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Resumen 

Los radicales libres (RL) son moléculas altamente reactivas, actuando como oxidantes en 

medios biológicos. La formación de RL y otras ERO es parte inevitable del metabolismo 

de los organismos aerobios y actualmente son parte integral para su correcto 

funcionamiento. El interés en su estudio se debe a su posible implicación en el desarrollo 

de algunas enfermedades crónico-degenerativas;  en años recientes, también se incluye 

entre estas al envejecimiento. Debido a su importancia biológica, las ERO  requieren de 

un control preciso y bien regulado, este control está dado por los sistemas antioxidantes 

endógenos y exógenos. Evidencia científica sugiere que intervenciones dietéticas 

capaces de aumentar los mecanismos de respuesta al estrés (ej. estrés oxidante) podrían 

ser eficaces para prevenir el desarrollo de enfermedades degenerativas y promover un 

envejecimiento más saludable. Esto se podría conseguir mediante el consumo de 

compuestos bioactivos presentes en plantas. Las semillas de achiote (Bixa orellana) 

contienen grandes cantidades de los carotenoides bixina y norbixina, además de ser la 

mayor fuente de δ-tocotrienol conocida. Por su parte, los frutos de jitomate (Solanum 

lycopersicum) de variedades rojas son ricos en licopeno, además de contener cantidades 

considerables de β-caroteno y ser una fuente rica de α-tocoferol. En este trabajo se 

estudiaron distintos métodos de obtención de extractos ricos en carotenoides y vitamina E 

de semillas de achiote y de frutos de jitomates nativos, con la finalidad de aprovechar 

estos materiales como fuente de compuestos bioactivos, pero utilizando métodos de 

extracción que disminuyan el impacto en el ambiente generado por este tipo de procesos. 

En línea con esto, y con la promoción de la salud de la población, se ensayaron solventes 

verdes para reemplazar a los solventes orgánicos comúnmente usados. Estos solventes 

verdes, además de ser biodegradables son más seguros para usuarios y consumidores. 

Adicionalmente, la funcionalidad de los extractos obtenidos se evaluó en el modelo de 

Caenorhabditis elegans, el cual es ampliamente utilizado con este fin. Dentro de los 

resultados se observó que la aplicación de sonicación por sonda es una herramienta que 

permite reducir el tiempo de extracción, la cantidad de solvente usado, y la cantidad de 

energía necesaria en comparación con los métodos de maceración, extracción con equipo 

Soxhlet o sonicación en baño, siendo así la tecnología más eficiente para la obtención de 

extractos de semillas de achiote, además de ser una tecnología sencilla de aplicar. Los 

solventes verdes que se probaron en este trabajo mostraron ser una opción viable para la 

obtención de los extractos funcionales, destacando al acetato de isopropilo. Para la 

obtención de extractos de jitomate, la aplicación de enzimas digestivas, en combinación 
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con la sonicación y el uso del solvente acetato de isopropilo generó los extractos con 

mayor actividad funcional a nivel in vitro y mayor contenido de compuestos funcionales. 

Los extractos así obtenidos, tanto de achiote como de jitomate, fueron probados en los 

nematodos. Se observó que los extractos fueron capaces de extender la vida del 

nematodo, así como incrementar su resistencia a estrés térmico, oxidante y por radiación 

UV en la cepa nativa de C. elegans. Estos efectos protectores no estuvieron relacionados 

con la disminución en la fertilidad ni con la restricción calórica. Además, en el caso de los 

extractos de achiote fueron dependientes de la vía de la insulina, pero independientes de 

la actividad de los factores de transcripción DAF-16, HSF-1 y SKN-1. Estos resultados 

sugieren que el extracto de achiote puede modular la resistencia a estrés y la longevidad 

de manera directa, posiblemente evitando el daño oxidante debido a su alto contenido de 

carotenoides y vitamina E, pero también mediante la interacción con los mecanismos 

reguladores de la respuesta endógenos, como la vía de señalización de insulina. Los 

extractos de jitomate mostraron capacidad para extender la vida y la resistencia al estrés 

en la cepa nativa, en la mutante MEV-1 y en mutantes de la vía de insulina de C. elegans, 

sin embargo, no tuvieron el mismo efecto en mutantes de los factores de transcripción 

DAF-16, HSF-1 y SKN-1. Este comportamiento, principalmente lo ocurrido con las 

mutantes, fue contrario a lo que ocurrió con los extractos de achiote. A pesar de que los 

compuesto presentes en los extractos de cada tipo de material estudiado pertenecían a 

las mismas familias (carotenoides y vitamina E), los efectos que se presentaron en los 

gusano (efectos observados en la cepa nativa) parecen estar mediados por distintos 

mecanismos entre sí (según los resultados observados en las pruebas sobre mutantes del 

nematodo). Estos resultados son interesantes debido a que en la literatura hay mucha 

información sobre la actividad antioxidante de carotenoides y vitamina E, sin embargo 

esta es mucho más relacionada con su actividad directa como neutralizadores de 

radicales libres que con su capacidad para modular las vías de señalización de respuesta 

a estrés. De esta forma, se aportaron evidencias de la capacidad de los extractos de 

achiote y jitomate nativo para reforzar las respuestas antiestrés del nematodo C. elegans; 

debido a la similitud inter-especie en las vías de señalización que intervienene en estos 

mecanismos de respuesta, es posible pensar que los resultados presentados en C. 

elegans pueden ser relevantes para mamíferos e incluso para seres humanos, con lo que 

se podría dar un nuevo uso a estos productos sub-valorados en nuestro país, además del 

efecto positivo que podrpia llegar a tener en la salud de la población.  

 



vii 
 

Abstract 

Free radicals (FR) are highly reactive molecules, acting as oxidants in biological medium. 

The formation of FR and other ROS is an inevitable part of the metabolism of aerobic 

organisms and is actually an integral part of their functioning. The interest in its study is 

due to its possible participation in the development of some degenerative diseases; in 

recent years, aging is also included among these. Due to their biological importance, ROS 

require precise and well regulated controls, these controls are given by endogenous and 

exogenous antioxidant systems. Scientific evidence suggests that dietary interventions 

that increase stress response mechanisms (eg oxidative stress) could effectivly prevent 

the development of degenerative diseases and promove healthier aging. This could be 

achieved by consuming plants bioactive compounds. Annatto seeds (Bixa orellana) 

contain high amounts of carotenoids bixin and norbixin, in addition to being the major 

source of δ-tocotrienol known. On the other hand, the tomato (Solanum lycopersicum) 

fruits of red varieties are rich in lycopene, besides, contain considerable amounts of β-

carotene and  highly quantities of α-tocopherol. In this work, different methods of obtaining 

extracts rich in carotenoids and vitamin E from achiote seeds and native tomatoes fruits 

were studied in order to take advantage of these materials as sources of bioactive 

compounds, using environmentally friendly extraction methods. In line with this, and with 

the population health promotion, green solvents were tested to replace commonly used 

organic solvents. These green solvents, in addition to being biodegradable, are safer for 

users and consumers. The functionality of the extracts obtained was evaluated in the 

Caenorhabditis elegans model, which is widely used for this purpose. Within the results, it 

was observed that the application of probe sonication is a tool that allows reducing the 

extraction time, the amount of solvent used, and the amount of energy needed, comparing 

to the methods of maceration, extraction with Soxhlet equipment or bath sonication, being 

the most efficient technology for obtaining the extracts, as well as being simple to apply. 

The green solvents that were tested in this work proved to be a viable option for obtaining 

functional extracts, highlighting isopropyl acetate. In order to obtain tomato extracts, the 

application of digestive enzymes, in combination with probe sonication and the use of 

isopropyl acetate as solvent, generated extracts with the greatest functional activity at in 

vitro level and highest content of functional compounds. The extracts thus obtained, both 

from achiote and tomato, were tested in the nematodes. It was observed that the extracts 

were able to extend the life of the nematode, as well as increase its resistance to thermal 

stress, oxidant and UV radiation stress in the native strain of C. elegans. These protective 
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effects were not related to decrease in fertility or caloric restriction. In addition, in the case 

of achiote extracts, they were dependent on the insulin pathway, but independent of the 

activity of the transcription factors DAF-16, HSF-1 and SKN-1. These results suggest that 

achiote extract can modulate stress resistance and longevity directly, possibly avoiding 

oxidative damage due to its high content of carotenoids and vitamin E, but also through 

interaction with endogenous response regulatory mechanisms, such as the insulin 

signaling pathway. Tomato extracts showed the ability to extend life and stress resistance 

in the native strain, in the MEV-1 mutant and in mutants of the insulin pathway; however, 

they did not had the same effect in DAF-16, HSF-1 and SKN-1 mutants. This behavior, 

mainly that happened with the mutants, was contrary to what happened with the achiote 

extracts. Although the compounds present in the extracts of each type of material studied 

belonged to the same families (carotenoids and vitamin E), the effects that conducted in 

the worm (in native strain) seem to be mediated by different mechanisms each other 

(seem in mutants). These results are interesting because in the literature there is much 

information about the antioxidant activity of carotenoids and vitamin E, however, this 

activity is related to its direct activity as free radical neutralizers, and rarely to its ability to 

modulate anti-stress signaling pathways. In this way, evidence was provided of the ability 

of the extracts of achiote and native tomato to increase the anti-stress responses of the C. 

elegans nematode. Due to the inter-species similarity in the signaling pathways involved in 

the effects, it is possible to think that the results presented in C. elegans may be relevant 

for mammals and even for humans, which could give a new I use these undervalued 

products in our country, in addition to the positive effect that could have on the health of 

the population. 
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1. Introducción 

1.1 Radicales libres y ERO 

La historia de los radicales libres (RL) como intermediarios de reacciones químicas se 

inicia con los experimentos realizados por Gomberg en 1900, cuando logró obtener el 

radical trifenil-metilo en solución; a partir de entonces se comenzaron a estudiar una gran 

variedad de reacciones químicas que involucraban la formación de RL con un gran 

impulso en la etapa de la Segunda Guerra Mundial, donde se utilizaban estas reacciones 

para la producción de polímeros (Konigsberg, 2008). 

Los RL son moléculas que contienen uno o más electrones desapareados, es decir que 

no tienen pareja con spin opuesto que lo estabilice. Debido a esto son altamente reactivos 

actuando como oxidantes (capturando electrones) en medios biológicos (Halliwell, 2011 ; 

Carocho y Ferreira, 2013).  

La formación de RL es parte del metabolismo aerobio, siendo las mitocondrias (y 

cloroplastos en plantas) el principal sitio de formación de RL y las especies reactivas de 

oxígeno (ERO, que además de RL incluyen  precursores de estos) las más abundantes, 

aunque también existen especies reactivas de nitrógeno (ERN) y de azufre (ERA) (Hekimi 

et al., 2011). En el cuadro 1 se presentan las características de las ERO más importantes. 

Estas especies reactivas tienen una vida media muy corta (fracciones de segundo) debido 

a su alta reactividad. 

Cuadro 1.- Principales ERO y sus características. 

ERO Nombre Características 

·
O2

 Superóxido 
Es muy reactivo en medio hidrofílico, pero no 
puede atravesar libremente las membranas; 
puede transformarse en H2O2 

·
OH Hidroxilo 

Es el más reactivo, se ha relacionado con el daño 
sufrido directamente en ADN, proteínas y lípidos. 

H2O2 Peróxido de hidrógeno 
No es un radical, pero puede generarlos al estar 
en contacto con metales como el hierro y el cobre; 
también produce oxidación. 

ONOO
· Peroxinitrito 

Se forma a partir de la reacción del radical 
superóxido con el ácido nítrico, se le relaciona con 
varias patologías. 

1O2 Oxígeno singulete 
Se forma como producto de la reacción del 
glutatión reducido y el radical superóxido y 
durante la lipoperoxidación. 
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En condiciones basales, la vida media del O2· mitocondrial es 10-4 s,  del O2· citosólico 10-

3 s, del H2O2 0.1 s, del ·OH 10-9 s y del 1O2 10-6 s. Las ERO más abundantes en las 

mitocondrias son el O2· y el H2O2, con concentraciones de 1x10-10 y 5x10-9 M, 

respectivamente. Si estas concentraciones se incrementan se favorece la generación del 

radical hidroxilo (HO·), que es el más dañino para las biomoléculas y las células en 

general (Konigsberg, 2008; Carocho y Ferreira, 2013).  

El interés por los RL se ha visto incrementado de manera importante durante las últimas 

décadas, debido a su posible implicación en algunas enfermedades crónico-degenerativas 

que en la actualidad representan las principales enfermedades que son causas de 

mortalidad principalmente en países occidentales, tales como cáncer y enfermedades 

cardiovasculares (Rodríguez y Sastre, 1999). Son tres grandes factores relacionados a los 

RL los que influyen en la salud, la primera es su formación, la segunda son los sistemas 

antioxidantes (enzimáticos y no enzimáticos), y la tercera son metales de transición que 

funcionan como los co-factores de enzimas. La comprensión de estos tres factores podría 

ayudar a prevenir o reducir la incidencia de un gran número de padecimientos, disminuir 

los costos en salud pública por su tratamiento y mejorar la calidad de vida de las personas 

(Carocho y Ferreira, 2013). 

1.2 Generación de ERO en organismos aerobios 

La aparición de los organismos fotosintéticos produjo un aumento en la concentración de 

oxígeno en la atmósfera (hasta alcanzar el 21% actual) e hizo necesario que los 

organismos adquirieran la capacidad de sobrevivir en estas condiciones, llegando incluso 

a involucrarlo en su metabolismo; sin embargo, su participación llevó a la formación de 

ERO como parte inevitable del mismo.  

En las células de los organismos, las ERO se producen en la cadena de transporte de 

electrones mitocondrial, en cloroplastos (en plantas), en peroxisomas en el metabolismo 

de ácidos grasos, en el retículo endoplásmico (complejo citocromo P450) durante el 

metabolismo de xenobióticos, por la NADPH oxidasa membranal, así como por otras 

reacciones enzimáticas como la de la xantina oxidasa en la degradación de purinas  

(Carocho y Ferreira, 2013). En estas reacciones se generan principalmente O2· y H2O2 

(Fig 1). Mientras que los procesos oxidantes en las mitocondrias de las células 

generalmente dan lugar a la transferencia de electrones al O2 para formar agua sin 

liberación de intermediarios, inevitablemente se forma un pequeño número de RL; 
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aproximadamente el 0.5% de los electrones que se transfieren durante la cadena 

respiratoria terminan en la formación de RL. En los peroxisomas se oxidan los ácidos 

grasos y otros compuestos por transferencia de electrones desde el FADH2 al O2 con 

formación de peróxido de hidrógeno, el cual se convierte fácilmente en radical hidroxilo. El 

sistema del citocromo P450 localizado en el retículo endoplasmático también puede 

producir ERO (Konigsberg, 2008); este sistema es encargado de metabolizar compuestos 

extraños al organismo tales como contaminantes, medicamentos, etc. Lo que hace el 

sistema es modificar a los compuestos mediante reacciones de hidroxilación para  

volverlos más solubles, favoreciendo con ello su eliminación, aunque en ocasiones, como 

al metabolizar el H2O2, produce especies más toxicas (en este caso el O2·) (Crespo, 

2006). 

 El cobre y hierro son importantes en la formación de ERO, debido a su capacidad para 

aceptar o donar electrones, lo que los hace elementos prooxidantes; al interaccionar con 

el ·O2 o el H2O2 generan 1O2 y 
·
OH (Konigsberg, 2008; Carocho y Ferreira, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                 Figura 1. Reacciones que conducen a la formación de RL y ERO.  

1.3 ERO como moléculas de señalización 

La presencia de los ERO en la actualidad no es sólo natural sino necesaria en los 

organismos para promover ciertas respuestas celulares; en años recientes se ha 

reportado que en concentraciones adecuadas, las ERO  funcionan como moléculas de 
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señalización, desencadenando procesos como la fosforilación de proteínas, la activación 

de factores de transcripción, la proliferación y diferenciación celular, la apoptosis, la 

maduración de homocigotos, la inmunidad celular y las defensas contra microorganismos 

(Konigsberg, 2008; Hekimi et al., 2011; Rajendran et al., 2014). Se ha propuesto a las 

proteínas ricas en grupos tiol (-SH) de residuos de cisteína como las responsables de 

censar la presencia de ERO debido a que estos grupos son fácilmente oxidables y sufren 

transiciones tiol-disulfuro, que llevan a cambios conformacionales que las activan o que 

las inhiben (Konigsberg, 2008). 

Como ejemplos, entre los factores de transcripción activados por ERO en mamíferos se 

encuentran el NF-кB que regula la transcripción de genes para citosinas, factores de 

crecimiento, receptores inmunológicos, moléculas de adhesión, proteínas antiapoptóticas 

y el Nrf2, un factor de transcripción que ha cobrado gran importancia en los últimos años 

por su capacidad para regular la expresión de diversas proteínas con función antioxidante 

y detoxificante, teniendo importancia en la carcinogénesis, la respuesta inflamatoria y 

neuroprotección entre otros procesos (Konigsberg, 2008). En plantas, las ERO generadas 

por la NADPH oxidasa promueven la entrada de calcio a la célula, induciendo el 

crecimiento de raíces (Foreman et al., 2003; Swanson y Gilroy, 2010). 

1.4 Modificación de biomoléculas por ERO 

Los RL y ERO al acumularse producen oxidación en distintas biomoléculas, entre las que 

figuran las proteínas como las más propensas a sufrir modificaciones por ser las más 

abundantes en los seres vivos, además de lípidos y ácidos nucleicos (Hekimi et al., 2011). 

Recientemente se ha prestado gran interés a este fenómeno y los sistemas antioxidantes 

como reguladores celulares, debido a su participación en el desarrollo de un gran número 

de enfermedades degenerativas (Cieślik et al., 2006; Helmja et al., 2008; Preedy, 2014). 

Se cree que la modificación de biomoléculas está implicada en la relación del daño 

oxidante con las enfermedades degenerativas, aunque podría no ser la única conexión 

entre ellos. 

1.4.1 Modificación de proteínas 

Debido a que las proteínas son las moléculas más abundantes y diversas en cualquier 

sistema biológico, son las más afectadas por los RL; sin embargo, su modificación suele 

tener poco impacto en la célula al corto plazo debido a que estas moléculas están 

sometidas a mecanismos rápidos de reparación y degradación, que incluso pueden verse 
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estimulados por la presencia de un ambiente oxidante (Konigsberg, 2008). Es en el largo 

plazo donde se pueden formar agregados proteicos insolubles resistentes a la 

degradación, que participan en el desarrollo de enfermedades cardiacas y 

neurodegenerativas (Alavez y Lithgow, 2011).  

El radical hidroxilo es muy reactivo con las proteínas y puede causar modificaciones en 

casi todos los residuos de aminoácidos; en particular ataca a la tirosina, fenilalanina, 

triptófano, histidina, metionina y cisteína, formando entrecruzamientos e induce la 

fragmentación (de Teresa-Galván et al., 2008). Diversas reacciones de oxidación pueden 

convertir algunos residuos de aminoácidos, como la prolina, arginina y lisina a derivados 

con grupos carbonilo (González et al., 2000; de Teresa-Galván et al., 2008). La presencia 

de este grupo químico se ha utilizado para determinar el nivel de oxidación en proteínas 

(Clancy y Birdsall, 2013). De esta manera, se ha estimado que 2 nM de grupos carbonilo 

en personas jóvenes representa un daño de 10% del total de las proteínas celulares, 

mientras que en ancianos este porcentaje se duplica o triplica (González et al ., 2000; 

Stadtman y Levine, 2000). 

Cabe señalar que, mientras más avanzada sea la edad del individuo, la eficacia de los 

sistemas de reparación y degradación de proteínas disminuye, con la consecuente 

formación y acumulación de proteínas entrecruzadas y agregadas, que son característicos 

de enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Finkel y Holbrook, 2000; 

Konigsberg, 2008). 

1.4.2 Modificación de lípidos   

Los lípidos tienen el segundo lugar como las biomoléulas más frecuentemente afectadas 

por los RL. La oxidación de los lípidos membranales provoca alteraciones en la 

permeabilidad o la pérdida de la integridad de las membranas (Pisoschi y Pop, 2015). Los 

fosfolípidos, principalmente poliinsaturados, presentes en las membranas plasmáticas y 

de organelos son propensos a sufrir peroxidación lipídica, una reacción de RL en cadena 

iniciada por el radical hidroxilo (Fig 2). Los radicales lipídicos resultantes sufren un 

rearreglo de dieno conjugado, el cual reacciona con oxígeno molecular para formar 

radicales peróxido-lipídicos junto con malondialdehídos e hidroperóxidos. Estos 

compuestos pueden reaccionar con metales de transición como el cobre y el hierro y 

formar nuevos radicales hidroxilo, en un fenómeno de expansión en la etapa denominada 

propagación. Durante estos procesos, denominados en conjunto lipoperoxidación, se 
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forman otros compuestos no radicales, principalmente hidroxialquenales, que pueden 

fácilmente reaccionar con el ADN, inhiben la transcripción de ARN y la síntesis de 

proteínas e impiden la reparación del ADN; además se pueden unir al glutatión 

disminuyendo su actividad protectora (Gónzalez et al., 2000; Birben et al., 2012). Los 

lípidos son a menudo blanco de las ERO porque muchas de las enzimas que las 

producen están integradas en las bicapas lipídicas y porque el enlace C–H bis alílico en 

los ácidos grasos poliinsaturados es relativamente inestable en comparación con otros 

enlaces C–H (Traber y Stevens, 2011). 

Una consecuencia de esta oxidación se observa en las “manchas de la edad” en las 

personas ancianas. Estas aparecen por la presencia del pigmento lipofusina que se cree 

es una mezcla de lípidos entrecruzados y productos de la peroxidación. Además, una 

consecuencia más grave debido a alteración de la permeabilidad de las membranas es la 

acumulación de iones dentro de la célula produciendo inflamación y llegando a 

desencadenar apoptosis (González et al., 2000; Devlin, 2004). 

 

Figura 2. Reacciones durante la oxidación de lípidos. Adaptado de González et al., 2000. 

Además de los lípidos de las membranas, los RL pueden afectar los lípidos que se 

encuentran en el citoplasma, como las lipoproteínas de baja densidad (LDL). Su oxidación 

presenta las mismas características generales descritas en los procesos que ocurren en 

los lípidos de las membranas (Pérez-Guerra, 2007).  Los ácidos grasos presentes en las 

LDL pueden originar peróxidos, hidroperóxidos, productos similares a las prostaglandinas 

(isoprostanos), aldehídos  e hidrocarburos; también se pueden originar productos de 

oxidación del colesterol, la lisofosfatidilcolina y otros productos de oxidantes de los 

fosfolípidos (Carvajal-Carvajal, 2015). Todas estas están relacionadas con el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares degenerativas como la ateroesclerosis (Pérez-Guerra, 

2007). 
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1.4.3 Modificación de ácidos nucleicos 

Finalmente, las modificaciones realizadas en el ADN por las ERO tienen el  mayor 

potencial de ser graves o fatales, por sus implicaciones en el funcionamiento celular. 

Dichas modificaciones se presentan por la reacción de las ERO con las bases 

nitrogenadas y/o con la desoxirribosa (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006). El 

daño por el radical HO· a bases nitrogenadas puede generar mutaciones que modifican el 

reconocimiento de los factores de transcripción, alterando la expresión génica y pueden 

causar carcinogénesis, apoptosis, necrosis y enfermedades hereditarias (Konigsberg, 

2008). La desoxirribosa, al oxidarse produce el rompimiento del enlace azúcar-fosfato, 

provocando la ruptura de la cadena sencilla, esta afectación puede repararse por enzimas 

ligasas; una ruptura de la doble cadena podría implicar un daño irreparable al ADN 

(González et al., 2000; Crespo, 2006).  

La molécula más utilizada como referente para conocer el nivel de oxidación del ADN es 

la 8-hidroxidesoxiguanosina que se deriva de la modificación de la guanosina por el 

radical HO·. Una molécula similar, la 8-hidroxiguanosina es usada para conocer la 

oxidación del ARN. La razón de que este indicador sea utilizado es que la guanosina 

presenta el potencial de ionización más bajo, por lo que es más fácilmente afectada por 

las ERO (Konigsberg, 2008).  Es conocido que el ARN es oxidado  más frecuentemente 

debido a que está presente en zonas más cercanas a la generación de los ERO (Pisoschi 

y Pop, 2015). De la misma forma, el ADN mitocondrial es más susceptible a ser 

modificado que el ADN nuclear (Devlin, 2004). Se calcula que el número de ataques de 

ERO sobre el ADN por célula por día en humanos es cercano a 10 mil, siendo el radical 

hidoxilo el único que ha demostrado alterar los ácidos nucleicos (Crespo, 2006).  

1.4.4 Participación de ERO en enfermedades crónico-degenerativas y 

envejecimiento 

La acumulación de ERO se ha relacionado con una gran cantidad de enfermedades entre 

las que se pueden mencionar Alzheimer, Parkinson, esclerosis múltiple, pérdida de la 

memoria, diabetes tipo II, depresión, enfermedades cardiovasculares, desordenes 

pulmonares e incluso enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide y 

enfermedades renales, desarrollo de tumores, cáncer y recientemente se incluye en esta 

lista al envejecimiento (Rajendran et al., 2014). 
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El proceso de envejecimiento se puede definir como la acumulación de daños en los 

organismos vivos hasta un punto crítico en que conducen al organismo a su colapso final 

(Argyropoulou et al., 2013). Estos daños  no reparados en conjunto llevan a la disminución 

en las funciones fisiológicas y de la capacidad de respuesta a estrés, lo que conduce a la 

aparición de fragilidad, enfermedades y finalmente la muerte (Preedy, 2014). Entre las 

reacciones que conducen a la acumulación de daños, las reacciones de RL y otras ERO 

así como errores aleatorios en el procesamiento de ácido nucleicos son las principales 

causas (Sadowska-Bartosz y Bartosz, 2014).  

