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RESUMEN

Introducción: Bixa orellana L. (annato) es un arbusto originario
de Suramérica que se cultiva por el pigmento rojo-naranja
proveniente de sus semillas utilizado en la industria alimentaria
como colorante natural y al que se le ha atribuido propiedades
funcionales como antioxidante y antimicrobiano.
Objetivo: Optimizar el proceso de lixiviación de los compuestos
bioactivos de las semillas de annato para evaluar sus propiedades
antimicrobianas y antioxidantes, y el efecto del pH sobre las
propiedades antioxidantes.
Métodos: Para optimizar el proceso de lixiviación de los
compuestos bioactivos de las semillas de annato se utilizó el
método de superficies de respuesta y se aplicó un diseño factorial
central compuesto en el cual se consideró el efecto de los
factores: pH (3-10), relación semilla/solvente (Rss) (1:2-1:6) y la

concentración de etanol (COH) (50%-96 %) sobre las variables
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respuestas: fenoles totales (Ft) y carotenos totales (Ct). Se evaluó

la actividad antimicrobiana mediante el método colorimétrico de
microdilución en caldo y la actividad antioxidante, mediante los
métodos de la actividad reductora de hierro (FRAP) y ABTS.
Resultados: Los valores de los factores que maximizaron el
proceso de lixiviación fueron pH: 4,0; Rss: 1:5 y COH: 80,0 %. Se

obtuvieron valores preestablecidos de 2,12 (gAG/5g semilla) para

Ft y (313,68 mgCt/g extracto) para Ct, con sesgos relativos de

-16,88 % y -4,64 %, respectivamente. La cinética de liberación
máxima de los compuestos bioactivos en condiciones óptimas de
extracción se alcanzó entre los 240 y 270 min. Las
concentraciones mínimas inhibitorias del extracto optimizado
fueron 2 048 µg/mg contra Listeria monocytogenes, 1 024 µg/mg
contra Escherichia coli, 64 µg/mg contra Staphylococcus aureus y
8 µg/mg contra Bacillus cereus. Se observó que el pH tiene efecto
estadísticamente significativo sobre la actividad antioxidante del
extracto optimizado.
Conclusiones: Se optimizó el proceso de lixiviación con los
siguientes valores: pH: 4.0, Rss: 1:5 y COH: 80,0 %, se comprobó

la actividad antimicrobiana in vitro y el efecto estadísticamente
significativo del pH sobre la actividad antioxidante del extracto.

Palabras clave: B. orellana; lixiviación; compuestos bioactivos;
actividad antimicrobiana; actividad antioxidante.

ABSTRACT

Introduction: Bixa orellana L (achiote) is a shrub native to South
America. It is grown for the orange-red pigment extracted from its
seeds (annatto), very much used in the food industry as a natural
colorant. Annatto has been attributed effective antioxidant and
antimicrobial properties.
Objectives: Optimize the process of leaching of the bioactive
compounds contained in achiote seeds to evaluate its antimicrobial
and antioxidant properties, and the effect of pH on antioxidant
properties.
Methods: Leaching of the bioactive compounds contained in
achiote seeds was optimized by response surface methodology. A
central composite factorial design was applied that bore in mind
the effect of pH (3-10), seed / solvent ratio (Rss) (1:2-1:6), and
ethanol concentration (COH) (50 %-96 %) on response variables
total phenols (Ft) and total carotenes (Ct). Antimicrobial activity
was evaluated by colorimetric broth microdilution assay and
antioxidant activity by FRPA (ferric reducing ability of plasma) and
ABTS (cationic radical 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid) testing.
Results: The values for factors maximizing the leaching process
were pH: 4.0, Rss: 1:5 and COH: 80.0 %. Preset values of 2.12
(gAG/5g seed) were obtained for Ft and 313.68 (mgCt/g extract)
for Ct with relative biases of -16.88 % and -4.64 %, respectively.
Maximum release kinetics of bioactive compounds in optimal
extraction conditions was reached between 240 and 270 min. The
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minimum inhibitory concentrations for the optimized extract were
2 048 µg/mg against Listeria monocytogenes, 1 024 µg/mg
against Escherichia coli, 64 µg/mg against Staphylococcus aureus
and 8 µg/mg against Bacillus cereus. The pH was found to have a
statistically significant relationship to the antioxidant activity of
the optimized extract.
Conclusions: The leaching process was optimized with the
following values: pH: 4.0, Rss: 1:5 and COH: 80.0 %. It was found

that the extract displays antimicrobial activity in vitro, and that
the pH has a statistically significant effect on antioxidant activity.

