevos pesticidas o la manipuladon genética on €l fin
de mejorar los cultivos; sin embargo, esas pérdidas de aultivos no contemplan €l
aumento de producdén qie @ desarrollo de plantas mas resistentes ha logrado en
ciertas cosedhas (arroz, maiz, trigo, etc.,) asi como el aprovechamiento de suelos
gue aites € @nsiderarian valdios. Por todo ello seria mas corredo emplea €l
término pérdidas de alltivo cuando se hable de las pérdidas en los cultivos
durante su periodo e dmacenamiento y transporte hasta los consumidores. Los
estudios redizados por la FAO muestran que dichas pérdidas presentan gran

variabilidad (de 0 a 100%) en funcidon cel paisy €l cultivo selecdonado.

Se define owmo PHM (Plant Hedth Management) ala dencia que estudia
los procesos y fadores implicados en el desarrollo de la salud ¢k las plantas t2)
tratando de generar las estrategias necesarias que lo pasibiliten. Con € fin de

afrontar esta meta, se han dado desde los dltimos 100 afios y de manera
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simultanea watro grandes lineas de trabajo. Estas n (a) € uso de semill as de
ata purezay cdidad, (b) optimizaddn de los suelos cultivadaos, (¢) riego de los
cultivos con agua limpia de dta cdidad y (d) optimizaddn ce pradicas agricolas,

y reforzamiento de los cultivos frente alas agresiones externas traidas por €l aire.

El desarrollo y aplicaddn ke pesticidas es una de las principales lineas de
aduadon para frenar €l ataque de agentes patdégenos, asi como la manipuladén
genética de plantas para incrementar su resistencia adicho ataque. EI conjunto de
estratégias encamindas al control biologico de plagas y epidemias &£ @noce
generalmente por sus sglas en inglés IPM (Integrated Pest Management) 9.
Este término (IPM) fue usado pa primera vez @n unsentido entomoldgico pa
R.F. Smith y R Van den Bosch en 1967'*?, y estaba basado asu vez en el de IC
(integrated control) introducido pa Stern y aros entomologos de la Universidad
Berkeley en California en 1959, Las estratégias desarroll adas en esa primera
época se enfocaban prioritariamente en frenar las pérdidas de la wseda
provocadas por insedos y en conseauencia se basaban principalmente en €
desarrollo de insedicidas eficaces minimizando su impado pasterior sobre d

medio ambiente y la salud humana.

Con el paso del tiempo e término IPM se ha transformado en el de EBPM
(Ecologicdly Based Pest Management) 1'% en cuyo concepto se han ido
recgiendo dras estrategias hasta llegar en la ad¢ualidad a integrar € control de
plagas (insedos, virus, horgos, etc.,) mediante la combinadon de herramientas
bioldgicas, fisicas, quimicas y culturales en aras de minimizar los costes
emndminecs de produccion agricola asi como los riesgos para la salud y el medio

ambiente.

La dedividad de las estrategias elegidas para € control de plagas depende

de multiples fadores y Unicamente la integraddn de todos €ellos en ura Unica
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estrategia global obtendrd cmo resultado la minimizadon ce las pérdidas de las

cosedas.

Dada la resistencia alquirida que muestran muchas espedes patdgenas
como respuesta a los pesticidas sntéticos, una de las liness aduales de
investigadon contempladas dentro de la nueva evolucion el IPM es la
caaderizaddn ce los comporentes adivos en la planta resporsables de prodicir
la respuesta inmunddgicafrente a @resiones externas. MUlti ples investigadones
muestran cada vez mayores evidencias de la dicitaddn ce la defensa adiva de
las plantas como resultado del reconacimiento de agentes patdgenos a través de
interacdones proteina—proteina entre la planta 'y el patdgeno. Del mismo modola
destrucaon ¢k la estructura terciaria y cuaternaria de estas proteinas provoca la

desaparicion ce su adividad elicitadora 2%,

Cuando ura planta e infedada por un agente patégeno la primera
respuesta esta locdizada en las cdulas que entran en contado con dcho agente.
Estas cdulas, en proximidad con el patégeno, reconacen su estructura 0 como en
el caso de virus algunas de las moléaulas fundamentales para d desarrollo de la
adividad virica La respuesta primaria més freauente de la planta es la reac¢dn
por neaosis en la que las cdulas infedadas por € agente patbgeno mueren,
fenomeno conacido como PCD (Programed Cell Deah). Otra respuesta,
conacida cmo respuesta seaundaria, se da en las cdulas adyacentes a la cédula
infedada, reaoncaciendolas moléaulas difunddas desde la cdula primaria dacala
y produwcidas en lainteracdon primaria. Estas moléaulas que dertan alas cdulas
adyacentes de la infecdén redben e nombre de moléaulas elicitadoras 2> %2, E
tercer tipo ke respuesta defensiva es la asociada n ura resistencia alqurida

sistémicamente einduwida hormonalmente en la planta %3

, y através de la aia
la planta forma compuestos (fitoalexinas) que trataran de frenar la adividad

patogena.
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Estas vias de defensa implican que las cdulas de las plantas poseen
sistemas permanentes de vigilancia, alojados en dstintas partes de la céula,
cgpaces de detedar los estimulos generados por el agente patdgeno €licitando e

este modola respuesta defensiva en la planta {24,

Muchas plantas producen metabdlitos <saundarios con funciones
antifingicas, entendiendo como metabadlito seaundario aguel que no estad
involucrado en las reaccones metabdlicas vitales para la planta (metabolismo
primario o0 pincipal). Estos compuestos antifiingicos pueden encontrarse en
plantas saludables que no han sufrido infecadn patégena dguna, acduando como
mecanismo de barrera frente alas mismasy redbiendo en este cao € nombre de
fitoancipinas. En adras ocasiones los metabalitos saundarios antifungicos on
sintetizados en respuesta d atédque patdégeno con € fin de cesar su invasion y

redbiendoen este cao & nombre de fitoalexinas (2%

En generd las fitodexinas podian definirse @mo moléaulas
antimicrobianas de bao peso moleaular aaumuladas en las plantas como
resultado de una infecaon patdgena o haber sido sometidas a @ndciones de
estrés 2% Los primeros estudios bre fitoaexinas £ remontan a los afos 40,
cuandoMdiller y Borger 2% demostraron gLe teji dos de tubérculos que no pseen
sustancias espedficas de defensa frente a derto tipo de hongos (Phytophthora
infestans), desarrollan sustancias de actdn no espedfica (fitoalexinas) que
inhibian e creamiento de dichos horgos y protegian los tejidos frente anuevas

infecdones de horgos del tipo ce la Phytophthora.

Existen varios métodos de evaluar la actdn y popiedades de las
fitoalexinas en €l sistema defensivo de la planta. Una de dlas sriala aeaddn ce
plantas mediante modificaddn genética que no podwzcan ura fitoalexina en
concreto y comparar la respuesta defensiva de estas plantas con aquell as que no

{28}

han sido modificadas genéticamente *“~. Esta via de etudio es en genera

10
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complgga ya que las plantas suelen pdenciar otros sstemas defensivos
enmascarando asi en cierta medida la ac@dn atribuible ala presencia de la
fitoalexina. Otra manera de evaluar este potencial defensivo seriala de manipular
genéticamente la planta para que sobreproduzca fitoalexinas y comparar su
comportamiento con € de las plantas no ateradas cuando son inoculadas con un
agente patdgeno 2% gin embargo estas dos vias de estudio no estan exentas de
riesgos dada la posibilidad de las plantas generen nuwevas vias de sintesis para

compuestos no esperados a priori tras haber sido modificadas genéticamente.

Otra de las maneras de evaluar la dicada de una fitoalexina es la probar
su acdon in vitro frente a un agente patdgeno en un medio que propicie su
creamiento. De esta manera se evitan riesgos como los ya mencionados y puede
asu vez evaluarse la contribucidn aislada de la fitoalexina en cuestion al sistema

defensivo de la planta.

Se desconocen aun los mecaiismos espedficos a través de los cuales las
fitoalexinas llegan a pardiza a agente patdgeno e infeda un tegjido, sin
embargo son multiples las evidencias de su acdén antifungica tales como: su
glicitadon tras la infecaon del patdégeno, su rapida aamimuladon en los tejidos
inffedados y € freno ke la adividad patégena tras s €elicitaddn en ensayos in
vivo e in vitro. Otra evidencia dara es el aumento de la resistencia de la planta a
infecdones fungicas tras haberla sometido a condciones de estrés que dicitan la
produccon e fitoalexinas. Estudiaremos mas adelante procesos para d caso

concreto del trans-resveratrol cuyo carader fitoalexinico hasido demostrado.

Este cadder antifungico convierte alas fitoalexinas en candidatos idoneos
como pesticidas naturales. Ya se menciond la importancia del desarrollo de
pesticidas naturales como ura de las estrategias para frenar las pérdidas en los
cultivos. Cada vez méds un mayor nimero de espedes patdgenas desarrollan

inmunidad a los pesticidas sntéticos. S unimos este hedho a la toxicidad de

11
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dichos pesticidas y a los largos tiempos necesarios para su degradadon, €l
desarroll o de pesticidas naturales s perfila cmo una solucion alternativa atodcs

estos problemas.

No debe olvidarse que un compuesto natural no tiene por que estar exento
de riesgos toxicologicos para € ser humano, ya que los mayores venenos n
productos naturales producidos por plantas o animales. Sin embargo, para
algunas fitoalexinas como el trans-resveratrol no solo se ha demostrado la
ausencia de caader tOxico sino que presenta grandes beneficios para la salud
como mas adelante estudiaremos en el apartado e estatesis que se dedica a ste

compuesto.

En resumen las lineas de investigaddn a desarrollar para la obtencion de
pesticidas naturales eficaces n: por un lado hellar las condciones 6ptimas de
credmiento en los cultivos que favorecen la produwcddn e metabadlitos
seaundarios que posean carader antifingico, y par otro explorar la dicada de la
aplicadon exégena de las fitoalexinas en los cultivos para de este modo aumentar

Su resistencia.

12
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e LOSCOMPUESTOSESTUDIADOS.

El Resveratrol.

El resveratrol es un compuesto fendlico derivado cel estilbeno (3,5,4' -
trihidroxiestilbeno) que presenta los isdbmeros cis y trans, representados en la

siguiente figura:

HO
OH
HJ HO HO
Trans-resveratrol Cis-resveratrol

Figura 11 -. Formula estructural de los isdbmeros transy ds- resveratrol (masa

moleaular 228 um.a).

Se dispore mmerciamente del isomero trans (Sigma-Aldrich, 99%).
Como dros compuestos de esta familia, € resveratrol se produce de forma

natural en unamplio nimero de famili as vegetales, encontrandose ampliamente

{30}

distribuido tanto en gimnospermas como en dcotiledéreas . El trans-

resveratrol se ha encontrado en 72 espedes vegetales (distribuidas en 31 géneros
y 12 famili as), algunas de las cuales constituyen productos empleados en la dieta

{3%.32 4 |as moras. En 1976'® se descubrio la

humana, como los cacduetes
existencia de este @mpuesto en la vid, Vitis vinifera, comprobandcse
posteriormente que su sintesis « produce principalmente en la piel de las uvasy

en muy beja mncentradén en el resto del fruto 1339,

13
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Paratratar de ubicar el trans-resveratrol a nivel cdular en las plantas, debe
considerarse en primer lugar cOmo y pa qué se genera esta moléaula. El
metabolismo intermediario puede definirse como la suma total de todas las
reacgones enzimaticas que tienen lugar en la cdula®@, Las funciones de dicho
metabolismo serian cuatro: 1) la obtencién de energia quimica de las moléaulas
combustibles 0 de la luz solar absorbida, 2) la onversion de los principios
nutriti vos exdgenas en sill ares de mnstruccon o peaursores de los componrentes
maaomoleaulares de la céula, 3) € ensamblaje de estos materiales para formar
proteinas, addos nucleicos, lipidos y otros comporentes cdulares, y 4) la
formadon y degradaddn ce de las biomoléaulas necesarias para las funciones
espedalizadas de las cdulas. Pueden espedficase ademas 2 fases claramente
diferenciadas del metabalismo, por unladolafase en la que intervienen todas los
procesos degradativos y que es conacida como caabadismo y pa otro lado la
fase contructiva o hiosintetica del metabolismo conccida como anabadlismo. De
esta definicion pede deducirse que d trans-resveratrol es un anabalito generado
en las cdulas de las plantas con € objeto de aumplir una misién espedfica, ser
un pesticida natural a través del cud y junto con dros anabdlitos defiendan ala

planta de ayresiones externas.

Para d caso concreto de las uvas redentemente se ha estudiadoin vivo que
el contenido ke trans-resveratrol es mayor en la planta aiando surgen los
primeros brotes y alcanza su maximo de dmacenamiento en € periodo
comprendido entre la 12 y la 5 semana después de la floradén, deaedendo
rapidamente apartir de la 107 semana®”, para ser pradicamente nulo al final de
su maduradon 28 3% Una vez recledada la uva, durante su almacenamiento en
frio se ha observado como la mayoria de los derivados pali fendli cos presenta una

concentradon constante 4%

mientras que los compuestos derivados del trans-
resveratrol incrementan su concentradon a groximadamente d dobe de la

inicial.
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Diversos estudios demuestran e caader fitoalexinico del trans
resveratrol, es dedr su producddn se genera cmo respuesta de la planta alas
condciones ambientales 0 a determinadas infecdones fungicas, como la Botrytis

{12, 41 - 43 48 "|a Phomopsis Viticola " o la

Cinerea , la Plasmopara Viticola
Rhizopus Stonifer ©*# . Lainfecddn celos tejidas por parte de la Botrytis provoca
la dimerizadon del trans-resveratrol, oxidandose y formando dros anabalitos
seaundarios como € trans-dehidromero, e leadhind F y e Palidd 4,

metabalit os todcs €ll os con cgpaddad antifungica

Se han investigado dra serie de mecanismos quimico-fisicos para producir
dicha dicitadon. Entre los mecanismos quimicos destacan los tratamientos con
sales como el tricloruro de Aluminio (AICI3) *® o con Ozono(0s) 19 y entre los
fisicos los tratamientos por expasicion ce la planta aluz ultravioleta. Hasta d
momento los tratamientos més efedivos on los de irradiadon ce las uvas con
luz ultravioleta UVC y UVB " 40 %0 58 " jlegandose a incrementar  la
concentradén dl trans-resveratrol y sus derivados desde 2 *% y 7152 veces més
que la inicial en was, y hasta 200 ©*® veces en hdgas. Los tratamientos por
irradiadon con laseres pulsados Dlo se han aplicado hasta d momento en was,

conseguido elicitar 11 veces la concentradoninicia de trans-resveratrol 53

Un estudio de la glicadon de luz ultravioleta (4-8 haas) en was
remledadas en dferentes ®manas después de producirse la floradon 37
muestra amo en was remledadas entre la 1-5 semana se produce un maximo en
la dicitaddn del trans-resveratrol 24-48 haas después de la irradiad dn, mientras
gue para las uvas remledadas después de la semana 16 no se registra ningun
aumento significaivo del trans-resveratrol ni siquiera 72 haas después de la

irradiadon.

Aungle d metabdismo intermediario comprende a cetenares de

reactones diferentes, las rutas centraes metabdicas N ndablemente
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semejantes en la mayor parte de las formas de vida, por o que se ha tratado ce
trasladar con éxito la dicitadon ddl trans-resveratrol en las uvas por irradiadén

de luz ultravioleta aotros cultivos como pa gemplo la patata{54}

, registrandose
resultados smilares en los que se observa la mayor aaumuladén ce trans-
resveratrol en torno alos 2 dias después de lairradiadon, deaedendoa partir de
ese momento. La manera de trasladar este caader fitoalexinico a otros cultivos
es mediante d aislamiento del gen resporsable de la garicion del trans
resveratrol en cepas de vitis vinifera y su paosterior injertadén en atros cultivos
como kiwis ©*¥ o tomates *®; posteriormente estos cultivos presentan la

elicitadon del trans-resveratrol cuando son atacalos por la Botrytis Cinerea.

La oncentraddn ck trans-resveratrol en la piel de la uva depende como se
ha visto de diversos fadores, y que se ven reflgjados principalmente en: la
variedad de uva alltivada, la dimatologia, € tipo ce tierra en la que ha aeddo,
la gocade reclecddn, etc; como puede goredarse en la Figura 1.2 en general

dicha mncentradénvaria etre 1y 15ug/g °¢°%,

Puede observarse cmo la cncentradon media en was blancas y rosadas
(4,1 y 3,9 ppm respedivamente) son muy similares por lo podemos deducir que

éste no es uno e los fadores de mayor peso.

Un nimero reducido de autores encuentran valores superiores para la

concentraddn ck trans-resveratrol en piel de uva. En uno @ los casos < registran

valores que varfan entre los 9 y 78 ug/g *%

(65

y en dro los valores obtenidos

varian entrelos 30a 170 ug/g
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Figura 1.2 -. Contenido de trans-resveratrol en uvas blancas y rojas.
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Estas diferencias en la @ncentraadn e transresveratrol se hacen
notables incluso cuando se trata de asedchas remledadas € mismo afio como asi
muestra la Figura 1.3 donck se expore la cncentradon de trans-resveratrol para

distintas variedades de uva recledas en 19947,

El contenido ce trans-resveratrol hallado en las hojas de vid es ain mayor
gue d encontrado en la piel de la uva oscilando ¢ forma general entre las 50 y
400 ppn %,

Debido a la presencia de trans-resveratrol en la piel de las uvas, se ha
detedado igualmente la existencia de este compuesto en aquellos vinos cuya
fermentadén se ha producido con el hollejo °7 ~ °%. Los diversos estudios
redizados (3> ® - 7@ myestran que la @ncentradén es mayor en 1os vinos
tintos (entre 1.5 y 3mg/L), y menor en blancos y rosados debido principal mente
alos procesos de vinificadon empleados y no a que la uva de la que se obtienen

seablancao rosada.

A diferencia de en la vid, en la que sOlo se encuentra d isomero trans, en €l
vino aparecen ambos isdmeros {2 " El contenido de resveratrol en vinos, asf
como la reladon entre anbos isdmeros, depende, ademés de los fadores
anteriormente dtados, de las pradicas enddgicas empleadas, variando e forma

importante de una msedha aotra (%% 7° 727473

S0lo se observan contenidos smilares de trans-resveratrol para d caso de

vinos que partiendo de un mismo tipo ¢k uva pocedan de una misma region y

ademés hayan sido recledtados en unmismo afio {073,
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Figura 1.3 -. Contenido de trans-resveratrol en diferentes tipos de uvas de 1994.
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El principal interés analitico del trans-resveratrol, ademas de por ser una
fitoalexina n un ato pdencia como pesticida natural, radica en las
propiedades beneficiosas para la salud qle presenta, espedalmente d isomero
trans que es el que ha sido més estudiado. Los primeros estudios redizados {"® 7?
mostraron la adividad fisiolégica de plantas poligonacea que rtienen este
compuesto y son tili zadas en China y la India "® como remedio tradicional
antifungico, antibaderiano y antiinflamatorio. En estudios epidemiol 6gicos mas
redentes £ sugirié la reladon entre & consumo moderado ¢k vino y la
prevencion ce enfermedades cardiovasculares, demostrandose d efedo de dicho
consumo en la disminucién ce la mortalidad pa enfermedades coronarias 9.
Este dedo es mayor en €l vino qle en aras bebidas alcohdicas, sugiriéndose
gue dicho efedo estaba caisado principalmente por la presencia de derivados

fendli cos procedentes de la uva, entre los que se encuentra d trans-resveratrol.

Los diferentes estudios redizados han demostrado gLe € trans-resveratrol
inhibe la ayregadén plaguetaria 8% 8% protege d higado e la peroxidadén
lipidica {"® 83 e inhibe la oxidadén y modua @ metaboismo de las
lipoproteinas de baja densidad ®¥, fadores todos ellos reladonados con la

prevencion ce las enfermedades cardiovascul ares.

Por otra pate ha sido ampliamente demostrada la adividad
guimiopreventiva del trans-resveratrol en ensayos que representan las tres fases
principales de la cacinogénesis quimica la iniciadén, la promocion y la
progresion ¥+ 8 Aunque la adividad fisiolégica del cis-resveratrol ha sido
descrita sdlo en ura ocasion, se demostré que inhibia la adividad kinasa, fador

igualmente reladonado con la aaricion dl cancer 8%,
Estos datos experimentales, junto con los estudios epidemioldgicos

redizados, sugieren que d trans-resveratrol, constituyente natural coman en la

dieta humana, puede @ntribuir a descenso de la incidencia de enfermedades
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cardiovasculares y disminuir el riesgo de cacinogénesis *%. Surgen desde este
purto de vista estudios encaminados a incrementar la bioasimiladon del trans-
resveratrol asi como de aumentar la produccion retural de dicho compuesto; asi
por gemplo se sabe que la presencia de flavonades naturales evita la sulfatadon
hepética del trans-resveratrol o cual aumenta la cgaddad de organismo pera
absorberlo en el torrente sanguineo 7.

La Quercitrina.

La quercitrina (3, 3,4, 5, 7 — Pentahidroxiflavona 3-L ramnopranoxido)
es un compuesto fendlico pertenedente d grupo ck los flavonades, los cuales
estan presentes en las plantasy se les atribuyen acdones farmaool 0gicas a aduar
como antipiréticos, analgésicos y antii nflamatorios * y acdones antioxidantes
a inhibir en ensayos in vitro la peroxidadon ce los lipidos y las enzimas
lipooxigenasas ¥, Aproximadamente 4000 flavonddes diferentes han sido
identificados en la naturalezg clasificandose en base asu estructura quimica en

flavondes, catequinas, flavonores, antocianinos e isoflavonades.

Figura 14 -. Formula estructural de la moléaula de quercitrina (masa moleaular
448 um.a).
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La quercitrina, flavond presente en muchas hortalizas y frutas, sobre todo

{90}

en cebadla, tomate, uvas y sus derivados como e vino *°, ha mostrado ura

fuerte adividad antioxidante en estudios redizados in vitro para enfermedades

coronarias (%193,

Los bioflavonddes ©n muy importantes parala salud humana % °?, pero
desafortunadamente para ¢ hombre no pueden ser sintetizados por e cuerpo

humano y en conseauencia han de ser suministrados mediante la dieta.

La quercitrina presenta gran cgpaddad antioxidante gerciendo control
sobre los radicdes libres, a igual que lo hacesu preaursor presente en wasy
vinos 1% °% |a Quercetina (3, 3',4', 5, 7 — Pentahidroxiflavona) , cuyos efedtos
beneficiosos para la salud han sido ampliamente demostrados en € tratamiento

del cancer debido también a sus propiedades altamente antioxidantes °2.

En las frutas, e principa flavonade presente e la quercitring,

encontrandose un alto contenido en manzanas (36 mg/Kg.) 89,

Al igua que otros flavonades, la quercitrina posee la propiedad de
mejorar lesiones en cdulas renales. Ademas inhibe herpes smples como los
virus tipo 1 (HSV-1), y adeno virus tipo 3 (ADV3) en cdulas 1%, Y sus
propiedades £ hacen mas manifiestas en los organismos vivos cuando adua de
forma aslada de otros flavonades.

El Licopeno.
El licopeno (y,y-caoteno) es un carotenoide insaturado ¢k estructura
abierta que imparte d color rojo alos tomates, la guayaba, el meldén e aguao las

uvas rosadas entre otros ali mentos.
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Figura 1 5 -. Formula estructural de la moléaula de licopeno (masa moleaular
537 um.a).

Los carotenoides * ** son largas moléaulas padlii soprencides que poseen
doldes enlaces conjugados; cada extremo de la moléaula ntiene un anillo de
ciclohexeno sustituido insaturado. Existen dcs clases principales de pigmentos
caotenoides en los cloroplastos vegetales, los carotencs, que son hidrocarburos
isoprenoides y no contienen oxigeno, y las xantofil as, que son muy semejantes en

Su estructura pero contienen oxigeno en sus anill os terminales.

La funcion grincipal del licopeno en frutas y vegetales es la de “pigmento
accesorio” proparcionando la funcion fotosintética ala planta d ser utilizado
como receotor de energia luminica Después de @sorber la energia luminosa, €l
licopeno debe transferirla cmo energia de excitaddn alas moléaulas de dorofila

de laplanta e cuestion antes de que pueda utili zarse para la fotosintesis * 2%,

La presencia mayoritaria del licopeno se produce e los tomates; a pesar
de su pronta introduccon en Europa (en Espafia en 1523, en los primeros
momentos esta hortaliza no fue @mnsumida, a pensar que podia ser venenosa;
sin embargo, era utilizada cn fines ornamentales y medicinales. No fue hasta d
siglo XV Il cuando comenzé a utilizarse como alimento; en la adualidad, esta
hortaliza ha pasado a ser la més consumida por las familias europeas, debido
principalmente asu alto contenido en vitaminas.
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El tomate, pertenedente d género Lycopersicon esculentum, de la familia
de las lanacea, es un cultivo gque dia adia alquere mayor importancia en €l
escgparate del comercio mundal; segunla FAQ, es la hortaliza més cultivada del
munda Es una hortaliza que ha dcanzado ura variedad de tipos muy extensa,
por aspedo exterior y por caraderisticas interiores, por su destinadon final (en
fresco o para procesado industrial), etc. Asi mismo, las preferencias por un tipo

determinado son muy variadas en funcion del pais, uso a que se destina, etc.

Durante @ lll Congreso Munda de las Indwstrias Conservadoras de
Tomate, que se cdebro redentemente en Pamplona, la d@encion gird alrededor de
una palabra dave: €l licopeno.

El licopeno es un pobado antioxidante que disminuye € riesgo de
defuncion pa céncer. En @ cuerpo humano, € licopeno es depositado en €l
higado, los puimones, |a prostata, el colon yla piel, y su concentradon suele ser
mayor que la de aalquier otro carotenoide. Un estudio redente del Colegio
Médico de Harvard y del Instituto parala Salud Pablicade Harvard ¢ *°, muestra
gue aiando € consumo de productos derivados del tomate aimenta en €
organismo humano, los niveles de licopeno en sangre aimentan, y el riesgo de
contrag cancer de prostata disminuye. EI mismo estudio, muestra wmo €l
procesado e los tomates para la obtencion de productos manufadurados

incrementa la bioabsocién el licopeno en los sres humanos f 9%,
Los ultimos descubrimientos indican que € licopeno plede reducir el

riesgo de degeneradon cdular, y presenta unas propiedades mas efedivas en el

caso del céncer de pumon, vejiga, Gtero y de piel 19,
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Lalegisladdn espafiola autoriza é uso de caotenoides (E-160) sin limites
para mlorea la mantequillay la margarina, 0,1 g/kg. en €l yogur, 200 mg/kg. en
conservas de pescado, 300 mg/kg. en los productos derivados de huevos,
conservas vegetales y mermeladas, y hasta 600 mg/kg. en quesos. En sus
aplicadones en bebidas refrescantes, helados y productos cénicos no tiene

[imitadones.

e DETERMINACION ANALITICA DEL TRANS
RESVERATROL.

Debido a las propiedades como fitoalexinay los efeaos beneficiosos para
la salud ddl trans-resveratrol se han desarrollado dversas témicas analiticas para
Su detecaon, centradas principamente en was y vinos, aungle de forma

minoritaria se extienden a andlisis de aimos, cacdnuetesy sangre.

Los métodas generalmente empleados para su andisis on la

cromatografia de gases acoplada aespedrometria de masas (GC-MS) 10 58 08 104-

10 HpLC (42 57.59-65.70-72.78 110-128 'y, on menor grado y més redentemente la
eledroforesis capilar (CE, CZE, MECC) 1" 12"13% ' Hadendo unestudio de las
45 pubiicadgones mas relevantes ohre andlisis de trans-resveratrol en piel de uva
y vinos desde d afio 1993a 2001, encontramos que d 69 % de los andlisis de
trans-resveratrol son llevados a cdbo empleando como témica la aomatografia
de liquidos de dta resolucion, un 22% usan la aomatografia de gases 'y el 9%

empleala dedroforesis capil ar.
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Técnica de Separacién

CE, CZE
MECC GC
9% 22%

HPLC
69%

Figura 16 .- Estudio sobre las principales témicas de separacion empleadas

para el andisisde trans-resveratrol.

Un estudio comparativo de 170 vinos analizados por HPLC con fase
normal (columna Lichorospher 100 CN) y fase reversa (columna OSD Hypersil)
1118 ambos por inyecdén dreda, mostré niveles smilares del contenido ce
trans-resveratrol en dchos vinos analizados por uno y dro método. Solamente se
apredaron variadones de un 15% en el contenido de ds-resveratrol atribuible a
gque & método & HPLC con fase norma se basaba en la detecadn ce la
absorcion a 306 mMm de trans y cis resveratrol, sin embargo € méximo de
absorcion el cisresveratrol esta situado en torno a 280 M por lo que este
método muestra valores algo inferiores para este compuesto comparado con los
valores medidos con HPLC en fase reversa, que enpleaunared de diodcs parala
determinad6n e anbos isomeros. En cualquier caso se @ncluye en dcho
estudio gque es preferible emplea HPLC en fase reversa por la posibilidad que
este método lrinda para la determinadon simultanea de multiples padlifenoes
presentes en e vino, mientras que un andlisis multidimensional por HPLC en

fase normal requeriria @ empleo de témicas de separadon previas a andlisis.
Independientemente de la témica de separadon empleada, el andlisis de

trans-resveratrol en piel de uva y vinos requiere en muchos casos € uso de

témicas de preconcentradon y /o extracaon con varios disolventes previamente
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a andlisis debido a la cmplegjidad de las matrices que lo contienen y a la baja
concentradon del andito. El 40 % de los métodcs revisados emplean la
extracaon en fase solida (SPE) tanto para GC como para HPLC con fase normal
y CZE. Un 12 % de dichos métodos combina la SPE con la derivadon con bs
trimetil silano-trifluoracdamida (BSTFA) asociada posteriormente d andlisis por
GC principalmente. El caso de inyecadn dreda es aplicado en HPLC con fase
reversa y representa un 22 % del total de los casos estudiadas, paosibilit ando el
andlisis smultaneo de varios paifendes ademés del trans-resveratrol. Un 9 %
del total requiere de métodos de filtraaon previos alainyecadn dreda en HPLC
también con fase reversa, siendolos filtros de pali (tetrafluoroetileno) (PTFE) de
0,45 um los mas usados. La extracaon liquido liquido (L-L) representa € 7 % de
los casos cuando se combina wn HPLC y MECCy un 4% cuando se asocia a
procesos de filtradén o derivadon (BSTFA) aplicada posteriormente aGC. Por
ultimo el 6% restante lo comporen los métodos de micro extracaon en fase
solida (SPME) y la extracaon con fluido supercritico (SFE).