Algunos experimentos realizados con células humanas  en cultivo han comprobado que 

los fibroblastos diploides presentan una sobrevivencia extendida cuando se cultivan en 

condiciones de bajo nivel de oxígeno; en contraste, cuando se les cultiva en altas 

concentraciones de oxígeno la sobrevivencia disminuye, interviniendo procesos de 

aceleramiento de senescencia de las células. Resultados similares se han observado 

cuando las células son expuestas a concentraciones no letales de peróxido de hidrógeno 

(Finkel y Holbrook, 2000). Estos resultados indican que la presencia de oxígeno y 

peróxido de hidrógeno en concentraciones elevadas aceleran los procesos que llevan a la 

senescencia y muerte celular.  

Se ha postulado la hipótesis de que el envejecimiento y la oxidación causada por las ERO 

están altamente relacionados, aunque no se ha comprobado una relación causa-efecto 

entre ellos (Hekimi et al., 2011). Muchos estudios han mostrado una tendencia de 

acumulación de daño oxidante en organismos envejecidos en comparación con 

organismos jóvenes, y lo que es más, diversos mecanismos que han mostrado prolongar 

la vida de organismos modelos, presumiblemente retrasando el proceso de 

envejecimiento, han mostrado incrementar su resistencia a distintos tipos de estrés, entre 

los que destacan el estrés oxidante y el estrés térmico (Ristow y Schmeisser, 2011; Kim et 

al., 2014; Moreno-Arriola et al., 2014). En general, los mecanismos de respuesta a estos 

dos tipos de estrés están relacionados y comparten algunos intermediarios posiblemente 

porque el cambio de conformación producida por calor en ciertas proteínas podría 

promover el incremento en la generación de ERO y el mal funcionamiento de los sistemas 

antioxidantes (Johnson et al., 2000).  

Recientemente se plantea que el papel de las ERO en el envejecimiento y en varias de 

las enfermedades relacionadas con éste está ligado a su influencia en el estado redox de 

las células (relación entre biomoléculas en su estado nativo  y en estado oxidado, 
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resultante del balance entre ERO y los sistemas antioxidantes), el cual regula una gran 

cantidad de procesos celulares (crecimiento, reproducción, sobrevivencia, apoptosis), más 

allá de la mera oxidación sobre las biomoléculas cercanas (Jones, 2015).  

Las intervenciones dietéticas o farmacológicas capaces de aumentar los mecanismos de 

respuesta al estrés (ej. estrés oxidante) podrían ser eficaces para prevenir el desarrollo de 

enfermedades degenerativas (Kim et al., 2014; Kim et al., 2015; Rathor et al., 2017). Este 

tipo de intervenciones suelen estar mediadas por la modulación de vías de señalización 

intracelulares como la vía de señalización de insulina/factor de crecimiento similar a la 

insulina (IIS), la vía del blanco de la rapamicina (TOR) o la autofagia (McColl et al., 2010; 

Partridge, 2014; López-Otín et al., 2016). 

1.5 Mecanismos de defensa antioxidante 

Los organismos aerobios desarrollaron mecanismos de defensa contra ERO (Fig 3), que 

comprenden la prevención de su formación, la captura de intermediarios dañinos, la 

inhibición de su propagación y la reparación de los daños, estos mecanismos pueden ser 

enzimáticos y no enzimáticos (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006; González 

et al., 2000). Estos mecanismos son de vital importancia para los organismos y están 

relacionados con su longevidad y sobrevivencia a condiciones de estrés; el desarrollo de 

diversos trastornos implica además de la generación de ERO, la reducción de los 

sistemas anti-estrés, propiciando un desbalance entre estos dos factores (Epel y Lithgow, 

2014).  
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Figura 3. Clasificación de los antioxidantes. Adaptado de Carocho y Ferreira, 2013 

Los mecanismos antioxidantes se pueden dividir en tres niveles. El primer nivel está 

compuesto principalmente por enzimas y su función es evitar la formación de ERO a 

través del secuestro de sus precursores o promotores. La segunda línea consiste en 

compuestos antioxidantes como son las vitaminas C y E o el glutatión. Esta línea de 

defensa actúa neutralizando los radicales una vez formados e impidiendo su propagación. 

La tercera línea consiste en un amplio número de enzimas encargadas de la reparación 

de moléculas como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos que han sido afectadas (Pokorny 

et al., 2001). 

Según su naturaleza química, los antioxidantes pueden actuar en distintos organelos 

celulares, dependiendo de la afinidad con el medio que los rodea. De tal forma, la 

vitamina E, los carotenoides y otros compuestos hidrofóbicos, actúan a nivel de 

membranas mientras que enzimas, glutatión, vitamina C, metales y compuestos 

polifenólicos actúan en el citoplasma (Fig 4) (de Teresa-Galván et al., 2008).  

                                   

Figura 4. Sitios de acción de los sistemas antioxidantes dentro de la célula. 

1.5.1 Mecanismos de defensa enzimáticos 

Entre los mecanismos de defensa enzimáticos destacan los que se describen a 

continuación. Cabe mencionar que los mecanismos enzimáticos son siempre endógenos 
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y son los principales mecanismos que mantienen el estado redox en sus niveles normales 

(Halliwell, 2011). 

La enzima superóxido dismutasa (SOD) cataliza la transformación del anión superóxido a 

peróxido de hidrógeno. Existen dos isoformas de esta enzima, una citoplasmática y una 

mitocondrial; la SOD-Cu/Zn actúa en el citoplasma mientras la SOD-Mn se encuentra en 

la mitocondria (Fig 5) (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006). 

La glutatión peroxidasa (GPX) es una enzima dependiente de selenio que cataliza la 

reducción del H2O2 usando glutatión reducido (GSH) y generando como productos agua y 

glutatión oxidado (GSSG); actúa en concentraciones de peróxido bajas (Peng et al., 

2014). Existen isoenzimas de GPX en citoplasma, mitocondria y membrana plasmática 

(Fig 5) (Konigsberg, 2008; Hekimi et al., 2011; Halliwell, 2011).  

La catalasa (CAT) es una enzima con alta tasa de renovación. Se localiza principalmente 

en peroxisomas y mitocondrias (Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006). También 

tiene actividad peroxidasa, que se desarrolla principalmente en los peroxisomas. Actúa en 

condiciones de concentraciones de  H2O2 elevadas cuando la GPX, que tiene mayor 

afinidad por el sustrato, es superada  (Fig 5) (González et al., 2000). 

 

a) 
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Figura 5. Actividad de las enzimas antioxidantes. a) Esquema resumido, b) diagrama en la célula, 

Tomado de Díaz-Huang et al., 2015. 

La enzima glutatión reductasa (GR) reduce al GSSG regenerando la forma reducida 

(GSH), usando la coenzima NADPH (Carocho y Ferreira, 2013). La GR forma parte, con 

las enzimas ascorbato peroxidasa (APX), monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) y 

dehidroascorbato reductasa (DHAR), del sistema antioxidante conocido como ciclo 

ascorbato-glutatión (Fig 6). En este proceso el ascorbato reduce al H2O2 a agua en la 

reacción catalizada por APX (Foyer y Noctor, 2011).  La vitamina C participa también en la 

regeneración de Vitamina E (Lázaro et al., 2013). 

 

 

 

 

 

Figura 6. Ciclo ascorbato-glutatión. Tomado de Lázaro  et al., 2013. 

Las tiorredoxinas peroxidasas (Trx-P) son una familia de enzimas distribuidas en varios 

puntos de la célula, y dependiendo del punto en que se encuentren será la función que 

b) 
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realicen. Dentro de este grupo se encuentran las peroxirredoxinas (Prx). Su función 

antioxidante se debe a la secuencia de aminoácidos con poder reductor derivado de la 

presencia de grupos tiol por lo que tienen un residuo N-terminal muy conservado. Este 

residuo es oxidado por el H2O2. La función antioxidante de otras tiorredoxinas deriva de su 

capacidad de mantener a las Prx en su forma reducida, reducir a las glutatión peroxidasas 

oxidadas e inducir algunos tipos de superóxido dismutasa (Konigsberg , 2008). 

Otras enzimas que participan en los mecanismos de defensa son la glutatión-S-

transferasa (GST), el polipéptido reductor tiorredoxina (Trx) y la tiorredoxina reductasa 

(TrxR), una enzima dependiente de selenio que reduce a la Trx oxidada (Cárdenas-

Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006).  

1.5.2 Mecanismos de defensa no enzimáticos 

Los antioxidantes no enzimáticos son sustancias que a concentraciones bajas inhiben el 

proceso de oxidación, oxidándose ellas mismas (Rajendran et al., 2014). Pueden actuar 

por distintos mecanismos, inhibiendo RL y ERO, a través de la quelación de metales pro-

oxidantes, activando la expresión de genes anti-estrés, extinguiendo los radicales 

superóxido y previniendo la formación de otros ERO, rompiendo la reacción en cadena de 

oxidación, así como reduciendo la concentración de O2 (Oroian y Escriche, 2015). Estos 

pueden ser endógenos o exógenos, siendo estos últimos los más numerosos en 

animales. 

El GSH es el antioxidante no enzimático más importante, es un tripéptido no proteico (glu-

cis-gli) sintetizado en el citosol resistente a proteasas debido al enlace peptídico poco 

común que se da entre los aminoácidos que lo componen; esto le ayuda a que su 

concentración sea alta en todo momento. Es un antioxidante muy importante en los 

organismos; la enzima GPX utiliza GSH para reducir al H2O2 a agua (Konigsberg, 2008). 

Su importancia para el balance redox celular es tal que la relación GSH/GSSH es uno de 

los principales parámetros indicativos del nivel de oxidación celular (Birben et al., 2012).  

Los alimentos que son fuente de compuestos bioactivos, entre los que figuran los 

antioxidantes exógenos, son llamados alimentos funcionales. El Instituto Internacional de 

Ciencias de la Vida (ILSI por las siglas en inglés de “International Life Sciences Institute”) 

considera que un alimento es funcional si se ha demostrado que posee un efecto benéfico 

sobre una o varias funciones específicas en el organismo, más allá de los efectos 

nutricionales habituales, siendo esto relevante para la mejoría de la salud, el bienestar y/o 
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la reducción del riesgo de enfermar (Ashwell, 2002). Los principales beneficios que se 

observan derivados de los alimentos funcionales son el mantenimiento de la homeostasis 

en los organismos y la reducción de los riesgos de contraer enfermedades crónicas como 

diabetes, hipertensión, cáncer, anemia, entre otros (Abuajah et al., 2015). Es posible que 

muchos de estos beneficios estén relacionados con los antioxidantes presentes en los 

alimentos funcionales (Pokorny et al., 2001). Además, los antioxidantes naturales también 

se utilizan en la conservación de alimentos para prevenir la oxidación de sus 

componentes (Falowo et al., 2014). Los antioxidantes naturales obtenidos de los 

alimentos se pueden dividir en cuatro grandes grupos: vitaminas, carotenoides, 

polifenoles y minerales (Carocho y Ferreira, 2013; Ginter et al., 2014; Oroian y Escriche, 

2015). 

Vitaminas. A este grupo pertenecen dos de los antioxidantes de mayor importancia, la 

vitamina C y la vitamina E. La vitamina C es llamada también ácido ascórbico, y existen 

dos especies activas, ácido L-ascórbico y L-dehidroascórbico (Fig 7). Esta vitamina es 

absorbida a nivel gastrointestinal en los humanos y actúa inhibiendo a las ERO, además 

de regenerar otros antioxidantes como al glutatión y a la vitamina E (Carocho y Ferreira, 

2013). Durante el desarrollo evolutivo, los primates incluyendo al hombre, perdieron la 

capacidad de sintetizar este compuesto por lo que tienen que consumirlo en la dieta, sin 

embargo, muchos animales son capaces de hacerlo (Ginter et al., 2014). En condiciones 

celulares, la eficiencia del ascorbato es alta a bajas concentraciones, donde una molécula 

puede neutralizar dos moléculas del radical peroxilo, pero a altas concentraciones su 

eficiencia puede disminuir hasta 0 (Oroian y Escriche, 2014). 

 

 

 

Figura 7. Conversión de los compuestos ácido L-ascórbico y ácido L-dehidroascórbico. 

La vitamina E es un grupo de compuestos conocidos como tocoferoles y tocotrienoles 

(Abuajah et al., 2015). Existen ocho isoformas, cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles 

(Fig 8). De estos el α-tocoferol es la forma más abundante en los sistemas biológicos por 

tener mayor tiempo de permanencia dentro de los organismos, aunque son los 

tocotrienoles los de mayor actividad biológica. Es la cabeza del grupo cromo lo que 

DHAR 
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confiere la actividad antioxidante a estos compuestos, siendo la cola alifática neutra en 

esta función, pero importante en la forma con que interactúan en el medio en que están 

inmersos, principalmente con las membranas lipídicas. Actúa donando el hidrogeno del 

grupo fenílico y aunque el resultado es un radical tocoferoxilo, este es poco reactivo con lo 

que se detienen las reacciones de oxidación (Carocho y Ferreira, 2013).  

 

Figura 8. Estructura química de los tococromanoles. 

A este grupo de vitaminas también pertenece la vitamina K. Es un grupo de compuestos 

liposolubles cuya actividad es convertir enlaces glutamatos de diversas proteínas en 

carboxiglutamatos. Su estructura de 1,4–naftoquinona le confiere su actividad biológica 

(Carocho y Ferrerira, 2013). 

Carotenoides. Los carotenoides son pigmentos naturales liposolubles (Abuajah et al., 

2015); podemos encontrar dos subgrupos, los carotenos que contemplan a los -carotenos 

así como al licopeno y el segundo grupo son los hidroxi carotenoides (xantofilas), como la 

luteína y la zeaxantina (Fig 9) (Oroian y Escriche, 2015). Estos pueden actuar mediante 

tres diferentes mecanismos: transferencia de electrones, abstracción de hidrógeno y 

adición de radicales (Pisoschi y Pop, 2015).  

El mejor conocido de estos compuestos es el β-caroteno el cual es precursor de la 

Vitamina A. Es un antioxidante muy potente, el cual es capaz de extinguir la presencia del 

oxígeno singülete, inhibir la oxidación de los lípidos a través de la protección contra 

radicales libres (Ginter et al., 2014; Oroian y Ferreira, 2013). 
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Por otro lado, el licopeno ha demostrado en los últimos años tener una mayor capacidad 

antioxidante que el β- caroteno y la vitamina E (Pisoschi y Pop, 2015). Es un eficiente 

neutralizador de radicales libres y de especies de oxígeno, siendo el principal carotenoide 

presente en el plasma y otros tejidos. Además, está involucrado en la modulación de las 

vías de señalización de los procesos redox aumentando la sensibilidad de las células a la 

presencia de ERO´s, afectando la actividad enzimática y la activación de factores de 

transcripción (Ginter et al., 2014).  

 

Figura 9. Estructura de carotenoides. Tomado de Pisochi y Pop, 2015. 

Por el lado de las xantofilas, la luteína es el compuesto de principal importancia. Es un 

potente antioxidante capaz de neutralizar especies reactivas de oxígeno. Es de especial 

importancia para tejidos de los ojos ya que es la zona en la que se acumula 

principalmente tras su absorción (Ginter et al., 2014). 

Compuestos fenólicos. El grupo de compuestos fenólicos es el más numeroso. Más de 

10, 000 compuestos polifenólicos se han identificado en plantas y se encuentran en 

prácticamente todos sus tejidos, desde las raíces hasta las hojas, flores y frutos (Li et al ., 

2014).  

Se caracterizan por la presencia de uno o más grupos hidroxilo (OH) unidos a un anillo 

bencénico (Abuajah et al., 2015). Son metabolitos secundarios de las plantas involucrados 

en toda clase de funciones, desde el crecimiento, lignificación, pigmentación, polinización, 

hasta resistencia contra estrés agentes patógenos y depredadores (Fraga et al., 2010).  

A gran escala los compuestos fenólicos pueden ser divididos en dos grandes grupos: 

flavonoides y no flavonoides (Fraga et al., 2010), esto dependiendo de la cantidad de 
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anillos fenólicos, así como los grupos unidos a estos anillos. Además, los compuestos no 

flavonoides se pueden dividir en ácidos fenólicos, estilbenos y ligninas (Li et al ., 2014). 

Los flavonoides son el grupo más amplio y estudiado, incluye más de 5 mil compuestos, 

se encuentran principalmente en las partes aéreas de las plantas, muchos de ellos como 

pigmentos (Konigsberg, 2007; Ginter et al., 2014; Oroian y Escriche, 2015). Tienen una 

estructura común de C6-C3-C6 formada por dos anillos aromáticos (A y B) unidos por una 

estructura de tres carbonos, usualmente organizada como un heterociclo oxigenado (C) 

(Fig 10). Pueden ser divididos en seis subgrupos según la oxigenación del heterociclo: 

flavanoles, flavanonas, flavonas, flavonoles (esencialmente flavan-3-ol), isoflavonas y 

antocianinas. Desde una estructura básica sencilla, las rutas metabólicas de las plantas 

introducen diferentes grupos hidroxilo, metilo y azucares para formar distintos 

compuestos. En algunos casos, oligomerización y polimerización de los flavonoides puede 

ocurrir, dando lugar a taninos condensados (procianidinas) y taninos hidrolizables (Fraga 

et al., 2010). 

Hoy en día se conoce bien su síntesis en vegetales: el anillo A proviene de la vía de la 

malonilcoenzima A mientras que el anillo B y los carbonos que forman parte del anillo C 

vienen de la vía del ácido shikímico. Un tricétido se cicla y se condensa con una molécula 

de ácido p-cumárico. La enolización del ciclo proveniente de la vía del malonilCoA da 

origen al anillo aromático A en las chalconas y flavanonas, estas a su vez son precursoras 

del resto de los flavonoides (Konigsberg, 2008).  

Por su estructura podemos describir cada uno de los subgrupos de la siguiente forma 

(Oroian y Escriche, 2015; Sandoval-Acuña et al., 2014): 

-Flavonoles: son identificados por la localización del grupo alcohol y el grupo carbonilo en 

el anillo C. Con frecuencia se encuentran unidos a azúcares como. Los principales 

flavonoles en la dieta son la quercetina, mircitina, rutina y kaempferol.  

-Flavonas: químicamente pueden ser identificadas por la ausencia del grupo hidroxilo y la 

presencia de un grupo carbonilo en el anillo oxigenado. La mayor parte de las flavonas 

son sintetizadas a partir de dos flavanonas, la naringenina y la pinocembrina. Pueden ser 

encontrados en todas las partes de las plantas, por  encima y por debajo de la tierra. 

Algunos ejemplos son la luteolina, apigenina, caicaleina, hispidulina.  
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-Flavanonas: son encontrados como O-glucósidos, especialmente abundantes en cítricos. 

Tiene un grupo carbonilo en el C4 pero carece de grupo OH en el anillo C. Presentan un 

insaturación menos en el anillo heterocíclico. En este grupo se encuentran la naringenina, 

pinocembrina, eriodicitol. 

-Flavanoles: se identifican por la ausencia de doble ligadura y grupo carbonilo en el anillo 

oxigenado, aunque sí se presenta un grupo OH. Como ejemplo tenemos a la catequina, 

epigalocatequina, epicatequina. 

-Isoflavanoles: es un grupo perteneciente a los fitoesteroles. Comúnmente unidos a 

azúcares, se reconocen por que el anillo B está unido al C en la posición meta con 

respecto al átomo de oxígeno y no en orto como en el resto de los flavonoides. Los 

principales ejemplos son la deidzeina, genisteina y glicitenina. 

-Antocianinas: las antocianinas son el grupo de pigmentos naturales más grande y 

mayormente distribuidos. Están formados por una estructura de antocianidina (ion flavilio) 

unido a uno o más azúcares, siempre en la posición 3 de la estructura principal. El ion 

flavilio se distingue por la presencia de una insaturación entre los carbonos 3 y 4 en el 

anillo C. Encontramos en este grupo la cianidina, delfedina, malvidina, entre otras.  

 

Figura 10. Estructuras químicas de los flavonoides. Tomado de Sandoval-Acuña et al., 2014 

A 

B 

C 
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Los ácidos fenólicos son las estructuras más sencillas de esta familia de compuestos. 

Existen dos subclases, los derivados del ácido benzoico y los derivados del ácido 

cinámico. Consisten en un anillo bencénico unido a un grupo carboxilo en el caso de los 

ácidos benzoicos y sus derivados, o al ácido propanéico en el caso de los derivados del 

ácido cinámico (Fig 11). Dentro de los más importantes derivados del ácido benzoico 

están los ácidos gálico, hidroxibenzoico, protocatequico, vainillínico y siríngico. Del lado 

de los derivados del cinámico están los ácidos caféico, ferúlico, cúmarico y sinápico. 

Estos por lo general se encuentran unidos a otros grupos a través de enlaces éster y 

raras veces se encuentran libres (Oroian y Escriche, 2015; Li et al ., 2014). Tienen 

actividad antioxidante como quelantes de metales y como secuestradores de radicales 

libres, con especial impacto sobre los radicales hidroxilo y peroxilo, los aniones 

superóxido y peroxinitritos (Carocho y Ferreira, 2013).  

                    

Figura 11. a) Ácido benzoico y b) ácido cumárico. 

Los estilbenos son compuestos formados por dos anillos aromáticos unidos por un puente 

de eteno. Pueden presentarse en forma monomérica u oligomérica. Su importancia radica 

en que sus beneficios a la salud pueden verse aun cuando están presentes en bajas 

concentraciones en comparación con otros polifenoles (Oroian y Escriche, 2015). El 

resveratrol es el estilbeno más importante (Fig 12), debido a su actividad antioxidante, a 

través de diversos mecanismos entre los que están neutralizar especies reactivas de 

oxígeno, quelante de metales y modulador de enzimas (Pisoschi y Pop, 2015). Este 

compuesto es principalmente producido en la piel de uvas rojas cuando son infectadas 

con enfermedades fúngicas (Oroian y Escriche, 2015), posiblemente como una respuesta 

protectora del fruto. 

 

Figura 12. Estructura del resveratrol.  

a) b) 
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Las ligninas son compuestos presentes en plantas y partes no comestibles de frutas y 

vegetales (Fig 13). Son de bajo peso molecular, formados por el acoplamiento oxidativo 

de unidades p-hidroxi fenilpropano, las cuales se unen mediante puentes de hidrógeno 

(Konisgberg, 2007).  

 

Figura 13. Estructura del matareisinol (lignina).  

Las propiedades de los polifenoles se adjudican a la presencia de grupos hidroxilo como 

sustituyentes en anillos bencénicos, que les permite actuar como agentes reductores 

(donadores de hidrogeno o electrones). Además, interactúan a nivel celular con enzimas 

antioxidantes, reducen los radicales del tocoferol, inhiben oxidasas, mitigan el estrés 

producido por el óxido nítrico e incrementan la cantidad de ácido úrico (Carocho y 

Ferreira, 2013). Aunque la neutralización de RL en las células conduce muchas veces a la 

formación de un nuevo radical llamado aroxilo (debido a que procede de una molécula 

aromática), estas moléculas sufren fenómenos de deslocalización electrónica a través de 

resonancia, por lo que son radicales menos reactivos que el original (Fraga et al ., 2010). 

Además de su actividad como antioxidantes, los polifenoles tienen una gran cantidad de 

beneficios comprobados a la salud, entre los que se pueden mencionar actividad como 

prebióticos, sobre todo en sus formas glucosidadas, activación de factores de 

transcripción, interacción con receptores de membranas, múltiples funciones regulatorias 

en mitocondria (ATPasa, potencial de membrana, cadena de electrones), tratamiento de 

enfermedades cardiacas, protección contra cáncer y tumores, actividad antiinflamatoria, 

antimicrobiana, neuroprotectora, actividad antialergénica, actividad estrogénica y contra el 

envejecimiento celular (Li et al., 2014; Fraga et al., 2010; Ginter et al., 2014; Konigsberg, 

2008; Sandoval-Acuña et al., 2014; Del Rio et al., 2010; Joseph et al., 2014). 

Minerales. Los metales, a pesar de sólo encontrarse a nivel de traza en organismos 

vivos, juegan un importante papel en el metabolismo. Son dos los minerales de 
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importancia antioxidante, el selenio y el zinc. El selenio puede ser encontrado en forma 

tanto orgánica como inorgánica dentro del cuerpo humano, y aunque no tiene interacción 

directa con los radicales es parte estructural fundamental de enzimas antioxidantes 

(Carocho y Ferreira, 2013). El Zinc, por su parte, es también un cofactor de enzimas, 

principalmente de la superóxido dismutasa. Además, puede prevenir la oxidación de los 

lípidos catalizada por cobre y hierro (Pisoschi y Pop, 2015). Así, la principal actividad de 

estos metales en el cuerpo en lo relacionado a la protección contra radicales libres, es 

actuando como cofactores de enzimas antioxidantes y competir por sitios de unión de la 

célula con metales pro-oxidantes como Cu+1 y Fe+2. 

1.6 Achiote y Jitomate como fuentes de compuestos funcionales 

El achiote (Bixa orellana), también conocido como annatto, es un arbusto nativo de la 

América tropical. Se valora como condimento y es una de las principales fuentes de 

pigmentos naturales para las industrias alimentaria, cosmética y textil (Barrozo et al. 

2013). América Latina proporciona casi el 60% de la producción global de achiote, con 

Perú, Brasil y México entre los principales productores (Smith 2006); dentro de México, la 

península de Yucatán es una de las zonas de mayor producción 

(https://www.gob.mx/snics). 

 

 

 

 

 

Figura 14. a) Árbol, b) frutos y c) semillas de achiote. 

Es un árbol perene que puede crecer hasta nueve metros y cuyos frutos son capsulas 

globulares (Fig 14). Cada cápsula contiene entre 30 y 45 semillas cubiertas por una capa 

delgada color rojo-naranja (Fonnegra y Jiménez, 2007). Las semillas son las que tienen 

una gran importancia económica debido a que son utilizadas como condimento en la 

cocina de diversos países además de ser la fuerte de pigmentos naturales. El extracto 

crudo de pigmentos es conocido como annatto; contiene grandes cantidades de bixina y/o 

a) b) c) 
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norbixina dependiendo del tipo de extracción aplicada; también contiene pequeñas 

cantidades de β-caroteno, otros apo-carotenoides y algunos compuestos volátiles 

(Yolmeh et al., 2014). Los distintos tipos de colorante que se obtienen en de las semillas 

tienen amplia aplicación en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica llegando a 

posicionarse como el segundo colorante natural más importante del mundo.  