Key words: B. orellana, leaching, bioactive compounds,
antimicrobial activity, antioxidant activity.

 

 

INTRODUCCIÓN

Bixa orellana L. (annato), perteneciente a la familia Bixacea,1 es
un arbusto originario de las Antillas y de América del Sur, que se
cultiva ampliamente por la pulpa rojo naranja que cubre sus
semillas y se utiliza mucho en América Latina y el Caribe para

colorear arroces, aceites y otros alimentos2. El extracto obtenido
de sus semillas se utiliza en la industria alimentaria principalmente
como colorante natural en alimentos como mantequillas, quesos,

refrescos y en la confitería,3 pero se desaprovechan sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes.

El pigmento que se obtiene de las semillas es una sustancia
resinosa y aceitosa. Más del 80 % de los pigmentos totales
presentes es la bixina, un carotenoide formado por nueve dobles
enlaces conjugados y dos grupos carboxílicos cuya fórmula
molecular es C25H30O4 (éster monometílico del ácido 6,6'-

diapoψ,ψ-carotenodioico).4 Esta estructura es responsable de su
color rojo intenso, su baja solubilidad en agua y su baja
estabilidad durante el procesamiento y en condiciones normales de
almacenamiento, así como en altas temperaturas y en presencia

de luz y oxígeno.5,6

Algunos autores han demostrado las propiedades antioxidantes del

extracto de B. orellana. Viuda y otros demostraron7 las
propiedades antibacteriana y antioxidante, ésta última mediante
cinco métodos diferentes. En un estudio realizado por Martín-

Sánchez y otros,8 el extracto de B. orellana se incorporó en
diferentes concentraciones en la formulación de un paté de
hígado, y se demostró que las formulaciones que contenían el
extracto de B. orellana presentaron mayor índice de actividad
antioxidante que los controles. El extracto también ha sido

incorporado a otras matrices alimentarias como salchichas9,10 y

uchuvas.11,12
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En la mayoría de las frutas y de los vegetales la propiedad
antioxidante es atribuida en gran parte a su contenido de

polifenoles. Los resultados reportados por Tzulker y otros13

demuestran una fuerte relación entre las propiedades
antioxidantes y la concentración de los compuestos fenólicos del
jugo obtenido del fruto de la granada. También se han realizado
estudios donde se evalúa el efecto del pH sobre las propiedades
antioxidantes de los extractos vegetales, tal es el caso del trabajo

de Rubio-Senent y otros14 quienes reportaron que el pH afecta la
extracción de los compuestos fenólicos presentes en el alpeorujo
(subproducto de la extracción del aceite de oliva).

Los resultados de algunos trabajos también demostraron buena
acción antimicrobiana in vitro del extracto de B. orellana contra
microorganismos de interés para la industria alimentaria como:
Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, Penicillium

chrysogenum, Byssochlamys fulva, entre otros.7,9,10,15,16

Sin embargo, los estudios realizados hasta la fecha para
maximizar la extracción de los compuestos bioactivos presentes en
las semillas de B. orellana son escasos, por tal motivo el objetivo
de este trabajo fue optimizar el proceso de lixiviación de los
compuestos fenólicos y los carotenoides de las semillas de B.
orellana para evaluar sus propiedades activas, así como su
actividad antimicrobiana y antioxidante.

 

MÉTODOS

Material vegetal

Las semillas de B. orellana se compraron frescas en la plaza
minorista de Medellín (Colombia). Se secaron a una temperatura
de 37 ± 0,2 °C durante 24 h para someterlas posteriormente a
extracción por lixiviación con solvente.