Preparacién de Muestra

Inyeccion
Directa L-L
2204 7% L-L + BSTFA
6%
SPE + BSTFA SPME y SFE
12% 4%
Filtracion

9%

SPE
40%

Figura 17 .- Estudio sobre los principales métodos de preparacion de muestra
empleados en € andisis de trans-resveratrol.

Existe un estudio redizado sobre d contenido ¢k trans y cis-resveratrol

aplicado a 90 vinos medidos con GC-MS con la glicadon pevia de SPE

seguido ce inyecdon dreda en uncaso, y en aro aplicando SPE y derivadén
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con BSTFA % En @ se observa que los valores hallados para @ isdmero cis
son similares en ambaos casos pero pera d trans-resveratrol son en promedio un
67% mayores cuando se anpleala SPE con inyecadn dreda. Se aribuye este
aumento a dos motivos, por un lado los procesos de isomerizadgon e hidrdlisis
térmicade los glucoxidos de trans-resveratrol presentes en el vino y pa otro ala
isomerizadon ck trans a ds-resveratrol que ocurre durante la derivatizaagon con
BSTFA.

Un estudio similar en el que se compara la SPE con la extracaon L-L
aplicadas a HPLC en la determinadon simultanea de trans-resveratrol y otros
poifendes en vino, desamnsga la inyecadn dreda de la muestra por la
compleidad que presentan los cromatogramas (*%. El estudio compara la
extracaon L-L con detil-éter, etilacdato y ura mezda de anbos frente ala SPE;
se oncluye que es preferible la extracaon L-L con detil-éter sobre la SPE y
sobre la extracddn L-L con los demas disolventes, por ser la extracadn L-L con

dietil-éter el método que menas variabili dad presenta en los resultados.

En lo que se refiere alos detedores utilizados en € andisis de trans-
resveratrol un 58% de los articulos revisados emplean ura red de diodos como
detedor adopado mayoritariamente ala aomatografia HPLC. El 24 % de los
trabgjos emplean un detedor seledivo de masas (MS) acmplado en su mayoria a
GC y en menor nimero a HPLC. Un 7% de los estudios acoplan detedores
fluorimétricos a la aomatografia HPLC y un 4% utilizan € acmplamiento de
éstos detedores con las redes de diodcs también con HPLC. El 7% de los
estudios restantes o conforman trabajos que anplean detedores que miden la
absorcion UV y la detecaon eledrogumica (EC) acoplados en ambos casos con
HPLC.

Un estudio comparativo de la dicada del empleo de distintos detedores

basados en la fluorimetria frente ala detecdén ce UV por unared de diodos (%2,
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aplicada d andlisis de transresveratrol en was, reflgga que la detecadn
fluorimétrica es mucho mas ensible y selediva que laredizada onladetecadn
UV. Lo cual se traduce en cromatogramas mas resueltos con menor nimero de

inteferencias, pudendo smplificarse en cierto grado los métodas de preparadon

de muestra.
Detectores Fluorimetria +
Red de Absorcién UV
Fluorimetria  diodos y Deteccion

4% Electroquima

7%

%

MS
24%

ed de
diodos

58%
Figura 1.8 .- Estudio sobre los principales detectores empleados para el andlisis de

trans-resveratrol.

Entre otros muchaos parametros, pueden compararse los distintos métodos
analiticos en funcién ddl limite de detecdon (LoD) que éstos alcanzan. Para d
caso Ok la aomatografia de gases los mejores LoD se situan entre las 8 y las 50
ppb en su mayoria pulicados en estudios basados en la extracddn en fase solida
SPE previa d andlisis. En uno ¢k |os trabajos mas redentes con esta témicase ha
puldicado un LoD de 5 ppt para d andisis de trans-resveratrol, la variadon
aplicada @n respedo a los anteriores métodos también pa GC es que en este
caso se combina la microextracaon en fase solida SPME con la derivadon con
BSTFA. Pese aser e mejor LoD obtenido son muchos los autores que, como ya
hemos mencionado anteriormente, han demostrado duante estos procesos las
reaccones de isomerizadon, hidrélisisy oxidadon qte sufren los glucoxidos de

trans-resveratrol enmascarando e contenido red del mismo.
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Muestra| Preparacién |Témica| Detedor LoD LoD | Afio | Ref.
(ppb)

Vino  [SPE + BSTFA GC MS |0,0084mg/ L 8 1997 107
Zumo |SPE + BSTFA GC MS 10mg/L 10 1995 56
Vino  |SPE GC MS 10mg/L 10 1997 11Q
Vino  [SPE + BSTFA GC MS 10mg/L 10 1997 110
Sangre |L-L + BSTFA GC MS 0,01mg/L 10 2001 58
Vino  |SPE GC MS 50mg/ L 50 1994 105
Vino [SPME+BSTFA| GC MS 5ng/L |0,005 200C¢ 106

Tabla 11 .- Resumen de los mejores limites de detecadn publicadcs para el

andisisde trans-resveratrol por cromatografia de gases.

Para |la acomatografia de liquidos de dta resolucion los valores del LoD
pubdicados van desde 1 a 900 ppb No es raro encontrar valores elevados en el
LoD en pubicadgones redentes, ya que en esos casos < prefiere trabgjar con un
LoD mayor pero que permita alatémicarediza e andisis Smultaneo de varios
polifendes ademas del trans-resveratrol. Para @ caso espedfico del andlisis de
trans-resveratrol en vinos'y zumos de uva se han desarrollado dversos métodas
de inyecdoén dreda (% %% 113132 en sistemas HPLC, aunqe en lamayoria de los
casos producen cromatogramas excesivamente compleos, 1o que impaosibilita la

identificadén y cuantificadén ce los picos {*3%.

Al igua gque ocurria @n la acomatografia de gases las revisiones de estos
métodos 1'% sugieren que los métodos aplicados a la HPLC producen valores
demasiado elevados para la @ncentradon de trans-resveratrol debido a que
durante las etapas previas a andlisis ® produce la fragmentadén térmica de los
diferentes glucoxidos de trans-resveratrol, dando lugar a isomeros libres que

posteriormente son detedados, por lo cual siguen hasta la fedha desarroll andose
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nuevos metodos de extracadn y puificadon qie puedan aplicase a dicho

compuesto (33,
Muestra Preparacion | Témica Detedor LoD LoD |Afio|Ref.
(ppb)
Vino SPE HPLC EC 1mg/L 111994 112
Piel de Uva|SPE HPLC | Red dediodos 1mg/L 12000 59
Vino Filtradon (PTFE) | HPLC | Red dediodos | 0,003mg /L 31995 72
Plasma SPE HPLC | Red dediodos 7mg/L 711999 117
Piel de Uva|SPE HPLC | Fluorimetria | 0,01 g/ mL 101994 62
Cacduetes |SPE HPLC | Red dediodos | 0,01mg/g 101999 116
Vino L-L HPLC | Fluorimetria | 0,02mg/L 202001 118
Vino InyecadénDireda | HPLC | Red dediodcs | 0,11 mmol/ L 251995 111
Vino InyecadénDireda | HPLC |AbsorbanciaUV| 25mg/L 251997 110
Vino InyecaénDireda | HPLC | Red dediodos | 30mg/ L 301996 119
Vino InyecadénDireda | HPLC | Red dediodos | 30mg/ L 301997 110
Zumos InyecadénDireda | HPLC | Red dediodos | 0,03mg/L 301999 63
Vino L-L + PTFE HPLC | Red dediodas | 0,05mg/L 501993 120
Piel de Uva|SPE HPLC | Red dediodos | 0,08 mg/g 801994 64
Piel de Uva|SPE HPLC | Red dediodos | 0,1mg/g 10G01997% 119
Piel de Uva|SFE HPLC | Red dediodos | 0,1 mg/L 1002001 65
Piel de Uva|SPE HPLC | Red dediodos | 0,5 ng/ mL 5001994 62
Vino SPE HPLC MS 0,9mg/L 9002001 121
Vino SPE HPLC MS 200 @ - 11999 124

Tabla 1.2.- Resumen de los mejores limites de detecaon pubdicados para el andisis

detrans-resveratrol por HPLC.
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En genera las témicas basadas en la dedroforesis capilar presentan un
LoD entre 50 y 280 ppbeste limite de detecadn es mayor que d obtenido pa
otros métodos, sin embargo la mayoria de dl os permiten, a igual que ocurria on
HPLC, e andlisis smultaneo de varios padlifenades en las muestras anali zadas. En
1998fue desarrollado unmétodo e andlisis diredo de trans-resveratrol en vinos
por MECC, aunque presenta una perdida dara de sensibili dad lo cua es atribuido
por los autores del método al empleo necesario de témicas de precncentradon

de muestra {127,

Muestra|Preparacion| Témica| Detedor LoD LoD | Afio | Ref.
(ppb)
Vino SPE CE |Red dediodos | 0,05mg/L 50 1998 129
Vino SPE CZE |AbsorcionUV |0,064mg/ L 64 1999 13C
Vino | Filtradon | MECC |AbsorcionUV | 1,25mM 285 199§ 127

Tabla 13 .- Resumen de los mejores limites de detecadn publicadcs para el

andisisde trans-resveratrol conlastémicas de dedroforesis capilar.

A modo e resumen plede concluirse que e acetado de forma genera
gue d proceso de preparadon e la muestra es la dapa limitante para el andlisis
de trans-resveratrol, no solo pa los requerimientos de ste y tiempo emplealos,
sino también pa ser la mayor fuente de eror en € andlisis. Esto ha provocado
importantes controversias entre los distintos laboratorios en lo que se refiere d
método e preparaddn empleado. la extracadn en fase sdlida provoca la
disminucién ce las intensidades y dreas de |os picos cromatogréficos **#; usando
fases méviles orgénicas ® haceinevitable tener pérdidas sgnificativas 1**¥; la
evaporadon pa rotavapor a vado provoca la inestabilidad del trans-resveratrol

en la piel de la uva *?; etc. Como ya hemos mencionado, las revisiones obre
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estos métodas de andlisis de trans-resveratrol (3> 3% incluyendo los basados en

HPLC  **¥ muestran ura gran variabili dad en los valores puHi cados.

Estos problemas podian ser solventados mediante la redizadgon ddl
andlisis directo del trans-resveratrol por LD acoplado con REMPI-TOFMS 1137,

e LATECNICA LD +REMPI + TOFMS.

Desde que T. Maiman descubriese d laser de rubi en 196Q y Javan,
Bennet y Herriott el laser de helio-nedn, la glicaddén el laser en procesos
guimicos ha @nstituido ura aiténtica revolucion cientifica Sin embargo es a
partir de la décala de los stenta wando se genera una gran aplicabilidad del
l&ser en los procesos quimicos debido a @ desarrollo de laseres sntonizeblesy de
infrarrojos de dta energia. La versatilidad del laser reside en la combinaaon ce
sus cuaidades de direcdonalidad, monocromaticidad, potencia y coherencia

temporal.

El desarrollo de la teandogia laser en el campo ce la investigadon ha
posibilitado abordar problemas que tan solo unas décalas atras £ @nsideraban
irresolubles. Gradas al laser hoy en dia es posible preparar espedes quimicas en
estados cuanticos bien definidos e incluso inducir y/o caalizar procesos quimicos
donck es imprescindible & concurso del laser. Se cnsiguen pa tanto oljetivos
tan desealos por los quimicos tales como romper enlaces espedficos, separar
espedes isotopicas, formar moléaulas en estados cuanticos espedficos o la

detecddn cel “estado ce transicion” en urareacéon qumicat 22 3%,
La glicadén ce estos descubrimientos en el campo andlitico 14 14+ 143
ha paosibilitado el desarrollo de nuevas témicas capaces de llegar a limites de

detecdén cel orden de partes por trill 6n (ppt) 143 **?, 0 de la detecd6n ck un
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&omo en un medio gaseoso contenido en 10 &omos o moléaulas mediante la

téicade OAD (“one atom detection”) {146 247

Dos de las principales areas de glicadon el laser en e campo Bl
andlisis quimico son ladesorcion pa laser y laionizaddn pa laser. En la Unidad
de Léseres y Haces Moleaulares (ULHM) del Instituto Pluridisciplinar de la
Universidad Complutense, hemos puesto a purto un sistema experimental que
combina ambas aplicadones mediante & acoplamiento de la Desorcion pa Léaser
(LD) con la lonizaddn Multifoténica Resonante (REMPI) y la detecadon pa
Espedrometria de Masas por Tiempo ce Vuelo (TOFMYS).

La desorcion pa laser es € proceso pa e que las moléaulas on
eyedadas de una superficie mediante la irradiadon con unléser pulsado, lo que
permite la transferencia de espedes no volatiles de la fase sdlida ala gaseosa,
permitiendo su pasterior ionizadodn y andlisis por espedrometria de masas. La
desorcion pa laser es una témica que ha sido ampliamente empleada para
prodicir moléaulas neutras, iones, vaporizar toda dase de moléaulas 8% asf

como redizar andlisis quimico através de la emision ce plasma {*°*"1°%,

Una de las principales ventgjas de la desorcion pa laser es el andlisis de
muestras que @ntengan sustancias labiles: € pulso laser comunica una gran
energia en un tiempo muy corto (del orden de ns), lo que favorece la
vaparizadon ce la moléaula sobre la descomposicion térmica t*°?. Para dlo es
necesario controlar cuidadosamente la energia del laser de desorcion, pero de
forma genera se puede dedr que usando densidades de potencia por debajo de
10° W- cm? la desorcién se produce sin fragmentadén moleaular 1*°%. Por otra
parte, e enfriamiento produwcido pa la expansion ce las moléaulas en € vado

tras la desorcidn, minimizaigual mente dicha fragmentadon.
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Otra de las principales ventajas de la desorcion pa laser es la ausencia de
preparadon ce la muestra, 1o que fadlita d andlisis evitando largas y tediosas
operadones que aemas n ura de las principales fuentes de eror de las
témicas analiticas convencionales 13" **%  Abordaremos en el presente trabajo
algunas de las distintas formas de prodwir esta desorcion ce los analitos,

observandoen cada cao las ventgjas e inconvenientes de dicho proceso.

En nuwestros dias, la espedrometria de tiempo e vuelo es ampliamente
utili zada para la determinaddn de dichos compuestos, aunqgle en esta témicala
dificultad radica en la volatilizagon e inyecadn ce nuestros compuestos en €l
analizador, espedamente para d caso de moléaulas térmicamente |&biles como

el trans-resveratrol.

Son muchas las témicas aplicadas alaresolucion del problemadel andlisis
de compuestos no volétiles, en o que cncierne asu vaporizadon e ionizadon,
tales como e bombardeo con &omos répidos (FAB) %113 |a desorcion pa
campo elédrico (FD) 1***" 1'% |adesorcién laser (LD) (*°**°" 178 |adesorcion e
plasma aoplada ala espedrometria de masas (PDMS) 2 y |a espedtrometria
de masas de iones saundarios (SIMS) 17318 E| principal inconveniente de
estos métodos on las limitadones derivadas de la imposibili dad de optimizar de
forma separada los procesos de desorcion e ionizadén. A pesar de este hedho,
otra téaicasimilar en la que los procesos de desorcion e ionizadon se producen
simultaneamente y que pasiblemente ha sido la mas extendida y desarrollada
durante los Ultimos afos es la desorcion e ionizaddn asistida por una matriz
(MALDI) % 178 en esta témica se mezdan los analitos con ura matriz
cromofora para ai incrementar |os procesos de desorcion e ionizadon, lo cual es
de gran uilidad en e caso del andlisis de mntaminantes {*’%, proteinas {*°* 8%
183 polimeros ( de hasta 100kDa) **3 e incluso baderias %4 8% Pese ano ser
siempre sencilla la decadn de la matriz adeauada, existe un sistema anaogo

llamado matriz de metal ultrafino (UFP) (%%, el cual posibilit a trabajar coniones
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moleaulares de mayor masa a&i como aumentar sus tiempos de produccon. Un
estudio sobre d empleo de radiadones resonantes con los analitos estudiados en
la téanica MALDI demuestra acmo la resolucion espedral es mayor cuando se

trabaja @n longitudes de onda fuera de resonancia {87,

Mas redentemente los métodas de desorcion desarrollados son aquell os en
los cuales los procesos de desorcidn e ionizadon estan separados, para asi poder
ser optimizados de forma independiente. Los estudios encaminados a descubrir
los mecanismos que intervienen en los procesos de desorcion, evidencian ura
fuerte dependencia mn el estado fisico de la superficie sobre la que se depositala
matriz adesorber *®?, asi como con la estructura de la moléaula desorbida 59,
Han de ser evaluados por o tanto mdlti ples fadores que nos ayuden a entender
este proceso (°%, como pa ejemplo: (i) la posibili dad de @sorcién multifoténica
gue provogue ladisociadon e ionizadon ce lamoléaula, (i) la competicién entre
los procesos de fotdlisis y la desorcion pua, (iii) la reladon entre los procesos
inducidos por la excitaddn del adsorbato y €l sustrato, (iv) la influencia de la
fotoadivadon ce las moléaulas colindantes con la moléaula desorbida, (v) la
importancia de las colisiones prodwidas entre las espedes desorbidas en

competicién con la expansién avado de las mismas 9%,

Una vez llevadas las moléaulas que se pretenden andizar a estado ce
vapor se procede asu ionizadon pa laser. Laionizadon simple de una moléaula
consiste en la extracaon ce un eledrdn; dicha extracadn eledrénica puede
produwcirse mediante la asorcion de uno ovarios fotones que, a su vez, pueden
tener la misma longitud ce ondg, es dedr la misma energia, o pa el contrario
posee distinta longitud de onda. La Figura 1.9 muestra un esquema de este

Proceso.
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Continuo de ionizacion Continuo de ionizacion Continuo de ionizacion
A
Estado Estado
intermedio Real intermedio Virtual
Estado Estado Estado
fundamental fundamental fundamental
(A) (B) ©)

Figura 19 -. (A) Proceso de ionizacion resonarte bifotonico a través de un
estado intermedio real. (B) Proceso de ionizacion kifotonico no resonarte a
través de un estado intermedio virtual.(C) Proceso de ionizacion dreda pa un

solo foton.

Este proceso nolined es posible gradas ala dtaintensidad de laradiadon
ldser. Un proceso de asorcion multifotonica puede, en principio, transcurrir a
través de niveles redes o de niveles virtuales de lamoléaula. La vida mediade un
nivel virtual estd en torno a 10™° segundcs, mientras que la de un rivel red lo
estd en torno a 10° y 10° segundcs. Por este motivo, la probabilidad de
absorcion ce més de un fotdn es mayor si se hace através de un estado red 192,
conaciéndose dicho proceso como ionizadon multifotonica resonante (REMPI),
frente ala no-resonante (MPI) que transcurre através de estados virtuales. Esta
mayor probabilidad de esorcion hace que mientras la irradiancia requerida en
procesos MPI es del orden de 1GW/cm?, para un proceso REMPI basta @n
irradiancias inferiores a 1 MW/cm?. La menor irradiancia necesaria para producir
el proceso de ionizaddn, permite igualmente minimizar la fragmentaddn

moleaular durante dicho proceso.
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La principa ventgja de latéamicaREMPI es laionizadon selediva de una
moléaula determinada en ura mezda mplea evidentemente los estados
eledronicos n dferentes para cala moléaula, aln cuando éstas
estructuralmente similares. Variando la longitud de onda del laser es posible
determinar aguella que es resonante n el compuesto de interés, pero nocon €l
resto de mmpuestos presentes en la muestra. S se tiene en cuenta que para
prodwir un proceso REMPI es necesario mucha menor irradiancia que para
procesos MPI, como se indicd anteriormente, selecaonando la longitud ce onda
adeauada y disminuyendo la energia del laser es posible obtener un espedro
simple que ontenga Unicamente d pico del i6n moleaular que se pretende
andlizar. Mediante esta téaica e posible, por tanto, eliminar los efedos de

matriz presentes en la mayoria de |as témicas analiti cas convencionales.

Continuo de
lonizacion
No
lonizacion
v=k 12IN 1
I N
Absorcion K\ R_elajapic’)n |
Resonante Emisién Vibracio na
v=K 01IN o Estimulada v=(1/ 1) Ni
Y v=k 10IN 1

Figura 110 -. Esquema de un pgroceso de absorcion dfotonica (1+1) adagado
de Jcobsy Zare (1986.

Como muestra la Figura 1.10 puwede hacese que una moléaula pase de su

estado fundamental al continuo deionizaddn por absorcion e varios fotones que
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posean la energia aleauada. La ewadon cinética para un roceso de asorcion

multi fotonicavendra dada por:

d[N, |

df]

= K, [hv, " [hv,]"..... N, ] [1.1]

donck K, es la amnstante dnética del proceso de asorcion multifotonica, y los
exporentes n; , nz,....n;, son el nimero de fotones absorbidos de freauencias v,

V,..., ¥ respedivamente.

De la ewaddn 11, puede deducirse, que si se toman logaritmos a anbas
lados de la ewaddn, y se representan esos valores, es dedr, la representadon
dolre logaritmicade la intensidad de sefid registrada en funcion ce la energia de
ionizadon empleada, se obtendra una reda auya pendiente seraigual al ndmero
de fotones emplealos para que transcurra & proceso o dcho ce otro moda €
ndmero de fotones necesarios para que la moléaula dcance @ continuo e

ionizaaon, lo cua se mnoce @mo arden deionizaaon.

Otras de las ventgas inherentes a la témica REMPI son la gran
sensibilidad, rapidez y una mayor eficiencia en laionizaddn s se @wmpara on

otros métodaos convencionales de ionizaaon.

En 1955Wiley y Mc-Laren *%? disefiaron unanalizador de tiempo e
vuelo TOFMS que fue poco uilizado duante mucho tiempo debido a que su
resolucion en masas £ econtraba limitada por € tipo de ionizaddn empleada,
generalmente ionizadon pa impado eledronico. Sin embargo en los Ultimos
anos la espedrometria de masas por tiempo ce vuelo ha demostrado ser una de
las témicas que se alapta mas fadl mente alos métodcs de andlisis basados en la

utili zadon ce laseres de dta potencia {*°*. La combinadén e latémicaREMPI
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con la detecaon pa TOFMS ha sido ampliamente utili zada para la detecaon dce

elementos traza @ muestras complgjas {146 192 195- 208

A las ventgjas ya sefidadas anteriormente de la ionizadon pa léser, la
detecdon pa TOFMS anade la dta resolucion y la posibilidad de redizar
andlisis smultéaneo de varios compuestos en ura muestra aomplea, yaque onla
témicade tiempo e vuelo noes necesario hace un karrido en masas, sino qle se
registra de forma direda todo e espedro de masas en ura sdla medida. Estas
ventgjas hacen gue la téeamica REMPI-TOFMS sea anpliamente glicada en €l
campo e lainvestigadon fundamental 12°22°% asi como en aquell as aplicadones
analiticas que requieren ata sensbilidad y seledividad en la detecaon de
compuestos traza @ matrices complejas (2°6°2°% por lo que es considerada @mo
uno ¢k los mayores avances en el campo del analisis quimico en los Ultimos afos
{210-218}.

Por otra parte, como las etapas de desorcion e ionizadon estan separadas
temporal y espadamente, es posible caaderizar estos procesos y rediza
estudios dinamicos hbre anbos fadores, lo cual es aplicado en la optimizaddén

de la sefid registraday por lo tanto en mejorar el limite de detecaon.

El sistema que hemos puesto a purto en la ULHM dd Instituto
Pluridisciplinar Complutense mediante ¢ acoplamiento de la Desorcion pa |aser
de la muestra y € andlisis por lonizagon Multifotonica Resonante @n un
segundoléser con pasterior detecadn pa Espedrometria de Masas de Tiempo e
vuelo, constituye por tanto un método versatil de andlisis que va apermitir el
estudio tanto de muestras lidas como gaseosas en matrices complejas 1% 204

212.219-224 ' o0 | as ventajas detall adas anteriormente 2.
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Por lo tanto a modo e concluir esta introduccon, dados estos antecalentes y
las necesidades expuestas, 10s objetivos que nos hemos propuesto en este trabgjo

han sido, amodo e resumen, los sguientes:

1) Desarrollar y optimizar una téaicade andlisis por desorcion e ionizagon

|aser de moléaulas térmicamente labil es como €l trans-resveratrol.

2) Rediza el estudio espedroscopico del trans-resveratrol para optimizar €l

proceso deionizadon selediva de este cmmpuesto en uramatriz compleja.

3) Vdidar la témica LD+REMPI+TOFMS para d andisis de trans
resveratrol seglin la norma EN-1S0-17025'%% para ontroles analiti cos
en alimentos.

4) Estudiar €l caader fitoalexinico ddl trans-resveratrol en was infedadas

por el agente patdgeno Botrytis Cinerea.
5) Aumentar la resistencia natural de frutas y verduras, mediante la

aplicadon exogena de pesticidas naturales, sin alterar sus propiedades

organolépticas ni su valor nutricional.

Como se vera e @ desarrollo de este trabagjo, estos objetivos han sido

satisfadoriamente dcanzados.
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Sistema experimental y método s de anélisis

2.1. DESCRIPCION DE LOS SISTEMAS

El sistema experimental que se describe a ontinuadon paibilita d
amplamiento de tres témicas como son la Desorcion Laser (LD), la lonizaddn
Multifotonica Resonante (REMPI) y la Espedrometria de Tiempo dce Vuelo
(TOFMYS).

El sistema empleado estd compuesto pa dos camaras de dto vado, dos
ldseres pulsados de dta energia sincronizados y equipos eledronicos como
muestrala Figura 2.1.

Las dos cdmaras de dto vado son ce aceo AlSI 304 yfueron construidas
en el taller mecaiico del Instituto Pluridisciplinar. En la primera canara, tiene
lugar la desorcion ce la muestra, la ionizaddn de las moléaulas desorbidas y |a
acderadon ce losiones hadala segunda canara, la wal es el tubo e tiempo ce

vuelo donak seredizaladetecadn celosiones.

Las dos camaras estan undas mediante una valvula de guill otina (Varian
67) y poseen sistemas independientes de vado compuesto cada uno ce dlos por
una bomba turbomoleaular conedada auna rotatoria (Varian V250 + Telstar RD
18 yVarian V70 + Telstar 2P-3 respedivamente).

Durante los experimentos la presion se mantuvo siempre por debgjo de
10° mbar en el interior de la canara deionizadén, y de 5x10° mbar en la canara
de TOF. La presion es registrada mediante dos medidores (BALZERS IKR 250),
independientes para cala canara, conedados a un ledor digital (BALZERS TPG
252). La presion en los sstemas previos de vado estd cntrolada por dos
medidores de tipo Pirani (BALZERS TPR 250).
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Sincroni zador

Pulsos
[Fir]

|| — }
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1
)Y

Figura 2.1 -. Vista esquematizada del sistema experimental.

En la salida de las bombas rotatorias de anbas canaras < instalaron das
trampas de nitrogeno ce cgpaddad aproximada de 1L para evitar que los vapores
de las sustancias analizadas, asi como €l aceate del motor que hacegirar la placa

donck se depositala muestra retornen a las camaras.

La muestra es depaositada sobre un dsco de pyrex (¢ = 50 mm) que se
Stia en paralelo a la primera placa ackradora, distando ¢ dla 2 mm
aproximadamente. Un motor paso a paso (CROUZET) hacegirar €l disco duante
el andlisis posibilitando asi que la desorcion se produzca sobre una superficie
nueva de la muestra. Este sistema esta aoplado a un desplazalor (Varian 304 en
ladirecadn cel gje Z perpendicular al laser de desorcion pa o gue seincrementa

el nimero de medidas redi zables con ura misma muestra.

Para desorber la muestra se eanplea un laser de Nd:YAG (Continuum
Surelite) en su 1% (1064 mMm) o 2 armonico (532 mm), con un pliso de 5 ns de
duraddn y trabgjando en unrango de energias que oscila entre 2 y 100mJ por
puso. El haz de moléalas desorbidas £ epande dentro de la zona de

acderadon done son ionizadas por € 4° arménico de un segundo laser de
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Nd:YAG (Continuumn ND81) o pa un léaser de wlorante (Continuum NDG60)

amplado a anterior y dodado en freauencia mediante un sistema dobador
(INRAD-AT-III-UV). El sistema dodador INRAD lleva incorporado uncristal
dodador tipo BBO-TST que permite trabgjar en unintervalo de longitudes de

onda desde 235 mm hasta 730 . Se presenta ademas una ventgja aliciona ya
gue d sistema INRAD puede buscar de forma aitomatizada € haz dodado

optimo mientras < redizaun karrido en freauencia on € laser de wlorante. El

laser de ionizadon intercepta perpendicularmente d haz de moléaulas desorbidas

(Figura 2.2), pudendo variarse la distancia entre las zonas de desorcion e

ionizadonentre 5 y 30mm nediante un tornill o micrométrico.

