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V. RESUMEN. 

La industria vitivinícola genera una gran cantidad de subproductos. Entre ellos el 

subproducto más abundante son los sarmientos de vid originados durante la temporada 

de poda. Los sarmientos de vid poseen una mezcla compleja de compuestos fenólicos 

los que incluyen ácidos fenólicos, flavonoides, y estilbenos, que a su vez están 

asociados con una amplia gama de beneficios para la salud. El perfil fenólico de los 

sarmientos es altamente dependiente del tipo de cultivar, la zona geográfica de cultivo, 

y de las condiciones de almacenamiento posteriores a la poda. Los procesos y sistemas 

de extracción también influyen fuertemente en el perfil de los compuestos fenólicos. 

Aunque existen numerosos estudios de recuperación e identificación de compuestos 

fenólicos obtenidos desde sarmientos de vid, muy pocos de ellos se han centrado en el 

estudio del escalamiento de los procesos de extracción y en el efecto sobre el perfil 

fenólico. Por otro lado, los compuestos fenólicos son reconocidos por ser inestables y 

sensibles a altas temperaturas, la luz, el pH y las enzimas oxidativas y degradantes. 

Estas variables afectan al perfil fenólico tanto en los procesos de producción como en la 

estabilidad de los productos finales. Una opción viable a escala industrial que permite 

solucionar estos problemas es la encapsulación de estos compuestos en ciclodextrinas, 

que les proporcionan una matriz protectora y les ayuda a preservar sus actividades 

biológicas. Por todas estas razones, esta tesis tiene por objetivo estudiar los cambios en 

el perfil fenólico de un extracto de sarmientos durante su producción y encapsulación, 

mediante cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas de alta 

resolución. La espectrometría de masas de alta resolución basada en LC-ESI-LTQ-

Orbitrap-MS ha demostrado ser una poderosa herramienta de identificación y 

caracterización de compuestos fenólicos. El uso de este equipo nos permitió identificar 

nuevos compuestos en los extractos de sarmientos de vid producidos a escala de 

laboratorio. También fue útil para estudiar los cambios en el perfil fenólico durante la 

extracción a escala piloto y posterior encapsulación de estos compuestos en 

ciclodextrinas. Los resultados de esta tesis doctoral permitieron ampliar el conocimiento 

del perfil fenólico de los extractos de sarmientos de vid, analizar las diferencias de los 

extractos desde la extracción de laboratorio, a la extracción piloto hasta su posterior 

encapsulación en ciclodextrinas, permitiendo el desarrollo de un producto de alto valor 

agregado y con futuras aplicaciones en las industrias alimentaria y farmacéutica. 
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VI. ABSTRACT. 

The wine industry produces many by-products. The most common by-product is the 

grape canes (or vine shoots) that are produced during the pruning season. Grape canes 

contain a complex mixture of phenolic compounds, including phenolic acids, 

flavonoids, and stilbenes, which in turn have been linked to several health benefits. The 

phenolic profile of grape canes is highly dependent on the variety, the geographical area 

of cultivation, and the storage conditions after pruning. Extraction methods and systems 

also strongly influence the profile of phenolic compounds. Although there are numerous 

studies on the extraction and identification of phenolic compounds from grape canes, 

very few of them have focused on the study of the scaling-up of the extraction process 

and the effects on the phenolic profile. On the other hand, phenolic compounds are 

known to be unstable and sensitive to high temperature, light, pH, and oxidative and 

degradative enzymes. These variables affect the phenolic profile both in the production 

processes and in the stability of the final products. A viable way to address these issues 

on an industrial scale is to encapsulate these compounds in cyclodextrins, which allows 

them to obtain a protective matrix and retain their biological activities. For all these 

reasons, this PhD aims to study the changes in the phenolic profile of a grape cane 

extract during its production and encapsulation using liquid chromatography coupled 

with high-resolution mass spectrometry. High-resolution mass spectrometry-based on 

LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS has proven to be a powerful tool for the identification and 

characterization of phenolic compounds. The use of this equipment allowed us to 

identify new compounds in extracts of grape canes. It was also useful to study the 

changes in phenolic profile during pilot-scale extraction and subsequent encapsulation 

of these compounds in cyclodextrins. The results of this PhD allowed to increase the 

knowledge of the phenolic profile of extracts from grape canes, to analyze the 

differences of the extracts from laboratory extraction to pilot extraction and their 

encapsulation in cyclodextrins, leading to the development of a product with high added 

value and with future applications in the food and pharmaceutical industries. 
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1 INTRODUCCIÓN. 

1.1 LA INDUSTRIA VITIVINÍCOLA Y LA GENERACIÓN DE 

SARMIENTOS. 

1.1.1 Estado Actual de la Vitivinicultura a nivel mundial. 

La superficie mundial total de viñedo para el año 2020 se estimó en 7.3 millones de 

hectáreas [1]. En la Figura 1 se pueden observar los 10 principales países vitícolas de 

acuerdo con su superficie plantada: España (961 miles de hectáreas (mha), 13.09%), 

Francia (797 mha, 10.89%), China (785 mha, 10.69%), Italia (719 mha, 9.79%), 

Turquía (431 mha, 5.89%), EE. UU. (405 mha, 5.49%), Argentina (215 mha, 2.90%), 

Chile (207 mha, 2.80%), Portugal (194 mha, 2.70%), Rumanía (190 mha, 2.60%) y 

otros países (2425 mha, 33.17%). 

 

 

Figura 1: Superficie de viñedo plantado en los 10 principales países vitícolas  

(Año, 2020). 

En relación con la producción mundial de vino para el año 2020 se estimó en 260 

Millones de hectolitros (Mill. hL). En este caso los principales productores de vino 

fueron: Italia (49.1 Mill. hL), Francia (46.6 Mill. hL) y España (40.7 Mill. hL), que en 

su conjunto representaron un 53% de la producción mundial de vino para ese año [1]. 

La actividad vitivinícola genera una gran cantidad de residuos o subproductos sólidos 
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llegando a ser un 30% peso/peso (p/p) del material utilizado [2]. En la Tabla 1 se 

muestran los principales subproductos de la industria vitivinícola entre los que se 

encuentra el orujo, los tallos, la piel y las semillas de uva; lías de vino, y los sarmientos 

de vid que son el subproducto más abundante. 

Tabla 1: Principales subproductos generados por la industria vitivinícola. 

 

Subproducto Aproximado sobre el total de uvas 

Orujo de uva 15% p.s. (25 – 45 % p.h.) 

Tallos de uva 2.5 – 7.5 % 

Semillas de uva 3 – 6 % 

Lías de vino 3.5 – 8.5 % 

Sarmientos de vid 2 – 5 ton/ha/año 

p.s. peso seco; p.h. peso húmedo; ton. toneladas; ha. hectáreas.  

Adaptado de Dávila et al., (2017). 

1.1.2 Estructura de la vid y generación de sarmientos. 

La forma de una planta de vid cultivada se desarrolla podando y entrenando a la vid en 

una disposición específica de acuerdo con diversos sistemas de manejo del cultivo. En 

la Figura 2 se puede observar las principales estructuras de la planta, las que son 

regularmente clasificadas en términos vitivinícolas de uso común que muchas veces 

difieren a las definidas por los botánicos [3].  

 

Figura 2: Principales estructuras de la vid. 
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El tronco, que anteriormente fue un brote individual, es una estructura permanente que 

sostiene todas las demás estructuras vegetativas de la planta sobre el suelo. La altura de 

cabeza se determina podando la planta durante las primeras etapas de formación de vid. 

El tronco de una planta madura tiene brazos o ramas cortas que dan origen a las cañas o 

sarmientos de vid. El brote denominado en inglés como “vine-shoot” comienza su 

maduración a medida que desarrolla el tejido peridermico, que comienza en la base del 

brote, apareciendo una piel amarilla y suave. El peridermo continúa desarrollándose 

hacia la punta del brote durante el verano y el otoño, durante este tiempo, su coloración 

cambia de amarillo a marrón convirtiéndose en una capa de corteza seca, lisa y dura. En 

el periodo de maduración de los brotes, las paredes celulares de los tejidos se engruesan 

y se produce una acumulación de almidón (carbohidratos de almacenamiento) en todas 

las células vivas de la madera y corteza. Una vez que las hojas se caen al suelo el brote 

maduro es considerado un sarmiento de vid [3], y es denominado en inglés como “grape 

cane”. Sin embargo, debido a que los sarmientos son simplemente un brote maduro, los 

términos en inglés “vine-shoot” y “grape cane” son muchas veces utilizados 

indistintamente por los investigadores.  

La poda de la vid es un proceso necesario en las practicas vitícolas, ya que permite 

equilibrar el crecimiento de la planta influyendo directamente en la forma, tamaño, 

cantidad y calidad de la uva. Esta práctica agrícola genera una importante cantidad de 

subproductos estimándose entre 2 a 4 toneladas por hectárea, dependiendo 

principalmente de las prácticas de manejo como el tipo o estructura de la plantación y el 

uso final del cultivo, ya sea para uva fresca o para la producción de vino [4]. Por lo 

tanto, teniendo en cuenta los 7.3 millones de hectáreas de superficie plantada estimados 

por la OIV (Organización Internacional de la Viña y el Vino) para el año 2020, se 

podría esperar una generación de entre 14.6 a 29.2 millones de toneladas de sarmientos 

de vid a nivel mundial para ese año. Tradicionalmente los sarmientos son utilizados 

como acondicionadores de suelo o como biomasa para producir energía. Sin embargo, 

debido a su riqueza química son investigados principalmente como fuente de 

compuestos bioactivos con promisorias aplicaciones en las industrias alimentaria, 

farmacéutica y cosmética [5]. 
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1.1.3 Composición química general de los sarmientos de vid. 

La composición química de los sarmientos se encuentra fuertemente influenciada por la 

variedad del cultivar y el sistema de crecimiento o entrenamiento de las plantas [6,7]. 

En la Tabla 2 se muestra un resumen de la composición química general de los 

sarmientos de vid, obtenida de diferentes fuentes bibliográficas.  

Tabla 2: Composición química de los sarmientos de vid. 

 

Fracción/Análisis Rango-Contenido (%) Referencias 

Humedad 5.0 - 8.3 [6,8] 

Proteínas 6.7 - 28.1 [8,9] 

Extraíbles 3.1 - 9.1 [10,11] 

Holocelulosa 64.2 - 69.6 [6] 

α-celulosa* 37.8 - 43.6 [6] 

β-celulosa* 43.4 - 47.4 [6] 

γ-celulosa* 10.7 - 15.4 [6] 

Celulosa 34.0 - 41.4 [2,11] 

Hemicelulosa 19-0 - 27.0 [10,12] 

Xilano 12.3 - 12.8 [10,12] 

Sustituyentes arabinosilo 1.4 [10] 

Sustituyentes galactosilo 3.2 [10] 

Sustituyentes mano silo 1.6 [10] 

Grupos acetilo 4.3 - 5.3 [10,12] 

Ácido galacturónico 4.1 [10] 

Lignina 19.3 - 38.7 [6,8] 

Lignina insoluble 34.1 [8] 

Lignina soluble 4.6 [8] 

Cenizas 1.0 - 3.8 [8,13] 

Mg 0.05 - 0.22 [7,8] 

Ca 0.02 - 0.89 [7,8] 

Fe 0.002 - 0.004 [7,8] 

Cu 0.002 - 0.002 [7,8] 

Zn 0.0007 - 0.004 [8,9] 

K 0.51 - 0.87 [7] 

Na 0.01 - 0.08 [7,8] 

P 0.04 - 0.09 [7,9] 

Al 0.001 - 0.004 [7] 

As 0.0001 - 0.001 [7] 

B 0.0008 - 0.0018 [7] 

Ba 0.0003 - 0.0007 [7] 

Cd < 0.0001 [7] 

Cr 0.0001 - 0.0005 [7] 

Mn 0.002 - 0.004 [7] 

Ni < 0.0002 [7] 

Pb < 0.001 [7] 
*% relativo a holocelulosa. 
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Los sarmientos están constituidos principalmente por holocelulosa (64.2 - 69.6 %), que 

comprende a su vez las fracciones de celulosa (34.0 - 41.4 %) y hemicelulosa (19.0 - 

27.0 %). El principal tipo de celulosa encontrado en lo sarmientos es la β-celulosa (43.4 

- 47.4 %), y la hemicelulosa presente se caracteriza por mostrar un alto grado de 

acetilación [10] y está constituida principalmente por xilano (12.3 - 12.8 %). El 

contenido de lignina (19.3 - 38.7 %) fue reportado en un amplio rango de variación, 

dependiendo el análisis y la fuente bibliográfica consultada,  aunque la lignina insoluble 

(34.1%) es la que se presenta en mayor proporción [8]. Por su parte, el elevado nivel de 

proteínas (6.7 - 28.1%) presentes en los sarmientos ha incrementado el interés de este 

subproducto como fuente de suplementos dietéticos [9].  

Los sarmientos de vid poseen un contenido de cenizas relativamente menor (1.0 - 3.8 

%) en comparación a las demás fracciones. Sin embargo, una gran cantidad de 

elementos fueron cuantificados como minerales formadores de estas cenizas. Los 

principales minerales presentes en los sarmientos de vid son: potasio (0.51 - 0.87 %), 

calcio (0.02 - 0.89 %), magnesio (0.05 - 0.22 %), fósforo (0.04 - 0.09 %), hierro (0.002 - 

0.004 %), boro (0.0008 - 0.0018 %), manganeso (0.002 - 0.004 %), sodio (0.01 - 0.08 

%), zinc (0.0007 - 0.004 %), cobre (0.002 - 0.002 %), níquel (< 0.0002 %) y cromo 

(0.0001 - 0.0005 %). Otros elementos propios de los suelos como aluminio (0.001 - 

0.004 %), plomo (< 0.001) y arsénico (0.0001 - 0.001%), fueron reportados en 

proporciones extremadamente bajas.  

Los compuestos extraíbles (3.1 - 9.1 %) de sarmientos incluyen una fracción muy 

diversa de lípidos, terpenos, aldehídos y compuestos fenólicos [14]. Estos últimos son 

los que han recibido mayor atención por su alto valor agregado y diversas aplicaciones 

industriales. 
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1.2 COMPUESTOS FENÓLICOS EN SARMIENTOS DE VID. 

Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios presentes en el reino vegetal que 

son sintetizados por la vía del shikimato/fenilpropanoide y/o por la vía del “policétido” 

acetato/malonato, mediante estas rutas biosintéticas se producen fenoles y polifenoles 

monoméricos y poliméricos. Exclusivamente, el término “polifenol”, debería utilizarse 

solo para compuestos que presentan más de un anillo fenólico y que carecen de 

cualquier grupo funcional basado en nitrógeno en su expresión estructural más básica 

[15], por lo que en adelante se preferirá usar el término “compuestos fenólicos”. Los 

compuestos fenólicos se clasifican en dos grandes grupos: flavonoides y no flavonoides. 

Los sarmientos de vid contienen una gran cantidad de compuestos fenólicos incluyendo 

ácidos fenólicos (hidroxibenzoicos e hidroxicinámicos), flavonoides (flavanoles, 

flavonoles, flavanonoles y flavanonas) y estilbenos (monómeros, dímeros y oligómeros) 

(Figura 3). Entre ellos, las clases fenólicas más diversa son las proantocianidinas y 

estilbenos oligoméricos [16–18]. 

 

Figura 3: Principales clases y estructuras químicas base de compuestos fenólicos 

presentes en sarmientos de vid. 
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1.2.1 Flavonoides. 

La estructura básica de los flavonoides está determinada por un núcleo flavónico, que 

consta de 15 átomos de carbono dispuestos en tres anillos (C6-C3-C6), que se denominan 

anillos A, B y C (Figura 3) [19]. A partir del patrón de hidroxilación y sus respectivas 

variaciones en el anillo C, los flavonoides pueden dividirse en numerosas subclases, 

pero las que destacan para esta tesis doctoral son: flavanoles (flavan-3-oles, catequinas 

y proantocianidinas), flavonoles, flavanonas y flavanonoles (o dihidroflavonoles).  

1.2.1.1 Flavanoles. 

Los flavanoles se denominan también flavan-3-oles debido a que el grupo hidroxilo 

siempre se encuentra unido a la posición 3 del anillo C [20]. Los flavanoles son una 

compleja y extensa subclase de flavonoides que va desde estructuras monoméricas 

simples como la catequina hasta proantocianidinas oligoméricas y poliméricas [21]. Los 

dos centros quirales en C2 y C3 del flavan-3-ol monomérico producen cuatro isómeros 

para cada distinto nivel de hidroxilación del anillo B [21]. Entre los más comunes se 

encuentra la catequina que es el isómero trans y la epicatequina que corresponde a la 

configuración cis. Los flavanoles monoméricos pueden formar polímeros (de hasta 50 

unidades o más) que se denominan proantocianidinas o taninos condensados. 

Dependiendo de los enlaces interflavánicos, que une sus unidades monoméricas, las 

proantocianidinas pueden tener una configuración de tipo A donde los monómeros se 

unen a través de enlaces C2– O –C7 o C2– O –C5; o de tipo B en la que sus enlaces se 

unen entre los carbonos C4 – C6 o C4 – C8 [20]. Las proantocianidinas más comunes 

son las que se encuentran conformadas por unidades de (epi) catequina y se denominan 

procianidinas, pero existen algunas menos frecuentes que están conformadas por 

subunidades de (epi) afzelequina o (epi) gallocatequina que se denominan 

propelargonidinas y prodelfinidinas, respectivamente [21]. Los flavan-3-oles también 

pueden transformarse en teaflavinas por la acción oxidativa de la enzima polifenol 

oxidasa [21]. Tanto flavanoles monoméricos, procianidinas, prodelfinidinas [16,18,22] 

y recientemente (en esta tesis doctoral) teaflavina fueron identificadas en extractos de 

sarmientos de vid [16]. 

