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RESUMEN 

 

El Ramón (Brosimum alicastrum), es un árbol predominante en la península de Yucatán y 

la semilla del fruto se utilizó como fuente de alimento para la población nativa Maya. En la 

actualidad, la semilla del ramón ha despertado el interés de diversos investigadores por su 

contenido de antioxidantes; sin embargo, es muy poca la información disponible al respecto. 

La información sobre la caracterización de la harina de ramón aportaría información de su 

valor funcional para el desarrollo de alimentos funcionales. Para generar dicha información 

es importante disponer de un método de extracción para el análisis cuantitativo y cualitativo 

de los compuestos presentes en el extracto. En este sentido, el trabajo tuvo como objetivo 

caracterizar los extractos de harina de ramón (CO2 supercrítico y convencional, E-SL) 

mediante su contenido de compuestos antioxidantes, su actividad bioactiva in vitro y perfiles 

cromatográficos. En este trabajo, se utilizó un método de extracción secuencial CO2 

supercrítico de dos etapas; una primera extracción (E-CO2) sin cosolvente, para determinar 

el tiempo dinámico de extracción y una segunda usando cosolvente en el sistema de 

extracción (E-CO2-CO); previo a la segunda extracción, se evaluó el efecto de varias 

proporciones de etanol acuoso (25%, 50%, 75%) y etanol absoluto sobre el contenido de 

compuestos fenólicos totales (CFT). Las variables de respuestas analizados para la 

caracterización del extracto E-CO2-CO, fueron comparados con los resultados obtenidos del 

extracto E-SL.  

En la primera etapa, se estableció un tiempo dinámico de 30 min para la obtención de un 

extracto de antioxidantes que fue caracterizado por HPLC (tocoferoles, carotenoides, 

escualeno y fitoesteroles). Se identificó al fucosterol como el compuesto mayoritario con 

5,997.27 mg/100 g extracto seco, seguido del estigmasterol con 561.45 mg/100 g extracto 

seco. En la segunda etapa, el uso EtOH absoluto, como cosolvente mejoró el rendimiento de 

extracción del CFT (de 2 hasta 12 mg EAG/100 g de harina, 25% y etanol absoluto, 

respectivamente). El extracto crudo E-CO2-CO mostró un alto contenido de flavonoides 

totales (2.97± 0.12 g quercetina/100 g extracto seco) y taninos hidrolizables con 1.72 ± 0.17 

g ácido tánico/100g extracto seco. El mismo extracto presentó alta actividad antioxidante 

con ABTS+ (649.29±20.50 mM Etrolox/100 g extracto seco); también mostró mayor 

porcentaje de inhibición de actividades de enzimas digestivas, α-amilasa pancreática y α-
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glucosidasa de origen bacteriano en comparación con el extracto E-SL. El contenido de 

ácidos fenólicos (gálico, clorogénico, vanílico, cafeico, trans-cinamico y sinápico) y 

flavonoides (catequina) individuales fue mayor en el extracto E-SL en comparación con el 

extracto E-CO2-CO. Se observó la presencia de un pico (no identificado) más alto a un 

tiempo de retención de 43 min en el extracto CO2 supercrítico. Probablemente, este 

compuesto (individual o en sinergia) no identificado en el extracto sea el responsable de la 

propiedad de inhibición de las enzimas. Los resultados alcanzados brindan información 

importante sobre la composición de compuestos bioactivos de los extractos de la semilla de 

ramón de la península de Yucatán para darle un valor agregado al producto como alternativa 

a las harinas convencionales para la elaboración de panes, galletas.  
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ABSTRACT 
 

The Ramon (Brosimum alicastrum), is a predominant tree in the Yucatan Peninsula and the 

fruit seed was used as a food source for the Mayan native population. Currently, the Ramon 

seed has aroused the interest of many researchers for its antioxidants content; however, there 

isn’t enough available information about it. The information on the characterization of the 

ramon flour would provide information on its functional value for the development of 

functional foods. To generate such information it is important to use an extraction method 

for the quantitative and qualitative analysis of the compounds in the extract. Therefore, the 

objective of this work was to characterize the Ramon flour extracts (Supercritical and 

conventional CO2, E-SL) through its antioxidants compounds content, in vitro bioactive 

activity and chromatographic profiles. In this work, a two stages supercritical CO2 secuential 

extraction method was used; a first extraction (E-CO2) without cosolvent to determine the 

extraction dynamic time and a second using cosolvent in the extraction system (E-CO2-CO); 

prior the second extraction, the effect of various proportions of aqueous ethanol (25 %, 50 

%, 75 %) and absolute ethanol on the total phenolic compounds (TFC) content was 

evaluated. The analyzed response variables for the E-CO2-CO extract characterization were 

compared with the obtained results from the E-SL extract.  

In the first stage, a 30 minutes dynamic time was established to obtain an antioxidants extract 

that was characterized by HPLC (tocopherols, carotenoids, squalene, phytosterols). 

Fucosterol was identified as the major compound with 5,997.27 mg/100 g dry extract, 

followed by the stigmasterol with 561.45 mg/100 g dry extract. In the second stage, the use 

of absolute EtOH as a cosolvent improved the extraction yield of TFC (from 2 to 12 mg 

EAG/100 g of flour, 25 % and absolute ethanol, respectively). The E-CO2-CO crude extract 

showed a high content of total flavonoids (2.97± 0.12 g quercetin/100 g dry extract) and 

hydrolyzable tannins with 1.72 ± 0.17 g tannic acid/100 g dry extract. This extract showed 

high antixodant activity with ABTS+ (649.29±20.50 mM trolox/100 g dry extract). It also 

showed a higher activities inhibition of digestive enzymes, pancreatic α-amylase and α-

glucosidase of bacterial origin compared to the E-SL extract. The phenolic acids content 

(gallic, chlorogenic, vanillic, caffeic, trans-cinnamic, and sinapic) and indidivual flavonoids 
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(chatequin) was higher in the E-SL extract compared to the E-CO2-CO extract. The presence 

of a higher peak (unidentified) at a retention time of 43 min in the supercritical CO2 extract 

was observed. Probably, this compound (individual or in synergy) unidentified in the extract 

is the responsible of the enzymes inhibition property. The achieved results provide important 

information on the bioactive compounds composition of the Ramón seed extracts from the 

Yucatan península to give an added value to the product as an alternative to the conventional 

flours for the elaboration of breads, cookies.  
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1. INTRODUCCIÓN 

En la actualidad existe un interés en la búsqueda de nuevas materias primas de origen vegetal 

o subproductos agroindustriales (cáscaras, semillas, granos y frutos) como fuente de 

compuestos o ingredientes activos para ser usadas en el desarrollo de alimentos funcionales 

o como nutracéuticos, snacks o aperitivos funcionales (alimentos ligeros que además de 

calmar el hambre en un tiempo corto, influye favorablemente en el estado nutricional del 

consumidor) como las galletas de cereal, barras a base de maíz que son  adicionadas o 

enriquecidas con nutrientes o extractos ricos de compuestos bioactivos y extractos 

estandarizados en tabletas, cuyo consumo ha logrado demostrar una mejora de la salud 

humana (Montemurro, Pontonio, y Rizzello, 2019). 

Las investigaciones actuales demuestran que la mejora y conservación de la salud, está 

asociado a la ingesta de nutrientes y sustancias no esenciales como los compuestos 

bioactivos, que son capaces de modular ciertas funciones en el organismo, reduciendo el 

riesgo de padecer enfermedades degenerativas conservando en buen estado la salud humana 

(El-akabawy y El-sherif, 2019). Entre los compuestos más estudiados se encuentran los 

compuestos fenólicos; los cuales han demostrado ser potentes antioxidante naturales, capaces 

de eliminar o estabilizar radicales libres, principal causa para la generación de enfermedades 

crónico-degenerativas (Zaidi et al., 2019). Varios estudios confirman que la función 

antioxidante de los compuestos fenólicos se lleva a cabo por diferentes mecanismos de acción 

como secuestradores de radicales libres, capacidad para la modulación de enzimas, quelación 

metálica, así como sus efectos sobre las vías de señalización celular y en la expresión de 

genes (Belščak-Cvitanović et al., et al 2018; Rodrigo, Miranda, y Vergara, 2011). 

El Brosimum alicastrum o ramón es un árbol predominante en la península de Yucatán, que 

desde tiempos ancestrales sus semillas fueron usadas como una alternativa al maíz para el 

consumo humano. En la actualidad son muy pocas las poblaciones nativas de Yucatán que lo 

utilizan como fuente de alimento; sin embargo, sólo existe información respecto al valor 

nutrimental de su harina, pero escasa información respecto al contenido de compuestos con 

propiedades útiles a la salud.  Se ha informado que la semilla de ramón contienen vitaminas, 

minerales, proteínas, etc. (Carter, 2015). En un estudio se ha informado que las semillas 
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tostadas de ramón adquiridos al Maya Nut Institute contienen ácidos fenólicos que en 

alimentos funcionales ha demostrado tener efectos deseables, reduciendo el riesgo de padecer 

enfermedades degenerativas Ozer, (2016). Por su parte, Moo-Huchin et al. (2019) también 

reportaron que las semillas de ramón muestran mayor contenido de ácido clorogénico y que 

fue capaz de retardar la oxidación de lípidos de carne de cerdo. Sin embargo, la información 

disponible no es suficiente para dar por hecho el conocimiento de su composición bioactiva.  

Disponer de un método de extracción es importante para el aislamiento e identificación de 

compuestos fenólicos. Aunque las técnicas convencionales han sido muy utilizadas por su 

eficiencia, facilidad de preparación de extractos y una amplia aplicación; dichas técnicas 

implican el uso de disolventes como alcoholes, acetona, éter di-etílico y acetato de etilo que 

resultan ser tóxicos para el consumo; además de que los tiempos de extracción suelen ser 

muy prolongados con la posibilidad de perder compuestos de interés, durante la extracción 

(Prado et al., 2015). Por otra parte, cuando se utilizan técnicas no convencionales es posible 

obtener otros metabolitos de interés con posibles aplicaciones en varias áreas, tal es el caso 

del uso de la extracción con CO2 supercrítico. La extracción con fluido CO2 supercrítico 

proporciona características atractivas que superan muchas de las limitaciones de las 

extracciones convencionales (Azmir et al., 2013), siendo un método que permite recuperar 

extractos de mayor pureza, es selectivo a ciertos compuestos, permite el uso de solventes 

generalmente reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) y bajo costo 

relativo a la producción de metabolitos (Cadena-carrera et al., 2019). Por estas razones, la 

presente investigación tuvo como objetivo caracterizar los extractos de la harina de ramón 

obtenidos por extracción con CO2 supercrítico y extracción sólido-líquido mediante el 

contenido de compuestos fenólicos, fitoesteroles, escualeno, carotenoides y tocoferoles; 

además de evaluar su bioactividad in vitro mediante la inhibición de enzimas digestivas de 

carbohidratos α-amilasa y α-glucosidasa, como la evaluación de su actividad antioxidante. 
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2. MARCO TEÓRICO 

  

2.1. Compuestos Bioactivos  

 

Los alimentos de origen vegetal (frutas, hortalizas, cereales integrales, frutos secos y 

legumbres) son parte importante de la dieta, ya que contienen nutrientes, sustancias 

indispensables para el buen desarrollo y funcionamiento de nuestro cuerpo. Además de los 

nutrientes, los alimentos contienen otras sustancias aunque no son considerados como 

esenciales, tienen efectos importantes en la salud humana (Martínez-Navarrete et al,. 2008), 

capaces de modular ciertas funciones fisiológicas en el organismo humano o animal, 

provocando un efecto farmacológico o toxicológico (Paulsen, 2010). Estas sustancias 

químicas son conocidas como compuestos bioactivos o fitoquímicos, producidas como 

metabolitos secundarios en las plantas a través de diferentes vías, principalmente mediante 

la  vía del ácido shikímico y malónico (Azmir et al., 2013), tienen la función de proteger a 

las plantas contra depredadores. Además, dichos metabolitos imparten astringencia, sabor, 

color y olor de las frutas (Espinosa-pardo, Martinez, y Martinez-correa, 2014). 

Generalmente, los compuestos bioactivos se dividen en alcaloides, compuestos azufrados 

(Azmir et al., 2013; Martínez-Navarrete et al., 2008), terpenos como los carotenoides, 

abundantes en vegetales de color amarillento a rojo como los tomates, mangos, papayas, etc., 

y fitosteroles como el sitosterol, estigmasterol y campesterol, que se encuentran 

principalmente en  aceites de origen vegetal, cereales y semillas secas (Lagarda, García-

Llatas, y Farré, 2006), las nitrogenadas (como la solanina en patatas) y los compuestos 

fenólicos que se dividen en dos grupos:  los flavonoides y no flavonoides que están presentes 

en alimentos como el té, uva, vino y frutos secos por mencionar algunas (González, 

Hernández, Cooper, Núñez, y Reyes, 2015). Se ha demostrado que los compuestos tienen 

diferentes propiedades tales como antiinflamatorias, antimalaria (Veggi et al., 2014), 

antimicrobianos, antibacterianos y antioxidantes (Xu etal., 2017), en la prevención de 

enfermedades crónicas, como ciertos tipos de cáncer y enfermedades cardiovasculares 

(Alvarez, Cabred, Ramirez, y Fanovich, 2019).  Las evidencias sobre la correlación entre la 

dieta y mejora de la salud, ha favorecido el uso de los compuestos bioactivos como principio 

activo para el tratamiento de desórdenes en el organismo humano y como ingredientes para 

el diseño, desarrollo de alimentos funcionales y como sustituto de antioxidantes sintéticos 
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para la conservación de los alimentos. En este sentido, el interés en la investigación de 

compuestos derivados de plantas, ha suscitado un gran interés entre nutriólogos, fabricantes 

de alimentos y consumidores por su seguridad y potencial valor terapéutico (Castro-lópez et 

al., 2017).  

 

2.1.1. Principales compuestos bioactivos estudiados en los vegetales  

 

a) Compuestos fenólicos 

 

Los compuestos fenólicos son metabolitos que en su estructura poseen un anillo aromático 

(fenol) unido a uno o más grupos hidroxilos (-OH) (Fig. 2), que engloban un amplio grupo 

con más de 8000 compuestos con diferentes estructuras, propiedades y actividad biológica 

(Azmir et al., 2013; Puga y Zubir, 2017). De acuerdo con la estructura química, se clasifican 

en flavonoides y no flavonoides, encontrándose en casi todos los alimentos de origen vegetal. 