SOPORTE DE LA
_ MUESTRA

LASER DE
Nd:Yag

LASER DE
COLORANTE

VALVULA
DE
GUILLOTINA

g

DETECTOR
MPC

Figura 22 -. Detalle de la dispersion del haz de moléaulas desorbidas.

El retraso entre d laser de desorcion y € de ionizagon se ntrola

mediante un generador de pulsos disefiado y construido en la Unidad de Laseres
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y Haces Moleaulares (ULHM); la freauencia de anbos laseres esde 10 Hz, y su
energia se mide utilizando un @tedor piroelédrico (Gentec De-100) para las
bajas energias en €l intervalo de 0 a 10 mJ/pulso o con un atedor caorimétrico
(Coherent Fieldmaster) para energias mayores en e intervalo de 10 a 1000
mJ/pulso. El sistema wenta ademés con dafragmas regulables para wntrolar las

areas de desorcion eionizadaon.

Los iones producidos por e segundo puiso laser son acderados hada la
camara de TOF. El sistema acéerador de los iones es del tipo Wiley-McLaren.
Como pwede gredarse en la Figura 2.2 esta compuesto pa un conjunto de
placas circulares con un a@ificio en su centro y conedadas cada unade ellasauna
fuente de dto voltge (Stanford Reseach System Inc., PS325 y PS350); la
acderadon se rediza en dos etapas. V,—V, y V,—>V3=0. El sistema también
incluye dos defledores en las direcaones Y y Z, perpendiculares ala trayedoria
del TOF y uma lente ionica Einzd que alima los iones en la direcaon
detedor. Una vez dravesada V3;=0 los iones entran en la canara de TOF en
ausencia de canpo elédrico, separandose ai en funcion de su masa. Los iones
son cetedados mediante un detedor de platos microcanales (Comstock CP-
625C/50F) situado a final de la canaray acoplados a 3 amplificadores de sefial
en serie Stanford Reseach System (SR$445 para amentar aun mas la
resolucion verticd ya que en ura alquisicion pomediada de las ®fiaes 4 la
amplificadon d ruido se minimiza frente d incremento de las <fales
estudiadas y se megjora asi €l limite de detecadn bl sistema. Finalmente la sefial
es registrada por un cscil oscopio dgital Leaoy LC334AM que pasibilit a trabajar
con 2Gs/s a500 MHz, permitiendo oliener gran resolucion haizonta y vertica
(20 nV) en los espedros, y promediando dcha sefial sobre 400 dsparos del
laser. El espedro de TOF es entonces transferido a un PC (Pentium) a traves de

unainterfase GPIB (Nationals Instruments).

& Hablaremos de Intensidad de sefial refiriéndonos a la intensidad integrada en la

anchura temporal del pulso laser.
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La alqusicion ce datos en el PC se lleva a cdo mediante un pgrograma
disefiado pa nuestro grupoinvestigador. Este programa, comunicapor unlado al
PC con e osciloscopio mediante la interfase tipo GPIB y par otro, a laser de
colorante atraveés del puerto de serie (RS-232). Se mnsigue asi redizar barridos
en freauencia de forma automatizada siempre y cuando el dodador INRAD esté
en modo e seguimiento automatico. Por lo tanto, gradas a desarrollo de este
sistema e posible obtener espedros REMPI de un andito de forma
automatizada. Ademas €l programa permite recoger al mismo tiempo el espedro
TOF y la energia del |aser de ionizaaon, lo que permitira hace las correcaones
necesarias en caso de que se produzcan pequefias fluctuadones en la energia del

|&ser.

En un modelo ided el tiempo ge tarda en llegar a detedor un ion ce
masa M formado en ura posicion X; con ura energia V, y acderado pa las
placa VY V, serala sumade los tiempos que tarda en recorrer las dos zonas de

acderadony la znade vuelo libre (V=constante) {*°%.

M
t =2.X.C. 2.1
1 S 2.
tZ:Z-%-C-\/M-(\/V— ) [2.2]
2
M
t,=X,-C.. = 23
=%, Co M 2.3
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donce C = 0.71986 us VY2 cm™ es una mnstante, V es la energia del ion en
voltios, V; es € voltagje en voltios de la segunda placa ackeradora, M es la masa
del ionen um.a, y las variables X3, X5, y X3 en cm son las distancias que recorre
el ion en cada una de las zonas £gun se muestra en la Figura 2.3. El tiempo &

vuelo t eslasumadel tiempo gle tarda € ion en atravesar estas tres zonas:

=t +t,+13 [24]

Punto de lonizacion

X1 X2 X3

< ><

X

\A V2 V3 DETECTOR

Figura 23 -. Detalle de las distancias rerridas por la moléaula desde que es

ionizada

Basandona en este planteamiento ided, para cnseguir e enfoque 6ptimo
de los iones es necesario que las derivadas primera y segunda del tiempo con

respedo ala energiadel ion se anulen, es dedr:

[2.5]

Estas formulas utilizadas para cdcular el punto focd de los iones

conocen como formulas de Wiley-McLaren (9%, segiin las cuales ® mnsigue
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una mayor resolucion para un foco de segundo aden, es dedr cuandola segunda

derivada del tiempo conrespedo ala energia es cero.

La obtencion ce una primera groximadon a los voltgjes de las placa
acderadoras ® rediz0 empleando ura ssimuladén con el programa SIMION
disefiado pa € “ldaho National Engineaing Laboratory”. El programa SIMION
permite cdcular laintensidad de canpo elédrico en cada punto de un sistema de
eledrodos de distinto tamafio y voltaje, asi como las trayedorias de los iones
formados en distintos purtos espadales para diferentes energias cinéticas de los

ionesy angulos de salidainiciales.

Los parametros a tener en cuenta en la simuladon son la posicion e
partida del ion en €l ge x del tiempo ce vuelo, el tamafio e los agujeros de paso
en las placa acderadoras, la distribucioninicial de energia dnéticade los iones,

los voltajes empleados asi como el tamaio del areade ionizagon.

La distancia del punto de ionizadOn respedo a la primera placa
acderadora V; esta sStuada a @roximadamente 5 mm (como ya hemos
comentado) para garantizar que la densidad de moléaulas a éevada en ese
purto y a mismo tiempo evitar la incidencia del laser en la placa &itando asi

ionizadones por impado eledrénico no deseadas.

Los voltajes obtenidos empleando este método son V1= 1840voltios, V,=
1580valtios, V3= 230 voltios. En la obtencion ce los voltgjes de nuestro modelo
red se deben considerar las inhamogeneidades de los campos elédricos
acderadores debido a dedos como el tamaiio finito de las placa acderadoras
(efedos de borde), distorsiones debidas a los orificios centrales de las placss,
etc., por lo que una vez obtenidos los voltaes mediante la simuladon se procede

asu variadon experimental hasta obtener la mayor intensidad de sefia posible.
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Como ya se ha mencionado el sistema estd disefiado para desorber
muestras Slidas y posteriormente prodwcir la ionizaddn selediva del analito en
estado gaseoso. Para las ocasiones en las que la muestra esté en estado gaseoso, y
gue por lo tanto norequiera del proceso de vaporizadon, existe una entrada de
gases mediante una valvula de aguja (WHITEY 316) en la parte superior de la
camara de ionizadon, posibilitando asi la ionizadgon dreda del gas introducido
sin necesidad de desorber. El sistema @nsiste en ura varilla mnedada ala
vavula de aguja mediante un condwcto Swagelok; la varilla posee asu vez un
pequeiio aificio (¢ = 0,5 mm) de salida de gases en su extremo inferior, que se
Sitla orientado en e centro del agujero de la primera placa ackradora. La
insercion de este demento sin necesidad de desmontar €l soparte del motor ni el
mismo motor, ayuda a preservar las condciones de medida minimizando las
perturbadones del campo elédrico introducidas en el sistema.

v gas

desplazador %valvula de aguja

Figura 24 -. Sstema de entrada e gases en la camara de ionizacion.
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La aconfiguradon anteriormente descrita, en la que d laser de desorcion
incide en la parte posterior del disco pyrex sobre d que se ha depositado
previamente la muestra que se va a aali zar, conlleva una serie de inconvenientes

inherentes a dicha cnfiguraaon.

El primero de los inconvenientes es que dgunas moléaulas requieren para
ser desorbidas eficazmente dtas fluencias del |aser de desorcion (Nd:Yag en su
2° armonico), y eso implica & introduwcir una dta densidad de fotones dentro de
la canara de ionizadgon. Durante d proceso de desorcion, se producen
reflexiones en las paredes de dicha canaray alguncs fotones impadan sobre las
placa acderadoras de iones, lo cual produce la emision e iones diredos
procedentes de estas placa y que en Utima instancia interfieren en nuestro
espedro de tiempo de vuelo dstorsionando la sefial del analito estudiado. Por
otra parte es dificil evitar que d hazdel |aser de desorcion llegue ala zona adiva
del detedor microcanal, produwciendo igualmente interferencias en e espedro de

tiempo de vuelo.

Para resolver este problema se estudio la utilizadgdén de un equipo (DEI,
GRX-3) que posibilita pulsar el ato voltge suministrado a la primera placa
acderadora. Esto provoca que los iones formados en las placa del sistema
acderador, por las reflexiones de la radiadon léser, no sean focdizados hada d
detedor de placa microcanales y de este modo las sfides obtenidas n mas

limpiasy libres de distorsion.

Aun con la aplicadon de los campos pulsados cuando se requieren
energias de desorcion muy altas, se producen reflexiones que dedan a otras
placa acderadoras y en conseauencia distorsionan las sfiales registradas, por 1o
gue solo resulta dicaz su aplicadon en e caso de energias medias, uncs 20
mJ/pul so.
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Otro de los inconvenientes de la desorcion trasera e 3 escaso
rendimiento para muestras de gran espesor tal que la opaddad Optica d laser
hace ineficaz dicho proceso. Aungle este nunca fue d caso en los estudios
llevados a cdo en estatesis, ello motivo en gran medida € desarrollo y plesta a

purto de ladesorcion delantera.

DESORCION DELANTERA.

Dado que la glicaddén e canpos pulsados para acéerar los iones no
sirve para evitar €l efedo del espesor de la muestra depositada ni para diminar
las distorsiones en la sefial cuando se requieren altas energias de desorcion (méas
de 20 mJ/pulso), se diselid unesquema de desorcion delantera en €l que por un
lado €l léser de desorcion incide perpendicularmente con respedo a ee del
tiempo e vuelo, minimizando asi los impados fotonicos en el sistema de placea
acderadoras de iones; y por otro lado la radiadon impada frontalmente sobre la
muestra para de ese modo eliminar los efedos adversos de densidad ogica e la

deposicion ce lamuestra sobre d pyrex.

Para poder aplicar dicha configuradon se alquirié un nevo motor paso a
paso (RS 2355403 de menores dimensiones que d emplealo para la desorcion
trasera, 1o cual permite variar la posicion &l pyrex con respedo a ege Z sin
chocar contra las paredes de la canara de ionizagon. Con € mismo fin se
aumento la distancia entre la primeray la segunda placa ackeradora, para de ese
modo podyr insertar el motor entre anbas. Las prolongadones de los ges que
sopatan las places acderadoras y el motor paso a paso fueron revestidos de
teflon para minimizar las perturbadones introducidas en € sistema acéerador de

iones.
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Gradas a esta nueva disposicion se @nsiguen salvar los problemas
planteados para € caso de la desorcion trasera. Como ya veremos mas adelante,
se mejora notablemente la reproduwcibilidad del sistema n un importante

descenso de la desviaaon estandar relativa de las medidas.

En laFigura 2.5 puede verse un esquema de admo se produce la desorcion

en esta nueva nfiguradon.

Motor paso

apaso

_— | > Haciad
M uesltra TOE

DeflectoresY & Z

Vi VvV, V=0 V=0 V, V=0

<—>
Laser de Colorante

Figura 25 -. Esquema del proceso de desorcion frontal ala muestra.

Una caaderistica adestaca del sistema experimental es la separadon
espada y temporal de los procesos de desorcion e ionizadon, ya que permite
variar e retraso temporal entre la desorcion y la ionizadgon y asi ionizar
moléaulas que posean dferente energia dnética estudiando ¢ ese modo la
distribucion ce velocidades de las moléaulas desorbidas. Otro método para

rediza este estudio de la distribucion e velocidades ria fijar un retraso
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tempora entre los procesos de desorcion e ionizadon y hace la deconvolucion
de la sefial registrada en el oscil oscopio siempre y cuando se fije un area oncreta
paralaionizaddn ya que aseguramos de este modolaionizaddn de moléaulas en
un intervalo espada determinado. Conseauentemente las moléaulas en ese
espadado poeen energias cinéticas diferentes (2%, Sin embargo, este Ultimo
método conlleva un arduo y tedioso tratamiento matemético en el que pesan de

manera importante |os errores experimental es.

Otra ventgja, es el corto tiempo ce andlisis requerido pa e sistema. Un
espedro de tiempo de vuelo es promediado duante 40 segundcs, S
consideramos que la freauencia de repeticion de nuestro laser es de 10 Hz, eso
haceque obtengamos un promedio sobre 400 vaporizadones de nuestra muestra,
es dedr, e proceso de desorcidon y la paosterior ionizagon del analito se repite
400 veces en un periodo ce 40 segundcs. Podemos reducir aln més este tiempo
de andlisis aunqle a osta de una pérdida de preasion, como es evidente. No
debe olvidarse para evaluar estos costes de tiempo, que se requiere un periodo e
entre 5 a 10 minutos cada vez que se introduce la muestra para dcanzar € vado
adeauado en la canara de ionizagon. Las canaras de dto vado estan separadas
por una vavula de guill otina que paosibilita no perder el vado en la canara de
tiempo ce vuelo mientras & dre o cierrala canara deionizadon paraintroducir
0 saca la muestra, hadendo paible la reauperaddn dl vado en un beve
periodo & tiempo. Los procesos de deposicion de la muestra, una vez
optimizados tienen ura duradon ce uncs 4 minutos para € triturado y e 15
minutos cuando trabajamos con €l acete esencial (deposicion y secalo a
temperatura anbiente) por lo que en untiempo tota de 25 minutos podemos

redizar una determinaddn cudlit ativa de trans-resveratrol.
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2.2. PREPARACION DE LA MUESTRA.

Los procesos de preparadon de muestras juegan un importante papel en
todos los métodos andliticos pudendo establecese distintas fases en este
proceso; una primera llamada muestreo primario consistente en la toma la
muestra de su entorno retural, una fase posterior de transporte y conservadon ce
esa muestra hasta d@ laboratorio, otra fase llamada @minmente muestreo
secundario consistente en urma nueva selecadn e las muestras recogidas y
posteriormente una Ultima fase cnacida @mo pretratamiento para a@ndcionar
las muestras slecdonadas de tal manera que puedan ser sometidas al proceso de

andlisis.

El objetivo principal de las fases de muestreo primario y seaundario es la
de @nseguir unareducdon ce la catidad o € volumen de la muestra a aalizar
asegurando que las muestras remgidas £an representativas de la podadén que
gueremos estudiar para que en dtima instancia los resultados obtenidos en €l
proceso de andisis propacionen um informadon fiable de la poldadon
estudiada. No deben descuidarse tampoco las etapas de transporte y conservadon
de la muestra desde que se produce & muestreo primario hasta que se dedua d
muestreo seauncario, asegurando pra dlo las condciones fisico-quimicas
necesarias para que los analitos estudiados no sufran deterioro alguna En esta
lineade aduadon las muestras han de transportarse en redpientes adeauados, a
baja temperatura S es que pueden sufrir riesgo de descomposicion térmica,
incluso pudendo ser necesario su transporte alsorbidos en ura fase sdlida o

estabili zados con aditi vos adeauados sgun €l tipo de muestra.

Dependiendo el estado inicial de la muestra 'y de la témica de andlisis
empleada son muchos los procesos que pueden ser necesarios en la fase de
pretratamiento tales como la filtradon, dilucion, guste de pH, evaporadon,

concentradon, centrifugadon, derivadon, cdentamiento, predpitadon,
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digestion, homogeneizaddn, enfriamiento, liofilizadon, didisis, extracaon en
fase liquida, etc.,. Para hacenos una ideg en general los procesos de
pretratamiento ocupan un 6246 del tiempo e andliss, frente aun 8% del tiempo
requerido en los muestreos primarios y seaundarios, a 6% del proceso de medida
de los analitos en cuestion ya 27 % del empleado en para d tratamiento de datos

y presentadon ok resultadost???.

No debe olvidarse que, ademés de ser los resporsables del mayor
consumo de tiempo, estos procesos de preparadon ce muestra onstituyen urade
las mayores fuentes de aror del proceso de andlisis, llegandoa ser la caisade un
tercio de los errores propagados en los métodas tipicamente aomatogréficos,
contribuyendo con un 206 € andista d error total, por lo que de manera
generdlizada la aitomatizaagon ok estas etapas puede en genera llegar a reducir
hasta en un 5@% €l error total de un métodoen base alos estudios redi zados para

estas témicas!???,

Para la glicadon e la témica de andliss LD + REMPI + TOFMS
(Desorcion Laser + lonizagon Multifotonica Resonante + Espedrometria de
Tiempo e Vuelo) a frutas y verduras < utilizO uno & los dos procesos de
pretratamiento siguientes. un proceso de triturado ce la las muestras o hien el
prensado ¢k las misma para extrae su acete esencial. El objetivo principal de la
aplicadon ce uno u dro proceso es conseguir una meor homogeneizadon ck la
muestra en la placa pyrex. Por este motivo se disefio, con e propdsito de
minimizar las inhamogeneidades en la caitidad de muestra depositada sobre €

pyrex, un sistema de dispersion de muestras lidas.
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22.1. TRITURADO DE LA MUESTRA.

La mayoria de las muestras agricolas de interés n groparcionadas en su
estado retural (uva, tomate, pepino, pimiento, uva, etc.), por lo que se procede a
su dspersion, entendiendo como tal a proceso de divison y dstribucion ce la
fase sOlida en un dsolvente volétil. Se anpleaun dsolvente volétil en e que no
sean solubles los analitos parafadlitar el proceso de gyecadn mediante d cual se

evapora d disolvente mientras que la muestra queda depaositada sobre d pyrex.

La disperson sobre d disco se rediza mediante un dspersor-
homogeneizador (ULTRA-TURRAX T25 IKA) con ura varilla S25N-25F la
cual asegura un tamafio ce particula de 5 a 25 pm. Como agente dispersante se
emplea actona, ya que servira asu vez @mo vehiculo patador de las particulas
en su pasterior pulverizaddn mediante un agaografo (ROTRING-255004 con

una boqull ade 0,4 mm de diametro.

Triturador

Muestra

Motor paso a paso

Aerbgrafo
/Y
Entrada de gas

Nitrégeno Liquido

Disco Pirex

Figura 2.6 -. Sstema dispersor de la muestra sobre el disco de pyrex.
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Como muestra la Figura 2.6, €l sistema de homogeneizaddn consta de un
motor (CO LTD MICRO G2), que hace girar la placa pyrex a velocidad
constante. Frente ala placay a una distancia regulable se sitla d aadgrafo que
trabagja de modo continuo impulsando la muestra mediante un gas inerte (N) a
una presion aproximada de 2 bar. La acéona empleada como dsolvente se
evapora rgpidamente de la superficie del disco pyex quedando asi
uniformemente distribuida sobre é&ste la muestra a aalizar. De esta forma se

asegura unamuy buena homogeneidad de la depaosicion.

Como es bien sabido salvo agunas excepciones importantes como la del
agua, la mayoria de los materiales ® cntraen cuando se enfrian y se hacen mas
guebradizos. Tomando como base este principio fisico se redizo el proceso de
triturado empleando ntrogeno liquido para enfriar la muestra, y los resultados
fueron los esperados ya que se obtiene un tamafio ce particula menor alavezque
se minimiza & riesgo de descompasicion térmica debido al cdentamiento de la
muestra durante @ triturado %22, Las deposiciones obtenidas empleando Ny(lig)

presentan unmayor grado de homogeneizagon.

Para comparar la homogeneidad superficial de la placa de pyrex y poder
asi optimizar los parametros experimentales como la presion empleada para
eyedar lamuestra o la distancia del agografo alaplaca se desarroll 6 unsistema
basado en la medida de la luz reflejada por |a superficie de la pelicula de muestra
depositada sobre d pyrex. Se sitia d disco pyrex con la muestra depaositada
sobre @ en ura cga oscura, se ilumina d disco frontalmente y se registra la luz
reflegjada mediante una canara CCD. Las imagenes registradas n tratadas
mediante un rograma que mide las variadones de intensidad de luz recogida por
la canara'y nos proparciona un mapa de la morfologia de la cgpa superior de la
muestra depositada. Dicho método puede mejorarse anpleando unlaser como
fuente amisora de la luz, aunque @ sistema descrito en su conformadon aiginal

nos pasibilit 6 laoptimizadgon del sistema de deposicion.
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Una muestra de las imagenes tomadas s presenta en la Figura 2.7, en la

gue puede gredarse @mo la homogeneidad de la depasicion es mayor si se

mide de manera concentrica en el disco con respedo a la misma depasicion

medida en unode los diametros del disco. Por este motivo

trica del disco

on concén

la direca

desorbe e

corresponcen a la media de 3 promedios medidos en 3 anill os distintos de la

placay correspondendo cada uno & dlos a su vez d promedio de 400

vaporizagones de muestra.
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Figura 27 -. Morfologia de la deposicion ce muestra sobre d disco pyrex
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2.2.2. PRENSADO DE LA MUESTRA.

Pieles de Uva

Cazoleta-Embudo

Prensa Hidraulical

Aceite esencial

Muestra

Disco Pirex

—

L

Motor paso a paso

Figura 2.8 -. Sstema de prensa

y dispersor de las muestras.

Para evitar el proceso de triturado
de la muestra y aumentar la caitidad de
trans-resveratrol  depositado  sobre la
placg se deddio acmeter un tratamiento
inicial alin mas diredo de la muestra,
consistente en el prensado en frio de la
muestra 'y la depasicion sobre d pyrex del
acete esencia obtenido a partir de dicha

muestra.

Este nuevo sistema de prensado es
empleado e forma tradiciona para
obtener los principios adivos de flores y
plantas en multitud de ailturas. Plantea
con respedo a método il triturado ura
forma més direda, sencilla y répida de
preparar la muestra ala vez que posibilita
partir de un mayor volumen de muestra
inicial. Utilizamos para d prensado ura
prensa hidraulica (Rogen) a 100 kg /cm?
tal y como se remge en la Figura 2.8. Se
debe, en cualquier caso, demostrar que los
restos de la matriz inicialmente anpleada
no cortiene niveles sgnificaivos del
analito estudiado, para poder asi aplicar

dicho método ¢k preparadon.
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2.3. CONDICIONES DE MEDIDA

Existen parametros experimentales gjustables en funcion ce la moléaula
estudiada tales como la longitud ce onda en la que se produce ¢ REMPI o €

retraso del laser deionizadon conrespedo al |aser de desorcion, etc.

La presién ce medida en ambas cémaras oscila ettre 1x10° y 1x10°
mbares, evitando qe d detedor de platos microcanales opere a presiones
superiores en valor absoluto de 3x10° mbares,

Los voltgjes de las placa acderadoras on:

e Para la mnfiguradon e desorcion trasera V;=1580 valtios,
V,=1350vo0lti 0S, V=230 volti 0s.

e Para la mnfiguradon e desorcion delantera V;,=2600 voltios,
V,=2500vo0lti 0S, Venie=850volti 0s.

El voltaje del detedor fue en ambos casos Vycp = - 2000volti os.

La distancia entre & purnto de ionizadgon respedo a de desorcién es de 5
mm teniendo en cuenta que una variadon en esta distancia debe ser compensada
conlamodificadon dd retraso entre anbos laseres para optimizar la sefial.

El retraso entre anbaos | aseres optimizado experimentalmente es de 25 us.

La duradon ce un puso laser oscila entrelos 4 y los 6 ns, y lafreauencia
de repeticion para anbos laseres es de 10 Hz. En general, las medidas s redizan
promediando 400 espedros (400 vaporizadgones) con el osciloscopio Leaoy

LC334AM (500Mhz 2 GS/s).
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La longitud ce onda del laser de desorcion es de 532 nm en el caso ce la
configuradon e desorcion trasera y de 1064 mm en la @nfiguradon ce

desorcion delantera.

La energia de desorcion es un pardmetro experimental cuyo valor sefija d
obtener la maxima intensidad de sefial con la minima fragmentadon e la masa
estudiada. En e caso del trans-resveratrol dependiendo e la configuradén

experimental empleaday lamatriz en laque esté mntenido:

A=532m
e Paraladesorciontrasera mntrans-resveratrol puro Eq=20mJ/ pulso.

¢ Paraladesorciontrasera wn gel de uvaEg=35mJ/ pulso.

A =1064 mm
¢ Parala desorcion delantera @n trans-resveratrol puro Eq = 20-60 mJ /
pulso.
e Paraladesorcion delantera awn gel de uva Eq=40mJ/ pulso.
e Para la desorcion delantera n acete esencial de uva Eq = 50 mJ /

pulso.

La longitud de onda resonante para @ caso del Trans-resveratrol es

A=3021 nmy la energia de ionizaddn empleada varia entre 150 y 550uJ/ pulso.
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Caracterizacion y Validacion de la técnica



Resultados

3.1. CARACTERIZACION Y OPTIMIZACION DE LA TECNICA.

Previamente alos estudios necesarios para validar la témica anditicasera
necesario caraderizar alguncs de los parametros experimentales espedficos de
este nuevo métodqg, tales como la manera de cdibrar el sistema, conocer la
resolucion experimental en masas del espedrémetro de tiempo ke vuelo, las
energias optimas de desorcion e ionizadon empleadas durante d proceso de

andlisisy lavalidezdel método e preparadon de muestra escogido.

3.1.1. CALIBRACION EN MASAS.

De forma genérica, se entiende por cdibraadn al conjunto de operadones
gue permiten establece, en condciones espedficas, la reladdn existente entre
los valores indicados por un sistema de medida y los valores correspondentes a

una magnitud oktenidos mediante un patrén ce referencia 22% 2%,

El resultado ce una cdibradon permite la estimadon ce los errores de
indicadon del sistema de medida, o la asignadon ce valores a las marcas de
escdas arbitrarias. En nuestratémicade andlisis, una vez que la muestra ha sido
vapoarizada e ionizada, se trata de aignar a qué masas corresponcen las
moléaulas detedadas en € espedro de tiempo ce vuelo, por lo que & necesario
en primer lugar rediza la cdibraddn d sSistema para onoce la

corresponcencia entre tiempos de vuelo y masas moleaulares.
La cdibraaon se redizamediante laintroducdaon ce tolueno através dela

vavula de aguja de la canara de ionizadon. Las propiedades fisicas del tolueno

se hallan reagidas en la siguiente tabla:
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Tolueno: C;Hg

Masa: 92 uma
Punto de ebullicion: 384K

Presion ce vapor: 38 mbar

Potencial deionizadon: 8,82 ev

Tabla 31 -. Propiedaces fisicas del tolueno.

Ademés de posea una presion ce vapor elevada, se empled tolueno pa
ser fadlmente ionizable a266 M 23, En el espedro de la Figura 3.1 puede
apredarse la asorcion e radiadén entre 200 y 290 m. Se usd tolueno
desgasificanddo previamente mediante dclos de amngeladon y descongeladdn
por contado del matraz que lo contiene cn nitrogeno liquido a la vez que se
coneda & matraz avado. Posteriormente d vapor de tolueno se introduce dentro
dela canaradeionizadon através de lavavula de aguja

Una vez obtenido € espedro de tiempo ce vuelo, s se despredan los
efedos de diferente velocidad inicial podria considerarse que todos los iones
poseen la misma energia dnética d llegar a la canara de TOF, o lo quwe eslo

mismo, para dosiones de diferente masam; y my:

E.(m)=E,(m;) [3.1]

y considerando la dependencia de la energia dnética ©n el cuadrado ce la
velocidad:

E. :%- m- v? [3.2]
ds As
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E. - % m. (§j2 [3.4]

asi pues para estas dos masam; y m, podemos encontrar una reladén en funciéon

de sus respedivos tiempos de vuel o:

20

Del mismo modo es posible cdibrar e equipo concciendo el incremento

de masa de dos sefiales cualesquiera de nuestro espedro:
m, =m, +Am [3.6]

gue sustituyendoen la ewiadon 35 oltenemos:

m= [3.7

ambas expresiones, 3.5 y 37, serviran parala cdibradon de masas de nuestro

espedro.
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0
200 300

wWavelength{nm|
Figura 3.1 -. Espedro de absorcion UV-Vis de tolueno.
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Al introdwir tolueno en la cédnara de ionizadon, éste e ionizado vy
detedado, sirviéndona € pico de la sefid de tolueno para cdibrar en masas €l

resto del espedro empleando Uncamente la eaiadén 35.

En la Figura 3.2 pueden observarse varios espedros de tiempo e vuelo de
dicho compuesto; el vapor de tolueno fue ionizado con € 4° Armonico del |aser
de Nd:YAG (266 rm) con ura fluencia baja del laser para evitar posibles
fragmentadones. Se gredan en estos espedros como en funcion ce los distintos
pardmetros experimentales empleadaos, €l tolueno aparece adistintos tiempaos de
vuelo, sin embargo, gradas a su referencia podemos cdibrar en cada uno e los
casos la masa ala que crresponceria asalquier otro compuesto presente en €l

espedro de tiempo ce vuelo.
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0.0 \ [ \ ( =
S
< -05F -
©
5
j=
-10 B -
22.06 (R=180) Figura 3.2 -. Espectros de
tiempo de vuelo del tolueno
_ ionizado a 266 nm, donde R
Tolueno (}Li_266 nm) 24.05 (R=21) es la Resolucion en masas
i ; I ; \ . L . \ . del sistema.
0 10 20 30 40 50

TOF (ns)
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En & caso espedfico del andlisis de trans-resveratrol, la muestra e
depositada sobre la superficie de un dsco de vidrio pyrex. Alguncs de los
elementos constituyentes del pyrex son el Hierro y el Cromo, cuya presencia fue
corrobarada mediante d estudio de la eanisién atdbmica a € plasma desorbido de

la superficie del pyrex, como se muestra en la Figura 3.3.