1.2.1.2 Flavonoles. 

Los flavonoles son una subclase de flavonoides que están constituidos por una 3-

hidroxiflavona en el anillo C. Se encuentran ampliamente distribuidos en todo el reino 
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vegetal abundan en una gran variedad de frutas y verduras como: cebollas, lechugas, 

tomates, manzanas, bayas, uvas, y bebidas como el té y el vino tinto [20]. Los 

flavonoles más comunes son el kaempferol, quercetina, isorhamnetina, miricetina y 

fisetina. Aunque el número de agliconas de flavonoles es limitado, sus patrones de 

metilación e hidroxilación y su conjugación con glucósidos genera un grupo muy 

diverso de compuestos [20,21]. Tanto la quercetina como sus conjugados glucósidos 

fueron identificados en sarmientos de vid [23,24]. 

1.2.1.3 Flavanonas y flavanonoles o dihidroflavonoles. 

Las flavanonas son otra importante subclase de flavonoides que se presentan 

principalmente en las frutas cítricas como las naranjas, limones y uvas, asociándose 

como responsables del sabor amargo del jugo y la cáscara de estas frutas [20]. Las 

flavanonas, estructuralmente tienen el anillo C saturado y se caracterizan por la ausencia 

del doble enlace y la presencia de un centro quiral en el carbono C-2 [20,21]. Algunos 

ejemplos de flavanonas son la hesperitina, naringenina y el eriodictyol. Estos 

compuestos además se presentan regularmente como derivados hidroxilados, 

glicosilados y O-metilados [21]. Las flavanonas son poco frecuentes en extractos de 

sarmientos de vid, aunque recientemente reportamos la presencia del eriodictyol y un 

derivado hexósido [16]. 

Los flavanonoles denominados también como dihidroflavonoles o 3-hidroxiflavononas, 

presentan simultáneamente un grupo 4-carbonilo y un grupo hidroxilo en el anillo C. 

Además, tienen 2 centros quirales en los carbonos C-2 y C-3, mientras que su 

estereoquímica más común es 2R y 3R. Además, estos compuestos participan como 

intermediarios en la biosíntesis de flavonoles y antocianidinas [25]. La taxifolina o 

también denominada dihidroquercetina es un ejemplo de flavanonol que se encuentra 

presente en frutos cítricos [26]. Antes del presente trabajo doctoral, hasta donde 

sabemos, no se había reportado la presencia de la taxifolina en extractos de sarmientos 

[16], aunque si se había reportado su derivado dihidroquercetina-3-ramnósido o también 

conocido como astilbina [27]. 

1.2.2 No Flavonoides. 

Los compuestos no flavonoides en su configuración más básica presentan un solo anillo 

aromático, y en sarmientos están representados principalmente por el grupo de los 

ácidos fenólicos y estilbenos. 
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1.2.2.1 Ácidos fenólicos. 

Los ácidos fenólicos son compuestos caracterizados principalmente por tener un anillo 

bencénico, un grupo carboxílico y uno o más grupos hidroxilo y/o metoxilo en su 

estructura más básica [28]. Se encuentran en una gran variedad de alimentos de origen 

vegetal incluyendo semillas, pieles de frutas, hojas de las hortalizas y aunque pueden 

encontrarse en forma libre generalmente están unidos a ésteres, glucósidos y amidas. 

Debido a lo anterior, para su detección deben ser liberados mediante hidrólisis ácida, 

alcalina o enzimática [26,29]. Los ácidos fenólicos se dividen en dos subgrupos 

principales los ácidos hidroxibenzoicos y los ácidos hidroxicinámicos. 

Los ácidos fenólicos hidroxibenzoicos tienen siete átomos de carbono (C6—C1) y 

aunque son los ácidos más simples que pueden encontrarse en la naturaleza, también 

son componentes principales de polímeros más complejos como los taninos 

hidrolizables. Entre los que destacan los galotaninos presentes en mangos y los 

elagitaninos que se encuentran en frutos rojos como fresas, frambuesas y moras [30]. 

Los ácidos hidroxibenzoicos comúnmente identificados en sarmientos son los ácidos 

gálico, protocatechico, p-hidroxibenzoico, vanílico y elágico [24]. 

Los ácidos fenólicos hidroxicinámicos poseen en su estructura más básica nueve átomos 

de carbono (C6— C3) y por lo general se presentan como ésteres, junto con un alcohol 

cíclico-ácido, como el ácido quínico, conformando los llamados ácidos clorogénicos 

[21,28]. Los ácidos hidroxicinámicos más comunes en extractos de sarmientos son los 

ácidos caftárico, coutarico, cafeico, p-cumárico, ferúlico y sinápico [24]. 

1.2.2.2 Estilbenos. 

Los estilbenos (C6—C2—C6) son fitoalexinas producidas por las plantas en respuesta a 

enfermedades, lesiones y estrés [21]. El esqueleto químico de un estilbeno monomérico 

básico comprende dos anillos aromáticos unidos por un puente de etileno, y su isómero 

trans (E) es su configuración más común. La mayoría de los estilbenos naturales 

contienen varios grupos fenólicos y se encuentran frecuentemente prenilados, 

geranilados o glicosilados. Los estilbenos oligómeros pueden formarse partir de dos 

monómeros en diferentes combinaciones como: resveratrol y oxiresveratrol, resveratrol 

y piceatannol, resveratrol e isorhapontigenina, oxiresveratrol e isorhapontigenina o 

piceatannol e isorhapontigenina. La principal fuente dietética de los estilbenos son las 

uvas y el vino tinto obtenidos a partir de la vid (V. vinífera L.), mientras que el estilbeno 

más estudiado es el resveratrol. En la vid los derivados del resveratrol se encuentran en 
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una gran diversidad de patrones de oligomerización y glicosilación, mientras que la 

viniferina es el dímero de resveratrol principal en las especies del género Vitis [31]. 

Debido a sus múltiples propiedades beneficiosas para la salud los estilbenos son el 

grupo fenólico más reportado e investigado en extractos de sarmientos de vid [24]. Por 

esta razón muchos estudios de extracción de compuestos fenólicos desde sarmientos se 

han centrado en la optimización y recuperación tanto del resveratrol como de viniferina 

[32]. 

1.2.3 Análisis e identificación de compuestos fenólicos.  

Se han utilizado una gran diversidad de técnicas analíticas avanzadas para poder 

identificar y cuantificar compuestos fenólicos en muestras de plantas, alimentos y 

extractos naturales. Entre ellos destacan la espectrofotometría, electroforesis capilar, 

espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopía de infrarrojo 

cercano (NIR) y por transformada de Fourier (FTIR). Además de métodos 

cromatográficos como la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

cromatografía líquida de ultra alta resolución (UHPLC), cromatografía en 

contracorriente de alta velocidad (HSCCC), cromatografía de fluidos supercríticos 

(SFC) y cromatografía de gases (GC) [33]. Desde un punto de vista estructural el RMN 

es la técnica definitiva que permite la asignación completa de estructuras fenólicas, 

incluyendo su estereoquímica y posición de sus azúcares o sus derivados. Sin embargo, 

las limitaciones del RMN son su alto costo y la necesidad de contar con analitos 

relativamente puros, requiriendo muchas veces exhaustivas etapas previas de 

aislamiento. Por otro lado, la cromatografía líquida acoplada a la espectrometría de 

masas (LC-MS) se ha convertido en una de las técnicas más utilizadas para la 

caracterización de compuestos fenólicos en mezclas complejas como los alimentos y los 

extractos naturales [34]. 

1.2.3.1 Preparación de las muestras. 

Antes del análisis las muestras que contienen los compuestos fenólicos deben ser 

recolectadas, almacenadas y preparadas adecuadamente para su extracción. Para 

muestras sólidas los procesos de pretratamiento incluyen etapas de tamizado, molienda 

o trituración y homogeneización, mientras que las muestras líquidas son frecuentemente 

filtradas o centrifugadas. Las extracciones de compuestos fenólicos se realizan 

principalmente mediante el uso de solventes orgánicos como metanol, etanol, acetona o 
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sus mezclas con agua, así como también con acetato de etilo [35]. La extracción se 

puede llevar a cabo por métodos convencionales sólido-líquido que pueden involucrar o 

no el uso de temperatura. Por esta razón, los compuestos fenólicos se pueden degradar 

mediante reacciones como la hidrólisis, ionización y oxidación que ocurren durante el 

proceso de extracción. Por otro lado, en los últimos años se han desarrollado nuevos 

métodos como la extracción asistida por ultrasonido y microondas, extracción por 

fluidos supercríticos y extracción de alta presión hidrostática [33]. En particular, la 

extracción asistida por ultrasonido es ampliamente utilizada en protocolos de laboratorio 

y más recientemente fue escalada en aplicaciones piloto [36]. A nivel de análisis de 

laboratorio la extracción asistida por ultrasonido ha demostrado ser una alternativa 

económica, simple y eficiente con respecto a las técnicas de extracción convencionales 

[33]. 

1.2.3.2 Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). 

La técnica de HPLC es la más utilizada para la separación, identificación y 

cuantificación de compuestos fenólicos en muestras naturales complejas. La separación 

cromatográfica de los compuestos fenólicos depende de varios factores entre los que 

destacan la estereoquímica, peso molecular, polaridad y el grado de polimerización de 

los compuestos. El análisis generalmente se realiza en el modo de fase inversa (RP) 

utilizando columnas de sílice ligada C-8 o C-18, con longitudes que varían de 100 a 300 

mm y con un diámetro interno de 2 a 4.6 mm [37]. 

La aplicación de sistemas binarios es esencial para la separación de compuestos 

fenólicos debido a su variedad estructural. La elución en gradiente se realiza 

frecuentemente aplicando agua acidificada, como solvente polar, y metanol o 

acetonitrilo (puro o acidificado), como disolvente orgánico. De esta forma, el gradiente 

de elución comienza con la fase acuosa seguida de un incremento sucesivo en la 

concentración de solvente orgánico con un caudal que varía de 0.3 a 1.6 mL/min. Por su 

parte el volumen de inyección varía entre 1 a 100 μl y depende del diámetro interno de 

la columna utilizada [33,37]. En combinación con la separación por HPLC una amplia 

gama de detectores se ha utilizado para la identificación y determinación de compuestos 

fenólicos. Entre ellos se incluyen ultravioleta-visible (UV-vis) y detector diodo array 

(DAD), detector de fluorescencia (FLD), métodos electroquímicos, 

quimioluminiscencia y detectores de espectrometría de masas (MS) [35].  
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1.2.3.3 Espectrometría de masas. 

La cromatografía líquida acoplada a la espectrometría de masas es un método eficaz 

para identificación y cuantificación de compuestos fenólicos en extractos de plantas y 

fluidos biológicos. Se pueden utilizar diferentes tipos de fuentes para la ionización de 

los compuestos como: ionización por electropulverización (ESI), ionización química a 

presión atmosférica (APCI), fotoionización a presión atmosférica (APPI), bombardeo de 

átomos rápidos (FAB), e ionización por desorción láser asistida por matriz (MALDI) 

[33]. En el análisis de los compuestos fenólicos la mayoría de los estudios utilizan 

fuentes de ionización ESI, que pueden emplearse en modo positivo y negativo, aunque 

esta última configuración es la más aplicada para este tipo de compuestos [33–35]. Por 

otro lado, distintos tipos de analizadores de masas se utilizan en el estudio de 

compuestos fenólicos, entre los que destacan: cuadrupolo simple (Q), triple cuadrupolo 

(QqQ), espectrómetro de masas con trampa de iones (IT), tiempo de vuelo (TOF), 

cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-TOF), MS con transformada de Fourier (FTMS) y 

espectrómetros de masas híbridos basados en trampa de iones lineal acoplado a Orbitrap 

(LTQ-Orbitrap) [37]. Este último sistema es el empleado en la presente tesis doctoral.  

1.2.3.4 LTQ-Orbitrap. 

El LTQ-Orbitrap fue comercializado por primera vez en el año 2005 por la empresa 

Thermo Electron ahora llamada Thermo Fisher Scientific [38]. El sistema se basa en la 

captura orbital de iones alrededor de un electrodo central en forma de huso y un 

electrodo exterior en forma de barril ensanchado que utiliza campos electrostáticos. Los 

iones en órbita realizan oscilaciones armónicas alrededor del electrodo con una 

frecuencia característica a su relación masa/carga (m/z) [34,39]. Las oscilaciones de los 

iones se revelan mediante detección de corriente de imagen y se transforman en 

espectros de masas utilizando transformación de Fourier que las convierten en señales 

proporcionales a su intensidad [33,39]. 

En el año 2009 se lanzó el primer espectrómetro de masas híbrido LTQ Orbitrap Velos 

[38], que es específicamente el modelo utilizado en esta tesis doctoral. En la Figura 4 se 

puede observar la representación esquemática del equipo LTQ Orbitrap, que es definido 

por sus fabricantes como un sistema híbrido debido a que combina dos tipos diferentes 

de analizadores de masas una primera trampa lineal de doble celda “LTQ Velos” y el 

analizador “Orbitrap” propiamente tal. A diferencia de configuraciones iniciales y 

debido a una mejora en el campo de la óptica, el equipo incorporó una nueva guía de 
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iones de anillo apilado, conocida como lente S (Figura 4), que permitió un aumento de 

la sensibilidad de 3 a 5 veces en el modo de escaneo completo y hasta 10 veces en el 

modo MS/MS. LTQ Orbitrap Velos también incorporó novedades en el analizador de 

masas de trampa de iones con una configuración de doble presión. Primero una celda de 

alta presión optimizada para aislar y fragmentar iones, seguida de una celda de baja 

presión optimizada para análisis de iones acelerado. También se incorporaron mejoras 

significativas en la eficiencia de transferencia de iones dentro del espectrómetro de 

masas, mediante la disociación de "trampa C de alta energía" (HCD), lo que le permitió 

obtener espectros mucho más sensibles a 4 – 5 Hz [38]. El analizador de masas 

Orbitrap, es muy importante para la adquisición de espectros de barrido completo y 

MS/MS, permitiendo medir las frecuencias de oscilación iónica en un campo 

electrostático, utilizando el cuadrupolo para el aislamiento de precursores y empleando 

la celda HCD para la fragmentación [40]. El equipo permite resoluciones de hasta 

60.000 a m/z 200, un rango de masa de hasta 4000 (m/z) y errores incluso menores a 3 

ppm.  

 

Figura 4. Representación esquemática del equipo LTQ Orbitrap Velos. (A) Analizador 

de trampa lineal de doble celda “LTQ Velos”, incluye una fuente ESI, la guía de iones 

de anillo apilado (S-Lens) y un diseño de trampa de iones lineal dual de alta presión y 

de baja presión. (B) Analizador de masas Orbitrap, que incluye en su parte superior una 

celda de colisión combinada de C-trap "trampa C de alta energía" (HCD) [41]. 

 

El modo de adquisición también es relevante en los parámetros de trabajo del equipo y 

tiene una influencia importante en el rendimiento de la detección. El modo de escaneo 

completo es una de las técnicas de adquisición de datos que se utilizan con mayor 

frecuencia, ya que permite la detección de todos los iones que llegan al analizador 

Orbitrap. Por lo tanto, este modo de operación permite adquirir una amplia gama de 
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información sobre iones precursores con un amplio rango m/z lo que proporciona una 

poderosa herramienta de análisis para detección y cuantificación de alta resolución y 

precisión de masa. Otro modo de operación ampliamente utilizado es la adquisición 

dependiente de datos, que ofrece la ventaja de una alta selectividad. El proceso 

comienza con un escaneo de levantamiento de MS inicial, y un escaneo de MS/MS que 

se activa cuando los iones precursores cumplen ciertos criterios predefinidos. El umbral 

de intensidad se puede utilizar como uno de esos criterios, lo que permite aplicar este 

modo de adquisición de forma no dirigida. Una vez que se detecta el compuesto 

objetivo y se alcanza el umbral de intensidad, el ion precursor se selecciona y es 

enviado a la celda de colisión HCD a través de la trampa C para ser fragmentado [40]. 

LTQ Orbitrap ha demostrado ser una herramienta muy útil para la identificación de 

compuestos fenólicos y particularmente el grupo de investigación de “Antioxidante 

Naturales” de la Universidad de Barcelona, posee una dilatada trayectoria en este 

ámbito. Mediante esta herramienta se ha ampliado y mejorado la identificación de 

compuestos fenólicos de matrices como tomates y derivados [42,43], cervezas [44], 

nueces [45], hierbas y especias [46], pasas [47], entre otros derivados y procesados 

alimenticios. Por esta razón la presente tesis doctoral propone la identificación de 

nuevos compuestos fenólicos presentes en extractos de sarmientos de vid mediante el 

uso de este poderoso equipo (Ver capítulo 3.1). 

1.2.4 Métodos analíticos utilizados previamente en la identificación de 

compuestos fenólicos en sarmientos de vid. 

La cromatografía líquida de alta presión acoplada a detectores DAD o FLD son las 

principales herramientas utilizadas para la detección y cuantificación de compuestos 

fenólicos en los sarmientos de vid. Sin embargo, con el objetivo de asegurar una 

correcta identificación y cuantificación de los compuestos, los equipos de HPLC se han 

utilizado acoplados a espectrómetros de masas o a equipos de RMN [48]. La Tabla 3 

muestra un resumen de 49 compuestos fenólicos reportados en sarmientos de vid y sus 

principales métodos de detección e identificación.  
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Tabla 3: Principales compuestos identificados en sarmientos de V. vinífera y su modo 

de detección. Adaptado de Goufo et al. [24]. 