Los extractos tanto de hojas, tallos, raíces y semillas de achiote han sido utilizados dentro 

de la medicina tradicional en distintas partes del mundo, principalmente para aliviar 

molestias relacionadas con quemaduras, dolores estomacales, fiebre, asma e incluso 

infecciones y tumores (Villar et al., 1997; Silvia et al., 2010; de Aráujo et al., 2014). 

Además de estas propiedades tradicionales, otras actividades biológicas como 

bactericida, anti-fúngico, antiinflamatorio, actividad anti convulsionante, antioxidante, anti 

carcinogénica, activador de la movilidad intestinal y actividad como analgésico han sido 

estudiadas en extractos de achiote (Shadi-ul-Islam et al., 2015). 

La bixina y la norbixina (Fig 15) son los principales pigmentos carotenoides presentes en 

las semillas de achiote, representan aproximadamente el 95% del contenido total de 

carotenoides y comúnmente componen entre 1 y 5% del peso total de la semilla (Giorgi et 

al., 2013; Shahid-ul-Islam et al., 2016). Son apocarotenoides lineales provenientes del 

licopeno compuestos de 25 átomos de carbono y 9 dobles enlaces conjugados (Bouvier et 

al., 2003; Ramamoorthy et al., 2010). Se sintetizan y almacenan en células especializadas 

llamadas células de almacenamiento de carotenoides (Louro y Santiago, 2016).  

 

 

 

 

 

Figura 15. Estructura química trans- de bixina y norbixina. 

El achiote es también la principal fuente natural conocida de tocotrienoles, principalmente 

δ-tocotrienol (Fig 16), y es prácticamente libre de tocoferoles (Watson y Preedy 2009). 

Curiosamente, la presencia de δ-tocotrienol en la naturaleza es bastante rara (Frega et 
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al., 1998). Se ha reportado que los tocotrienoles presentan una mayor actividad 

antioxidante que los tocoferoles (Ahsan et al. 2015; Sen et al. 2006).  

 

Figura 16. Estructura química del δ-tocotrienol. 

En México la Red Temática de Achiote (REMEFI) ha identificado 40 accesiones, de las 

cuales 20 han sido caracterizadas morfológicamente y en cuanto a su contenido de bixina. 

El fruto del jitomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza muy popular en todo el 

mundo, por su color y aroma atractivos, su valor nutritivo y su versatilidad de uso, ya que 

se consume fresco o procesado (Hobson y Grierson, 1993). Pertenece a la familia de las 

solanáceas. Las evidencias moleculares sugieren que se originó en la zona de los Andes, 

ya que en esta región se encuentran gran diversidad de variedades primitivas de jitomate, 

así como especies silvestres cercanas (Casas y Caballero, 1995), sin embargo, México se 

considera un sitio de domesticación. El término jitomate proviene de la palabra náhuatl 

xitomatl (fruto gordo con ombligo), este nombre, así como los reportes de los cronistas 

españoles de su venta en el gran mercado de Tenochtitlán y su consumo en la dieta de 

los indígenas, apoyan la propuesta de que México es un sitio de domesticación. El 

jitomate se llevó a España y de ahí se distribuyó al resto de Europa y del mundo; en el 

siglo XVIII se incorporó a la dieta europea y los agricultores italianos contribuyeron a su 

mejoramiento convirtiéndolo en el fruto de color rojo intenso y jugoso que conocemos 

(Long, 2001). México es el décimo productor y se encuentra entre los tres primeros 

exportadores de jitomate en fresco en el mundo (FAOSTAT, 2013; SAGARPA, 2014). Por 

su elevado consumo, el jitomate es una fuente importante de fibra, potasio, magnesio y 

antioxidantes como los carotenoides licopeno y -caroteno y las vitaminas C y E (α-

tocoferol, principalmente) (Yilmaz, 2001; Causse et al., 2003; Meléndez-Martínez et al., 

2010).  

 

 a) b) 
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Figura 17. a) Plantación de jitomate comercial, b) frutos de jitomates nativo tipo arriñonado. 

La maduración del fruto de jitomate es un proceso complejo, altamente coordinado; se 

acompaña por cambios en el color, textura, sabor (gusto y aroma) e incluye la síntesis de 

antioxidantes como el licopeno que da a los frutos su color rojo característico (Sanz et al., 
1997; Baldwin et al., 2000).  

El fruto de jitomate se ha mejorado para satisfacer las preferencias y características 

prácticas para las actividades humanas, aunque desde el punto de vista biológico, los 

frutos carnosos evolucionaron para atraer a los organismos dispersores de las semillas 

que contienen en su interior (Gómez et al., 2014; Rambla et al., 2014). En años recientes, 

los consumidores se han quejado del sabor de los frutos de jitomate (Baldwin et al., 2000). 

Parte de esta insatisfacción está asociada con el comercio de  híbridos seleccionados con 

los criterios de aumentar el rendimiento, la resistencia a enfermedades, a condiciones de 

transporte, así como mejorar las características físicas externas y hacer más lenta la 

maduración, dejando de lado atributos de calidad no evidentes como el sabor y el 

contenido de compuestos funcionales. Es hasta años recientes en que se le ha dado 

relevancia en los programas de mejoramiento a estos parámetros de calidad (Zanor et al., 

2009; Klee y Tieman, 2013; Piombino et al., 2013). México como centro de domesticación 

posee una gran diversidad de genotipos, esta riqueza genética requiere ser caracterizada 

para ampliar la base genética y detectar características particulares de interés (Lobato-

Ortiz et al., 2012). Entre estas características se encuentran el contenido de compuestos 

funcionales como los carotenoides licopeno y -caroteno.  

Diversos estudios han relacionado el consumo de jitomate con la disminución de la 

incidencia en algunas enfermedades crónico-degenerativas y cáncer (Agarwa y Rao, 

2000; Giovannucci et al., 2002; Sesso et al., 2003), esta actividad posiblemente está 

relacionada con la regulación del estado redox celular promovida por compuestos 

antioxidantes como los carotenoides y la vitamina E (Guil-Guerrero y Rebolloso-Fuentes, 

2009). Por otro lado, se ha reportado que algunas variedades nativas de jitomate 

presentan contenidos mayores de compuestos funcionales como polifenoles y licopeno, 
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así como mayor capacidad antioxidante in vitro que las variedades comerciales (Figueroa-

Cares et al., 2018).  

1.7 Extracción de compuestos funcionales  

Existen distintas metodologías aplicables para la extracción de compuestos de matrices 

vegetales. La mayoría de ellas se enfoca en la aplicación de calor y/o agitación 

combinados con la adecuada selección de solventes para optimizar la transferencia de 

materia y con ello mejorar la eficiencia de la extracción (Aspé y Fernández, 2011). Entre 

las técnicas más comunes se encuentran la maceración, la hidrodestilación y el método 

de Soxhlet (Sánchez-Ávila et al., 2007). Sin embargo, estos métodos requieren el uso de 

una gran cantidad de solventes, consumen mucho tiempo y los compuestos podrían sufrir 

degradación debido a la temperatura, siendo en consecuencia poco eficientes (Ruiz-

Montañez et al., 2014).  

El solvente es uno de los factores que más impacta en la eficacia y eficiencia de la 

extracción. Los más utilizados son agua, metanol y etanol para extraer compuestos 

polares y acetato de etilo, acetona, hexano y cloroformo para compuestos no polares. 

También se utilizan combinaciones de ambos tipos de solventes, con lo que se ha visto un 

incremento en los rendimientos de extracción (Strati y Oreopoulou, 2014). Sin embargo, 

varios de estos solventes orgánicos presentan el gran inconveniente de ser tóxicos y/o 

carcinogénicos por lo que su uso se ha restringido cada vez más (Byrne et al., 2016) .  

Debido a la creciente demanda de compuestos funcionales obtenidos de fuentes 

naturales, el desarrollo de metodologías de obtención que generen menor impacto al 

ambiente, con bajo consumo de recursos y que sean más seguras para los operarios y 

consumidores es uno de los campos de la tecnología que demanda mayor atención y que 

posiblemente tendrá mayor impacto por parte de las regulaciones ambientales 

internacionales, principalmente en los países desarrollados.  

El objetivo primordial del desarrollo tecnológico desde el punto de vista de la ingeniería 

química radica en lograr que los procesos sean sustentables y seguros para los operarios 

(ACS Editorial, 2007). Dentro de las principales vías para lograrlo se encuentra el 

desarrollo y utilización de solventes verdes que generen menor impacto ambiental y 

menores riesgos a los usuarios. La importancia de los solventes radica en que gran parte 

de los residuos de las industrias pertenecientes al ramo de la química, más del 50%, son 

desechos de solventes, que en muchas ocasiones no se pueden reutilizar y en otras no 



26 
 

son biodegradables y son  altamente contaminantes, por lo que el impacto al medio 

ambiente es muy grande (Constable, 2013). Aun en los procesos donde el medio de 

extracción usado es agua, se requiere una gran cantidad de ésta para obtener los 

rendimientos deseados, por lo que tampoco es una forma sustentable para realizarlos.  

Sobre este tema se han logrado diversos avances, sin embargo, la selección de un 

solvente para un proceso determinado requerirá de una evaluación específica para las 

finalidades buscadas. Actualmente existen guías de selección de solventes (Fig 18), 

donde se evalúan diversos parámetros orientados a la elección de solventes verdes, 

incorporando información sobre la seguridad en su uso y para la salud de los usuarios . 

Los solventes verdes, además de las características antes mencionadas, incluyen 

aquellos solventes que han sido producidos de manera renovable, es decir que no son 

derivados del petróleo, como los producidos mediante fermentación e incluyen también 

los fluidos supercríticos y los líquidos iónicos (Capello et al., 2007; Micăle e t al, 2015). 

 

 
Guía completa de selección de disolventes (fragmento) 



27 
 

 

Figura 18. Ejemplos de guías de selección e solventes verdes  

Por otro lado, se han aplicado tecnologías no convencionales con la finalidad de aumentar 

tanto la eficacia como la eficiencia de los métodos de extracción, permitiendo así un mejor 

aprovechamiento de los recursos disponibles. Entre estas tecnologías se pueden 

mencionar tres que destacan por estas ventajas: extracción con ultrasonido, extracción 

con microondas y extracción asistida con enzimas (Zuorro et al., 2011; Ruiz-Montañez et 

al., 2014). La extracción con ultrasonido y con microondas son técnicas sencillas 

desarrolladas para mejorar las eficiencias de extracción y evitar la degradación por calor 

de los compuestos (Aspé y Fernández, 2011).  El método de ultrasonido se basa en el 

fenómeno de cavitación, que aumenta la transferencia de masa, facilitando la entrada del 

solvente a las células así como el contacto entre los compuestos de interés y el solvente. 

Esto debido a que se forman burbujas de vacío que al hacer implosión dañan los tejidos 

celulares y permiten la penetración del solvente. La técnica asistida por microondas se 

basa en el calentamiento intracelular de agua en las muestras. Cuando el agua se 

evapora produce una presión interna en la pared celular que termina por romperla, 

facilitando la lixiviación de los compuestos hacia el solvente. Ambas técnicas se ven 
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afectadas por el tiempo de tratamiento y en general disminuyen la eficacia cuando se 

usan tiempos largos (Aspé y Fernández, 2011).  

 

                                                   

Figura 19.- a) Equipo de sonicación por sonda para flujo continuo, b) acercamiento al tratamiento 

por sonicación, c) equipo para extracción por microondas. 

Estos métodos se han aplicado exitosamente para la obtención de diversos compuestos 

de fuentes vegetales como son aceites esenciales de hojas de romero, taxanos de 

biomasa de Taxus así como para la extracción de limonoides relacionados con la 

azadiractina de semillas de neem. Igualmente se reportó su uso para la extracción de 

polifenoles y cafeína de hojas de té verde (Pan et al., 2003). En el trabajo realizado por 

Pan y colaboradores (2003) los autores eligen etanol:agua como el mejor solvente para 

realizar la extracción de polifenoles y cafeína y determinan un tiempo de extracción 

óptimo de 4 min, que es significativamente menor al usado en las metodologías 

tradicionales, obteniendo los mismos rendimientos de extracción. En el trabajo publicado 

por Aspé y Fernández (2011) compararon la extracción de compuestos fenólicos de 

corteza de pino por los métodos de maceración, Soxhlet, extracción asistida por 

microondas y asistida por ultrasonido utilizando una mezcla de acetona y agua (7:3 v/v) 

como solvente concluyendo que el método más eficiente es el de extracción asistida por  

microondas. Por otro lado, en el trabajo publicado por Ruiz-Montañez y colaboradores 

(2014) en el que extrajeron mangiferina y lupeol de cáscara de mango usando como 

solvente etanol-agua (8:2 v/v), donde compararon el método tradicional de maceración y 

a) 

b) 

c) 
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el método de Soxhlet con los métodos asistido por microondas, ultrasonido y altas 

presiones hidrostáticas concluyeron que el método asistido por ultrasonido fue el más 

apropiado para la extracción de estos compuestos.  

La extracción asistida con enzimas se basa en el rompimiento de las paredes y tejidos 

celulares vegetales con la finalidad de exponer los compuestos a extraer al solvente 

utilizado, permitiendo una difusión más fácil. Es común el uso de enzimas pectinolíticas, 

celulolíticas y hemicelulolíticas en este tipo de extracciones. Sin embargo, los resultados 

que se obtienen con este tratamiento varían dependiendo de la zona donde se ubican los 

compuestos de interés, así como de su naturaleza (Zuorro et al., 2011). Este método se 

ha usado para la extracción de licopeno, aceites vegetales, polifenoles, carotenoides, 

compuestos no volátiles precursores del aroma de uvas, polisacáridos, pigmentos, entre 

otros compuestos de interés (Zuorro et al., 2011; Puri et al., 2012). Investigaciones 

recientes han mostrado que la extracción con enzimas presenta mejores rendimientos, 

bajos costos energéticos y menor uso de solventes comparada con métodos no 

enzimáticos (Puri et al., 2012). 

Por otro lado, los métodos no convencionales tienen la ventaja de poder ser combinados, 

por ejemplo, extracción enzimática y ultrasonido o microondas. Konwarh y colaboradores 

(2012) reportaron un efecto sinérgico en el aumento del rendimiento de extracción de 

licopeno de desechos de jitomate al combinar los  tratamientos de ultrasonido y enzimas; 

además los tiempos de reacción y concentración de enzima pudieron reducirse sin afectar 

el rendimiento.  

Así, si bien es cierto que cada método debe ser adaptado para el producto y compuestos 

bioactivos a extraer, los resultados apuntan a una mayor eficiencia de las tecnologías no 

convencionales en comparación con las convencionales. 

1.8 Determinación de la actividad antioxidante  

La capacidad antioxidante de una mezcla no siempre se debe a la suma de las 

capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes, también depende del 

microambiente en que se encuentras lo compuestos. Así, los compuestos pueden 

interactuar entre sí pudiendo producirse efectos sinérgicos o inhibitorios (Kuokoski et al ., 

2005). Debido a esto es necesario que la metodología empleada para determinar la 

capacidad antioxidante de un compuesto o mezcla tenga en cuenta los distintos factores 
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que pueden afectar la determinación, así como la naturaleza de los compuestos con 

posible función antioxidante y de las fases que son empleadas para su extracción.  

Con la finalidad de medir la capacidad antioxidante de compuestos o mezclas de 

compuestos, como son los extractos de materiales vegetales, se han desarrollado 

distintas metodologías, que se pueden dividir en dos grupos, los ensayos in vitro que se 

realizan a nivel químico y donde no se involucran organismos vivos y los ensayos in vivo, 

que se realizan en organismos vivos (desde células hasta plantas y mamíferos 

superiores). 

La necesidad de desarrollar metodologías in vitro surge de la gran dificultad para evaluar 

los complejos mecanismos que interactúan en los organismos vivos. Sin embargo, los 

mecanismos in vitro tienen mejor aproximación cuando se realizan varios ensayos 

diferentes sobre la misma muestra, ya que cada uno proporciona distinta información 

sobre las propiedades del compuesto o mezcla analizados. Es importante mencionar que 

aún así, los ensayos in vitro sólo dan una aproximación a lo que ocurre dentro de los 

seres vivos, debido a la gran cantidad de sistemas reguladores que existen en ellos, 

además de los sistemas y factores que afectan la absorción y el metabolismo de los 

compuestos en los organismos. Por lo que compuestos que presentan alta capacidad 

antioxidante en estos ensayos podrían ser biológicamente inactivos (López-Alarcón y 

Denicola, 2013; Bender y Graziano, 2015).  

Así, los métodos in vitro son sencillos de realizar, se conocen bien los mecanismos por los 

cuales actúan, además de tener resultados rápidos; sin embargo, no reflejan lo que ocurre 

en los organismos vivos. Por el otro lado, los ensayos in vivo dan información real sobre la 

actividad de un compuesto o extracto en un organismo vivo, sin embargo, suelen ser 

largos, los métodos de medición son complicados, hay mucha variación dentro de los 

sistemas modelo y los resultados pueden ser complicados de interpretar.  

1.8.1 Determinación de la capacidad antioxidante in vitro 

Muchos de estos ensayos determinan la capacidad antioxidante frente a sustancias 

cromógenas; el cambio en la longitud de onda de máxima absorbancia ocurre de forma 

proporcional con la concentración del agente antioxidante (Kuokoski et al., 2005).  
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1.8.1.1 Neutralización de radicales libres estables. DPPH y ABTS 

Los ensayos de ABTS y DPPH se basan en la neutralización de un radical catión estable 

que presenta un máximo de absorbancia en su estado radical y otro una vez han sido 

neutralizados (López-Alarcón y Denicola, 2013). 

El método de DPPH fue descrito por primera vez en 1958 por Blois, a partir de entonces 

ha sufrido diversas modificaciones. El DPPH es un radical libre estable capaz de 

reaccionar con compuestos donadores de átomos de hidrógeno (Fig 20). En su forma 

activa presenta una coloración purpura, que tras la reacción con un compuesto 

antioxidante sufre decoloración. La actividad antioxidante del compuesto es medida por el 

decremento en la absorbancia de la solución a 515 nm. El radical debe disolverse en un 

solvente orgánico, comúnmente metanol o etanol. Es necesario  permitir la reacción 

durante 15-30 minutos; la decoloración del radical es proporcional a la concentración del 

antioxidante (Krishnaiah et al., 2011).  

 

Figura 20. Reacción de neutralización del radical DPPH.  

El método de ABTS fue desarrollado por Rice-Evans y Miller en 1994 y fue modificado en 

1999 por Re y col. Esta modificación da como resultado un cromóforo azul/verde debido a 

la reacción de ABTS con persulfato de potasio, a diferencia del DPPH que se vende en su 

forma activa, el radical ABTS debe generarse (Krishnaiah et al, 2011). La reducción de 

este radical puede darse en presencia de agentes donadores de hidrogeno   o donadores 

de electrones, según la naturaleza del antioxidante y el pH del medio (Shahidi y Zhong, 

2015). La medición se realiza a través de espectrofotómetro a 734 nm, el decremento en 

la absorbancia es proporcional a la concentración del antioxidante (Fig 21). El efecto de la 

concentración del antioxidante y la duración de la neutralización del catión son tomadas 

en cuenta para la determinación. El Trolox, un análogo soluble en agua de la vitamina E 

es usado como control, debido a esto también es conocido como el método TEAC 

(actividad antioxidante equivalente de Trolox) (Shahidi y Zhong, 2015). Este método 
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puede ser usado para determinar la capacidad antioxidante de fracciones hidrofílicas y 

lipofílicas (Krishnaiah et al., 2011). 

 

Figura 21. Reacción de neutralización del radical ABTS.  

El método de capacidad actividad de reducción de cobre (CUPRAC) fue reportado por 

Apak y colaboradores (2007). Es un método espectrofotométrico en el cual se mide la 

formación de un complejo de cobre al pasar de cobre oxidado a cobre reducido  (CuII a 

CuI), cuya absorbancia se mide en los 450 nm (Fig 22). La actividad medida en esta 

prueba se refiere a la capacidad reductora de los compuestos probados, la cual está 

relacionada con su capacidad de donar electrones y de esta manera actuar como 

neutralizadores de RL. 

 

 

 

 

Figura 22. Complejo neocuproína-cobre utilizado en el método CUPRAC. 

A pesar de ser métodos simples, rápidos, que no requieren equipo sofisticado para su 

realización y altamente reproducibles, estos métodos se han clasificado como métodos 

poco relevantes a nivel biológico debido a la diferencia de condiciones en el medio y los 

mecanismos regulatorios encontrados in vivo, sin embargo, la información que 

proporcionan debe ser considerada como parte importante de la caracterización de los 

materiales estudiados (Embuscado, 2015; Shahidi y Zhong, 2015).  

Además de los métodos mencionados, los métodos (por sus siglas en inglés) FRAP 

(poder antioxidante reductor de hierro), ORAC (capacidad de absorbancia de radicales de 

oxigeno) y TRAP (parámetro total antioxidante de atrapamiento de radicales) son 
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ampliamente utilizados en la evaluación de capacidad antioxidante de compuestos 

(Embuscado et al., 2015). 

1.8.2 Determinación de la capacidad antioxidante in vivo 

En comparación con los métodos in vitro, las metodologías para evaluar la capacidad 

antioxidante in vivo requieren mayor cantidad de recursos para su realización debido a 

que se utilizan complejos sistemas de pruebas, muchos individuos de estudio y una gran 

cantidad de muestras a analizar mediante métodos que no siempre son sencillos, rápidos 

o económicos. Sin embargo, son la única forma real de involucrar factores que a nivel in 

vitro no son analizables, como la biodisponibilidad de los compuestos, su asimilación, el 

metabolismo al que están expuestos o los procesos membranales, que son cruciales para 

la efectividad de cualquier compuesto a nivel in vivo.  

En estas metodologías existen dos subdivisiones, los métodos que se realizan en 

animales y humanos, como ensayos clínicos y los que utilizan células como modelo de 

estudio, que son más rápidos y con menos factores externos al experimento (López-

Alarcón y Denicola, 2013). La mayoría de las metodologías en animales tienen el 

inconveniente de terminar en el sacrificio del ejemplar para evaluar las condiciones en que 

se encuentran los tejidos u órganos completos (Alam et al., 2013). A pesar de estos 

inconvenientes, los estudios en animales son piezas claves en la construcción del 

conocimiento de los mecanismos involucrados en la actividad de los compuestos, además 

de que nos acercan más a las posibles aplicaciones en humanos. 

1.8.2.1 Caenorhabditis elegans como modelo experimental 

Existen ciertos criterios que un organismo debe cumplir para ser un buen modelo para el 

estudio de enfermedades degenerativas y envejecimiento. Entre ellos se pueden 

enunciar: mostrar síntomas de envejecimiento; tener una duración de vida corta; ser 

relativamente sencillo en morfología e histología, con la finalidad de facilitar el estudio de 

los procesos fundamentales del envejecimiento y poder demostrar diferencias a nivel 

celular; que pueda crecer bajo condiciones controladas, preferentemente de forma 

sencilla; que puedan obtenerse cantidades suficientes para realizar pruebas bioquímicas y 

detectar cambios relacionados con la edad (Gershon, 1970). Todas estas características y 

algunas otras ventajas se encuentran en el nematodo Caenorhabditis elegans (C. 

elegans). 
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C. elegans es un nematodo de vida libre, es decir, que se puede encontrar en los suelos 

como su hábitat natural, de aproximadamente 0.25 mm en la etapa larvaria y 1 mm de 

longitud en su etapa adulta. Se pueden encontrar dos formas sexuales, hermafrodita o 

macho siendo mucho más frecuente la hermafrodita. Puede ser cultivado de forma barata 

en agar teniendo bacteria E. coli como fuente de alimento. Presenta un ciclo de vida corto 

y una alta tasa de reproducción (Chege y McColl, 2014). Fue propuesto desde mediados 

del siglo XX para el estudio de aspectos relacionados con biología molecular por Sydney 

Brenner (Corsi et al., 2015). 

Debido al pequeño tamaño de los individuos, pueden crecerse por millares en cajas Petri, 

aunque es necesario para su estudio la observación bajo microscopio (Fig 23). Cuando se 

tienen equipos suficientemente poderosos, y aprovechando la ventaja de ser un 

organismo transparente, pueden hacerse observaciones a nivel celular, utilizando 

marcadores fluorescentes para marcar proteínas o compartimentos celulares (Corsi et al., 

2015). 

 

 

 

 

 

Figura 23. Vista al microscopio del nematodo C. elegans. Tomado de Corsi et al., 2015 

Su ciclo de vida toma (Fig 24) aproximadamente tres días a 25°C y hasta 4 semanas a 

20°C que es la condición más comúnmente empleada para su estudio. La temperatura a 

la que se cultivan estos organismos influye directamente en sus ciclos reproductivos, 

siendo uno de los parámetros que se utilizan cuando se requiere un crecimiento lento, 

tanto de las larvas como de la reproducción. Sin embargo, cuando se colocan en 

temperaturas mayores a 25°C se detiene la reproducción debido a que se vuelven 

estériles. La embriogénesis dura alrededor de 10-15 h a 20°C. Los gusanos recién salidos 

del huevecillo se conocen como de etapa L1 que dura cerca de 12-16 h. Las otras dos 

etapas (L2 y L3) duran cerca de 8-12 h cada una; el gusano termina cada etapa de su 

vida con un periodo de inactividad llamado letargo. Después de 8-12 h en la etapa L4, los 

E. coli 
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adultos comienzan a producir progenie. Cuando la cantidad de comida d isponible es baja 

las larvas pueden entrar en un estado conocido como “dauer” el cual es una variante del 

estado L3. En este estado, los gusanos se vuelven más resistentes contra el estrés y 

condiciones adversas (es la forma más común en la naturaleza). Cuando las condiciones 

son favorables el gusano continúa su desarrollo hasta la fase L4. Una vez en esta fase 

puede vivir cerca de 3 semanas antes de morir por senescencia (Corsi et al., 2015).  

Debido a que los individuos se desarrollan con un número invariable de células somáticas, 

han sido posibles estudios de los cambios que ocurren en cada célula durante su 

desarrollo. Adicionalmente, por ser un organismo pluricelular, tiene la ventaja de permitir 

el estudio de las complejas interacciones celulares de los organismos superiores. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Ciclo de vida del nematodo C. elegans. 