Disco Pirex
kd =532 nm
es

N
[
|

'—\
o
|
N
8
\‘
N
S
3

\l
|
=
=

|. Fluorescencia (u.arb) 10°

Longitud de Onda (nm)

Figura 3.3 -. Espedro de fluorescencia inducida pa laser del disco de pyrex

Estos dos elementos presentan ura fuerte asorcion en lalongitud de onda
empleada para ionizar el transresveratrol (3021 nmm), por lo que pueden
emplease para cdibrar los espedros de tiempo de vuelo empleando como patrén
el Hierro y el Cromo, un gemplo de esta cdibraddn plede observarse en la
Figura 3.4.
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T T T T
0 [
50 |
—_
E -100
N
ks |
‘W -150 - Fe del pirex
g
hges= 932 NM
-200 Edd =20 mJ/pulso
=302,1
Trans-Resveratrol éi =254 S/T;mso
250 | Resveratrol = 45 ng
) 1 ) 1 ) 1 ) 1
0 200 400 600 800

Masas (u.m.a)

Figura 3.4 -. Espectro de masas de trans-resveratrol puro depositado sobre €l

disco de vidrio pyrex y calibrado con e pico de Hierro (masa 56).

3.1.2. RESOL UCION.

Se define la resolucion instrumental para una sefial determinada como €l
cociente de la masay Am, siendo Am |la anchura de la sefial medida en la dtura
media de la sefid (FWHM: Full Width Half Maximum). En el caso concreto de
medida de tiempo de vuelo puede encontrarse una expresion equivalente para la

resolucion ce nuestro sistema.

Las moléaulas desorbidas una vez ionizadas poseen dstinta energia

potencial en funcion ce la posicién en que se encuentran en e campo elédrico
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respedo de las placa acderadoras. Cuando los iones llegan ala posiciéon V3=0,
toda la energia potencial se ha transformado en energia dnética, de tal forma que

cadaionadquere unavelocidad dferente en funcién de su masa.

S se onsiderala ewadon:

[3.8]

donce meslamasadel ion yv su velocidad, puede de la ewaddn 38 despgjarse

la masa:

[3.9]

donck s es la distancia recorrida por €l ion. Puede observarse lareladon entre la
masa del ion y t su tiempo ce llegada d detedor. Derivando la expresion 39

cdcularemos €l incremento de masas Am:

4-E

Am= 3.10
s?-t- At 310
por [0 que nuestra resolucién espedral vendra dada como:
m t
R=—=—— [3.1]]
Am  2-At

At se define como la aachura de la sefid medida en la dtura media del pico de

tiempo ce vuelo, por tanto:
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R=_ [3.12]

El estudio para la determinadon de R se redizd dredamente sobre las
moléaulas de interés analitico. Para dlo se optimizd la energia de desorcion bl
l4ser de tal forma que maximizamos la sefial sin llegar a fragmentar la moléaula
(20 mJpulso), mientras que la eergia de ionizadon empleada estaba
comprendida entre 1 mJ y 3 mJ. En la Figura 3.2 se muestra un espedro oel
trans-resveratrol en el que se obtuvo ura resoluciéon ce R=715 um.a. es dedr

puede distinguirse inequivocamente una masa de 714 um.a. de otra de 715

u.m.a
0 wﬂlm m ~ o - v
Trans-resveratrol
50
—_
>
=
= R 4
B N T
=
' -100 - | | PwHM=2E8
c —_—
(5]
e}
g | \/ -
150 56,7 57,0 57,3
I R=t/2.At= 715 | |
_ZCD 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 20 40 60 80

TOF (us)

Figura 3.5 -. Espedro de tiempo ce welo de trans-resveratrol puro en el que se

ha calculadola resolucion en masas del sistema.
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Considerando que las masas de los analitos estudiados £ encuentran en €l
orden de 200a400 um.a, unaresolucidon ce 715 um.a es mas que suficiente para
satisface nuestras necesidades analiti cas.

3.1.3. DESORCION.

Como ya se mencion6 en la introducddén del presente trabajo, uno ¢ los
principales problemas en el desarrollo de nuevos métodos analiticos,
espedamente en e caso de dimentos, es la detecdon e identificaddon dce
compuestos organicos no Vvolétiles presentes en bgjas concentradones, que
requiere generalmente someter a las muestras a procesos de extracdon vy
derivadon para hace una separacion previa de los analitos. Para d caso concreto
del andlisis de trans-resveratrol han sido desarrollados en este trabgjo varios
métodos con e fin de incrementar la diciencia en su vaporizadon y asi mejorar

del mismo mododl limite de detecadn ce latémica

Reoordando la descripcion e las distintas configuradones experimentales
de nuestro sistema, en la primera de dlas € laser de desorcion incide
traseramente sobre la muestra que va aser desorbida. Esta forma de produwcir la
desorcion resenta dos grandes inconvenientes, € primero de dlos es que dada la
ata fluencia del laser de desorcién (Nd:Yag en su 2 Armonico) se producen
reflexiones en €l interior de la cdmara que provocan la aeadon ce iones diredos
procedentes de las placa metdlicas del sistema acéerador de iones y que
producen interferencias en el espedro de tiempo ce vuelo. Este inconveniente
podia salvarse s la posicion e la placa pyrex sobre la que se deposita la
muestra fuese distinta, tal que se situase la superficie de la placapyrex sobre la
que se deposita la muestra en paralelo con € eje del tiempo ce vuelo, de ta
forma que d laser de desorcion noincidiria en ningn caso sobre d sistema de

placa acderadoras. Otro método @ra minimizar las interferencias producidas
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por los iones diredos generadaos en el sistema de placa acderadoras es pulsar los
campos elédricos que acéeran los iones y los focdizen hada d detedor de
placa microcanales. La Figura 3.6 muestra dos espedros de masas, en €
espedro superior se han forzado las condciones experimentales para resaltar la
interferencia producida por los iones procedentes de las placas del sistema
acderador, mientras que en e espedro inferior se han pusado los campos
acderadores paratratar de acéerar y focdizar exclusivamente los iones formados

en el momento en el que d laser desorbe la matriz depositada sobre d pyrex.

500 | | | | | | |
0 W
,>\ -500 -
= I
N
@ -1000 .
g lones diredos
|=
-1500
Ed =20 mJ / pulso
Ei = 255 pJ / pulso ——V, Pulsado
-2000 || pielde Uvaz01yg | |lANSTESVErErOl — vi Sin Pulsar
) | ) | ) | ) | ) | ) | ) |
0 100 200 300 400 500 600 700
Masa (u.m.a)

Figura 3.6 -. Dos espectros de piel de uva, en rojo sin pulsar la placa

aceleradora deiones V1y en azul con V1 pulsada.
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0
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g Trans-resveratrol
© i LD = 69
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_§ -100 + Ed = 30 mJ / pulse
E Ei =255 pJ / pulso

i Piel de Uva =0,1 pg
_150 1 ] 1 ] 1 ] 1

100 200 300 400 500
S
E 50|
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.§ -100 |- Ed =10 mJ /pulso
< Ei = 255 pJ / pulso

I Trans-resveratrol piel de Uva = 0,01 ug
LD = 3 pg
_150 1 ] 1 ] 1 ] 1
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Figura 3.7 -. Arriba espectro de masas de una muestra de 0,1 g de piel de uva.

Abajo espectro de masas de una cantidad 10 veces menor de pie de uva.
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La Figura 3.7 muestra dos espectros de masas. El espectro superior
corresponde a una muestra de 0,1 ng de trans-resveratrol mientras que d espedro
inferior corresponce auna muestra de 0,01 ug; las condciones experimentales
son las mismas para anbos espedros excepto pa e espesor de la pelicula de
trans-resveratrol depositada que en e caso del espedro inferior es 10 veces
menor y la energia de desorcidén es 3 veces menor. En conseauencia podemos
deducir que una variadon en e espesor de la matriz depositada genera

fluctuadones en la sefial registrada.

Este inconveniente es inherente ala desorcion trasera y solo salvable
modificando la forma de produwcir la vaporizadon dce la matriz adesorber. Por o
tanto debe emplease un sistema en e que d léser de desorcién incida
frontalmente sobre la matriz, de tal manera que los efedos del espesor de la
pelicula depositada no afeden a la vaporizadén. Gradas a esta onfiguradédn €l
l&ser siempre incide sobre una superficie nueva de muestra. Debido a estos
motivos ® optdé pa modificar € sistema experimental y usar una mnformadon
en la que la desorcion fuese frontal, y que evitase en la medida de o pasible que
el laser de desorcién incidiese diredta o indiredamente sobre las placa metdlicas
del sistema acéerador de iones como asi se describid en e capitulo 2 de eta
tesis. Un esquema de aomo se produce la desorcion en esta nueva disposicion
puede observarse en laFigura 2.5.

e OPTIMIZACION DEL PROCESO DE DESORCION (MEPED).

Una vez fijada la configuraddn experimental idérea para prodwcir la
vaporizadon de la muestra, se deddio abordar estudios encaminados a mejorar €l
proceso de desorcion desde un purio de vistafundamental, es dedr, mejorar en la
medida de lo pasible la interacdon entre la radiadon laser y la muestra a

desorber para ai incrementar € rendimiento del proceso de vaporizaddén. Como
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ya se eplicd en laintroduccddn e eta tesis, en latémicaMALDI se mezdala
muestra @n ura matriz acomofora para mejorar € proceso de desorcion e
ionizaddn a mismo tiempo, espedamente aiando se trata de moléaulas grandes,
no voldtiles y térmicamente inestables. S se mnsidera que en nwestra témicalas
etapas de desorcion e ionizadon estan separadas y pueden ser optimizadas de
manera independiente, podemos usar una matriz comdéfora para mejorar €l

primer paso, es dedr, la dapa de la desorcion.

Como ya se ha mencionado anteriormente, €l proceso de desorcion esta
regido po mlltiples fadores, de eitre los que podemos destaca dos
comporentes. por una parte una @mporente reladonada on la ésorcién
fotdnica por parte de la muestra, y por otra una wmporente térmicareladonada
con €l equilibrio térmico locd en la superficie de la muestra durante d proceso

de desorcion (%°2,

Es bien sabido gwe los colorantes del tipo Rodaminas % usan
freauentemente en los experimentos de desorcion laser. Dado que en nuestro caso
empleamos para desorber la muestra radiadon laser con ura longitud de onda de
532 M, la Rodamina-590 pareda ser el mejor de los candidatos posibles como
matriz comofora, ya que presenta un méximo de asorcion centrado en 530 m.
Sin embargo y pese aque gradas a empleo de la Rodamina-590 la sefia de
trans-resveratrol fué mayor que la obtenida @n trans-resveratrol puro, este

incremento nofue suficiente para satisface nuestras necesidades analiti cas.

El paso posterior fue meorar la vaporizadon empleando dro tipo e
matriz, una en la que la comporente resonante no fuese tan importante sino que
se primase la mmporente térmica del proceso de desorcion. Para dlo se pensod
gue un metal finamente dividido podia ser un medio idérneo para anseguir este
objetivo, por lo que se utilizd pdvo de Zn con un démetro medio de particula de

10 um para mezdarlo con la muestra. El resultado fué que la sefia de trans-
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resveratrol registrada al emplear Zn como matriz es 20 veces mayor que la

obtenida con trans-resveratrol puro sin el Zn, como se muestra en la Figura 3.8.

| | |
1
OF ~ =
l A 5
-100 -
i 3
-200 (-\M\, -
— L
>
E ol i
g8 |
X))
& 400 | -
=
-500 -
-600 - 1.- Trans-resveratrol puro 7
I 2.- Trans-resveratrol con R-590
Trans-resveratrol 3.- Trans-resveratrol con Zn
_700 Il ] Il ] Il ] Il
0 200 400 600 800

Masa (u.m.a.)

Figura 3.8 -. (1) Espectro de masas de trans-resveratrol puro obtenido con una
Eqsde20 mJ/ pulso auna 4 = 5321 nm, y unak; de 245 4J / pulso a unaJ; =
3021 nm. (2) Igud que arriba pero con Q17 mg afiaddos de Rodamina 590 (3)
Igud que arriba pero con 002 mg de pavo de Zn afiaddos. Los dos ultimos
espedros hansido desplazadcs para mayor claridad
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Se observan en esta figura tres espedros de masas, €l espedro superior
corresponcke alaionizadon resonante de trans-resveratrol puro oltenido con ura
energia de desorcion de 20 mJpulso a 532 nm y una energia de ionizadon dce
254 uJpuso a 3021 nm; lasefia corresponce aura cantidad méximade 2,13 ug
de transresveratrol, que e la la catidad presente en € area de desorcidn
asumiendo que d laser desorbe la muestra completamente en este aea El
espedro intermedio muestra la desorcién e ionizadén ce la misma catidad de
trans-resveratrol mezdado con 017 mg de Rodamina-590 en el dreade desorcién
bajo las mismas condciones experimentales. El espedro inferior corresponce a
la misma caitidad de trans-resveratrol con pdvo de Zn (0,02 mg en el areade
desorcion) sin cambiar €l resto de las condciones. Para poder comparar los
efedos produwcidos por €l empleo de la Rodamina y e Zn, las cantidades de
ambas compuestos n equimoleaulares. Los espedros intermedio e inferior han
sido desplazados en ambos casos para que puedan ser observados con mayor
claridad. Comparando los tres espedros puede gredarse la notable megjoria d
usar la témica de desorcion asistida por un pdvo metdico (MEPED), ya que
mientras que la Rodamina-590 aumenta un fador de 2,5 veces la sefid de trans-

resveratrol, €l polvo de Zn lo hace @ unfador de 20.

Ademas del incremento de la sefia obtenido mediante la téanica MEPED,
debemos resaltar otro fador importante, y es € de que la reladén sefia ruido en
los espedros de la Figura 3.8 mgoran en unfador de 10, es dedr, € cociente
sefial-ruido en el espedro en € que se empleala téamica MEPED es 10 veces
mayor que d obtenido cuando se desorbe sdlo trans-resveratrol puro, lo cual

mejora @ limite de detecdon ce nuestratémica

Por ultimo, se ha estudiado la influencia de la longitud de onda del |aser
de desorcién en el proceso de vaporizadon. En nuestro caso y hasta ¢ momento
se habia enpleado el segundoarmonico (532rm) de un laser de Nd:Yag, y dado

gue la anision fundamental de este laser es 1064 mim, se deddié comprobar si
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desorbiendo en esta mna del infrarrojo se favorecaia o no e proceso de
desorcion. Para dlo se prepararon 2alicuctas de 50 ng de trans-resveratrol puro
gue fueron depositadas a su vez e 2 daca de pyrex que posteriormente serian
anali zadas, aplicando en ambos casos, una energiade ionizadén ce 0,5 mJ/pulso
a3021 nm.

Los resultados de este experimento son mostrados en la Figura 3.9, donce
se recogen dos espedros de masas en |os que daramente puede gredarse mmMo
para d caso de la desorcién poduwida a1064 mm representada en € espedro
inferior, la intensidad de sefia registrada de trans-resveratrol es 4 veces mayor
gue aiando se emplearadiadon a 532 rm. Ambaos espedros fueron registrados
con ura ewergia de desorciéon ce 20 mJ/pulso, energia a partir de la aa
comienzan a garece procesos de fragmentaddn en € trans-resveratrol

empleandoradiadon de 532 m.
0 | | |
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Figura 3.9 -. Espectros de masa de trans-resveratrol puro desorbido a 532
nm (arriba) y a 1064 nm (abajo).
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e VARIACION DE LA SENAL CON A LA ENERGIA DE DESORCION.

El estudio de la variadon e la sefial con la energia de desorcion, se
rediz6 manteniendo invariantes € resto de cndciones de medida, con ura

energiadeionizadén ce 1 mJ/pulso.

8 T T
[
-l
6F n
Qo ]
®
> n
8 *r
o
3 ..
< Ll ,
¢.'
K xD:532nm
' [ | E, =1 mJ/pulso.
O . 1 | 1 |
0 10 20

Energia de desorcion (mJpul o)

Figura 310 -. Intensidad ce sefial de trans-resveratrol en funcion ce la energia

de desorcion a 532 m.

En la Figura 3.10, representa la variadon ce la intensidad de sefial de
trans-resveratrol frente ala energia de desorcion para dos tipos distintos de
matrices desorbidas en ura cnfiguraddn de desorcidn trasera a532 rm. En dlla
puede observarse como para @ caso del trans-resveratrol puro, laintensidad de la
sefial aumenta linedmente amedida que la energia de desorcion crecehasta un
valor de 20 mJ; a partir de este valor laintensidad de sefial disminuye d iniciarse
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un proceso de fragmentaddn moleaular como puede goredarse por la garicion
de diversos picos en e espedro. Del mismo modo, en la Figura 3.11 puwede
ohtenerse la energia 6ptima de desorcion empleada en los andlisis de piel de uva
en torno a 35 mJ/pulso, aparedendo la fragmentadon moleaular a partir de este
valor de energia. Esta evidencia experimental es coherente @n las diferentes
fuerzas involucradas en los procesos de alsorcién y absorcion e trans
resveratrol, ya que se requiere menor energia para desorber € trans-resveratrol
adsorbido sobre d pyrex, que para desorber € trans-resveratrol absorbido dentro

una matriz.

Areade pico (u.arb.)
w
|

- % A, =532 nm
’ E. = cte.

20 25 30 35 40
Energia de desorcion (mJ/pul so)

Figua 311 -. Area de la sefid registrada de trans-resveratrol frente a la
variacion ck la energia de desorcién en el caso en e que se desorbe piel de uva
a 532 m.
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Este mismo ensayo fue redizado para la cnfiguradon en la wa la
muestra es desorbida enpleando radiadén laser de 1064 i, es dedr, aplicando
la desorcidn frontal de la muestra, sin embargo como puede gredarse en la
Figura 3.12, no se llega a &canza €l limite de fragmentaddn ni siquiera a
energias proximas a 70 mJ/pulso, aungue por motivos de seguridad se trabaja en
el rango de energias inferiores. Esta ausencia de fotofragmentadon pasibilita en
caso de ser necesario unaumento en la energia de desorcién Uili zeda; es dedr,
trabgjar a energias uperiores aumentando asi nuestra sefia y ohteniendo en
dltima instancia una mejor reladon sefia ruido lo gue wndwe asu vez aun

mejor limite de detecdodn.

Trans-resveratrol puro
| |

10 u

Areade pico (u.arb.)

R .   A, = 1064 nm
2 E, = cte.

0 : | | 1 | 1 | 1 | 1
20 30 40 50 60

Energia de desorcion (mJ/ pulso)

Figura 312 -. Area de la sefid registrada & transresveratrol frente a la

variacion ce la energia de desorcion a 1064 m.
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A modo e resumen, se recogen en la siguiente tabla las energias 6ptimas
gue debemos emplea para d andlisis en funcion e la longitud de onda y la
configuradon uilizada en € proceso de desorcion. En € caso en € que se
emplearadiadon a 1064 nm en la que no llega a dcanzarse la fragmentaddn el
trans-resveratrol, la energia enpleada es aquella, a partir de la aual se obtiene una
reladon sefial ruido acorde @n nuestras necesidades analiticas. Se evita de ese

modao, por motivos de seguridad, trabajar a dtas energias.

ENERGIAS OPTIMAS DE DESORCION (mJ / pulso).

20 30
35 40
- 50

Tabla 32 -. Energias optimas de desorcion paa €l trans-resveratrol desorbido
de distintas matrices.

3.1.4. IONIZACION.

e ESPECTROSCOPIA REMPI DEL RESVERATROL.

Para maximizar la dicada de la ionizaddn d trans-resveratrol es
Imprescindible mnoce cua es s espedro REMPI 0 conccer su primer potencial

de ionizacién, a partir del cual podria determinarse la longitud de onda adecuada
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para prodwcir una ionizaddn resonante, pero estos datos no se encuentran
registrados en la bibliografia. En la Figura 3.13 se muestra d espedro de
absorcion UV-Vis del trans-resveratrol en etand, en e que puede observarse una
banda ancha de ésorcion en e UV con unmaximo de ésorcion situado a 306
nm. Esta banda de ésorcién nes ®rvira mwmo primera groximadon para buscar
la longitud de onda 6ptima ala que produwir la ionizaddn resonante y en
conseauencia la longitud e onda aleauada para redizar € andlisis del trans

resveratrol.

Como ya se describié en la introduccon existen dstintas maneras de
provoca la ionizadon e una moléaula. Una de dlas es aguella en la que se
aplicauna radiaddn muy energética on ura dta densidad fotonica para, através
de los niveles virtuales creados por €l campo de radiadén, accealer al continuo e
ionizaddn mediante la asorcion de uno ovarios fotones. Sabemos ademés que,
s la energia ddl laser es suficientemente grande, este proceso no es sledivo e
ioniza ca todas las moléaulas presentes en la muestra que se quiera andlizar. El
primer ensayo redizado fue la lonizadon Multifoténica del trans-resveratrol
empleando € 2° arménico del ldser de Nd:YAG (532 mM) en la desorcion e
ionizando con aro Nd:YAG en su 4 arménico (266 nm). En €l espedro de la
Figura 3.14 podmos observar un @co intenso a 228 um.a wrrespondente ala
moléaula de trans-resveratrol. La cdibraddn e ete espedro fue redizada
introduciendotolueno en la canara de ionizadon y aplicandola ewiadén 35. En
el espedro se ha anplealo trans-resveratrol puro, por |0 que no apareceninguna
otra espede en € mismo; la radiadén empleada a266 nm es lo suficientemente

energéticapara prodwcir € proceso MPI.
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n 1 |. L
200 300 400

wWavelength[nm]

Figura 313-. Espedro de absorcion del trans-resveratrol en etand.

87



Resultados

Intensidad (mV)

Trans-resveratrol

6 [ | [ | [ | [ | [ | [

0 100 200 300 400 500

Masa (u.m.a)

Figura 3.14 -. Espectro de masas de trans-resveratrol puro ionizado por MPI a
266 nm.

Sin embargo S se desean ionizar trazas de trans-resveratrol en ura muestra
compleja como puede ser la piel de uva, en la que hay presentes cientos de
moléaulas distintas, se requiere por una parte que d proceso de ionizadon sea
adtamente seledivo, y pa otra, atamente dicaz Estas dos necesidades pueden
ser satisfechas empleando la ionizadon REMPI del trans-resveratrol ya que
aplicando uraradiadon laser cuyalongitud de onda esté en resonancia awn algun
nivel red de la moléaula de trans-resveratrol, se podra ionizar seledivamente esta
moléaula. Dicho roceso puede provocarse através de los distintos niveles redes
de la moléaula de trans-resveratrol, pero debido a los diferentes fadores que

rigen la @sorcion fotdénica, como las distancias de equilibrio del estado
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eledrénico fundamental y el estado eledronico excitado a través del cual se pasa
al continuo ¢k ionizadon, los fadores de Frank-Condon etc., hacen que dgunas
de las transiciones ®an més eficaces que otras, por 1o que fué nuestro propGsito
encontrar cual de entre todas las posibles transiciones es la més eficaz para

prodwcir laionizadon selediva del trans-resveratrol.

La primera groximadon para buscar € espedro REMPI del trans
resveratrol se basd en su espedro de ébsorciéon UV en el que garecela banda de
absorcion més intensa centrada entre 260 y 350 m. Es necesario elegir un
colorante aleauado en €l laser de ionizadon que nos permita barrer en freauencia
esta anplia banda de asorcién, y que en este cao concreto fue la Rodamina 640
(Exciton, INC.) con unmaximo de emisividad centrado en tornoalos 613 rmy

cuya aurvade emisividad se observa en laFigura 3.15.

N
|

Energia (mJ / pulso)
, :

560 580 600 620 640 660
Longitud de Onda (nm)

Figura 315 -. Espedro de emisividad & colorante Rodamina 640 con ung

concentracion de 3,6.10% M en metand para el sistema oscilacidor del laser y

de 1,9.10"M en metand el sistema amplifi cadar.
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Para obtener la longitud de onda indicada en € UV, la radiadén laser
emitida por el colorante ha de ser posteriormente dodada en freauencia para lo
gue se utiliz6 e sistema INRAD-AT-III-UV € cua lleva incorporado uncristal
dobador BBO-TST, con lo gque es posible obtener el intervalo de longitud dce
onda (235 - 730 M) adeauado para buscar la zona resonante del trans
resveratrol. En el caso de necesitar trabajar en atros intervalos del espedro puede

utili zarse d mismo sistema canbiando Uncamente d cristal dodador por otro.

Con nuestro sistema experimental se ha barrido lalongitud de onda con un
espadado e 0,1 nm en €l intervalo situado entre 294 y 312 m en el que garece
la mencionada banda de @sorcion. Se observa en €l espedro registrado ura
banda ancha desde los 300 hastalos 307 rm, con el méximo a 3021 nm como se

muestra en la Figura 3.16.

302.1 nm

Intensidad (u.arb.)

0,0 | |
302,5 305,0 307,5
Longitud de onda (nm)
Figura 316 -. Espedro REMPI de trans-resveratrol medido entre 300y 308 m,

desorbido a 532 m con unaenergia de desorcion ce 10 mJ / pulso.
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Como se observa en el espedro REMPI del trans-resveratrol mostrado en
la Figura 3.16, la intensidad de sefid va aimentando a medida que disminuye la
longitud de onda hasta llegar a un maximo a 3021 nm, que sera la longitud de
onda més adeauada para prodicir la ionizaddn resonante de esta moléaula. Del
espedro puede obtenerse informadon sobre la estructura vibradonal y rotadonal
de la moléaula, aunque dado €l gran numero de &omos que la @mporen
(C14H1203) sOlo en vibradon presenta 81 modaos normales (3N-6), por lo que s
Se suman a estos todas las transiciones rotadonales posibles conforman ura
estructura de dificil i nterpretadon. Para proceder al estudio espedroscopico ce la
moléalla e necesario primeramente simplificar la estructura rotadona del
espedro y englobar estas bandas de rotadon dentro de sus respedivas bandas de
vibradén, por lo que para dlo hacanos la @nvolucion e dichas bandas

mediante un tratamiento pa transformada de Fourier.

La Figura 3.17 muestra d resultado ce este tratamiento, tras el cual
pueden apredarse ®n claridad 6 kendas entre los 32200 ylos 32500 cm™
correspondentes a 2 modcs distintos de vibraddén qle de forma genérica se
denominaron A 'y B y que rresponcen a 2 progresiones de transitos

eledronicos que se estudian con més detalle en el capitulo 5.

Una vez onacido e espedro REMPI dél trans-resveratrol se prepard un
colorante espedfico que tuviese su maxima emision centrada en 605 mm, es
dedr, una vez se dola esta freauencia ¢ maximo de emision se encuentra muy
proximo a 3021 nm. Dicha emision se cnsiguié con la mezda de Rh640 +
Rh620en metand con las sguientes concentradones. para € oscilador del |aser
de 3,6.10° M de Rh640+ 7,9.10°> M de Rh61Q y para & amplificador del |aser
de 1,8.10° M de Rh640+ 3,9.10° M de Rh61Q
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Figura 3.17 -. Espectro REMPI de trans-resveratrol puro promediado por
transformada de Fourier y pasado a cm™.

En la Figura 3.18 se demuestra la dicada de laionizadon resonante frente

alaionizadén noresonante para una misma muestra de trans-resveratrol puro.

Comparando los dos espedros mostrados en la Figura 3.18 para una
misma cantidad de trans-resveratrol, se greda daramente unaimportante mejora
de laintensidad de sefial en el espedro inferior el cual se diferencia del superior
Unicamente e la longitud de onda empleada para prodwcir la ionizadon,
resonante (3021 nm) para d espedro inferior y no resonante (30,1 nm) para d
espedro superior. Tenemos gue tener en cuenta amo, ademas de esta mejora e
la dicada @n la que se prodwe la ionizadén, aumentamos a la vez la
seledividad de dicho proceso, ya que si desorbemos una matriz compleja solo se
ionizaran aquell as moléaulas que posean transitos eledrénicos en resonancia @n

lalongitud de onda empleada.
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Figura 3.18 -. Espectro de masas de trans-resveratrol puro obtenido a la longitud
de onda resonante 302,1 nm (abajo) y fuera de resonancia a 301.1 nm (arriba).

93



Resultados

e VARIACION DE LA SENAL CON LA ENERGIA DE IONIZACION.

Ademés de onacer cua es la longitud de onda mas adeauada para
prodwcir la ionizaddn resonante del trans-resveratrol, otro de los parametros
espedficos a caaderizar es €l orden de fotoionizadon del proceso. Como ya se
describio a través de la ewiaddn 11, en un poceso de ionizaddn multifoténica
para dcanzar el continuo ceionizaddn desde d estado eledronico fundamental,
laintensidad de sefia registrada es proparcional al numero de fotones absorbidos
(I ~ @ "), donk n es & nimero de fotones absorbidos por moléaula y se

denomina orden de fotoionizadon.

Esta caaderizadon, requiere oonocer la variadon ke la intensidad de la
sefidl con la energia de ionizaddn, paralo que se redizd unestudio variando la
energia de ionizadon y manteniendo constante d resto de pardmetros
experimentales. Se anpled para d estudio aplicado al trans-resveratrol un valor
para la energia de desorcion de 10 mJpulso, valor inferior a maximo de 20

mJ/pulso para minimizar procesos de fragmentadon moleaular.