Clase Subclase Compuesto Modo de detección 

Ácidos 

fenólicos y 

derivados 

Ácidos 

hidroxibenzoicos 

Ácido gálico MS, RMN, DAD 

Ácido protocatechico MS 

Ácido p-hidroxibenzoico MS 

Ácido vanílico MS, RMN, DAD 

Ácido siríngico MS, RMN, DAD 

Ácido elágico MS 

Ácidos 

 hidroxicinámicos 

Ácido caftárico MS, RMN, DAD 

Ácido coutarico MS, DAD 

Ácido cafeico MS, RMN, DAD 

Ácido p-cumárico MS, RMN, DAD 

Ácido ferúlico MS, RMN, DAD 

Ácido sinápico MS 

Flavonoides 

Flavan-3-oles y 

proantocianidinas 

Procianidina B1 MS, RMN, DAD 

Procianidina A1 MS 

Procianidina C1 MS, DAD 

Procianidina T2 MS, DAD 

Catequina MS, RMN, DAD 

Procianidina B2 MS, RMN, DAD 

Prodelfinidina tipo A MS, RMN, DAD 

Galato de dímero de 

procianidina 
MS, DAD 

Epicatequina MS, RMN, DAD 

Flavonoles 
Quercetina-3-O-galactósido MS, RMN, DAD 

Quercetina-3-O-arabinosa MS 

No-

Flavonoides 
Estilbenos 

trans-resveratrol MS, RMN, DAD 

(+)-trans-ε-viniferina MS, RMN, DAD 

Isohopeaphenol MS, RMN 

Vitisina B (r-viniferina) MS, RMN 

trans-piceatannol MS, RMN 

trans-ω-viniferina MS, RMN 

Hopeaphenol MS, RMN 

Palidol MS, RMN 

trans-miyabenol C MS, RMN 

Ampelopsina A MS, RMN 

Vitisina A (r2-viniferina) MS, RMN 

trans-δ-viniferina MS, DAD 

trans-piceido MS, RMN, DAD 

Vitisinol C MS 

trans-resveratrol-2-C-glucósido MS, RMN 

trans-resveratrol-O-glucósido MS, RMN 

Leachianol G MS, RMN 

Leachianol F MS, RMN 

Restrytisol A MS 

Carafenol B MS 
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cis-piceido MS, RMN 

Ampelopsina B MS, RMN 

trans-Isorhapontigenina MS 

Ampelopsina D MS, RMN 

Derivado de trans-ε-viniferina 

(anillo de γ-lactama) 
MS, RMN 

Derivado trans-resveratrol 

(anillo γ-lactámico) 
MS, RMN 

MS: Espectrometría de masas; RMN: resonancia magnética nuclear; DAD: Detector 

diodo array 

Los estilbenos son la principal clase de compuestos reportados en sarmientos de vid. En 

la Tabla 3 se presentan 26 estilbenos identificados previamente en sarmientos, entre los 

que destacan trans-resveratrol, (+)-trans-ε-viniferin, isohopeaphenol, vitisin B, trans-

piceatannol, trans-ω-viniferin, y hopeaphenol como los más reportados. Además, se 

muestran otros 23 compuestos fenólicos flavonoides y ácidos fenólicos previamente 

identificados en sarmientos. En estos grupos los más reportados son: los ácidos 

fenólicos gálico, protocatechico, sinápico, ferúlico; los flavan-3-oles catequina y 

epicatequina; y las proantocianidinas como la procianidina B1 y la prodelfinidina tipo A 

[24]. Aunque numerosos sistemas analíticos basado en la espectrometría de masas como 

LC–MS, HPLC–DAD-FLD–MS/MS, HPLC–DAD–ESI–MS/MS, UHPLC–DAD/ESI–

Q-TOF e incluso HPLC–RMN se han utilizado para la detección y cuantificación de 

compuestos fenólicos en sarmientos de vid [48], previo a la presente tesis doctoral no se 

había reportado ningún trabajo que utilizará un enfoque mediante un sistema analizador 

de masas de alta resolución como LTQ-Orbitrap-MS. El uso de esta poderosa 

herramienta analítica permitió identificar compuestos fenólicos no reportados 

previamente en los extractos de sarmientos de vid [16] (Ver capítulo 3.1). 
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1.3 EXTRACCIÓN DE COMPUESTOS FENÓLICOS DESDE SARMIENTOS 

DE VID. 

La composición fenólica de los sarmientos de vid se encuentra fuertemente influenciada 

por factores como: el tipo de cultivar [49–51], la zona geográfica de crecimiento [52], el 

tiempo y condiciones de almacenamiento de los sarmientos posteriores a la poda 

[51,53–55]. Por su parte, los rendimientos de extracción de los compuestos fenólicos 

dependen de los métodos y variables de extracción empleadas para su recuperación 

como son: el tamaño de partícula de los sarmientos, el tipo de disolvente utilizado, la 

temperatura y tiempos de extracción; al igual que de factores como el pH y la presencia 

de luz que afectan a la estabilidad de los compuestos extraídos [32]. A continuación, se 

presenta un detallado resumen de las principales variables que afectan el perfil fenólico 

de los sarmientos de vid. 

1.3.1 Diferencia en la composición fenólica entre cultivares. 

La composición y concentración de compuestos fenólicos y principalmente estilbenos 

se encuentra muy relacionada con aspectos concernientes al tipo de cultivar y sus 

condiciones de crecimiento y estrés biótico y abiótico. Numerosos estudios han 

reportado el nivel de estilbenos presentes en sarmientos de diferentes especies del 

género Vitis como: V. amurensis, V. arizonica, V. berlandieri, V. betulifolia, V. X 

champinii, V. cinérea, V. coignetiae, V. davidii, V. doaniana, V. heyneana, V. flexuosa, 

V. labrusca, V. mustangensis, V. pentagona, V. riparia, V. ruperstris, V. thunbergii y V. 

vinífera [48]. Debido a su importancia económica y amplia distribución mundial la 

extracción de compuestos fenólicos desde la especie V. vinífera es la más reportada.  

En este sentido, Lambert et al. [50] comparó el perfil de estilbenos en sarmientos de 16 

tipos distintos de cultivos de V. vinífera de gran importancia comercial, demostrando 

que el contenido y tipo de estilbeno presente en los sarmientos es altamente dependiente 

del tipo de cultivar extraído. Altos niveles de E-resveratrol (1526 mg/kg) y E-ε-

viniferina (3737 mg/kg) fueron obtenidos desde sarmientos de la variedad Pinot Noir. 

Estos resultados coinciden con lo previamente descrito por Vergara et al. [52], que para 

la misma variedad. reportó un alto y variable contenido de trans-resveratrol (723 - 5590 

mg/kg). Esta concentración dependía también del lugar o zona geográfica de 

crecimiento del cultivo. Además, en este mismo trabajo se reportó por primera vez, un 
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incremento de un 35% en los niveles de resveratrol en la variedad Pinot Noir después de 

un almacenamiento de 2 meses posterior a la poda, añadiendo una nueva e importante 

variable en el estudio de los estilbenos en sarmientos de vid. 

1.3.2 Condiciones de almacenamiento posteriores a la poda. 

Numerosos estudios han demostrado el incremento en los niveles de estilbenos en 

sarmientos posterior a la poda [23,51,53–58]. La poda de los sarmientos genera un 

estrés mecánico en la madera de la vid, que induce una expresión de los genes de 

fenilalanina amonio liasa y la estilbeno sintasa que codifican enzimas claves en la ruta 

biosintética de los estilbenos [54]. En este mismo sentido, las variables como la longitud 

del sarmiento, el tiempo y temperatura de almacenamiento influyen directamente en la 

acumulación de estilbenos en los sarmientos [54,55]. Por lo tanto, las condiciones de 

guarda posteriores a la cosecha de los sarmientos son parámetros claves para 

incrementar los rendimientos de extracción de estilbenos con miras una explotación 

industrial.  

Un sistema para aumentar el contenido de estilbenos en sarmientos de poda de vid fue 

patentado en el año 2014 (Ver capítulo 8.2.1). El sistema reivindica las condiciones de 

almacenamiento de los sarmientos durante un período que comprende los 90 - 150 días, 

a una temperatura de entre 20 – 30ºC, humedad de entre el 30 - 70%, y una intensidad 

lumínica entre 0.1 – 15 lux [57]. Mediante este método un aumento significativo de 

estilbenos totales de hasta 5 veces fue observado en sarmientos de la variedad Pinot 

Noir [53]. Posteriormente, otro estudio analizó el aumento de estilbenos durante 30 

meses, se observó que los sarmiento de la variedad Pinot Noir llegan a un máximo de 

trans-resveratrol en un período de 6 meses, luego de este período la concentración 

comienza a disminuir significativamente manteniéndose prácticamente constante hasta 

los 30 meses de estudio [56].  

La temperatura de almacenamiento también juega un rol clave en el incremento de la 

concentración de estilbenos monoméricos (E-resveratrol y E-piceatannol). Houillé et al. 

[55] reporta un aumento de hasta 40 veces de E-resveratrol durante las primeras seis 

semanas de almacenamiento a una temperatura de 20ºC, indicando que la temperatura 

óptima de aumento en la concentración de E-resveratrol se encuentra en el rango de 15 a 

20 ºC. Este estudio además concluye que el aumento de resveratrol se debe a una 

biosíntesis de novo que resulta por la inducción en la expresión de la estilbeno sintasa 

durante las primeras semanas de almacenamiento. Este aumento en el estímulo del 
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metabolismo de los estilbenos monoméricos estaría provocado por el estrés mecánico 

que sufre la vid al momento de ser podada.  

La longitud del corte también parece ser un factor clave en el incremento de E-

resveratrol y E-piceatannol postcosecha. Una longitud de 0.5 cm y un almacenamiento 

durante 2 semanas permitiría incrementar los niveles de E-resveratrol y E-piceatannol 

en sarmientos en un corto período de tiempo. Sin embargo, en este mismo estudio, se 

observó que por debajo de 1 cm los niveles de transcripción de los genes biosintéticos 

(PAL y STS) de estilbenos disminuyeron. Por lo tanto, un corte de sarmientos por 

debajo de 1 cm podría inducir muerte celular y generar un efecto adverso en la 

acumulación de estilbenos [54]. Por otro lado, además de resveratrol un incremento 

significativo en la concentración de otros compuestos fenólicos como la catequina, 

ácido elágico, ε-viniferin y el ácido ferúlico fue observado luego de un almacenamiento 

de 6 meses posterior a la poda [23].  

Otros sistemas como la aplicación de metiljasmonato, un elicitor de estilbenos, también 

se ha utilizado como estrategia efectiva para el incremento de trans-resvertrol y trans-ε-

viniferina, resaltando la importancia del incremento de compuestos objetivo durante el 

período posterior a la poda de los sarmientos [58].  

Finalmente, en sarmientos de 44 variedades de uva europeas, se analizó el contenido de 

los siguientes polifenoles: catequina, epicatequina, E-resveratrol, E-piceatannol, E-

viniferina, E-miyabenol C, ampelopsina A, E-vitisina B, hopeaphenol e 

isophopeaphenol, utilizando un tratamiento postcosecha que comprendía el corte de los 

sarmientos en una longitud de 0.5 cm, almacenamiento a 20 ºC durante 2 semanas de 

guarda. El estudio concluyó, que la aplicación del sistema de almacenamiento 

postcosecha, permitió un aumento en el contenido de compuestos fenólicos estudiados 

en un valor promedio cercano al 56%. Además, del almacenamiento, y como se ha 

mencionado previamente, el perfil fenólico dependió en gran medida de la variedad del 

cultivar analizado. En este sentido, Pinot Noir es uno de los 10 cultivares más 

extendidos en todo el mundo con 112,000 ha plantadas, constituyéndose como una 

promisoria fuente de biomasa para la extracción y obtención de estilbenos [51].  

Todas las investigaciones antes señaladas, resaltan la importancia de las condiciones de 

almacenamiento posteriores a la poda de los sarmientos de vid. La viabilidad técnico-

económica de estas condiciones de almacenamiento también deben evaluarse a la hora 

de proyectar una producción industrial. En este sentido, largos tiempos de 

almacenamiento o tamaños de corte muy específicos serían difícilmente reproducibles a 
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escala industrial. Por lo tanto, tal como se menciona en la patente del capítulo 8.2.1 

[57], el almacenamiento de los sarmientos de vid en tamaños similares a los cosechados 

tradicionalmente, durante un período de máximo 3 meses, a una temperatura (20 - 30ºC) 

y humedad ambiente (30 – 70%), se mantienen como condiciones aplicables a contextos 

industriales. 

1.3.3 Métodos y condiciones de extracción de sarmientos. 

La extracción sólido-líquido es uno de los métodos más utilizados para la recuperación 

de compuestos fenólicos desde sarmientos de vid. Lo anterior, es debido a que estos 

procesos son de fácil operación y bajo costo de inversión [48], además de ser métodos 

escalables con posibilidades de ser adoptados por empresas productivas a mediana y 

gran escala. Sin embargo, en los últimos años tecnologías de extracción emergentes 

como las extracciones asistidas por ultrasonido y microondas, altas presiones, campos 

eléctricos pulsados y descargas eléctricas de alto voltaje; calentamiento óhmico, 

autohidrólisis, entre otras, se han utilizado para la recuperación de compuestos fenólicos 

desde sarmientos. A continuación, se presenta un resumen de los distintos métodos y 

condiciones utilizados para la extracción de compuestos fenólicos desde sarmientos de 

vid. 

1.3.3.1 Método convencional: Extracción sólido-líquido.  

La extracción sólido-líquido a escala de laboratorio es el método de recuperación de 

compuestos fenólicos más reportado. Luque-Rodríguez et al. [59] fueron pioneros en 

estudiar la influencia de los parámetros de extracción como temperatura, tiempo y 

porcentaje de etanol en la extracción de compuestos fenólicos desde sarmientos de vid 

utilizando mezclas de etanol/agua sobrecalentadas. Las mejores condiciones de 

extracción encontradas para la obtención de fenoles totales fueron etanol a 80% (v/v), 

temperatura de 240 ºC y tiempo de 60 minutos. Además, observaron una mejora en los 

rendimientos de extracción al disminuir el pH. Bajo las mismas condiciones de 

extracción, pero a una temperatura menor (120 ºC) y un pH de 3, observaron altos 

niveles de ácido gálico (470 mg/kg), ácido protocatechico (379 mg/kg) y ácido siríngico 

(110 mg/kg). Este trabajo, desarrollado a escala de laboratorio, demostró 

tempranamente las ventajas de rendimiento en la extracción de compuestos fenólicos 

mediante el empleo de líquido sobrecalentado por sobre la extracción sólido-líquido 

convencional realizada a temperatura ambiente. Sin embargo, este estudio no se centró 
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en la obtención de estilbenos, que a la postre serían los compuestos más estudiados en 

sarmientos de vid. 

Posteriormente, en el año 2008, Rayne et al.[60] propusieron concretamente la 

extracción de trans-resveratrol y trans-viniferina usando como materia prima 

sarmientos de la variedad Pinot Noir. En este trabajo también se establece que las 

soluciones etanol/agua 80:20 (v/v), como las más adecuadas para la extracción de 

estilbenos. Este proceso se realizó a temperatura ambiente (20-25ºC) durante 30 

minutos y se obtuvieron altos rendimientos de resveratrol (3400 mg/kg) y viniferina 

(1300 mg/kg). Parte de este mismo grupo de investigación, en el mismo año, 

comprobaron que la temperatura de hasta de 83.6 ºC y una concentración de etanol entre 

50-70% permitían obtener rendimientos más altos para trans-resveratrol (4250 mg/kg), 

trans-ε-viniferina (2030 mg/kg) y fenoles totales (9280 mg/kg). Cabe destacar que este 

es el primer trabajo que se realiza a una escala de banco, superior a la de laboratorio, 

utilizando un vaso de precipitados de 4 L [61]. En la misma línea de escalamiento de 

extracciones, Riquelme et al. [8], optimizan las condiciones de extracción a una escala 

de banco, utilizando reactores de acero inoxidable de 1 a 7 L (Ver capítulo 8.1.3). Estos 

reactores (tipo Parr) cuentan con sensores de temperatura, y poseen un diseño similar a 

los reactores industriales por lo que son útiles en estudios de escalamiento. La 

extracción en este trabajo se llevó a cabo utilizando sarmientos de la variedad Pinot 

Noir, recolectados en un viñedo orgánico (Viña de Neira), región del Bio-Bio Chile, que 

corresponde al mismo sitio de recolección de los sarmientos utilizados en los artículos 

de la presente tesis doctoral. Además, previo a la extracción, los sarmientos fueron 

almacenados por 3 meses a 19 ± 5 ºC y 70% de humedad, de acuerdo con la patente 

descrita anteriormente (Ver capítulo 8.2.1). El trabajo concluye que las mejores 

condiciones de extracción fueron el uso de etanol/agua 80:20 (v/v), una relación entre 

sólido/líquido de 1:10, una temperatura de 80ºC, un tiempo de 100 minutos y un tamaño 

de partícula de los sarmientos menores a 1 cm. Cabe señalar que este estudio se utilizó 

como base para la extracción a escala piloto de 750L (Ver capítulo 3.2).  

Aunque otras condiciones de extracción son utilizadas para la recuperación de 

compuestos fenólicos desde sarmientos de vid, mezclas de etanol/agua y altas 

proporciones de etanol son las más empleadas. Por su parte, temperaturas cercanas a los 

80 ºC parecen tener un efecto positivo en la extracción de resveratrol y viniferina, 

mientras que se evita superar los 100 ºC para no provocar la degradación de resveratrol 

(105 ºC) y viniferina (140 ºC) [32]. Por otro lado, el tiempo de extracción es altamente 
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dependiente del solvente y temperatura elegidas, aunque tiempos de entre 30 a 100 

minutos son los más adecuados y utilizados. El tiempo de extracción también es un 

factor clave para proyectar una producción industrial, ya que elevados tiempos de 

extracción pueden ver disminuida la productividad de la planta en términos de 

producto/hora y por consiguiente volver el negocio menos rentable. 

1.3.3.2 Nuevas tecnologías de extracción: Extracción Asistida por ultrasonido. 

La extracción asistida por ultrasonido es otro de los métodos de laboratorio más 

reportados para recuperar compuestos fenólicos desde sarmientos de vid. Entre ellos, 

uno de los métodos más empleados es el de Vergara et al. [52]. En este trabajo, se 

utilizaron sarmientos de diferentes variedades, incluyendo la variedad Pinot Noir, 

recolectadas en diferentes sectores geográficos del sur de Chile. Estas muestras además 

fueron almacenadas entre 2 a 4 meses, con la finalidad de aumentar el contenido de 

estilbenos totales. Las condiciones de extracción fueron: 2g de sarmientos extraídos en 

16 mL de solvente etanol/agua 80:20 (v/v), y se utilizó una barra ultrasónica con una 

frecuencia de 50 Hz a temperatura ambiente. Además, se optimizaron las etapas de 

extracción encontrándose que un 95% del total de estilbenos se recuperaban luego de 4 

etapas de extracción. En este trabajo se observaron altos niveles de resveratrol (3676 

mg/kg) y menores de viniferina (700 mg/kg). El mismo método fue utilizado por 

Gorena et al. [53], que para la variedad Pinot Noir reportó similares niveles de 

resveratrol (3773 mg/kg) y viniferina (656 mg/kg). Posteriormente, Sáez et al. [17], 

utilizando la misma metodología y cultivar, observó esta vez mayores niveles de 

viniferina (1474 mg/kg) y similares niveles de resveratrol (3704 mg/kg). Una tendencia 

similar fue descrita por Ewald et al. [56], quien obtuvo aún mayores niveles de 

viniferina (2790 mg/kg) y menores niveles de resveratrol (1908 mg/kg). Por lo tanto, 

aunque se utilice el mismo cultivar, las diferencias dadas por los sitios de recolección, 

condiciones de almacenamiento posteriores a la poda y el empleo de distintas 

metodologías analíticas influyen directamente en las concentraciones de los compuestos 

objetivo. 