De manera más específico, los flavonoides son compuestos fenólicos, que estructuralmente 

están compuestos por dos anillos de benceno (A y B), unidos por un anillo heterocíclico que 

contiene oxígeno (C). A su vez, estos compuestos de pueden dividir en varias subclases según 

la conexión entre los anillos B y C, la estructura del anillo B y las diferentes posiciones de 

los grupos (-OH) y glicosilación de los tres anillos (tabla 1) y los no flavonoides con una 

diversidad de compuestos fenólicos dentro de esta categoría (tabla 2) (Maleki, Crespo, y 

Cabanillas, 2019).  Estas sustancias son las responsables de las características organolépticas 

(olor, sabor, color) de las materias vegetales. En los alimentos, los compuestos fenólicos 

tienen la capacidad de inhibir la oxidación lipídica y rancidez (Nipornram, Tochampa, 

Rattanatraiwong, y Singanusong, 2017), evitando la formación de  sabores indeseables y 

pérdida de nutrientes esenciales. En el área de la salud, ha demostrado tener propiedades 

biológicas, tales como antimicrobiana, antiinflamatoria, antiviral, antialergénica (Silva, 

Rocha-Santos, y Duarte, 2016), también en la prevención de enfermedades como la diabetes, 

cáncer, enfermedades cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas (González-

Aguilar et al., 2014); así como de su potencial antioxidante, mediante la eliminación de 

radicales libres generados por un desequilibrio de ciertas reacciones metabólicas del 

organismo, protegiendo a las células del daño causado por el estrés oxidativo (Puga y Zubir, 

2017). En la actualidad, los extractos obtenidos de hojas, semillas, corteza de las plantas han 
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ganado popularidad en diversas áreas, debido a su seguridad y potencial terapéutico, lo que 

ha provocado un incremento en la demanda de alimentos funcionales y su uso para el 

tratamiento de enfermedades en todo el mundo. Recientemente, se aislaron flavonoides, 

ácidos hidroxicinámicos, antocianinas y carotenoides de extractos de la planta Crocus spp, 

nativas del mediterráneo, demostrando su valor terapéutico como antiparasitario, 

inmunomodulador, antitumoral, antihipertensivo (Mykhailenko, Kovalyov, Goryacha, y 

Ivanauskas, 2019). Liu et al. (2018) evaluaron el contenido de compuestos fenólicos y la 

actividad antioxidante en kiwis verdes y rojos.  De acuerdo con los resultados, los kiwis rojos 

mostraron mayor contenido de fenoles totales, antocianinas y actividad antioxidante, siendo 

el ácido clorogénico, el ácido p-cumárico y el ácido ferúlico los principales compuestos 

identificados. Por otro lado, Irakli, Chatzopoulou, y Ekateriniadou, (2018) evaluaron el 

contenido de compuestos fenólicos totales  de extractos obtenidos de hojas de olivo, en los 

cuales se encontró efectos significativos de actividad antioxidante, capaces de eliminar 

radicales libres. Shen et al. (2015) reportaron los resultados de sus estudios in vivo con 

animales sobre compuestos fenólicos extraídos en cebada negra, encontrando reducciones 

significativas en el colesterol total, colesterol de lipoproteínas de baja densidad y el índice de 

arterosclerosis en comparación de animales control. 
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Tabla 1. Flavonoides más abundantes y su fuente vegetal  

Fuente: González-Aguilar et al. (2012) 

 

Tabla 2. Compuestos no-flavonoides más abundantes y su fuente vegetal 

Grupos Estructura básica Sub- grupo Más abundante Fuente vegetales 

Flavonoides 

 

Flavanonas 

Eriodictiol Limón (2.1 mg/1 00g), Jugo de limón (4.9 mg/ 100 ml) 

Naringenina Toronja (21.3 mg/ 100g, Naranja (15.3 mg/100g) 

Flavonas 

Glicósidos de apigenina Alcachofa (4.7 mg/100g) 

Glicósidos de luteolina 
Pimiento (5.0 mg/100g), 

Uva morada (1.3 mg/ 100g) 

Flavonoles 

Quercetina 
Cebollas (21.4 mg/ 100g) 

Espárragos (12.4 mg/ 100g) 

kaemferol Col rizada (26.7 mg/ 100g) 

Miricetina Perejil, y orégano (2-19.8 mg /100g) 

Flavan-3-oles 

Catequina 

 
Cacao en polvo (19.7-127.7 mg/1 00 g) 

Epicatequina 

 
Bayas y uvas moradas (0.5-6 mg/ 100 g 

Antocianidinas 

 

Malvidina Uva morada (34.7 mg/ 100g) 

Cianidina Bayas (189.9 mg/1 00g) 

Delfinidina Berenjena (13.8 mg/1 00g) 

Pelargonidina Fresa (31.3 mg/ 100g) 

Isoflavonas Genisteína Soya (64.8 mg/ 100g) 
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Fuente:  González-Aguilar et al. (2012) 

Grupos Estructura básica Sub-grupo Más abundante Fuente vegetales 

No flavonoides 

 

Fenoles simples 
Eugenol 

Granos de café verde (0.0117 mg 4-vinilguayacol/ 100 g) 
Ácido ferúlico 

Ácidos fenólicos 
Ácido elágico Uvas (8.6 mg acido gálico/100 g) 

Fresas (0.4- 2.9 mg ácido elágico /100g) Ácido gálico 

Taninos hidrolizables 

Elagitaninos 
Jugo de granada (156.1mg elagitaninos 100ml) 

Semilla frutas lorgan (156 mg galotaninos/100g) 
Galotaninos 

Vanillina 

Ácidos hidroxicinámicos 

p-cumárico 

Papas en polvo (3.28-637 mg ácido clorogénico /100g) 

Grano de trigo (0.8-2.0 g ácido cafeico/ 100g) 

Ácido ferúlico 

Ácido cafeico 

Ácido clorogénico 

Cumarinas 
Hidroxicumarinas 

Aceite de la corteza de la canela 700 mg cumarinas/ 100 g 
Vainillina 

Xantonas Mangiferina Mangostán fruto asiático 8.7 mg mangostatina/ 100 g 

Estilbenos 
Resveratrol 

Cacahuates (0.006 mg/ 100 g) y pistachos (0.007 mg/ 100 g) 
Piceido 

Chalconas 
Dihidrochalconas 

Tomates cherry (15.3 mg Chalconaringenina/ 100g) 
Chalconaringenina 

Lignanos Secoisolariciresinol Semillas de linaza 0.21-0.29 mg secoisolariciresinol/ 100g 

Secoiridoides Oleuropeína Hojas de olivo (6000 mg Oleuropeína / 100 g) 
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b)  Carotenoides  

 

Son  pigmentos solubles en lípidos, responsables de la coloración amarillo, naranja y rojo de 

muchos alimentos de origen vegetal con poca presencia en alimentos de origen animal 

(Ngamwonglumlert, Devahastin, y Food, 2018). Químicamente son considerados como 

cloroplastos degenerados debido a la desorganización de su estructura, dando como resultado 

la formación de cromoplastos, sitio principal donde ocurre le proceso de la biosíntesis de 

estos compuestos (Martínez, Vicario, y Heredia, 2015). En cuanto a su clasificación, 

pertenecen al grupo de los isoprenoides, su estructura básica se compone de una cadena de 

polieno de 40 carbonos con grupos cíclicos (Jie Zhang, Zheng Sun, Peipei Sun, 2014). Su 

estructura química les da la característica de poder absorber luz, gracias a la presencia de los 

dobles enlaces conjugados, siendo cromóforos capaces de absorber luz ya que posee siete o 

más dobles enlaces conjugados (González-Aguilar et al., 2014). De acuerdo con varios 

estudios se ha logrado aislar 600-700 tipos de carotenoides, dividiéndose en dos grupos:  los 

carotenos (hidrocarburos que no contienen oxígeno) como el α- caroteno, β-caroteno, β-

criptoxantina, precursores de la vitamina A y licopeno, y las xantofilas (poseen una molécula 

de oxígeno en su estructura) como la luteína y zeaxantina (Tabla 3) (Ngamwonglumlert et 

al., 2018; Saini y Keum, 2018). 

Tabla 3. Clasificación, estructura química y efectos de los carotenoides 

 

Carotenoides Ejemplos Estructura química 
Efectos 

favorables 
Alimentos 

Carotenos 

α-caroteno 
 

 

Disminuye riesgo 

de cáncer, y 

enfermedades 

cardiovasculares, 

mejora la 

respuesta del 

sistema inmune 

Vegetales de 

color naranja, 

amarillo 

(zanahoria, 

pimiento, 

calabaza) 
β-caroteno 
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β –Criptoxantina 
 

 

Licopeno 

 

Disminuye riesgo 

a cierto tipo de 

cáncer, tracto 

intestinal, mama, 

diabetes, etc. 

Tomate, 

sandias 

duraznos, 

chabacanos. 

Xantofilas 

Luteína 

 

Disminuye la 

degeneración 

macular, el riesgo 

de padecer 

enfermedades 

cardiovasculares y 

ciertos tipos de 

cáncer. 

Vegetales de 

hoja verde 

oscura, col 

rizada, 

espinaca 

maíz, yemas 

de huevo, 

tomate. 

Zeaxantina 

 

Fuente: Eggersdorfer y Wyss, 2018; Khalid et al., 2018; Rodriguez-Concepcion et al., 2018; Saini y Keum, 2018.   

 

Recientemente, se ha usado extractos de plantas como fuente de carotenoides, en la salud 

humana se ha logrado demostrar que presentas varias funciones, ayudando a prevenir de 

cáncer de próstata, enfermedades de la vista (cataratas y degeneración macular) y 

cardiovasculares; estos beneficios están relacionados con su actividad antioxidante  (Chiu, 

Shen, Venkatakrishnan, y Wang, 2018; Eggersdorfer y Wyss, 2018; Khalid, Bilal, Iqbal, y 

Huang, 2018). En un estudio reciente de El-akabawy y El-sherif, (2019), se evaluó el efecto 

de la zeaxantina (ZE) sobre la colitis ulcerosa (inflamación intestinal), enfermedad 

caracterizada por la regulación positiva de las citoquinas proinflamatorias y el estrés 

oxidativo. El ensayo se realizó por inducción de ácido acético (AA) en ratas, previo a ésta, 

se administró por vía oral ZE (50 mg/kg) y un control positivo de prednisolona (5mg/kg), 

durante 14 días. En el día 15, se administró vía transrectal 3% de AA en solución salina.   

Después de 24 horas las ratas fueron sacrificadas y se examinaron los tejidos del colon. Los 

resultados indicaron que el tratamiento con ZE redujo significativamente el índice de 

actividad de la enfermedad mediante los efectos antioxidantes y modulación de la citoquina 

proinflamatoria. Se concluyó que es posible usar la zeaxantina como un agente terapéutico 
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para el tratamiento de la colitis ulcerosa. Por otro lado, Chen, Huang, y Chen, (2019) reportan 

los efectos positivos del licopeno extraído de tomates, papayas y sandías, en trastornos del 

Sistema Nervioso Central (SNC), la enfermedad de Alzheimer, de Parkinson, epilepsia, 

depresión, isquemia cerebral. La administración del licopeno muestra efectos 

neuroprotectores, mediante varios mecanismos como la inhibición del estrés oxidativo y la 

neuroinflamación, la inhibición de la apoptosis neuronal. Además, el licopeno puede prevenir 

las neuro-toxicidades inducidas por el glutamato monosódico (MSG). También, se ha 

evaluado el efecto favorable de la Astaxantina como un potente ceto-carotenoide, para las 

enfermedades periféricas y centrales. Entre las actividades biológicas más estudiadas se 

encuentran las antiinflamatorias, antiapoptosis, antioxidante, anticáncer, antiobesidad, 

actividad cardioprotector y antidiabéticas (Fakhri, Abbaszadeh, Dargahi, y Jorjani, 2018). 

Por lo anterior, la búsqueda de nuevos y eficientes antioxidantes al parecer va dirigida a los 

carotenoides, que a través de su consumo podría disminuir la incidencia de ciertas 

enfermedades. 
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c) Tocoferoles y tocotrienoles  

Los tocoles, son compuestos de naturaleza lipídica con actividad biológica que se agrupan 

como vitamina E. En este grupo se incluyen a los α, β, ɤ, y δ- tocoferoles, como también α, 

β, ɤ, y δ- tocotrienoles, que difieren en su estructura química en el número y posición del 

grupo metilo (-CH3) del anillo cromanol. De acuerdo con su enlace químico, los tocoferoles 

tienen enlaces saturados en la cadena lineal, mientras que los tocotrienoles poseen enlaces 

insaturados (Figura 1).   

 

Figure 1. Estructura química de los tocoferoles y tocotrienoles. 
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Las propiedades antioxidantes de los tocoferoles se determinan por la capacidad de donar 

hidrogeno y facilidad de disociar el enlace del grupo metilo en las dos posiciones orto, en 

este caso el α-tocoferol, es el principal antioxidante del grupo de tocoferoles. En contraste, 

se dice que las cadenas insaturadas de los tocotrienoles permiten un mayor acceso a regiones 

internas eliminando desechos, contribuyendo a su capacidad antioxidante. También se ha 

encontrado que estos compuestos actúan sinérgicamente con otros tocoferoles, compuestos 

fenólicos, esteroles; confirmándose que los tocotrienoles tienen mayor actividad antioxidante 

que los tocoferoles solos. También se ha hallado que los grupos metilos incrementan su 

actividad antioxidante, mientras que los dobles enlaces de los tocotrienoles disminuyen su 

biodisponibilidad. En los alimentos con mayor contenido de tocoferoles se encuentran el 

aceite de maíz, soya y oliva, almendras, nueces, cacahuates algodón, girasol, granos, y en el 

tejido adiposo de los animales (González-Aguilar et al., 2014). De manera general, las 

propiedades más estudiadas de los tocoles son: antiinflamatoria, prevención de la oxidación 

de los ácidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares, prevención de la oxidación 

del colesterol LDL en plasma (antioxidante), reducción de enfermedades cardiovasculares, 

Alzheimer (Azzi, 2018; Saini y Keum, 2016). 

 

d) Fitosteroles y escualeno  

 

Los fitosteroles, son compuestos bioactivos que se encuentran en pequeñas cantidades en 

alimentos de origen vegetal y que el organismo humano absorbe escasamente, reduciendo 

los niveles de colesterol en la sangre. Los fitosteroles son conocidos como el colesterol de 

las plantas, ya que su estructura química es muy similar al colesterol de origen animal, pero 

difiere en el C-24 de la cadena lateral, en la posición de los dobles enlaces y en la rotación 

óptica de los carbonos quirales (figura 2).  
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Figura 2. Estructura química del colesterol y los principales fitosteroles. 

 

Su principal función es estabilizar la doble capa de fosfolípido de la membrana celular de los 

vegetales. En el reino vegetal, se conocen más de 200 diferentes tipos, de los cuales los más 

abundantes son el β-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Mouritsen et al., 2017; Wang et 

al., 2019). Se ha informado que una ingesta diaria de 2-3 g de fitosteroles, es capaz de 

disminuir de un 10 a 15%  la absorción del colesterol LDL de la dieta y el endógeno de las 

células intestinales evitando riesgos de padecer enfermedades cardíacas (Bot, Unilever, y 

Vlaardingen, 2018; Ras y Trautwein, 2017; Wang et al., 2019). De acuerdo, a la literatura 

consultada el mecanismo exacto de la reducción del colesterol, no se ha comprendido en su 

totalidad. Sin embargo, el que se acepta comúnmente ocurre mediante un efecto de 

competencia entre el colesterol y los esteroles vegetales por un lugar en las micelas 

intestinales. El colesterol solo es ligeramente soluble en estas micelas y poco absorbidos en 

el intestino, lo que conduce a una disminución general de los niveles de colesterol en la sangre 

y un aumento efectivo en la excreción fecal de colesterol (Bot et al., 2018; Ras y Trautwein, 

2017). Además de lo anterior,  poseen efectos anticancerígeno, antiinflamatorio, 

antibacterial, antitumoral y efectos antioxidantes (Unilever, y Vlaardingen, 2018; Wang et 

al., 2019). Se ha demostrado que estas propiedades no solo se presentan en fitoesteroles 
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obtenidos en plantas; también ha sido observado en fitoesteroles extraídos de algas marinas, 

principalmente el fucosterol de las algas pardas (Mouritsen et al., 2017).  Entre los alimentos 

de origen vegetal con mayor contenido de fitosteroles son los aceites, frutos secos, semillas, 

legumbres y cereales enteros. Por ejemplo, las semillas de sésamo con 714 mg/ 100 g, 

semillas de girasol (514 mg/ 100 g), pistachos (214 mg/ 100g), nueces de macadamia (116 

mg/ 100 g), lentejas (57 mg/ 100g) (Merino et al., 2014). Sin embargo, el aporte de 

fitosteroles mediante esta fuente muchas veces no alcanza para lograr los efectos deseados 

contra el colesterol. Por eso, en la actualidad existen alimentos enriquecidos con fitosteroles 

como en grasas para untar, yogures y leche, especialmente en países europeos (Herchi et al., 

2009; Ras y Trautwein, 2017). 