Para determinar € niumero de fotones necesarios para la ionizadon el
trans-resveratrol se estudié la variadon ce la sefia idnica ®n respedo a la
energiade ionizadén en unintervalo entre 80 y 270uJ. Dadala dta dicienciade
la ionizadon cuando se utiliza la longitud de onda resonante (3021 nm),
podiamos fadl mente llegar a saturar €l proceso, es dedr, alcanzar una fluencia
del laser de ionizad6n a partir de la aua ya estamos ionizando todas las
moléaulas neutras desorbidas de transresveratrol y por lo tanto aunque
aumentasemos dicha fluencia no registrariamos mayor intensidad de sefial. Por
este motivo en este experimento se anpled ura longitud de onda de 2995 nm,
ligeramente dejada de la longitud de onda resonante evitando asi estos procesos

de saturadén en laionizagon.
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La Figura 3.19 muestrala variaddn del logaritmo de laintensidad de sefial
frente d logaritmo de la energia de ionizaddn para una muestra de trans-

resveratrol puro.

-3 T T T

In Intensidad (u.arb.)
ul

y=-1.6+19*x

-7 l 1 1

2,5 -2,0 -1,5

In E; (mJ/pulso)
Figura 319 -. Representacion dobe-logaritmica de la intensidad ce sefia de
trans-resveratrol en funcion ce la energia de ionizacion manteniendo constante

€l resto de los parametros experimental es.

Como puede observarse en la figura, la intensidad de sefial aumenta d
hacelo la energia del 1ser; teniendo en cuenta la ewiad6n 11 la pendiente de la
representaddn dobe-logaritmica de la intensidad de sefia registrada frente ala
fluencia de la ionizaddn nc proparcionara d orden de ionizadén. Del gjuste
lined de los resultados experimentales representados % optiene para d caso del

trans-resveratrol un valor en la pendiente de 1.9 £ 0.1, es dedr 2 fotones. Este
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resultado indica que la ionizadon e trans-resveratrol se produce mediante un
proceso de ionizaddén kfoténica resonante R2PI  (Resonant-two-phaons-

ionisation) de un sdlo color.

Dado gLe nuestro sistema experimental permite registrar al mismo tiempo
las moléaulas ionizadas y la energia glicada para produwcir esa ionizadén; €
conacer € orden de ionizaddn es una ventgja pradicaya que la fluencia (n° de
fotones / cm®) del l&ser de mlorante puede presentar fluctuadones del orden de
un 1%, por lo tanto, y teniendoen cuentala ewiaddn 11 podemos corregir dicha
fluctuaddn dvidiendola intensidad de sefial registrada en nuestros espedros por
la energia devada d orden de ionizadon. Esta normalizadén fue pradicada
sobre d espedro REMPI del trans-resveratrol y con dcha normalizadén es como

semuestra en laFigura3.16 y 317.
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3.2- VALIDACION

Los laboratorios del sedor quimico predsan desarrollar procedimientos de
ensayo interncs para glicadones determinadas. La anfirmadon mediante d
examen y la garicion ce evidencias objetivas de que se han cumplido los
requisitos particulares para una utili zadon espedficade un método se mnoce por
el nombre de validadon 1%, La validadén cel método ce ensayo estableced,
mediante estudios sstematicos de laboratorio, que las caraderisticas témicas de
dicho método cumplen las espedficadones relativas al uso previsto de los

resultados analiti cos.

En este sentido la validadon de un método analitico es totalmente
necesaria, ya que permite d conccimiento de las caaderisticas de
funcionamiento del métodoalavezque proparcionaunalto grado ce wnfianzay
seguridad en e mismo y los resultados obtenidos al aplicarlo. Se rediz6 pa lo
tanto este proceso de vaidadon aplicado al andlisis del trans-resveratrol
determinanda  la predsion (repetibilidad y reproducibilidad), linedidad,
seledividad /espedficidad, exaditud, limite de detecdén vy limite de

cuantificadon el método analitico (%34,
3.2.1- REPETIBILIDAD.

Una vez optimizadas las condciones analiticas experimentales, como
energia de los laseres, longitud de onda para laionizadon, voltajes de las placa
acderadoras, €etc., debe estudiarse la predsién e nuestratémica Se entiende por
predsion, € grado ce mncordancia eitre resultados de mediciones obtenidas
independientemente bajo condciones estableddas (#?. La predsion depende
solo de la distribucion ce erores aeaorios y no tiene ninguna reladén con €l
valor real o el valor especificado. La medida de la predsion suele expresarse

generalmente en términos de impredsion y se cdcula como la desviaddén
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estandar de los resultados de las mediciones, es dedr, una mayor predsion se

refleja por una menor desviadon estandar.

El término de mediciones independientes ® refiere a los resultados
obtenidos sn la influencia de un resultado precadente del mismo materia o
similar. Las medidas de predsién cuantificadas dependen de manera aiticade las
condciones estipuladas para su cuantificadon; de este moda, la repetibilidad y la
reprodwcibilidad seran un conjunto particular de estas condciones y que a

continuadon se desarroll an.

Se etiende por repetibilidad del sistema la predsion bejo condciones en
las que los resultados de una medicion se obtienen con € mismo método, con el
mismo operador, utilizando e mismo instrumento de medida y durante un corto

intervalo de tiempo 1237,

Para obtener la repetibilidad se enple6 ura muestra de trans-resveratrol
10° M depasitada sobre d disco pyrex y la velocidad del motor se gusté de tal
forma que tardase goroximadamente 50 segundcs en efeduar un giro de 36(° por
lo que se asegura que d laser de desorcion incida siempre sobre una 2ona de

muestrano desorbida @n anterioridad.

La Figura 3.20 muestra la repetibilidad de d area del pico de trans
resveratrol tomando 50espedrosy habiéndaose obtenido cada uno ce dlos con €l
promedio de 10 dsparos del laser (un segundo @ tiempo de alquisicion en €
oscil oscopio pa cada espedro registrado).

98



Resultados

~—~
o 690
0
>
3 670
=
2 650
N—r”
i~ -06
o
2
g 08
>
N—r”
N.—
LLj
~~
©
@
T -1,0
0
-
]
)
=
1,2

Numero de Experimento

99

| | | | |
| Oo.° —
° ... o0 ... ° e0®00 ....
- ... ... ..... ........._
[ ]
-+ | | | | —
] . | - .. o ...l._.
RSD =4.9 %
1 I 1 I 1 I 1 I 1
0 10 20 30 40 50

Figura 3.20 -. (Arriba)
variacion de la energia
de ionizacién  laser
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En la parte superior de la figura se representa la variadon ce la energia de
ionizaddn medida ssimultaneamente ala par que d areade trans-resveratrol, de
este modo po@mos normalizar cada medida dividiendo el arearegistrada por E
ya que, como se demostrd, € orden de fotoionizaddn es dos a tratarse de un
proceso R2PI. La linearoja representa la media de nuestras medidas y las dos

lineas verdes marcan la desviadon estandar (£ ).
Para d tratamiento matematico del total de las dreas de las sefales

registradas en cada uno e los espedros de tiempo de vuelo, debemos considerar

como valor medio de nuestras medidasx a:

X=-L_ [3.13]

donck n es & nimero total de medidasy x; €l areade cala unade ellas.Para

definir s, ladesviaddn estdndar de nuestras medidas, apli caremos:

> —x)°
e P — 3.14
s o) [3.14]
Y finamente se define la desviad 6n estandar relativa como:
RSD - 102’ S [3.15]

El andlisis matematico de los resultados al aplicar las eauadones 3.13,
3.14 y 3.15 muestra una desviaddn estandar relativa o coeficiente de variadon

del 4,9 %. Este valor indica la predsion interna de nuestro sistema, y reflgja
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principalmente d grado de homogeneidad en la depasicion e la muestra sobre la
placa de pyrex, pequefias variadones en la energia del laser de desorcion vy

osciladones en lapaosicion el pyrex durante larotaaén.

3.2.2.- REPRODUCIBILIDAD

La reproducibilidad es la predsion del sistema bajo condciones en las que
los resultados de una medicién se obtienen con el mismo métodao, sobre d mismo

analito, con dferentes operadores, en diferentes tiempos, etc., %33,

Se preparé ura disoluciéon de partida disolviendo 500 pug de trans-
resveratrol puro en 20ml de ac¢ona. Posteriormente se tomaron siete dicuotas
de esta disolucién ce trans-resveratrol 10° M y fueron depositadas en dias
diferentes obre la placade vidrio pyrex utilizando el sistema mostrado en la
Figura 2.7. La deposicion de la muestra sobre d pyrex fue redizada de forma

aterna por distintos operadores para cala experimento.

La Figura 3.21 muestra @ areade pico de trans-resveratrol medidoen las 7
dlicuctas preparadas a partir de una misma disolucion inicial. Cada purno
representa la media de tres medidas cdculadas cada una de dlas como €

promedio de 400 dsparos del 1aser sobre superficie frescade la muestra.

El andlisis matemético de los resultados andlogo a redizado en €
apartado anterior muestra una desviadon estandar relativa del 4,4 %. Este valor
incluye principalmente las variadones que se pudesen producir en e sistema por
laforma de preparar la deposicion e lamuestra sobre d pyrex y la mlocadon e
la placa @ € interior de la camara de ionizaddn pa e operador, asi como

variadones en la energia de anbos laseres.
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3.2.3.- LINEALIDAD.

Con € propdsito de comprobar gue la intensidad de sefia es linedmente
propacional a la concentraddn ce andlito, se estudio la reladdén entre anbos
fadores en € rango de interés analitico. Para dlo se prepararon cinco muestras
con unintervalo de @ncentradones que oscila entre 15y 40 pm de trans

resveratrol puro.

Las distintas muestras fueron preparadas disolviendo 50 ug de trans
resveratrol puro en acdona, se dladieron 15mg de Zn a cala una de dlas,
posteriormente y en ensayos sparados ® dispersa la muestra sobre d pyrex

redizandolamedida en las condciones 6ptimas experimental es.

3,9 | | | | | | | |

50 [Y=A+B*X
L |R =0.99968

45
4,0
35
3,0
2,5

2,0

Area (arb.units)

15
1,0

0,5

0,0 1 .
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Concentradon de Resveratrol (ug)

Figura 322 -. Variacion el area del pico de trans-resveratrol en funcion ce su

concentracion.
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La Figura 3.22 representa la intensidad de sefial obtenida frente ala
concentraddn de analito. La regresion lined de los purtos experimental
proparciona un coeficiente de corrdladdn de 0.9997, por 1o que en conclusion
podemos asegurar una buena cncordancia entre |os valores que obtengamos para
muestras problema y la regresion lined en e intervao de ancentradones
estudiado. Es importante resaltar ademas que d punto (0,0) queda situado dentro
de los limites de aonfianzapara unvalor de probabili dad del 99 %.

Cada uno ¢k los puntos representados es la media de tres analisis que asu
vez son el promedio 400 dsparos del |aser, es dedr, 1200 vaporizadones de la

muestra anali zada; recordando gue lafreauencia del |aser es de 10 Hz.

3.2.4.- SELECTIVIDAD.

Una dapa comun ce la validadén de métodcs analiticos convencionales
es la demostradén e la espedficidad o seledividad del método, es dedr, €
grado e ceteza on (Le puede determinarse un analito perticular dentro de una

mezda complgasin ser interferido pa otros comporentes de la mezda.

Para nuestro caso concreto es bien conccida la espedficidad que mnfiere
al andlisis e acoplamiento REMPI + TOFMS {13 192 195213236 23% ' qahido a dos
motivos principamente, el primero es que gradas a la dta dicada de la
ionizaddn REMPI, en ura muestra compleja ionizamos Eledivamente ajuell as
moléaulas que posean niveles de energia en resonancia @n la longitud de onda

de los fotones empleadaos para provocar laionizadon.
Una segundh selecdon se hace mediante la espedrometria de masas, es
dedr, s una moléaula presenta una ésorcién significaiva cecana ala longitud

de onda resonante de nuestro analito, seria separada posteriormente en €l
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espedrometro de tiempo ce vuelo en funcion de su masa. Incluso para @ caso de
isomeros conformadonales que posean la misma masa podrian ser detedados de
manera espedfica glicando en € andlisis la longitud ce onda que estuviese en
resonancia @n cada uno e ellos ““**. Por todo ello no se ha @nsiderado

necesario redizar ensayos de seledividad.

3.2.5.- EXACTITUD.

Se define exaditud como el grado de wncordancia entre d resultado ce
una medicion y su valor de referencia acetado. Cuando se glica aun conjunto
de resultados de mediciones implica la @mbinaddn de los comporentes

aeaoriosy de un error sistemético comin {233,

El método més genera para cdcular la exaditud consiste en analizar una
muestra de @ncentraddn conccida y comparar €l valor obtenido con € valor
real, paralo cua es necesario emplea un material de referencia cetificado (%9,
Este método noes viable ya que no se han encontrado petrones certificados de
trans-resveratrol. Un segundométodo para determinar la exaditud el sistema es
comparar €l resultado de un método nwevo con € obtenido pa una témica de
exaditud conccida. El trans-resveratrol es analizado generamente por métodas
cromatograficos, pero como ya se indicd en la introducddn, existe una gran
controversia sobre la mayor o menor exaditud de los distintos métodcs

pubicados para su andlisis.

Por lo tanto, para determinar la exaditud del método desarrollado se
prepard con la mayor predsion pasible una disolucion petrén ce trans-resveratrol
de ooncentraddn conccida (25+ 1 ug) y posteriormente se compar6 dicho valor
con € obtenido a cdcular la mncentraddn ke la disolucién preparada usando

una aurvade cdibrado, como se muestra en la Figura 3.23.
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Figura 3.23 -. Experimento de exactitud de una muestra que contiene 25 g de

trans-resveratrol.

La Figura 3.23 presentalareda de cdibrado olienida entre los valores de
5 y 50 ug de trans-resveratrol. Se depositaron sobre la placa25+ 1 pug de trans
resveratrol para proceder posteriormente asu andlisis. La muestra se midio tres
veces y la media de estas medidas fue introdwcida en la reda de cdibrado
obteniendo unvalor de cwncentradon para dicha muestra de 239 ug , lo que

comparado con su valor red nas proparciona una exaditud de un 96%.
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3.2.6.- LIMITE DE DETECCION.

Se define d limite de detecddn de una témica analitica, como la minima
concentraddn que produce una respuesta detedable por encima del nivel de
ruido del sistema, y que generalmente se toma cmo 3 veces la desviadon

estandar en el blanco %% 72234238

La Figura 3.24 muestra un espedro de masas para una muestra que
contiene 5 ng de Trans-resveratrol puro con 30mg de Zn depositados bre d
pyrex y promediado pa 400 dsparos del 1aser.

En ese espedro laintensidad de sefial del trans-resveratrol es S=-0.535V
mientras que d promedio del ruido es de N = 0,020 mV, por lo que podemos
obtener unareladon S/N = 26750 @ra esta muestra de 5 pg de trans-resveratrol.
Para cdcular la cantidad desorbida redmente e necesario tener en cuenta la
reladon entre d dreade desorcion y el dreadd disco; la muestra fue depositada
en el disco pyrex de 5 cm de didmetro (drea= 19,6 cm’), y el &reade desorcidn es
de 7 mn? (d = 0,3 cm); incluso s suporemos que @ pulso laser desorbe
completamente todo € trans-resveratrol depositado (o cual esta lgjos de la
redidad), la catidad de trans-resveratrol desorbida serd [5.10° g. « (7 mnt /
1963mnt )] = 1,78,10° g. Por lo tanto la cantidad de trans-resveratrol desorbida
serd menor de 20 g, lo gue quiere dedr que tomando € limite de detecddén

como tres veces el nivel de ruido oliendremos un valor paradicho limite de 2 pg.
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1 1 1 1 1
0,0 e % T
-05 |- ]
Trans-resveratrol
@ R S=0535V
S N = 0.020 mV
§ 10F LoD =2 pg ]
% LoQ =7 pg
)
c
15 ]
hyes= 1064 Nm
| Ed =40 (mJ/ pulso)
2=302,1 nm
Ei = 254 (unJ / pulso) _
20 20 ng de Trans-resveratrol + 186 ug de zn ||  Figura 3.24 .- Espectro de
masas de una muestra que
. | . | . | . | . | . contiene 5 ug de trans-
resveratrol; Se indican la
0 100 200 300 400 500 600 intensidad de sefial y el ruido
medio  empleados  para
Masa (u.m.a) calcular el LoD y el LoQ.
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3.2.7.- LIMITE DE CUANTIFICACION.

El limite de auantificaddn se define mmo la mncentraddn minima que
puede determinarse de forma exada y predsa **%. A partir de uncs valores
concretos de predsion y exaditud pede determinarse d limite de asantificadén
reduciendo la concentradon de andito y asegurandonc de que estos parametros
se mantienen, lo cual es un método excesivamente tedioso pa lo que
generalmente se cdcula mmo la cncentradon de analito que posee un cociente
sefid ruido SN = 10. Para € espedro mostrado en el apartado anterior (Figura

3.24) se obtiene unlimite de auantificadon de 7 pg.

Una vez onfirmada la validadon ke la témica para d trans-resveratrol
puro, se han redizado estudios andlogos en dversas matrices con resultados
igualmente satisfadorios. Se han oltenido, por g emplo, limites de detecdén ce 5
ppb y c 2 ppb @raladeterminadon e trans-resveratrol en piel de uvay hgade
vid respedivamente. Dado qte dichos resultados on similares a los expuestos,

por brevedad se omite su exposicion al ser reiterativa.
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4.1.- ANALISISDE TRANS-RESVERATROL.

La quimica andlitica atua requiere cala vez més de métodacs diredos de
andlisis que posibiliten el estudio de compuestos traza @ muestras complejas de
forma fiable ala par que rapida. Como ya hemos mencionado en la introduccion
de etatesis, para d caso de sustancias como €l trans-resveratrol, los métodaos de
andlisis convencionales (GC, HPLC, EC, etc.,) requieren largos y tediosos
procesos de extracdon. Dichos procesos introducen las principales fuentes de
error en estos métodcs debido a la isomerizadon e hidrélisis de esta sustancia
durante los procesos de preparaddn ce la muestra. Por otra parte no debemos
olvidar el cardder térmicamente |abil del trans-resveratrol, sin embargo mediante
la desorcion laser favorecamos la vaporizadon e este compuesto frente a
posibles procesos de fragmentadén, 1o cual, acoplado a la dta seledividad y
eficada de laionizadon REMPI junto con la espedrometria de tiempo ce vuelo
hace de eta témica un reaurso eficaz para d andlisis de traza de trans
resveratrol en muestras complgjas. A continuadon se presentan los estudios
preliminares redizados por ionizaddon MPI y posteriormente las aplicadones
redizadas empleando la ionizaddn resonante del trans-resveratrol en
determinadones cuantitativas del mismo, para finamente y en base a los
resultados anteriores mostrar una glicadon de trans-resveratrol como pesticiday

conservante natural en frutasy verduras.

4.1.1. EXPERIMENTOS MPI

Uno ce los primeros experimentos fue comprobar que d trans-resveratrol,
poda ser ionizado mediante un proceso MPI empleando €l 4° arménico de un
ldser Nd:Y ag, es dedr, radiaddn con ura longitud e onda de 266 M. La Figura
3.14 d estudio espedroscopico del trans-resveratrol mostro el resultado e este

experimento en el que se depositaron 5 mg de trans-resveratrol puro sobre la
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placapyrex, por lo que teniendo en cuenta las dimensiones de la placay las del
perfil del laser de desorcion, estariamos desorbiendo en cada pulso laser una

cantidad inferior a 15 pg.

Se mrrobaé mediante la glicadon e la ionizadon MPI que € trans-
resveratrol fuera de la matriz natural que lo contiene produwce la formadon ce
glucoxidos a temperatura anbiente. Puede gredarse este fenomeno comparando
las Figuras 3.14 y 41; en la primera figura se analiza una disolucién e trans-
resveratol puro redén preparada mientras que en la Figura 4.1 se rediza ¢
andlisis de esa misma disolucion 24 heoas después habiendo permaneddo la

disolucion analizada atemperatura anbiente en ausencia de luz.

L I L I L I L I L I L
0 prw—u.r,m e WWWW_
[ Glucdxido 1
S 1f T
£
yo!
© - J
S
‘»
o
E 2T ]
A= 266 nm
Muestra= 15 ng de Trans-resveratrol
3 Trans-resveratrol i
L I L I L I L I L I L
0 100 200 300 400 500

Masa (u.m.a)

Figura 4.1 -. Espectro de masas de trans-resveratrol ionizado a 266 nm.
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Del mismo modo puede observarse en los espedros de asorcion Uv-Vis
mostrados en la Figura 4.2, como €l trans-resveratrol se isomeriza a ¢s
resvertrol, tal y como describimos en la introducdén e esta tesis por acaén e
la luz ultravioleta por o que, y teniendo en cuenta su labilidad térmica las
disoluciones de trans-resveratrol puro empleadas en los distintos andlisis deben

ser siempre @nservadas en nevera (~5°C), y en ausencia de luz.

Abs

200 300 400 500 600 700
Wavelength[nm]

Figura 4.2 -. Espedro de absorcion ce unamuestra trans-resveratrol y la misma

muestra expuesta a la luz de una banbilla durante 1 haa, se apreda en azul la

apaicion ddl isomero cis-resveratrol.
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En laFigura 4.3, se muestra el espedro de unvinoionizadoa266 ny en
cuyo proceso de fermentaddn nose han separado el mosto y el hallejo delapiel
de uva. En este cao debidoala dtafluencia del |aser para provocar laionizadén

MPI no pteden dstinguirse losisdmerostransy cis del resveratrol en el espedro.

resveratrol

Intensidad (mV)
|
|

0 100 200 300 400 500 600
Masa (u.m.a)

Figura 4.3 -. Espectro de masas de vino tinto ionizado a 266 nm.

Podemos también considerar que d hdlego de la uva posee una gran
aplicabilidad paencial en lo que asu contenido ce trans-resveratrol se refiere
dadas las grandes propiedades antioxidantes beneficiosas para la salud humana
ya descritas del mismo, asi por jemplo entre otras £ muestra en laFigura4.4 un
colorante dimenticio manufadurado a partir del holejo de lauvay en € que

puede goredarse la presencia de trans-resveratrol medidoa 266 rm (MPI).
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4.1.2. ESTUDIO DEL CONTENIDO DE TRANS-RESVERATROL
EN LASDISTINTASPARTESDE LA UVA.

Conccidas las importantes propiedades beneficiosas para la saud e
aguncs padifenades, uno ¢ los principales estudios acometidos en este trabajo,
es la determinadon ¢k trans-resveratrol en frutas, y mas concretamente en was.
Para dlo se eanpleaon dstintas formas de depasicion e la muestra sobre d
pyrex, pero en todcs los casos € andlisis £ catro en lapiel deuvay lashgas de
la vid. Es sbido que d trans-resveratrol es generado pa la planta para aduar

como pesticida natural frente ainfecdones flngicas 1** %

pa lo gque garece
principalmente en la piel del fruto y en las hojas 2 ¥, Se desconace por e
momento S su génesis tiene lugar diredamente en lapiel o si bien se genera enla
semilla o pupa del fruto para después transportarse hasta la piel, en cualquier
caso su presencia ha sido descrita principalmente en la piel, lo cua faalita d
andlisis a ser este fenomeno pa si mismo un méodo e premncentraddn

natural del trans-resveratrol en lapiel.

Se ha redizado e estudo del contenido de trans-resveratrol en las
distintas partes de la uva, para dlo se analiz6 ura muestra que @ntenia 70 mg de
piel de uvay posteriormente otra bajo las mismas condciones pero que @ntenia
esta vez la misma cantidad de pulpa; como se observa en la Figura 4.5 no se
deteda ninguna caitidad significaiva de trans-resveratrol en los andlisis de
pulpa; resultados smilares s obtuvieron en € andlisis de pulpa en dstintos tipos
de uvas, por o gue se anpled para todcs los andlisis como muestra de origen la

piel de las uvas, desechandola pulpa
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4.1.3. EXTRACCION DEL TRANSRESVERATROL POR
PRENSADO EN FRIO.

Ya se describi6 anteriormente d sistema experimental empleado para
redizar este proceso. Se redizd un estudio analogo al expuesto en € apartado
anterior con €l fin de demostrar la dicada de la extracdon cel trans-resveratrol

al prensar en frio las pieles de uva

El acete obtenido del prensado ck las pieles fue cntrastado con el residuo
de esas mismas pieles de uva. Pararedizar e experimento se pelaron 10 wasy
sus pieles fueron prensadas, obteniendo Q5 ml de acée esencial y 580 mg de

residuo ce piel.

El acete esencial fue mezdado con 15mg de Zn en pdvo y depaositado
sobre la placa de pyrex, siendo introdwcida posteriormente en la canara de

ionizaaon.

El residuo fue triturado y mezdado con dros 15 mg de Zn en pdvo y

depositado sobre la placade pyrex.

La Figura 4.6 muestra dos espedros tomados bajo las condciones éptimas
de energia de desorciéon para calatipo e muestra, pudendo corrobararse que en
dichos restos no se obtuvo ninguna sefia significativa de trans-resveratrol por
encima de nuestro limite de detecdon vy ratificando e ese modo la dicada de
este sencillo proceso. Ambaos espedros muestran un gran ruido debido a que la
energiade ionizadén ha sido forzada (por encimade 1 mJ/pulso en la desorcion)

para asegurar que no gleda trans-resveratrol en el residuo ce lapidl.
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4.14. CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE TRANS
RESVERATROL EN DISTINTASVARIEDADESDE UVA.

Uno ce los objetivos espedficos de eta tesis es la determinadon
cuantitativa del contenido ce trans-resveratrol en was, por o que @nstituye en si

mismo ura de |as principales aplicadgones de este trabgjo.

La Figura 4.7 muestra d espedro de masas de una muestra de piel de uva
blanca epafiola (denominadén d origen IDEAL, 1999 desorbida por
aplicadén ck latémicaMEPED e ionizada en lalongitud de onda resonante del

trans-resveratrol.

N
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Intensidad (mV)
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|
|

Trans-resveratrol

1 ' 1 ' 1 '
200 400 600 800

Masa (u.m.a.)

Figura 4.7 -. Espedro de masas de |la piel de uva de la variedad Ideal desorbida
mediante la témica MEPED a 532 m e ionizadamediante REMPI a 3021 nm.
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Para la auantificadén del contenido ce trans-resveratrol en la piel de esta
uva lded, se ha utilizado el método dce aliciones estandar, en € que cantidades
conacidas de trans-resveratrol son afladidas a sucesivas alicuotas que cntienen

76 mg de piel de uva.

La Figura 4.8 muestra &te experimento, donce cala punto corresponce a
la medida de 5 registros tomados en dferentes zonas del disco pyrex, y
correspondendo cada una de dlas a su vez ala media de 400 vaporizagones de

|a muestra.
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Trans-resveratrol (gr / gr Uva)

Figura 4.8.- Determinacion cel contenido ce trans-resveratrol en piel de uva de

la variedad ldeal por el método ck adiciones estandar.
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El valor obtenido ce la intersecdon con € ge X de la regresion lined
indica un valor de 20 ppb @ trans-resveratrol en la piel de la uva. El espedro
mostrado en la Figura 4.7 fue desorbido con ura energia de 30 mJ/pulso y de 254
uJ pulso en laionizadon en la longitud de onda resonante del trans-resveratrol,
para la misma uva empleada en €l experimento de aliciones estandar mostrado
en la Figura 4.8 y pa lo tanto contiene 0,020 pg de trans-resveratrol por gramo
de piel. La cantidad de piel depositada en la placa orresponce a48 ug de piel 'y
79 ng de pavo de Zn en € areade desorcién lo que equivale a2 pg de trans-
resveratrol. Considerando estos valores €l limite de detecddn en este espedro

paralapiel deuvaseriade5 pph

Un estudio similar se muestra en la Figura 4.9, donce se presenta un
espedro de masas para una uva roja sudafricana (denominadén ce origen Cape),
y que corresponce a96 g de piel de uvay 110ug de Zn en el &reade desorcion.
Mediante d método e aliciones estandar se ha determinado que dicha uva
contiene 0,026+ 0,005 ug de trans-resveratrol / g de piel de uva.
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Figura 4.9 -. Espedro de masas de piel de uva de origen sudaricano cesorbida
conlatémica MEPED a 1064 meionizada a 30ZL nm nediante REMPI.

Una ampliadén e ete estudio a distintos tipos de uva se reage e la
Figura 4.10, donck puede observarse la gran variabilidad de la concentradon de
trans-resveratrol dependiendo cl tipo de uva las espaiolas aledo, ided o
garnacha, la dilena, la sudafricana, o la isradi sin semilla Dado qwe la
concentradon e trans-resveratrol depende también de las pradicas agricolas
empleadas, estado de maduradén, etc., no pwede mncluirse de forma genérica
con s6lo unexperimento en wa isradi sin semill a que dicha uva no paseetrans-
resveratrol, o que la semill a juega un importante papel en la génesis del trans-
resveratrol. Seria necesario para poder sugerir esta hipdtesis un estudio mas

amplio sobre diversos tipos de uvas sn semill a.
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4.1.5. CUANTIFICACION DEL TRANS-RESVERATROL EN HOJA
DE VID.