Una extracción asistida por ultrasonido a escala piloto fue llevada a cabo recientemente 

por Dorosh et al. [36]. La extracción se realizó utilizando 30g de sarmientos de las 

variedades Touriga Nacional y Tinta Roriz, las que fueron extraídas en 1500 mL de 

etanol/agua 50:50 (v/v) mediante un procesador ultrasónico IncBio de 3 KW y 20 Hz. 

Los mayores niveles de compuestos fenólicos (26000 mg/kg) y una alta actividad 
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antioxidante para eliminar radicales libres (DPPH: 33.4 mg equivalentes Trolox (TE)/g) 

fue observada en la extracción a escala piloto. En este trabajo se menciona que la 

cantidad de compuestos fenólicos no disminuyó sustancialmente a escala piloto, lo que 

les permitiría obtener mayores cantidades de extracto con el mismo tiempo de 

extracción aplicado a escala de laboratorio. 

1.3.3.3 Nuevas tecnologías de extracción: Extracción Asistida por Microondas. 

La extracción asistida por microondas también se ha propuesto como un método de 

recuperación alternativo para la obtención de compuesto fenólicos desde sarmientos de 

vid. En el año 2012, Delgado-Torre et al. [62], fueron los primeros en proponer una 

extracción asistida por microondas para la recuperación de compuestos fenólicos desde 

sarmientos. Esta extracción fue comparada con extracción de líquido sobrecalentado y 

extracción asistida por ultrasonido, buscando maximizar el contenido de compuestos 

fenólicos totales. La extracción asistida por microondas se realizó utilizando 1g de 

sarmientos molidos en un recipiente de extracción que contenía 20 mL de etanol/agua 

80:20 (v/v) a pH 3, y se aplicó una energía auxiliar de potencia de irradiación de 140 W 

durante 5 minutos. Los investigadores mencionan que la extracción asistida por 

microondas muestra valores más bajos de compuestos fenólicos totales, indicándose que 

la extracción de líquido sobrecalentado fue la más adecuada para la recuperación de 

compuestos fenólicos. Similarmente, Sánchez-Gómez et al. [63], comparan la 

extracción asistida por microondas con las extracciones sólido-líquido convencional y 

dinámica utilizando el reactor Naviglio®, que genera un efecto de comprensión y 

descompresión con agua a temperatura ambiente. La extracción por microondas se 

realizó utilizando 50g de sarmientos molidos en un reactor de 250 mL a 100ºC, a una 

potencia de 600 W durante 5, 10 y 15 minutos. La extracción por microondas fue 

descartada tempranamente por los investigadores que continuaron con el análisis 

comparativo de la extracción sólido-líquido convencional y dinámica (Naviglio®), y 

nuevamente se reportó que la extracción convencional mostraba niveles más altos de 

flavonoides, ácidos fenólicos y estilbenos. En otro trabajo Soural et al. [64], también 

comparan varios métodos de extracción para obtener estilbenos (resveratrol, viniferina y 

r2-viniferina) a partir de sarmientos de la variedad Cabernet Moravia. Los métodos 

estudiados incluyeron la extracción asistida por microondas, maceración a temperatura 

de laboratorio, extracción a temperatura elevada, extracción en lecho fluidizado, 

extracción Soxhlet y extracción asistida por solvente acelerado. Para la extracción por 
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microondas a una potencia de 150 W se utilizó 1.5g de sarmiento en polvo en 50 mL de 

metanol, a un tiempo inicial de 20 minutos y una retención de 10 minutos. Bajo estas 

condiciones, se obtuvieron aceptables niveles de resveratrol (5506 mg/kg), viniferina 

(1963 mg/kg) y r2-viniferina (418 mg/kg). Sin embargo, los mayores niveles de 

recuperación para resveratrol (6030 mg/kg) y viniferina (2260 mg/kg) fueron obtenidos 

bajo extracción acelerada por solvente utilizando metanol. Aunque las tres 

investigaciones antes mencionadas muestran desventajas en el uso de la extracción de 

microondas en comparación con otros métodos, incluyendo una clara ventaja de los 

métodos convencionales sólido-líquido, otros tres estudios recientes determinaron que 

su mayor ventaja sería la reducción en los tiempos de extracción. 

Piñeiro et al. [65] desarrollan un diseño experimental factorial para optimizar las 

variables de extracción por microondas. Las variables estudiadas fueron: solvente, 

agitación, temperatura y tiempo de extracción, potencia de microondas, peso de la 

muestra y volumen de extracción. Las condiciones óptimas de extracción encontradas 

fueron una temperatura de extracción de 125 ºC, una potencia de microondas de 750 W, 

tiempo de extracción de 5 minutos, solvente de extracción etanol/agua 80:20 (v/v) en 

una alta proporción muestra-solvente de entre 1:100 y 1:125. Aunque por una parte los 

investigadores destacan que el bajo tiempo de extracción empleado; por otro lado, la 

alta proporción de solvente encontrada como óptima sería una limitante en el 

escalamiento de estas condiciones de extracción. Además, los resultados comparativos 

con una extracción sólido-líquido de referencia que utilizaba acetona/agua (6:4), 

realizada a temperatura ambiente durante toda la noche, mostraron un mismo orden de 

magnitud en las concentraciones de los estilbenos analizados (resveratrol y viniferina). 

Similarmente, Moreira et al. [66], comparan los métodos de extracción por microondas, 

agua subcrítica y extracción convencional para la recuperación de compuestos fenólicos 

desde sarmientos de las variedades portuguesas Touriga Nacional y Tinta Roriz. Los 

extractos más concentrados fueron obtenidos mediante la extracción asistida por 

microondas y la extracción con agua subcrítica, realizada en un reactor de 1.7 L, 

empleando agua como solvente y una temperatura de 150ºC, tiempo de 40 minutos y 

una presión de 40 bar. La extracción por microondas se realizó utilizando 0.1g de 

sarmientos molidos en 20 mL de etanol/agua 60:40 (v/v), durante 20 minutos a 100ºC. 

Aunque los investigadores concluyen que la extracción por microondas es la que 

permite obtener un mayor contenido de fenoles totales (32100 mg/kg), el contenido 

máximo de flavonoides (18700 mg/kg) fue reportado para la extracción con agua 
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subcrítica, por lo que ambas extracciones son definidas como adecuadas para la 

recuperación de compuestos fenólicos. Incluso los resultados más altos de actividad 

antioxidante medidos por los ensayos FRAP y DPPH fueron también encontrados en la 

extracción con agua subcrítica, mostrando nuevamente las ventajas de las extracciones 

sólido-líquido por sobre la extracción asistida por microondas.  

Finalmente una optimización y comparación entre la extracción asistida por microondas 

y la extracción sólido-líquido mediada por temperatura fue llevada a cabo y publicada 

recientemente por Jesus et al. [67]. Las mejores condiciones de extracción asistida por 

microondas fueron a 120ºC, durante 5 minutos, que les permitió recuperar una cantidad 

ligeramente mayor de compuestos fenólicos totales (23700 mg/kg), que la extracción 

convencional (21700 mg/kg). Los investigadores mencionan que, aunque la extracción 

por microondas se utiliza con éxito a escala de laboratorio, el número de aplicaciones 

industriales es aún muy limitado. Por lo tanto, si bien la extracción por microondas 

muestra reducciones en los tiempos de proceso, no ha logrado mostrar resultados 

claramente superiores en los rendimientos de extracción de compuestos fenólicos. 

1.3.3.4 Nuevas tecnologías de extracción: Autohidrólisis. 

Un proceso de autohidrólisis en dos etapas secuenciales para la valorización integral de 

los sarmientos de vid fue propuesto por Jesus et al. [68]. Se utilizaron sarmientos 

molidos (8 mm) y el proceso de autohidrólisis se llevó a cabo en un reactor de acero 

inoxidable de 160 mL. La primera etapa de autohidrólisis se realizó bajo un tratamiento 

a 180ºC durante 60 minutos y una proporción de líquido/sólido de 6 g agua/6g 

sarmientos. Una segunda etapa de autohidrólisis se llevó a cabo a una temperatura en el 

rango de 180-200 ºC y un tiempo de 30-40 minutos. Los compuestos fenólicos 

identificados en el licor de autohidrólisis fueron principalmente ácidos hidroxibenzoicos 

e hidroxicinámicos. Se identificaron otros flavonoides como la catequina, hesperidina y 

rutina y solo un estilbeno, el resveratrol que fue observado en bajos niveles (79 mg/kg). 

El proceso integral permitió obtener una alta concentración de oligosacáridos y los 

investigadores mencionan que para 100 kg de sarmientos se pueden producir 13.6 kg de 

xilooligosacáridos, 27.0 kg de lignina, 13.1 kg de etanol y 3.1 kg de compuestos 

fenólicos. Similarmente Gullón et al. [69], describen un proceso de autohidrólisis no 

isotérmica de sarmientos y obtienen una producción máxima de xilooligosacáridos 

(99000 mg/kg) a 200ºC. Los mismos investigadores anteriores, Gullón et al. [70], 

realizan un proceso de autohidrólisis de sarmientos que incluía un paso adicional de 
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extracción con acetato de etilo obteniendo altos niveles de extracción de compuestos 

fenólicos totales (38000 mg/kg), flavonoides (9200 mg/kg) empleando altas 

temperaturas de extracción (215ºC). Por lo tanto, la autohidrólisis parece ser un método 

eficiente para recuperar la fracción no fenólica de los sarmientos y particularmente 

adecuada para la producción de oligosacáridos.  

1.3.3.5 Nuevas tecnologías de extracción: Extracción mediante fluido supercrítico y 

líquido a presión. 

La extracción mediante fluido supercrítico y líquido a presión como métodos analíticos 

para la extracción de estilbenos es propuesta por Zachová et al. [71]. Los resultados 

fueron comparados con una extracción etanólica mediante Soxhlet. Los rendimientos de 

la extracción de estilbenos por líquido a presión a 10 MPa con una temperatura de entre 

80 a 100ºC fueron levemente más altos que Soxhlet, aunque se observó una degradación 

térmica de la r2-viniferina por encima de los 100ºC. Por su parte, la extracción de 

fluidos supercríticos con CO2 a 30 MPa mostró niveles de recuperación de viniferinas 

menores a la extracción Soxhlet y requirió el empleo de etanol como cosolvente para 

aumentar las recuperaciones de estilbenos. En general estos métodos presentan algunas 

ventajas sobre los convencionales por ser rápidos, selectivos y utilizar solventes 

respetables con el medio ambiente como el CO2. Sin embargo, para la recuperación de 

compuestos fenólicos requieren el uso de etanol como cosolvente, al igual que la 

extracción sólido-líquido convencional. Por otro lado, sus elevados costos de operación 

por consumo energético y la necesidad de operarios altamente calificados limitan el uso 

de estas técnicas escala industrial. 

1.3.3.6 Nuevas tecnologías de extracción: Extracción por campos eléctricos pulsados 

(PEF), descargas eléctricas de alto voltaje (HVED) y calentamiento óhmico. 

La aplicación de PEF y HVED fue estudiada como método de extracción para la 

recuperación de compuestos fenólicos desde sarmientos de vid. En un primer trabajo, 

Rajha et al. [72], utilizan estos métodos para la extracción de compuestos fenólicos y 

proteínas. El método de HVED mostró mayores rendimientos de polifenoles (3450 

mg/kg) utilizando una menor cantidad de energía (10 kJ/kg). El procedimiento permitió 

aumentar el coeficiente de difusión de los polifenoles, debido al daño celular y 

estructural en el tejido de los sarmientos. Sin embargo, se observaron bajos niveles de 

compuestos fenólicos individuales kaempferol (213 mg/kg), epicatequina (2459 mg/kg) 
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y resveratrol (414 mg/kg). Más tarde, los mismos investigadores utilizaron este método, 

seguido de un proceso de purificación por ultrafiltración con membranas. Aunque se 

demostró que los extractos obtenidos por HVED eran aptos para el proceso de 

ultrafiltración, al menos un 8% de compuestos fenólicos se depositaban en las membras 

lo que provocó una reducción en su rendimiento global [73]. Posteriormente 

continuaron con su investigación, estudiando el efecto mecánico y químico de las 

HVED, y comprobaron que el proceso provoca una fragmentación de los sarmientos, 

mientras que la formación de peróxido de hidrógeno (H2O2) generado por las descargas 

eléctricas no degrada a los compuestos fenólicos presentes en los sarmientos 

manteniéndose estables hasta una energía de 609.5 kJ/kg [74]. Un sistema similar de 

extracción utilizando campos eléctricos bajos e intermedios para una extracción óhmica 

fue recientemente propuesto por Jesus et al. [75]. Se utilizó un campo eléctrico bajo 

(496 V/cm) y un campo eléctrico intermedio (840 V/cm), la extracción se realizó en una 

solución de etanol/agua 45% (v/v) a 80ºC a distintos tiempos de extracción entre 20 a 

90 minutos. El uso de un campo eléctrico permitió obtener mayores niveles de 

compuestos fenólicos, y mejores actividades antioxidantes, antimicrobianas y 

anticancerígenas. No cabe duda de que los métodos de extracción por campos eléctricos 

son novedosos e interesantes. Sin embargo, no han logrado mostrar resultados de 

rendimiento de extracción de compuestos fenólicos consistentemente superiores a los 

métodos convencionales.  

1.3.3.7 Nuevas tecnologías de extracción: Limitaciones de las nuevas tecnologías. 

Las tecnologías de extracción convencionales y emergentes presentan ventajas y 

desventajas con respecto a sus costos de implementación y operación. Al parecer aún 

existen barreras tecnológicas asociadas a estos métodos de extracción emergentes. La 

principal ventaja de las extracciones emergentes es la reducción en los tiempos de 

extracción. Sin embargo, las nuevas metodologías de extracción también emplean altas 

cantidades de solvente. Al mismo tiempo, el alto costo de energía utilizado por estos 

sistemas debe ser evaluado a la hora de proyectar un escalamiento de estos procesos 

[32]. Actualmente, la extracción sólido-liquido es la más empleada y estudiada, ya que 

es económica y rápida de implementar y está disponible en la mayoría los laboratorios 

[48]. De todas formas, pocos estudios de extracción sólido-líquido de sarmientos se han 

realizado a escala piloto o mayor y mucho menos se conoce el efecto del escalamiento 

en el perfil individual de los compuestos fenólicos (Ver capítulo 3.2). 
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1.4 ENCAPSULACIÓN DE COMPUESTOS FENÓLICOS.  

La tecnología de microencapsulación surge en la década de los 30`, aunque no es hasta 

los años 50` que se producen las primeras aplicaciones a escala industrial. Hoy en día 

esta técnica se utiliza ampliamente en diferentes industrias como la farmacéutica, 

cosmética, agroquímica y alimentaria. Particularmente, en esta última se ha utilizado 

para la fabricación de compuestos funcionales, aditivos, colorantes y saborizantes [76].  

La encapsulación es una tecnología en la que una o más partículas sólidas, líquidas o 

gaseosas quedan atrapadas y rodeadas dentro de una matriz por un material de 

recubrimiento. Esta matriz puede ser sólida o líquida, homogénea o heterogénea y de 

tamaño microscópico a macroscópico [76]. El/los compuestos que se encapsulan se 

denominan “activo”, ”núcleo”, “fase interna” o “relleno”, mientras que el material que 

forma la matriz se denomina “pared”, “agente encapsulante”, “caparazón”, “portador” o 

“material de membrana” [76,77]. 

Las cápsulas se pueden clasificar según su tamaño en macrocápsulas (>5000 μm), 

microcápsulas (>1 μm y <5000 μm) y nanocápsulas (<1 μm). En relación con su 

estructura las microcápsulas pueden ser regulares o irregulares con formas esféricas, 

tubulares y ovaladas. Además, existe una enorme variedad de materiales que pueden ser 

utilizados como agentes de recubrimiento incluyendo polímeros sintéticos, 

semisintéticos y naturales. La encapsulación de compuestos fenólicos se ha llevado a 

cabo con numerosos materiales de pared como células de levadura, mezclas de alginato 

y quitosano, proteínas, goma arábiga, maltodextrina y ciclodextrinas [76]. 

Particularmente, estas últimas son una de las más utilizadas para la encapsulación de 

compuestos fenólicos [78]. Por otro lado, existen numerosos métodos de 

microencapsulación, los que pueden dividirse en procesos químicos (polimerización 

interfacial e in situ); procesos fisicoquímicos como la coacervación (separación de 

fases), emulsificación; y procesos físico-mecánicos como el método de suspensión de 

aire, recubrimiento en bandeja, recubrimiento en lecho fluidizado, enfriamiento y 

secado por aspersión. Este último es uno de los métodos más utilizados para la 

encapsulación de compuestos fenólicos [76]. 

1.4.1 Secado por aspersión  

El secado por aspersión (Spray-drying) es un método físico-mecánico desarrollado en 

los años 30` y se ha utilizado en la industria alimentaria desde la década de los 50` 
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[76,79]. Actualmente, es una técnica muy utilizada por la industria alimentaria para 

transformar líquidos en polvos estables he incluso se estima que cerca del 90% de los 

productos microencapsulados se preparan mediante este método [80]. El secado por 

aspersión es también una técnica simple, rápida, flexible, con bajos costos de operación 

y fácil de escalar. Además, permite la producción industrial en un modo continuo, con 

una alta eficiencia de encapsulación, una buena estabilidad y fácil manejo del producto 

final. Es importante destacar que a nivel industrial existen una gran disponibilidad de 

equipos y se considera como una tecnología limpia, ya que en la mayoría de los casos 

no requiere el uso de solventes orgánicos [76]. Esta tecnología es aplicable a una amplia 

gama de productos alimentarios incluyendo saborizantes, colorantes, vitaminas, 

minerales, grasas y aceites y permite prolongar la vida útil de los productos frente a 

condiciones ambientales [81]. Este método tiene la capacidad de disminuir la actividad 

del agua, evitar procesos de degradación, asegurar la estabilidad microbiológica, 

mejorar la solubilidad del producto final y reducir sus costes de almacenamiento y 

transporte [76]. 