Otro de los componentes lipídicos importantes es el escualeno, que es un hidrocarburo 

poliinsaturado (C30H50) de la familia de los triterpenoides que consta de seis enlaces dobles 

aislado (figura 3), encontrado en  las plantas y tejidos de animales donde juegan un papel 

como precursor para la biosíntesis del fitosterol y colesterol, respectivamente (Rosales-garcía 

et al., 2017); así como en la síntesis de esteroides, las hormonas y la vitamina D y E en el 

cuerpo humano (Hataminia, Farhadian, Karimi, y Ebrahimi, 2018).  

 

 

Figura 3. Estructura química del escualeno. 

. 

El escualeno fue extraído por primera vez, en aceite de hígado de tiburón también es posible 

encontrarlo en otras fuentes, como el germen de trigo, salvado de arroz, aceitunas (Reddy y 

Couvreur, 2009), semillas oleaginosas, aceite de oliva, (Rosales-García et al., 2017), aceite 

de  amaranto y algas (Budge y Barry, 2019). En algunas investigaciones, se ha logrado 

demostrar el efecto terapéutico como antioxidantes, antitumoral, anticancerígeno, en contra 

de infecciones bacterianas y fúngicas (Xiao et al., 2016), también se ha utilizado para tratar 



2. Marco teórico  
 

15 
 

enfermedades cardiovasculares, enfermedades infecciosas y trastornos neurodegenerativos 

(Rameshkumar et al., 2018). Además, la emulsión que contiene el escualeno se usa 

generalmente para administrar medicamentos actuando como adyuvantes en las vacunas 

(Hataminia et al., 2018).  

 

2.2. Bioactividad de los compuestos de productos vegetales   

En décadas pasadas, la sociedad ha estado buscando un estilo de vida saludable, basado en 

el consumo de alimentos funcionales y extractos naturales para el tratamiento y/o prevención 

de ciertas enfermedades. Lo que ha llevado a varios sectores, como en la industria de los 

alimentos, investigadores y profesionales de la salud, a la búsqueda de nuevas alternativas de 

obtención de compuestos bioactivos, con efectos favorables en el organismo, aumentando la 

esperanza de vida del mundo actual. En este sentido, en los últimos años se ha incrementado 

los reportes de la actividad de compuestos bioactivos cuya fuente natural son las semillas, 

hojas, cáscaras de diferentes plantas, entre las más estudiadas son su actividad antioxidante, 

la capacidad que tienen para inhibir actividades enzimáticas y las relacionadas con la 

obesidad y diabetes (Tabla 4). La evaluación in vitro de la bioactividad de los productos 

vegetales es necesaria porque permite seleccionar extractos con un alto potencial terapéutico, 

como alternativa para el tratamiento de enfermedades (Vadivelan, Gopala Krishnan, y 

Kannan, 2019). 

Tabla 4. Extractos de semillas, hojas, cáscaras como fuente de compuestos bioactivos y su 

actividad biológica  

Extracto vegetal Actividad biológica estudiada Referencia 

Semilla de chía Antioxidante (Alcântara et al., 2019) 

Semilla de uva Antioxidante y quelante (Kadri et al., 2019) 

Manzana (fruta completa) Antidiabética (Li et al., 2019) 

Hojas de espárrago racemosus Antioxidantes, acción anticolinesterasa, 

antiinflamatorias y antidiabéticos 

(Vadivelan, Gopala Krishnan, y 

Kannan, 2019) 

Cáscara de banano Antioxidantes y antimicrobianas (Vu, Scarlett, y Vuong, 2018) 

Hojas de rábano Capacidad antioxidante y citotoxicidad. (Goyeneche, Fanovich, Rodriguez 

Rodrigues, Nicolao, y Di Scala, 

2018) 
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Cáscaras de cítricos Anticancerígena ( Nair y Baby, 2017) 

Semilla de guaraná Antimicrobiana, antigenotóxica, antidepresiva y 

anti amnésica. 

(Larisa et al., 2016) 

Semillas de Momordica dioica Antioxidante, inhibición de α-amilasa (enzima 

digestiva) 

(Rao, Mohan, y Srinivas, 2016) 

Semilla de Sweitenia mahagoni Inhibición de α-glucosidasa (enzima digestiva) (Wresdiyati, Diah, Winarto, y 

Febriyani, 2015) 

Hojas de   Té (Camellia sinensis L.) Antidiabética (Kong, Wu, Sun, Wang, y Xu, 

2014) 

Hojas de plantas de malasia Antidiabética y antihipertensiva (Hadira, 2011) 

 

a) Antioxidante  

En los últimos años, ha crecido exponencialmente la demanda de antioxidantes de extractos 

naturales, debido al grado de toxicidad que puede llegar a presentar la utilización y consumo 

prolongado de antioxidantes sintéticos. Un antioxidante es aquel compuesto, que a bajas 

concentraciones en comparación con la de un sustrato oxidable, tiene la capacidad de retardar 

su oxidación (Granato, 2018), la actividad de un compuesto bioactivo está dada al grado de 

hidroxilación de los anillos aromáticos y de la posición de los grupos hidroxilo(-OH) 

(González-Aguilar et al., 2014).   

Los antioxidantes en el cuerpo humano actúan como un sistema de defensa ante un daño 

celular causado por el estrés oxidativo generado de la producción de radicales libres (agentes 

químicos que tienen un par de electrones desapareados o moléculas inestables) y otros 

agentes oxidantes. Una de las formas básicas para estabilizar a un radical libres es por la 

transferencia de un átomo de hidrogeno por parte del antioxidante, desde su grupo hidroxilo 

(figura 4). Los radicales libres en exceso pueden causar lesiones en los lípidos, proteínas de 

la membrana celular y el ADN generando graves daños y dando lugar a enfermedades como 

el cáncer, aterosclerosis, envejecimiento, diabetes, enfermedades neurodegenerativas como 

el Parkinson y el Alzheimer (Shen et al., 2015). El organismo del cuerpo humano posee su 

propio sistema de defensa conformado por enzimas, como la superóxido dismutasa, catalasa, 

peroxidasa y antioxidantes no enzimáticos de bajo peso molecular como vitamina C, vitamina 

E, flavonas y caroteno (Altaf, Sajjad, y Khan, 2019). Hoy en día, se han estudiado que los 
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principales compuestos a los que se le atribuye la capacidad de secuestrar los radicales libres, 

son los compuestos  fenólicos, carotenoides (Veggi et al., 2014), ácido ascórbico y 

tocoferoles (Ferrentino et al., 2018). En este sentido, los productos y subproductos de origen 

vegetal pueden ser considerados como una importante fuente para la obtención de extractos 

ricos en compuestos con actividad antioxidante.  

 

Figura 4. Interacción química entre un antioxidante y un radical libre. 

 

b) Anti hiperglucemiantes  

La Diabetes mellitus (DM) es el resultado del conjunto de patologías fisiológicas y 

bioquímicas, que generan una mala producción o función de la insulina producida en las 

células β-pancreáticas, caracterizada por el alto nivel de glucosa en la sangre. Comúnmente, 

existen dos principales tipos de diabetes DM, la diabetes tipo 1 (insulinodependiente) que se 

caracteriza por una producción insuficiente de insulina, se presenta en la edad temprana 

principalmente en niños y adolescentes. La DM tipo 2 normalmente se presenta en la edad 

adulta, cuando el cuerpo no es capaz de utilizar con eficacia la insulina (resistencia a la 

insulina), lo que conduce a la hiperglucemia (Seetaloo et al., 2019; Spínola, Llorent-

Martínez, y Castilho, 2019).  
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En el año 2017 se estimó que alrededor de 425 millones de personas de 20 a 79 años, en todo 

el mundo fueron diagnosticadas con diabetes tipo 2, y de acuerdo con la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) las muertes causadas por la diabetes tienen lugar antes de los 70 

años. Por lo que lamentablemente se espera que sea la séptima causa de mortalidad en 2030 

(OMS, 2018;Tong et al., 2014). Por ello, la diabetes es considerada uno de los principales 

problemas de salud pública más grave que prevalece en todas las poblaciones alrededor del 

mundo, lo que ha generado una enorme preocupación a científicos, personal de la salud 

pública, para hacer frente a este gran desafío que ha generado y seguirá generando 

consecuencias económicas y muertes en todo el mundo.  

Para hacer frente a este enorme problema, se han creado estrategias terapéuticas para el 

tratamiento de pacientes con este padecimiento  (Tong et al., 2014). Las estrategias se basan 

principalmente en la estimulación de la secreción de insulina, inhibición de los 

transportadores de glucosa (Li et al., 2019) y la más empleada actualmente es la disminución 

del metabolismo de los carbohidratos (inhibición de las actividades de la enzima α-la amilasa 

y α-glucosidasa) (Bose et al., 2019).  El metabolismo de los carbohidratos comienza en la 

boca, donde la enzima salival se encarga de descomponer el almidón complejo y luego la 

digestión continúa en el estómago, mediante la α-amilasa pancreática presente en el 

estómago, el almidón se degrada en disacáridos y oligosacáridos. Al llegar al intestino 

delgado la enzima α-glucosidasa que se encuentra en el epitelio del intestino se encarga de 

romper los enlaces de los disacáridos y oligosacáridos en carbohidratos más simples como la 

glucosa y la fructosa para después ser absorbidos, elevando el nivel de azúcar en el torrente 

sanguíneo (Mohamed et al., 2012). Se han utilizado varios medicamentos para controlar la 

absorción de los carbohidratos. Por ejemplo, la sulfonilurea y la biguanida se usan para 

controlar el nivel de glucosa postprandial en la sangre, y la metformina se usa para estimular 

la secreción de insulina (Li et al., 2019). Así como también el uso de la acarbosa, voglibosa 

y miglitol.  Sin embargo, se han reportado que el  uso prolongado de estos medicamentos, 

trae consigo efectos adversos como flatulencia, diarrea, dolor abdominal, náuseas (Li et al., 

2019; Spínola et al., 2019; Zaidi et al., 2019). Ante los efectos secundarios que se han 

presentado, se han buscado nuevas y mejores alternativas basadas en extractos de frutas, 

semillas, cortezas y hojas como fuente de compuestos biológicamente activos, que han 

demostrado tener efectos favorables y significativos para el tratamiento de enfermedades 
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comunes y crónicas. Por ejemplo, los ácidos fenólicos en fresas y manzanas podrían 

disminuir la captación de glucosa. La procianidina, extraída de la semilla de uva podría 

activar el receptor de insulina y mejorar la vía de señalización de la insulina (Li et al., 2019; 

Zaharudin, Staerk, y Dragsted, 2019). Los flavonoides y polifenoles obtenidos en extractos 

de hojas de Yacón (planta de origen andino), mostraron inhibición en las actividades de la 

enzima α-amilasa (Mendoza, 2015). Por otro lado, Dekdouk et al.(2015) reportó las 

actividades inhibitorias de los extractos de frutas Olea europaea L. (frutas italianas y 

argelinas) sobre las enzimas 𝛼-amilasa y 𝛼-glucosidasa. Lo anterior ha generado conciencia 

a la población en general, aumentado la demanda de productos naturales para el tratamiento 

de cualquier padecimiento debido a su bajo costo y relativa seguridad, incluida una baja 

incidencia de efectos secundarios gastrointestinales graves.  

 

2.3. Métodos de extracción de compuestos bioactivos  

 

La recuperación de compuestos bioactivos en vegetales se ha convertido en un tema de 

interés debido a la demanda que ha surgido de las investigaciones y reportes de los beneficios 

que aporta el integrar en la dieta productos que contengan sustancias bioactivas. El aumento 

de la demanda de antioxidantes en el mercado internacional no solo implica la búsqueda de 

nuevas fuentes de bioactivos; además se espera mejorar los métodos de extracción, 

garantizando la seguridad para su consumo y su actividad biológica. El método de extracción 

es el paso más importante del proceso analítico que permite caracterizar cualitativo y 

cuantitativamente los compuestos bioactivos de una matriz vegetal y su actividad biológica.  

La extracción, es el proceso de separación de uno o más componentes que consiste en una 

transferencia de masa o difusión donde los compuestos presentes en la matriz compleja se 

transfieren al solvente usado para la extracción (Maleti, 2019; Panja, 2017).  Este proceso es 

el primer paso para el estudio o análisis de cualquier compuesto bioactivo (Maleti, 2019; 

Pimentel-moral, Borrás-linares, y Lozano-Sánchez, 2018); elegir un método extracción 

adecuado podría ser una tarea difícil debido a la complejidad de la matriz. Varias de las 

técnicas permanecen casi igual a través de cientos de años; otras han sido modificadas de 

acuerdo a las necesidades o la finalidad de extraer compuestos. De acuerdo con  Azmir et al. 

(2013) algunos de los objetivos comunes que presentan los métodos de extracción son:  
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a) Extraer compuestos bioactivos de una muestra vegetal compleja. 

b) Aumentar la selectividad de los métodos analíticos. 

c) Aumentar la sensibilidad del bioensayo aumentando la concentración de compuestos 

de interés. 

d) Convertir los compuestos bioactivos en una forma más adecuada para la detección y 

separación. 

e) Proporcionar un método con buena eficiencia y reproducible que sea independiente 

de las variaciones en la matriz de la muestra. 

Por lo que un método de extracción ideal debe ser rápido, seguro, no destructivo, menos 

costoso y que ahorra tiempo (Moreira, Alexandre, Pintado,  Saraiva, 2019). Los métodos de 

extracción se dividen en dos tipos, convencionales o tradicionales y no convencionales 

(emergentes, alternativos o métodos de extracción verdes). Los métodos de extracción 

tradicionales son fáciles de operar debido a que no utilizan grandes equipos. Sin embargo, 

implican el uso de grandes volúmenes de solventes, temperaturas elevadas y requieren 

tiempos prolongados de extracción. Por el ejemplo, la extracción con Soxhlet,  maceración e 

hidrodestilación (Sharayei, Azarpazhooh, Zomorodi, y Ramaswamy, 2018). Ante las grandes 

limitaciones que han presentado los métodos de extracción tradicionales se han buscado 

alternativas que permitan descubrir o diseñar procesos de extracción con requerimiento 

mínimo de energía, minimizar el tiempo de operación, mejorar el rendimiento del proceso 

evitando la degradación térmica de los compuestos de interés (Goyeneche et al., 2018), 

utilizando solventes alternativos no peligrosos garantizar la obtención de extractos seguros y 

de alta calidad (da Silva et al., 2016). Entre las técnicas prometedoras se encuentran la 

extracción asistida por microondas, extracción asistida por ultrasonido, extracción asistida 

por enzimas, extracción por pulsos eléctricos y extracción con fluido supercrítico (Saini y 

Keum, 2018). La extracción asistida por microondas (MAE, por sus siglas en inglés) se ha 

convertido en una alternativa que ha logrado mejorar procesos de extracción, lo cual permite 

la utilización de energía de microondas (campo magnético con una frecuencia que varía de 

300 MHz a 3000 MHz). La energía de microonda impacta directamente sobre los materiales, 

lo que causa movimientos entre las moléculas lo que genera calor mediante la conversión de 

la energía electromagnética en energía térmica(Azmir et al., 2013; Pimentel-moral et al., 

2018). El calentamiento es generado por la conducción iónica de los aniones disueltos y la 
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rotación dipolar del disolvente, lo que conduce a la ruptura de la matriz celular, liberando los 

compuestos en el disolvente (Yuan et al., 2017). Otra de las técnicas más empleadas 

actualmente es la extracción con fluidos supercríticos, que ha demostrado ser un método 

capaz de brindar mayor rendimiento de extracción; además, de que el extracto obtenido es 

libre de residuos de solventes tóxico (Soto-Armenta et al., 2019). 