 

Optimización del proceso de lixiviación de los compuestos
bioactivos presentes en las semillas de B. orellana

Se utilizó el método de superficies de respuesta con ayuda del
software Design-Expert® 8.0.5. Se aplicó un diseño factorial
central compuesto con el cual se evaluó el efecto de los factores:
pH (3-10), relación semilla/solvente (Rss) (1:2-1:6) y

concentración de etanol (COH) (50 % - 96 % v/v) sobre las

variables respuestas: fenoles totales (Ft) y carotenos totales (Ct).

Cuantificación de los carotenos totales (Ct)
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Los carotenos totales se cuantificaron siguiendo el método descrito

por Jaeger de Carvalho y otros17 con algunas modificaciones y se
determinaron usando un espectrofotómetro (UV-1700, Shimadzu

Europe®). Se leyeron las muestras por triplicado a 450 nm y el
contenido de carotenos totales se calculó mediante la ecuación 1:

donde:

A= absorbancia
V= volumen total del extracto (mL)
P= peso de la muestra (g)
A1%1cm= 2592 (coeficiente de extinción para β-caroteno)

Cuantificación de los fenoles totales (Ft)

Los fenoles totales se cuantificaron usando el reactivo de Folin-

Ciocalte.14 Se tomaron 20 μL de muestra a la cual se le
adicionaron 1 580 μL de agua destilada, 100 μL de reactivo de

Folin-Ciocalteu (Merck®, Alemania) y 300 μL de una solución de
Na2CO3 al 20 %. Esta mezcla se dejó reposar en la oscuridad

durante 2 h y se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro (UV-

1700, Shimadzu Europe®) a 725 nm. El resultado se expresó en
gramos equivalentes de ácido gálico por 5g de semilla (gAG/5 g

semilla).

Cinética de la liberación de los compuestos fenólicos
presentes en las semillas de B. orellana en condiciones
óptimas de lixiviación

Se sometió una muestra de semillas de B. orellana a las
condiciones óptimas de extracción. Se cuantificaron los F t a

intervalos de 15 min hasta alcanzar una concentración constante
de compuestos fenólicos en la muestra. Este montaje se realizó
por triplicado y se reportó como miligramos equivalentes de ácido
gálico por 1g de extracto (mgAG/g extracto).

Determinación de la actividad antioxidante del extracto
optimizado de B. orellana ABTS-TEAC

La capacidad antioxidante por ABTS-TEAC se cuantificó siguiendo

el método descrito por Contreras-Calderón y otros.18 A 100 μL del

extracto optimizado se le adicionaron 900 μL del radical ABTS+

(ácido2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), se dejó
reaccionar durante 30 min en la oscuridad y a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo, se leyó la absorbancia en un
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espectrofotómetro (UV-1700, Shimadzu Europe®) a 730 nm. Se
midieron el control positivo (Trolox) y la muestra por triplicado.

Actividad reductora de hierro (FRAP)

La actividad reductora de hierro FRAP se cuantificó según el

método descrito por Contreras-Calderón y otros18. Se mezclaron
30 μL del extracto optimizado con 90 μL de agua destilada y 900
μL de solución de FRAP. La mezcla se dejó reaccionar durante 30
min en la oscuridad a 37 ± 0,2 °C. Transcurrido este tiempo, se
leyó la absorbancia en un espectrofotómetro (UV-1700, Shimadzu

Europe®) a 595nm. Las mediciones del control positivo (Trolox) y
de la muestra se realizaron por triplicado.

Determinación de la actividad antimicrobiana del extracto
optimizado de semillas de B. orellana

Para determinar la concentración inhibitoria mínima (CIM) del
extracto se usó el método colorimétrico de microdilución en caldo

propuesto por Abate y otros19 con algunas modificaciones. La CIM
se realizó en microplatos de 96 pozos de fondo plano marca
Falcon. Se realizaron diluciones seriadas del extracto y se
sembraron en los pozos de una fila a los cuales se les adicionó el
medio de cultivo (caldo Mueller Hinton), finalmente se inoculó el

microorganismo (108 UFC/mL) y se incubó a 37±0,2 °C durante
4h. Cada muestra se evalúo por triplicado. Pasadas 4 h se
adicionaron 25 µL de una solución de MTT (0,8 mg/mL) a cada
pozo y se incubó nuevamente por 1h. La actividad antimicrobiana
del extracto optimizado se evaluó contra Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli
ATCC 8739 y Bacillus cereus ATCC 11778.