El proceso de secado por aspersión comúnmente implica disolver, emulsionar o 

dispersar los compuestos activos para luego ser atomizados, pulverizados, separados y 

recuperados [76,80]. De acuerdo con Ribeiro et al. [76] el proceso puede ser dividido en 

5 etapas: 

1. Preparación de la solución de alimentación, esta etapa implica disolver, 

emulsionar o dispersar los compuestos activos, en una solución concentrada como 

vehículo. 

2. Atomización de la solución, que implica la formación de gotas con un diámetro 

de pocas micras. 

3. Pulverización de las gotas deshidratadas en microcápsulas en la cámara 

calentada por aire del secador (generalmente a una temperatura entre 160 – 220 ºC). 

4. Separación de las microcápsulas en el ciclón mediante aire a una temperatura 

más baja (generalmente entre 50 – 80ºC). 

5. Recuperación final de las microcápsulas. 

El método de secado por atomización permite obtener un amplio rango de eficiencia de 

encapsulación el que generalmente varía entre 10 a 90%. La eficiencia de encapsulación 

(EE) depende de muchas variables relacionadas a las condiciones del proceso de secado, 

el tipo de atomización, los niveles de humedad, el flujo del aire y su temperatura de 

entrada y salida, entre otras. Además, la EE, depende de la composición y propiedades 
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del material de pared, de las características del núcleo o compuestos activo y la relación 

de masa entre este último y el material de pared [76]. Como se mencionó anteriormente 

para la encapsulación de compuestos fenólicos existe una alta gama de compuestos 

utilizados como material de pared, particularmente las ciclodextrinas son una de las más 

empleadas. 

1.4.2 Encapsulamiento mediante Ciclodextrinas 

Las ciclodextrinas (CD) fueron descubiertas en 1891 por el científico francés Villiers, 

quién aisló una sustancia cristalina desde almidón la que denomino “celulosina” 

[(C6H10O5)2·3H2O] debido a su similitud con la celulosa y porque resistía la hidrólisis 

ácida y mostraba falta de propiedades reductoras [82–84]. Más tarde en 1903 el 

microbiólogo austriaco Franz Schardinger, describió dos compuestos cristalinos que 

fueron aislados de la digestión bacteriana del almidón de patatas y las identificó como 

las “celulosina” de Villers. Sin embargo, en su artículo describe que “dextrina 

cristalina” era un mejor nombre para este tipo de compuestos. De esta forma su nombre 

cambio a α-dextrina y β-dextrina, conociéndose también como las CD de Schardinger 

en su honor. Además Schardinger planteó la hipótesis de que las CDs eran compuestos 

oligosacáridos macrocíclicos, proporcionando con ello las bases químicas de las 

ciclodextrinas [83,84]. Las estructuras cristalinas de α- y β-CD fueron determinas por 

primera vez mediante difracción rayos X en 1942, mientras que la estructura de la γ-CD 

fue descrita en 1948 [82,85]. Más tarde en 1954, Cramer en su libro “Complejos de 

inclusión (Einschlussverbindungen)”, presenta todas las características fisicoquímicas 

de la α-, β- y γ-CDs, describiendo su estructura química, tamaño de la cavidad, 

solubilidad, reactividad y sus capacidades de formar complejos y contribuir en la 

estabilidad química de las moléculas huésped [84,86].  

Las CDs son moléculas química y físicamente estables que se producen por la 

modificación enzimática del almidón mediada por la enzima CD glucanotransferasa 

(CGTasa), que produce una mezcla de CD que incluyen a la α-, β- y γ-CD que poseen 

seis, siete u ocho unidades de glucopiranosa unidas por enlaces α-(1,4) [81,82]. 

Físicamente las CDs consisten en un macrociclo con forma de cono truncado con una 

superficie exterior hidrófila y una cavidad interior relativamente hidrófoba. Esta 

característica estructural les permite formar complejos de inclusión con una amplia 

gama de moléculas huéspedes a partir de interacciones no covalentes, como fuerzas de 

van der Waals, interacciones hidrófobas y enlaces de hidrógeno [83,87].  
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Las CDs (α-, β- y γ-) se han clasificado como aditivos alimentarios generalmente 

reconocidos como seguros (GRAS) según la Administración de Drogas y Alimentos de 

los Estados Unidos (FDA) [81,83,87,88]. Por otro lado, la Autoridad Europea de 

Seguridad Alimentaria (EFSA), asignó una ingesta diaria aceptable de 5mg/kg peso 

corporal por día para el aditivo β-CD (E 459) en 1996, lo que fue rectificado en una re-

evalución en el año 2016 [89]. Entre las CDs naturales la β-CD es la má s utilizada, 

accesible y de menor precio [87], representando cerca de un 97% de las CDs utilizadas 

en el mercado [80,90]. Sin embargo, la β-CD es al menos nueve veces menos solubles 

que la α-CD y la γ-CDs por está limitada solubilidad se impulsó el desarrollo de algunos 

derivados de CDs altamente solubles en agua [80]. De esta forma la adición del grupo 

hidroxi-propilo a la β-CD, originó la 2-hydroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD), que 

posee una solubilidad 27 veces mayor que el compuesto original [88]. La HP-β-CD es la 

CDs menos tóxica y es bien tolerada en seres humanos, lo que se ha demostrado 

mediante estudios clínicos que no muestran efectos adversos en el riñón en dosis 

menores a 16g/día [91,92]. La HP-β-CD fue el primer derivado de CD aprobado como 

un ingrediente farmacéutico inactivo por la FDA [83,93], incluso es adecuada tanto para 

la administración oral como intravenosa en una concentración máxima de 1.5% (v/v) 

[93]. Además, la HP-β-CD se encuentra en el listado de la farmacopea europea 

(Ph.Eur.) y de EE.UU (USP/NF), así como en el Codex Farmacéutico Japonés (JPC) 

[84].  

Se ha publicado extensa literatura científica relativa a la encapsulación de compuestos 

fenólicos mediante CDs, como propuestas de aplicación en los ámbitos farmacéuticos y 

alimenticios. Como se mencionó anteriormente, las CDs pueden servir como vehículos 

para la protección de compuestos fenólicos debido a su capacidad de encapsulación 

mediada por un proceso que implica la formación de un complejo de inclusión [78]. 

1.4.3 Formación y análisis de los complejos de inclusión 

Los complejos de inclusión son el resultado de una interacción química que ocurre entre 

una molécula huésped y la cavidad hidrofóbica de las CDs. La capacidad de las CDs de 

formar complejos de inclusión esta mediada por interacciones no covalentes que 

incluyen fuerzas impulsoras como: interacciones electrostáticas, de van der Waals, 

hidrófobas, enlaces de hidrógeno e interacción de transferencia de carga [94]. Las 

fuerzas de van der Waals, las interacciones hidrofóbicas y los enlaces de hidrógeno 

mantienen las uniones entre las CDs y sus moléculas huésped. La estabilidad de estos 
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enlaces es generalmente es débil, por su parte la energía del enlace de hidrógeno va 

desde 10 a 40 kJ/mol, mientras que el de las fuerzas de van der Waals varían entre 0.5 a 

4 kJ/mol. Sin embargo, los complejos de inclusión pueden lograr una estabilidad 

proporcional mayor e incluso similar a la de un enlace covalente (100 a 400 kJ/mol), 

debido a la disposición espacial e interacción de la CD y el huésped [90]. Varios 

estudios sugieren que después de la formación de los complejos de inclusión, la parte 

más hidrófoba de la molécula huésped es la que se incluye preferentemente en la 

cavidad de las CDs, por lo que se maximiza el contacto entre sus grupos hidrófobos y la 

cavidad apolar de la CDs [95]. Tanto la polaridad como la carga de las moléculas 

huéspedes influyen en la interacción CDs-huésped, aunque esta característica sería 

menos relevante que el ajuste geométrico. Particularmente las moléculas neutras 

muestran mayor facilidad de generar complejos que sus contrapartes ionizadas [90]. 

En general los complejos de inclusión se representan entre una molécula huésped y una 

molécula de CD. Sin embargo, la estequiometria del complejo puede diferir de una 

relación 1:1, existiendo asociaciones 2:1, 1:2, 2:2 o incluso más complejas con 

equilibrios de orden superior que pueden ocurrir simultáneamente [80,96]. Por lo tanto, 

en el caso de compuestos de bajo peso molecular (como algunos compuestos fenólicos), 

más de un huésped puede entrar en la cavidad de una CD, mientras que para los 

compuestos de alto peso molecular, más de una molécula de CD podría unirse al 

huésped [80]. Por otro lado, se pueden utilizar solventes que facilitan la formación de 

complejos de inclusión y permiten que las moléculas huésped se disuelvan parcialmente 

antes de ingresar a la cavidad de la CD [83]. El etanol es un solvente aplicado con 

frecuencia para estos fines e incluso la estabilidad acuosa de los complejos de inclusión 

formados puede ser mejorada mediante el empleo de sales inorgánicas [90]. Los efectos 

más importantes de la interacción entre un huésped poco soluble, como algunos 

compuestos fenólicos, y las CDs en una solución acuosa son [90,96]: 

• La concentración del huésped en la fase disuelta se incrementa 

significativamente. 

• Se modifican las propiedades espectrales del huésped.  

• Se modifica la reactividad del huésped, la que en la mayoría de los casos 

disminuye. 

• El huésped se vuelve más hidrófilo tras la formación del complejo. 
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Por lo tanto, la encapsulación de los compuestos huésped en CDs producen alteraciones 

fisicoquímicas en ambos agentes, lo que permite evaluar el complejo de inclusión 

formado mediante diferentes métodos analíticos. Las técnicas más utilizadas para la 

caracterización de las micropartículas y sus complejos de inclusión son: microscopía 

electrónica de barrido (SEM), microscopía electrónica de transmisión (TEM), 

infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR), dispersión dinámica de luz (DLS), 

resonancia magnética nuclear de protones (1H RMN), termogravimetría (TGA), 

difracción de rayos X (XRD), calorimetría diferencial de barrido (DSC), espectro de 

absorbancia (UV-Vis), entre otras [76,78,97]. 

1.4.4 Encapsulación de compuestos fenólicos mediante ciclodextrinas. 

La encapsulación de los compuestos fenólicos tiene el potencial de resolver varios 

problemas en el uso de estos compuestos, debido a su limitada biodisponibilidad, baja 

solubilidad en agua y baja estabilidad en condiciones ambientales. En general los 

compuestos fenólicos pueden degradarse si se exponen al oxígeno, luz, actividades 

enzimáticas, condiciones adversas de temperatura y pH, iones metálicos, lo que provoca 

una alteración y disminución de sus propiedades funcionales [98]. Una solución viable 

para solucionar estos problemas es la encapsulación mediante CDs, que proporcionan 

una matriz protectora que preserva las funcionalidades bioquímicas de estos compuestos 

[76]. Algunas de las ventajas de la encapsulación de compuestos fenólicos en CDs son 

las siguientes: 

✓ Permiten mejorar la biodisponibilidad e incrementar sus efectos terapéuticos. 

Basado en una reciente revisión sistemática, dos Santos Lima [99], concluyen 

que luego de la formación de un complejo de inclusión los flavonoides 

aumentan sus parámetros farmacocinéticos en relación a los flavonoides libres.  

✓ Mejorar la solubilidad. La mayoría de los estudios utilizan las propiedades de las 

CDs para optimizar la solubilidad y estabilidad acuosa de los compuestos 

fenólicos [78,79,99]. 

✓ Estabilidad y protección a la degradación. La encapsulación mediante CDs 

protege a algunos compuestos fenólicos de la degradación térmica, la 

degradación UV y les otorga protección contra la foto-degradación [78]. Esta 

capacidad es de vital importancia para proteger compuestos inestables a la luz 

como el resveratrol. 
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✓ Mejora o al menos preserva la capacidad antioxidante. Algunos autores 

mencionan que la encapsulación de resveratrol en HP-β-CD aumenta su 

capacidad antioxidante o al menos la preserva y proponen el método ORAC-FL 

como el más adecuado para cuantificar la actividad antioxidantes de los 

complejos de inclusión [100,101].  

Una gran cantidad y diversidad de compuestos fenólicos “individuales” se ha 

encapsulado mediante el uso de diferentes CDs, en particular la β-CD y la HP-β-CD son 

las más utilizadas [78,102–106]. Entre los ácidos fenólicos encapsulados con estas CDs 

destacan el: ácido cafeico, ácido clorogénico, ácido cumárico, ácido ferúlico, vainillina, 

ácido protocatechico, p-hidroxibenzaldehído y el ácido gálico [78,102–104]. Por su 

parte, entre los flavonoides encapsulados se pueden mencionar: catequina, galato de 

epigalocatequina, isoquercetina, quercetina, apigenina, rutina, kaempferol, miricetina,  

astilbina, naringenina, hesperetina, hesperidina [78]. El estilbeno más estudiado para su 

encapsulación es el resveratrol, aunque también se han realizado trabajos de 

encapsulación con otros estilbenos como el oxiresveratrol, pterostilbeno, pinosilvin y 

piceatannol [105,106]. Por otra parte, la encapsulación de “extractos fenólicos” ha 

recibido menos atención, debido a la dificultad de estudiar los mecanismos de inclusión 

para mezclas complejas de compuestos. En particular los extractos fenólicos derivados 

de la industria vitivinícola como el orujo, semillas, pieles y lías de uva se han 

encapsulado preferentemente mediante secado por aspersión y utilizando maltodextrina 

como agente encapsulante [107]. Por otro lado, hasta antes de la presente tesis doctoral 

no se encontraron estudios relacionados con la encapsulación de extractos de sarmientos 

de vid, aunque un trabajo anterior utilizó la β-CD como agente de extracción de 

compuestos fenólicos desde sarmientos. Rajha et al [108], realizaron y optimizaron la 

extracción de compuestos fenólicos desde sarmientos mediante una extracción asistida 

por β-CD en medio acuoso. La extracción con β-CD permitió la recuperación de 

resveratrol, ácido gálico, ácido 4-hidroxibenzoico, ácido ferúlico y ácido trans-

cinámico, demostrando la capacidad de la β-CD para optimizar los rendimientos de 

compuestos fenólicos desde sarmientos de vid. Aunque la encapsulación de los 

compuestos durante la extracción con β-CD es mencionada por el estudio anterior, la 

formación de los complejos de inclusión, la eficiencia de encapsulación y el perfil 

fenólico completo de los compuestos presentes en el extracto no fue analizado, por lo 

que fue estudiado durante la presente tesis doctoral (Ver capítulo 3.3).
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2 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1 HIPÓTESIS 

“Los procesos de producción y encapsulación a escala piloto industrial modifican el 

perfil fenólico del extracto de sarmientos (V. vinífera L.), modificaciones que pueden 

ser estudiadas mediante cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas 

de alta resolución (LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS)” 

2.2 OBJETIVO GENERAL 

Estudiar los cambios en el perfil fenólico de un extracto de sarmientos (V. vinífera L.) 

durante su producción y encapsulación, mediante cromatografía de líquidos acoplada a 

espectrometría de masas de alta resolución (LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS). 

 

2.2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Identificar compuestos fenólicos en extractos de sarmientos (V. vinífera L.) 

producido a escala analítica, mediante cromatografía de líquidos acoplada a 

espectrometría de masas de alta resolución (LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS). 

 

2. Analizar el efecto del procesamiento a escala de planta piloto sobre el perfil fenólico 

del extracto de sarmientos (V. vinífera L.), mediante LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS. 

 

3. Encapsular compuestos fenólicos presentes en un extracto de sarmientos (V. vinífera 

L.) producidos a escala de planta piloto mediante secado por pulverización utilizando 

Hidroxipropil Beta Ciclodextrina (HP-β-CD) y maltodextrina para la formación de 

complejos de inclusión. 
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3 RESULTADOS 

En esta sección se exponen los trabajos que componen la presente tesis doctoral. Los 

resultados son desarrollados a lo largo de tres publicaciones en las que se incluye sus 

respectivas metodologías, resultados, discusiones y conclusiones. El primer artículo fue 

publicado en la revista Molecules correspondiente al segundo cuartil (Q2) de las 

categorías Química, multidisciplinaria/ Bioquímica y Biología molecular. El segundo 

artículo fue publicado en la revista Food Research International que pertenece al primer 

cuartil (Q1) y primer decil (D1) de la categoría Ciencia y Tecnología Alimentaria. 

Finalmente, el tercer artículo fue publicado en la revista Antioxidants que también 

pertenece al Q1 y D1 en la misma categoría. 

 

Previo a cada artículo se encuentra su respectivo resumen donde se detallan los 

objetivos y principales resultados y conclusiones de cada estudio. 

 

La sección de resultados se encuentra organizada en 3 capítulos estrechamente 

relacionados con cada objetivo específico, previamente mencionados. 

 

1. Identificación de compuestos fenólicos en sarmientos de vid mediante LC-ESI-

LTQ-Orbitrap-MS. 

 

2. Extracción a escala de planta piloto y su efecto sobre el perfil de compuestos 

fenólicos presentes en sarmientos de vid analizado mediante LC-ESI-LTQ-

Orbitrap-MS. 

 

3. Encapsulación de los compuestos fenólicos extraídos a partir de sarmientos de 

vid a escala de planta piloto en HP-β-CD y maltodextrina mediante secado por 

aspersión. 
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3.1 CAPÍTULO 1: PERFIL FENÓLICO DE LOS SARMIENTOS DE VID: 

NUEVOS COMPUESTOS IDENTIFICADOS POR LC-ESI-LTQ-

ORBITRAP-MS. 

Artículo titulado: “Phenolic Profile of Grape Canes: Novel Compounds Identified by 

LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS" 

 

Autores: Danilo Escobar Avello, Julián Lozano-Castellón, Claudia Mardones; Andy J. 

Pérez, Vania Sáez, Sebastián Riquelme, Dietrich von Baer, Anna Vallverdú-Queralt.  