El genoma de C. elegans ha sido secuenciado completamente; se ha descubierto que 

cerca del 80% de sus genes tienen un gen homólogo en humanos, además que al menos 

42% de los genes involucrados en el desarrollo de enfermedades en humanos tienen un 

homólogo en C. elegans. Aunado a esto, este organismo puede ser (y ha sido) modificado 

genéticamente para expresar genes relacionados con enfermedades desarrolladas en 

humanos como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer, además 

cuentan con un sistema neuronal que posee la mayoría de los sistemas 

neurotransmisores de mamíferos (Chege y McColl, 2014)  

El gran conocimiento que se tiene sobre el genoma de este nematodo permite, además 

de evaluar el efecto que tienen un gran número de compuestos sobre su vida, desarrollo y 
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metabolismo, analizar el mecanismo de acción de dichos compuestos, a nivel de 

expresión y represión de genes, así como interacción de los compuestos con los 

componentes de las células (Lucanic et al., 2013). 

A pesar de las claras diferencias evolutivas entre C. elegans y los mamíferos, existe una 

gran similitud entre su biología celular y molecular, por lo cual se han podido desarrollar 

trabajos usando como modelo C. elegans con miras a realizar pruebas posteriores en 

mamíferos. Uno de los mecanismos de señalización más conservados es el relacionado 

con las respuestas contra el estrés oxidante, por lo cual C. elegans es uno de los 

organismos preferidos para realizar evaluaciones sobre daño oxidante así como su 

prevención con el uso de compuestos funcionales (Kampkötter et al., 2007; Martorell et 

al., 2011; Monroy et al., 2013, Lucanic et al., 2013).   

2. Justificación 

La salud humana siempre ha estado estrechamente relacionada con dos factores, su 

alimentación y las condiciones de su entorno (el medio ambiente). De manera similar, 

estos dos factores se relacionan entre sí pues es el entorno quien “provee” de alimento a 

los seres vivos. La manera en que obtenemos los alimentos del entorno puede afectar de 

manera importante el equilibrio en que éste se desarrolla, pudiendo llegar a 

desestabilizarlo a tal punto que no sea capaz de continuar sus ciclos normales. Por otro 

lado, los alimentos que tomamos del entorno en muchas ocasiones contienen sustancias 

útiles para el ser humano, las cuales pueden tener aplicaciones más allá de la necesidad 

básica de alimentación (ej. pigmentos, fitofármacos, gomas, etc.), lo que propicia mayor 

necesidad de conseguir estos materiales y con ellos una posible descompensación para 

el ambiente. Y lo que es más, si los métodos mediante los cuales se obtienen estos 

recursos no son desarrollados considerando promover el equilibrio con entorno y el resto 

de seres vivos, el daño generado en el ambiente podría no ser reversible en  un futuro. 

Debido a que las sociedades humanas basan su desarrollo en el consumo de recursos 

naturales, la solución a los problemas que se ocasionan por ello no es dejar de 

aprovecharlos, sino hacerlo de una manera sustentable. 

Entre los distintos tipos de compuestos que resultan de interés para los humanos están 

los llamados compuestos bioactivos, los cuales tienen la capacidad de regular funciones 

en los organismos y son muy apreciados por su potencial aplicación en sectores como el 

de la salud. Existen diversas metodologías bien establecidas para extraer compuestos 
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bioactivos de productos vegetales. Sin embargo, presentan desventajas como baja 

eficiencia y alto impacto en el ambiente. Además, para las extracciones de compuestos 

liposolubles, la mayoría de los solventes usados son altamente contaminantes y/o tóxicos, 

quedando restringido su uso para alimentos o medicamentos. La aplicación de nuevas 

tecnologías con menores requerimientos energéticos, mayores rendimientos y que sean 

más amigables con el ambiente y los operarios, sin dejar de ser viables económicamente, 

es un área de investigación prioritaria para la industria química. Dos tecnologías de 

reciente aplicación para la extracción de compuestos bioactivos de matrices vegetales, la 

sonicación y la extracción asistida por enzimas, se perfilan como buenos candidatos para 

su incorporación a escala industrial en un futuro cercano. Además, el uso de solventes 

verdes como alternativa a los solventes convencionales es un tema primordial ya que en 

diversas industrias químicas los solventes llegan a representar más del 50% de los 

residuos generados. 

El achiote (Bixa orellana) y el jitomate (Solanum lycopersicum) son fuentes de 

compuestos funcionales. En México, el cultivo del achiote es principalmente de traspatio; 

en la Península de Yucatán se han colectado 40 accesiones de achiote con 

características morfológicas distintas, muy pocas de ellas están bien caracterizadas. En el 

caso de los jitomates, es hasta años recientes que se ha dado importancia a atributos 

ocultos de calidad como el sabor y el contenido de compuestos funcionales. En estos, la 

inclusión de frutos de genotipos nativos puede aportar características a tractivas a los 

frutos híbridos, además del consumo directo que se hace de ellos, que es generalmente 

regional. El estudio formal de las propiedades de estos recursos puede ayudar a potenciar 

su aprovechamiento y darles mayor valor agregado en el mercado. Además, el potencial 

que tienen para influir en la prevención de enfermedades degenerativas, mejorar la salud 

de la población y reducir los costos en materia de salud pública merece la pena ser 

investigado. En línea con esto, el estudio en organismos modelo permite dilucidar los 

mecanismo involucrados en los efectos de los compuestos en estudio aportando 

información que facilite la predicción sobre su posible efecto en humanos. Para este fin el 

nematodo Caenorhabditis elegans es uno de los modelos mejor aceptados y más 

utilizados en los últimos años. 



38 
 

3. Hipótesis 

La extracción de compuestos bioactivos utilizando tecnologías no convencionales 

permitirá tener rendimientos iguales o superiores a los obtenidos con las metodologías 

convencionales, disminuyendo el impacto negativo en el ambiente y en la salud de los 

operarios, mejorando así el aprovechamiento de los recursos. 

Los extractos de achiote y jitomate tendrán un efecto biológico benéfico sobre el 

nematodo C. elegans, el cual será debido a los compuestos presentes en ellos; dicho 

efecto tendrá relación con la capacidad de los extractos para reforzar las defensas anti-

estrés e influirá en la salud y longevidad del gusano. 

El uso de cepas mutantes de C. elegans permitirá profundizar en el conocimiento del 

efecto de los compuestos bioactivos presentes en los extractos de achiote y jitomate y en 

los mecanismos involucrados en tales efectos, aportando así información sobre su posible 

uso como tratamiento preventivo contra enfermedades degenerativas. 

4. Objetivos 

4.1 General 

Determinar el contenido y composición de compuestos funcionales, así como la actividad 

funcional in vitro e in vivo (mediante el uso del modelo de C. elegans) de extractos 

obtenidos por métodos de extracción convencionales y no convencionales de accesiones 

de achiote (Bixa orellana) y de genotipos nativos de jitomate (Solanum lycopersicum L.). 

4.2 Particulares 

 Obtener extractos de achiote (Bixa orellana) y jitomate (Solanum lycopersicum L.) por 

métodos convencionales (maceración con solventes) y no convencionales (sonicación, 

uso de solventes verdes y extracción asistida por enzimas). 

 Determinar la actividad antioxidante in vitro de los extractos obtenidos. 

 Obtener los rendimientos e identificar los compuestos con actividad biológica 

(carotenoides, tocoferoles, tocotrienoles) presentes en los extractos. 

 Determinar la actividad funcional in vivo de los extractos con mayor contenido de 

antioxidantes.  

  Explorar las vías de señalización involucradas en la actividad funcional de los 

extractos  de achiote y jitomate mediante el uso de cepas mutantes de C. elegans. 
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5. Materiales y Métodos 

En las siguientes líneas se describen las metodologías utilizadas en el estudio. Los 

diagramas 1 y 2 (al final de la descripción de materiales y métodos) resumen el trabajo 

realizado. 

5.1 Achiote y jitomate 

Las accesiones de achiote estudiadas en este trabajo son provenientes de los estados de 

Campeche (E, 19°34´20.50´´/89°36´15.94´´ y NE, 20°10´13.06´´/90°0´37.7´´), Quintana 

Roo (2N, 19°35´27.33´´/88°35´39.03´´) y Yucatán (NAT, 20°59´25.59´´/88°18´14.1´´ y 

YUC, 20°50´59.4´´/88°5´33.8´´), y fueron donadas por el Dr. Luis Pinzón del Instituto 

Tecnológico de Conkal.  Las accesiones se codificaron con la nomenclatura E, 2N, NE, 

YUC y NAT y forman parte del banco de accesiones recolectadas en la península de 

Yucatán y resguardadas en la Universidad Autónoma Chapingo como parte de los 

trabajos realizados por la Red Temática de Achiote (REMEFI). Se utilizó también la 

accesión 42 con la finalidad de estandarizar las metodologías y como punto de 

comparación de los datos encontrados debido a que la caracterización de esta accesión 

ya ha sido publicada (Raddatz-Mota et al., 2016).  

En el caso de jitomate se estudiaron dos genotipos nativos de jitomate, el 209, tipo 

cereza, y el 210, tipo ojo de venado, colectados en el estado de Puebla por el Dr. Ricardo 

Lobato del Colegio de Postgraduados Estado de México y propagados en el campus 

Montecillos de la misma institución. La madurez de los frutos al momento de su cosecha 

fue comparable a la madurez comercial para las variedades comerciales. También se 

emplearon para ensayos preliminares frutos de variedad comercial saladette, madurez de 

consumo, de extracción en los que se probó el efecto de la aplicación de enzimas y las 

condiciones de la reacción enzimática. 

5.2 Obtención de extractos 

5.2.1 Extractos de achiote 

5.2.1.1 Extracción convencional de norbixina 

Se empleó la metodología publicada por la FAO/WHO (2006) y la NOM-119-SSA1-1994. 

Se tomaron 0.5 g de semillas intactas se extrajeron con 5 mL de NaOH 0.1 N, se agitó en 

vortex por 5 min y se añadieron 5 mL más de NaOH 0.1 N. Se agitó nuevamente por 5 
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min y se dejó reposar a temperatura ambiente por 10 min, se recuperó el sobrenadante y 

las semillas fueron desechadas.  

5.2.1.2 Extracción de norbixina con equipo de sonicación en baño 

La extracción con sonicación en baño se realizó reemplazando la agitación en vortex por 

sonicación en baño (Branson modelo 3510, 42kHz, 100 W) por 10 min. El volumen de 

NaOH (10 mL) fue colocado en una sola adición. El extracto se dejó reposar durante 10 

min y se colectó el sobrenadante el cual fue analizado.   

5.2.1.2 Obtención de extractos hidrofílicos e hidrofóbicos de achiote por métodos 

convencionales. 

Método de referencia. Se utilizó la metodología reportada por Mène-Saffranè y 

colaboradores (2010) con ligeras modificaciones. Brevemente, 0.5 g de semilla molida en 

homogenizador de alta velocidad se mezclaron con 30 mL de etanol  96% v/v (EtOH); 

posteriormente, se agregaron 33 mL de diclorometano (DCM). Esta mezcla se agitó en 

vórtex durante 5 min, a continuación, se agregaron 70 mL de agua, se agitó 5 min más y 

se centrifugó a 2000 x g por 10 min a 4°C. Se colectó la fase acuosa (extracto hidrofílico) 

y el material vegetal se reextrajo dos veces más con nueva adición de agua:DCM (4:3.3 

v/v). Las nuevas fases acuosas se descartaron y las fases orgánicas se mezclaron y 

aforaron a 100 mL con DCM (extracto hidrofóbico). Las muestras se almacenaron a -70°C 

hasta su análisis. Extractos obtenidos por este método no presentaron diferencias 

significativas al comparar con una extracción usando las mismas proporciones de 

materiales, cambiando la agitación en vortex por agitación convencional (equipo de 

agitación orbital) durante 2.5 h. 

Extracción con reflujo.  Un gramo de semilla molida de la accesión 42 fue sometido a 

extracción con reflujo utilizando un equipo Soxhlet. El material vegetal se extrajo utilizando 

250 mL de DCM a 55°C por 1.5 h, tiempo en que se alcanzó la máxima extracción 

posible.  

Optimización de la extracción convencional con un diseño Taguchi. Se realizó un diseño 

para mejorar la eficiencia de la extracción de bixina de semillas de achiote estudiando los 

parámetros involucrados en la extracción con agitador orbital. Esta prueba se realizó 

después de las pruebas de  sonicación en baño con solventes verdes por lo que los 

solventes probados aquí corresponden a los seleccionados en esas pruebas. 
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Para ello, se implementó un experimento tipo Taguchi donde se probaron los parámetros: 

accesión usada, solvente, tiempo de agitación, velocidad de agitación, aplicación de 

pretratamiento y relación volumen:masa, ya que estos factores son importantes en las 

metodologías de extracción por maceración con agitación. En el Cuadro 3 se presentan 

los niveles de los factores estudiados. En el Cuadro 4 se presenta la distribución de los 

experimentos. 

En el caso de aplicar pretratamiento, éste se aplicó durante 48 h previo a la molienda y 

consistió en mantener las semillas sumergidas en agua destilada o agua acidificada, el 

ácido empleado fue ácido acético 5% v/v.  

Las semillas utilizadas (0.5 g) fueron molidas para todos los experimentos con un 

homogenizador de cuchillas Omni International GLH-01 durante 2 min a velocidad 2. Se 

agregaron 40 mL de agua, la mezcla se agitó en vórtex por 5 min y fue centrifugada a 

2000 x g por 10 min a 4°C. El sobrenadante fue desechado y al residuo de semillas se le 

agregó la cantidad de solvente indicada en el diseño. Después se dejó en agitación orbital 

durante el tiempo indicado. Las muestras fueron centrifugadas, colectadas y almacenadas 

a -70°C hasta su análisis.  

Se aplicó el  análisis estadístico específico para el diseño Taguchi, basado en 

comparación de las medias de los datos. 

5.2.1.3 Obtención de extractos por métodos no convencionales 

Sonicación en baño.  Para la extracción en baño de sonicación se probaron parámetros 

de tiempo de sonicación y relación masa:volumen. Se tomaron 200 mg de semilla molida 

y se agregaron a un vial. Se adicionó EtOH 96% v/v, seguido de DCM (relación 1:60:200 

p/v/v) respetando la relación utilizada en el procedimiento de extracción de referencia. 

Posteriormente, se realizaron extracciones con menores volúmenes de extracción 

(1:45:150; 1:33:100; 1:15:50 p/v/v). Las mezclas se sometieron a sonicación en baño 

(Branson modelo 3510, 100 W, 42 kHz, Emerson Industrial Automation, USA) durante tres 

tiempos diferentes (10, 20 y 30 min). Transcurrido el tiempo de sonicación se agregó agua 

a la mezcla en proporción 7:10 v/v (agua:mezcla EtOH:DCM) y se agitó en vórtex durante 

1 min. Se centrifugó a 2000 g por 10 min a 4°C y se colectaron las fases, acuosa (extracto 

hidrofílico) y orgánica (extracto hidrofóbico), por separado, las cuales fueron almacenadas 

a -70°C hasta su análisis.  
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Extracción con solventes verdes. Las semillas de achiote molidas se extrajeron con el uso 

de solventes verdes: acetona (ACE), acetato de amilo (AAM), alcohol ter-butílico (ATB), 

alcohol etílico (EtOH), acetato de etilo (AET), acetato de isopropilo (AIP), cimeno (CIM) y 

lactato de etilo (LET), los cuales fueron elegidos mediante el uso de la guía 

GlaxoSmithKline, de la ACS aprobados por la FDA para usarse en alimentos. Para todos 

los solventes se utilizó la metodología de sonicación en baño ya descrita con tiempo de 

sonicación de 20 min y 1.5 mL de volumen de solvente orgánico. En el caso de la acetona 

y el lactato de etilo, que son miscibles en agua, la extracción se realizó con un 

procedimiento diferente, que se detalla a continuación. Se pesaron 10 mg de semilla 

molida se extrajeron con 300 µL de EtOH y 700 µL de agua. La mezcla se agitó durante 5 

min en vortex y se centrifugó a 2000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante se separó y la 

pastilla se extrajo con 1.5 µL del solvente orgánico probado en baño de sonicación 

durante 20 min. Posteriormente, se centrifugó a 1800 g por 5 min a 4°C y el sobrenadante 

se colectó como la fase lipofílica. Ambas fases se almacenaron a -70°C hasta su análisis. 

Extracción con sonicación por sonda. La extracción con sonotrodo se realizó utilizando 

AIP y el LET por haberse obtenido buenos resultados en la fase anterior  (con baño de 

sonicación). Se incluyó al EtOH por ser el solvente orgánico más amigable para la 

extracción de compuestos de naturaleza hidrófoba. Se probaron tiempos de sonicación (5, 

10 y 15 min), relación masa:volumen (1:20, 1:50 y 1:100 p/v) y número de extracciones (1, 

2 o 3 manteniendo el volumen final entre 5-6 mL). Se homogenizaron 0.5 g de semilla con 

15 mL de EtOH y posteriormente se agregaron 35 mL de agua. El tubo se agitó en vortex 

durante 5 min y se centrifugó a 2000 g x 10 min a 10°C. El sobrenadante acuoso se retiró 

y se agregó el solvente orgánico (en volumen variable). La mezcla semilla -solvente 

orgánico fue sonicada con un sonicador de sonda (Vibra-Cell, 130 W, 20 kHz, Sonics and 

Materials, Inc., USA, amplitud 70%) durante los tiempos probados. Inmediatamente 

después de la sonicación, el tubo fue colocado en agua fría para disminuir la temperatura. 

Los extractos fueron centrifugados durante 5 min a 2000 g por 10 min a 10°C y el 

sobrenadante fue colectado y almacenado a -70°C hasta su análisis. 

Extracción con sonicación por sonda con pulsos, con y sin enfriamiento. Para la 

sonicación continua en frío se siguió la misma metodología que la sonicación en 

sonotrodo sin frío, fijando la relación masa:volumen en 1:50, el tiempo de tratamiento en 5 

min y una sola etapa de sonicación, durante la cual el recipiente que contenía el material 

a sonicar estuvo sumergido en un baño con hielo para evitar su calentamiento.  En la 



43 
 

sonicación por pulsos lo que varió fue la aplicación de tiempos de 30 s de sonicación por 

30 s de descanso, hasta completar 5 min totales. Los pulsos en frío se aplicaron de la 

misma manera, colocando el recipiente de la muestra en un baño con hielo durante el 

tratamiento. 

5.2.2 Extractos de jitomate 

5.2.2.1 Experimento factorial, reacción enzimática. Enzimas y medio de la reacción 

enzimática. 

Se realizó un experimento factorial en el que se probaron las enzimas estudiadas y los 

medios de reacción enzimática. Los medios con pH (4-6) regulado fueron amortiguadores 

compuestos de ácido acético y acetato con concentración de 0.2 M, el medio no regulado 

fue agua destilada. El tiempo de reacción fue fijado en 3 h en todos los casos y la 

temperatura fue 40°C. La concentración de enzima añadida fue del 5% del peso de la 

matriz vegetal. Las características de las enzimas se muestran en el Cuadro 10, todas las 

enzimas son del fabricante Novozyme. En el Cuadro 11 se presentan los factores y 

niveles estudiados. 

Un gramo de pulpa de jitomate saladette comercial congelado y pulverizado, se mezcló 

con 3 mL del medio de reacción enzimática. A la mezcla se añadió 5% v/p de enzima y se 

mantuvo en agitación constante durante 3 h a 40°C. Al finalizar este tiempo, la matriz 

vegetal se separó del medio de reacción mediante filtrado. El residuo de jitomate fue 

extraído utilizando 4 mL de EtOH, 10 mL de diclorometano y 6 mL de agua mediante 

agitación en vortex por 15 min. Posteriormente, el extracto fue centrifugado a 4500 x g 

durante 10 min. Se colectó la fase orgánica y se almacenó a -70°C hasta su análisis. 

5.2.2.2 Experimentos factoriales fraccionados 

Los experimentos fraccionados fueron utilizados con la finalidad de reducir la cantidad de 

experimentos necesarios para conocer las condiciones que maximizaran las variables 

respuesta, pero con información suficiente para conocer la influencia de los factores 

estudiados.  

Condiciones para la reacción enzimática. Un gramo de pulpa de jitomate saladette 

comercial se pulverizó con nitrógeno líquido en un mortero y se mezcló con 3 mL de agua 

destilada o buffer de acetato 0.2 M pH 5. Se añadió la cantidad de enzima a probar y se 

dejó incubando por el tiempo y la temperatura correspondiente en agitación orbital 



44 
 

constante a 300 rpm. Una vez pasado el tiempo de reacción enzimática, para la 

extracción se procedió igual que en la metodología anterior. En el Cuadro 13 se presentan 

los factores analizados y sus niveles y el Cuadro 14 presenta la distribución de los 

experimentos. 

Una vez optimizados los procedimientos para la extracción asistida por enzimas (enzima, 

medio de reacción, tiempo y temperatura), se procedió a realizar las pruebas con los 

genotipos nativos de jitomate. 

Extracción combinando métodos no convencionales.  En este experimento se 

estudiaron los genotipos nativos de jitomate. En el Cuadro 16 se presentan los factores de 

estudio y sus niveles. El Cuadro 17 presenta la distribución de los experimentos. 0.5 g de 

pulpa de jitomate congelado se trituraron en mortero y fueron mezclados con 5 mL de 

EtOH al 20% v/v, se agitó en vortex durante 5 min y se centrifugó a 4500 x g durante 10 

min. El sobrenadante se separó y al residuo vegetal se le agregaron 2 mL de buffer de 

acetatos 0.2 M pH 5. En los tratamientos que así lo indican, se agregó 5 % v/p de enzima 

y se dejó incubar 1 h a 50°C con agitación. Posteriormente, las muestras se centrifugaron 

y se recuperó la pastilla por filtración con gasa. En los casos donde aplica la sonicación, la 

pastilla se mezcló con 5 mL de solvente y se sonicó durante 10 min con un equipo de 

sonda aplicando enfriamiento al medio. Posteriormente, se centrifugo a 4500 g por 10 min 

y la fase orgánica se colectó para su análisis. En los tratamientos donde la sonicación no 

aplica, después del tratamiento enzimático (si se trata de extracción asistida por enzimas) 

y la posterior recuperación del material vegetal, se agregaron 5 mL de solvente al residuo 

vegetal y se agitó en vortex durante 10 min. La fase orgánica fue colectada y almacenada 

a -70°C hasta su análisis. 

5.3 Caracterización de los extractos de achiote y jitomate 

5.3.1. Determinación del contenido de polifenoles totales 

Los polifenoles totales se determinaron siguiendo el método de Folin–Ciocalteu. Se 

tomaron 200 µL de muestra y se mezclaron con 1000 µL de una solución de reactivo de 

Folin 10% v/v en agua, se dejó reaccionar durante 1 min y se agregaron 800 µL de 

carbonato de sodio 7.5% p/v. Después de 1 h de reacción a temperatura ambiente la 

absorbancia de la solución se midió en espectrofotómetro a 760 nm. Se realizó una curva 

patrón con ácido gálico para la cuantificación; los resultados se expresaron como mg 

equivalentes de ácido gálico. 
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5.3.2 Determinación de carotenoides totales por espectrofotometría 

5.3.2.1 Determinación de carotenoides en extractos de achiote 

Determinación de Norbixina. La determinación de norbixina en los extractos se realizó 

siguiendo el método de la FAO (FAO/WHO, 2006). El extracto se diluyó con NaOH 0.1 N 

hasta obtener una absorbancia entre 0.3-1.0 a 482 nm (DU650 Spectrophotometer, 

BECKMAN, USA) usando NaOH 0.1 N como blanco. La concentración se determinó 

utilizando el coeficiente de absorción A1%=287.0 L/cmg reportado para norbixina.  

Determinación de Bixina. Se determinó el contenido de bixina en los extractos siguiendo 

el método reportado por Cardarelli y colaboradores (2008). Una alícuota de cada extracto 

se diluyó en DCM para obtener una absorbancia cercana a 0.5 medida a 470 nm. El 

cálculo de la concentración de bixina se realizó mediante la ley de Lambert-Beer 

empleando el coeficiente de absorción A1%=282.6 L/cmg reportado para bixina en DCM. 

5.3.2.3 Determinación de carotenoides en extractos de jitomate 

Los carotenoides de los extractos de jitomate se monitorearon mediante  la lectura en 

espectrofotómetro de una dilución adecuada para obtener una absorbancia cercana a 0.5 

a 450 nm. Las diluciones fueron realizadas con DCM, mismo que se empleó como blanco. 

El residuo de solvente usado para la extracción no afectó el barrido comprendido entre 

350 y 750 nm de las soluciones. La medición se realizó a 450 nm utilizando un coeficiente 

de absorción A1%=235.0 cmL/g reportado para licopeno que es el carotenoide más 

abundante en jitomate. Los resultados se expresan en µg eq. de licopeno/gramo de peso 

fresco. 

5.3.3 Determinación de la actividad antioxidante por el método de ABTS 

Se siguió el método reportado por Re y colaboradores (1999). Se preparó una solución de 

radical ABTS con absorbancia de 0.7 a 734 nm (100 mL de agua, 16.5 mg de persulfato 

de potasio y 96.2 mg de ABTS; 700 µL de esta solución se mezclaron con 15 mL de EtOH 

96% v/v). Se mezclaron 100 µL de muestra diluida con 1000 µL de la solución diluida de 

ABTS., se incubó por 10 min y se leyó la absorbancia a 734 nm en espectrofotómetro. La 

cuantificación de la actividad antioxidante se realizó mediante curva patrón de Trolox, los 

resultados se expresaron en µmol equivalentes de Trolox/gramo de peso fresco.  
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5.3.4 Cuantificación de carotenoides por HPLC 

5.3.4.1 Cuantificación de bixina en extractos de achiote 

Se siguió la técnica reportada por Fraser y colaboradores (2000) con las siguientes 

modificaciones. Las muestras se inyectaron en un equipo Agilent Technologies 1260 con 

bomba cuaternaria y automuestreador. Se usó una columna Waters Xterra MS C18 (5  μm, 

4.6 x 250 mm) con ACN:metanol:DCM (60:20:20 v/v/v) como fase móvil en corrida 

isocrática y temperatura ambiente. El flujo fue de 0.8 mL/min y el detector (DAD) se 

trabajó a 460 nm. La cuantificación se realizó usando curva patrón de bixina. 