 

RESULTADOS
Optimización del proceso de lixiviación

La tabla 1 muestra los resultados del diseño experimental aplicado
para optimizar la lixiviación de los compuestos bioactivos
presentes en las semillas de B. orellana. Los Ft de las unidades

experimentales variaron entre 0.95 y 2.39 gAG/5g semilla, se halló

que los niveles de los factores con los cuales se obtiene el valor
máximo de Ft fueron: pH de 4.0, Rss de 1:5 y COH de 80%. Se

descubrió que la variación del contenido de Ct en las unidades

experimentales fue 43,38 y 320,46 mg/g extracto, y para este
caso los valores de los factores que favorecieron la máxima
extracción de los Ct presentes en las semillas de B. orellana fueron

pH de 7,0, Rss de 1:4 y COH de 96 %.

https://revplantasmedicinales.sld.cu/index.php/pla/article/viewFile/634/294/4784
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La tabla 2 muestra los resultados del análisis de varianza (ANOVA)
del diseño experimental y los ajustes de los modelos para Ft y Ct.

El ANOVA de los modelos señala que estos son significativos (p<
0,05) y explican el 0,8723 y el 0,8621 de la variabilidad en las
variables respuestas para Ft y para C t, respectivamente.

Las ecuaciones 2 y 3 corresponden a los polinomios de las
variables respuesta en función de los factores evaluados en este
estudio.

En las figuras 1 y 2 se muestran gráficamente las interacciones
entre los factores que más influyen en el proceso de lixiviación.
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Una vez que se ajustaron los modelos para cada variable
respuesta, se procedió a realizar la optimización en función de las
variables y los límites involucrados en el diseño experimental. Los
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niveles de los factores que maximizaron las variables respuestas
fueron Ft (2,13 mgA.G/g) y Ct (313,68 mg Ct/g), pH 4,0, Rss de

1:5 y COH de 80,0 %.

Los parámetros optimizados fueron validados experimentalmente
mediante el método de lixiviación en las condiciones óptimas
prestablecidas por el programa estadístico, y se observó que el
extracto obtenido en estas condiciones contenía 1,77 ± 0,04 (g

AG/5g semilla) de Ft, con -16,88 % de sesgo relativo, lo que

significa que hay un 16,88 % de diferencia entre el resultado
preestablecido por el modelo estadístico y el resultado
experimental. El extracto obtenido en el experimento tiene 299,12
± 2,44 (mg/g extracto) de Ct con un sesgo relativo de -4,64 %.

Se realizó la cinética de liberación de estos compuestos en las
condiciones optimizadas del proceso de extracción de los
compuestos fenólicos presentes en las semillas de B. orellana lo
cual permitió establecer que entre 240 y 270 min de lixiviación se
obtiene una concentración de compuestos fenólicos en el extracto
aproximadamente constante, y se define que el tiempo óptimo
para este proceso es de 4,5 h.

Propiedades antimicrobianas del extracto optimizado de las
semillas de B. orellana

El extracto optimizado de las semillas de B. orellana inhibió el
crecimiento de los microorganismos de interés para la industria
alimentaria: L. monocytogenes (2048 µg/mL), E. coli (1024
µg/mL), S. aureus (64 µg/mL) y B. cereus (8 µg/mL).

Propiedades antioxidantes del extracto optimizado de las
semillas de B. orellana

La tabla 3 muestra la concentración de los compuestos fenólicos
del extracto con tres pH diferentes, y permite observar que
existen diferencias estadísticamente significativas en los fenoles
totales a pH de 4, 7 y 11 (p< 0,05). Se detectó que el extracto
optimizado tiene mayor capacidad de inhibir al radical libre ABTS
cuando se trabaja con pH 7 y 11, sin diferencias significativas (p=
0,2415) en sus concentraciones. Mientras que se encontró que el
extracto optimizado posee capacidad reductora de hierro similar a
los tres pH evaluados (p= 0,5054).
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Los valores con letras iguales en la misma columna no presentan
diferencias estadísticamente significativas (p> 0,05) con el mismo

método de acuerdo con el procedimiento LSD de Fisher.