 

Revista: Molecules 2019, 24, 3763.  

DOI: https://doi.org/10.3390/molecules24203763 

 

RESUMEN 

 

Los sarmientos de vid (Vitis vinífera L.) son un subproducto de la industria vitivinícola 

con un contenido importante de metabolitos secundarios, principalmente polifenoles 

con un amplio espectro de demostrados beneficios para la salud. Por lo tanto, los 

sarmientos de vid tienen un potencial económico considerable como fuente de 

fitoquímicos de alto valor. En este trabajo, la cromatografía líquida acoplada a 

espectrometría de masas cuadrupolo-Orbitrap con trampa lineal híbrida de ionización 

por electropulverización (LC-ESI-LTQ-Orbitrap) se utilizó para la identificación 

integral de compuestos polifenólicos en los sarmientos de vid. La identificación de 

polifenoles se realizó comparando sus tiempos de retención, la medición de su masa 

precisa y la comparación de los patrones de fragmentación de los compuestos 

encontrados con los de las sustancias de referencia o con los datos disponibles en la 

literatura. Se identificaron un total de 75 compuestos, incluidos ácidos fenólicos, 

flavonoides, flavonoles, flavanonoles, flavanonas y estilbenoides. Los polifenoles más 

abundantes fueron las proantocianidinas y estilbenoides y sus oligómeros. Además, el 

análisis de espectrometría de masas de alta resolución reveló la presencia de 17 

polifenoles nunca descritos previamente en los sarmientos de vid, lo que proporciona un 

perfil polifenólico más completo, de este potencialmente valioso subproducto. 
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3.2 CAPÍTULO 2: EXTRACCIÓN A ESCALA DE PLANTA PILOTO DE 

COMPUESTOS FENÓLICOS DE SARMIENTOS DE VID: 

CARACTERIZACIÓN INTEGRAL POR LC-ESI-LTQ-ORBITRAP-MS. 

Artículo titulado: “Pilot-plant scale extraction of phenolic compounds from grape 

canes: Comprehensive characterization by LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS" 

 

Autores: Danilo Escobar-Avello, Claudia Mardones, Vania Sáez, Sebastián Riquelme, 

Dietrich von Baer, Rosa M. Lamuela-Raventós, Anna Vallverdú-Queralt 

 

Revista: Food Research International 143 (2021) 110265. 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2021.110265 

 

RESUMEN: 

 

Los sarmientos de vid, también llamados cañas de uva, son subproductos vitivinícolas 

muy conocidos que contienen altos niveles de compuestos fenólicos, los que están 

asociados con una amplia gama de beneficios para la salud. En este trabajo se extrajeron 

sarmientos de vid (Vitis vinífera cv. Pinot Noir) en un reactor de planta piloto de 750 L 

bajo las siguientes condiciones: temperatura 80 °C, tiempo 100 minutos y relación 

sólido/líquido 1:10. La caracterización integral de los compuestos fenólicos de la caña 

de uva se realizó mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

LTQ-Orbitrap de alta resolución / medición de masa precisa. Se identificaron un total de 

44 compuestos y, de ellos 26 fueron también cuantificados, estos estaban constituidos 

por ácidos fenólicos y aldehídos (17), flavonoides (12) y estilbenoides (15). La clase 

más abundante de compuestos fenólicos fueron los estilbenoides, entre los cuales (E)-ε-

viniferina predominaba. El perfil fenólico de los sarmientos de vid obtenido mediante la 

extracción a escala de planta piloto difirió significativamente de los resultados previos 

obtenidos a escala de laboratorio. Adicionalmente, observamos una alta capacidad 

antioxidante del extracto de sarmientos a escala de planta piloto, la que fue medida por 

el potencial de eliminación de radicales antioxidantes (ABTS●+) (2209 ± 125 µmol TE/g 

DW) y por absorbancia de radicales de oxígeno usando fluoresceína (ORAC-FL) (4612 

± 155 µmol de TE/g DW). El extracto de sarmientos a escala de planta piloto por su 

perfil fenólico puede utilizarse como subproducto para el desarrollo de nuevos 

productos nutracéuticos y farmacéuticos, mejorando el valor y la sostenibilidad de estos 

residuos.
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3.3 CAPÍTULO 3: ENCAPSULACIÓN DE COMPUESTOS FENÓLICOS DE 

UN EXTRACTO DE PLANTA PILOTO DE CAÑA DE UVA EN 

HIDROXIPROPIL BETA-CICLODEXTRINA Y MALTODEXTRINA 

MEDIANTE SECADO POR PULVERIZACIÓN 

Artículo titulado: “Encapsulation of Phenolic Compounds from a Grape Cane Pilot-

Plant Extract in Hydroxypropyl Beta-Cyclodextrin and Maltodextrin by Spray Drying” 

 

Autores: Danilo Escobar-Avello, Javier Avendaño-Godoy, Jorge Santos, Julián 

Lozano-Castellón, Claudia Mardones, Dietrich von Baer, Javiana Luengo, Rosa M. 

Lamuela-Raventós, Anna Vallverdú-Queralt y Carolina Gómez-Gaete. 

 

Revista: Antioxidants. 2021; 10(7):1130. 

 

DOI: https://doi.org/10.3390/antiox10071130 

 

RESUMEN: 

 

Los sarmientos, principales subproductos de la industria vitivinícola, contienen 

compuestos fenólicos bioactivos de alto valor, cuya aplicación se encuentra limitada por 

su inestabilidad y escasa solubilidad en agua. La encapsulación en ciclodextrinas 

permite superar estos inconvenientes. En este trabajo, se encapsuló un extracto de 

sarmientos a escala de planta piloto (GCPPE) en hidroxipropil beta-ciclodextrina (HP-β-

CD) mediante una técnica de secado por atomización y se confirmó la formación del 

complejo de inclusión por microscopía y espectroscopía infrarroja. El perfil fenólico del 

complejo se analizó mediante LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS y además se determinó la 

eficiencia de encapsulación de los compuestos fenólicos. Se identificaron 42 

compuestos entre estilbenos, flavonoides y ácidos fenólicos, y se detectó un complejo 

de (epi) catequina con β-CD, lo que confirmó la interacción entre polifenoles y 

ciclodextrina. La eficiencia de encapsulación para el extracto total fue 80.5 ± 1.1%, con 

restrytisol mostrando el valor más alto (97.0 ± 0.6%) y (E)-resveratrol (32.7 ± 2.8%) el 

valor más bajo. La capacidad antioxidante del complejo de inclusión, determinada por 

ORAC-FL, fue de 5300 ± 472 µmol TE/g DW, valor similar al obtenido para el extracto 

no encapsulado. Esta formulación podría usarse para mejorar la estabilidad, solubilidad 

y biodisponibilidad de los compuestos fenólicos del GCPPE en aplicaciones alimentarias 

y farmacéuticas solubles en agua. 
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4 DISCUSIÓN GENERAL 

La discusión general de esta tesis doctoral se presenta a continuación como una forma 

de profundizar en el análisis de los resultados descritos anteriormente en cada una de las 

publicaciones. Para llevar a cabo este estudio, en la Publicación 1, se realizó una 

identificación de compuestos fenólicos de extractos de sarmientos de la variedad Pinot 

Noir producido a escala analítica, utilizando LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS. Este primer 

paso permitió conocer de manera integral la identidad fenólica de los sarmientos de vid, 

a una escala controlada y bajo metodologías de extracción y caracterización 

previamente validadas por el grupo de investigación [22,42,109]. Es importante indicar 

que para los tres artículos que componen esta tesis doctoral se recolectaron sarmientos 

desde el mismo viñedo y se conservaron bajo las mismas condiciones de 

almacenamiento, de manera de evitar la variabilidad asociada al tipo de cultivar y a la 

zona geográfica de cultivo. Todas las muestras de sarmientos utilizadas corresponden a 

la variedad Pinot Noir y fueron recolectadas en un viñedo orgánico (Viña de Neira) 

ubicado en el sur de Chile. La elección de esta cepa es relevante, debido a que Pinot 

Noir es una de las variedades más cultivadas y extendidas en el mundo estimándose en 

unas 112,000 hectáreas plantadas [51]. Otro aspecto metodológico importante de 

resaltar es que posterior a la recolección, las muestras de sarmientos fueron cortadas en 

piezas de entre 30-50 cm y almacenadas a temperatura ambiente por al menos 3 meses, 

utilizando una metodología previamente patentada [57] (Ver capítulo 8.2.1). Mediante 

este método un aumento significativo estilbenos totales de hasta 5 veces fue observado 

en sarmientos de la misma variedad [53]. Aunque el procedimiento de extracción se 

encuentra explicado en la Publicación 1, algunas consideraciones metodológicas y 

discusión de los resultados son importantes de mencionar para analizar el trabajo de 

manera global.  

La extracción de laboratorio en este primer trabajo se realizó utilizando 0.5g de 

sarmientos, seleccionados azarosamente de un total recolectado de 500 kg de sarmientos 

previamente recolectados y almacenados. En la Publicación 1 el proceso de extracción 

se realizó a escala analítica y se utilizó una mezcla de etanol/agua (80:20, v/v), que fue 

la misma empleada posteriormente en la extracción a escala piloto (Publicación 2). La 

gran diferencia entre estas dos extracciones fue el uso de ultrasonido aplicado en la 

extracción analítica y la baja temperatura utilizada en este sistema de laboratorio. Como 
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fue mencionado previamente el perfil fenólico es altamente dependiente tanto de los 

métodos como de las condiciones de extracción utilizadas, por lo que esta consideración 

podría limitar una comparación directa entre ambos métodos de extracción. Sin 

embargo, el ejercicio comparativo de evaluar distintas escalas de extracción tiene como 

finalidad plantear diferencias entre sistemas ampliamente empleados a escala de 

laboratorio y reportados en literatura, con sistemas de extracción que pueden ser 

aplicados a nivel industrial y adoptados por empresas productivas en todo el mundo y 

de los cuáles se tiene escasa información. Teniendo en cuenta estas consideraciones y 

con la finalidad de conocer de manera completa el perfil fenólico de los extractos a una 

escala analítica es que las muestras fueron analizadas y caracterizados mediante LC-

ESI-LTQ-Orbitrap-MS en modo negativo, siguiendo los modos de adquisición de datos 

de escaneo completo y adquisición dependiente de datos. Como se mencionó en el 

apartado 1.2.3.4 (LTQ-Orbitrap), el modo de escaneo completo permite adquirir una 

amplia gama de información sobre iones precursores con un amplio rango m/z lo que 

proporciona una poderosa herramienta de análisis para detección y cuantificación de 

alta resolución y precisión de masa. Mientras que el modo de adquisición dependiente 

de datos entrega grandes ventajas en la selectividad de iones precursores de interés [40]. 

De esta manera, en la Publicación 1, 75 compuestos fenólicos fueron identificados 

utilizando información relacionada a su masa exacta, masa teórica, tiempos de 

retención, fórmula molecular, error (ppm) entre la masa encontrada y la masa exacta de 

cada compuesto, y los iones fragmento MS/MS con sus respectivas intensidades. Esta 

información fue comparada con bases de datos de espectros de masas (Metlin, FooDB, 

PhytoHub, MetFrag, entre otras) y literatura, proporcionándonos una identificación 

“tentativa” de los compuestos reportados. Además, en esta primera publicación 12 

compuestos fenólicos fueron identificados comparando sus tiempos de retención y sus 

masas y fragmentos con patrones puros, entregándonos un alto nivel de confianza en la 

identidad de estos compuestos. En este punto es importante mencionar que, para una 

identificación definitiva e inequívoca de los compuestos no identificados mediante 

comparación con sus patrones, se deben utilizar otros métodos alternativos de 

elucidación estructural como técnicas de RMN. La desventaja del uso de RMN es que 

en muchos casos requiere de largos procesos de purificación de las muestras y 

generalmente permiten identificar un número más limitado de compuestos en 

comparación con los métodos basados en espectrometría de masas. 
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En lo que respecta al análisis y discusión de los resultados de la Publicación 1, 

podemos mencionar que, de los 75 compuestos identificados, 17 compuestos fueron 

reportados por primera vez, en sarmientos de vid. Entre ellos, la mayoría fueron 

derivados de hexósidos, como por ejemplo el hexósido de ácido elágico, miricetina-O-

hexósido, eriodictiol-O-hexósido o el dímero de resveratrol-O-hexósido. El uso de 

Orbitrap mediante condiciones metodológicas similares de cromatografía y 

espectrometría de masas, ya había demostrado antes su capacidad de identificar nuevos 

compuestos glicosilados en matrices alimenticias. Cabe indicar que, estos compuestos 

son difíciles de detectar debido a que muchas veces se presentan en bajas 

concentraciones en las muestras analizadas [42,109]. Los glucósidos de flavonoides son 

compuestos que han mostrado actividades antidiabéticas, antiinflamatoria, 

antidegranulante, antiestrés y antialérgica similares o incluso mayores que sus 

respectivas agliconas flavonoides, lo que se ha determinado en estudios in vivo [110]. 

Por lo tanto, su identificación es relevante para proyectar futuras aplicaciones y efectos 

biológicos de los extractos de sarmientos de vid.  

Otro resultado relevante de este primer artículo fue el profundo análisis de 

identificación que se realizó a las proantocianidinas poliméricas también conocidas 

como taninos condensados. Se reportó por primera vez, hasta donde sabemos, la 

presencia de (epi)galocatequina y de procianidinas pentaméricas. Además, en un 

esfuerzo por profundizar en la identidad estructural de estos compuestos se propuso la 

secuencia específica de cada prodelfinidina y derivado de galato reportado. En este 

sentido, el mecanismo de fragmentación denominado quinone methide (QM) que 

implica la escisión del enlace interflavano que conecta las unidades monoméricas de 

estos compuestos, fue crucial para determinar cada una de sus secuencias, 

proporcionando iones fragmento específicos y claves para su identificación (ver figura 

4, Publicación 1). Las prodelfinidinas son un grupo de compuestos fenólicos 

escasamente estudiados, debido a la falta de estándares comerciales disponibles y a la 

dificultad para detectarlos y aislarlos de fuentes naturales. Sin embargo, se presentan en 

una gran variedad de alimentos y bebidas como vino, cerveza, té, cereales, legumbres, 

frutos secos, uvas, pasas, entre otros [111,112]. Por lo tanto, la exhaustiva 

caracterización estructural de estos compuestos puede ayudar a otros investigadores a la 

identificación de prodelfinidinas en fuentes dietéticas o en otros extractos naturales 

utilizando métodos de espectrometría de masas de alta resolución. Finalmente, logramos 

cumplir con el objetivo específico 1 de la presente tesis doctoral, contando con un 
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conocimiento acabado de las identidades fenólicas de los extractos de sarmientos a una 

escala analítica. Con este conocimiento de base se llevó a cabo la extracción piloto en 

condiciones industriales, para analizar los efectos del procesamiento en el perfil fenólico 

del extracto de sarmientos. 

La extracción de compuestos fenólicos desde sarmientos de vid a escala de planta piloto 

fue realizada en un reactor de acero inoxidable con un volumen de trabajo de 750 L 

(Figura 5-A). Los sarmientos se trituraron en un molino semiindustrial (Figura 5-B) 

hasta alcanzar un tamaño de partícula inferior a 1 cm. Es importante mencionar que el 

tamaño de partícula es un parámetro relevante a la hora de evaluar los rendimientos de 

extracción de compuestos fenólicos. En general una disminución en el tamaño de 

partícula aumenta los rendimientos de extracción de compuestos fenólicos en 

sarmientos y se ha observado que el tamaño de partícula óptimo estaría alrededor de los 

0.5 cm [8,32,113]. En trabajos anteriores (Ver punto 8.1.3, Publicación 6) observamos 

que la reducción del tamaño de partícula de 2.0 a 1.0 cm incrementó los rendimientos de 

extracción de estilbenos totales en un 37%, mientras que la reducción de 1.0 a 0.5 cm 

solo incrementó los rendimientos de extracción en un 7% [8]. Por otro lado, una 

reducción del tamaño de partícula aumenta los costos de energía asociados a la etapa de 

molienda. Por lo tanto, por esta y otras razones técnicas de configuración de la planta 

piloto empleada, se decidió hacer la extracción con sarmientos de 1 cm [8,114]. Las 

demás condiciones de extracción temperatura 80 ºC, tiempo 100 min; relación 

sólido/líquido 1:10, también fueron optimizadas durante el trabajo previo en un reactor 

de 7L [8]. Otro punto metodológico importante de abordar es la recuperación del etanol 

utilizado como solvente de extracción. El etanol potable es calificado por la FDA como 

una sustancia GRAS, lo que implica que puede utilizarse como solvente seguro en la 

industria alimentaria [115]. Además, gran parte del solvente utilizado (>90%) es 

recuperado mediante un proceso de destilación y puede ser reutilizado en futuras 

extracciones. Al final del proceso, el extracto obtenido fue secado por pulverización a 

baja temperatura mediante un secador por aspersión a escala piloto (Figura 5-C).  
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Figura 5: Equipamiento piloto utilizado en la extracción. (A) Planta de extracción 

piloto. (B) Molino semiindustrial; (C) Secador por aspersión a escala piloto. 