 

2.3.1. Extracción con fluido supercrítico  

 

El fluido supercrítico (FSC) fue usado por primera vez, en la industria para en el descafeinado 

de café y té, extracción de sabores amargos del lúpulo, etc. (Petroviĉ Slobodan et al., 2013). 

También se han empleado como una alternativa para la eliminación de pesticidas en el área 

agroindustrial, para la extracción de aceites vegetales y obtención de una gran variedad de 

compuestos bioactivos. Un FSC es cualquier sustancia que se encuentran por encima de sus 

valores de temperatura-presión crítica, que tiene la propiedad de comportarse como un gas, 

difundiéndose dentro de la matriz vegetal y como un líquido, disolviendo sustancias (figura 

5) (Espinosa-pardo et al., 2014b; Martinez, y Martinez-correa, 2014a). 

 

Figura 5. Diagrama de Fases del CO2. 
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Azmir et al. (2013), en sus reportes sobre la discusión de los métodos de extracción (clásicos 

y emergentes) mencionan varias ventajas del uso de FSC en la extracción de compuestos 

bioactivos en productos naturales; (1) el fluido supercrítico tiene un mayor coeficiente de 

difusión y una viscosidad más baja que un disolvente líquido, lo que lleva a una mayor 

penetración a la matriz de la muestra y transferencia de masa favorable.  (2) la selectividad 

del fluido supercrítico es más alta que la del solvente líquido, ya que su poder de solvatación 

se puede ajustar cambiando la temperatura y/o la presión. (3) es un método ideal para la 

extracción de compuestos termolábiles. (5) el FSC puede dar mayor rendimiento de extracto, 

utilizando pequeñas cantidades de disolvente en el sistema de extracción, con la facilidad de 

eliminar los residuos del disolvente mediante la despresurización, obteniendo mayor calidad 

de extracto final.  

2.3.1.1.  Propiedades de la región supercrítica  

 

1. La densidad por encima del punto crítico depende de la presión y la temperatura. La 

densidad aumenta si lo hace la presión a temperatura constante o si disminuye la 

temperatura a presión constante. 

2. La viscosidad es mucho más baja que la de los líquidos, lo que le confiere propiedades 

hidrodinámicas favorables. 

3. Poseen una baja tensión superficial lo que permite una alta penetrabilidad a través de 

solidos porosos.  

4. La difusividad es alta en los líquidos, por lo que la transferencia de materia es más 

favorable.  

Existen varias sustancias que pueden ser usadas en su estado supercrítico para la obtención 

de compuestos de interés. En la Tabla 5 se presentan las propiedades críticas y densidades de 

algunas sustancias usadas en la extracción con FSC. 
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  Tabla 5. Propiedades críticas de algunos disolventes usados para la extracción CO2 

supercrítico 

Disolvente 

Propiedad critica 

Temperatura 

(°C) 

Presión  

(bar) 

Densidad 

(g/ml) 

Eteno 10.1 50.5 0.2 

Agua 374.2 214.8 0.322 

Metanol 239 78.9 0.272 

Dióxido de carbono 31.1 72.0 0.47 

Etano 32.3 47.6 0.2 

Óxido nitroso 36.7 71.7 0.46 

Hexafluoruro de azufre 45.8 37.7 0.73 

n-buteno -139.9 36 0.221 

n-pentano 196 32.9 0.237 

Acetona 235 47 0.28 

Etanol 243.4 72 0.28 

Metano -82.6 46 0.17 

n-butano 152 70.6 0.23 

n-propano 96.7 42.4 0.22 

n-hexano 234.2 30.1 0.23 

Fuente: Gil-Chávez, Heredia; González- Aguilar et al. (2012) 

 

2.3.2. CO2 como fluido supercrítico para la extracción de compuestos bioactivos 

 

En las últimas décadas el fluido supercrítico ha surgido como una tecnología verde, 

prometedora para el aislamiento y extracción de extractos naturales, como saborizantes, 

fragancias, aceites de especias, oleorresina, antioxidantes naturales, colorantes naturales 

pesticidas naturales y compuestos bioactivos (Azmir et al., 2013). El CO2 es  la sustancia 

más utilizada en la extracción con FSC para la recuperación de bioactivos en vegetales, 

debido que ha presentado ciertas características importantes es un solvente generalmente 

reconocido como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés), es inerte, de baja polaridad, no es 

tóxico y no es inflamable, con parámetros críticos modestos (31.180 ° C, 7.38 MPa), alta 
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disponibilidad, obtención de extracto con alta pureza (Ferrentino et al., 2018; Lúcia et al., 

2019). 

Además, ha demostrado un comportamiento óptimo como disolvente de extracción para 

compuestos termolábiles. Por lo tanto, la extracción con CO2 supercrítico (E-CO2) se puede 

utilizar como una alternativa a los métodos convencionales para extraer y/o fraccionar 

compuestos funcionales (Rosario Goyeneche et al., 2018). Aunque es considerada una 

alternativa para la extracción segura, su naturaleza   como sustancia de polaridad moderada, 

no es capaz de extraer compuestos con alto peso molecular y de naturaleza polar (Veggi et 

al., 2014); por lo que se requiere la adición de cosolvente al CO2 supercrítico para aumentar 

la afinidad y solubilidad para una mayor recuperación de compuestos polares. El agua 

(polaridad= 9) y el etanol (polaridad=5.2) son los más usados como so-solventes debido a su 

bajo costo, además de ser reconocidos como sustancias GRAS, con la posibilidad de ser 

usadas directamente en alimentos o productos farmacéuticos. Además el uso de mezclas de 

agua y etanol ha demostrado ser más efectivo en la extracción de compuestos fenólicos 

(Monroy, Rodrigues, Sartoratto, y Cabral, 2016). Ante lo mencionado, el FSC parece ser un 

método adecuado para la extracción de bioactivos, que permitan caracterizar su fuente 

original. En la tabla 6 se muestra algunos de los compuestos obtenidos en vegetales, las 

condiciones a las que fueron obtenidas y sus propiedades bioactivas evaluadas.   

 

Tabla 6. Compuestos con actividad biológica extraídos con CO2 supercrítico. 

  

Fuente 
Condiciones 

evaluadas 
Compuesto extraído Propiedades Referencia 

Hojas de rábano 
35°C-400 bar y 40° 

C- 400 bar 
Flavonoides 

Antioxidantes, antialérgicas, 

antivirales, antiinflamatorias 

y vasodilatadoras. 

(Goyeneche et al., 2018)} 

Orujo de 

manzana 

30 MPa-45°C 

etanol (5%) 
Fenoles totales Antioxidantes (Ferrentino et al., 2018) 

Aceite de semilla 

de uvas (Vitis 

vinifera L) 

Temperatura 50 ° 

C, presión 50 MPa 

y caudal de CO2 8 

g / min 

Tocoferoles, 

tocotrienoles 

compuestos fenólicos y 

carotenoides 

Antioxidantes Hatem Ben Mohamed, (2016) 
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2.4. Árbol de Brosimum alicastrum. 

 

El ramón (Brosimum alicastrum), uno de los árboles abundantes en las selvas de 

Centroamérica y con amplia distribución en México (Figura 6), pertenece a las familia de las 

Moracea (Carter, 2015).  Su nombre científico viene de la palabra griega “brosimos”, que 

significa comestible. En México, particularmente en la península de Yucatán se le conoce 

comúnmente como “ramón” que deriva del verbo ramonear, haciendo referencia al consumo 

de semillas, plántulas y hojas por ganado vacuno y otros animales domésticos.  Los 

ejemplares pueden alcanzar 45 m de altura y 1.5m de diámetro en algunas selvas de México 

y pueden producir de 95 a 100 kg de semillas al año (Hernandez, Munguía Gil, y Monforte, 

2015). 

En cuanto a la importancia antropocéntrica, en la península de Yucatán se han utilizado como 

forraje para la alimentación del ganado, como árboles de traspatio. Resaltando el uso de sus 

semillas como sustituto de maíz para el consumo humano, debido a su alto valor nutrimental,  

contenido de  fibra, calcio, potasio, ácido fólico, hierro, zinc, proteínas y vitaminas A, B, C 

y E (Carter, 2015). 

Semillas de 

girasol 

(Helianthus 

annuus) 

17.9 MPa, 40.0 ° C, 

104.6 min y 1.6 ml 

/ min. 

Ácido clorogénico Antioxidante 
(Daraee, Ghoreishi, & 

Hedayati, 2019) 

Pulpa de palma 

de durazno 

(Bactris gasipaes) 

La mejor condición 

de extracción fue 

300 bar- 60 ° 

C,3.00 l / min 

durante 91 min 

Fenoles y flavonoides 

totales 
Antioxidantes (Espinosa-pardo et al., 2014) 

Hojas de grosella 
60 °C, 40 MPa 0-

60 min 

Polifenoles y 

flavonoides 

 

Antibacterial, 

anticancerígeno, antiviral y 

antiinflamatorio 

(Martinez-Correa et al., 2012) 
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Figura 6. Distribución de árboles de B. alicastrum en Centroamérica y México. 

 

Actualmente, aunque las semillas no están disponibles como el frijol comercialmente, son 

consumidas tostadas como sustituto de café y las semillas molidas hacen una harina para ser 

usadas como sustituto de las harinas convencionales para hacer galletas o panes (Domínguez-

zárate, Maillard-Berdeja, y Totosaus, 2019). Sin embargo, el valor nutrimental y las 

propiedades terapéuticas no se han esclarecido en su totalidad, debido a la poca información 

que existen en la literatura sobre su caracterización, por lo que ha generado la búsqueda y 

desarrollo de nuevas investigaciones científicas, con la finalidad de darle un valor agregado 

a estas semillas como ingrediente para la formulación de alimentos o aperitivos funcionales. 

 

2.4.1. Compuestos fenólicos y actividad antioxidante de la harina B. alicastrum   

 

Ozer, (2017), reportó el contenido fenólico y capacidad antioxidante de la nuez Maya o 

ramón tostado adquirido en la empresa Maya Nut Institute. Este reporte, surgió del estudio 

de comparación entre nueces comerciales, nuez, cacahuate, almendra y nuez maya (ramón). 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se encontró que la nuez Maya tiene un alto 

contenido de compuestos fenólicos 2467 ± 85 mg GAE/100 g de extracto seco Maya 

comparado con la nuez, cacahuate y almendra (812± 51, 430 ± 18 y 87.5 ± 2 mg GAE/100 g 
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de extracto seco, respectivamente). También se demostró que la nuez Maya tiene altos niveles 

de actividad de eliminación de radicales libres, con un 79 ± 2.7% para DPPH y 92.5 ± 5.2% 

para ABTS (Ozer, 2017). Identificándose a los ácidos fenólicos como los principales 

polifenoles encontrados en la harina de ramón, en la tabla 7 se presenta un resumen de estos 

compuestos que se identificaron.   

 

Tabla 7. Ácidos fenólicos encontrados en harina de nuez Maya Nut 

 

Compuesto fenólico µg/ g de nuez Maya 

P- Hidroxibenzoico 326.2 

Ácido Vanílico, 103.9 

Epicatequina 53 

Ácido Gálico 27.1 

Ácido Cafeico 17.1 

Ácido P- Cumárico 13.5 

Fuente: Ozer, (2017) 

Por otro lado, Moo-Huchin et al. (2019) reportan el contenido de compuestos fenólicos, y 

actividad antioxidante de extractos etanólico de la semilla de ramón. De acuerdo con el 

resultado, se encontró mayor contenido de ácido gálico (1.29 ±0.003 mg/100 g de peso seco 

harina), ácido clorogénico (31.04 ±0.68 mg/100 g peso seco harina) y ácido vanílico 

(24.03±0.39 mg/100 g peso seco harina). Su propiedad antioxidante se evaluó al reducir el 

contenido de TBA usando un modelo de peroxidación lipídica. Finalmente, se confirmó una 

alta correlación entre el contenido de compuesto fenólicos y flavonoides totales, lo que indica 

que estos compuestos fueron los responsables de la actividad antioxidante.  
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3. OBJETIVOS 
 

Objetivo general 

 

Evaluar el contenido de compuestos bioactivos y la actividad in vitro de extractos de la harina 

de Brosimum alicastrum obtenidos por extracción con CO2 supercrítico y extracción sólido-

líquido. 

 Objetivos específicos  

 Evaluar el efecto del tiempo de extracción dinámico en el rendimiento de la 

extracción CO2 supercrítica (primera extracción).  

 

 Caracterizar el extracto obtenido de B. alicastrum mediante el contenido de 

carotenoides, tocoferoles, fitosteroles y escualeno por HPLC.   

 

 Evaluar el efecto de etanol como cosolvente en la extracción CO2 supercrítico 

para incrementar el contenido de compuestos fenólicos totales presentes en la 

harina residuo de la primera extracción.   

 

 Obtener un extracto alcohólico de la harina de B. alicastrum utilizando el método 

de extracción sólido-líquido.  

 

 Evaluar el efecto del método de extracción en el contenido de compuestos 

fenólicos, bioactividad in vitro y el perfil cromatográfico de extractos obtenidos 

por CO2 supercrítico con cosolvente y extracción sólido líquido. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

4.1. Estrategia general de trabajo  

Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Instrumentación Analítica del Instituto 

Tecnológico de Mérida en colaboración con el Laboratorio de Ciencia de los Alimentos de 

la Facultad de Ingeniería Química-Uady. Primeramente, se obtuvo la harina a partir del 

procesamiento de las semillas de Brosimum alicastrum recolectadas en Calkiní, Campeche. 

Para el logro de los objetivos propuestos en esta investigación, se planteó una estrategia de 

trabajo que consistió en una extracción secuencial (de dos extracciones) con CO2 supercrítico 

y una extracción sólido-líquido (E-SL), como se presenta en el diagrama (figura 7). Para el 

estudio de la extracción con CO2 supercrítico se realizó una primera extracción sin el uso de 

cosolvente (E-CO2). Los datos experimentales obtenidos de la primera extracción fueron 

utilizados para un estudio cinético de extracción, a fin de determinar el tiempo de extracción 

dinámica en el sistema de extracción y el extracto crudo lipofílico obtenido se caracterizó por 

su contenido de carotenoides, tocoferoles, fitosteroles y escualeno por HPLC. Para la segunda 

extracción la harina residual o resultante (harina que quedó dentro de la celda de la primera 

extracción) fue expuesta a una nueva extracción con CO2 supercrítico utilizando etanol como 

cosolvente en el sistema de extracción, para obtener un extracto crudo más polar (E-CO2-

Co). Previo a la segunda extracción, se evaluaron el efecto de varias concentraciones de 

etanol: agua a fin de extraer la mayor cantidad de compuestos fenólicos totales de la harina. 