Como ya se mencion0 anteriormente d trans-resveratrol se aawmula tanto
en la piel de la uva cmo en la hgja de la vid, por 1o gue otro experimento de
interés es la determinaddn el contenido e este cmpuesto en las hojas de la
vid. La Figura 4.11 muestra d espedro de masas para una muestra de hgjas de
vid a las que se les ha etraido su acéate esencia y se han medido kgjo las
condciones experimentales optimas ya descritas. Puede observarse daramente d
pico de trans-resveratrol, lo cual muestra nuevamente @mo la ammbinadon cela
ionizaddn selediva y la versatilidad de la espedrometria de tiempo e vuelo
permite identifica claramente un comporente sin interferencias del resto de la

muestra amplegja, evitando pocesos de separadon [revios.
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Figura 4.11 -. Espedro del acdte esencial de hga de la variedad Aledo
desorbida con la téaica MEPED a 1064 mn e ionizada a 3021 nm
mediante REMPI.
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Para esta muestra d contenido ce trans-resveratrol ha sido ceterminado
una vez mas mediante ¢ método ce aliciones estandar tal y como aparece @ la
Figura 4.12, encontrandose un valor de 3,8 g de trans-resveratrol por gramo de
hgade lavariedad Aledo alicantina.

Adiciones estandar
300

250

Intensidad (mV)

X Piel de uvaldeal

1 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 10

Trans-resveratrol afiadido (ug)

Figua 412 -. Determinacion &l contenido e trans-resveratrol en acete

esencial de las hojas de la variedad Aledo pa e método ce adiciones estandar.

A partir del valor obtenido ce la concentraddn ck trans-resveratrol de las

hoas de vid mostradas en € espedro anterior, puede cdcularse d limite de
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detecddn y ge como ya se aiticipd en e apartado correspondente a la
validadonesde 2 pph

En la Figura 4.13 se remge d estudio de las hgas de dos variedades
diferentes de uvas, Aledo e Ided. Para cala variedad se estudio el contenido ce
trans-resveratrol en dstintas etapas del creamiento de las hgas. Una primera
cuando la hga es joven y es remledada del extremo de los sarmientos y otra

segunch dapa auandolahojaya esvigjaparalo que se recmleda de labase de los
sarmientos.

1.- Hoja joven
9 2.- Hoja vieja
3
o
o
~ 6
=
®
;
b
3
&
I
0
idedl 1 idedl 2 dedo1 aedo 2
Muestras

Figura 4.13 -. Comparativa del contenido ce Trans-resveratrol determinado po
el método ck adiciones estanda en hgas de distintas variedades de vides.

Para este estudio las dos variedades de uvas fueron cultivadas en terrencs
proximos, sobre d mismo tipo de suelo empleando las mismas pradicas
agricolasy diferenciandcse solamente en su variedad Aledo olded.
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Como puwede observarse en la figura, la variedad Aledo presenta una
concentraddn mayor de trans-resveratrol que la variedad Ided, tanto en €l caso
de hojas jévenes como en e de hgas vigjas. También puede gredarse on
claridad como en ambas variedades de uva d contenido de trans-resveratrol de

las hojas jovenes es mayor que d de las hgjas vigas.

4.1.6. CUANTIFICACION DEL TRANSRESVERATROL EN
CACAHUETE.

Tal y como se mencionden laintroduccén, ya se habia descrito pa varios
autores que los cacdnuetes possen uncontenido significaivo de trans-resveratrol.
Por este motivo se digio € cacduete como €l primer fruto para crrobaar la
utili zadon ce latémica an frutos distintos de las uvas, es dedr, pretendemos con

el siguiente experimento extender el método de andlisis a otros ali mentos.

Para la relizaddn del experimento se prensaron los cacaduetes por €l
método ce prensado en frio ya glicado para d caso de la pidl de lauva o las
hojas de vid. Se prensaron 179 de cacauete y a aceate esencia obtenido se le

anadieron 15mg de Zn para posibilit ar la desorcién MEPED..

La Figura 4.14 muestra d espedro de masas del cacdiuete
correspondente d aceate depositado sobre d pyrex. El contenido ce trans

resveratrol determinado para en esa caitidad de cacauete es de 2,4 ug (0,1
ppm).
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Figura 4.14 -. Espectro de masas del aceite esencial del fruto de cacahuete

desorbido mediante Meped a 1064 nm e ionizado resonantemente a 302,1 nm.

4.2.- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE TRANS-RESVERATROL
EN UVASINFECTADASPOR BOTRYTIS CINEREA.

Es sbido gue en muchos climas las frutas y verduras lo pueden crece y
reledarse durante una pequeia parte del afio, mientras que su demanda existe
durante todo € afio. Esta razdn oliga aamaceiar y conservar las frutas y
verduras durante periodos de distinta duradon antes de ser puestos a la venta
para los consumidores, 1o cua introduce pérdidas considerables debido a ataque
de aentes patdgencs y a la senescencia natural de la fruta. Las luciones
tradicionales a este problema han sido el almacenamiento controlado ck las frutas

modificando la compasicion e la @mosfera de los redntos o camaras que las
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cortienen y la utilizadén e pesticidas sntéticos. Sin embargo y a pesar de estas
medidas las pérdidas posteriores a la mseda rondan aproximadamente d 20 % ,

pudendollegar en alguncs casos hasta d 50% de la msedha remledada.

En esta tesis doctoral se ha redizado €l desarrollo y plesta apurno de
nuevos sstemas que permiten analizar el estado e salud ce lafrutay reducir las
pérdidas durantes los procesos de dmacenamiento reforzendo la resistencia
natural de las plantas ***. Para dlo fue necesario en primer lugar identificar
aguno e los comporentes respornsables de producir |a respuesta natural de la
planta cmo defensa frente alas infecdones fungicas de tal manera que no solo
permita andlizar el estado ce salud la planta durante su amacenamiento, sino

también ogimizar su presenciapara &l incrementar laresistencia de la planta.

El objetivo principal de este estudio concreto, es tratar de establece s
existe o no urareladén entre d estado de salud ce lafrutay la concentradon ce
estos compuestos no volétiles, dilucidando de este modo su viabilidad como
pesticidas naturales. Se digié como fruta de estudio la uva por los motivos ya
expuestos en el apartado 12 siendo ademés 2 caraderizadon y estudio un pumno

importante de interés para muchas empresas viti-vinicolas.

Se necasitdé pa lo tanto, para dcanzar este objetivo, medir la evolucion
del concentraddn ce transresveratrol en was snas y was infedadas por
Botrytis Cinerea. Desde que Langcake y Price describiesen la dicitadon del
trans-resveratrol por la acédn ce la Botrytis Cinerea'®, se han redizado muchos
estudios tratando dk describir su interacdén 1 ® ** midiendo la mncentradén
de trans-resveratrol principamente en la hga de la vid en investigadones in
vitro, sea mediante aultivos cdulares o mediante plantulas. Para investigar la
evolucion dH trans-resveratrol tras los periodos de dmacenamiento se determind
su contenido en € fruto y noen las hgas, es dedr en las uvas infedadas y no

infedadas por la Botrytis Cinerea.
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La cepa de Botrytis Cinerea se @wnsiguid hadéndda aece a partir de
patata en un medio de dextrosa ajar a 24 °C, con unalto grado de humedad e
irradiad6n con luz blanca durante 14 haas. Cuando este aultivo ha esporulado se
afaden 2 ml de agua destiladay se filtratres veces con papel poroso para obtener
asi una suspension ce esporas de @mncentradén 10 Conidias / ml, la disolucién
resultante se diade aotra mmpuesta de glucosa 0,11 M y KH,PO, 67 mM. En
los experimentos un grupo ce uvas fueron inoculadas mediante una inyecaon en
e centro de la uva on 5l de la disolucion qle ontiene las esporas mientras
gue otro grupo ce antrol serd inoculado sdlo con 5 ul de la disolucion dce
glucosay KH,PO,. Con €l fin de que lainoculad 6n fuese homogénea la purcién
se rediz6 mediante una jeringuilla an un“tope” en la ayuja para asegurar que la
profunddad de la herida fuese la misma en todas las muestras. Los resultados
obtenidos £ comparan con los del grupo e control, formado pa uvas a las que
no se les ha redizado tratamiento ni incision alguna. Todas los grupos de uvas
fueron conservados en redpientes de plastico sobre papel de filtro himedo a una
temperatura que oscilaba entre los 15 y 23°C y una humedad relativa del 80-85
% .

El siguiente experimento muestra d andlisis de trans-reveratrol en was
infedadas por Botrytis Cinerea, para dlo evidentemente se partié de una uva
cuyo contenido e esta moléaula aa lo suficientemente significaivo como para

poder apredar su evolucién amedida gue lainfecdén progresaba.

La Figura 4.15 recoge auatro espedros correspondentes a acete esencial
extraido ce la piel de las uvas infedadas por Botrytis, con ura separadén
temporal de 1 dia entre uno y dro espedro, registrados todcs €llos en las
condciones Optimas de desorcién e ionizaddn ya descritas en e apartado

anterior paraladesorcion MEPED y laionizadon REMPI.
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Figura 4.15 -. Espedros de masas del acdte esencial de piel de uva infedada

por Botrytis Cinerea. TO, T1, T2 y T3 son los dias transcurridos tras la

inoculacion.
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Este andlisis mostrado en la Figura 4.15 fue redizado hesta d 6° dia en los
tres diferentes grupos de uvas estudiados. Una representadén el érea de pico
para los distintos grupcs de uva en funcion el tiempo transcurrido desde d

momento de producir lainfecddn es mostrado en la Figura 4.16.
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Figura 4.16 -. Evolucion temporal de tres grupas de un mismo tipo de uva frente
a: inoculacion con Botrytis (circulos), inoculacion con tampoén (trianguos), sin

inocular (cuadradcs).

En esta figura puede goredarse amo el contenido ce trans-resveratrol en
el grupo ¢k uvas no tratadas es pradicamente anstante, aungque muestra una muy
ligera subida hasta d cuarto dia para finalmente disminuir. El grupo c uvas

inyedadas con la disolucion tampdén pesenta una rapida cdda del contenido ce
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trans-resveratrol tan solo 12 haas después de la inyecddn, manteniendo ura
concentraddn muy baja en los dias sucesivos. Para d grupo inoculado con la
Botrytis el resultado es totalmente diferente, podemos apredar como lainfecdaon
provocala dicitaddn del trans-resveratrol en la uva como respuesta asu ataque,
alcanzando unmaximo en su contenido en torno a las 36 haas después infedar
las uvas, y que e 10 veces mayor que d contenido pesente en € grupo
inyedado con la disolucion tampory después de ese momento e contenido e
trans-resveratrol deaece répidamente en las 48 haas sguientes, estando su

contenido pa debajo de 5 ppba partir del quinto dia.

Tras este experimento se pensd en la posibilidad de tratar uvas con
Botrytis Cinerea autoclavada para de ese modo ver si se prodicia la dicitadon
del trans-resveratrol enddgeno ke la uvas y se aimentaba de esta manera su
resistencia. Para dlo se sometio €l cddo ce alltivo en € que habia aeddo la

cepa de Botrytis a dtas temperaturas que aseguraban su muerte y posteriormente

dicho exudado fue filtrado para emplealo como agente de vaaunadon.

TRATADAS NO TRATADAS

Figura 4.17 -. Fotografia de uvas 24 das después de haber rociado sobre dlas
con esporas muertas de Botrytis Cinerea (izquierda) y un gupo ¢ uvas bre
las que se harociado agua(derecha).
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El experimento fue llevado a cdo para 2 grupos de uvas sudafricanas
pertenedentes a la variedad Cape en el mismo estado ce maduradon, sobre d
primer grupo se rociaron 5 ml de la disolucion con € exudado dce la Botrytis
muerta, mientras que d segundofue rociado con la misma disolucion pero sin €l
exudado ce Botrytis. Como puede gredarse en la Figura 4.17, 24 das después
del tratamiento no se goredan dferencias sgnificativas entre los dos grupcs de

uvas.

4.3- EVOLUCION DEL CONTENIDO DE QUERCITRINA EN
UVASINFECTADASPOR BOTRYTIS CINEREA.

Como ya se mencioné en la introducdon la quercitrina € un poaroso
antioxidante d igual que € transresveratrol. Aunque d mecalismo de
producadn en lauvano se ha caaderizado dce formatan exhaustiva cmo para €
trans-resveratrol, sin embargo hemos registrado su presencia en casi todas las
variedades de uvas estudiadas, incluso en algunas que no presentaban niveles
significdivos de trans-resveratrol; esto hace de la quercitrina un candidato
adicional al trans-resveratrol paratratar de analizar el estado ce salud ce las uvas

y de ehi nuestro interés en su estudio.

Las uvas fueron inoculadas con la disolucion que antiene las esporas de
Botrytis Cinerea y se registrala evolucion del pico de quercitrina en funcién dcel
tiempo. La Figura 4.18 muestra 4 espedros de masas tomados con unintervalo
de 3 dias de separad6n entre uno y dro abarcando unintervalo de 0 a9 dias tras
la infecddn con Botrytis. Podemos apredar en los espedros como la intensidad
del pico de quercitrina deaece @ reladon dreda a medida que progresa la

infecdon ce laBotrytis Cinerea en lauva.
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Debe observarse que d espedro ha sido tomado en las condciones
optimas de medida del trans-resveratrol, por 1o que dichas condciones podian
ser optimizadas para la quercitrina y de este modo aumentar aun mas la sefial

registrada.
Uvas infedadas por Botrytis Cinerea
| | | |
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Figura 4.18 -. Evolucion temporal de la quercitrina frente a la infecadn de

Botrytis Cinerea.

4.4.- APLICACION EXOGENA DE TRANS-RESVERATROL

Tal y como se describié en la introdwcddn e esta tesis, uno e los
objetivos concretos a dcanzar es aumentar el tiempo de mnservadon ce frutas y
verduras mediante dos pasos basicos de acuadén. El primero yalo acometimos
en e apartado 42 como es la identificadon y seguimiento de mpuestos

13¢
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resporsables de produwcir la defensa natural de la planta, del tal manera que por
una parte obtengamos nuevos pardmetros que nos ayuden a determinar € estado
de salud ck la fruta durante su periodo e dmacenamiento y conservadaon, y por
otra nos srva cmo indicador de la mejora de la resistencia de los cultivos

introduwcir variadones en las pradicas agricolas.

A raiz de estos resultados obtenidos en €l andlisis de frutasy parafinalizar
e cuerpo experimental de esta tesis, se prob6 la glicadon exdgena de trans-
resveratrol como pesticida natural para de este modo intentar aumentar el tiempo

de vida Util defrutasy verduras.

Como ya fue descrito en la introduccon, debe recrdarse una propiedad
muy importante del trans-resveratrol y es que su cadder antifungico no es
espedfico paralaBotrytis Cinerea, sino que también defiende alavid del ataque
de otras espedes de horgos. Por lo tanto la dicitadon del trans-resveratrol como
respuesta antifingica de la uva hacede 4 un candidato idoneo como pesticida
natural para probar si su aplicaddn exdgena en la uva provoca un aumento de su
resistencia. Pese aque ha sido descrito ampliamente este caader antifungico en
investigadones in vitro, no encontramos ningun registro hibliogréfico sobre su
aplicadon dreda en frutas y verduras para mantener el estado ce salud y cdidad

tras 31 amaceamiento.

Se mmenzaon los experimentos tratando 4 radmos de uva blanca de la
variedad Aledo. Las uvas fueron tratadas con ura disolucion de trans-resveratrol
1,6.10* M en agua bidestilada. Para cala tratamiento se digieron 2 grupcs de
uvas, un grimer grupo compuesto pa 2 de los radmos que se denomind “con
tratamiento” en el que lafruta se sumerge en latotalidad de su volumen dentro de
esa disolucion ce trans-resveratrol durante un tiempo de 5 segundas. Un segundo
grupo formado pa los 2 radmos restantes de uvas al que se denomind “sin

tratamiento” es sumergido duante 5 segunda en un volumen equivalente d
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anterior que rtiene solo agua bidestilada y que fue usado como grupo
control. Después de ser tratadas las uvas ambos grupcs n dgjados a aire a

temperatura anbiente.

Después de 10 das s observan dferencias sgnificaivas en los dos
grupcs, con tratamiento y sin tratamiento. Como puede gredarse en la Figura
4.19, e grupo sin tratamiento presenta daras fales de senescencia por la
textura de la piel y color asi como €l visible desarrollo locd de horgos en la
primera fase de su ciclo reproductivo (micdio vegetativo); sin embargo los

radmos con tratamiento no muestran horgos en las uvas ni en € tronco

mostrando unaspedo saludable.

TRATADAS NO TRATADAS
10 DIAS 10 DIAS

Figura 4.19 -. Fotografias de las muestras de uvas “ Aledo’ 10 das despueés de

haber sido tratadas (izquierda) y no tratadas (derecha) con trans-resveratrol.
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Se rediz6 unestudio comparativo de la cdidad de las uvas tratadas y no
tratadas con trans-resveratrol ™. Al igual que en el caso anterior se hicieron 2
grupcs de uvas, tratadas y no tratadas, que posteriormente se dmacenaron bgjo
las mismas condciones de humedad y temperatura (5 — 12 °C). Se analizd en
ambos grupcs la compaosicion boguimica de las uvas asi como sus propiedades
sensoriales en tiempos que recgian € momento inicial del tratamiento, alos 8 y

alos 18 das después del tratamiento.

El andlisis bioguimico evalué la composicién ce maao y micronurientes
del grupotratado y notratado. De los maaonurientes & analizo el contenido ce
proteinas, grasas, carbohdratos (glucosa y fructosa), fibra y cdorias. De los
micronurientes £ aalizaron vitaminas (piridoxina, niadna, addo ascoérbico),
addos organicos (tartarico y maléico), minerales (magnesio y pdasio) y €

aminoaddo Prolina.

En € andlisis ensoria redizado pa consumidores potenciales & evalud
purtuando e 1 a5 las propiedades organadépticas de gariencia, texturay sabor
de las uvas tratadas y no tratadas asi como el grado e satisfacaon con ambos
grupcs de uvas. Este andlisis fue redizado segun la norma UNE-87-004-79; con

12 evaluadores que redizaron el andlisis de forma dslada eindependiente.

Para anbos casos, € andlisis biogquimico como €l sensorial, se evalud la
diferencia de las medias de los valores obtenidos en el grupotratado y notratado
con un nivel de significaddn ce 0,05 %. El resultado olienido en todcs los casos
fue daro: a anadir trans-resveratrol en las uvas no se modifican sus propiedades

bioguimicas ni organolépticas.

® Agradecimiento al Grupo Cayacea por la realizacion de los andlisis
bioquimico y sensorial de las frutas.
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La dicada del tratamiento demostrada en was abre una interesante linea

de glicaddn yaque la Botrytis Cinerea, siendoé principal €elicitador en wasdel

trans-resveratrol, es un hormgo no seledivo que infeda amas de 200 espedes

tales como fresas, tomates, manzanas, etc., por lo que apriori la glicadon cel

trans-resveratrol podria extenderse aotros cultivos.

A partir de estos resultados, se deddi6 abordar € estudio de nuevas frutas

y verduras, para determinar, como ya hemos mencionado, si podia usarse d

trans-resveratrol en atros sstemas distintos al de la uva.

TRATADOS
37 DIAS

NO TRATADOS
37 DIAS

Figura 4.20 -. Fotografia de las muestras de pimientos “California” tomada a los 37 dias

después de haber sido tratados (izquierda) y no tratados (derecha) con trans-resveratrol.

El primero de todos ellos fue pimiento de la variedad California, como
puede gredarse en la Figura 4.20 para dos grupacs con y sin tratamiento tomada
37 das después de ser tratados y aunque @ grupo ce pimientos sn tratamiento
presenta un aspedo més rugoso que € tratado, las diferencias no son tan

significativas como en el caso de las uvas.
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Se prob6 e mismo tratamiento con gmientos de la variedad Lamuyo; la
Figura 4.21 muestra como 8 das después de ser tratados con y sin trans
resveratrol se gredan dferencias muy significaivas, los pimientos con
tratamiento muestran pa la persistencia de su color verde sintomas claros de que
su maduraddn es mas lenta que en e caso de los pimientos $n tratamiento.
Mientras que en € grupo ce pimientos tratados o uno la erojeddo, l1os no
tratados presentan un cambio apredable de mlor y una mayor deshidrataddn en
todos los casos; una de las pieza presenta ademas sgnos de infecdon fungica

locdizada

TRATADOS NO TRATADOS
8 DIAS 8 DIAS

Figura 4.21 -. Fotografias de las muestras de pimientos “L amuyo” tomadas 8
dias después de ser tratados con trans-resveratrol (izquierda) y no tratadcs
(derecha).

El siguiente experimento fue redizado en aguacde de la variedad Hass
con el mismo protocolo mencionado anteriormente. La Figura 4.22 muestra dos
aguacdes del grupo con tratamiento y sin tratamiento 15 das después de haberse

efeduado e mismo apredandcse daras diferencias entre uno y dro. Se observa
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con claridad como e grupo con tratamiento presenta un aspedo saludable frente
al gruposin tratamiento en el que las hifas de espedes fungicas aparecen en casi

toda su superficie.

TRATADO NO TRATADO
15 DIAS 15 DIAS

Figura 4.22 -. Fotografias de las muestras de aguecates “Hass', 15 das
después de haber sido tratadcs (izquierda) y no tratados (derecha) con trans-

resveratrol.

Otro resultado interesante fue d experimento redizado en tomates de la
variedad Rambo, una vez més las diferencias sgnificaivas que muestran la
eficada del trans-resveratrol en su aplicadon exdgena pueden apredarse alos 31
dias después de haberse glicado € tratamiento y gue siguieron de manifiesto
incluso 50 das después del mismo. Se observa daramente en la Figura 4.23
como €l grupo notratado presenta una mayor deshidratadén gie d grupotratado
con transresveratrol. Se greda aeméds como los tomates no tratados

desarrollan infecdén fungicalocdizada en la parte de unién con la planta.
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TRATADAS NO TRATADAS

31 DIAS 31 DIAS

Figura 4.23 .- Fotografias de las muestras de tomates “ Rambo” tomadas 31 das
después de haber sido tratadcs (izquierda) y no tratados (derecha) con trans-

resveratrol.

El Ultimo de los experimentos redizados sguiendo esta lineade estudio se
hizo en manzanas de la variedad Golden siguiendo ura vez mas €l protocolo ya
descrito. La Figura 4.24 muestra d estado saludable del grupo con tratamiento
frente d del deteriorado estado el grupo sin tratamiento 75 das después de
haberse producido el mismo.
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TRATADAS NO TRATADAS
75 DIAS 75 DIAS

Figura 4.24 -. Fotografias de manzanas tomadas 75 das después de haber sido

tratadas (derecha) y notratadas (izquierda) con trans-resveratrol.

Por dltimo es necesario destaca que, aungle un pesticida seanatural no
tiene porque estar exento de riesgo para la salud humana, incluso su toxicidad
puede ser mayor que la de un pesticida sintético, no debe confundrse por tanto
“natural” con “beneficioso parala salud’. Sn embargo para @ caso concreto del
trans-resveratrol, tal y como se describe en la introduccion ha sido probado pa
muchos autores no sdlo su cadder no toxico, sino también sus propiedades
beneficiosas para la salud humana " Entre dlas las méas importantes on las
reladonadas con la prevencion e enfermedades cardiovasculares a moduar el
metabalismo de li poproteinas plasmaticas impidiendo de este modola agregadon
plaquetaria; y por otra parte su manifiesto cardader quimiopreventivo en la

cacinogéenesis.

144



Resultados

4.5.- CARACTERIZACION DE ESPECIES TRANSGENICAS.

La biotendogia puede definirse wmo la aglicaddn de nuestros
conacimientos y nuestra comprension ce la biologia para la satisfacaon dce
necesidades pradicas {#*?. Seglin esta definicion, la biotemologia es tan antigua
como la siembra de alltivosy la daboradon de quesosy vinos. La bioteanologia
adua se identifica principalmente por sus aplicadones médicas y agricolas
basadas en nuwestro conacimiento aceca del codigo genético de la vida. Se han
utili zado varios términaos para describir esta forma de bioteaalogia, entre los que
destacan: ingenieria genética, transformaddn genética, temologia tansgénica,

teanodogia de DNA recombinante y teanologia de modificaddn genética

La temodogia de modificaddn genética surgio en la décala de 197Q Uno
de sus avances mas notorios, aparte de las aplicadones médicas, fue la aeaddn
de nuevas variedades de plantas agricolas transgénicas. Desde entonces hasta la
fedha, muchas mill ones de hedareas han sido sembradas anualmente @n cultivos
transgénicos comerciales, como soja, algodon tabac, patata y maiz
principalmente en paises como Estados Unidos, Canada o Japon Puede por este
sistema incrementarse la resistencia natural de las plantas a dertas plagas,
obtenerse una mayor resistencia alas fquias 0 aprovedar suelos considerados

polres parala ayriculturatradicional.

La normativa que regula las diferentes y rigurosas evaluadones que deben
superar los nuevos ali mentos transgénicos introducidos en el mercado comercial
en la Unién Europeg es la Dirediva EC 25897, segin la aual deben tenerse en
cuenta fadores tales como: latransferencia génica aotras plantas por hidratadén,
cambios de virulencia de plagas y patdgenos en respuesta d uso de genes de
resistencia, invasibidad de las plantas transgénicas 0 de su progenie en habitats
silvestres y agricolas, etc,. Todas estas pruebas que aseguren qLe la transgenia no

comporta riesgo alguno para la salud humana, asi como la necesidad de que d
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consumidor sepa en todo momento gque d alimento que mmpra € transgénico,
haceque en la adualidad pracicamente no se mmerciali cen estas especies dentro
del mercado Europeo. Sin embargo, al igual que en atros paises los beneficios
patenciales de la transgenia hacen necesario profundzar en su estudio y

desarroll 0.

Un gemplo aplicado ok esta utilidad fue d redizado en tomate. Partiendo
de tomate silvestre (TW) se desarrollaron 2 espedes transgénicas | @ que se
denominaron T25 y T42, con € fin de incrementar la cattidad de trans
resveratrol generado en el tomate y aumentar de ese modo su resistencia alas

posibles infecdones fungicas.

Como puwede gredarse en la Figura 4.25, €l aspedo de los tres tipos de

tomate es distinto, laintensidad del color rojo de la piel aumenta en el orden TW

< T42 < T25. Latextura de la piel también es distinta, disminuyendo la dureza
segunel orden T25> T42 > TW.

T™W T25 T42

Figura 4.25 -. Fotografias de tomate silvestre (TW) y dos tomates manipulados

genéticamente para desarr ollar mayor contenido endogeno e trans-resveratrol.

¢ Agradecimiento al Profesor C. Kuhlemeier del Instituto de Fisiologia de Plantas y

Departamento de Ingenieria Genética de la Universidad de Berna (Suiza) por el desarrollo de
las especies transgénicas.
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Esta diferencia de mlor puede gredarse también en los espedros de
absorcion Uv-Vis de la piel de los tomates en agua bi-destilada mostrados la
Figura 4.26.

4
3+ s,
T\
Abs 2 [ "
0 | I | I | ;
300 400 500

Wavelength[nm]

Figura 4.26 -. Espedros de absorcion utravioleta-visible de la piel de los
tomates TW, T25y T42.

En ésta figura puede observarse como la &sorcion en la zona del aall, es
dedr, latransmitancia en la 2zona del rojo es mayor segiin € orden T25 > T42 >
TW.

Se hizo unensayo similar a redizado con las uvas en e apartado anterior.
Se analizd primeramente los tres tipos de tomates antes de ser infedados con la
disolucion que contiene Botrytis Cinerea. Podemos observar en laFigura4.27 los
tres espedros de masas correspondentes al Tomate TW, y alas variedades T25 y

T42 medidos en las condciones 6ptimas de andlisis para d trans-resveratrol.

Podemos observar en los tres espedros de esa figura @mo no aparece
sefial significativa dguna de trans-resveratrol a la masa del mismo (228 um.a),

sin embargo un pco intenso correspondente d grupo metilo aparece @ los tres.
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Es importante notar como la intensidad de este grupo metilo es mayor en el caso
del tomate silvestre comparada con ladel tomate T25 y & tomate T42.
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Intensidad (mV)
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2200 o [(CHY' i T42
] I ] I ] I ] I I ]
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Masa (u.m.a) 2= 302.1 nm

Figura 4.27 -. Espectros de masas de tomates sin inocular TW, T25y T42.
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Puede goredarse también, en los tres espedros mostrados en la Figura
4.27, como ademas del pico de metilo apareceun [gco de masa 7 um.a que se
pensd corresponda d liti 0. Corrobaramos a1 presencia mediante un espedro de
fluorescencia induwcida por laser de la piel de los tomates tal y como reflgja la

Figura4.28.

Para registrar dicho espedro se prodyo la &ladén e la piel del tomate
con un léser de CO, a una longitud de onda de 10 micras y se remgio la

fluorescencia inducida por este laser mediante un analizador 6ptico multicanal 5

us después de la produccén cel plasma.

4000 |
\1 670,7 Litio

\

2000 -

Intensidad (u.arb)

1000 |

640 650 660 670 680 690 700 710
Longtud de onda (nm)

Figura 4.28 -. Espedro de fluorescencia indwida po un laser de tomate

silvestre (TW).
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Al contrario gue los adomos de Fe y Cr que en su estado ce vapor
presentan ura transicion eledrénica a3021 nm € Li tiene la transicibn mas
cecana a eta longitud de onda en 3029 nm, valor excesivamente deado s
consideramos la baja axchura espedral de la radiadon laser. El grupo metilo
poseeun pdencial deionizaddn ce 9,84 eV, por lo gue se requeriria dgo méas de
2 fotones de longitud de onda 3021 nm para producir suionizadén. Sin embargo
en estudios estereodinamicos redizados en la U.L.H.M se ha comprobado como
para d caso concreto del Ba...FCH3 la proximidad del Bario rebga @ patencial
de ionizadén ce la moléaula Fluoruro de Metilo t?** %*3 . Suporemos por todo
ello que d compuesto presente en € tomate e €l organometdlico metil -liti o, €l
cua seionizay posteriormente se fragmenta produciendo las ®fiales de metilo y
liti 0.