 

Mediante la misma metodología descrita en la Publicación 1, se realizó la 

caracterización e identificación del extracto piloto utilizando LC-ESI-LTQ-Orbitrap-

MS, y se analizaron los cambios y modificaciones del perfil fenólico comparándolos 

con lo observado en la extracción a escala analítica. El perfil fenólico obtenido a escala 

piloto (Publicación 2) efectivamente mostró diferencias en comparación con la 

extracción previa a escala de laboratorio Publicación 1. En el extracto a escala piloto 

solo se identificaron un total de 44 compuestos fenólicos, entre los cuáles destacó la 

presencia de ácidos fenólicos y aldehídos (17), estilbenos (15) y flavonoides (12). En lo 

que respecta a los ácidos fenólicos la mayor diferencia entre ambas extracciones fue la 

presencia de los aldehídos fenólicos hidroxibenzaldehído (m/z 121.0294) y el aldehído 

protocatecuico (m/z 137.0242) que fueron detectados solo en el extracto a escala piloto. 
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La presencia de estos compuestos fue relacionada con la degradación de la lignina 

provocada por efecto de la temperatura en el reactor piloto (80ºC). Resultados similares 

fueron observados por Luque-Rodríguez et al. [59], en uno de los primeros estudios de 

extracción de sarmientos utilizando mezclas de agua y etanol a temperaturas entre 120 y 

240 ºC. Otro compuesto detectado en el extracto piloto y no en el extracto analítico fue 

el protocatecuato de etilo (m/z 181.0504) y su formación fue atribuida a la condensación 

del ácido protocatecuico con el etanol [114]. En el grupo de los flavonoides y 

particularmente en la detección de las proantocianidinas es donde se observaron las 

mayores diferencias. Aunque los monómeros de catequina (m/z 289.0715) y 

epicatequina (m/z 289.0714) fueron identificados, no se logró detectar procianidinas y 

prodelfinidinas oligoméricas que fueron extensamente detectadas e identificadas en el 

extracto a escala analítica (Publicación 1). Estos resultados podrían explicarse por las 

reacciones de epimerización, hidrólisis y oxidación/condensación de las 

proantocianidinas provocadas por la temperatura (80 °C) y el oxígeno presente en el 

reactor. Se ha probado que este tipo de compuestos pueden sufrir oligo/polimerización 

bajo tratamiento térmico [116]. Incluso en el extracto a escala piloto se detectó la 

presencia de un dímero de procianidina tipo A (m/z 575.1194), que no fue identificado 

en el extracto a escala de laboratorio. Otros estudios han observado que los dímeros de 

procianidina tipo B pueden convertirse en dímeros de tipo A por oxidación radical 

mediada por temperatura [117,118], por lo que se atribuyó la formación de este 

compuesto al entorno oxidativo del reactor de la planta piloto. 

El perfil fenólico de los estilbenos en la extracción piloto también mostró algunas 

diferencias con el extraído a escala de laboratorio. Antes de hacer un análisis de ellos se 

debe tener en cuenta que los estilbenos oligoméricos son estructuras complejas que se 

generan por acoplamiento oxidativo de unidades de trans-resveratrol, 

isorhapontigenina, oxiresveratrol o piceatannol [31] y la ausencia o alto costos de 

patrones comerciales dificulta su identificación, por lo que sus estructuras definitivas 

debería ser elucidadas mediante técnicas de RMN. Sin embargo, el enfoque de 

espectrometría de masas permite realizar un análisis comparativo entre ambos extractos 

fenólicos. Teniendo en cuenta lo anterior, podemos mencionar que en el extracto piloto 

se identificó tentativamente la presencia de oxiresveratrol (m/z 243.0659) y un trímero 

estilbenoide (m/z 681.2123) que no fueron identificados en el extracto a escala de 

laboratorio. Por otro lado, en el extracto piloto, no se detectó la presencia de (E)-

piceatannol (m/z 243.0659), viniferina diglicósido (m/z 777.2387), (E)-ω-viniferina (m/z 
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453.1335) y de un tetrámero estilbenoide (m/z 905.2576), que pueden haber sufrido 

degradación, oxidación o transformación durante el proceso de extracción piloto. 

Finalmente, tanto los taninos condensados (proantocianidinas) como los estilbenos 

oligoméricos son estructuras complejas que sufren diferentes reacciones, principalmente 

de oxidación y especialmente bajo las condiciones de extracción piloto. Por esta razón 

futuros estudios podrían centrarse en investigar en detalle los procesos oxidativos de 

estos compuestos. 

En la Publicación 2 también se desarrolló un análisis cuantitativo de los compuestos 

fenólicos individuales. Como se mencionó en el capítulo 1.2.3.4 (LTQ-Orbitrap) el 

modo de escaneo completo del equipo permite tanto la detección y cuantificación de 

analitos debido a su alta resolución y precisión de masas [40]. La cuantificación se 

determinó a partir de curvas de calibración de seis compuestos de referencia, por lo que 

cada concentración fue expresada en equivalentes del compuesto más similar. Por esta 

razón la etapa de cuantificación fue denominada como “semi-cuantificación” de manera 

de diferenciarla de un proceso de cuantificación con el patrón puro de cada compuesto. 

De todas maneras, solo se cuantificaron los compuestos que se encontraban dentro de su 

respectivo límite de cuantificación (LOQ). Teniendo en cuenta estas consideraciones, y 

de manera global, se observó que la clase de compuestos más abundantes fueron los 

estilbenos (8174 mg/kg), seguido de los ácidos fenólicos y aldehídos (4117 mg/kg) y 

finalmente de flavonoides (2492 mg/kg). A nivel individual destacó la alta 

concentración de (E)-ε-viniferina (3962 mg/kg), que fue cerca de tres veces superior a 

lo obtenido previamente bajo condiciones de laboratorio [22], demostrando la mayor 

capacidad de recuperación de la extracción piloto en este compuesto objetivo. También 

se observaron altos niveles de un heterodímero 1 parcialmente identificado como 

caraphenol B o C (1683 mg/kg). De manera similar a estos resultados, recientes estudios 

han concluido que los sarmientos de vid representan una fuente importante de 

estilbenoides poco comunes, los que incluyen dímeros, trímeros y tetrámeros [51]. 

Otros compuestos que se presentaron en una alta concentración fueron dos isómeros de 

astilbina que en su conjunto acumularon niveles de 1831 mg/kg. Estos resultados son 

relevantes debido a que un elevado consumo de dihidroflavonoles (o flavanonoles) 

como la astilbina se ha asociado inversamente con riesgo de muerte [119]. Además se 

ha demostrado que la astilbina pueden ser importante en el manejo de enfermedades 

asociadas con el sistema inmunológico, y destacan sus actividades antibacterinas, 

antioxidantes y hepatoprotectoras [120]. 
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La capacidad antioxidante de los extractos de sarmientos producidos a escala piloto 

también fue determinada mediante los métodos ABTS●+ y ORAC-FL, y el resultado fue 

comparado con la extracción a escala de 7L realizada bajo las mismas condiciones 

experimentales de extracción [8]. Los resultados de la medición por ABTS + fueron 

muy similares entre el extracto piloto (2209 µmol TE/g) y el de escala a 7L (1954 µmol 

TE/g). Por su parte, el método ORAC-FL mostró una capacidad antioxidante 

ligeramente mayor en el extracto a escala de 7L (6895 µmol TE/g) con respecto al 

obtenido a escala piloto (4612 µmol TE/g). 

En resumen, en la Publicación 2, se observaron diferencias entre el perfil fenólico del 

extracto a escala analítica y piloto. Estas diferencias estarían asociadas principalmente a 

procesos de oxidación térmica que sufren los compuestos fenólicos sobre todo el grupo 

de las proantocianidinas y estilbenos. Estos cambios se deben tener en cuenta a la hora 

de escalar y proyectar resultados de extracción desde el laboratorio a la industria. De 

todas formas, los sarmientos de vid extraídos a escala piloto mantienen un interesante 

perfil fenólico, con altos niveles de compuestos bioactivos, por lo que son un extracto 

prometedor para el desarrollo de nuevos productos en la industria alimentaria, 

farmacéutica y cosmética. 

Por otro lado, como se ha mencionado anteriormente uno de los problemas de los 

compuestos fenólicos es su oxidación y degradación térmica. Por esta razón, se deben 

proteger de estos factores externos que limiten o impidan su degradación o modificación 

en el producto final. Una alternativa para mejorar la protección y estabilidad de estos 

compuestos es la tecnología de microencapsulación, que tiene como finalidad 

incorporar estos compuestos a una matriz protectora que preserve sus funcionalidades 

bioactivas hasta su consumo [76]. Además, este método es utilizado para mejorar la 

bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los compuestos fenólicos y promover su 

transporte y mejorar su absorción en el cuerpo humano [78]. Por estas razones en la 

Publicación 3 se planteó como objetivo encapsular los compuestos fenólicos presentes 

en el extracto de sarmientos producidos a escala de planta piloto (Publicación 2), 

mediante secado por aspersión. En la encapsulación se utilizó HP-β-CD y 

maltodextrina, se estudió la formación de complejos de inclusión, se determinó la 

eficiencia de encapsulación de los compuestos fenólicos y se evaluó la capacidad 

antioxidante del extracto encapsulado. A continuación, se discutirán algunos aspectos 

metodológicos y resultados relacionado a esta publicación que no necesariamente se 

encuentran mencionados en el artículo. 
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El proceso de encapsulación mediante secado por aspersión se realizó con objetivo de 

desarrollar un producto rico en compuestos fenólicos de alto valor agregado y con 

futuras aplicaciones en las industrias alimentaria y farmacéutica. Como se mencionó en 

el capítulo 1.4.1 (Secado por aspersión), esta técnica posee las ventajas de ser simple, 

rápida, flexible, con bajos costos de operación y ampliamente disponible y utilizada por 

la industrias alimentarias y farmacéuticas. Además, se ha establecido que permite 

obtener altas eficiencias de encapsulación, una gran estabilidad y fácil manejo del 

producto final [76,81]. Aunque el secado por aspersión es un método mediado por 

temperatura, es importante indicar que los compuestos bioactivos solo están sometidos a 

esta temperatura por unos pocos milisegundos [76]. De todas formas, las temperaturas 

del proceso (Publicación 3), se mantuvieron bajas con 130ºC de temperatura de entrada 

y 71ºC como temperatura de salida, lo que es superior a la temperatura de extracción 

(80ºC). Estas variables además fueron evaluadas en un proyecto previo, y fueron 

protegidas mediante una patente de invención (Ver capítulo 8.2.2) 

Para la encapsulación se utilizó HP-β-CD que posee una solubilidad mucho mayor que 

la β-CD [88]. Además, como se mencionó en el capítulo 1.4.2 (Encapsulamiento 

mediante Ciclodextrinas), la HP-β-CD es la menos tóxica de todas las ciclodextrinas y 

es bien tolerada en seres humanos [91,92]. También fue mencionado que la 

encapsulación de los compuestos fenólicos utilizando HP-β-CD implica la formación de 

un “complejo de inclusión”, que es el resultado de la interacción química entre 

compuestos fenólicos, y la HP-β-CD [94]. Por lo tanto, para reconocer estas 

interacciones diferentes métodos analíticos pueden ser empleados (Ver capítulo 1.4.3). 

En particular en la Publicación 3 se utilizó espectroscopía infrarroja por transformada 

de Fourier equipado con una unidad de reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), y como 

métodos complementarios se utilizó la microscopía electrónica de barrido (SEM) y LC-

ESI-LTQ-Orbitrap-MS. En este punto se debe considerar que ninguno de estos métodos 

es suficiente por sí mismo para estudiar la formación de los complejos de inclusión. 

Aunque cada uno aporta evidencia especifica que permite confirmar la interacción entre 

los compuestos fenólicos y la HP-β-CD. 

En relación con los resultados y el análisis de la Publicación 3, algunas consideraciones 

pueden ser discutidas. Se observó un alto rendimiento del proceso de secado (83%). 

Este alto rendimiento se atribuyó a una rápida formación de la costra de secado 

(compuestos activo y material de pared), lo que evita que el polvo se adhiera a la 

cámara de secado y contribuye a un mayor rendimiento del proceso [76,121]. Esto fue 
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un buen resultado debido a que un alto rendimiento mejora las proyecciones industriales 

para una producción final. Por otro lado, la morfología de las microcápsulas analizadas 

por SEM mostró estructuras esféricas y de superficie lisa, características que 

diferenciaron el extracto encapsulado del sin encapsular. Estos cambios morfológicos 

fueron la primera evidencia de formación de los complejos de inclusión, los que fueron 

apoyados luego por el análisis de FTIR-ATR y LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS. 

El análisis de FTIR-ATR fue crucial para confirmar la interacción entre los compuestos 

fenólicos y la HP-β-CD. El FTIR es reconocido como un método útil para la detección 

complejos de inclusión, que se revelan por cambios en los espectros FTIR, como la 

reducción, desaparición o desplazamiento de las bandas de absorción, debido a 

interacciones intermoleculares débiles [122]. Por esta razón, es muy importante analizar 

cada uno de los componentes por separado, (i) el extracto fenólico de sarmientos 

producido a escala piloto; (ii) la HP-β-CD; (iii) el complejo de inclusión y; (iv) una 

mezcla física que actúa como control. El espectro del complejo de inclusión mostró 

efectivamente que algunas bandas de absorción características de los compuestos 

fenólicos y de la HP-β-CD fueron desplazadas, reducidas o que desaparecieron. Entre 

los resultados más relevante se encuentra el desplazamiento de bandas de absorción 

asociadas a la presencia de taninos y estilbenos. Además, las bandas de absorción 

relacionadas a los anillos fenólicos desaparecieron completamente lo que fue asociado a 

la formación del complejo de inclusión. Lo anterior, podría implicar que los anillos 

fenólicos estarían incrustados dentro de la cavidad de la H-β-CD. Este resultado fue 

relevante para poder confirmar la interacción química entre los compuestos fenólicos y 

la HP-β-CD, y nos proporcionó la evidencia más elevada de la formación de los 

complejos de inclusión. Además, como control el espectro de la mezcla física mostró 

una simple superposición de los componentes individuales (extracto piloto de 

sarmientos e HP-β-CD), sin mayor interacción entre ellos, diferenciándose de los 

resultados asociados al complejo de inclusión. 

El perfil fenólico del extracto encapsulado también fue evaluado con el objetivo de 

tener un producto final lo más caracterizado posible en cuanto a su composición 

fenólica. Aunque el proceso de identificación se realizó siguiendo la misma 

metodología de la Publicación 1 y 2, las características del extracto encapsulado 

exigieron un paso adicional en la preparación de las muestras. Antes del análisis por 

LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS se realizó una hidrólisis ácida de las muestras encapsuladas 

utilizando ácido fórmico al 0.1% v/v. Este paso fue necesario para romper los complejos 
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de inclusión, liberar los compuestos fenólicos y lograr su posterior detección. Aunque 

esta es una hidrólisis ácida suave y en general no modificó substancialmente el perfil 

fenólico, no es posible descartar su influencia en los resultados de identificación. 

Teniendo en cuenta estas consideraciones 42 compuestos fueron identificados, incluidos 

estilbenos (17), flavonoides (15) y ácidos fenólicos (8). Además, se detectó un complejo 

entre β-CD y (epi)catequina, que confirmó la interacción entre compuestos fenólicos y 

las ciclodextrinas. Entre los compuestos fenólicos identificados 32 fueron detectados 

previamente en la extracción analítica (Publicación 1) y/o en la extracción a escala 

piloto (Publicación 2). Sin embargo, ocho compuestos fenólicos fueron detectados e 

identificados solo en el extracto encapsulado, entre ellos cinco flavonoides y tres 

estilbenos, por lo que a continuación se discutirá su detección. 

La presencia de quercetina (m/z 301.0354), miricetina (m/z 317.0301) y un isómero de 

taxifolina (m/z 303.0503) podría estar relacionadas con la etapa de hidrólisis en la 

preparación de las muestras del extracto encapsulado, ya que derivados glicósidos de 

estos compuestos fueron identificados en las extracciones analítica y piloto. Por su parte 

la detección de dihidrokaempferol-O-rhamnoside (engeletina) (m/z 433.1139) y de la 

tetrahidroxiisoflavanona (m/z 287.0561) fueron más difícil de establecer. El 

dihidrokaempferol-O-rhamnoside fue detectado en tallos de uva [24], por lo que su 

presencia pude estar relacionada a pequeñas trazas de tallos de uva en los 67 kg de 

sarmientos utilizados en la extracción piloto. La tetrahidroxiisoflavanona fue 

identificada provisionalmente y su presencia pudo estar relacionada con la hidrólisis de 

dihydrokaempferol-O-rhamnoside o del eriodictiol-O-glucósido. Otro resultado 

relevante fue la detección e identificación de tres estilbenos: maackin (m/z 485.1242), 

viniferol E (m/z 923.2680) y vinifenol A (m/z 679.1969), que no fueron detectados en el 

extracto analítico o piloto. Una posible explicación es que estos compuestos fueron 

hidrolizados o liberados a partir de estilbenos oligoméricos o poliméricos mayores. Otra 

explicación podría estar relacionada al uso de ciclodextrinas y la formación de 

complejos de inclusión, que ayudarían a concentrar algunos compuestos presentes en 

bajas concentraciones en el extracto piloto. De todas formas, tanto maackin A como 

vinifenol A, fueron previamente identificados y reportados por otros autores en 

muestras de tallo de uva [123]. Mientras que el viniferol E fue previamente detectado y 

cuantificado en muestras de sarmientos obtenidos mediante extracción con agua 

subcrítica [124]. Por lo que la presencia de todos estos compuestos, en subproductos de 

la industria vitivinícola, se encuentra respaldada por literatura. 
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La eficiencia de encapsulación (EE) fue otro resultado relevante en la Publicación 3. La 

EE depende de una gran variedad de factores, como la técnica de encapsulación 

utilizada, la solubilidad, el tamaño de la molécula huésped en relación con la cavidad 

del huésped, las concentraciones de las moléculas huésped, la constante de unión dentro 

del huésped y el huésped, etc. Incluso relaciones antagónicas de encapsulación o 

competencias de unión se pueden observar cuando se encapsulan más de un compuesto 

a la vez [125]. Es importante tener en cuenta que el extracto piloto de sarmientos es una 

compleja mezcla de varios compuestos (fenólicos y no fenólicos) y cada uno de ellos 

tiene diferentes propiedades físicas y químicas con distintas capacidades para formar 

interacciones y unirse con la HP-β-CD, por lo que es esperado observar una variada y 

especifica EE para cada uno de los compuestos. Por esta razón y utilizando la misma 

metodología de cuantificación aplicada en la Publicación 2, se calculó la EE como una 

relación entre la concentración de los compuestos encapsulados y no encapsulados (Ver 

ecuación 4, Publicación 3). Como consideración metodológica es relevante indicar que 

solo se reportaron las EE para compuestos que cuantificables (>LOQ), en ambos 

extractos tanto encapsulado y no encapsulado. Por esta razón solo fue posible 

determinar la EE de solo 20 compuestos fenólicos de los 40 identificados en el extracto 

encapsulado.  