Tras determinar la concentración de cosolvente a utilizar en el sistema E-CO2-Co, se 

obtuvieron extractos crudos más polares de la harina y se caracterizó por su contenido de 

compuestos fenólicos totales, flavonoides totales, taninos condensados e hidrolizables, 

actividad antioxidante, su actividad inhibitoria para enzimas digestivas de carbohidratos (α-

amilasa y α-glucosidasa) y el perfil de compuestos fenólicos individuales por HPLC. Por otra 

parte, se obtuvo un extracto alcohólico de B. alicastrum mediante la extracción sólido-líquido 
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y se analizaron las mismas variables de respuesta que en la extracción E-CO2-Co. Los 

resultados obtenidos fueron comparados.   

Harina resultante  

 

Determinación de la 

concentración de cosolvente  

Caracterización  

Contenido de compuestos fenólicos totales, 

flavonoides totales y taninos condensados e 

hidrolizables 

Actividad antioxidante e inhibición de enzimas 

de carbohidratos y perfil de compuestos 

fenólicos individuales por HPLC 

 

Obtención de la harina de Brosimum alicastrum 

 

Extracción  

1era etapa de extracción 

E-CO2 

2da etapa de extracción 

E-CO2 -Co 

Determinación del tiempo dinámico  

Contenido de carotenoides, tocoferoles, 

escualeno y fitosteroles por HPLC 

 

Extracción secuencial con CO2 

supercrítico  
Extracción sólido-liquido (E-SL) 

Figura 7. Estrategia general de trabajo. 
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4.2. Obtención de la harina  

Las semillas del árbol de Ramón (Brosimum alicastrum) se recolectaron en la región de 

Calkiní, Campeche en septiembre de 2017. Las semillas fueron seleccionadas considerando 

que fueran libres de daño mecánico y con un tamaño homogéneo; las cuales fueron 

acondicionadas, retirando la testa y secadas en una estufa de convección (SHELL LAB 

1350FX-10) a 70 °C durante 72 h hasta obtener el 10% de humedad. Al finalizar el tiempo 

de secado, las semillas fueron trituradas y molidas en una licuadora (Osterizer®) hasta 

obtener el polvo. El polvo que se obtuvo se pasó por un tamiz de malla No. 100 (0.149 mm), 

hasta obtener la harina que fue almacenada a 4°C en bolsas de polietileno hasta su uso. 

                                          

Figura 8. Obtención de la harina. 

 

4.3. Procedimientos de extracción  

Los extractos de harina fueron obtenidos a partir de dos métodos de extracción: CO2 

supercrítico y extracción sólido-líquido. En este trabajo se propuso una extracción CO2 

supercrítico secuencial de dos extracciones a modo estática-dinámica para extraer 

selectivamente los principales compuestos bioactivos de la harina de ramón. Se realizó una 

primera extracción con solo CO2 supercrítico (sin cosolvente); mientras que la segunda 

extracción consistió en exponer la harina resultante de la primera extracción a una nueva 

extracción con CO2 supercrítico usando etanol absoluto como cosolvente. Por otro lado, 

también se obtuvo un extracto alcohólico de la harina de ramón por el método de extracción 

sólido-liquido.   
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4.3.1. Extracción sólido-líquido  

 

La extracción se llevó acabo de acuerdo con el procedimiento descrito por Camaal-Chuc et 

al. (2018), utilizando etanol acuoso y agitación mecánica.  Se pesó 1 g de harina en un tubo 

de ensayo con tapa, se añadió 44 ml de etanol/agua (1:1, v/v), se llevó a baño maría a 75.8°C 

con agitación constante durante 48 min, posteriormente se filtró y centrifugó a 2500 rpm 

durante 10 min, se recuperó el sobrenadante y finalmente se secó en la estufa a 60°C durante 

48 h o hasta obtener un extracto seco.  

                                                            

Figura 9. Extracción sólido-líquido. 

 

Todas las extracciones fueron realizadas por triplicado. 

El rendimiento de extracción (%) para extractos obtenidos fue determinado por la ecuación 

presentada a continuación, expresadas en base de extracto seco.  

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 𝑥 100  

 

4.3.2. Extracción secuencial con CO2 supercrítico 

La extracción con CO2 supercrítico se realizó usando un equipo de extracción modelo SFT-

150 SFE/SFR System, con una celda de extracción de 100 ml, separador de CO2 y colector 

de extracto, tanque de aire y CO2, bombas, medidor de flujo (Figura 8). Los principales 
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procedimientos de extracción fueron: cargar la cámara de extracción con la harina de ramón, 

cambiar las condiciones de CO2 en el tanque a condiciones supercríticas (esto se logra por 

un enfriamiento, aumentando la presión y finalmente aumentando la temperatura). Se 

permitió que el CO2 en las condiciones supercríticas elegidas entre a la cámara de extracción 

para la extracción estática o remojo, luego se deja el paso del CO2 supercrítico a través de la 

muestra para la extracción dinámica durante el tiempo correspondiente. El CO2 que contiene 

el extracto se dirige a la primera cámara de separación, en donde el gas se expande a presión 

atmosférica y se obtiene el extracto. 

 

Figura  1. Diagrama general del equipo de fluido supercrítico. (a)purga, (b) tanque de CO2, (c) tanque de aire, 

(d) y (e) manómetros, (f) bomba de diafragma, (g) enfriador, (h) cámara de extracción, (i) separador de CO2 y 

colector de extracto. 

El procedimiento de extracción se llevó acabo en dos extracciones, la primera extracción se 

realizó con el propósito de recuperar y caracterizar el extracto crudo lipofílico o de baja 

polaridad de la harina. En base a esta extracción, se realizó un estudio cinético de extracción, 

con la finalidad de determinar el tiempo de extracción dinámica en el sistema CO2 

supercrítico, necesaria que permita la mayor extracción de compuestos solubles. Las 

condiciones utilizadas en la extracción solo con CO2 supercrítico (E-CO2) fueron las descritas 

por Martinez-Correa et al. (2012a y 2017b) y Uribe et al.  (2011), con algunas 

modificaciones. 50 g de harina fina se sometió a una extracción estática a 60 °C, 40 MPa 

durante 30 min. Posteriormente, se hizo pasar el flujo de CO2 (1.8 g/min) a través de la 

muestra durante 60 min (extracción dinámica). Los extractos fueron recuperados en un vial 
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ámbar por despresurización del sistema y fueron pesados para calcular el rendimiento 

acumulado de extracción. Los extractos secos obtenidos se reconstituyeron en 4 ml de EtOH: 

agua (1:1 v/v) y fueron almacenados en congelación -20°C, hasta su uso.  

En un trabajo realizado por Monroy et al. (2016), describen que el  uso de cosolvente en el 

sistema de extracción supercrítica es capaz de modificar la polaridad del CO2, mejorando el 

poder de solvatación e incrementando el rendimiento de extracción de compuestos. Por lo 

tanto, en este trabajo se realizó una segunda extracción con CO2 supercrítico usando EtOH 

como cosolvente (E-CO2-Co), con la finalidad de incrementar la obtención de compuestos 

más polares de la harina. 

 Previo a la segunda extracción (E-CO2-Co), se evaluó el efecto de varias mezclas etanol: 

agua en la extracción con CO2 supercrítico, con ligeras modificaciones en las condiciones en 

el sistema. El estudio se llevó a cabo mediante cuatro extracciones de la harina, previamente 

mezcladas con solventes (etanol: agua y solo etanol absoluto) a diferentes concentraciones 

con la finalidad de determinar la concentración de etanol que permita obtener mayor 

rendimiento de compuestos fenólicos. La extracción se llevó acabo con la harina residual o 

resultante (20 g) de la primera extracción, se mezcló con 20 ml de solvente (EtOH: H2O al 

25, 50, 75 y 100 %), seguido de la extracción estática con CO2 supercrítica, a 40°C, 20 MPa 

durante 30 min, finalmente se dejó el paso del CO2 a través de la muestra durante 30 min 

(extracción estática). Cada extracción se realizó por triplicado. El extracto seco obtenido de 

cada extracción se reconstituyó con 4 ml etanol: agua (1:1, v/v) y fueron almacenados en 

congelación -20°C, hasta su uso.  
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Figura 10. Extracción con CO2 supercrítico. 

 

El rendimiento de extracción (%) para los extractos obtenidos fue determinado por la 

ecuación presentada a continuación, expresadas en base de extracto seco. 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑔)
 𝑥 100  

Los extractos obtenidos fueron caracterizados por su contenido de carotenoides, tocoferoles, 

fitoesteroles, escualeno, compuestos fenólicos, actividad in vitro y el perfil cromatográfico.   

4.4. Caracterización del extracto por su contenido de compuestos bioactivos, 

bioactividad in vitro y perfil cromatográfico  

 

Los extractos E-CO2 obtenidos en la primera extracción fueron caracterizados mediante el 

contenido de carotenoides (α-caroteno, luteína), tocoferoles (α-tocoferol, γ-tocoferol), 

fitosteroles (estigmasterol,  fucosterol) y escualeno siguiendo las metodologías descritas por 

Can-Cauich et al. ( 2019), descritas en la sección de anexos (7.3.2, 7.3.3 y 7.3.4). 

Mientras que los extractos obtenidos en la segunda extracción supercrítico (E-CO2-Co) y 

sólido-líquido (E-SL) se caracterizaron y compararon por su contenido de compuestos 

fenólicos totales, flavonoides totales, taninos condensados, taninos hidrolizables, actividad 

antioxidante, inhibición de la actividad de α-amilasa y α-glucosidasa, perfil de compuestos 

fenólicos individuales por HPLC. Los métodos analíticos se realizaron siguiendo los 
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procedimientos descritos por Can-Cauich et al. (2017, 2019) y Moo-Huchin et al. (2014) que 

se encuentran en el apartado de anexos (7.2,  7.3 y 7.4).  

4.4.1. Determinación de la actividad inhibitoria de α- amilasa pancreática de los 

extractos de B. alicastrum.  

 

La capacidad de los extractos para inhibir la actividad de la α-amilasa se realizó de acuerdo 

a la técnica de Islam, (2014) con algunas modificaciones. El extracto seco fue reconstituido 

en buffer de fosfato de sodio (0.02 M, pH 6.9, con NaCl 0.006 M) para alcanzar 600, 950 y 

3500 µg de compuestos fenólicos totales/ensayo. En un tubo de ensayo se agregaron 500 µL 

de extracto más 20 µL de α-amilasa pancreática (5 U/ml, disuelta en buffer de fosfato de 

sodio; es decir 2.5 mg en 5 ml de buffer agitado durante 20 min). El tubo de ensayo se incubó 

a 37 °C durante 15 min. Después de la incubación, 200 µL de una solución de almidón (1%, 

en buffer de fosfato de sodio, previamente calentado a 90°C durante 5 min) fue añadido al 

tubo de ensayo e incubado nuevamente a 37°C por 60 min. Transcurrido el tiempo de 

incubación, se agregaron 200 µL de una solución de yodo (2%, en agua destilada) más 5 mL 

de agua destilada, el procedimiento realizado se resume en la tabla 8. Se midió la absorbancia 

de la mezcla a una longitud de onda de 565 nm, utilizando un espectrofotómetro UV-Vis 

Agilent Technoligies Cary 60. La acarbosa (A8980 Sigma-Aldrich) fue usada como estándar 

a cantidades de 2, 6 y 10 µg/ ensayo. La actividad de inhibición de la α-amilasa fue calculada 

con la siguiente fórmula: 

 

% inhibición = 100 {− [1 −
(AM ó AA − ABS) − ABM)

ABE
] ∗ 100} 

Donde:  

AM o AA: Absorbancia de la muestra o acarbosa 

ABE: Absorbancia del blanco de la enzima 

ABS: Absorbancia del blanco del sustrato  

ABM: Absorbancia del blanco de muestra  
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Tabla 8. Cantidad de reactivos utilizados para el ensayo inhibición de α-amilasa 

 

E-CO2-Co (extracto obtenido por CO2 supercrítico), E-SL (extracto obtenido por sólido-líquido), EA (extracto de 

acarbosa), BM (Blanco del extracto o acarbosa), BS (Blanco de sustrato), BE (Blanco de la enzima), BLcal (blanco para 

calibrar el equipo espectrofotométrico). 

 

 

4.4.2. Determinación de la actividad inhibitoria α- glucosidasa de los extractos de 

B. alicastrum. 

 

Para el ensayo de inhibición de α-glucosidasa, se empleó la metodología reportada por 

Colantuono, Ferracane y Vitaglione (2016) con algunas modificaciones. El extracto seco fue 

reconstituido en buffer de fosfato de sodio (0.02 M, pH=6.9) para alcanzar 600, 950 y 3500 

µg de compuestos fenólicos totales/ensayo. 100 µL de extracto fueron añadidos en un tubo 

de ensayo más 200 µL α-glucosidasa (Saccharomyces cerevisiae 1.0 U/mL) a una 

concentración de 1 mg/10 mL de buffer de fosfato. La mezcla fue pre-incubada por 10 min 

a 25°C. Después del tiempo, se agregaron 50 µl de p-nitrofenil-α-d-glucopiranósido (5 mM 

Soluciones (µL) (E-CO2 -Co, E-SL, EA)  BM BS  BE BLcal 

Buffer fosfato de sodio  0 500 200 520 720 

Extracto o Acarbosa 500 0 500 0 0 

Enzima α-amilasa pancreática 20 20 20 0 0 

Condiciones de incubación 

 

37°C por 15 min  

 

Solución de almidón (1.5 % en Buffer de 

fosfatos) 
200 200 0 200 0 

Condiciones de incubación 
37°C por 60 min 

 

Solución de yodo (2% en agua destilada) 200 200 200 200 200 

Agua destilada 5000 5000 5000 5000 5000 
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disuelto en buffer de fosfatos) para iniciar la reacción. Posteriormente, se adicionó buffer de 

fosfato de sodio hasta alcanzar un volumen de 1000 µL. La mezcla fue incubada durante 5 

minutos a 25 °C. Tras la incubación, 100 µl de una solución de 0.01 M Na2CO3 fueron 

adicionados a la mezcla para detener la reacción, la cantidad de extracto y procedimiento se 

resume en la tabla 9. La cantidad de (P-NPG) liberado fue determinado 

espectrofotométricamente, midiendo la absorbancia de la solución a 405 nm. Para efecto de 

comparación se utilizó acarbosa (A8980 Sigma-Aldrich) a cantidades de 6, 30 y 60 

µg/ensayo. 

 El porcentaje de inhibición fue calculado como sigue: 

 

[(ACP − ACN) − (AM − ABM]

(ACP − ACN)
 x 100 

En donde: 

ACP: Absorbancia del 100% de actividad enzimática (reacción la enzima + sustrato). 

ACN: Absorbancia de 0% de actividad enzimática (reacción únicamente el sustrato sin la 

enzima) 

AM: Absorbancia de la mezcla de reacción enzimática (reacción enzima + sustrato+ muestra)  

ABM: Absorbancia del blanco de la muestra (reacción sin la enzima, únicamente sustrato + 

muestra). 
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Tabla 9. Cantidad de reactivos utilizados para el ensayo inhibición de α-glucosidasa 

 

E-CO2-Co (extracto obtenido por CO2 supercrítico), E-SL (extracto obtenido por solido-liquido), EA (Extracto de 

acarbosa), BM (Blanco muestra: extracto o acarbosa, según corresponda), CP (control positivo, 100% de actividad 

enzimática), CN (control negativo, 0% de actividad enzimática), BLcal (blanco para calibrar el equipo espectrofotométrico). 