5.3.4.2 Cuantificación de carotenoides (licopeno, β-caroteno y luteína) en extractos 

de jitomate 

Se siguió la técnica anterior con las siguientes modificaciones. La fase móvil fue 

ACN:metanol:DCM (43:43:14 v/v/v) en corrida isocrática. El flujo fue de 1 mL/min y el 

detector (DAD) se trabajó a 455 nm. La cuantificación se realizó mediante curvas patrón 

de licopeno, β-caroteno y luteína. 

5.3.5 Cuantificación de tococromanoles mediante HPLC 

Se realizó siguiendo la metodología reportada por Méne-Saffrané y colaboradores (2010) 

con ligeras modificaciones. Se utilizó un equipo KNAUER con detector de fluorescencia 

Shimadzu RF-20, la fase estacionaria consistió en una columna LiChrospher 100 diol (5 

µm, 4.6x250 mm) y la fase móvil fue hexano:metil-ter-butiléter (90:10 v/v) con flujo de 

0.8mL/min. Se utilizó una longitud de onda de 296 nm de excitación y 340 nm de emisión. 

La cuantificación se realizó usando curvas estándar de α-, β-, γ- y δ-tocoferol, así como δ-

tocotrienol. 

5.4 Evaluación de la actividad funcional in vivo de los extractos de 

achiote y jitomate en el modelo C. elegans 

Los extractos probados sobre el modelo in vivo son el extracto de la accesión E de 

achiote, obtenido mediante sonicación con sonda y enfriamiento usando AIP como 

solvente de extracción. Los extractos probados de jitomate corresponden al extracto 

obtenido del genotipo 209 obtenido con la aplicación de enzimas hidrolíticas, sonicación 

en baño y utilizando AIP como solvente. 
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5.4.1 Cepas y mantenimiento de los nematodos 

Las cepa nativa N2 (Bristol) y las mutantes DA465 [eat-2 (ad465) II], GA186 [sod-3 

(tm760) X], TJ1052 [age-1 (hx546) II], PS3551 [hsf-1 (sy441) I], EU1 skn-1 (zu67) IV / nT1 

[unc -? (n754) let-?] (IV; V), CF1038 [daf-16 (mu86) I, CB1370 [daf-2 (e1370) III] se 

obtuvieron del Centro de Genética de Caenorhabditis (CGC). Los nematodos se 

propagaron a 20°C en cajas de Petri de 35 mm que contenían medio de crecimiento de 

nematodos (NGM) y se alimentaron con bacteria E. coli OP50  previamente inactivadas 

por luz UV (4 ciclos de 9999 x102 µJ/cm2). Todos los ensayos se realizaron en NGM 

sólido. 

5.4.2 Efecto de los extractos en la curva de sobrevivencia 

La curva de sobrevivencia se realizó de acuerdo a lo reportado por Alavez y 

colaboradores  (2011). En cajas de Petri de 35 mm con NGM y E. coli inactivada por 

radiación UV. Se agregaron 100 µL de extracto seco de achiote o de jitomate disueltos en 

EtOH 96% v/v en concentraciones de 60, 100 o 170 µg/mL o 100, 200, 300, 450 o 600 

µg/mL, respectivamente. Se utilizó EtOH 96% v/v como control. Adicionalmente se 

probaron bixina y δ-tocotrienol como compuestos puros, así como la mezcla de estos dos, 

igualmente disueltos en EtOH, en las concentraciones correspondientes a extractos de 

100 µg/mL. Después de añadir el extracto sobre el medio NGM solidificado, se permitió la 

evaporación del solvente durante al menos 4 h. Se utilizaron cuarenta y cinco nematodos 

en etapa L4 para cada experimento. Los animales se transfirieron diariamente a cajas 

nuevas durante los primeros 5 días y en días alternos durante el resto del  experimento. 

Los nematodos fueron calificados como vivos o muertos diariamente hasta la muerte de 

todos los individuos. Los experimentos se realizaron a 20°C. Las curvas de sobrevivencia 

se representaron gráficamente y los análisis estadísticos (pruebas de log -rank) se 

realizaron con el software Prism 6 (Graphpad Software Inc., CA, EE. UU). 

5.4.3 Efecto de los extractos sobre la tolerancia a estrés 

Antes de la inducción de estrés (oxidante, térmico o radiación UV) los nematodos se 

trataron durante 48 h en cajas de Petri que contenían EtOH 96% v/v (control), extracto de 

achiote (60, 100 o 170 µg/mL), bixina (30 µg/mL), δ-tocotrienol (10 µg/mL) o extracto de 

jitomate (100, 200, 300, 450, 600 µg/mL). La bixina y el δ-tocotrienol se obtuvieron de 

Sigma-Aldrich. En estos ensayos se utilizaron 40 adultos jóvenes de un día por 

experimento. 
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5.4.3.1 Ensayo de termotolerancia 

Después de las 48 h de tratamiento con el extracto probado, la temperatura se elevó a 

35°C y se evaluó la supervivencia de los animales después de 8 h y posteriormente cada 

2 h hasta que todos los individuos murieron. 

5.4.3.2 Ensayo de tolerancia al estrés oxidante 

Después de las 48 h de tratamiento previo, los gusanos se expusieron a H2O2 1.5 mM y 

luego de 4 h de incubación a 20 ° C se realizó una determinación contando los animales 

que sobrevivieron. 

5.4.3.3 Ensayo de tolerancia a radiación UV 

La radiación UV se aplicó durante 1.7 min (100 µJ/cm2) utilizando una cámara de 

radiación UVC (Crosslinker UVC-500, Hoefer, Massachusetts, EE. UU.) sin cambios 

importantes de temperatura. Después del estrés, los nematodos se incubaron a 20°C 

durante 24 h y transcurrido este tiempo, se realizó una determinación contando los 

animales que sobrevivieron. 

5.4.4 Efecto de los extractos sobre la fertilidad 

La fertilidad se analizó en los nematodos control y en los sometidos a concentraciones de 

60 µg/mL y 170 µg/mL del extracto de achiote, así como  a 200, 450 y 600 µg/mL del 

extracto de jitomate, todos en la cepa N2, siguiendo la metodología reportada por Chen y 

colaboradores (2014). Se colocaron dos nematodos en cajas Petri que contenían el 

tratamiento a probar. Los nematodos se transfirieron cada día a cajas nuevas durante los 

primeros 5-6 días de la edad adulta y se contó la progenie producida cuando las larvas 

alcanzaron la etapa L3. 

5.5 Análisis estadístico  

Los resultados se analizaron a través de ANOVA de uno o de varios factores, pruebas de 

correlación y pruebas log-rank para curva de sobrevivencia con el software GraphPad 

Prisma 6, así como prueba t de Student, y regresión lineal o regresión múltiple con el 

software Statgraphics Centurion. La significancia de todas las pruebas fue fijada en 

α=0.05. 
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Diagrama 1.- Métodos y pruebas empleados para el estudio de las semillas de achiote y sus propiedades.  
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Diagrama 2.- Métodos y pruebas empleados para el estudio de los frutos de jitomate y sus propiedades.  
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6. Resultados y discusión de resultados  

Los resultados para cada tipo de material estudiado (achiote y jitomate) son presentados y 

discutidos de manera independiente, debido a las grandes diferencias existentes tanto en 

las metodologías como en el enfoque desde el que se abordó cada uno de estos 

productos. Al final se presenta una discusión y conclusión integrada.  

6.1 Extractos de achiote 

6.1.1 Obtención de extractos de seis accesiones de achiote mediante 

métodos convencionales 

6.1.1.1 Contenido de bixina y norbixina determinados por espectrofotometría 

Los resultados de extracción de bixina con el método de referencia se presentan en la 

Figura 25a. De las distintas accesiones analizadas, los extractos de la accesión 42 

presentaron el menor contenido de bixina (9.85 mg/gps), sin encontrarse diferencias 

significativas entre el resto de las accesiones (13.93-14.61 mg/gps), exceptuando la 

accesión NAT cuyos valores estuvieron ligeramente por debajo del resto (12.56 mg/gps). 

En la literatura hay reportes muy variados sobre el contenido de bixina  en extractos de 

achiote, que van desde 0.27 mg/gps hasta 73 mg/gps (Cardarelli et al., 2008; Chisté et al., 

2011; Dequigiovani et al., 2017). Estos valores se ven fuertemente afectados por variables 

como el origen de la semilla utilizada, la variedad, los métodos de extracción y 

cuantificación, los solventes usados, entre otros (Rahmalia et al., 2015). Un intervalo 

promedio de valores reportados está entre 10 y 35 mg/gps.  
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Figura 25. a) Contenido de bixina en los extractos de las distintas accesiones de achiote 
estudiadas obtenidos por el método de referencia o con reflujo en equipo Soxhlet (42 S y E S); b) 
Contenido de norbixina en los extractos de las distintas accesiones de achiote estudiadas 
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obtenidos por agitación. Letras distintas indican diferencia significativa de acuerdo a la prueba de 
Tukey con α=0.05. gps: gramo de peso seco. 

Cuando la extracción se realizó utilizando un equipo Soxhlet, los valores de bixina no se 

modificaron con respecto a la extracción mediante el método de referencia (accesión 42, 

9.85 vs 10.17 mg/gps; accesión E, 14.61vs15.68; Figura 25a); estos resultados indican 

que ambos métodos lograron extraer la totalidad de bixina extraíble presente en las 

semillas. La extracción con Soxhlet sólo se realizó en las accesiones 42 y E, aunque se 

presume que el resto de las accesiones tendrían el mismo comportamiento. Aun así, 

debido al tiempo, solventes y energía requeridos para estos métodos, se consideran poco 

eficientes. 

Se determinó el contenido de norbixina en los extractos de las seis accesiones 

analizadas. Los resultados se observan en la Figura 25b. La norbixina es el segundo 

carotenoide de mayor abundancia e importancia en las semillas de achiote y se usa para 

colorear diversos productos de naturaleza acuosas. Como se observa en la Figura 25b, 

los contenidos de norbixina variaron entre 1.84 y 3.17 mg/gps, siendo nuevamente la 

accesión 42 la de menor contenido y sin diferencias significativas entre el resto de las 

accesiones. Estas determinaciones se realizaron como parte de la caracterización de las 

accesiones. Raddatz-Mota y colaboradores (2016) reportaron valores de norbixina en los 

extractos entre 0.1 y 0.15% (equivalente a 1-1.5 mg/gps) para algunas accesiones 

provenientes de la península de Yucatán. 

6.1.1.2 Determinación del contenido de polifenoles totales 

El contenido de compuestos polifenólicos es uno de los parámetros más relacionados con 

los efectos benéficos sobre la salud que se mencionan respecto al consumo de productos 

de origen vegetal (Fraga et al., 2010; Li et al., 2014; Abuajah et al., 2015; Oroian y 

Escriche, 2015). En la Figura 26 se presenta el contenido de compuestos polifenólicos 

totales presentes en las semillas de achiote estudiadas. 
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Figura 26. Cuantificación de los compuestos polifenólicos totales en las distintas accesiones 
estudiadas. Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey 

(α=0.05). gps: gramo de peso seco. 

Se observa que dos de las accesiones estudiadas, NE y YUC, sobresalen en contenido 

de compuestos polifenólicos totales con los mayores contenidos (2.49 y 2.42 mg/gps), 

mientras que el resto de las accesiones, incluyendo la accesión 42, presentan contenidos 

similares (1.93-2.16 mg/gps). El valor aquí reportado para la accesión 42 coincide con el 

reportado por Raddatz-Mota y colaboradores (2016) para un extracto hidrofílico obtenido 

de esta misma accesión mediante agitación de alta intensidad en un homogenizador (1.93 

vs 2.09). Estas determinaciones se realizaron como parte de la caracterización de las 

accesiones estudiadas. 

6.1.1.3 Evaluación de la compatibilidad de tres metodologías de medición de 

actividad antioxidante in vitro con los extractos de achiote 

A continuación se presentan los resultados de la actividad antioxidante de las fracciones 

hidrofílica e hidrofóbica de los extractos de semillas de achiote obtenidos por el método de 

referencia. Inicialmente se planteó evaluar esta propiedad en los extractos por tres 

metodologías in vitro, los métodos de radicales DPPH y ABTS así como el método de 

reducción de cobre, CUPRAC. Los métodos de DPPH y ABTS son considerados como de 

transferencia de electrones y/o protones para neutralizar un radical, mientras que en el 

método CUPRAC sólo interviene la trasferencia de electrones debido al poder reductor de 

los compuestos (Özyürek et al., 2011; Apak et al., 2016).  

Los carotenoides presentan espectros de absorción con valores importantes de 

absorbancia desde 425 nm y hasta 520 nm (Fig 27), dependiendo de algunos factores 

como el tipo de carotenoide o el medio en el que está disuelto (Rahmalia et al., 2014). 

Debido a esta propiedad, la presencia de carotenoides en las muestras interfirió con los 
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métodos de DPPH y CUPRAC, cuyas mediciones se realizan a 515 y 470 nm 

respectivamente.  En el método de ABTS, debido a que las mediciones se realizan a 734 

nm no se presentó ninguna interferencia. En la Figura 27 se observa el espectro de 

absorción representativo de los extractos obtenidos mediante el método de maceración , 

con picos máximos en 475, 505 y 445. Los espectros de los extractos obtenidos por 

sonicación presentaron la misma forma. 

                                      

Figura 27. Espectro de absorción representativo de los extractos de achiote obtenidos con el 
método de referencia. 

La Figura 28a muestra la determinación de la actividad antioxidante en la fracción 

hidrofílica. En esta fracción la actividad antioxidante está dada por compuestos de 

naturaleza polar, como los polifenoles o pequeñas cantidades de vitamina C (Vilar et al., 

2014; Raddatz-Mota et al., 2016). Se observa que los valores obtenidos para las distintas 

accesiones son similares y siguen los mismos patrones al comparar los distintos métodos. 

Este comportamiento ha sido reportado para métodos de determinación de actividad 

antioxidante que tienen mecanismos de acción similares, como lo son los utilizados en 

este trabajo (Özyürek et al., 2011; Jing et al., 2012). Los mayores valores se tuvieron en el 

método de ABTS. 

La Figura 28b muestra los resultados de la fracción hidrofóbica, donde se concentran los 

carotenoides. Se observa que los valores determinados para cada método son muy 

distintos (sobre todo si se consideran las diferencias proporcionalmente), siendo sub 

estimados para el método de DPPH y sobre estimados para el método de CUPRAC. La 

presencia de carotenoides en la mezcla de reacción del método de DPPH interfiere con la 

determinación y hace que los valores de absorbancia sean mayores a lo que aporta el 

radical, sub estimando la actividad antioxidante de las muestras. Por su parte, en el 

método CUPRAC los valores de absorbancia se incrementan a mayor actividad 

antioxidante. Similar al caso anterior, la presencia de carotenoides que absorben a la 
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longitud de onda de la determinación (470 nm) hace que la absorbancia medida sea 

mayor a la obtenida del complejo de cobre, por lo que la actividad antioxidante es sobre 

estimada. 
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Figura 28. Determinación de la actividad antioxidante in vitro de los extractos de achiote a) extracto 
hidrofílico y b) extracto hidrofóbico medidos por tres métodos diferentes. Letras diferentes indican 
diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey (α=0.05). gps: gramo de peso seco. 

Este efecto fue reportado previamente por Müller y colaboradores (2011) quienes 

observaron que, al mediar la capacidad antioxidante de distintos carotenoides, entre los 

que se encontraban la bixina y el licopeno, el método de DPPH presentaba diversos 

inconvenientes como nula reacción, incremento en la absorbancia en lugar de 

disminución, así como comportamientos en los que la concentración de compuesto no 

seguía una relación lineal con la cantidad de radical neutralizado. Por el contrario, y 

acorde con lo observado en este trabajo, Müller y colaboradores reportaron que el método 

de ABTS no presenta ninguno de estos inconvenientes y es adecuado para la medición 

de muestras que contienen carotenoides. 

Debido a las razones expuestas se considera que los métodos DPPH y CUPRAC no son 

compatibles para medir los extractos hidrofóbicos estudiados en este trabajo, debido a la 

interferencia de los carotenoides y en adelante se utilizó únicamente el método del radical 

ABTS para medir la actividad antioxidante. Todos los resultados, análisis y argumentos 

presentados para los extractos de achiote aplicaron de manera similar para los extractos 

obtenidos de jitomates, debido a la presencia de los carotenoides licopeno y β-caroteno, 

por lo que en las pruebas realizadas con este fruto también fueron utilizando únicamente 

el método de ABTS. 
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Es importante mencionar que, aunque los métodos in vitro de medición de actividad 

antioxidante brindan información importante, estas metodologías han sido cuestionadas 

por considerarse que no reflejan el comportamiento de las ERO y otros radicales libres 

encontrados in vivo, además de no involucrarse parámetros fisiológicos reales (Shahidi y 

Zhong, 2015), por lo que idealmente deben ser consideradas como pruebas de 

caracterización preliminares, pero no concluyentes. 

6.1.1.4 Determinación de la actividad antioxidante in vitro en extractos de distintas 

accesiones achiote obtenidos por métodos convencionales 

Habiendo seleccionado el método de ABTS sobre los métodos de DPPH y CUPRAC, a 

continuación se presentan los resultados de la actividad antioxidante con éste método 

para extractos de las seis accesiones analizadas obtenidos por tecnologías 

convencionales. Se observa que para los extractos hidrofílicos, el obtenido a partir de la 

accesión NE presentó la mayor actividad antioxidante (40.57 µmol eq . Trolox/gps) 

mientras que la menor actividad fue del extracto de la accesión 42 (26.32 µmol eq. 

Trolox/gps) (Fig 29). Debido al procedimiento empleado para la extracción en equipo 

Soxhlet, ésta únicamente afectó las características del extracto hidrofóbico, por lo que no 

se muestra la actividad antioxidante de extractos hidrofílicos obtenidos mediante esta 

metodología.  
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Figura 29. Actividad antioxidante determinada mediante el método del radical ABTS en extractos a) 
hidrofílicos y b) hidrofóbicos de achiote. 42 S y E S son extractos obtenidos utilizando un equipo 
Soxhlet. Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey 
(α=0.05). gps: gramo de peso seco. 

Para los extractos hidrofóbicos obtenidos por las tecnologías convencionales se 

presentan resultados tanto para la extracción de referencia como para la realizada en 

equipo Soxhlet. Para los extractos obtenidos por el método de referencia, nuevamente la 

accesión 42 presentó los menores valores de actividad antioxidante (11.73 µmol eq. 
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Trolox/gps) mientras que la accesión E tuvo el mayor valor con 14.99 µmol eq.Trolox/gps. 

Este último no tuvo diferencias significativas con los valores obtenidos para los extractos 

de las accesiones 2N, NE, NAT y YUC. En los extractos obtenidos mediante equipo 

Soxhlet, tanto para la accesión 42 como para la accesión E, la actividad antioxidante se 

incrementó significativamente comparada con los extractos de referencia (α=0.05). En 

este caso, el extracto de la accesión 42 obtuvo valores de 16.12 µmol eq. Trolox/g ps 

mientras la accesión E llegó hasta 18.35 µmol eq. Trolox/gps. Estos resultados indican 

que, si bien el contenido de bixina no se modifica por la extracción en Soxhlet en 

comparación con la extracción de referencia, otros compuestos que aportan actividad  

antioxidante, como los pertenecientes a la familia de la vitamina E, sí se ven 

incrementados. Hasta este punto, esta es una hipótesis que se apoya en el significativo 

incremento de la actividad antioxidante. Es importante mencionar que la extracción en 

equipo Soxhlet se realizó a 55°C, la cual es una temperatura relativamente baja, y esto 

permitió evitar la degradación de los compuestos de interés. Se ha reportado que la 

degradación de una gran variedad de compuestos en presencia de calor comienza a partir 

de los 65°C (Aspé y Fernández, 2011; Taham et al., 2015). 

La siguiente etapa del trabajo, consistente en obtener extractos aplicando sonicación en 

baño buscando incrementar la eficiencia de extracción, se realizó utilizando únicamente la 

accesión 42, la cual presentó los valores más bajos para muchos de los parámetros 

analizados. Esto fue con la finalidad de saber si los bajos rendimientos eran debidos a 

baja eficacia de los métodos de extracción probados. 

6.1.2 Extractos obtenidos por sonicación en baño 

La sonicación es un método que se ha aplicado exitosamente para la extracción de 

compuestos de interés de matrices vegetales, tiene las ventajas de ser sencillo, no 

requerir calor y poder ser aplicado en combinación con una gran variedad de solventes.  

6.1.2.1 Condiciones de sonicación en baño usando DCM  

En esta etapa del trabajo se mostrarán paralelamente resultados de contenido de bixina y 

actividad antioxidante para extractos obtenidos de la accesión 42 dado que el objetivo fue 

monitorear la efectividad de las condiciones de extracción y no analizar a la accesión en 

sí. 
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El cuadro 2 muestra el contenido de bixina y la actividad antioxidante en los extractos 

obtenidos probando distintos tiempos de sonicación así como relaciones semilla g: 

solvente mL. Los tiempos de sonicación más favorables (mejor contenido de bixina y 

actividad antioxidante) fueron de 20 y 30 min, sin diferencias significativas entre ellos; 

debido a que utilizar el menor tiempo permite ahorrar recursos, 20 minutos fue el tiempo 

de extracción más conveniente. El contenido de bixina obtenido por sonicación en baño 

(20 min) fue similar a los métodos de referencia y Soxhlet (9.1 mg/gps); sin embargo, la 

extracción con sonicación requirió menos tiempo total de extracción (aproximadamente la 

mitad del tiempo). Además, la actividad antioxidante del extracto obtenido con 20 min de 

sonicación fue mayor que con el método de referencia y similar a la actividad obtenida por 

Soxhlet (16.1 µmol eq. Trolox/gps), lo que indica una mejor extracción de compuestos 

antioxidantes distintos a la bixina. Acorde con este resultado, Ruiz-Montañez y 

colaboradores (2014) reportaron una mayor eficacia de extracción de mangiferina y lupeol 

por sonicación en baño en comparación con maceración, microondas o Soxhlet. Se 

seleccionó una relación 1:150 (g: mL) porque ésta produce resultados similares a los 

obtenidos con mayores cantidades de solvente (1:200)  pero mejores que los obtenidos 

con menores cantidades de DCM (1:50 y 1:100). 

Cuadro 2. Condiciones de sonicación en baño para obtener extractos de achiote usa DCM 

como solvente. 

Factor Valor Bixin mg/gps AA (µmol Trolox/gps) 

Tiempo (min) 

10 4.3±0.8 c 13.0±0.6 c 

20 9.1±0.4 a 16.1±0.6 a 

30 8.3±0.6 a 15.3±0.4 a,b 

Relación (g:mL) 

1:50 6.1±0.5 b 12.2±0.4 c 

1:100 6.9±0.8 b 13.8±0.6 b,c 

1:150 9.4±0.5 a 16.4±0.5 a 

1:200 8.3±0.5 a 15.3±0.7 a,b 
 
Media ± DE. Letras diferentes indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (α=0.05). 
AA: actividad antioxidante. gps: gramo de peso seco. El factor tiempo se estudió con relación 
1:200; el factor relación se estudió con el tiempo de 20 min.  

Dado que los factores evaluados no presentaron interacción entre ellos (ANOVA de dos 

factores, α = 0.05), fue posible elegir independientemente las mejores condiciones de 

extracción para cada factor y combinarlos para obtener mejores parámetros para la 

extracción. Por lo tanto, se seleccionaron 20 min de sonicación y una relación m:v 1:150 

como las mejores condiciones para la sonicación en baño. 
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6.1.2.2 Aplicación de las mejores condiciones de sonicación en baño a las 

distintas accesiones de achiote estudiadas. 

Cuando se aplicó el tratamiento de sonicación (20 min; 1:150 g:mL) para obtener 

extractos de las accesiones 2N, NE, E NAT y YUC el contenido de bixina en los extractos 

fue similar al presentado en los extractos realizados con el método de referencia y en el 

caso de la accesión E a los obtenidos con el equipo Soxhlet (Fig 30). Estos resultados 

concuerdan con lo que se observó para la accesión 42; el método de agitación ya lograba 

extraer la mayor cantidad de bixina extraíble de las semillas, y este comportamiento se 

mantuvo independientemente de la accesión en la cual fue aplicado.  

  

m
g

 b
ix

in
a

/g
p

s

2 N N E E N AT Y U C

0

5

1 0

1 5

2 0

A c c e s io n e s

a)

m
g

 n
o

r
b

ix
in

a
/g

p
s

2 N N E E N AT Y U C

0

2

4

6

* * **

b )

A c c e s io n e s

 

Figura 30. a) Contenido de bixina y b) contenido de norbixina en extractos obtenidos por agitación 
(barras verdes) y por sonicación (barras grises) de las distintas accesiones de achiote. Los 
asteriscos indican diferencia significativa entre tratamientos según la prueba de Tukey (α=0.05). 
gps: gramo de peso seco. 

Por su parte, los contenidos de norbixina sí se incrementaron de manera significativa 

mediante la sonicación alcanzando valores entre 3.51 hasta 4.96 mg/gps, que representa 

un incremento entre 25 y 55%. Esta diferencia puede estar relacionada con la estructura 

química de estos apocarotenoides. La presencia de dos grupos carboxilo hace a la 

molécula de norbixina propensa a sufrir la conversión de los grupos ácidos a grupos de 

naturaleza iónica, permitiendo su solvatación por moléculas de agua. La bixina se 

solubiliza en menor proporción en soluciones acuosas, incluyendo las soluciones básicas. 