Pese a que no apareda sefial significaiva de trans-resveratrol en los
tomates no infedados pensamos que quizas la infecddn con la Botrytis podia
prodwcir la dicitadon el trans-resveratrol por encima de nuestro limite de

detecdodn yregistrar asi su presencia.

La Figura 4.29 muestra tres espedros de masas correspondentes a tomates
TW, T25 y T42 respedivamente. Los tomates fueron infedados con 5l de la
disolucion gue contiene Botrytis Cinerea y que fue preparada segin €l protocolo
descrito en e apartado anterior; los espedros mostrados on los registrades a
tercer dia después del momento de lainoculadén. La lineade purtos en los tres
espedros marcala zna en la que deberia garece la sefia del trans-resveratrol,
sin embargo no se registra su presencia ni en e caso del tomate silvestre TW ni
en las 2 variedades transgénicas T25 y T42.
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-100
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Figura 4.29 -. Espectros de masas de tomate infectado por Botrytis
Cinerea TW arriba, T25 medio y T42 abajo.

Un hedho importante atener en cuenta fue d aumento del licopeno en las

tres variedades de tomate mo conseauencia de la infecaon. Como ya
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mencionamos en la introduccon € licopeno es e resporsable de dar la
coloradén roja alos tomates ademas de ser un gran antioxidante cmo €l trans-
resveratrol. El contenido e licopeno registrado es mayor en la variedad
transgénica T25 qle en la T42 y mayor en ésta Ultima que en el tomate sil vestre.
En resumen, puede observarse como el Tomate T25 es el que menor contenido e
metil 0 presenta en las condciones en las que no hasidoinfedado yalavez en el
gque se produce un mayor aumento de licopeno cuando es infedado pa la

Botrytis.

La Figura 4.30 muestra un grafico en columnas donck se registra estos dos

fendmenaos descritos anteriormente para las tres variedades de tomate.

TW

T25

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Intensidad (u.arb.)

Figura 4.30 -. Comparativa de los valores de CHs; y licopeno en los tomates sin

infectar e infectados con Botrytis Cinerea.
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5.1-. CARACTERIZACION Y OPTIMIZACION DE LA TECNICA.

Desorcion MEPED

Mediante la cdibradon d sistema puede @nocerse a qué masas

corresponcen cada uno ¢k los picos de nuestro espedro de tiempo ce vuelo, para

lo cual es necesario e imprescindible d menos sber clal es la masa exada de

uno & dlos. Como ya se omentd se utiliza tolueno como elemento de

cdibradon, que d ser introduweido a través de la valvula de auja eionizado a

266 " proparciona un referente con el que cdibrar el resto del espedro. Sn

embargo, en € caso concreto del andlisis de trans-resveratrol es preferible

emplea e pico de masa 56 procedente de las traza de hierro presentes en el

pyrex. Podemos apredar en la Figura 5.1 uma anpliaddn de un espedro de

masas en el que se observan con claridad los diferentes is6topcs de hierro y

Ccromo.
T | ! .
0 Pirex |
50 [ 57
5
- 53
— 52
-100 -
E 10 Elemento Masa(u.m.a) Abundancia
N—r”
8 K Fe 54 58%
g 56 91,7%
8 57 22%
E 200 L 58 0,28 % ]
Cr 50 4,34%
52 83,8%
I 53 95%
54 2,37%
_300 1 | 1 56 | | 1
20 40 60 80 100
Masa (u.m.a)

Figura 5.1-. Espectro de masas del vidrio pyrex desorbido a 1064 nm e ionizado

a302,1 nm.
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El emplea €l pico de masa 56 para cdibrar posee una ventgja alicional
sobre d pico de tolueno, y es que d ionizarse en 3021 Nm no €S necesario
modificar ninglin pardmetro experimental para trabajar con el sistema a266 m,
o dicho e otro modag, al contrario que d pico de tolueno, el pico del pyrex estara
presente en todcs nuestros espedros de tiempo e vuelo estando sometido a
cualquier perturbadon ge puedan sentir nuestros analitos y registrandose ala
vezque dlos, por lo gue se mnvierte en ura excdente referencia mmo agente de

cdibradon.

Sobre la resolucién en masas de nuestro sistema experimental puede
pensarse que las 715 um.a obtenidas estan pa encima de nuestras necesidades
analiti cas, ya que normalmente se determinan moléaulas organicas de entre 200a
500 um.a. Partiendo ¢k esta premisa, si se compara laresolucion el sistema de
tiempo ce vuelo construido en los talleres generales de la UCM con la de un
equipo comercia (~ 1000u.m.a), y se sopesa que éste Ultimo cuesta del orden de
5 veces més, debe mnsiderarse que nuestro sistema proparciona un importante

ahorro en los costes eandmicos.

Pirex 1 Pirex

Léaser
Léaser

[ ST T W T 97 1 % T T T =7 “¥

Monocapa
Desorcion
Trasera

A

Monocapa
Desorcion
Delantera

B

Multicapa
Desorcién
Trasera

C

Multicapa
Desorcién
Delantera

D

Figura 5.2 -. Representacion esquematica de las distintas formas de prodweir la

desorcionlaser.
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Para la optimizadon d&l proceso de desorcion deben andlizarse varios
fadores, uno & dlos es e hedho evidente de que en base alos resultados
mostrados la desorcion frontal de la muestra reporta mayores beneficios
analiticos gue la desorcion trasera sobre todo en lo que areproduwcibilidad se

refiere.

Experimentalmente d depositar una fina cga de andito en estado puo
sobre d disco pyrex y comparando el cociente sefid ruido en los dos tipos de
desorcion, trasera y delantera se obtiene un meor cociente sefid ruido para d
caso de la desorcidn trasera para una energia de desorcion bgja (5 mJ /pulso); sin
embargo, s se trata de aumentar la energia de desorcion sin llegar a fragmentar la
moléaula desorbida, aparecadn en e espedro iones diredos formados por la
radiaddn laser que una vez ha dravesado € pyrex impada sobre las placa
metdlicas que comporen el sistema acéerador de iones. Este problema seria
fadlmente salvable cambiando la geometria de nuestro sistema de desorcion, es
dear, hadendo pa gemplo que la placade pyrex se situase en paralelo respedo

a gede tiempo ce vuelo.

Tomense como referencia los supuestos tedricos A (desorcion trasera de
una monacgpa depositada sobre d pyrex) y B (desorcion frontal de una
moncocgpa depositada sobre d pyrex) representados en la Figura 5.2. Sin
embargo, al aumentar la @ncentraddn e trans-resveratrol, o simplemente
cuando se trabgja @mn uncaso red en el que se deposita una matriz complea que
cortiene a ate analito, la depasicion en la placade pyrex esta lgjos de ser una

monacagpa ya que forma una multi cgoa de moléaulas.

Para ssimplificar € problema podemos pensar en un modelo de 3 cgpas
depositadas como se muestra en la Figura 5.2. En € caso C (desorcién trasera de
una multicapa depositada sobre d pyrex) entran en juego nuevos fadores como

son las fuerzas de interacdon entre las distintas cgoas, las colisiones entre las
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espedes desorbidas en competicion con la expansion a vado, la influencia de la
fotoadivadon dce las moléaulas de las cgpas colindantes con la moléaula
desorbida, etc, de tal modo qgue para desorber una moléaula de la caa 3, la
radiadén laser debe dravesar lascagpas 1y 2 pa lo gque en general requeriremos
mayor energia que en € caso de la monocgpa, pudendo incluso llegar a
fragmentar moléaulas de las capas 1 y 2 antes de desorber la caa 3. Este hecho
haceque para una energia determinada d rendimiento del proceso de desorcion
trasera en multicgpas fa mayor cuanto menor sea & espesor de la muestra

depaositada.

Se requiere por lo tanto trabajar en ura disposicion similar ala descrita en
el caso D delaFigura5.2, en laque la desorcidn se produce de modofrontal ala
ultima caa depositada (capa 3) de tal manera que las moléaulas de esta cga se
encuentran en ura situadén similar aladel caso B conlasalvedad de que en este
caso €l sustrato sobre d que esta depositada la Ultima caa no seria pyrex sino la
capa inmediatamente anterior. Al igual que en los casos anteriores, a estar
rotando el disco duante todo el proceso de medida, €l l&ser siempre irradia un
areade muestra nueva que no ha sido desorbida con anterioridad. S se tiene en
cuenta que la mejora mencionada del cambio de simetria de la placarespedo a
ge de tiempo ce vuelo puede también redizarse en esta conformadén para de
ese modo eliminar también los posibles iones diredos formados en las placa del
sistema acéerador por impados del léser, se obtiene en resumen un método
Optimo para mnseguir la vaporizaddn de matrices complejas, sin interferencias

en lamedida

Es importante resaltar que las condciones de medida descritas en e
apartado 23 han de ser optimizadas sempre que se introdwzca aalquier
variadon en el sistema, sobre todoen lo que se refiere alos voltagjes aplicados en
e sistema acéerador de iones, ya que un cambio en la geometria interna de la

cémara de ionizadon introduce perturbadones en € campo elédrico y debe en
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consealencia reoptimizarse para cala onfiguradon, lo cua judtifica la
diferencia de valores 6ptimos encontrados para las distintas configuradones de

desorciontraseray delantera.

Otro de los fadores importantes en los que se profundzé con el estudio de
la desorcion cel trans-resveratrol fue d incrementar su eficada optimizando los
efedos de interacdon entre la radiadén laser y la muestra. En primer lugar se
estudié la dicada de dedo de tipo resonante, de manera similar a la témica
empleada en la desorcién MALDI. Es necesario recordar que en nuestro caso las
etapas de desorcion e ionizadon estén separadas espadal y temporalmente, es
dedr, se produce la desorcion ce las moléaulas de la matriz en estado reutro y
posteriormente se ioniza & analito mediante la ionizaddn REMPI mientras que
en latémica MALDI se prodwcen ala vez por acdén del mismo puso laser los
procesos de desorcidn e ionizadon. En MALDI se empleauna matriz aomofora
gue absorba radiadon ce tal modo que ayude atransmitir de manera mas eficaz
la energia de la radiadén laser a los analitos que son desorbidos e ionizados. Se
rediz6 e experimento en primer lugar con Rodamina-590 ya que presenta un
maximo de asorcion de 530 M, muy cercano alos 532 rm de laradiadon laser
empleada para producir la desorcion en estos experimentos. La Figura 3.8 remge
en tres espedros de masas la mmparadon entre la desorcion ce trans-resveratrol
puro representada en el caso 1, ladelamisma cantidad de trans-resveratrol al que
se le ha diadido uramatriz comofora (Rodamina-590) representada en €l caso 2
Pese a que ®n este sistema se obtuvo un incremento de la sefid de trans-
resveratrol 2,5 veces mayor comparada cn la desorcion olienida de una muestra
que ontiene la misma caitidad de trans-resveratrol puro sin Rodamina-590, €
limite de detecddn proparcionado era insuficiente para nuestras necesidades
analiticas ya que se situaba en € orden de las ppm mientras que queriamos

trabgar en unintervalo cercano alas pph.
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Dado gte los 2 comporentes principales gue intervienen en el proceso de
desorcion e la muestra son € de ésorcidon ce luz por una parte y e térmico pa
otra, la siguiente prueba fue determinar si un agente metéli co transmitiria mejor
la energia por efedo térmico de lo que lo hada una matriz coméfora resonante.
La Figura 3.8 muestra, en el caso 3, un espedro de masas de la misma cantidad
de trans-resveratrol depositada en el disco paralos casos 1 y 2 a la que se ha
anadido Zn en pdvo (10 um) en ura cantidad equimoleaular a la de la Rodamina
utilizada en e caso 2 Se observa on claridad para este Ultimo caso un
incremento de la sefial de trans-resveratrol de un fador de 20. Ademas % obtiene
un limite de detecddon 10veces mejor cuando empleamos Zn mezdado con la
matriz compleja adesorber. AungLe no se ha caaderizado € mecanismo fisico
resporsable de este aumento de la sefia por el empleo del Zn, es evidente que d
Zn pasibilita una mejor transmision ke la energia en la matriz aumentando e esa
manera la zna dediva a desorber. Esta megora podia ser debida d
amplamiento de los eledrones del metal con € campo elédrico de dta
intensidad de la radiadon laser que @nseauentemente produce un rapido y
eficiente cdentamiento del sustrato a desorber. Esta témicade desorcion hasido
denominada ®n € aa6nimo MEPED (MEta Powder Enhanced

Desorption)'*3?.

Por Ultimo, en cuanto a proceso de desorcion se refiere, se estudio €
efedo de lalongitud ce onda anpleada. En nuestro caso se disponia de un léser
de Nd;Yag para produwir laradiadon pa lo que podia trabgjarse wn su primer
armonico, es dedr 1064 mn (IR), y compararlo con & segundo armoénico del
ldser a 532 mm (visible). Este experimento es mostrado en la Figura 3.9 y plede
apredarse daramente como e empleo de la radiadén infrarroja paosibilita
registrar una sefia de trans-resveratrol 4 veces mayor que laregistrada aando se
emplea la radiadon visible. El espedro tomado a 532 rm fue redizado en €
maximo de energia de desorcion paible aites de que garezcan procesos de

fragmentadon (20 mJ pulso) a igua que d espedro tomado a 1064 mm, sin
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embargo para este Ultimo caso la intensidad de sefial registrada es tal y como se

ha mencionado cuatro veces mayor.
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Figura 5.3.- Espedro de Absorcion ce trans-resveratrol en etand de 450 a 1100

nm.

Del espedro de ésorcion del trans-resveratrol en el intervalo de 450 a
1100 m mostrado en la figura 5.3, puede obtenerse la a@sorcion el trans
resveratrol a 532 rm (0,0533 y a 1064 nm (0,0310. Esta absorcion dferente en
un fador de groximadamente 2, sugiere que para una misma fluencia del 1aser,
g trans-resveratrol podia “cdentarse” mas a 532 rm que a 1064 mM. Ya se
observo en € desarrollo de la desorcion MEPED que la comporente térmica
juega un papel esencial en el mecaiismo de desorcion del trans-resveratrol, por
lo que onsiderando que d origen de la fragmentadon el trans-resveratrol

parece atar asociada @n e cdentamiento locd que produce la @sorcion

16C
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foténica en la moléaula, 1a probabilidad de que la moléaula se fragmente sera
menor para d caso de los fotones infrarrojos, ya que un fotona 1064 nm poseela
mitad de energia que un fotdn a 532 rMm. Un hecho experimental a favor de este
argumento es que auando se desorbe trans-resveratrol a 532 rm los procesos de
fragmentaddn comienzan a garece a partir de los 20 mJ /pulso, mientras que
cuando se desorbe @n radiadén ce 1064 i puede superarse los 70 mJ / pulso

Sin que se gorede e € espedro procesos de fragmentadon el trans-resveratrol.

Cabe pensar, a modo & @nclusion preliminar, que la combinadon dce
estos dos fadores, a saber: la mayor energia del foton a 532 nm y su mayor
absorbancia, respedo a 1064 mn favorece la fotofragmentaddn del trans
resveratrol durante d proceso de desorcion, lo gue resultaria, por consiguiente, en
un menor rendimiento — menos intensidad de sefia — de laionizadén. Este hecho
es reagido en latabla 3.2 apreddndose @ddmo para un mismo tipo e muestra d
limite de energia apartir del cual comienzala fragmentadén moleaular del trans-
resveratrol es mayor cuando se trabaja cn radiadon infrarroja. Para d caso del
acete esencial este limite de fragmentadon estd muy pa encima de los 50
mJ/pulso, pero pa motivos de seguridad se trabagja normalmente @n energias

menores.

Un estudio méas detallado ce la dindmica de desorcidn y fragmentadon en
este proceso esta fuera de los objetivos basicos de eta tesis y es objeto de otro

trabgjo detesis doctoral, acdualmente en curso en nuestros laboratorios.
lonizacion REMPI

Hallar el espedro REMPI del trans-resveratrol es uno e los resultados
mas importantes de esta tesis. Concciendo dcho espedro pudo peateriormente

selecdonarse lalongitud de onda mas adeauada para, en ura matriz compleja que

ha sido vaporizada, ionizar seledivamente d trans-resveratrol. Recordemos que
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puede de este modo accelerse d continuo ceionizaddn ce esta moléaula através
de sus niveles energéticos redes, necesitando ara dlo ura fluencia muy baja en

la energiadeionizadon.

Por lo tanto, los fotones que posean lalongitud de onda en resonancia @n
los niveles redes de la moléaula anseguirdn excitarla, y dado que trabajamos
con ura irradiancia muy bgja (fotones/s.cm?), la energia no es suficiente cmo
para aea niveles energéticos virtuales en € resto de componrentes de la matriz

andli zada, obteniendo cb este modounaionizadon selediva del trans-resveratrol.

La Figura 5.4 muestra d espedro REMPI del trans-resveratrol puro en
estado e vapor. Puede verse como se han asignado 2 pogresiones que fueron
denominadas A y B y que @rresponcen a transiciones desde d nivel eledronico
fundamental a 2 modacs vibradonales distintos de un rivel eledrénico excitado.
La forma del espedro muestra diferentes bandas de &sorcion qle aecen en
intensidad a medida que aimenta la freauencia hasta llegar a la banda de
absorcion mas intensa tras la aal la intensidad de sefid registrada deaece
bruscamente; de dlo se deduce que la distancia internuclea de equilibrio del
nivel eledrénico excitado (r¢) es mucho mayor que la del nivel eledronico
fundamental (r.”). S representamos ambas curvas de energia patencia de los
estados eledronicos excitado y fundamental, los minimos del pozos de energia
potencial no estaria situados a la misma distancia, por lo que una transicion que
partiese del nivel vibradonal fundamental dentro del nivel eledronico
fundamental no podia acceéer a nivel vibradonal fundamental del nivel

eledrénico excitado.
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En la Figura 5.5 se representa este fendmeno simplificado para una Unica
transicibn eedrénica que arresponderia @n la transicibn que hemos
denominado B; en el espedro REMPI; es légico pensar que d nivel fundamental
de vibraddn es € mas poblado dentro del nivel eledronico fundamental y s
observamos la figura podemos comprobar como si aumentédsemos la energia del
foton que prodwce la transicion B; se accéeria d continuo e disociadén o
predisociaddn del nivel eledrénico excitado, 1o cual aparece @ €l espedro
REMPI como ura cdda brusca de la sefia de trans-resveratrol a energias

superiores a33.069cm ™.

U

Vy'=n,

nivel e ectronico excitado

Figura 5.5 -. Representacion esquematica de unatransicion eledronica tedrica en
una moléalla en la que la dstancia de equilibrio internuclear del nive

eledronico exatadoes mayor que la del nivd eledronico fundamental.
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En el espedro REMPI de trans-resveratrol se observan claramente dos
progresiones espedrales que mrresponden a transitos desde d nivel fundamental
de vibradén (v’ = 0) del estado eledronico fundamental hasta los niveles de dos
modas de vibradon dstintos del estado eledronico excitado. Hemos denominado
An Yy Bj alas transiciones de cala uncs de estos dos modas de vibradon. Con la
informadén registrada no pwede asignarse aqué niveles concretos de vibradon
corresponcen los estados vibradonales del estado eledronico excitado, sin
embargo y pa el argumento explicado con anterioridad, si que se sabe que tanto
B, como A; corresponcken a transiciones proximas al continuo ¢ disociadon de
dicho estado en cada modo ¢ vibracidn respedivamente. Dado qte la moléaula
de trans-resveratrol es muy grande puede pensarse que no existen en ela
transiciones prohibidas por las reglas de selecdon, y en conseauencia las bandas
inferiores a B; y a A; corresponcen a transiciones de niveles contiglios e
inferiores a étos dentro de cala modo ¢ vibradon, de este modo B
corresponceria ala progresion (Vo — Vn2'; Vo' = Vn21'; Vo' = V22 ) Y A ala
progresion (Vo” — Vn1'; Vo' = Vo1 Vo' = Vni2' ). Se ha excontrado ura

separadon parala progresion B de 222cm™ y paralaprogresion A de 182cm'™.

De la representaddn dole-logaritmica de la energia de ionizadon
empleada frente ala intensidad de sefia registrada (Figura 3.19), y teniendo
presente la ewadon 11, lapendiente de esarepresentaddn nc da d nimero de
fotones utilizados para ionizar la moléaula y se @noce ®mo oden de
fotoionizadon. Deducimos por lo tanto que laionizadon el trans-resveratrol se
produce mediante un proceso hifoténico de un solo color (R2P1). Se dice que €
proceso es de un solo color por que los dos fotones utili zados poseen la misma
longitud e onda. Es dedr, e primer fotdbn hace que la moléaula de trans-
resveratrol pase del estado eledrénico fundamental a un estado eledronico
excitado tal y como representa la Figura 5.5, y posteriormente un segundofotén
hace que la moléaula pase de ese estado eledrénico excitado a continuo de

ionizaddn ce un estado eledronico excitado superior. Dada la dta dicadadela
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ionizadon REMPI, en este experimento al aumentar la irradiancia dcanzariamos
pronto la saturadon el mismo, por lo que se enpled ura longitud de onda
(2995 nm) algada de lalongitud de ondaresonante (3021 nm).

Desde d puno de vista experimental no debe olvidarse que se obtiene una
ventgja diadida oon este tipo de proceso R2PI, ya que se necesitan 2 fotones de
una misma longitud de onda para prodicir la ionizadon resonante del trans-
resveratrol, 0 dcho de otro moda, se requiere sdlo de una fuente de emision laser

sintonizada en ura Unicalongitud de onda pararedizar el proceso.

5.2-. VALIDACION.

Como etapa previa ala glicadon andlitica del métoda se redizo el
estudio de vaidadon del método analitico para andlisis de trans-resveratrol
mediante LD + REMPI + TOFMS, posibilit andones conocer las caraderisticas
de funcionamiento del método a la vez que se nos proparciona un alto grado ce

confianzay seguridad en los resultados obtenidos a aplicarlo.

Se han estudiado 8 pardmetros desde d purto de vista de la validadoén:
repetibili dad, reproducibili dad, linedidad, exaditud, limite de detecdaon y limite
de aisantificaddén, y que amodo e resumen, se encuentran definidos con los

valores obtenidos para ¢ métodoen latabla5.1.

Todas los valores obtenidos en los diferentes experimentos de validadon
cumplen los criterios que deben posea los gstemas analiticos destinados al
andisis de trazs en muestras complgas ***: Repetibilidad < 5%,
Reproducibili dad < 10%, Exaditud > 90%, Linedidad conr> 0.999
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PARAMETRO

DEFINICION

VALOR

REPETIBILIDAD

Predsion del sistema bajo condiciones en las
gue los resultados s obtienen con € mismo
método, operador, instrumento de medida y

en un corto intervalo de tiempo.

REPRODUCIBILIDAD

Predsion del sistema bajo condiciones en las
gue los resultados s obtienen con € mismo
método,

sobre d mismo andito, con

diferentes operadores, en diferentes tiempos.

SELECTIVIDAD
/
ESFECIFICIDAD

Grado por e que d método puede determinar

un andlito particular dentro de una muestra

lonizaddn REMPI

+
compleja, sin interferencias.
TOFMS
Reladdn entre la concentraddn de andito y
r=0,9997

la respuesta del método.

Grado de mncordancia ettre d resultado de
EXACTITUD una medicion y e valor de referencia
aceptado.
, Minima oncentraddon que produce una
LIMITE DE . .
5 respuesta detedable por encima del nivel de
DETECCION
ruido del sistema.

Concentradon minima  que puede

determinarse para un nvel concreto de

exaditudy predsion.

Triturado-piel = 16po
Acdte-piel= 12ph

Trans-resveratrol = 7pg

Tabla 5.1-. Resumen de los valores obtenidos de los experimentos de \alidacion

del sistema parala determinacion de trans-resveratrol.
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Podemos mencionar también para d experimento de linedidad como
ademés de posee un fador de crreladon ce 0,9997 € purto (x=0, y=0) esta4
incluidoen € intervalo de cnfianzapara un nvel de probabili dad de un 99%.

Por ultimo podiamos comparar €l valor del limite de detecdaon para trans-
resveratrol analizado pa otras témicas con € obtenido pa LD + REMPI +
TOFMS, como asi remge latabla 5.2.

Muestra | Preparaciéon | Témica | Detedor ppb* | Afio | Ref.
Vino SPE + BSTFA GC MSD 8 1997 107
Vino SPME + BSTFA GC MSD 0,005 200C¢ 106
Vino SPE HPLC EC 1 1994 112
Piel de Uva SPE HPLC |Red dediodos 1  200( 59
Plasma SPE HPLC |Red dediodcs 7 1999 117
Cacéduetes SPE HPLC |Red dediodos 10 1999 116
Vino L-L HPLC | Fluorimetria 20 2001 118
Zumos Inyecdon Direda| HPLC |Red dediodos 30 199¢ 63
Vino L-L + PTFE HPLC |Red dediodos 50 1993 12(
Vino SPE HPLC MSD 90(Q 2001 121
Vino SPE CE |Red dediodos 50 1998 129
Hoja L-L HPLC | Fluorimetria 100 1999 115
Uva LD REMPI TOF 5 2000 13
Hoja LD REMPI TOF 2 2001 244

Tabla 5.2-. Comparativa del limite de detecaon paa la determinacion e trans-

resveratrol. (*) 1 ppb= 1 ug /L.

16€



Discusion de los resultados

Muchos de estos valores ya fueron mostrados en laintroduccon y dros
muestran ahora. Puede gredarse en la tabla que d limite de detecddn en wa
hallado para LD+REMPI+TOF es del mismo aden (5 ppb que los meores
alcanzados por otras témicas que pueden considerarse @nvencionales como
HPLC (1 ppb o CE (50 pph, lo cual haceqgue la témica e este sentido muy
competitiva. Lo mismo sucede para d caso del andlisis de trans-resveratrol en

hgjas, donce d limite de detecddn olienido es de 2 pph

Los esfuerzos encaminados a simplificar la preparadon de la muestra por
GC o HPLC conllevan unsignificaivo empeoramiento del LoD a la vez que se

complicalainterpretaddn ce los cromatogramas.

S6lo se ha encontrado hesta la fecha un trabajo que supere éste limite de
detecdodn, y es € caso de la microextracdon en fase sdlida SPME + BSTFA
aomplada ala GC-MS para d andlisis de trans-resveratrol en vinos (5 pgt). Sin
embargo ésta témica arastra los errores asociados a la derivaddn con BSTFA y
alapropia extracdaon en fase solida ya descritos anteriormente, que sobreestiman

el contenidored de trans-resveratrol.

Debe tenerse en cuenta que, ademas de aumplir todos los requisitos
analiticos, desde d purnto de vista de la validadon, la témica LD + REMPI +
TOFMS posee grandes ventgjas anadidas como son la paosibilidad de redizar un
andisis diredo, incluso de moléaulas térmicamente l&biles, sin necesidad de
largos y tediosos procesos de separaddn gue son los resporsables de la

introduccon ce las mayores fuentes de aror en los métodos convencionales.

Debido también a esta ausencia de procesos de separaddn, otra ventaja
resefiable es el corto tiempo e andlisis requerido desde ¢ mismo momento en
que se dispore de la muestra en su estado retural (uva, tomate, €tc.,), en

comparadén con las témicas ya mencionadas de CG o HPLC.
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5.3-. APLICACIONESANALITICAS.

Las principales ventgjas de la glicadon e la témica son como ya se ha
mencionado anteriormente su alta seledividad gradas alaionizadon REMPI y a
la espedrometria de tiempo e vuelo, asi como la ausencia de procesos de
separadon ce muestra debido a la glicaddn de la desorcion léser, que por otra
parte posibilita la vaporizaddn de sustancias térmicamente inestables y dificiles
de vapoariza mediante d empleo de témicas convencionales. Ademas de estas
innegables ventgjas, se suman dras asociadas como el evitar los errores que
provienen de los procesos de tratamiento de muestray el ahorro de los costes que
provoca el no recesitar readivos dada la ausencia de procesos de separaddn asi

como € ahorro de tiempos de andlisis.

Determinacion de trans-resveratrol (MPI - REMPI).

En todos los experimentos con trans-resveratrol puro, éste fue mnservado
en frio y en ausencia de luz para evitar la formadon e glucéxidos de trans-
resveratrol por acdon e la temperatura &l como su isomerizadon pa acdéon e
la luz, procesos ya registrados en la bibliografia y demostrados

experimentalmente en €l laboratorio como asi muestran lasfiguras 4.1 y 4.2.

En e espedro de la la Figura 3.14 se muestra trans-resveratrol puro
ionizado a 266 M. Este tipo ce ionizadon es efediva mwmo puede verse en €
espedro, pero su efedividad queda mermada auando se trabga cn muestras
complgjas, ya que la ionizadon MPI utilizada gradas a la dta energia de los
fotones empleados presenta dedos de matriz d afedar por igual a todos los
compuestos presentes en ura muestra compleja. Es dedr, se obtiene un espedro
de ca todos los compuestos presentes, en €l que d analito estudiado tendria
interferencias por parte de los compuestos de su misma masa. Por este motivo se

pasd de la ionizaddn MPI, no selediva, a una ionizadon REMPI en la que
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accalemos a continuo ¢k ionizaddn a través de niveles redes que etén en
resonancia @n la longitud de onda enpleada en €l laser de ionizadén y gue en
nuestro caso gjustamos a 3021 nm para d trans-resveratrol. Podemos apredar en
el espedro inferior de la Figura 3.18 como no sblo mejora la seledividad del
proceso de ionizaddén al compararlo con e espedro superior medido fuera de
resonancia (30,1 nm), sino gue también mejora d cociente sefial / ruido dada la

mayor eficienciade laionizadén REMPI.