 

4.5. Análisis estadístico 

 

Se realizaron tres extracciones por tratamiento y las mediciones fueron realizadas por 

triplicado para cada repetición. Los resultados se reportaron como promedio ± desviación 

estándar (DE). Los datos se analizaron mediante un análisis de varianza de una vía (ANOVA) 

mediante el software estadístico Statgraphics Plus versión 2.1 (Manugistic, Inc., Rockville, 

MD, USA) y se realizó la comparación de medias mediante la prueba de Tukey, en donde las 

diferencias con p<0.05 se consideraron significativas.  

 

Soluciones en µL (E-CO2-Co, E-SL, EA)  BM CP CN BLcal 

Extracto o estándar 100 100 0 0 0 

Enzima α-glucosidasa de 

Saccharomyces cerevisiae   
200 0 200 0 0 

Pre-incubación                                10 min a 25 °C 

Solución P-NPG 50 50 50 50 0 

Buffer de fosfato de sodio 650 850 750 950    1000 

Incubación                                5 min a 25 °C 

Carbonato de sodio Na2CO3 0.01 

M en Buffer de fosfatos 
100 100 100 100 100 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

5.1. Primera extracción: Extracción con CO2 supercrítico (E-CO2) 

 

La primera extracción con CO2 supercrítico, se realizó para extraer o recuperar la fracción 

no polar de los compuestos presentes en la harina de ramón y caracterizar su composición 

bioactiva. Los datos experimentales de la extracción fueron utilizados para estudiar el efecto 

del tiempo de la extracción dinámica sobre el rendimiento de extracto. Los extractos 

obtenidos en la extracción fueron caracterizados por su contenido de carotenoides, 

tocoferoles, fitoesteroles y escualeno. 

5.1.1. Evaluación del efecto del tiempo dinámico de extracción en el rendimiento 

de extracto 

 

Para la obtención de extractos ricos en compuestos activos a tiempos cortos en un sistema de 

extracción con CO2 supercrítico sin tener un gasto excesivo de CO2 que comprometa la 

viabilidad económica, se estudió el efecto del tiempo de la extracción dinámica que 

permitiera obtener un alto rendimiento de la extracción, lo cual corresponde a un tiempo en 

la que se permite el paso de flujo constante del CO2 supercrítico a través de la muestra 

expuesta en una celda de extracción hasta la extracción completa (Uribe et al., 2011).  

La figura 9 muestra el comportamiento de los valores de rendimiento de extracto crudo 

acumulado obtenido de la extracción de harina en un intervalo de tiempo de extracción con 

CO2 supercrítico durante 60 min. 
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Figura 11. Comportamiento de los valores de rendimiento de extracto seco acumulado de harina en función 

del tiempo de extracción dinámica con CO2 supercrítico a 60° C y 40 MPa. Letras diferentes en cada intervalo 

de tiempo indican valores significativamente diferentes (P≤0.05). 

 

Por otra parte, se ha mencionado por algunos autores que la curva general de extracción CO2 

supercrítico es caracterizada por tres períodos basados en la transferencia de masa: a) 

extracción de solutos que se encuentran en la superficie de la matriz vegetal (extracción lineal 

o constante (EL); b) agotamiento parcial de los solutos en la superficie (extracción 

descendiente (ED) y finalmente, c) extracción completa de algún metabolito extraíble 

controlada por difusión (EC) o por que el sistema ha llegado a la capacidad máxima de 

extracción (CME) (López-Padilla, Ruiz-Rodriguez, Reglero, y Fornari, 2017; Rocha-Uribe 

et al., 2019; Sovová, Nobre, y Palavra, 2016). Considerando lo anterior y de acuerdo con los 

resultados obtenidos en este trabajo, se observó que durante los primeros 10 min, el 

rendimiento acumulado de extracción incrementa de forma lineal respecto al tiempo (EL); 

mientras que la región ED se mostró entre 10 y 30 min de extracción. Tras 30 min de 

extracción, el rendimiento acumulado se mantuvo sin cambios significativos hasta 60 min 

(EC o CME).  

Según los valores de rendimiento acumulado, que se observa en la Figura 9, la mayor 

recuperación de extraíbles (0.35%) resultó a 30 min; el cual fue establecido como el tiempo 
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de extracción dinámica. El valor de rendimiento alcanzado en este trabajo es comparable al 

reportado por Santos et al. (2017)  en extractos de raíz de Rumex acetosa L. (de 0.2 a 8.3%) 

y  Lúcia et al. (2019) quiénes obtuvieron un rendimiento que varió de 0.73% (15 MPa, 60°C 

con 2 ml/ min) a 1.73% (20 MPa, 40°C, 4 ml/ min) en extracto de hojas de Eugenia 

involucrata.  

5.1.2. Caracterización del extracto por su contenido de carotenoides, tocoferoles, 

fitoesteroles y escualeno por HPLC  

 

Las semillas y nueces son bien conocidas por sus propiedades farmacológicas para mantener 

una buena salud humana debido a la presencia de compuestos bioactivos minoritarios con 

características liposolubles, como fitoesteroles, tocoferoles y carotenoides. Conjuntamente, 

estos compuestos han demostrado ser potentes antioxidantes, que juegan un papel importante 

en la prevención de enfermedades causadas por el estrés oxidativo y/o como aditivos en los 

alimentos retrasando la oxidación lipídica (Can-Cauich et al., 2019). Por ello, dentro de la 

primera etapa de este estudio de investigación se llevó acabo la recuperación y 

caracterización del extracto crudo lipofílico de harina de ramón obtenido con CO2 

supercrítico sin cosolvente, con el propósito de separar esta fracción y dejar expuestas a los 

compuestos más polares para una segunda extracción con CO2 supercrítico usando etanol. El 

extracto de la harina obtenido en la primera extracción se caracterizó por su contenido de 

carotenoides, tocoferoles, fitosteroles y escualeno (Tabla 10).  

Tabla 10. Contenido de carotenoides, tocoferoles, fitosteroles y escualeno de extractos de 

harina Brosimum alicastrum obtenido por E-CO2 

Composición Contenido (mg/100 g extracto seco) 

Compuestos Fenólicos Totales 1.30 ± 0.05 

Luteína 45.34 ± 0.33 

β-caroteno 68.24 ± 0.93 
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α-tocoferol 34.64 ± 2.34 

γ-tocoferol 29.12 ±  0.47 

Estigmasterol 561.45 ± 60.08 

Fucosterol 5,997.27 ± 120.49 

Escualeno 53.32 ± 0.92 

Los valores presentados son medias ± desviación estándar (n=3). 

 

Los compuestos predominantes en el extracto crudo de ramón fueron esteroles, 

principalmente el fucosterol con 5,997.27 mg/100 g extracto seco y estigmasterol con 561.45 

mg/100 g extracto seco, seguido por los carotenoides y escualeno. De acuerdo con  algunos 

trabajos publicados para extractos de nueces y semillas, la presencia de fucosterol es muy 

poco o escasamente reportado, debido a que los principales esteroles que se han reportado en 

variedades de nueces, pistachos, girasol, almendra y semillas de calabaza son β-sitosterol y 

estigmasterol, incluso a concentraciones más bajas a los reportados en este trabajo (Vu et al., 

2019; Wang et al., 2019). Por otra parte, Can-Cauich et al. (2019) lo reporta en aceites de 

semillas de calabaza y Wong et al. (2018) en algas marinas, haciendo énfasis en la 

importancia de estos  productos como fuente importante de fucosterol.  

Las organizaciones reguladoras como la Autoridad Europea para la Seguridad de los 

Alimentos (EFSA) y  la estadounidense, Administración de Medicamentos y Alimentos 

(FDA), recomiendan incorporar a la dieta la ingesta de fitosteroles, debido a algunos estudios 

que se han dado a conocer sobre los efectos favorables en la disminución de la absorción de 

lipoproteínas de baja densidad (LDL) en el intestino, causando un descenso en la 

concentración de colesterol en la sangre y previniendo riesgo de enfermedades 

cardiovasculares (Bot et al., 2018). Por lo tanto, los resultados mostrados son importantes 

para considerar la harina de ramón como ingrediente bioactivo para el desarrollo de alimentos 

funcionales o en su caso incorporarlos a alimentos específicos.    
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5.2. Segunda extracción: Obtención de compuestos fenólicos de la harina residual 

de la primera extracción con CO2 supercrítico usando etanol (E-CO2-Co)  

 

Con la finalidad de mejorar la recuperación de compuestos fenólicos y obtener otros 

compuestos bioactivos, la harina residuo de la primera extracción fue sometida a una segunda 

extracción con CO2 supercrítico usando EtOH. Los extractos obtenidos fueron caracterizados 

por su contenido de compuestos fenólicos totales, actividad antioxidante, actividad 

inhibitoria de enzimas digestivas y perfil cromatográfico. Los resultados fueron comparados 

con los valores obtenidos de la extracción por E-SL.  

5.2.1. Efecto del etanol en la extracción de compuestos fenólicos con CO2 

supercrítico    

 

Una de las principales limitaciones que presenta el sistema CO2 supercrítico es la poca 

selectividad para la extracción de compuestos orgánicos de mediana o alta polaridad. Por 

ello, se han buscado estrategias usando modificadores o cosolvente dentro del proceso para 

mejorar la eficiencia de extracción y la selectividad para compuestos bioactivos de matrices 

vegetales (Jiao y Kermanshahi, 2018).  

La figura 10 muestra el efecto de varias concentraciones de EtOH: agua y etanol absoluto en 

la extracción de polifenoles de la muestra de harina de B. alicastrum previamente extraída 

con E-CO2. A diferencia de las mezclas etanol en agua, el etanol absoluto mostró la mayor 

cantidad de compuestos fenólicos totales de la harina de ramón que varió de 2 hasta 12 mg 

EAG/100 g de harina.  
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Figura 12. Efecto del etanol en el Contenido de Compuestos Fenólicos Totales (CFT) en la extracción con CO2 

supercrítico (E-CO2-Co), a 40°C y 20MPa. 

 

De acuerdo con algunos autores,  los grupos -OH del etanol en estado supercrítico son 

capaces de formar enlaces de hidrógeno con los solutos, aumentando la solubilidad y la 

recuperación de los compuestos fenólicos del medio extractor (Lu, Boughner, Liotta y Eckert, 

2002; Valle, Robert y Fuente, 2018). Por su parte, Reder et al. (2018), en uno de sus trabajos 

menciona que el etanol puede causar un hinchamiento de las partículas mejorando la 

solubilidad y difusión de los compuestos fenólicos. Los efectos positivos en la extracción de 

compuestos fenólicos, usando EtOH en el proceso también fueron observados por Martinez-

correa et al. (2016) en  hojas de Artemisia annua L y Cadena-Carrera et al. (2019) lo reporta 

en la extracción de compuestos fenólicos en hojas de hojas de guayusa (Ilex guayusa Loes).  

De acuerdo con el rendimiento de extracto obtenido en la primera extracción (0.35%), en este 

trabajo se pudo observar que sometiendo la harina residual a una segunda extracción con CO2 

supercrítico + EtOH, mejora el rendimiento de extracción hasta un 0.69 %, el contenido de 

compuestos fenólicos totales y selectividad hacia ciertos compuestos bioactivos en los 

extractos de la harina de B. alicastrum. 
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5.2.2. Caracterización del extracto de la harina por su contenido de compuestos 

fenólicos y su actividad antioxidante. 

 

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos del contenido de compuestos fenólicos y 

actividad antioxidante de los extractos de ramón obtenidos por E-CO2-Co y extracción 

sólido-líquido (E-SL). El valor del rendimiento de extracción alcanzado con E-CO2-Co fue 

menor a lo obtenido con E-SL (0.69 y 18 % p/p, respecto a la muestra seca, respectivamente). 

El valor del rendimiento de extracto alcanzado con CO2 supercrítico en este trabajo fue 

ligeramente superior al reportado por Radojkovi et al. (2016), con valores de  0.30 % (20 

MPa, 60 min) a 0.65 % (40 MPa, 90 min) para extractos de hojas de Morus.  

Tabla 11. Contenido de compuestos fenólicos totales, flavonoides totales, taninos 

condensados e hidrolizables y actividad antioxidante de los extractos Brosimum alicastrum 

obtenidos por E-CO2-Co y E-SL. 

Compuestos fenólicos 
Métodos de extracción 

E-CO2-Co E-SL 

  

 

 

Compuestos fenólicos totales (g ácido gálico/100g ES) 2.45 ± 0.15a 7.19 ± 0.06b 

Flavonoides totales (g Quercetina/100 g ES) 2.97 ± 0.12b 2.01 ± 0.04a 

Taninos condensados (g Catequina/100 g ES) 0.45 ± 0.04a 0.49 ± 0.00a 

Taninos hidrolizables (g Ácido tánico/100g ES) 1.72 ± 0.17b 0.82 ± 0.08a 

 

Actividad antioxidante 

 

   

ABTS+ (mM Trolox/100g ES) 649.29 ± 20.50b  471.83 ± 3.20a 

DPPH (mM Trolox/100g ES) 58.31 ± 0.34a  83.28 ± 3.63b 

Poder reductor (mg ácido ascórbico/100 g ES) 11.68 ±  0.68a  86.82 ± 1.95b 

Los valores presentados son medias ± desviación estándar (n=3). Letras diferentes presentaron diferencias 

estadísticamente significativas (p> 0.05). 
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De acuerdo con los resultados, el contenido de compuestos fenólicos totales del extracto 

obtenido por extracción sólido-líquido fue superior al extraído por CO2 supercrítico (7.19± 

0.06 y 2.45± 0.15 g EAG/ 100 g extracto seco, respectivamente). Ésta diferencia quizá pueda 

explicarse, debido a la falta de selectividad del disolvente usado en la extracción 

convencional, que es capaz de arrastrar una gran cantidad de compuestos de naturaleza no 

fenólicos como las proteínas, saponinas y ácidos orgánicos que pudieran reaccionar con el 

reactivo Folin-Ciocalteu, sobreestimando el contenido de compuestos fenólicos por la 

presencia de otros compuestos. Resultados similares fueron observados por  Vieitez, 

Maceiras, Jachmanián, y Alborés, (2018) en varios extractos de hierbas (Cedro de romero, 

Boldo y yerba mate) extraídos CO2 supercrítico y convencional.   

El contenido de tanino condensado de los extractos de ramón fue similar entre ambos 

métodos de extracción. Respecto al contenido de flavonoides totales y taninos hidrolizables 

obtenidos con E-CO2-Co los valores alcanzados fueron 2.97± 0.12 g QE/100 g extracto seco 

y 1.72 ± 0.17 g ácido tánico/100 g extracto seco, respectivamente con bajo rendimiento de 

extracción, observando que el método es selectivo a ciertos compuestos fenólicos; lo cual 

pudiera mejorar la pureza del compuesto y la actividad bioactiva.   Es probable que bajo las 

condiciones del sistema de extracción CO2 supercrítica con cosolvente utilizado, existe una 

ruptura de las interacciones electrostáticas y de van der Waals entre los compuestos no 

extraíbles (flavonoides) y las cadenas de los polisacáridos (fibra dietética) o proteínas 

(Palafox et al., 2011); lo que pudiera permitir una mayor recuperación de taninos y 

flavonoides.   