Sin embargo, al calentar soluciones de bixina en medios alcalinos, se da la conversión 

total de bixina a norbixina (Smith, 2006; Albuquerque y Meireles, 2011). Es posible que 

este fenómeno se presente durante la sonicación ya que esta es una herramienta que se 

emplea para acelerar reacciones químicas en síntesis orgánica (Sánchez-Ávila et al., 

2007; Tiwari, 2015). Si bien es cierto que para esta finalidad se emplean equipos más 
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potentes que el utilizado en este trabajo, la conversión de bixina a norbixina en las 

muestras analizadas solo se dio parcialmente y no totalmente. Esto se comprobó 

mediante cromatografía de capa fina. Al calentar muestras de bixina disuelta en solución 

acuosa de KOH toda la bixina se transformó y se observaba una sola banda 

correspondiente a norbixina, mientras que en las muestras sonicadas se conservó una 

banda de bixina, pero también se mostró una banda correspondiente a norbixina (datos 

no mostrados). Esto resultados son relevantes para la obtención de norbixina pues 

utilizando equipos de sonicación de mayor potencia se podría realizar la extracción y 

conversión de bixina a norbixina en una sola operación, sin necesidad de realizar la 

extracción y la conversión en operaciones distintas, como se realiza comúnmente (Smith 

2006; Scotter 2009; EFSA 2016). 

Los compuestos polifenólicos han mostrado tener una gran variedad de funciones 

biológicas y actualmente su estudio tienen una gran relevancia (Fraga et al., 2010; Li et 

al., 2014; Abuajah et al., 2015). Aportan una parte importante de la actividad antioxidante 

presente en extractos acuosos de diversas fuentes vegetales (Carocho y Ferreira, 2013; 

Oroian y Escriche, 2015). El contenido de estos compuestos en los extractos también se 

incrementó con la sonicación, en comparación con método de extracción de referencia 

(desde 2.088-2.493 hasta 2.610-2.938). Estos resultados indican que la extracción se 

mejora cuando se realiza mediante la aplicación de sonicación en baño (Fig 31). 
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Figura 31. Contenido de compuestos polifenólicos totales presentes en semillas de achiote de 
distintas accesiones extraídas mediante agitación (barras verdes) y mediante sonicación (barras 
grises). Los asteriscos indican diferencia significativa entre tratamientos según la prueba de Tukey 
(α=0.05). gps: gramo de peso seco 

Se observa que la actividad antioxidante de las fracciones hidrofílicas, para todas las 

accesiones estudiadas, y de manera congruente a lo observado para el contenido de 

compuestos polifenólicos, se incrementó con la aplicación de sonicación (Fig 32). La 



61 
 

actividad antioxidante de las fracciones hidrofóbicas, se incrementan de manera 

significativa en cuatro de las cinco accesiones presentadas con respecto a los extractos 

obtenidos con el método de referencia (Fig 32). Debido a que el contenido de bixina se 

mantuvo en valores estadísticamente iguales en los extractos obtenidos mediante 

sonicación con respecto al método de referencia, los resultados apuntan a que la 

actividad antioxidante en los extractos hidrofóbicos está dada por más de un compuesto y 

no sólo por la bixina. 
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Figura 32. Determinación de la actividad antioxidante por el método de ABTS de extractos 
obtenidos mediante agitación (barras oscuras) y mediante sonicación en baño (barras claras). a) 
Fracciones hidrofílicas y b) fracciones hidrofóbicas. Los asteriscos señalan diferencia significativa 
entre tratamientos según la prueba de Tukey (α=0.05). gps: gramo de peso seco. 

A pesar de que las semillas de achiote son apreciadas principalmente debido a sus 

componentes hidrofóbicos (carotenoides y vitamina E), las pruebas aquí realizadas 

reflejan una mayor actividad antioxidante de las fracciones hidrofílicas. Este 

comportamiento se ha observado en otros reportes para el achiote (Raddatz-Mota et al., 

2016) o para otros frutos con importante contenido de carotenoides y vitamina E, como el 

jitomate (Toor y Savage 2005; Ilahy et al., 2011). Sin embargo, como se mencionó 

anteriormente, las metodologías in vitro para la medición de la actividad antioxidante 

presentan diversos inconvenientes y falta de relevancia biológica, por lo que deben ser 

tomadas como parte de la caracterización y no como concluyentes en el estudio de 

muestras biológicas. 

 

6.1.2.3 Extractos de achiote obtenidos mediante sonicación en baño usando 

solventes verdes 
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En la actualidad, diversos grupos de investigación buscan alternativas más seguras que 

permitan cumplir con los límites de solventes residuales permisibles en alimentos, 

medicamentos y cosméticos (Byrne et al., 2016; EURC No. 231/2012). Después del 

análisis de algunos productos basados en achiote en el mercado, Ito y colaboradores 

(2012) reportaron que varios de ellos mostraron niveles de solventes residuales mayores 

a los permitidos por las agencias reguladoras. En este trabajo, probamos algunos 

solventes verdes aprobados por la FDA (Código de Regulaciones Federales  de la FDA, 

2017) para su uso en alimentos y medicamentos con límites prohibitivos más laxos que 

los solventes orgánicos usados comúnmente para obtener extractos de achiote. 

Usando las condiciones de sonicación seleccionadas en el apartado de “condiciones de 

sonicación en baño”, se analizaron extracciones con solventes verdes. Los extractos 

obtenidos con ACE, AAM, AET, AIP, CIM y LET produjeron rendimientos de bixina 

similares entre sí y similares al obtenido con DCM (8.22-9.47 mg/gps) pero mayores a los 

obtenidos con ATB y EtOH (6.83 y 7.05 mg/gps, respectivamente) (Fig 33). Los extractos 

obtenidos con AAM, AIP, CIIM y LET presentaron la mayor actividad antioxidante (15.44-

16.75 µmol eq. Trolox/gps) que fue similar a la actividad obtenida con DCM (16.1 µmol eq. 

Trolox/gps). Estos resultados son relevantes porque el DCM es el segundo solvente más 

adecuado para extraer bixina y otros compuestos lipofílicos de semillas de achiote, sólo 

después del cloroformo (Giridhar et al., 2014) 

Con base en la baja actividad antioxidante obtenida del extracto de ACE en este trabajo, 

no se recomienda su uso cuando se requieren extractos de achiote ricos en antioxidantes, 

a pesar de que se ha reportado su uso para la extracción de bixina (Rahmalia et al., 

2015). 
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Figura 33. Contenido de bixina y Actividad antioxidante de los extractos de achiote obtenidos por 
sonicación en baño usando DCM y solventes verdes. Promedios  y DE. DCM: diclorometano; ACE: 
acetona; AAM: acetato de amilo; CIM: p-cimeno; AET: acetato de etilo; EtOH: etanol; LET: lactato 
de etilo; AIP: acetato de isopropilo; ATB: alcohol ter-butílico. Letras diferentes indican diferencias 
significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (α=0.05). gps: gramo de peso seco. 

Aunque los solventes AAM, CIM, AIP y LET tuvieron valores similares de contenido de 

bixina y actividad antioxidante, el AIP y el LET se seleccionaron como los solventes más 

apropiados, ya que son fáciles de manejar, asequibles y es fácil obtener un extracto seco 

de ellos, además de su buen rendimiento (los resultados para estos no fueron 

estadísticamente distintos a los obtenidos con AAM, CIM ni con DCM). El AIP tiene un 

punto de ebullición bajo, lo que implica menos energía para la evaporación; el LET tiene la 

ventaja de ser miscible en sustancias polares y no polares.  

6.1.3 Obtención de extractos de achiote con el método convencional de 

referencia aplicando un diseño Taguchi  

Al corroborar en distintas accesiones que la sonicación incrementó la actividad 

antioxidante de los extractos de achiote en comparación a los extractos realizados con el 

método de referencia, se buscó comprobar que este efecto fue debido al  uso de 

sonicación y no por la falta de optimización de los parámetros de extracción con la 

metodología convencional. Para ello, se realizó una optimización del método de 

extracción convencional (extracción durante 2.5 h en agitador orbital, como ya se 

mencionó, esta metodología dio resultados estadísticamente iguales a los resultados del 

método de referencia) usando un diseño tipo Taguchi.  En el Cuadro 3 se presentan los 

factores y niveles analizados. 
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                   Cuadro 3. Factores y niveles analizados en el diseño Taguchi. 

Factor Niveles 

Solvente IPA; EtOH; LET 

Tiempo de agitación (min) 20; 60; 150 

Relación g:mL 1:50; 1:100; 1:200 

Pretratamiento Sin pret; H2O; H+ 

Velocidad de agitación rpm 100; 200; 300 

Accesión usada E y YUC 
 

Todos los factores analizados tuvieron tres niveles, a excepción del factor accesión, el 

cual se considera un factor de ruido, es decir, un factor externo al proceso de extracción, 

pero que puede influir el resultado de manera significativa (Gutiérrez-Pulido y de la Vara-

Salazar, 2008). El AIP y el LET se seleccionaron con base en los resultados de las 

pruebas de sonicación en baño. El EtOH se incorporó debido a que es considerado como 

el mejor solvente orgánico a ser usado en procesos de extracción. Se incluye el factor 

pretratamiento debido a que este tipo de tratamientos suele producir un efecto de 

hinchazón en los tejidos vegetales por a un efecto osmótico, lo que produce ruptura de 

estructuras celulares y facilita los procesos de extracción. 

En el Cuadro 4 se presentan las combinaciones para el diseño exper imental. Estas 

combinaciones fueron generadas por el programa Statgraphics Centurion.  

Cuadro 4. Arreglo de las corridas experimentales del diseño Taguchi. 

Accesión E Accesión YUC 

T       S      min   g:mL  Pt     V 
1     LET     20’    1:50     -     100 
2     LET     60’    1:100    A     200 
3     LET    120’    1:200    H+   300 
4     AIP     20’    1:50    A     200 
5     AIP      60’    1:100    H+   300 
6     AIP    120’    1:200     -     100 
7    EtOH    20’    1:100     -     300 
8    EtOH    60’    1:200    A     100 
9    EtOH  120’    1:50    H+   200 

T        S       min   g:mL   Pt      V 
10    LET      20’    1:200     H+    200 
11    LET      60’    1:50     -       300 
12    LET    120’    1:100     A      100 
13    AIP       20’    1:100     H+    100 
14    AIP       60’    1:200     -       200 
15    AIP     120’    1:50     A      300 
16   EtOH     20’    1:200     A      300 
17   EtOH     60’    1:50     H+    100 
18   EtOH   120’    1:100     -       200 

T: tratamiento; S: solvente; min: tiempo de agitación en minutos; g:mL relación semilla:solvente (1 
g:x mL); Pt: pretratamiento; V: velocidad de agitación en rpm. AIP: acetato de isopropilo; LET: 
lactato de etilo; EtOH: etanol. -: sin pretratamiento; A: pretratamiento con agua; H+: pretratamiento 
ácido. 
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Los diseños experimentales como este tienen como fin mejorar los procesos en que se 

aplican, en este caso el proceso de extracción, evitando en medida de lo posible el influjo 

de factores externos al proceso (Gutiérrez-Pulido y de la Vara-Salazar, 2008) mientras 

busca maximizar las respuestas y mejorar la eficiencia. Aplicando esta metodología, se 

logró visualizar los parámetros del proceso de extracción que influyeron para obtener los 

mejores rendimientos de bixina y actividad antioxidante de los extractos reduciendo de 

manera significativa  la cantidad de corridas experimentales necesarias. Los resultados de 

este experimento se presentan en la Figura 34.  

Debido a la cantidad de factores analizados en el experimento y las interacciones qu e 

entre ellos se dan, analizar lo que ocurre en cada uno de los tratamientos resulta difícil y 

poco relevante. Desde este punto de vista, lo más importante es saber que ocurre con los 

factores en sí, cuáles son significantes para los resultados y cuáles son los niveles para 

cada factor que optimizan el proceso de la extracción. 

En la Figura 35 se presenta gráficamente la significancia de cada factor estudiado en este 

experimento sobre el contenido de bixina en los extractos. Este grafico muestra 

claramente que el factor de mayor impacto es la relación m/v (semilla:solvente). Debido al 

efecto tan grande que tiene este factor sobre los resultados, el resto de los factores 

resultan ser no significativos para el análisis estadístico, siendo ordenados de la siguiente 

manera de acuerdo a su nivel de influencia en los resultados: velocidad de 

agitación>accesión>tiempo de agitación>solvente>pretratamiento.  



66 
 

                             

m
g

 b
ix

in
a

/g
p

s

m
g

 b
ix

in
a

/g
p

s

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8

0

3

6

9

1 2

1 5

0

3

6

9

1 2

1 5
a a a a

a b

b

b c
c d c d

c d

b c
b c

c d e
d ed

e f

f f

T ra ta m ie n to

a)

T ra ta m ie n to


g

 e
q

.T
r
o

lo
x

/g
p

s


g

 e
q

.T
r
o

lo
x

/g
p

s

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8

0

5

1 0

1 5

2 0

0

5

1 0

1 5

2 0

b )

 
Figura 34. Valores de a) bixina y b) actividad antioxidante en extractos de semillas de achiotes 
obtenidos mediante agitación aplicando el diseño Taguchi. Letras distintas indican diferencias 
significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (α=0.05).  gps: gramo de peso seco. 

         

Figura 35.  Diagrama de Pareto para el contenido de bixina en los extractos obtenidos con el 
diseño Taguchi. La línea gris muestra el punto de significancia de los factores (α=0.05). M:V: 
relación masa:volumen; Vel: velocidad de agitación; Accn: accesión de semilla usada; Tiem: tiempo 
de agitación; Solv: solvente usado; Pret: pretratamiento aplicado. 
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En la Figura 36 se muestra el comportamiento de los datos en cada uno de los factores 

analizados. El análisis de estos comportamientos permite conocer cuáles son los niveles 

que maximizan la respuesta (Cuadro 5), que en este caso es el contenido de bixina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Efecto de los factores y niveles analizados en el diseño Taguchi  sobre el contenido de 
bixina en los extractos de achiote de las accesiones E y YUC. 

Cuadro 5. Niveles óptimos para la obtención de bixina. 

 

                               

                             1:200 representa g de semilla:mL de solvente. AIP: acetato de isopropilo. 

Factor Óptimo Valor del nivel 

Relación g:mL 3 1:200 
Velocidad rpm 3 300 

Accesión 1 E 

Tiempo min 3 150 

Solvente 1 AIP 

Pretratamiento 2 Agua 

Accesión 
E YUC 

Solvente 
EtOH IPA ETL 

Tiempo 

20’ 60’ 120’ 

Semilla:Solvente 

1:50 1:100 1:200 

Pretratamiento 

- H2O H+ 

Velocidad (rpm) 

100 200 300 
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Del lado de la actividad antioxidante, se presentó un comportamiento similar de los 

factores estudiados (Fig 37). La relación m/v (semilla:solvente) fue por mucho el factor 

más influyente siendo además el único en alcanzar la significancia estadística (α=0.05). El 

resto de los factores, aunque no de manera significativa, influyeron en el siguiente orden 

los valores de actividad antioxidante: Tiempo de agitación>Accesión>Pretratamiento 

>Velocidad de agitación>Solvente.  

 

             

Figura 37. Diagrama de Pareto para la actividad antioxidante de los extractos obtenidos con el 
diseño Taguchi. La línea gris muestra el punto de significancia de los factores (α=0.05). M:V: 
relación masa:volumen; Vel: velocidad de agitación; Accn: accesión de semilla usada; Tiem: tiempo 
de agitación; Solv: solvente usado; Pret: pretratamiento aplicado 

Es interesante notar que, a pesar de que en general los solventes empleados para 

realizar extracciones son uno de los factores que más afecta el rendimiento de extracción 

(Rahmalia et al., 2015), en este experimento se observó que el solvente fue uno de los 

factores que menos influyó en el proceso, sin embargo, esto pudo deberse a que los 

solvente utilizados ya estaban pre seleccionados por tener buenos rendimientos (que 

además fueron similares entre sí). Por otro lado, el factor pretratamiento pudo ver 

disminuida su influencia en los resultados debido a que las semillas fueron molidas para 

realizar los extractos, por lo que probablemente el efecto de hinchazón de las semillas 

(que sí era observable) perdió el impacto que habría tenido en caso de realizarse las 

extracciones con semillas enteras. 

En la Figura 38 se observan los efectos de los niveles de cada factor sobre la actividad 

antioxidante. De manera homóloga a lo presentado para el contenido de bixina, el método 

presenta los valores óptimos para cada método (Cuadro 6).  
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Figura 38. Efecto de los factores y niveles analizados en el diseño Taguchi sobre la actividad 
antioxidante en los extractos de achiote de las accesiones E y YUC. 

Cuadro 6. Niveles óptimos para la actividad antioxidante. 

Factor Óptimo Valor del nivel 
Relación g:mL 3 1:200 

Velocidad rpm 1 100 

Accesión 1 E 

Tiempo 3 150 min 

Solvente 1 IPA 

Pretratamiento 1 SP 
      

       1:200 es en g de semilla:mL de solvente. AIP: acetato de isopropilo. SP: sin pretratamiento. 

Los valores más altos de bixina obtenidos en este experimento (para cada una de las 

accesiones) son similares a los obtenidos en las pruebas anteriores (13.27 mg/gps en 

accesión E y 12.38 mg/gps para accesión YUC). Este resultado era esperado, pues los 

mayores contenidos de bixina obtenidos en los extractos han sido siempre similares, 

Accesión 
E YUC 

Solvente 
EtOH IPA ETL 

Tiempo 
20’ 60’ 120’ 

Semilla:Solvente 
1:50 1:100 1:200 

Pretratamiento 
- H2O H

+ Velocidad (rpm) 
100 200 300 
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indicando que en todos los casos se está extrayendo la mayor cantidad posible de este 

carotenoide. Con relación a la actividad antioxidante de los extractos, los valores 

obtenidos fueron similares a los generados utilizando el método de referencia, pero 

menores a los obtenidos usando un equipo Soxhlet o con el método de sonicación en 

baño (15.89 µmol eq Trolox/gps para la accesión E y 14.48 µmol eq Trolox/gps para la 

accesión YUC). Es importante mencionar que el hecho de que la relación semilla:solvente 

haya sido el único factor significativo y que el nivel de mayor relación (1:200) haya sido el 

óptimo tanto para el contenido de bixina como para la actividad antioxidante  sugiere que 

el rendimiento de extracción es altamente dependiente de la cantidad  de solvente usado. 

Otro factor importante es el tiempo de extracción, pues a pesar de no tener significancia 

estadística, ambas respuestas incrementan al aumentar el tiempo de extracción. Debido a 

que con la sonicación en baño ya se había logrado disminuir la cantidad de solvente y que 

el tiempo de extracción es mucho menor con esta tecnología (20 min vs 120 min), la 

evidencia indica que la sonicación incrementa la eficiencia de la extracción, cosa que no 

fue posible en el método de agitación.  

Cabe aclarar que en el método con equipo Soxhlet, la extracción se monitoreó todo el 

tiempo y se consideró completa cuando el solvente en contacto con la semilla se 

mantenía incoloro, lo que reflejaba una extracción completa de bixina, por lo que reducir el 

tiempo no sería factible. El caso de la relación semilla:solvente posiblemente podría 

haberse mejorado, pero es probable que se tuviera que incrementar el tiempo de la 

extracción (al menos 30 min, que es lo que tardaba en producirse el efecto sifón), lo cual 

incrementaría de manera importante el consumo de energía, que ya era el más alto de 

todos los métodos. 

6.1.4 Obtención de extractos mediante sonicación con sonda 

La sonicación en sonda se aplicó debido a que se ha reportado que produce una mayor 

eficiencia en comparación con la sonicación en baño, debido a la concentración de 

energía en un área enfocada (www.hielscher.com/es/probe-type-sonication-vs-ultrasonic-

bath-an-efficiency-comparison). Por ejemplo, Sivakumar y colaboradores (2011) 

mejoraron el rendimiento de pigmentos extraídos de varias fuentes en un 12–100% 

mediante el uso de una sonicación de sonda en comparación con la maceración con 

agitación. En este sentido, se probó esta tecnología utilizando relaciones de 

semilla:solvente inferiores a la de 1:150, que se seleccionó en el tratamiento de 

sonicación en baño. Este factor fue el parámetro menos favorable en todos los métodos 
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probados hasta este punto. Adicionalmente, debido a la mayor concentración de la 

energía, el factor tiempo también fue probado, con la fina lidad de disminuirlo. Estas 

pruebas se realizaron en la accesión 42. 

El tiempo de sonicación se redujo de 20 min necesarios con sonicación en baño a 5 min 

en el equipo de sonicación en sonda. La relación requerida para lograr buenos 

rendimientos de bixina y alta actividad antioxidante en los extractos disminuyó de 1:150 

en sonicación en baño a 1:50 usando la sonicación de sonda (Cuadro 7). Los extractos 

obtenidos en una proporción de 1:100 tuvieron valores de actividad antioxidante 

estadísticamente iguales a los obtenidos en 1:50. Si el objetivo fuera sólo la extracción de 

bixina y no de otros compuestos funcionales, la relación semilla:solvente se podría reducir 

hasta 1:20 (g:mL) con rendimientos apenas 15% menores, pero ahorrando el 60% del 

volumen de solvente gastado (comparaciones vs relación 1:50). 

Cuadro 7. Condiciones para la sonicación con sonda para obtener extractos  

 de semillas de achiote usando AIP. 

 

 

Promedio ± DE. Letras diferentes indican diferencias significativas según la prueba de Tukey 
(α=0.05). gps: gramo de peso seco. 

Con las condiciones más efectivas probadas para la sonicación en sonda usando AIP se 

exploraron el EtOH y el LET. Aunque se han reportado bajos rendimientos de extracción 

de bixina con EtOH utilizando otros métodos de extracción (Chisté et al., 2011; Rodrigues 

et al., 2014), se decidió utilizarlo debido a que es el solvente orgánico más recomendable 

para realizar extracciones y que posiblemente la tecnología de sonicación por sonda 

pudiera incrementar su eficacia. Esto último se comprobó al comparar los resultados de 

Tiempo 
Relación g:mL 

Contenido de 
bixina (mg/gps) 

Actividad antioxidante 
(µmol eq. Trolox/gps) 

5 min 1:20 7.27±0.31 b,c 11.07±0.10 c 

1:50 7.89±0.25 b 16.73±0.37 a,b 

1:100 7.91±0.43 a 17.95±0.86 a 

10 min 1:20 7.13±0.16 b,c 10.32±0.42 c 

1:50 7.45±0.21 b 17.08±0.36 a,b 

1:100 7.56±0.33 a 17.36±0.56 a 

15 min 1:20 6.77±0.31 c 9.75±0.62 c 

1:50 7.11±0.27 b,c 16.15±0.67 b 

1:100 6.44±0.45 c 16.98±0.55 a,b 
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extracción con sonicación en baño y con sonda; los rendimientos de bixina con EtOH se 

incrementaron de manera significativa (6.9±0.2 contra 7.5±0.3 mg/gps), posiblemente 

porque el aumento de la temperatura hasta 65°C, junto con una mayor intensidad de los 

procesos de cavitación, facilitó la capacidad de extracción y la solubilidad de la bixina en 

el EtOH. 

Por su parte, empleando LET se alcanzó una temperatura más alta durante el tratamiento 

de sonicación con sonda en comparación con la alcanzada con AIP o EtOH (85°C contra 

65°C) lo que provocó que se tuvieran bajos rendimientos de extracción debido a que la 

bixina y otros antioxidantes presentes en el achiote, como la vitamina E, son compuestos 

termolábiles. Por lo anterior, se probó la aplicación de sonicación en pulso en lugar de 

sonicación continua y el enfriamiento de las muestras durante la sonicación en un baño de 

hielo.  

El uso de sonicación pulsada sin enfriamiento mostró mal rendimiento de bixina y 

actividad antioxidante para los tres solventes, posiblemente debido a que el tiempo de 

sonicación efectivo se redujo en un 50%, aunque la temperatura final no disminuyó. El 

rendimiento máximo de bixina y la mayor actividad antioxidante se lograron en las 

extracciones donde se aplicó la sonicación continua por sonda con enfriamiento usando 

AIP. Para los solventes LET y EtOH, los mayores rendimientos se obtuvieron utilizando 

sonicación de sonda pulsada con enfriamiento (Cuadro 8). 

Cuadro 8. Contenido de bixina y actividad antioxidante en extractos de achiote obtenidos 
por sonicación de sonda con y sin enfriamiento. 

 
Promedio ± DE. Letras distintas (minúsculas para bixina y mayúsculas para actividad antioxidante) 

Variable Sonicación con sonda 

Párametro Solvente 
Continua sin 
enfriamiento 

Continua con 
enfriamiento 

   Pulsos 
Por pulsos 

con 
enfriamiento 

Contenido 
de bixina 
(mg/gps) 

EtOH 7.5±0.3 b,c 6.4±0.7 c 5.0±0.3 d,e 7.1±0.3 b 

LET 7.9±0.3 a  6.7±0.6 c 4.8±0.1 e 8.6±0.4 a 

AIP 8.5±0.5 a  8.4±0.6 a 5.5±0.2 d 8.1±0.3 a 

Actividad 
antioxidante 
(µmol eq. 
Trolox/gps) 

EtOH 16.8±0.5 B,C 17.4±1.0 B 16.0±0.8 C 17.7±0.5 B 

LET 16.0±0.4 C 18.2±0.4 B 16.7±1.2 B,C 19.20±0.4 A 

AIP 17.7±0.7 B 19.1±0.7 A  16.2±0.4 C 18.6±0.8 A,B 
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indican diferencia significativa según la prueba de Tukey (α=0.05). EtOH: etanol; LET: lactato de 
etilo; AIP: acetato de isopropilo. gps: gramo de peso seco. 

Si bien los tratamientos de ultrasonido y los solventes verdes no aumentaron el contenido 

de bixina en los extractos en comparación con el método de referencia, el tiempo de 

extracción y la cantidad de solvente requerida se redujeron en un 75% y 67%, 

respectivamente, manteniendo un bajo gasto de energía. Además, la actividad 

antioxidante en los extractos de sonicación con sonda fue significativamente mayor. Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos por Zhang y colaboradores (2009), quienes 

encontraron que el uso de sonicación con sonda redujo el tiempo, la temperatura de 

operación y el consumo de solventes con rendimientos similares de epimedina C en 

comparación con el método de extracción en equipo Soxhlet. 