Los resultados mostraron una EE global alta (80.5 ± 1.1%). A nivel de clases fenólicas 

las EE promedio ponderadas más altas fueron calculadas en el grupo de los flavonoides 

(85.2 ± 2.4%), seguida por los ácidos fenólicos y derivados (81.5 ± 0.7%) y en último 

lugar la de los estilbenos (78.6 ± 1.9). La menor EE de los estilbenos estuvo fuertemente 

influenciada por el bajo valor determinado para (E)-resveratrol (32.7 ± 2.8), aunque un 

valor similar (30-40 %) fue reportado para resveratrol encapsulado con nanoesponjas a 

base de ciclodextrina [126]. Si bien el resveratrol mostró esta baja EE otros dos 

estilbenos presentaron los valores más altos entre todos los compuestos estudiados. El 

restrytisol (A o B) (97.0 ± 0.6) fue el que presentó mayor EE seguido del heterodímero 

de estilbenoide (carafenol B/C) (96.8 ± 0.4). Estos resultados podrían estar relacionados 

con la interacción mediada por fuerzas de van der Waals y enlaces de hidrógeno de 

estos compuestos y la HP-β-CD. Lo anterior, debido a que ambos compuestos presentan 

6 grupos hidroxilos en su estructura lo que facilitaría este tipo de interacciones. Por otro 

lado, el tetrámero de estilbenoide (m/z 905) mostró una menor pero esperada EE (65.8 ± 

8.6), probablemente debido a su gran tamaño y superficie polar (221 Å²). En lo que 

respecta al grupo de flavonoides se observaron valores más altos de EE en los derivados 
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glucósidos que en el eriodictyol, que fue la única aglicona reportada. Nuevamente esto 

se pude relacionar a la mayor presencia de grupos disponibles para formar enlaces 

hidrógeno de los derivados glucósidos con respecto al eriodictyol. Finalmente, en el 

grupo de los ácidos fenólicos y derivados, el hidroxibenzaldehído (m/z 121) (95.8 ± 0.6) 

fue el compuesto con mayor EE, probablemente por ser el compuesto más pequeño 

dentro de este grupo. Por lo tanto, aunque numerosos mecanismos y variables influyen 

en la EE de compuestos fenólicos sobre todo en matrices complejas, en general, el 

extracto microencapsulado presenta una alta EE para muchos compuestos fenólicos de 

interés biológico. 

La capacidad antioxidante del extracto encapsulado fue el último análisis de la 

Publicación 3. Esta capacidad antioxidante fue determinada por el método ORAC-FL, 

que es un método estandarizado y ampliamente utilizado por la industria como 

indicador comercial de actividad antioxidante para alimentos, suplementos y vitaminas 

[127]. Además, otros autores, han validado este método como el más adecuado y 

sensible para determinar la actividad antioxidante entre la HP-β-CD y el resveratrol 

[101]. También, nos proporcionó un análisis comparativo con el extracto a escala piloto. 

Aunque algunos estudios sugieren que la actividad antioxidante de los compuestos 

fenólicos encapsulados puede ser mejorada o incrementada [78], otros en cambio, 

muestran datos contradictorios e incluso se ha reportado que la encapsulación de los 

compuestos fenólicos disminuye o que no ve afectada su actividad antioxidante [105]. 

En nuestro caso, aunque una ligera mayor actividad antioxidante ORAC-FL fue 

determinada para el extracto encapsulado (5300 ± 472 µmol TE/g), este resultado no 

mostró diferencias estadísticamente significativas con la del extracto piloto sin 

encapsular (4612 ± 155 µmol TE/g), por lo que se puede concluir que la actividad 

antioxidante solo se preservó después de la encapsulación. Finalmente, en la 

Publicación 3, se encapsularon los compuestos fenólicos del extracto piloto de 

sarmientos y se confirmó la formación de complejos de inclusión con la HP-β-CD 

cumpliéndose el objetivo 3 de esta tesis doctoral.  

De manera global y como resultados derivados de las Publicaciones 1, 2 y 3, se 

estudiaron los cambios en el perfil fenólico del extracto de sarmientos desde su 

producción hasta su encapsulación, por lo que desarrollamos un producto 

completamente caracterizado con relación a su perfil fenólico. Futuros estudios podrían 

centrarse en validar los efectos beneficiosos de este producto utilizando modelos in vitro 

e in vivo, con la finalidad de transferir el proceso a la industria y el producto al mercado. 
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5 CONCLUSIONES. 

Conclusiones Generales: 

 

➢ El perfil fenólico de los extractos de sarmientos (V. vinífera L.) es modificado 

por los procesos de extracción a escala piloto y por la encapsulación de estos 

compuestos en ciclodextrinas. 

 

➢ La cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas de alta 

resolución (LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS) es una herramienta útil para estudiar los 

cambios en el perfil fenólico de los extractos de sarmientos sometidos a 

procesos de extracción y encapsulación. 

 
➢ Se desarrolló un producto encapsulado rico en compuestos fenólicos de alto 

valor agregado y con futuras aplicaciones en las industrias alimentaria y 

farmacéutica. 

 

Conclusiones Específicas: 

 

➢ Mediante LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS se identificaron 75 compuestos fenólicos 

en extractos de sarmientos (V. vinífera L.) preparados a escala analítica, 17 de 

los cuáles fueron reportados por primera vez. 

 

➢ El perfil fenólico del extracto de sarmientos (V. vinífera L.) es alterado por el 

proceso de extracción a escala piloto, principalmente por reacciones de 

oxidación, degradación o polimerización que sufren las proantocianidinas y los 

estilbenos. 

 
➢ Los compuestos fenólicos presentes en el extracto de sarmientos producido a 

escala de planta piloto se encapsularon con éxito confirmándose la formación de 

complejos de inclusión. 
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6 CONCLUSIONS. 

General Conclusions: 

 

➢ The phenolic profile of grape canes (V. vinifera L.) extracts is altered by pilot-

scale extraction procedures and by encapsulation of phenolic compounds in 

cyclodextrins. 

 

➢ Liquid chromatography coupled with high-resolution mass spectrometry (LC-

ESI-LTQ-Orbitrap-MS) is a useful tool to study the changes in the phenolic 

profile of grape canes extracts subjected to extraction and encapsulation 

processes. 

 

➢ An encapsulated product rich in phenolic compounds has been developed with 

high added value that could find future applications in the food and 

pharmaceutical industries. 

 

Specific Conclusions: 

 

➢ Using LC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS, 75 phenolic compounds were identified in 

extracts of grape canes (V. vinifera L.) prepared at an analytical scale, 17 of 

which were reported for the first time. 

 

➢ The phenolic profile of grape canes (V. vinifera L.) extract is altered by the pilot-

scale extraction process, mainly by oxidation, degradation, or polymerization 

reactions of proanthocyanidins and stilbenes. 

 

➢ The phenolic compounds present in the grape canes pilot-plant extract were 

successfully encapsulated, confirming the formation of inclusion complexes. 
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8 ANEXOS 

8.1 OTRAS PUBLICACIONES EN REVISTAS 

8.1.1 Publicación 4: “A Targeted Approach by High Resolution Mass 

Spectrometry to Reveal New Compounds in Raisins” 

Autores: Danilo Escobar-Avello, Alexandra Olmo-Cunillera, Julián Lozano-Castellón 

María Marhuenda-Muñoz, and Anna Vallverdú-Queralt. 

 

Revista: Molecules 2020, 25, 1281. 

 

DOI: https://doi.org/10.3390/molecules25061281 

 

RESUMEN: 

 

Las pasas son uvas pasas obtenidas principalmente de cultivares de Vitis vinífera L. y se 

consumen ampliamente en todo el mundo. Las pasas son ricas en compuestos bioactivos 

como los polifenoles, los que están asociados con una amplia gama de beneficios para la 

salud. El objetivo del presente estudio fue comparar los perfiles fenólicos de tres 

variedades diferentes de pasas (Thompson “sin semillas”, Moscatel y Sultanas). Los 

polifenoles totales (TP) se evaluaron mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (F-C) y se 

observaron diferencias significativas entre todas las variedades de pasas. Además, se 

empleó cromatografía líquida acoplada con espectrometría de masas cuadrupolo-

Orbitrap-trampa de iones lineal híbrida de ionización por electropulverización (LC/ESI-

LTQ-Orbitrap-MS) para la identificación integral de constituyentes fenólicos. Se 

identificaron un total de 45 compuestos, incluidos los ácidos hidroxibenzoicos e 

hidroxicinámicos, flavonoides, flavonoides, flavonoles, flavonas y estilbenoides. 

 

https://doi.org/10.3390/molecules25061281
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8.1.2 Publicación 5: “Is eating raisins healthy?” 

Autores: Alexandra Olmo-Cunillera, Danilo Escobar-Avello, Andy J. Pérez, María 

Marhuenda-Muñoz, Rosa Mª Lamuela-Raventós and Anna Vallverdú-Queralt. 

 

Revista: Nutrients 2020, 12, 54. 

 

DOI: https://doi.org/10.3390/nu12010054  

 

8.1.3 Publicación 6: “Bench-scale extraction of stilbenoids and other phenolics 

from stored grape canes (Vitis vinifera): Optimization process, chemical 

characterization, and potential protection against oxidative damage” 

 

Autores: Sebastián Riquelme, Vania Sáez, Danilo Escobar, Carola Vergara, Cecilia 

Fuentealba, Luis Bustamante, Claudia Mardones. 

 

Revista: Journal of the Chilean Chemical Society, 64(2), 4414–4420 

 

DOI: https://doi.org/10.4067/S0717-97072019000204414. 

 

8.1.4 Otras publicaciones previas 

Publicación 7: “Synthesis of maleilated polyflavonoids and lignin as functional bio-

based building-blocks” 

Autores: Danny E. García, Nacarid Delgado, Francisca L. Aranda, Mariela A. Toledo, 

Gustavo Cabrera-Barjas, Eduard Maury Sintjago, Danilo Escobar-Avello, Sebastian 

Paczkowski 

 

Revista: Industrial Crops and Products, 123,154–163. 

 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2018.06.065  

 

Publicación 8: “Maleinated polyflavonoids and lignin as functional additives for 

three kinds of thermoplastics” 

Autores: Danny E. García, Johannes Gavino, Danilo Escobar, Rodrigo A. Cancino. 

 

Revista: Iranian Polymer Journal, 26(4), 295–304 

 

DOI: https://doi.org/10.1007/s13726-017-0519-z  
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Publicación 9: “Mild hydroxypropylation of polyflavonoids obtained under pilot-plant 

scale.” 

Autores: Danny E. García, Cecilia A. Fuentealba, Juan P. Salazar, Mónica A. Pérez, 

Danilo Escobar, A. Pizzi. 

 

Revista: Industrial Crops and Products 2016, 87, 350–362. 

 

DOI: https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.04.034  

 

Publicación 10: “Thermochemical properties of cellulose acetate blends with 

acetosolv and sawdust lignin: A comparative study” 
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Revista: International Journal of Biological Macromolecules, 2016, 83, pp. 403–409 
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Publicación 11: “Acetylation of bleached Kraft pulp: Effect of xylan content on 

properties of acetylated compounds” 

Autores: Karol Peredo, Herna Reyes, Danilo Escobar, Johana Vega-Lara, Alex Berg, 

Miguel Pereira 

 

Revista: Carbohydrate Polymers, 117, 1014–1020 
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8.2 PATENTES DE INVENCIÓN 

8.2.1 Patente 1: “Un procedimiento para aumentar el contenido de estilbenos, 

esencialmente resveratrol, en sarmientos provenientes de las podas de Vitis 

vinífera”. 

Inventores: Claudia Alejandra Mardones Peña, Dietrich von Baer von Lochow, Carola 

Andrea Vergara Rosales, Danilo Alejandro Escobar Avello, Fuentealba Becerra 

Cecilia Andrea, Sebastián Andrés Riquelme Rifo.  

 

Solicitante: Universidad de Concepción. 

 

Número de publicación: 2014003417 

 

Primera publicación: 27-03-2015 

 

Enlace: https://patentscope.wipo.int/search/es/detail.jsf?docId=CL174158667  

 

Resumen: 

 

Sistema de acondicionamiento de sarmientos provenientes de las podas de Vitis vinífera 

para aumentar el contenido de estilbenos, como resveratrol, a través de un contenedor 

para almacenamiento, el cual utiliza un contenedor ortoédrico para el almacenamiento 

de sarmientos y comprende al menos las siguientes etapas: (a) agregar agua entre 10 - 

15% del volumen del contenedor y disolver sales con una concentración entre 360 - 

1800 g/l hasta el punto de saturación; (b) posicionar de forma horizontal una sujeción de 

alambres en el contenedor; (c) apilar los sarmientos sobre el soporte de alambres, 

ocupando entre 55 - 65 % del volumen disponible del contenedor; y (c) cerrar 

herméticamente el contenedor y disponerlo bajo techo a una humedad entre 30 - 70%, 

temperatura entre 20 - 35 °C e intensidad lumínica de 0,1 - 15 lux, durante 90 a 150 

días. 

https://patentscope.wipo.int/search/es/detail.jsf?docId=CL174158667
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8.2.2 Patente 2: “Formulación de micropartículas de extracto de sarmientos de 

Vitis vinífera útil en las industrias nutracéutica y cosmética, además de su 

proceso de elaboración y sus usos” 

Inventores: Javier Orlando Avendaño Godoy, Danilo Alejandro Escobar Avello, 

Javiana Elizabeth Luengo Contreras, Claudia Alejandra Mardones Peña, Elisa Maribel 

Ortega Medina, Carola Andrea Vergara Rosales, Dietrich von Baer von Lochow, 

Carolina Pilar Gómez Gaete, Sebastián Andrés Riquelme Rifo. 

 

Solicitante: Universidad de Concepción. 

 

Número de publicación: 2017002902 

 

Fecha de publicación: 05-01-2018 

 

Enlace: https://patentscope.wipo.int/search/es/detail.jsf?docId=CL250856147  

 

Resumen: 

 

Formulación de micropartículas de extracto de sarmientos de Vitis vinífera útil en las 

industrias nutracéutica y cosmética, que comprende al menos los siguientes 

componentes- extracto de sarmiento con un contenido de estilbenos y flavan-3-oles en 

un rango entre 500 - 2500 mg/L- ciclodextrina del tipo preferente hidroxipropil-β-

ciclodextrina entre 0.5 - 5% p/v, como agente para la formación de un complejo de 

inclusión y- maltodextrina entre 5 - 15% p/v, como excipiente formador de matriz. 

https://patentscope.wipo.int/search/es/detail.jsf?docId=CL250856147
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8.3 COMUNICACIONES EN CONGRESOS 

8.3.1 Congreso 1: Condensed tannins in muscatel raisins variety: structural 

sequencing elucidation by LC-ESI-LTQ-ORBITRAP-MS. 

 

Autores: Danilo Escobar-Avello, Alexandra Olmo-Cunillera, Julián Lozano-Castellón, 

María Marhuenda-Muñoz, Rosa María Lamuela-Raventós, and Anna Vallverdú-

Queralt. 

 

Nombre del Evento: V Workshop Anual de l'INSA-UB  

 

Fecha y lugar: 13 de noviembre del 2019. Barcelona. España 
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8.3.2 Congreso 2: Grape cane by-products as food additives: Changes in phenolic 

profile during production and microencapsulation. 

 

Autores: Danilo Escobar-Avello, Javier Avendaño, Sebastián Riquelme, Carolina 

Gómez, Javiana Luengo, Rosa María Lamuela-Raventós, and Anna Vallverdú-Queralt. 

 

Nombre del Evento: 5º Congreso Latinoamericano sobre Biorrefinerías. 

 

Fecha y lugar: 7-9 enero del 2019. Concepción. Chile. 

 

ABSTRACT 

 

Residues from wine industry have been the focus of many studies searching for such 

metabolites all around the world. Grape canes, obtained after annual pruning of vines, is 

a waste estimated in more than 120.000 tons per year only in Chile (Gorena et al., 

2014). Grape canes have a wide diversity of polyphenolic compounds mainly 

oligostilbenoids and procyanidins with potential health benefits (Sáez et al., 2018). 

Consequently, polyphenols can be used for development of additives in functional 

foods. 

In this work, an extract of grape canes (Vitis vinifera cv. Pinot Noir) was produced at 

pilot-scale in a reactor of 750 L. The extract was encapsulated with HP-β-cyclodextrins, 

and then dried by spray drying. Profiles and content of polyphenols were determined by 

liquid chromatography/electrospray ionisation-linear ion trap quadrupole-Orbitrap-mass 

spectrometry (HPLC/ESI-LTQ-Orbitrap-MS). Change in the phenolics compositions 

was analysed and compared in the laboratory and pilot plant extraction as well as in 

microencapsulated extract. 

Several changes in the phenolic profile between analytical and pilot extraction were 

observed such a decrease apparent of resveratrol, catechin, epicatechin and dimeric 

procyanidins, among other compounds. On the other hand, oligostilbenoids: (i) viniferin 

(m/z 453), (ii) hopeaphenol (m/z 905) and (iii) stilbenoid heterodimer (m/z 469) were 

successfully encapsulated. 

The phenolic profile change during production and microencapsulation of the extract is 

relevant for evaluating in the future the efficiency and effectiveness of bioproducts as 

food additives. 
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8.3.3 Congreso 3: Identification of phenolic compounds in raisins (Vitis vinifera 

L.) by HPLC-LTQ-ORBITRAP-MS 

 

Autores: Danilo Escobar-Avello, María Marhuenda-Muñoz, Marta Trius, Jose 
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8.3.4 Congreso 4: Mediterranean dried fruits are a rich source of phenolic 

compounds. 

 

Autores: María Marhuenda-Muñoz, Danilo Escobar-Avello, Marta Trius, Jose 

Fernando Rinaldi de Alvarenga, Anna Vallverdú-Queralt, and Rosa María Lamuela-
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8.3.5 Congreso 5: Total polyphenol content of commercial dried fruits. 

 

Autores: María Marhuenda-Muñoz, Danilo Escobar-Avello, Jose Fernando Rinaldi de 

Alvarenga, Paola Quifer-Rada, Anna Vallverdú-Queralt, and Rosa María Lamuela-
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8.3.6 Congreso 6: Grape cane extracts: An opportunity for the development of 

novel additives for food Chilean industry. 

 

Autores: Danilo Escobar-Avello, Sebastián Riquelme, Claudia Mardones, Carola 

Vergara, Dietrich von Baer. 
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