Generalmente, el contenido de compuestos fenólicos está relacionado con la actividad 

antioxidante de los extractos, en este trabajo la actividad de los compuestos se evaluó 

utilizando tres ensayos (ABTS+, DPPH y poder reductor) que se consideran simples y con 

alta reproducibilidad. Respecto al ensayo ABTS+, la actividad antioxidante del extracto de 

harina obtenido por E-CO2-Co presentó el valor más alto de 649.29 ± 20.50 mM ET/100 g 

extracto seco, respecto al E-SL (471.83 ± 3.20 mM ET/100 g extracto seco). El valor 

reportado para E-CO2-Co es mayor a lo reportado por Mazzutti et al. (2019) para extracto de 

hojas de Sida rhombifolia (360 ± 0.01 mM ET/100g extracto). Como se puede observar en 

la tabla 11, el extracto E-CO2-Co dio menor contenido de CFT, pero mayor contenido de 
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flavonoides totales y taninos hidrolizables. Probablemente éstos últimos contribuyen en la 

mayor actividad antioxidante para E-CO2-Co medida por ABTS+. Además, es posible que la 

mayor actividad antioxidante se deba a que el método de CO2 supercrítico es más selectivo 

y que posiblemente el solvente utilizado pudo haber arrastrado compuestos que presente 

mayor actividad antioxidante como se muestra en los perfiles cromatográficos en el apartado 

5.4 (figuras 13 y 14).  

En cuanto al ensayo DPPH y poder reductor, la actividad antioxidante más alta se obtuvo en 

los extractos E-SL con 83.28±3.63 mM Trolox/100 g extracto seco y 86.82±1.95 mg ácido 

ascórbico/100 g ES, respectivamente cuando se compara con E-CO2-Co. La mayor actividad 

antioxidante DPPH para E-SL puede atribuirse al contenido de compuestos fenólicos y 

posiblemente a otros compuestos que fueron extraídos (proteínas, aminoácidos) y 

posiblemente ácidos orgánicos como reportan (Can-Cauich et al., 2019; Domínguez-Zárate 

et al., 2019). 

5.2.3. Actividad inhibitoria de extractos Brosimum alicastrum sobre las enzimas 

digestivas de carbohidratos α-amilasa y α-glucosidasa   

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el 2015, aproximadamente 

1.6 millones de muertes fue causada por la diabetes, según las proyecciones para 2030 será 

la séptima causa de muerte en el mundo. Una estrategia terapéutica para el tratar la diabetes 

es disminuir la hiperglucemia postprandial (aumento de los niveles de glucosa en la sangre 

después de las comidas) (Vadivelan et al., 2019). Se ha demostrado que los compuestos 

fenólicos de los extractos vegetales juegan un papel importante en la inhibición de las 

actividades de enzimas α-amilasa y α-glucosidasa, impidiendo que el almidón sea hidrolizado 

con reducción de la liberación de altos contenidos de azúcar.  

Estudios realizados por algunos autores, menciona que el mecanismo de inhibición de las 

enzimas por los flavonoides es reversible no-competitivo (Prasad, Sharavanan, y Sivaraj, 

2019). Sin embargo, es un tema complejo que requiere un estudio más profundo debido a que 

los tipos de inhibición dependen del compuesto específico utilizado. En cuanto a la eficiencia 

y mecanismo de acción no solo depende de la estructura química del compuesto bioactivo, 
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sino de las posibles interacciones que puedan tener con ciertas moléculas, como las proteínas 

(Takahama y Hirota, 2018) y de los mecanismos adicionales que provocan estas interacciones 

de los flavonoides o taninos a otros compuestos. Se ha descrito que ciertos alimentos ricos 

en flavonoides redujeron la hiperglucemia a través de mecanismo indirectos como la  

estimulación de la secreción de la insulina de las células β-pancreáticas, modulación de la 

liberación de la glucosa del hígado,  activación de los receptores de insulina y la captación 

de glucosa en los tejidos sensibles a la insulina (Barrett, Farhadi, y Smith, 2018).   

En este trabajo, se investigó la propiedad de inhibición de las enzimas mencionadas para los 

extractos E-CO2-CO y E-SL. La figura 11 muestra el porcentaje de la actividad inhibitoria 

de extractos de ramón (E-CO2-CO y E-SL) sobre la enzima α-amilasa aislada del páncreas 

porcino que hidroliza enlaces α del almidón 200μl al 1.5%. A medida que incrementó la 

cantidad de compuestos fenólicos en el ensayo también incrementó el valor de la inhibición 

de la enzima, alcanzando un 30% de inhibición al usar 3,500 µg de compuestos 

fenólicos/ensayo, para el extracto E-CO2-CO; mientras que el extracto obtenido por E-SL el 

mayor porcentaje de actividad fue 7% con 3,500 µg de compuestos fenólicos/ensayo. Para 

ambos métodos, el porcentaje de inhibición fue menor en comparación al control positivo, 

acarbosa que presentó 80% en 10 µg por ensayo. Se sabe que la acarbosa disminuye la 

absorción de carbohidratos en el intestino y es considerado como un fármaco coadyuvante 

en el tratamiento de la diabetes, por eso se utilizó como control positivo. De acuerdo con lo 

obtenido, los resultados no presentan correlación significativa con el contenido de 

compuestos fenólicos para los extractos de ramón. 

La figura 12 muestra el porcentaje de inhibición de los extractos de ramón sobre la enzima 

α-glucosidasa, una enzima que hidroliza enlaces α-1,4 de carbohidratos y su inhibición es un 

prominente objetivo en el control de la diabetes mellitus no dependiente de la insulina. En el 

presente trabajo se observó que los extractos E-CO2-CO con 100 y 500 µg de compuestos 

fenólicos/ensayo (3% y 12 % de inhibición, respectivamente) también mostraron mayor 

actividad inhibitoria en comparación con los valores reportados para el extracto E-SL, usando 

50 μl de P-NPG; sin embargo, menores que los valores encontrados con los extractos con la 

acarbosa, ésta última muestra los valores de inhibición más alto.  
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En ambos ensayos se observa que el extracto E-CO2-CO exhibe mayor inhibición de las 

enzimas que el extracto E-SL; este hecho puede ser explicado porque el extracto obtenido 

por CO2 supercrítico tiene mayor contenido de flavonoides y taninos hidrolizables reportados 

(tabla 11).  

En una investigación bibliográfica exhaustiva, no se encontraron reportes de extractos de 

semillas obtenidos por CO2 supercrítico y sus efectos sobre las enzimas digestivas. Sin 

embargo, trabajos de Wang et al. (2018) reportan que los flavonoides de hojas de lotus 

(Nelumbo nucifera gaertn), mostraron efectos sobre la inhibición  de la α-amilasa hasta un  

76% de actividad inhibitoria. Vadivelan et al. (2019) es sus trabajos reportan que además de 

los flavonoides, los taninos, ácidos fenólicos y saponinas de extractos de las hojas de 

Asparagus racemosus posiblemente seas los compuestos que hayan presentado actividad 

para inhibir la α-amilasa y α-glucosidasa.  Por lo que se requieren más estudios 

experimentales para identificar al compuesto o compuestos que le dan la actividad bioactiva 

al extracto E-CO2-CO con rendimiento bajo y estudiar su mecanismo de acción.   
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Figura 13. Porcentaje de inhibición in vitro de la actividad α-amilasa de las diferentes cantidades de acarbosa 

o compuestos fenólicos totales (μg/ensayo) del extracto de B. alicastrum. 
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Figura 14. Porcentaje de inhibición in vitro de la actividad α-glucosidasa de las diferentes cantidades de 

acarbosa o fenólicas (μg/ensayo) de extracto de B. alicastrum. 

 

5.2.4. Identificación y cuantificación de compuestos fenólicos individuales de 

extractos de la harina Brosimum alicastrum por HPLC  

 

La identificación y cuantificación de compuestos fenólicos individuales de los extractos de 

la harina de B. alicastrum obtenidos en la segunda extracción, se llevó a cabo mediante un 

análisis por HPLC. Los contenidos de cada uno de los compuestos fenólicos identificados se 

muestran en la tabla 12, presentando valores significativamente diferentes (P≤0.05) entre 

cada método. Ambos extractos (E-CO2-Co y E-SL) se compararon en función del contenido 

de los compuestos fenólicos plenamente identificados con estándares auténticos. Dicha 

caracterización permitió identificar la presencia de ácidos fenólicos y flavonoides en los 

extractos de harina. De acuerdo con los perfiles cromatográficos (figuras 13 y 14), el CO2 

supercrítico fue más selectivo, ya que solo se lograron extraer aproximadamente 18 

compuestos; mientras que la E-SL se obtuvo 30 compuestos, de los cuales solo se 

identificaron siete entre ácidos fenólicos y flavonoides.  
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La Tabla 12 muestra la composición individual de ácidos fenólicos y flavonoides 

identificados de cada método de extracción. El extracto crudo obtenido por E-SL resultó con 

el mayor contenido de ácido gálico, ácido clorogénico, catequina, ácido vanílico, ácido 

cafeico, ácido trans-cinamico y ácido sinápico en comparación con el extracto obtenido por 

E-CO2-Co. Al comparar los perfiles en la misma escala, se observó que algunos de los 

compuestos identificados son comunes para ambos extractos, aunque en menor 

concentración para los extractos E-CO2-Co. Es importante resaltar que el cromatograma E-

CO2-Co muestra un pico más alto a un tiempo de retención de 43 min a diferencia de la E-

SL; sin embargo, este compuesto no fue posible identificar debido a la falta de estándares. 

De acuerdo con el tiempo de elución y la composición de la fase móvil, éste compuesto 

presenta característica de mediana a baja polaridad, tentativamente similar a un flavonoide 

(Seal, Chaudhuri, y Pillai, 2016). Este hecho, demuestra que el uso de CO2 supercrítico es un 

método selectivo, obteniendo extractos con mayor pureza, que hace que sea una alternativa 

para la extracción de compuestos potentemente bioactivas.     

Tabla 12.  Compuestos fenólicos individuales de extractos de harina Brosimum alicastrum 

obtenidos por E-CO2-Co y E-SL  

Número de 

compuesto  
Compuestos fenólicos 

Métodos de extracción  

E-CO2-Co E-SL 

1 Ácido gálico ND 311.42 ± 26.65b 

2 Ácido clorogénico 14.83±0.96a 507.65 ± 44.32b 

3 Catequina ND 248.72 ± 35.25b 

4 Ácido vanílico 51.15 ± 2.97a 450 ± 17.10b 

5 Ácido cafeico 4.15 ± 0.01a 44.15 ± 0.73b 

6 Ácido trans-cinamico 8.03 ± 0.32a 48.29 ± 1.65b 

7 Ácido sinápico 16.37 ± 2.82a 458.43 ± 41.54b 

Los valores presentados son medias ± desviación estándar (n=3), expresados como (mg/ 100 g extracto seco) 
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Los ácidos fenólicos identificados en este trabajo concuerdan con los identificados 

previamente por Moo-Huchin et al. (2019) en extractos de harina de B.alicastrum. Por otro 

lado, Ozer, (2016) presenta resultados distintos para extractos ramón que fueron adquiridas 

en la empresa Maya Nut Institute. Este autor no reportó la presencia de ácido clorogénico, 

pero si la del ácido vanílico ácido gálico, ácido cafeico y otros compuestos como el p- 

hidroxibenzoico y epicatequina. La ausencia o presencia de ciertos compuestos de las 

semillas pueden atribuirse a la zona geográfica donde fueron recolectadas, al método 

utilizado para la obtención de sus extractos y por el tratamiento térmico aplicado a la nuez 

maya.  

Por lo tanto, este estudio proporciona información nueva y relevante acerca de la 

composición bioactiva, su actividad antioxidante y enzimática de los extractos de B. 

alicastrum. Sin embargo, este aporte no es lo suficiente para conocer la composición 

bioactiva y las actividades o propiedades que pudiera tener la harina de ramón, por lo que se 

sugiere realizar una investigación más profunda sobre la caracterización de la harina de 

ramón.  
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Figura 16. Perfil cromatográfico de compuestos fenólicos individuales presentes en el extracto de harina de B. 

alicastrum obtenidos por E-CO2-Co. (1) a. clorogénico, (2), a. vanílico, (3) a. Cafeico (4), sinápico, (5) a. trans-

cinámico. 
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6. CONCLUSIONES  
 

-El tiempo dinámico de 30 min permitió obtener la mayor cantidad de extraíbles en el sistema 

de extracción CO2 supercrítico de la harina de ramón.  

-El extracto de harina obtenido solo con CO2 supercrítico presentó bajo rendimiento de 

extracción; se caracterizó por su contenido de β-caroteno, luteína, α y γ-tocoferol, fucosterol, 

estigmasterol y escualeno. La mayoría de estos compuestos cuantificados no han sido 

reportados en la harina de Brosimum alicastrum.    

-A medida que aumenta el contenido de etanol como cosolvente en la extracción CO2 

supercrítico también incrementó el contenido de compuestos fenólicos totales de la harina. 

Por tanto, en este trabajo el uso de etanol absoluto como cosolvente aumenta el rendimiento 

de extracción.  

-Cuando se comparan ambos extractos (E-CO2-CO y E-SL), el extracto de harina obtenido 

con CO2 supercrítico con cosolvente resultó con mayor contenido de flavonoides totales, 

taninos hidrolizables, mayor actividad antioxidante (ABTS+) e inhibición de las dos enzimas 

digestivas α-amilasa y α-glucosidasa. 

-El contenido de flavonoides y ácidos fenólicos individuales fue mayor en el extracto E-SL 

en comparación con el extracto E-CO2-CO. Sin embargo, se observó la presencia de un pico 

(no identificado) más alto a un tiempo de retención de 43 min en el extracto CO2 supercrítico. 

Probablemente, este compuesto (individual o en sinergia) no identificado en el extracto sea 

el responsable de la propiedad de inhibición de las enzimas. 

-En este trabajo se confirma que la cuantificación de compuestos antioxidantes de la harina 

es dependiente del método de extracción a utilizar. Además, el utilizar métodos distintos 

favorece un análisis más detallado de la composición de la harina de ramón, un producto 

vegetal poco caracterizado. Este hallazgo, ha permitido tener un mayor conocimiento de la 

composición en compuestos bioactivos de la harina de semilla de Brosimum alicastrum, útil 

para promover su uso como ingrediente bioactivo para la formulación y desarrollo de 

alimentos y aperitivos funcionales.   
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7. ANEXOS 

 

7.1.Extracción sólido-líquido  

Se pesó 1 g de harina en un tubo de ensayo con tapa, se añadió 44 ml de etanol/agua (1:1, 

v/v), se llevó a baño maría a 75.8°C con agitación constante durante 48 min, posteriormente 

se filtró y centrifugó a 2500 rpm por durante 10 min, se recuperó el sobrenadante y finalmente 

se secó en la estufa a 60°C por 48 h o hasta obtener un extracto seco (Camaal-Chuc et al., 

2018). 

 

7.2. Análisis de Compuestos Bioactivos 

7.2.1. Contenido de compuestos fenólicos totales (CFT) 

 

El contenido CFT se determinó mediante el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito 

por Moo-Huchin et al. (2014). 50 µL del extracto (0.1386 g de extracto E-CO2-CO y 0.1804 

g E-SL fueron reconstituidos en 4 ml y 10 ml de EtOH acuoso 1:1, v/v, respectivamente) se 

mezcló con 3 mL de agua destilada y 250 µL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1N en agua 

destilada). Se dejó reposar 5 min, 750 μL de Na2CO3 (20% v/v H2O) y 950 µL de agua 

destilada fueron añadidos a los extractos; después se dejaron reposar por 30 min en oscuridad 

a temperatura ambiente. La absorbancia de la muestra fue leída a 765 nm con un 

espectrofotómetro UV-Vis Agilent Technoligies Cary 60. Los resultados fueron expresados 

como g equivalentes de ácido gálico (EAG)/100 g de extracto seco. La curva de calibración 

se realizó con concentraciones entre 100 y 1000 ppm de ácido gálico (figura 15). 



7. Anexos    
 

57 
 

 

Figura 17. Curva de calibración de contenido de fenoles totales. 