Las condiciones de sonicación con sonda que presentaron los mejores resultados se 

aplicaron también a la accesión E, por las razones expuestas con relación a la extracción 

con equipo Soxhlet. Similar a lo ocurrido para la accesión 42, la sonicación continua con 

sonda aplicando enfriamiento incrementó la actividad antioxidante hasta 21.95±0.55 µmol 

eq. Trolox/gps, lo que representa un incremento de 30% con respecto a la extracción de 

referencia y alcanzando diferencia estadística contra el extracto obtenido con equipo 

Soxhlet (21.95±0.55  vs 18.35±0.93) 

6.1.5 Determinación de bixina y δ-tocotrienol en extractos de la accesión 42 

obtenidos mediante espectrofotometría y HPLC  

La espectrofotometría es una técnica simple, de bajo costo y rápida, lo que la hace el 

método preferido para monitorear la eficiencia de los procesos de extracción cuando se 

realizan modificaciones en ellos. Sin embargo, los análisis de HPLC son más precisos y 

confiables para la identificación y cuantificación de compuestos. Aunque en las 

mediciones realizadas en los extractos por HPLC se obtuvieron contenidos mayores de 

bixina que en las realizadas por espectrofotometría, se mantuvo una relación entre los 

valores medidos por ambos métodos en los diferentes extractos, por lo que se reafirma la 

validez de las conclusiones obtenidas mediante las mediciones realizadas por 

espectrofotometría. El contenido de bixina medido por HPLC de la accesión 42 (Cuadro 9) 

fue similar al reportado previamente (12.77±0.66 contra 14±0.47 mg/gps) para extractos 

de esta accesión de achiote obtenidos mediante extracción con equipo Soxhlet (Raddatz-

Mota et al., 2016). 
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Cuadro 9. Contenido de bixina y de δ-tocotrienol determinados por HPLC y actividad 

antioxidante de extractos de achiote de la accesión 42 obtenidos mediante métodos 
convencionales y por sonicación con sonda. 

Tratamiento 
Contenido de 

bixina (mg/gps) 
Contenido de  

δ-tocotrienol (mg/gps) 

Actividad antioxidante 
(µmol eq de 
Trolox/gps) 

R 12.56±0.42 a 2.74±0.61 b 10.74±1.04 c 

S 12.77±0.66 a 3.58±0.72 a 17.22±1.56 b 

EtOHC 11.49±0.93 b 3.55±0.24 a 16.88±0.54 b 

LETPE 12.36±0.41 a 3.65±0.56 a 18.90±0.32 a 

AIPP 10.98±0.79 b 2.99±0.32 b 16.19±0.40 b 

AIPCE 11.99±0.56 a,b 3.75±0.50 a 19.24±0.41 a 
 

Promedios ± DE. Para cada columna, diferentes letras indican diferencia significativa entre los 
tratamientos según la prueba de Tukey (α=0.05). R: extracto del método de referencia; S: extracto 
de Soxhlet; EtOHC: extracto usando etanol y sonicación continua por sonda; LETPE: extracto 
utilizando lactato de etilo y sonicación por pulsos con enfriamiento; AIPP: extracto utilizando 
acetato de isopropilo y sonicación pulsada sin enfriamiento; AIPCE: extracto utilizando acetato de 
isopropilo y sonicación continua con enfriamiento. gps: gramo de peso seco.  

En los extractos analizados, el único tococromanol cuantificable fue el δ -tocotrienol 

(Cuadro 9). Estos resultados coincidieron con varios informes, donde se reporta que el δ -

tocotrienol es el principal tococromanol en semillas de achiote, con concentraciones 

comprendidas entre 1.5-10.5 mg/gps (Aggarwal et al., 2010; Dequigiovani et al., 2017; 

Raddatz-Mota et al., 2016). 

Dado que tanto los carotenoides como los tocotrienoles son antioxidantes, su contribución 

individual a la actividad antioxidante en los extractos se evaluó mediante análisis de 

regresión múltiple, donde la actividad antioxidante se consideró como la respuesta, 

mientras que el contenido de bixina y de δ-tocotrienol fueron los factores en estudio. El 

análisis reveló que, en conjunto, representaban el 67% de la actividad antioxidante, lo que 

indica que esos compuestos confieren la mayor parte de la actividad antioxidante en los 

extractos de achiote. Sin embargo, el δ-tocotrienol, pero no la bixina, tuvo un valor de P 

menor que 0.05 (δ-tocotrienol P=0.0001; bixina P=0.1505), lo cual indica una mejor 

correlación entre el contenido de δ-tocotrienol en el extracto y la actividad antioxidante. 

Esto sugiere que el δ-tocotrienol es el compuesto que confiere la mayor parte de la 

actividad antioxidante de los extractos de achiote obtenidos. En un análisis de regresión 
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lineal simple de actividad antioxidante frente a δ-tocotrienol, este último tuvo un 

coeficiente de correlación de Pearson de 0.78. 

Para la accesión E, el extracto obtenido bajo las mejores condiciones de sonicación 

mostró un contenido de bixina de 18.84±0.44 mg/gps y un contenido de δ-tocotrienol de 

5.08 mg/gps. Este extracto fue el que se utilizó en las pruebas para determinar el efecto 

del extracto de achiote en la sobrevida y resistencia a estrés en C. elegans. 

6.1.6 Medición del efecto de los extractos de achiote sobre C. elegans 

C. elegans es el modelo animal más utilizado para medir las propiedades biológicas in 

vivo de extractos o compuestos, pues su simplicidad y su corto periodo de vida facilita 

ejecutar las pruebas y la interpretación de los resultados. Sin embargo, se debe tener 

cuidado con la interpretación y la extrapolación directa de los resultados a mamíferos; los 

resultados deben usarse como bases para realizar estudios adicionales en otros modelos 

animales o en humanos.  

6.1.6.1 Efecto de los extractos de achiote en la sobrevivencia de la cepa nativa  

El efecto del extracto de achiote en la sobrevivencia del nematodo se muestra en la 

Figura 39. La concentración de 60 µg/mL no presentó efecto en el periodo de vida, la 

concentración de 100 µg/mL aumentó la vida media y máxima en 23 y 13%, 

respectivamente, en comparación con el grupo control mientras que la concentración de 

170 µg/mL incrementó la vida media en un 35% y la vida máxima en un 27% (Fig 39b).  
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Figura 39. Efecto de tres concentraciones de extracto de achiote en la sobrevivencia de C. elegans 

cepa N2. a) Curvas de Kaplan-Meier de individuos sincronizados expuestos a 0 (control), 60, 100 y 

170 µg/mL de extracto de achiote a 20°C. * indica diferencia significativa vs control. b) Efecto del 

extracto de achiote (0-170 µg/mL) en la vida media y máxima de las poblaciones de N2. Diferentes 
letras indican diferencias significativas entre tratamientos. 
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Dado que los extractos de achiote son ricos en carotenoides y la vitamina E, el aumento 

en la vida media observado en este estudio puede deberse a la capacidad de estos 

compuestos para incrementar los mecanismos de sobrevivencia, como se ha reportado 

para otros compuestos bioactivos (Fontana et al., 2010; Lucanic et al., 2013). En este 

sentido, Surco-Laos y colaboradores (2012) evaluaron la influencia de la catequina y 

algunos de sus derivados en el periodo de vida del gusano y reportaron que algunos de 

los compuestos probados tienen la capacidad de aumentar la vida media y máxima en los 

nematodos. Vayndorf y colaboradores (2013) estudiaron el efecto de los extractos de 

manzana en C. elegans, descubriendo que estos extractos podían incrementar el periodo 

de vida saludable, así como la vida media y la vida máxima. En estos dos estudios, los 

autores también reportaron aumento en la resistencia contra diferentes tipos de estrés en 

C. elegans. Además, estos autores también reportaron que los extractos de manzana 

aumentaron la resistencia a la infección por Pseudomonas aureoginosa, lo que sugiere la 

participación del sistema inmune en el incremento de vida observado. 

6.1.6.2 Efecto de los extractos de achiote sobre la resistencia a distintos tipos de 

estrés en la cepa nativa 

Para determinar si el extracto de achiote induce resistencia a estrés, se probaron sus 

efectos contra estrés oxidante, térmico y por radicación UVC. Los resultados se presentan 

en la Figura 40. 

El tratamiento con extractos de achiote produjo resistencia a todos los tipos de estrés 

explorados. Los extractos de achiote incrementaron la resistencia al estrés térmico 30 y 

33% con las concentraciones de 100 μg/mL y 170 μg/mL, respectivamente (Fig 40a). 

Además, la resistencia al estrés térmico fue el único parámetro que incrementa de manera 

significativa por la concentración más baja utilizada en este estudio, que fue de 60 μg/mL 

(14% de incremento). 
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La supervivencia al estrés oxidante (Fig 40b) aumentó en un 56% y 84% en comparación 

con el tratamiento control al aplicar 100 μg/mL y 170 μg/mL de extracto de achiote, 

respectivamente. Para el estrés UV (Fig 40c), los porcentajes de supervivencia 

aumentaron en 58% y 101% del valor de control cuando se aplicaron 100 μg/mL y 170 

μg/mL de extracto de achiote, respectivamente. 

Estos resultados sugieren que, al menos en parte, el efecto observado en la sobrevivencia 

de la cepa de N2 estuvo mediado por la capacidad de los extractos para aumentar la 

resistencia a diferentes tipos de estrés. Respecto a este resultado, muchos autores han 

relacionado la resistencia a estrés con sistemas altamente eficientes para prevenir y/o 

reparar alteraciones en proteínas y otras biomoléculas causados por agentes dañinos, 

como las ERO. La resistencia a estrés también se ha relacionado con actividad 

antienvejecimiento (Wu et al., 2012; Chen et al., 2013; Vayndorf et al., 2013; Cavinato et 

al., 2017).  

 

Figura 40. Respuesta de la cepa 
nativa a a) estrés térmico b) estrés 

oxidante y c) estrés UV después del 

tratamiento con extracto de achiote. 

Los datos se presentan como 

porcentaje de supervivencia relativa 

respecto al grupo control. Letras 
diferentes indican diferencias 

significativas entre tratamientos 

según la prueba de Tukey (α = 0.05). 
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6.1.6.3 Efecto de los extractos de achiote sobre la fertilidad 

Para determinar si el aumento en el periodo de vida y en la resistencia a estrés provocada 

por los extractos de achiote se debió a una desviación de la energía de las funciones 

secundarias, como la reproducción, a las funciones primarias, como mecanismos de 

supervivencia, se llevaron a cabo ensayos de fertilidad. La desviación de energía podría 

ser un indicador de alteraciones importantes en el metabolismo (Gruber et al., 2007; Kim 

et al., 2014; Zhuang et al., 2014) y es, para compuestos que no tienen esa finalidad, un 

efecto indeseable.  

La Figura 41 muestra los efectos de 60 y 170 µg/mL de extracto de achiote en la tasa de 

reproducción, así como en el tamaño de la progenie de los nematodos. Dado que la 

concentración más alta y la concentración más baja probadas en este trabajo no tuvieron 

un efecto significativo en este ensayo, es razonable pensar que concentraciones 

intermedias, como 100 µg/mL, tendrían el mismo comportamiento. 
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Figura 41. Efecto del extracto de achiote a concentraciones de 60 y 170 μg/mL en: a) tasa de 
reproducción y b) tamaño total de la progenie en la cepa N2 de C. elegans. 

Ni la cantidad total de larvas ni la cantidad de larvas puestas por día presentaron 

diferencias significativas en comparación con el control. Estos resultados apuntan a que 

los efectos protectores del extracto de achiote no están mediados por restricción calórica 

(Kirkwood, 2005; Pietsch et al., 2011), y no interfieren con el sistema reproductivo de C. 

elegans y en general sugieren la inocuidad de este extracto. 
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6.1.6.4 Efecto de la bixina y del δ-tocotrienol sobre la resistencia a estrés de la 

cepa nativa de C. elegans 

Debido a que los extractos de achiote tienen a la bixina y al δ-tocotrienol como los 

principales compuestos bioactivos (30% y 10%, respectivamente), ambos fueron 

probados para determinar si estos compuestos, individualmente o en combinación, podían 

reproducir los efectos sobre la resistencia a estrés producidos por los extractos de 

achiote. Las concentraciones de bixina (30 µg/mL) y δ-tocotrienol (10 µg/mL) aplicadas 

corresponden a las encontradas en el extracto a 100 µg/mL. Esto fue con la finalidad de 

explorar si los componentes principales del extracto de achiote podrían ser los 

responsables, individualmente o en mezcla, de los efectos beneficiosos producidos por el 

extracto completo de achiote. La Figura 42 muestra los resultados de estos ensayos. 
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La bixina no tuvo efecto sobre la resistencia contra el estrés oxidante (16%, α=0.05); sin 

embargo, el δ-tocotrienol sí aumentó significativamente la supervivencia (34% más que el 

control). Del mismo modo, la supervivencia al estrés térmico y a radiación UV fue 

incrementada por el δ-tocotrienol (16% y 51% sobre el control, respectivamente; log-rank, 

α=0.05) pero no por la bixina. Estos resultados sugieren que individualmente el δ -

tocotrienol es el principal compuesto responsable de la actividad del extracto de achiote. 

Cuando los compuestos se aplicaron en combinación, la supervivencia a todos los tipos 

de estrés probados fue mayor que la obtenida al aplicar los compuestos individuales, y 

similar a la obtenida con 100 μg/mL de extracto de achiote. Estos resultados sugieren  un 

Figura 42. Respuesta de la cepa N2 a a) estrés oxidante y UVC b) estrés térmico después de 
aplicar los tratamientos de bixina (Bix, 30 µg/mL), δ-tocotrienol (d-T3, 10 µg/mL) o de su mezcla 

(Bix+d-T3). Los datos se presentan como porcentaje de supervivencia relativa con el grupo 

control como 100% de supervivencia. Diferentes letras indican diferencias estadísticas según la 

prueba de Tukey (α = 0.05). 
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efecto acumulativo de δ-tocotrienol y bixina indicando que los mecanismos por los que 

actúan son distintos. 

Los efectos protectores de mezclas de tococromanoles donde los tocotrienoles 

representan la fracción mayoritaria han sido estudiados previamente por Adachi e Ishii 

(2000) y por Aan y colaboradores (2013). Estos autores reportaron un aumento en la vida 

media, así como en la resistencia al estrés generado por la radiación UV y por H2O2. El 

aumento de la resistencia se tradujo en reducción de la oxidación de biomoléculas  como 

proteínas y lípidos. Hasta donde sabemos, no hay estudios similares para el efecto de la 

bixina o de extractos de achiote. Aunque la bixina no tuvo efectos significativos contra el 

estrés ni en la longevidad de los nematodos a las concentraciones probadas en este 

estudio, no se descarta que diferentes concentraciones de bixina pudieran producir un 

resultado benéfico. 

6.1.6.5 Efecto de los extractos de achiote en la sobrevivencia y resistencia a 

estrés en C. elegans a través de epistasis 

Con el fin de explorar los mecanismos a través de los cuales el extracto de achiote 

protegió a los nematodos, se realizaron ensayos en varias cepas mutantes de C. elegans 

para determinar el efecto en el periodo de vida, la resistencia a estrés oxidante y a estrés 

térmico al aplicar tratamientos de 100 µg/mL de extracto de achiote. La Figura 43 muestra 

las curvas de sobrevivencia de los nematodos mutantes (eat-2, age-1, daf-2 y daf-16) 

tratados con extractos de achiote. 

El extracto de achiote aumentó la vida media y máxima de la mutante eat-2, pero no el de 

las mutantes age-1, daf-2 y daf-16 (Fig 43b). La capacidad de los extractos de achiote 

para aumentar la vida de eat-2 sugiere que este efecto es independiente de la restricción 

calórica, lo que es consistente con los resultados del ensayo de fertilidad ya que  ambas 

situaciones, limitada actividad reproductiva y restricción calórica, se presentan como 

respuestas a bajos niveles de nutrientes (Kim et al., 2015). Por su parte, debido a que las 

diferencias entre tratamientos en las mutantes relacionados con la vía de señalización de 

insulina y péptidos semejantes a insulina no son significativas (aunque en todos los casos 

hay una tendencia a aumentar la vida media y máxima), tentativamente, esta vía puede 

ser reguladora de la actividad de los extractos de achiote. 
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Figura 43. Efecto del extracto de achiote en el periodo de vida de cepas mutantes de C. elegans. a) 

Curvas de sobrevivencia y b) efecto sobre la media y la vida máxima de las mutantes eat-2, age-1, 
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daf-2 y daf-16 del control y el tratamiento de 100 μg/mL de extracto de achiote. * indica diferencias 
significativas entre tratamientos de acuerdo con la prueba de log-rank (α = 0.05), n = 5. 

La Figura 44 muestra los resultados de la prueba de estrés oxidante y estrés térmico en 

mutantes de C. elegans. Se observó que el extracto de achiote incrementó la resistencia 

al estrés oxidante (Fig 44a) independientemente de los factores de transcripción DAF-16, 

SKN-1 y HSF-1; esto indica una alta actividad antioxidante de los compuestos en el 

extracto; sin embargo, esta actividad antioxidante no fue suficiente para aumentar el 

periodo de vida (Fig 43 b). Esto concuerda con reportes donde se menciona que proteger 

contra estrés oxidante no siempre correlaciona con el aumento de la sobrevivencia y que 

el incremento de estrés oxidante no siempre correlaciona con la disminución de la 

sobrevivencia (Doonan et al., 2008; Gutteridge & Halliwell, 2010; Cabreiro et al., 2011; 

Ristow & Schmeisser, 2011; Yazaki et al., 2011; Liochev, 2013; Jones, 2015). La actividad 

antioxidante observada también fue independiente de la restricción calórica, probado con 

la mutante eat-2. No se observaron efectos significativos en la resistencia al estrés de las 

mutantes age-1 y daf-2. 
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Figura 44. Efecto de 100 µg/mL de extracto de achiote sobre la resistencia a a) estrés oxidante y b) 
térmico en mutantes de C. elegans. Los datos se presentan como porcentaje de sobrevivencia 

relativa a los grupos control. Para el estrés térmico, los valores presentados corresponden a 16 h 

de  estrés para eat-2 y age-1; 20 h para daf-2, y 14 h para daf-16, skn-1 y hsf-1. * indica diferencias 

significativas entre tratamientos según la prueba de Tukey (α = 0.05), n=5.  

El extracto de achiote también fue capaz de aumentar la supervivencia al estrés térmico 

en las mutantes eat-2 y skn-1, pero no en mutantes age-1, daf-2, daf-16 y hsf-1, lo que 

indica dependencia del efecto a IIS, DAF-16 y HSF-1 (Fig 44b). En conjunto, los 

resultados en mutantes indican que, aunque los mecanismos responsables de conferir 
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resistencia a cada tipo de estrés están relacionados y comparten algunos intermediarios 

de señalización (Zumberland et al., 2016; Rathor et al., 2017), pueden actuar por vías 

independientes (Saul et al., 2008), principalmente en cepas mutantes donde las 

respuestas pueden ser objeto de mecanismos adaptativos, compensatorios o de epistasis 

(Briga y Verhulst, 2015).  

6.2 Extractos de jitomate 

6.2.1 Experimento factorial. Enzimas y medio de reacción enzimática 

En el Cuadro 10 se muestras las características de las enzimas ensayadas. Se trata de 

tres cocteles enzimáticos diseñados para la degradación de moléculas presentes en la 

pared celular de las células de los frutos. Si bien, la actividad lítica reportada de los 

cocteles es similar, la composición específica de cada coctel, así como la fuente de las 

que fueron obtenidas las enzimas no son iguales, por lo que particularidades como las 

condiciones óptimas para su actividad y la afinidad por los sustratos trabajados afectaron 

su desempeño en las pruebas realizadas. En el Cuadro 11 se muestran los dos factores 

estudiados, así como sus niveles. 

Cuadro 10.- Enzimas probadas para la extracción de compuestos funcionales de jitomate.  

Coctel Código Actividad Fuente 

NS-22002/CNN02196 CNN Glucanasa, Xilanasa, 

Celulasa y Hemicelulasa 

Humicola inolens 

NS-50012/KTN02163 KTN Celulasa,  Glucanasa, 

Hemicelulasa, Pectinasa y 

Xilanasa 

Aspergillus aculeatus 

Viscozyme L VIS Hemicelulasa, Glucanasa, 

Celulasa y Xilanasa 

Aspergillus sp. 

Datos obtenidos de Novozymes. 

Cuadro 11.- Factores y niveles evaluados del diseño factorial. 

Diseño factorial 
pH Enzima 

4 KTN 
5 CNN 

6 VIS 
A N 

                                                    

                                                    A: agua destilada; N: sin enzima. 
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Las enzimas, al ser proteínas, pueden modificar su actividad o la afinidad por su sustrato 

dependiendo de la composición del medio y el pH en que se encuentran. Por esto, se 

evaluó si el efecto del tratamiento con los cocteles enzimáticos era significativo contra un 

control sin enzimas, al mismo tiempo que se estudió cuál de los cocteles presentaba 

mayores beneficios y en qué medio se obtenían los mejores resultados para la obtención 

de extractos de jitomate con las mejores propiedades antioxidantes. Los resultados 

mostrados en la Figura 45 reflejan el efecto de la utilización de cocteles enzimáticos y los 

distintos medios de reacción probados para la obtención de extractos de jitomate.  

Las Figuras 45 y 46 presentan el efecto de los dos factores estudiados. Ambos factores y 

su interacción tienen influencia tanto en el contenido de carotenoides como en la actividad 

antioxidante de los extractos obtenidos (Cuadro 12), teniendo mejor desempeño el coctel 

KTN, con una gran diferencia contra el control sin enzima (P=0.0001). Es interesante 

señalar que el coctel KTN es el único de los tres probados para el que se reporta actividad 

pectinasa, posiblemente esta enzima tuvo relevancia en los resultados obtenidos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45. Contenido de carotenoides (A y C) y Actividad antioxidante (B y D) en extractos de 

jitomate saladette comercial obtenidos empleando distintos cocteles enzimáticos y diferentes 
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medios de reacción. Se grafican los valores promedio obtenidos para cada condición. Los 
asteriscos agrupan de acuerdo con la prueba de Tukey con α=0.05. gpf: gramo de peso fresco. 

 
Cuadro 12.- Análisis de Varianza para carotenoides y actividad antioxidante. 

 

Fuente 
Valor-P 

(C) 
Valor-P 

(AA) 

EFECTOS PRINCIPALES   
  A:pH 0.0001* 0.0001* 

 B:Enzima 0.0001* 0.0001* 

INTERACCIONES   

 AB 0.0001* 0.0001* 
              

                   C: carotenoides; AA: actividad antioxidante; *Significancia estadística, α=0.01 

En la Figura 45 se observa que en las reacciones realizadas en pH 5 y en agua destilada, 

los valores promedio de carotenoides y de actividad antioxidante no mostraron 

diferencias significativas entre ellos y fueron superiores a los obtenidos en pH 4 y pH 6. 

Este resultado es interesante pues el hecho de no necesitar controlar el pH de la reacción 

enzimática es una ventaja debido al ahorro de recursos.  
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Figura 46. a) Contenido de carotenoides y b) Actividad antioxidante en extractos de jitomate 
aplicando cocteles enzimáticos y distintos medios de reacción. Comparación de tratamientos. 
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Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos según la prueba de Tukey 
(α=0.05). gpf: gramo de peso fresco. 

El hecho de que ambos factores, así como su interacción, hayan resultado significativos 

señala la necesidad de estudiarlos más detalladamente para la optimización de procesos 

donde se involucre el uso de enzimas. Con base en estos resultados se seleccionó el 

coctel enzimático KTN para realizar las extracciones, y dos de los medios de reacción 

probados, pH 5 y agua destilada, para probarlos en el siguiente experimento. 

6.2.2 Experimento factorial fraccionado. Condiciones de reacción enzimática 

El Cuadro 13 muestra los factores y los niveles de dichos factores que se probaron 

durante el primer experimento fraccionado. Los experimentos factoriales fraccionados 

presentan la ventaja de permitir la incorporación de factores cualitativos. De los factores 

estudiados en este experimento, el medio de reacción corresponde a un factor del tipo 

cualitativo, el resto son factores de tipo cuantitativo. 

               Cuadro 13.- Factores y niveles estudiados para la reacción enzimática. 

Reacción 

enzimática 

Medio de reacción 1=H2O -1=pH5 

Tiempo 1=12h -1=1h 

Concentración  %v/p 1=5% -1=1% 

Temperatura 1=40°C -1=50°C 

 

El Cuadro 14 muestra el arreglo del diseño experimental. Este arreglo fue generado 

mediante el programa Statgraphics Centurion XVI.  

              Cuadro 14. Arreglo del diseño factorial fraccionado, reacción enzimática. 

Tratamiento Medio de 
reacción 

Tiempo Concentración  *Temperatura 

1 -1 -1 -1 1 

2 1 1 1 -1 

3 -1 1 -1 -1 
4 1 -1 1 1 

5 -1 -1 1 -1 
6 1 1 -1 1 

7 1 1 1 1 
8 -1 -1 -1 -1 

                         *Complemento –ABC 
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Además del pH del medio, que ya se había probado en el experimento factorial inicial , la 

temperatura, la cantidad de enzima utilizada y el tiempo de contacto entre las enzimas y 

el material tratado son factores que pueden afectar la eficacia de las reacciones 

enzimáticas, por lo que estos factores se optimizaron en este experimento, donde  cada 

uno de estos factores tuvo dos niveles, resultando en un experimento del tipo 2 4-1. Los 

resultados se presentan en la Figura 47. 
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Figura 47. a) Contenido de carotenoides y b) Actividad antioxidante de extractos obtenidos en 

distintas condiciones de reacción enzimática. Letras distintas indican diferencias significativas 

entre tratamientos de acuerdo con la prueba de Tukey α=0.05. 

La metodología del diseño factorial fraccionado permite definir, además de la significancia 

de los factores, cuáles son los niveles óptimos para cada factor, maximizando las 

variables respuesta. En la Figura 48 se presenta el nivel de significancia de cada factor 

(línea negra). Los factores cuya barra rebasa esta línea son significativos; mientras más 

grande sea la barra, mayor es la influencia del factor en el resultado. Las leyendas 

combinadas del tipo AB indican interacción entre los factores. 