Estudio detrans-resveratrol en las distintas partes de la uva.

LaFigura4.5 y 46 ratifican experimentalmente la validez de la utili zadon
delapiel delauvay no celapulpa alahorade determinar el contenido de trans-
resveratrol en esta fruta, teniendo e esta manera una preconcentradén natural
gue la propia vid hacedel trans-resveratrol, hecho que ha de mnsiderarse 16gico
al observar que los agentes patdgenos atacan a la planta desde d exterior, es
dedr, que mntada on la planta através de las hojas, €l tallo y la piel del fruto,
por lo que la planta concentra sobre estas zonas la mayor cantidad pasible de este

compuesto antifungico.

Del mismo modo se mmprob6 como los procesos de vinificaddn en los
gque se anplea & hdlgo, € contenido ce trans-resveratrol es mayor que en los
que se produwcen sin la piel. Un gemplo de este proceso se presenta en la Figura
4.3 en la que se muestra un espedro de vino tinto fermentado con el haleo. El
conacimiento de esta preconcentraddn retural haceque d halego de la uva se
revalorice asi por gemplo, en la Figura 4.4 se muestra d espedro de un
colorante dimenticio, del que aemas $ sus propiedades como colorante
alimentario deben sumarsele |os beneficios parala salud humana que la presencia

del trans-resveratrol le onfiere.
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Cuantificacion detrans-resveratrol en uvas.

Las determinadones cuantitativas de trans-resveratrol se redizaron pa
aplicadon del método e aliciones estandar empleando la desorcion MEPED y
la ionizaddn REMPI. Los pardmetros experimentales ® seledonaron para
obtener las meores condciones de medida para cala tipo de muestra,
recordemos por ggemplo gue la energia 6ptima de desorcion es distinta en funcion
de que trabajemos con € acete esencial o con € triturado ce la piel, y cuyos

valores ya han sido mostrados en apartados anteriores.

En la Figura 4.8 se muestra un gjemplo de estos andlisis para la uva lded
comprada en € mercado. Para este ca0 se encuentra una cncentradon ce trans-
resveratrol en wade 20 pph valor acorde wn €l largo periodo de maduradén ce
éstas uvas antes de ser analizadas, y durante d cual se produce una disminucién
de la mncentradén e ete mmpuesto ** ¥ Para evitar este proceso de
maduradén se midieron was de la variedad Ided suministradas diredamente por
viti cultores; encontrandase un contenido medio de trans-reveratrol determinado

por el método ¢k aliciones estandar de 9 ppm.

En la mayoria de las ocasiones £ andlizaron muestras en las que la
concentradon ck trans-resveratrol es del orden de las partes por mill 6n, como asi
ocurre mnlauva analizada en laFigura 4.9, o las mostradas en la Figura4.10. La
diversidad de los valores encontrados ratifica @mo e contenido ce trans-
resveratrol en la uva depende de multi ples fadores, tales como la variedad de uva
cultivada, las propiedades del terreno en € que ha aeddo, la dimatologia, la
época de la realecddn, etc., Para los casos en 1os que las muestras han sido
suministradas diredamente por los viticultores (Aledo, Ided, Garnachaly 2) y
por consiguiente las uvas € encuentran en su primera dapa de maduradén, los

valores hallados on mayores que los encontrados en aquell as uvas que han sido
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compradas en € mercado y cuyo proceso de maduradén ha sido més largo
(Sudafricana, Ided B y Chilena).

Cuantificacion de trans-resveratrol en hojas de vid.

Tras los andlisis redizados en wa, se aaizd e contenido e trans-
resveratrol en hga por un motivo fundamental, normamente las hgjas de vid no
son uilizadas, aunque dadas las propiedades beneficiosas para la salud e este
compuesto, es posible utilizar las hasta éhora desaprovechadas hojas de vid para
extrag de dlas e transresveratrol. El resultado mostrado en la Figura 4.13
refleja que @ orden de magnitud dBl trans-resveratrol encontrado en lahgadela

vid (9 ppm) es smilar a encontrado en la piel de lauva

Este valor de trans-resveratrol hallado en las hgas es consistente @n la
evolucién natural del trans-resveratol en la vid. Comienza a detedarse su
concentraddn en la primavera para defender a la planta de infecdones fungicas,
alcanzando ura oncentraddn mayor entre la 12y la 5% semana tras las florad én,
para posteriormente ir disminuyendo a partir de la 10 semana amedida que la
fruta va madurando ylas hgas n vigas. Estos experimentos fueron redizados
con hqgas remledadas a final del proceso de maduradoén, lo que justifica @

valor de unas pocas ppm de trans-resveratrol encontrado en las hgjas.

La primera diferencia resefiable e que la oncentraddn e trans
resveratrol en las Hojas Aledo es sempre mayor que la encontrada en las hojas
Ided. Este hecho es consistente mn su maduradon, ya que lavariedad Ided tiene
un proceso de realecddédn qe almina amediados de noviembre mientras que la
variedad Aledo, puede llegar a remledadarse hasta aiatro meses mas tarde. Es
interesante fijarse en como e contenido d&l trans-resveratrol, a pesar de ser
diferente en las dos variedades de hga, sigue una misma pauta, es dedr, en

ambos casos € contenido e este cmpuesto es mayor en las hgjas jévenes que
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comienzan a brotar que en las hgjas vigjas cogidas de |a base del sarmiento. Esta
evidencia experimental ratifica nuevamente el hecho e que a medida que la
maduradén pogresa en la planta, la ncentraddn de trans-resveratrol

disminuye.

Es evidente que e mas comodo, en lo gue ala obtencion e trans
resveratrol se refiere, extraglo delahga y no el fruto, ya que en primer lugar
tendriamos que separar la pulpay la semilla de la piel. Esta d&irmadén no abe
restar valor a aprovedhamiento que del holgo puede hacese una vez se ha

extraido & vino.

Cuantificacion de trans-resveratrol en cacahuete.

El interés analitico pa e cacdiuete no radica en su importancia adual
como complemento nuricional. Segin los datos pulicados por € Instituto
Nadona de Estadistica en 1996se alltivaron 121Ha. con cacduete frente alas
1.163901 Ha. de vid, por lo que su importancia en cuanto a produccén se refiere

se situa muy pa debajo deladelauva

Sin embargo, ya habia sido descrita la presencia del trans-resveratrol en
cacdnuetes por otros autores, por o que seintrodyo € andlisis de una muestra de
cacduetes como primera extension Bl estudio del trans-resveratrol a otros

ali mentos distintos de la uva.

En la Figura 4.14 se observa una sefial significaiva de trans-resveratrol en
este dimento. El valor obtenido e 0,1 ppm de trans-resveratrol en los cacduetes
analizados estd en concordancia @n los valores medios registrados por otros
autores para d contenido medio de trans-resveratrol en este fruto y gue varian
entre 0,005 y 5183 ppn 32119,
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Evolucion del contenido de trans-resveratrol en uvas infedadas por Botrytis

Cinerea.

El siguiente estudio redizado fue buscar la reladén entre d contenido ce
trans-resveratrol y la infecaon fungica de las uvas por parte de la Botrytis
Cinerea, halando & ee modo a mismo tiempo ura @rreladén entre d
contenido ce trans-resveratrol y €l estado de salud ce lafruta.

Otros investigadores ya habian puesto de manifiesto la evolucion el
trans-resveratrol en lavid, tras ®r infedada por Botrytis Cinerea, a través de sus
hojas en experimentos in vitro en cultivos cdulares y plantulas {® ® '*. Sin
embargo, y de caa aoptimiza su presencia en € fruto duante su periodo ¢
amacenamiento se deddo redizar dicho andlisis ©bre d contenido e este

compuesto en la piel de las uvas después de la asecha.

Las indagadones en esta linea eperimental fueron llevadas a c&o en
uvas para seguir su evolucion cuando son infedadas por la Botrytis empleando
los protocolos ya descritos para la inoculadon ce la fruta. Se utilizaron 3grupos
de uvas, un gimer grupo en € que se infeda on Botrytis Cinerea, un segundo
grupo en €l que se inocula solo con la solucion tampon ara producir una herida
en la fruta similar a la del primer grupg, y un tercer grupo en e gque no se

produce ninguna herida alas uvas.

Se aaiz6 e contenido ce trans-resveratrol en los tres grupcs de uvas
antes del momento en gue se produwce la infecdén y pateriormente se siguié la
evolucion ce dicho contenido alo largo del tiempo como se muestra en la Figura
4.16. Mientras que en € tercer grupa, el de uvas no infedadas ni heridas parece
mantenerse nstante d contenido ke trans-resveratrol con ura ligera cada a
partir del 5° dia, €l grupo inoculado con la solucién tampon muestra un

importante descenso en la @wncentradon e trans-resveratrol debido la herida
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prodwida en la uva. En e grupo inoculado pa la Botrytis £ produce la
gicitadon dl transresveratrol como respuesta a la infecddn fungica
alcanzando unmaximo en su concentradon en torno a las 48 haas posteriores a
momento de la inoculaddn, a partir de este momento desciende la cncentradon
de trans-resveratrol rapidamente debido a la dimerizad6n oxdativa producida
por laBotrytis (> 144,

En experimentos smilares en los que se sigui6 la evolucion e trans-
resveratrol en las hojas de lavid in vitro*® se obtuvo unresultado similar con el
méximo en el contenido ce trans-resveratrol en torno a 3¥ diatras lainoculadén

y uraposterior y rapida cdda hasta d 5° dia.

Comparando el contenido ce la omncentraddn e trans-resveratrol en €l
maximo de su elicitaddn como respuesta ala Botrytis con los otros dos grupos
de referencia, se encontré ura sefial 10 veces mayor comparada @n la uvas en
las que se prodyo la herida pero nolainfecdén y ce unfador de 2 si lo hacanos
con las uvas a las que no se les ha provocado herida ni infecdén. Se deduce por
lo tanto que la parte del sistema defensivo de la planta resporsable de aea las
fitoalexinas como € trans-resveratrol, es adivado exclusivamente aando €l

agente patdgeno (Botrytis Cinerea) entra en contado conella.

En cualquier caso, la respuesta del trans-resveratrol frente ala infecdaon
fungica e clara, es dedr, e cadder antifungico del trans-resveratrol o perfila
como un pesticida natural presente en las plantas para defenderlas de |os agentes
patdgencs, por o gue puede pensarse que eriquedendo artificiamente ala
planta de este mmpuesto, conseguiremos obtener plantas méas resistentes a las
inffecaones a la vez que dadimos un comporente dimenticio atamente
saludable para d hombre.
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En base a atos hallazgos £ pensd que quizés S serociaba on el cddo e
cultivo de la Botrytis Cinerea muerta sobre las uvas pudésemos prodicir
también la dicitadén de trans-resveratrol, sin embargo no se prodwce esta
respuesta por |0 que no se obtiene fruta mas resistente por este método, como asi
se observaen la Figura 4.17. El experimento mostrado en esafigurafue redizado
con las esporas autoclavadas de la Botrytis, por lo que queda ain abierta para
experimentos futuros la posibilidad de “vaaunar” las uvas pulverizando sobre
ellas las hifas muertas de la Botrytis, asi como de anplea la mezda de hifasy
esporas muertas.

Evolucion del contenido de Quercitrina en uvas infedadas por Botrytis
Cinerea.

Otro compuesto que garece @ muchas de las uvas estudiadas es la
guercitrina, otro antioxidante que d igual que d transresveratrol posee
propiedades beneficiosas para la salud hunana y que combinado con el trans-
resveratrol hace mas sncilla su hioasimiladon. Nuestra arrisidad se centré en
saber s la quercitrina jugaria en estas uvas, € mismo papel que d trans

resveratrol como pesticida natural enfrentdndose d ataque de la Botrytis.

Se infedd para dlo un grupo e uvas con Botrytis Cinerea segun los
protocolos ya descritos, y a antinuadon se siguié la evolucion ce la quercitrina
en funcién el tiempo. Como se ve en la Figura 4.18 se sigui6 esta evoluciéon
durante nueve dias después del momento de lainfecddn. Puede observarse mmo
no se prodwe la dicitaddn ce la quercitrina en la uva tras € ataque de la
Brotrytis, sino que a medida que va anpeorando la uva por dicho atague, la
concentradon ce quercitrina disminuye lenta y pausadamente. A partir del

noveno da no se registra sefial alguna de este compuesto.
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Esta evolucion sugiere que la mncentraddn ce quercitrina presente en las
uvas tiene una mrreladon dreda @n su estado ¢k salud. No debe olvidarse un
dato importante, y es que la determinadén ce la quercitrina se ha redizado kgjo
las condciones de medida optimizadas para d andlisis del trans-resveratrol, o
dicho ce otro modo, la quercitrina asorbe radiadon a 3021 nm, pero esa no
tiene por que ser la longitud ce onda 6ptima ala que produweir su ionizadén
resonante, por 1o que la utilizadén e otra longitud de onda en € proceso de
ionizaddn se traduciria en ura mejora del limite de detecdaon, a la vez que se
aumenta de este modo la escda de tiempos en los que seguir la evolucion e este
compuesto en las uvas. También debemos pensar que d infedar la fruta on la
Botrytis estamos acderando su proceso de putrefacdén, asi que midiendo la
concentraddn ce quedtrina d principio del amacenamiento y siguiendo su
evolucion podia determinarse aian saludable e € estado e la fruta on

respedo al momento inicial de ser conservada.

Aplicacion exdgena de trans-resveratrol.

La siguiente lineade experimentos comprobd si la glicadon exdgena de
trans-resveratrol podia aimentar no solo la resistencia natural de frutas y
verduras frente alas infecdones fungicas, sino también retrasar la senescencia
natural de la fruta. Para dlo y con e fin de cwmparar € resultado de dicha
aplicadon en dstintas variedades de frutas y verduras % preparé ura disoluciéon
estandar de trans-resveratrol 1,6 ,10* M en agua bi-destilada. Distintos tipos de
frutas y verduras fueron sumergidos en esta disoluciéon duante 5 segundcs,
mientras que otro grupo que nos rviria @mmo referencia de la misma fruta o

verdura ga sumergido duante 5 segunda lo en agua bi-destil ada.
Los resultados de las figuras 4.19 a 4.24 confirman con claridad y de

manera mncluyente como en todcs los casos £ establecen grandes diferencias

entre d estado ce salud dal grupo tratado con trans-resveratol y e grupo no
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tratado. En la siguiente tabla se reaoge d periodo e tiempo en e que las

diferencias entre d grupo tratado con trans-resveratrol y € no tratado eran mas

apredables, no mostrando alin el grupotratado ringun aspedo de deterioro.

) DIAS SN DETERIORO
DENOMINACION DE
FRUTA DEL GRUPO
ORIGEN
TRATADO

PIMIENTOS LAMUYO 8
UVAS ALEDO 10
AGUACATES HASS 15
TOMATES RAMBO 31
PIMIENTOS CALIFORNIA 37
MANZANAS GOLDEN 75

Tabla 53 -. Resumen de los experimentos de aplicacion exdgena ce trans-

resveratrol en frutasy veduras.

De todas las frutas y verduras tratadas, |os pimientos California fueron en
los que mencs diferencias ® gredaron entre d grupo ce pimientos tratatado y
no tratado con trans-resveratrol. Sin embargo para la otra variedad de pimientos,
los pimientos Lamuyo, se muestran fotos a octavo dia donce se ve daramente
gue mientras los pimientos no tratados presentan un color rojo, los tratados
mantienen aln su color verde original, reflejando como la maduradén del grupo

tratado con trans-resveratrol es mucho més lenta que ladel grupo notratado.

El resto de frutas y verduras presentan a partir del dia sefialado en latabla
5.3 sintomas evidentes de la garicion e epedes fungicas en € grupo no
tratado, mientras que d grupo tratado conserva un aspedo saludable. Y no sélo

su aspedo, también se preservan sus propiedades organolépticas y bioquimicas
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como asi ratificaon los andisis redizados. En la redizaddn ce estos
experimentos & midieron dchas propiedades en el grupo ¢k uvas no tratadas con
trans-resveratrol y se cmpararon con las halladas 8 y 18 das después para d
grupo ¢k uvas tratadas con trans-resveratrol. La @nclusion principal de dichos
experimentos es que la alicadon exdgena de trans-resveratrol no afeda alas
propiedades organdépticas de las uvas, a la vez que retrasa su senescencia

aumentandosu resistencia apaosibles infecdones fungicas.

Debemos destaca también atro hecho importante, y es que cnsiderando
que todcs los experimentos fueron Illevados a cdo manteniendo ura temperatura
de groximadamente 25 °C, si nos parecesorprendente la conservadon cel estado
de salud ce los tomates (31 das) o de las manzanas (75 das), todavia pueden
ampliarse estos plazos $ pensamos en la combinadén ce la glicadén exbgena

conla mnservadon ce las frutas y verduras a menor temperatura.

Caracterizacion de espedes transgenicas.

Otra de las posibles maneras de auimentar la resistencia de las frutas y
verduras incrementando la mncentradon e trans-resveratrol es crea mediante
modificaddn genética espedes que manifiesten ura mayor concentradon e este
compuesto. Para dlo tratamos de determinar la mncentraddn de trans-resveratrol
y la evolucion dd mismo frente d ataque de la Botrytis en los tomates
desarrollados por e grupo del profesor K. Kuhlemeier y mostrados en la Figura
4.25. En el caso del trans-resveratrol se ha anseguido pa e momento transferir
con éxito los genes resporsables de la sintesis de este compuesto a otras plantas

tales como el tabam **?, @ arroz 1%*® eincluso e mismo tomate %47,

AungLe se @nsiga transferir con éxito el gen resporsable de la sintesis del

trans-resveratrol, puede que é&te no se manifieste wmo asi ocurre @n los
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tomates desarrollados por €l grupo dl Prof. Kuhlemeler a no presentar un
contenido significativo de trans-reveratrol, al menos por encima de nuestro limite
de detecdon (ppb), tal y como se greda en los espedros de masas. Cuando ura
espede transgénica no manifiesta las caraderisticas para las cuales ha sido
desarrollada, es mucho mas improbable que lo haga en generadones sucesivas.
Sin embargo, s que observamos un hecho destacdle; pese a atar descrita la
presencia de trans-resveratrol en el tomate, por excdencia d antioxidante natural
mas abundante en esta verdura es €l licopeno. Aun no labiéndose manifestado la
creaddn e transresveratrol en e tomate transgénico quizas € licopeno
presentaria una dicitaddén semegante ala que se prodwcia en las uvas tras la

infecdaon con la Botrytis Cinerea.

Este comportamiento del licopeno fue confirmado, en la Figura 4.27 se
muestra mmo en e momento previo a la inoculaddn rninguna de las espedes
transgénicas ni el tomate sil vestre no transgénico mostraban contenido alguno ¢

ésta sustancia.

Es evidente la presencia de licopeno en los tres tipos de tomate @mo
resporsable de su pigmentadon roja, aungue dado gue los espectros mostrados
en la Figura 4.27 fueron tomados a 3021 nm la dicada de laionizadon e este
compuesto a esta longitud de onda es tan baja que no aparece por encima del
umbral del ruido. Sin embargo tras la infecdén pa la Botrytis € produwce la
glicitadon el licopeno al igual gque ocurriese @n el trans-resveratrol en lauvasy
su concentradon aumenta de tal manera que supera 'y se registra por encima del
umbral del ruido en los espedros. El dato de interés es que mmo se observa en la
Figura 4.29, la espede trasgénica T25 es capaz de presentar una cantidad de
licopeno 10 veces mayor que la espede de tomate no transgénico, por 1o que

pensamos que la espede T25 es la mas resistente de las tres estudiadas.
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La presencia del compuesto organometalico metil-litio registrada en los
tomates no inoculados es asociada @mn procesos de putrefacdén y ruptura de
hidrocarburos del tomate, por o gue la variedad T25, es dedr la mas resistente,
presenta una menor concentradén ce dicho compuesto y queda demostrada la
mejora de la resistencia de las variedades transgénicas comparadas con la
variedad no transgénica de partida. Estos hechos simados a otros avances en €l
campo e la modificadon genética sugieren unmayor estudio de la viabilidad de

mercado para estas frutasy verduras.
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Resumen y conclusiones

Se presenta a ontinuadon un beve resumen de los estudios més
significativos del trabajo presentado en esta memoria de tesis doctoral. Dicho
trabagjo, ha sido redizado integramente en la Unidad de Laseres y Haces
Moleaulares del Instituto Pluridisciplinar de la Universidad Complutense de
Madrid, bajo la direcdaon el Catedrético D.Angel Gonzdez Urefiay del Doctor
D.Jose Maria Orea Rocha, siendo Tutor del mismo el Catedratico D.Luis Maria
Polo Diez

En primer lugar se han desarrollardo das sstemas de deposicion e
muestras Dlidas ohre placa de vidrio pyrex, de tal forma que permiten crea
una pelicula homogéneade manerarapiday direda de las muestras para que sean
anali zadas de forma inmediata. El primero de dlos consiste en €l triturado en frio
a dta velocidad de la muestra, y su rapidez y sencillez lo hace faalmente
aplicable d andlisis de aualquier analito presente en ura muestra solida complega
El segundo @ dlos es mas €ledivo, yaque su eficada sdlo hasido probada para
el andlisis de trans-resveratrol y su ventgja frente d anterior es reducir alin mas el
tiempo recesario en esta dapa, ala vez que posibilita una mayor homogeneidad
de la depaosicion de muestra sobre d pyrex. Asi mismo se desarroll aron sistemas
capaces de aiantificar el grado de homogeneidad de las depasiciones, basados en

el andlisis 6ptico de laluz reflgjada por las muestras depositadas hre d pyrex.

Se ha desarrollado y puso a purto una témica de andlisis que permite,
gradas a la Desorcion Laser, la vaporizadédn rdpida y direda de matrices
complegjas que mntengan moléaulas térmicamente labiles. El acoplamiento de la
lonizaddn Multifoténica Resonante d proceso anterior, permite la ionizadon
atamente selediva y eficaz de un analito espedfico de la matriz compleja
desorbida. La detecdon ce las moléaulas ionizadas mediante la Espedrometria
de Masas de Tiempo e Vueo dda ala témica de una segunda dapa de
selecdon y ce una dtaresolucidon en masas.
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En este sistema las etapas de desorcion e ionizadon léser estan claramente
separadas, 10 que permite d desarrollo y ogimizadon individualizada de cala
una de dlas. De este hedho se deriva alemas la paosibilidad de redizar estudios

cinéticos y dinamicos para amnbos procesos a nivel moleaular.

En cuanto ala dapa de desorcion se refiere, la aonfiguradon experimental
puesta apurnto ha paosibilit ado constatar las ventgjas de la desorcién frontal de la
muestra frente ala desorcion trasera de la misma. Del mismo modo se han
redizado estudios hre la dinamica de este proceso cuando se @lica la
desorcion laser a transresveratrol, revelando ura dara supremada de la
comporente térmica frente ala de ésorcién fotonica Se ha desarrollado un
método (MEPED) para optimizar dicho proceso de desorcion, basado en la
adicion ce un pdvo metdlico (Zn) ala matriz adesorber. Del mismo modo se ha
estudiado lainfluencia de lalongitud de ondade laradiad6n laser empleada en la
desorcion, encontrandose que los fotones infrarrojos (1064 mm) aplicados al

método MEPED mejoran 80veces la dicada del proceso de desorcion.

Del estudio espedroscopico del trans-resveratrol se han oltenido las
condciones analiticas idoreas pararedizar los andlisis. Serediz6 primeramente,
mediante la espedrofotometria de UV-Vis en €l intervalo de 190a 1100 mm, la
determinaddn ck las bandas de asorcion ce este compuesto. Tras este estudio se
procedio a medir el espedro REMPI del trans-resveratrol en el intervalo de 294
a 312 mm, del que se dedujo gwe la longitud de onda resonante 6ptima para
ionizar selediva y eficaanente esta moléaula es 3021 nm. Por Ultimo se
caaderizO el proceso de lonizaddn Multifoténico Resonante del trans

resveratrol, revelando que se trata de un proceso hifoténico de un sélo color.
Una vez caaderizados los parametros optimos de andlisis €l paso

siguiente fue validar la témica segin la normativa 1SO aplicéble d andlisis de

trazas en muestras compleja. Para dlo se han determinado los parametros de:
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reproducibili dad, repetibili dad, linedidad, seledividad / espedficidad, limite de
detecdon, y limite de auantificadén cumpli endo satisfactoriamente los requisitos

analiticos para d andlisis de trazas en ali mentos.

La glicadon ce la témica en la determinadon cuantitativa de trans-
resveratrol en dstintas espeaes vegetales (vino, colorante dimenticio, pieles de
uva, hoas de vid, cacduetes) ha demostrado la versatilidad y eficaga del
sistema e la determinadoén rapida y direda del trans-resveratrol en matrices

complejas.

Se ha estudiado e fendmeno e dicitadon ce la quercitrina, licopeno y
trans-resveratrol, en muestras vegetales infedadas por € agente patdgeno
Botrytis Cinerea. Estos estudios han sido centrados mayoritariamente en éste
ultimo pdifenadl, dadas las propiedades ya demostradas y altamente beneficiosas
para la salud humana del trans-resveratrol. El hecho ce que d trans-resveratrol
fuese producido como respuesta defensiva de la planta frente a ataque de un
agente patdgeno no espedfico, revela una crreladon entre su contenido vy €l
estado ce salud ck frutas y verduras, mostrando mayor resistencia ajuellas que

contienen unmayor contenido el mismo.

Por todo ello el paso siguiente fue probar la dicada del trans-resveratrol
como pesticida natural en atras frutas y verduras distintas de las uvas donce
habia sido estudiada su €licitadon, por 1o gue se procedié a estudio de los
efedos que su aplicadon exdgena prodiwcia en pimientos, uvas, aguacdes,
tomates y manzanas. En primer lugar se demostré que d tratamiento con trans-
resveratrol no altera las propiedades organolépticas ni biogumicas de las frutas y
verduras tratadas, dotdnddas de un valor afiadido desde d purto de la megjora de
lasalud humana por laingestion ce este ammpuesto.
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De los experimentos redizados no solo se dedujo gie las frutas y verduras
sobre las que se glica @ transresveratrol son mas resistentes a ataque de
agentes patdgenacs, Sino e alemas 3 senescencia se ve retardada aumentando

notablemente d tiempo de mnservadodntras 2 remlecaon.

Asi pues las conclusiones mas importantes alcanzadas en e presente

trabajo son:

1) Se hadesarrollado y plesto a purto ura témica analiticapara mmpuestos
no volétiles basada en la desorcion e ionizadén resonante por laser
aooplada aun espedrometro detiempo ce vuelo. Entre las caraderisticas a

destaca de dichatémica cde dtar: rapidez ataresolucion y sensibili dad.

Parala puesta apurnto de estatémicase han optimizado:

a) Dos sstemas eficaces de preparaddn ce muestra, mediante su fradura
en frio con unmezdador de dta velocidad y la extracddn el trans-

resveratrol por prensado en frio.

b) Un sistema de desorcién frontal de la muestra, probandose la mayor
eficiencia de la desorcion frontal de la muestra frente ala desorciéon

trasera.

c) La desorcion pa laser del trans-resveratrol mediante la mezda de la
muestra @n pdvo de Zn (MEPED) y la utilizadon e radiadon laser
infrarroja (1064 mm), mejorando 80 veces e rendimiento de la

desorcion dredade la muestra.
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2)

3)

4)

5)

6)

Se ha estudiado la espedroscopia REMPI del trans-resveratrol en el
intervalo de 300 a 310 M, con la onsiguiente determinadén ce la
longitud de onda resonante (3021 M) que permite la ionizecién

atamente seledivay eficazde este mmpuesto en uramatriz complea

Ha sido validada latémica LD+REMPI+TOFMS para € andlisis de trans-
resveratrol acorde a@n la norma EN-1SO-17025 @ra @ntroles analiticos
en alimentos, mediante la caaderizaddén ce los sguientes parametros
analiticos: repetibilidad (4,9%), reprodwibilidad (4,4%), linedidad
(r=0,9997), seledividad /espedficidad, exaditud (96%), limite de
detecdon (2 pg) y limite de auantificaddn (7 pg). Se oltiene de este modo
una témica mas versdtl, universal, de gran resolucion y sensibilidad
basada en la espedroscopia laser para d andisis de muestras Dlidas y

0aseosas.

Ha quedado demostrada la goli cabili dad de latémica ®nla determinadon
cuali y/o cuantitativa del contenido de trans-resveratrol en varios tipos de
muestra: vino, colorante dimentario, piel de uva ( LoD =5 ppb, hgade
vid (LoD = 2 pph, cacduete.

Se ha estudiado la dicitadon del trans-resveratrol en wasy del licopeno
en tomates como respuesta defensiva de la planta frente d ataque de d
agente patégeno noespedfico Botritys Cinerea, asi como la medida de la
reladén dreda entre d decamiento de la wncentradon de quercitrina 'y
el empeoramiento del estado ce salud ce las uvas.

Se ha demostrado la eficada del trans-resveratrol como pesticida natural
mediante la glicadon exdgena de este compuesto en pimientos, tomates,
aguacdes, uvas y manzanas, retardando su senescencia sin afedar a sus

propiedades organa épticas ni bioquimicas.
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7) La desorcion laser acoplada ala ionizadon multifotonica resonante cn
detecddn pa espedrometria por tiempo e vuelo pasibilita d estudio de
la fisiologia de las plantas profundzando en el conccimiento de sus
mecanismos de defensa, convirtiendose de ese modo en ura herramienta
potente y versatii que hace posible d disefio e estrategias y
procedimientos para aumentar laresistencia natural de frutasy verduras.
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