 

7.2.2.  Contenido de flavonoides totales  

 

Se determinó mediante el método descrito por Moo-Huchin et al., (2014). Donde 1 mL del 

extracto (0.1386 g de extracto E-CO2-CO y 0.1804 g de E-SL fueron reconstituidos en 4 ml 

y 10 ml de EtOH acuoso 1:1, v/v, respectivamente) se mezcló con 4 mL de agua destilada y 

300 µL de nitrito de sodio NaNO2 (5 % v/v, H2O) se dejó reposar por 5 min. Después del 

tiempo de equilibrio, 300 µL de la disolución de cloruro de aluminio AlCl3 (10 % v/v, 

metanol) se adicionó a la mezcla. Después de 1 min, se agregó 2 ml de hidróxido de sodio 

NaOH 1M y 2.400 ml de agua destilada, la mezcla fue homogenizada y leída a una 

absorbancia de 415 nm con un espectrofotómetro UV-Vis Agilent Technoligies Cary 60. La 

concentración de flavonoides totales se expresó como g equivalentes de quercetina (EQ)/ 100 

g de extracto seco. La curva de calibración se realizó con concentraciones entre 25-1000 ppm 

de quercetina (figura 16). 
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Figura 18. Curva de calibración de flavonoides. 

 

7.2.3. Taninos condensados  

 

El contenido de taninos condensados de extractos de Brosimum alicastrum se determinó por 

el método vanillin-HCL descrito por Selcuk y Erkan (2015). 0.5 mL de extracto (0.1386 g de 

extracto E-CO2-CO y 0.1804 g de E-SL fueron reconstituidos en 4 ml y 10 ml de EtOH 

acuoso 1:1, v/v, respectivamente) fue mezclado con 3 mL de reactivo de vanillin (4%, en 

metanol).  A esta mezcla se adicionó 1.5 mL de HCl concentrado y nuevamente fue mezclado 

con un vórtex. La solución fue mantenida en la obscuridad por 15 min a temperatura ambiente 

y la absorbancia fue medida a 500 nm. Se utilizó un blanco preparado usando el mismo 

procedimiento, pero reemplazando 0.5 mL de extracto con el disolvente utilizado en la 

extracción. Se prepararon seis diferentes concentraciones de soluciones de catequina (5-300 

ppm) para la curva de calibración (figura 17). Los resultados fueron expresados como g 

equivalentes a catequina por 100 g de extracto seco.   

y = 0.0014x + 0.0082

R² = 0.9967

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 200 400 600 800 1000 1200



7. Anexos    
 

59 
 

 

Figura 19. Curva de calibración de taninos condensados. 

. 

7.2.4.  Taninos hidrolizables  

 

Los taninos hidrolizados de los extractos etanólicos fueron determinados por el método 

descrito por Willis y Allen (1998) modificado por Cam y Hisil (2010). 1 mL de extracto 

(0.1386 g de E-CO2-CO y 0.1804 g de E-SL fueron reconstituidos en 4 ml y 10 ml de EtOH 

acuoso 1:1, v/v, respectivamente) fue mezclado con 5 mL de 2.5% KIO3 en un tubo de ensayo 

con un vórtex. Se determinó la absorbancia de la mezcla con color rojo a 550 nm contra un 

blanco de agua. Se prepararon seis diferentes concentraciones de soluciones de ácido tánico 

(500-5000 ppm) para la curva de calibración (figura 18). El resultado final fue expresado 

como g equivalente a ácido tánico por g de extracto seco.  

 

Figura 20. Curva de calibración de taninos hidrolizables. 

y = 0.0031x + 0.0089

R² = 0.999

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

0 50 100 150 200 250 300 350

y = 0.0002x - 0.0078

R² = 0.9961

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000



7. Anexos    
 

60 
 

  

 

7.3.Análisis de compuestos bioactivos por HPLC  

7.3.1. Compuestos fenólicos individuales  

La identificación y cuantificación de los compuestos fenólicos descrito por Can-Cauich, 

Sauri-duch, Moo-huchin, y Cuevas-glory, (2019) fue realizado con el HPLC-1220 Infinity 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.), equipado con un inyector manual (Loop de 

20 µl) y un detector UV-Vis. El instrumento fue controlado por el OpenLAB paquete de 

software CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies). Los extractos se obtuvieron de 

acuerdo a la metodología descrita en las secciones 4.4.1 y 7.1. En este trabajo, solo el extracto 

E-SL, se evaporó a 50ºC en un evaporador rotatorio (Buchi R - 205, Labortechnik, Suiza). 

1.0011g de extracto seco E-SL y 0.0397 g de E-CO2-CO fueron reconstituidos en 3 ml de 

metanol más 3 ml con agua HPLC. Los extractos se centrifugaron y se filtraron con filtros 

Millipore de 0.45 µm (GMF Whatman). Los extractos se analizaron con las siguientes 

condiciones cromatográficas: columna Nucleosil C18 (250 mm, 4,6 mm de diámetro interno, 

tamaño de partícula de 5 µm); temperatura de la columna, 25ºC; longitud de onda de 

detección, 280 nm; velocidad de 0.5 ml / min; volumen de inyección de 20 µl; la fase móvil 

fue agua/ácido fórmico (99: 1, v / v; disolvente A) y acetonitrilo grado HPLC (disolvente B); 

la fase móvil se filtró bajo vacío sobre filtros de membrana de 0.45 µm y desgasificado por 

inmersión en un baño de ultrasonidos durante 15 min.; el gradiente lineal fue 2-100% (B) de 

0 a 70 min; y la velocidad de flujo de la fase móvil fue de 0.5 mL/min, mantenida durante 70 

min.  Después de cada corrida, la columna se equilibró durante 10 min bajo las condiciones 

iniciales. Se preparó una mezcla estándar añadiendo con precisión la cantidad de cada 

compuesto (2 mg) (Ácido gálico, ácido clorogénico, catequina, ácido vanílico, ácido 

sinápico, ácido ferúlico, quercetina, ácido trans-cinamico y 4-Hidroxycinámico) a un matraz 

aforado de 25 ml y se diluyó hasta la marca con metanol HPLC. Se obtuvo una curva de 

calibración por estándar (diferentes concentraciones de 0.001-0.1mg/mL). Todas las 

soluciones se filtraron y se inyectaron en el HPLC para determinar sus tiempos de retención. 

Las curvas de calibración fueron calculadas usando un análisis de regresión lineal utilizando 

el valor r2 (r2=0,99) para todas las muestras. Los compuestos fenólicos en las muestras se 
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identificaron de acuerdo con su orden de elución y comparando sus tiempos de retención con 

estándares auténticos. La concentración de compuestos fenólicos fue expresada como mg/ 

100 g extracto seco. 

 

7.3.2. Carotenoides  

 

La identificación y cuantificación de carotenoides por HPLC se llevó acabo usando la 

metodología descrita por Can-cauich et al., (2019). El sistema HPCL y la columna utilizada 

fueron los mismos descritos en la sección 7.3.1.  

0.2476 g de extracto seco (E-CO2-CO) se reconstituyó en 2 ml de n- hexano grado HPLC y 

se filtró a través de una membrana Millipore Millex-HV de 0,45 µm. Las condiciones de 

detección fueron las siguientes: el volumen de inyección fue de 20 μL; la longitud de onda 

fue de 476 nm; la temperatura fue de 25 ° C; La fase móvil fue acetonitrilo: 1-butanol (7: 3, 

v / v, disolvente A) y cloruro de metileno (disolvente B). El gradiente de elución fue: 99% 

(A) y 1% (B) inicialmente, aumentando al 4% (B) en 20 minutos y el caudal de la fase móvil 

fue de 1 ml / minuto, mantenido durante 20 minutos. 

La cuantificación se llevó a cabo con la preparación de una curva de calibración para cada 

estándar disuelto en una solución de metanol: cloruro de metileno (0,001 y 0,01 mg / ml). 

Las curvas de calibración se obtuvieron utilizando un análisis de regresión lineal, con una 

linealidad con un valor de R2 = 0,99. Los carotenoides en el extracto de la muestra se 

identificaron según el orden de elución y comparando el tiempo de retención con estándares 

auténticos. El contenido de carotenoides (β-caroteno y luteína) se calculó con la interpolación 

de las áreas de los picos correspondientes. El resultado final fue expresado como mg/100 g 

extracto seco. 

 

7.3.3. Tocoferoles  

 

 Los 0.2476 g del extracto seco (E-CO2-CO) se reconstituyó en 2 ml n-hexano para identificar 

los tocoferoles; α-tocoferol y γ-tocoferol. 

La identificación y cuantificación de los tocoferoles de los extractos se realizó con el mismo 

sistema de HPLC y la columna de la sección 7.3.1. La condición de detección fueron las 
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siguientes: volumen de inyección fue 20 μL a una longitud de onda de 292 nm; temperatura 

de determinación fue 30° C y la fase móvil usada fue acetonitrilo: metanol: cloruro de 

metileno (60:38:2, v/v, A). El sistema de operación fue un flujo de 0.2 ml/min. Se prepararon 

curvas de calibración para cada estándar mediante el análisis de diferentes concentraciones 

en un rango de 0.025 y 0.5 mg/mL. Todas las soluciones fueron filtradas e inyectadas en el 

Sistema HPLC para determinar los tiempos de retención. Las curvas de calibración fueron 

obtenidas usando un análisis de regresión lineal, ajustando a una linealidad con valor de 

R2=0.99. Los tocoferoles en las muestras fueron identificados de acuerdo al orden de elución 

y por comparación del tiempo de retención con estándares (α-tocoferol y γ-tocoferol), su 

contenido se calculó por la interpolación de las áreas de los picos. Los resultados fueron 

expresados como mg/100 g extracto seco.  

 

7.3.4.  Esteroles y Escualeno 

 

La identificación y cuantificación de los esteroles (fucosterol y estigmasterol) y escualeno en 

0.2476 g de extracto seco (E-CO2-CO) se realizó con el mismo sistema de HPLC y la 

columna utilizada en el análisis de compuestos fenólicos (anexo 7.3.1). Las condiciones de 

detección fueron las siguientes: volumen de inyección de 20 μL a una longitud de onda de 

206 nm a una temperatura de 50° C; la fase móvil fue metanol: agua (98.5:1.5, v/v, A) (95:5, 

v/v, A). El sistema fue operado isocráticamente a un flujo de 1.5 mL/min. Los esteroles y el 

escualeno en las muestras fueron identificados de acuerdo al orden de elución y por 

comparación del tiempo de retención con estándares. La cuantificación de esteroles, se utilizó 

el colesterol como estándar interno. Para la cuantificación de escualeno, se utilizó una curva 

de calibración mediante un análisis de regresión lineal, ajustado a una linealidad con valor 

de R2=0.99 realizada con soluciones estándar de escualeno (Supelco, Sigma) (Can-cauich et 

al., 2019). Los resultados fueron expresados como mg/100 g extracto seco.  
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7.4.Actividad antioxidante 

7.4.1. Ensayo DPPH 

 

Para determinar la capacidad de captación de radicales libres DPPH de los extractos se utilizó 

la metodología descrita por Moo-Huchin et al., (2014) modificado por Can-cauich et al., 

(2017). La solución stock se preparó mezclando 2.5 mg de radical DPPH con 100 mL de 

metanol puro dejándolo agitar por 30 min o hasta ajustar a una absorbancia de 0.7+ 0.02 con 

el mismo disolvente a 515 nm. Tras ajustar el blanco con metanol, una alícuota de 100 μL de 

extracto (0.1007 g de E-CO2-CO se reconstituyó en 5.5 ml de EtOH acuoso 1:1, v/v y 1.0011 

g de E-SL en 6ml de metanol acuoso 1:1, v/v) fue añadido a 3.9 mL de solución de DPPH. 

La disminución de la absorbancia a 515 nm fue medido a intervalos de 1 min por 5 min y 

luego cada 5 min hasta lograr la estabilidad utilizando un espectrofotómetro UV-Vis Agilent 

Technoligies Cary 60. El porcentaje de inhibición se calculó como (absorbanciacontrol-

absorbancia muestra/absorbancia control) *100 y el resultado fue expresado como mM 

equivalentes a Trolox (ET)/ 100 g extracto seco, usando una curva de calibración con 

concentraciones de 200 a 1200 μM ET (figura 19). 

 

Figura 21. Curva de calibración de DPPH. 

 

7.4.2. Ensayo ABTS 

 

Se determinó empleando el método descrito por Moo-Huchin et al., (2014) modificado por 

Can-cauich et al., (2017)El catión ABTS•+ se generara mediante la mezcla de 19.2 mg de 
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ABTS•+  con 5 ml de agua destilada y 88 µL de persulfato de potasio (K2S2O8) (0.0378 g/mL 

en agua destilada). La solución se homogeniza y se incuba en oscuridad a temperatura 

ambiente (25+1°C) durante 18 h; entonces 1 mL de esta solución de ABTS•+ se diluirá en 

100 mL de etanol. El radical fue ajustado a una absorbancia de 0.7+0.02 a 734 nm. Tras 

ajustar el blanco con etanol. Posteriormente en una cubeta de espectro de 4 ml, se adiciono 

3970 µL de solución de ABTS•+ y 30 µL de extracto (0.1007 g extracto seco, E-CO2-CO se 

reconstituyó en 5.5 ml de EtOH acuoso 1:1, v/v). La disminución de la absorbancia a 734 nm 

fue medido a intervalos de 1 min por 10 min y luego cada 5 min hasta que las variaciones de 

absorbancia esté en torno a 0.003/minuto, lo cual indicaría que la reacción se ha completado, 

utilizando un espectrofotómetro UV-Vis  Agilent Technoligies Cary 60.El porcentaje de 

inhibición fue calculada como: (absorbancia control-absorbancia muestra/absorbanciacontrol)*100 

y el resultado se expresara como mM equivalentes a Trolox (ET)/ 100 g extracto seco, 

mediante una curva de calibración con concentración de 100 a 3000 μM ET (figura 20). En 

caso de tener una concentración alta de antioxidantes, se diluyó 10 veces. 

 

Figura 22. Curva de calibración del ABTS. 

 

7.4.3. Ensayo Poder reductor 

 

La evaluación del poder reductor del ion férrico (Fe3+)  se determinó mediante la metodología 

descrita por Can-cauich et al., (2017). Se tomó 2.5 ml de extracto (0.1007 g extracto seco, E-

CO2-CO se reconstituyó en 5.5 ml de EtOH acuoso 1:1, v/v) se mezcló con 2.5 ml de buffer 

de fosfato (0.2 M, pH 6.6) y con 2.5 ml de ferricianuro de potasio (1% v/v, H2O). Después 
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de un período de incubación de 20 min (55 ºC), a la mezcla reaccionante se le adicionaron 

2.5 ml de ácido tricloroacético (10% v/v, H2O) y se homogeniza con un vórtex. De esta 

solución se tomaron 5 ml y se mezclaron con 5 ml de agua destilada. Posteriormente, se 

agregaron 1 ml cloruro férrico (0.1% v/v, H2O), el cual se dejaron reposar por 10 min en 

oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia se midió a 700 nm en un 

espectrofotómetro UV-Vis Agilent Technoligies Cary 60. El incremento de esta variable da 

a entender un aumento en el poder reductor de los extractos. Para la cuantificación de la 

actividad antioxidante poder reductor se utilizó una curva de calibración concentraciones de 

5 a 40 μM vitamina C /L (figura 21). El resultado fue expresado como mg ácido ascórbico/ 

100 g de extracto seco,  

 

Figura 23. Curva de calibración del Poder Reductor. 
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