 



88 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Diagrama de Pareto del experimento de reacción enzimática; se indica la significancia 
de los factores para a) el contenido de carotenoides y para b) la actividad antioxidante. 

Tanto para el contenido de carotenoides como para la actividad antioxidante, el tiempo de 

reacción es el factor más influyente, seguido por la temperatura, el pH del medio de 

reacción y finalmente la concentración de enzima añadida. Este último factor deja de ser 

significativo. El Cuadro 15 refleja los niveles que maximizan los valores de los dos 

parámetros estudiados (contenido de carotenoides y actividad antioxidante). Los dos 

tienen como niveles óptimos tiempo: 3 h, temperatura: 50°C, medio de reacción: pH 5 y 

concentración: 1% v/p. 

Cuadro 15.- Niveles óptimos para los factores del experimento de condiciones 
de reacción enzimática. 

Factor 
Contenido de 
carotenoides 

Actividad 
antioxidante 

Bajo Alto Óptimo Bajo Alto Óptimo 

pH -1.0 1.0 -1.0 -1.0 1.0 -1.0 

Tiempo -1.0 1.0 -1.0 -1.0 1.0 -1.0 

Conce.% -1.0 1.0 1.0 -1.0 1.0 1.0 
Temp. -1.0 1.0 -1.0 -1.0 1.0 -1.0 

 

Es relevante mencionar que, aun cuando el factor concentración de enzima no es 

significativo, el método seleccionó un nivel óptimo; el nivel 1 de concentración que 

corresponde a la menor concentración probada de enzimas. 
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6.2.3 Experimento factorial fraccionado. Combinación de métodos no 

convencionales 

A partir de los experimentos anteriores se pudieron establecer las condiciones a aplicar en 

el último experimento, en el cual las tecnologías de tratamiento enzimático y sonicación 

en sonda fueron combinadas con los solventes verdes. Las condiciones de sonicación 

fueron también ensayadas previamente, siendo el tiempo de sonicación el único factor 

estudiado (datos no mostrados).  

En la Cuadro 16 se pueden observar los factores estudiados en este experimento, así 

como sus niveles. En este caso, los cuatro factores son del tipo cualitativo. El Cuadro 17 

muestra el arreglo de los tratamientos. 

Cuadro 16.- Factores estudiados en la combinación de métodos de extracción no  

convencionales. 

Combinación 

de métodos 

Factor Niveles 

Genotipo 1=210 -1=209 

Sonicación 1=Sí -1=No 

Enzimas 1=Sí -1=No 

Solvente  1=Lactato de etilo -1=Acetato de isopropilo 

 

Cuadro 17.- Arreglo del diseño factorial fraccionado, combinación de métodos de 

extracción. 

Tratamiento Genotipo Sonicación Enzima *Solvente 
1 1 1 1 1 

2 1 -1 -1 1 

3 -1 1 1 -1 

4 -1 -1 -1 -1 
5 1 1 -1 -1 

6 1 -1 1 -1 
7 -1 1 -1 1 

8 -1 -1 1 1 
                                *Complemento ABC 

Los resultados de este experimento se muestran en la Figura 49. Se observa que el 

contenido de carotenoides de la actividad antioxidante fue mayor en el tratamiento 

número 3, el cual corresponde al genotipo 209 (168.17±36.13 µg eq. licopeno/gpf y 
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0.83±0.11 µmol eq. Trolox/gpf). Por otro lado, los valores más bajos de contenido de 

carotenoides extraídos se encontraron en el tratamiento 1, que corresponde al genotipo 

210, con un valor de 51.13±0.11 µg eq. licopeno/gpf y de actividad antioxidante para el 

genotipo 209 con el tratamiento 4, con un valor de 0.16±0.08 µg eq. Trolox/gpf. Estos 

resultados reflejan la importancia de las condiciones de extracción, pues estas pueden 

modificar de manera importante las propiedades de los extractos obtenidos.  
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Figura 49. a) Contenido de carotenoides y b) Actividad antioxidante en extractos de jitomates 
nativos obtenidos con la aplicación de enzimas digestivas y sonicación, según un diseño factorial 

fraccionado del tipo 24-1. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos. 

Contrario a lo ocurrido en el experimento anterior, los factores estudiados influyen de 

manera diferencial a cada uno de los parámetros medidos. Mientras que para el 

contenido de carotenoides el factor que más afecta el resultado es el solvente empleado, 

para la actividad antioxidante es la aplicación de enzimas digestivas. De manera 

interesante, en el caso del contenido de carotenoides, ni la aplicación de enzimas ni el 

genotipo estudiado resultan ser factores significativos, mientras que para la actividad 

antioxidante el solvente usado es el factor con menor significancia (Fig 49).  

Este comportamiento resalta la importancia de los trabajos como este, donde se estudia 

el efecto de las condiciones de extracción sobre diversas variables respuesta de interés y 

cómo en ciertos casos será necesario ponderar la importancia de los parámetros de 

medidos con el fin de seleccionar las condiciones del proceso más adecuadas según las 

finalidades buscadas.  
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Figura 50. Diagramas de Pareto para a) el contenido de carotenoides y para b) la actividad 

antioxidante de extractos obtenidos mediante la aplicación de enzimas digestivas y sonicación. La 
línea gris marca el punto de significancia del factor (α=0.05). 

 

A pesar de que los factores tuvieron distinto orden de relevancia según su efecto en el 

contenido de carotenoides y en la actividad antioxidante, el método indicó los mismos 

niveles óptimos para maximizar ambas respuestas (Cuadro 18). 

 

Cuadro 18.- Niveles óptimos para los cuatro factores estudiados en el experimento de 
combinación de métodos no convencionales. 

 

Factor 
Contenido de carotenoides Actividad antioxidante 

Bajo Alto Óptimo Bajo Alto Óptimo 

Genotipo -1.0 1.0 -1.0 -1.0 1.0 -1.0 

Sonicado -1.0 1.0 1.0 -1.0 1.0 1.0 

Enzima -1.0 1.0 1.0 -1.0 1.0 1.0 
Solvente -1.0 1.0 -1.0 -1.0 1.0 -1.0 
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Los niveles óptimos para la extracción de compuestos funcionales de genotipos nativos 

de jitomate son genotipo: 209; sonicación: sí; enzimas: sí, y solvente: acetato de 

isopropilo. Es de mencionar que debido a que ambos solventes son considerados 

solventes verdes, son características particulares las que podrían tener relevancia a  la 

hora de preferir uno u otro y no su inocuidad o seguridad. Por ejemplo, el acetato de 

isopropilo presenta la ventaja de tener un punto de ebullición bajo, lo que limita la 

temperatura alcanzada durante el proceso de sonicación, además de requerirse menos 

temperatura para su evaporación. 

Si bien es cierto que no es posible determinar qué tan grande es la diferencia entre los 

niveles de los factores probados, sí es posible determinar cuáles niveles dan los mejores 

resultados. Si fuera de interés conocer más específicamente el efecto de un factor sobre 

los resultados, sería necesario estudiar este factor en otro tipo de diseño experimental, 

como el diseño factorial, o en diseños como el de superficie de respuesta. No obstante, 

los diagramas de Pareto pueden ayudar a decidir sobre la aplicación , en la práctica, de 

uno u otro nivel, tomando en cuenta la significancia del factor; es decir, si se justifica 

aplicar el nivel que resulte como óptimo, aún con los posibles inconvenientes que esto 

pudiera traer consigo (costos, tiempo, recursos empleados, equipos necesarios, entre 

otros) o si la baja o nula significancia del factor permite escoger libremente el factor a 

aplicar, guiándose por razones económicas, prácticas o ideológicas. 

6.2.4 Determinación del contenido de carotenoides y tocoferoles por HPLC 

Los extractos obtenidos con la combinación de tecnologías fueron caracterizados más 

finamente mediante HPLC. Estos resultados se presentan en los Cuadros 19 y 20. 

Como ha sido reportado para jitomates de variedades rojas, el licopeno es el carotenoide 

más abundante, seguido de β-caroteno (Ilhay et al., 2011; Kotíkova et al., 2011). La 

luteína se encontró solo en cantidades traza, por lo que no es presentada. Se obse rvan 

diferencias importantes en el contenido de carotenoides entre tratamientos (256.41±22.32 

µg de licopeno y 26.51±3.93 µg de β-caroteno), siendo el tratamiento 3 en el que se 

obtiene mayor contenido de carotenoides totales. También en concordancia con los 

resultados espectrofotométricos, los menores contenidos, se presentaron en los 

tratamientos 1 y 2.  
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Cuadro 19.- Contenido de carotenoides en los extractos de jitomates nativos.  

 

Valores promedio y desviación estándar. Letras distintas indican diferencia significativa entre 

tratamientos según la prueba de Tukey α=0.05 

              Cuadro 20. Contenido de tocoferoles en los extractos de jitomates nativos.  

Muestra 
α-tocoferol 

µg/gpf 

β-tocoferol 

µg/gpf 

γ-tocoferol 

µg/gpf 

δ-tocoferol 

µg/gpf 
Total µg/gpf 

1 3.24±0.64 ab 1.03±0.12 c 0.27±0.02 0.18±0.03 4.73±0.81 ab 

2 3.88±0.93 ab 0.99±0.14 c 0.45±0.05 0.41±0.08 5.74±1.2 ab 

3 4.24±0.45 a 1.56±0.09 a 0.43±0.09 0.29±0.04 6.52±0.67 a 

4 2.23±0.33 b 1.10±0.10 bc 0.37±0.06 0.04±0.01 3.74±0.5 b 

5 3.15±0.70 ab 1.36±0.21 ab 0.77±0.27 0.42±0.06 5.70±1.24 ab 

6 2.69±0.54 ab 1.17±0.18 bc 0.97±0.21 0.34±0.05 5.38±0.98 ab 

7 4.15±0.61 a 1.13±0.19 bc 0.44±0.04 0.27±0.03 5.98±0.90 ab 

8 3.20±0.38 ab 1.24±0.19 bc 0.42±0.13 0.33±0.08 5.19±0.78 ab 

Valores promedio y desviación estándar. Letras distintas indican diferencia significativa según la 

prueba de Tukey α=0.05. 

En los extractos obtenidos mediante la aplicación de tecnologías no convencionales se 

detectaron las cuatro isoformas conocidas de los tocoferoles. La abundancia de los 

Muestra µg/gpf Licopeno 
µg/gpf 

β-Caroteno 

µg/gpf 

Total 

1 80.24±5.74 e 1.63±0.24 c 81.87±5.98 e 

2 88.31±3.67 e 0.2±0.1 d 88.51±3.77 e 

3 256.41±22.32 a 26.51±3.93 a 282.92±26.25 a 

4 163.54±7.51 c 13.38±3.87 b 176.92±11.38 c 

5 210.64±11.38 b 18.32±5.78 ab 228.64±17.16 b 

6 164.08±8.23 c 1.78±0.13 c 165.86±8.36 c 

7 207.71±14.76 b 3.39±1.77 c 211.10±16.53 b 

8 118.56±10.64 d 1.96±0.62 c 120.92±11.26 d 
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mismos de manera general fue α>β>γ>δ, este comportamiento ha sido reportado 

anteriormente (Pinela et al., 2012), sin embargo en los tratamientos 2 y 8 el contenido de 

γ y δ tocoferol es similar. Coincidente a lo ocurrido con los carotenoides, fue en el 

tratamiento 3 en el que se encontraron los mayores contenidos de tocoferoles (α–tocoferol 

4.24 µg/gpf y tocoferoles totales 5.74 µg/gpf). El menor contenido de tocoferoles se 

encontró en el tratamiento 4 (2.23 µg/gpf de α–tocoferol y 3.74 µg/gpf de tocoferoles 

totales), y en este tratamiento también se obtuvo el valor de actividad antioxidante más 

bajo. 

El hecho de que el extracto con el mayor contenido de carotenoides y tocoferoles haya 

tenido la mayor actividad antioxidante (tratamiento 3), pero que el de menor contenido de 

carotenoides no haya sido el de menor contenido de tocotrienoles o  el de menor actividad 

antioxidante (tratamientos 1 y 4, respectivamente), hizo necesario aplicar un análisis de 

correlaciones entre los compuestos analizados  de los extractos y la actividad antioxidante 

(Cuadro 21). El análisis mostró que no existe una correlación entre el contenido de 

carotenoides y el contenido de tocoferoles totales o de α-tocoferol. Por otra parte, tanto el 

contenido de carotenoides como el de tocoferoles correlacionó positivamente con la 

actividad antioxidante, teniendo mejor correlación el contenido de tocoferoles (P de 0.66 

vs 0.83). De manera interesante, entre estas correlaciones se encontró que el contenido 

de licopeno esta correlacionado con la actividad antioxidante pero no el contenido de α–

tocoferol, siendo estos dos compuestos los principales representantes de cada grupo  

presentes en los frutos de jitomate. Un resultado similar fue reportado por Zanfini y 

colaboradores (2010) quienes encontraron que la actividad antioxidante  de extractos 

lipofílicos de jitomates presentó alta correlación con el contenido de licopeno, pero una 

correlación media con el contenido de α-tocoferol.  Estos resultados hacen difícil una 

conclusión respecto al aporte individual de cada compuesto o de cada grupo de 

compuestos a la actividad antioxidante, apuntando a un efecto en conjunto, no puede ser 

explicado de manera satisfactoria solo por el compuesto mayoritario de cada grupo de 

compuestos.  
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Cuadro 21. Correlaciones entre los distintos compuestos de interés y la actividad 
antioxidante. 

 

Coeficientes de correlación/ Valores de P. Nivel de significancia α=0.05 

6.2.5 Efecto del extracto de jitomate en la resistencia a estrés y en la sobrevivencia 

del nematodo C. elegans 

6.2.5.1 Efecto de los extractos de jitomate sobre la resistencia a estrés de la cepa 

nativa de C. elegans 

Las pruebas de estrés oxidante y estrés térmico se realizaron probando concentraciones 

de 100, 200, 300 450 y 600 µg/mL del extracto (Fig 50).  
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Figura 51. Efecto del extracto de jitomate a distintas concentraciones en el a) estrés oxidante y b) 

estrés térmico. Letras distintas indican diferencia significativa según la prueba de Tukey (α=0.05). 

Los asteriscos indican diferencia significativa contra el control según la prueba de log-rank 

(α=0.05). 

Se observa que a partir de los 200 µg/mL el extracto de jitomate es capaz de incrementar 

la tolerancia a estrés oxidante (Fig 50a) y a estrés térmico de los gusanos 

significativamente en comparación con el control (40 y 15%, respectivamente); en 

 Carotenoide
s 

Tocoferole
s 

α-tocoferol Licopeno Actividad 
antioxidant

e 

Carotenoides  0.478/0.116 0.260/0.267 0.996/0.001
* 

0.664/0.036* 

Tocoferoles 0.478/0.116  0.880/0.002
* 

0.494/0.107 0.828/0.005* 

α-tocoferol 0.260/0.267 0.880/0.002
* 

 0.273/0.257 0.582/0.065 

Licopeno 0.996/0.001* 0.494/0.107 0.273/0.257  0.683/0.031* 
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concentraciones mayores se observa una tendencia de aumento en la tolerancia a estrés, 

alcanzándose los mayores incrementos al aplicar 600 µg/mL (Fig 50b). 

Sin embargo, la prueba de fertilidad mostró que con la concentración de 600 µg/mL se 

presentaban importantes modificaciones en el metabolismo y los sistemas relacionados 

con la reproducción de los gusanos, reflejándose en una disminución significativa en la 

cantidad de larvas totales (20% menos larvas, Fig 51). Estos efectos pueden ser debidos 

a mimetismo con restricción calórica o por un grado ligero de toxicidad.  
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Figura 52. Efecto del extracto de jitomate sobre a) la tasa de reproducción y b) la cantidad total de 
larvas producidas por los nematodos. 

6.2.5.2 Efecto de los extractos de jitomate en la sobrevivencia de la cepa nativa de 

C. elegans 

Para la curva de sobrevivencia se eliminó la concentración de 600 µg/mL debido a los 

efectos negativos observados en la prueba de fertilidad. Se observa que la vida media de 

los gusanos pasa de 17 días en el control a 18, 20 y 22 días con las concentraciones de 

200, 300 y 450 µg/mL, lo que supone un incremento de 6, 17 y 29% respectivamente. Por 

otra parte, la vida máxima se incrementó 20% con la concentración de 200 µg/mL y hasta 

30% con las concentraciones de 300 y 450 µg/mL (Fig 52). Así se observa que el extracto 

de jitomate en concentraciones de 200, 300 y 450 µg/mL es capaz de incrementar la 

longevidad de los nematodos. Este aumento en la longevidad se vio acompañado por un 

incremento en la movilidad a edades avanzadas, así como por un fenotipo con apariencia 

más joven que se mantuvo durante más tiempo. 
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Figura 53. Efecto del extracto de jitomate sobre la curva de sobrevivencia de la cepa nativa.  

6.2.5.3 Efecto de los extractos de jitomate sobre la resistencia a estrés en 

experimentos de epistasis 

La mutante mev-1 tiene la particularidad de generar mayor cantidad de radicales libres en 

mitocondria, por lo que se considera un modelo de estrés oxidante endógeno. Se observa 

que el extracto de jitomate incrementa la sobrevivencia de la mutante mev-1, lo que 

sugiere que parte de su actividad está mediada por el incremento de las defensas contra 

radicales libres y por la regulación del estado redox celular; esta capacidad de respuesta 

se ve potenciada por el extracto aún en condiciones hiperoxidantes (Fig 54). Las mutantes 

daf-16 y skn-1 no mostraron incremento en la resistencia al estrés oxidante cuando se 

aplicó el extracto de jitomate, contrario a las mutantes age-1 y daf-2. Estos resultados 

indican que la protección contra estrés oxidante es independiente de la vía de 

señalización IIS; pero es dependiente de la presencia de los factores de transcripción de 

respuesta a estrés. Así, el extracto presenta actividad antioxidante directa e indirecta. 

Posiblemente la activación de estos factores de transcripción por el extracto de jitomate 

sea mediante una vía distinta a la vía de la insulina, que es la vía canónicamente 

represora del factor daf-16.  
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Figura 54. Resistencia a estrés oxidante inducido por H2O2 de las mutantes de C. elegans con 

tratamiento control y tratamiento de 450 µg/mL de extracto de jitomate. 

Por su parte, también la curva de resistencia a estrés térmico de las mutantes eat-2, y  

mev-1 presentó diferencias significativas en comparación con el control (Fig 55). Similar a 

lo ocurrido para estrés oxidante, la mutante de daf-16 no presenta el efecto protector. 

Además, para este tipo de estrés, la resistencia de la mutante hsf-1 tampoco se ve 

afectada por el extracto de jitomate. Debido a que la relevancia de hsf-1 en respuesta a 

estrés térmico es mayor que en respuesta a estrés oxidante, pues sus principales genes 

blanco están relacionados con la expresión de proteínas de choque térmico y chaperonas, 

las diferencias entre la prueba de estrés oxidante y estrés térmico con relación a hsf-1 son 

justificadas. Por otro lado, daf-16 ha mostrado tener alto impacto en la resistencia a 

ambos tipos de estrés pues promueve la expresión de proteínas de choque térmico y de 

proteínas antioxidantes de fase 1. Estos resultados apoyan la idea de que el 

comportamiento de la respuesta a estos dos tipos de estrés no siempre sigue el mismo 

comportamiento. 

El análisis de log-rank indica que las diferencias son significativas en relación a la 

distribución de la curva para las mutantes age-1 y daf-2, sin embargo, ni la vida media ni 

la vida máxima se modificó para ninguna de las mutantes estudiadas (Fig 55).  

En conjunto, los resultados de resistencia a estrés oxidante y a estrés térmico sugieren 

que la respuesta al tratamiento con extracto de jitomate no está mediada solamente por 

un efector, sino que depende de varios efectores y vías de señalización. Esto está en 

concordancia con los resultados obtenidos en el análisis de correlación entre el contenido 

de carotenoides, tocoferoles y la actividad antioxidante donde se observó que más de un 

compuesto correlacionó con la actividad antioxidante (aunque este comportamiento no 
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debería ser congruente necesariamente ya que lo que ocurre in vitro no es extrapolable 

en a las pruebas in vivo). Si varios compuestos, y no sólo uno o no principalmente uno, 

son responsables del efecto de incremento en la resistencia a estrés observado en la 

cepa nativa, es probable que también varios mecanismos estén involucrados en la 

respuesta y no sólo uno. Esto indica que, para el caso del extracto de jitomate, un efecto 

hormético explica mejor por qué el extracto mejora la resistencia a estrés, a pesar de que 

no ahonda de manera detallada en los mecanismos responsables. 
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Figura 55. Resistencia a estrés térmico de las mutantes de C. elegans con el tratamiento control y 
con extracto de jitomate en concentración de 450 µg/mL. 
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6.2.5.4 Interacción epistática de los extractos de jitomate en la sobrevivencia de C. 

elegans 

Las curvas de vida media y los valores promedio de vida media y vida máxima de las 

mutantes utilizadas se muestran en la Figura 56. El extracto de jitomate fue capaz de 

incrementar significativamente la vida media de la mutante mev-1 (12%). Sin embargo, ni 

la vida máxima en esta mutante ni la vida media o máxima para el resto de las mutantes 

se vio modificada significativamente, lo que sugiere que el efecto observado en la prueba 

de estrés oxidante en las mutantes age-1, daf-2  y hsf-1 no es suficiente para incrementar 

su periodo de vida en condiciones fisiológicas normales. Además, debido a que en la cepa 

nativa sí se modifica el periodo de vida, se refuerza la idea de que el efecto mostrado es 

el resultado del conjunto de varias respuestas,  efectos y mecanismos combinados. 
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Figura 56. Curvas de sobrevivencia, vida media y vida máxima para las mutantes, tratamiento 
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control y 450 µg/mL de extracto de jitomate. * indica diferencia significativa contra el control 
(α=0.05). 

7. Conclusiones 

Las tecnologías no convencionales de extracción son herramientas poderosas que 

pueden ser aplicadas de manera exitosa, estudiando las condiciones idóneas de 

aplicación, para mejorar los procesos de extracción de compuestos de interés a partir de 

las matrices vegetales que los producen. Si bien puede ser cierto que no todas las 

tecnologías serán compatibles con todas las matrices, si pueden explorarse distintas 

herramientas para encontrar la más adecuada, según las finalidades buscadas.  

El uso de solventes orgánicos convencionales para la extracción de compuestos de 

carácter hidrófobo es una práctica que se intenta reducir en medida de lo posible, debido 

a que estos solventes suelen tener efectos negativos. Con esta finalidad pueden ser 

usados solventes alternativos, llamados solventes verdes, que permiten obtener 

resultados satisfactorios cuando su aplicación es precedida por un estudio de las 

condiciones adecuadas para su aplicación. 

La utilización de los diversos diseños experimentales permitió conocer mejor las 

propiedades de los extractos en las distintas etapas, facilitando la elección de las 

condiciones de extracción en relación a las variables respuesta que se buscaron 

maximizar, el contenido de carotenoides y la actividad antioxidante, con una cantidad 

relativamente baja de corridas experimentales. 

Los materiales vegetales nativos aquí estudiados, tanto achiote como jitomate, tienen 

potencial para ser aprovechados como fuente de pigmentos, de compuestos funcionales 

o, en el caso del jitomate, para ser utilizados en programas de mejoramiento, debido a sus 

buenas cualidades y a sus propiedades funcionales. La ventaja de la utilización de 

materiales nativos es que están adaptados a los lugares donde crecen, lo que representa 

una ventaja en el sentido de constancia de producción y de las características con que se 

desarrollan.   

Se comprobó que los extractos de achiote y jitomate obtenidos con el uso de tecnologías 

no convencionales de extracción tienen la capacidad de incrementar la resistencia a 

estrés oxidante y térmico en el nematodo C. elegans. De manera similar, el periodo de 

vida se incrementó en los nematodos tratados. Ambos efectos podrían estar relacionados 
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hasta cierto punto, sin embargo, en las cepas mutantes se observaron comportamientos 

contradictorios con esta idea, por ejemplo, protección positiva contra estrés oxidante pero 

efecto nulo sobre el periodo de vida.  

Sorpresivamente, a pesar de que los compuestos mayoritarios en los extractos de achiote 

y de jitomate pertenecen a las mismas familias (carotenoides y vitamina E), los 

mecanismos que median estos efectos parecen ser distintos, pues los extractos de 

achiote mostraron tener efectos dependientes de la vía de insulina, pero independientes 

de la actividad de los factores de transcripción DAF-16, SKN-1 y HSF-1. Por su parte, los 

extractos de jitomate produjeron efectos independientes de la vía de insulina, pero 

dependientes de los factores de transcripción. En última instancia, ambas opciones 

indicaría una respuesta celular desencadenada por la presencia de los compuestos 

contenidos en los extractos, sin descartar que dichos compuestos promuevan una 

respuesta hormética, es decir que podrían estar siendo percibidos por las células como 

agentes dañinos y estimulando diversas respuestas de sobrevivencia en los organismos, 

desencadenando procesos de adaptación.  

 Aunque ambos tipos de extracto mostraron mantener sus efectos en la mutante de 

restricción calórica, los extractos de jitomate presentaron signos de producir este efecto al 

aplicarse en concentración de 600 µg/mL. Los extractos de achiote, que llegaron a 

probarse hasta en 200 µg/mL no presentaron tal efecto, sin embargo al no encontrarse 

diferencias significativas con la concentración de 170 µg/mL decidió utilizarse última 

concentración en los estudios realizados. 

El uso de estrategias de investigación, como emplear organismos mutantes, son útiles 

para estudiar fenómenos en los que una vía de señalización, factor de transcr ipción o 

proteína activa son determinantes para observar cierto efecto. En procesos donde los 

efectos observados son debido a respuestas múltiples es difícil asegurar cuál 

componente, vía o compuesto tiene mayor relevancia (por efectos epistáticos). Sin 

embargo, lo que se puede hace es descartar posibilidades, que de una manera distinta, 

también nos acerca al conocimiento de los fenómenos involucrados.  Adicionalmente, 

estos resultados sugieren que los compuestos presentes en los extractos de achiote y de 

jitomate pueden ser fuente de compuestos con potencial de producir efectos benéficos en 

mamíferos y contribuir a alcanzar un envejecimiento saludable.  
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