 

DISCUSIÓN

El ANOVA del diseño experimental muestra los factores que tienen
efecto estadísticamente significativo sobre la extracción de los
compuestos fenólicos totales (Ft) de las semillas de B. orellana; la

Rss en su término lineal (p< 0,0001) y cuadrático (p= 0,0034) y la

COH en su término cuadrático (p= 0,0455). Estos resultados

concuerdan con los encontrados por Sepúlveda y otros,1 quienes
reportaron que la relación materia vegetal/solvente tiene un efecto
estadísticamente significativo sobre la cantidad de fenoles totales
en el extracto de las hojas de B. orellana.

El efecto de las interacciones de los factores sobre los fenoles
totales (Ft) se muestra en las figura 1a y 1b, y se observa que los

Ft aumentan al aumentar la Rss, hasta alcanzar un valor máximo

de 1:5, lo cual indica que es un factor muy influyente.

En la figura 1c se observa cómo mediante la interacción del pH con
COH se alcanza un valor máximo de Ft con valor de pH 4 y COH de

80 %; lo que coincide con los resultados reportados en el trabajo

realizado por Soto-García y otros20 quienes observaron que la
concentración de etanol tiene efecto estadísticamente significativo
sobre la extracción de los compuestos fenólicos. La máxima
concentración de los fenoles totales de los extractos de la corteza
de Pinus durangensis y Quercus sideroxyla se obtuvo con etanol al

80 %, y Tian y otros21 mencionan que las extracciones de los
compuestos fenólicos de diferentes bayas son eficientes con etanol
al 70 % en pH ácidos.

También se observó que las variables que tienen efecto
estadísticamente significativo sobre la variable respuesta C t son:

COH y Rss en su término lineal (p< 0,0001), el pH en su término

cuadrático (p= 0,0010) y la interacción del pH con COH (p=

0,0220) (tabla 2).

En la figura 2a se observa cómo al disminuir R ss aumenta la

extracción de Ct en las muestras, mientras que la interacción de

Rss con el pH no presenta diferencias significativas sobre Ct.

Además, cuando se realiza la extracción con COH al 80 % se

observa un aumento continuo en la concentración de Ct cuando

hay disminución del factor Rss (figura 2b).

En la figura 2c se observa que los Ct en el extracto presentan su

valor máximo de 80 % y pH 4 cuando se trabaja con COH,

resultados que son similares a los reportados por Henry García y

otros,22 quienes concluyeron que la concentración de etanol y la

https://revplantasmedicinales.sld.cu/index.php/pla/article/viewFile/634/294/4782
https://revplantasmedicinales.sld.cu/index.php/pla/article/viewFile/634/294/4782
https://revplantasmedicinales.sld.cu/index.php/pla/article/viewFile/634/294/4785
https://revplantasmedicinales.sld.cu/index.php/pla/article/viewFile/634/294/4783
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relación materia vegetal/solvente presentan efecto
estadísticamente significativo sobre la extracción de los
flavonoides de las hojas de guanábana, y reportaron que la
concentración de etanol influye de manera positiva, mientras que
la relación materia vegetal/solvente influye de manera negativa.

Propiedades antimicrobianas del extracto optimizado de las
semillas de B. orellana

Las CIM obtenidas del extracto optimizado de las semillas de B.
orellana fueron 2 048 µg/mL para L. monocytogenes, 1 024 µg/mL
para E. coli , 64 µg/mL para S. aureus y 8 µg/mL para B. cereus,
resultados que coinciden con los reportados por otros autores,
quienes demostraron que el extracto obtenido de las semillas de
B. orellana tienen actividad antimicrobiana contra los

microorganismos de interés para la industria alimentaria11,7.

Viuda y otros7 publicaron que el extracto de semillas de B.
orellana es activo contra B. cereus en una CIM de 1 024 µg/mL, y
comparada con la CIM demostrada en este estudio es 128 veces
más activo que el extracto optimizado de B. orellana, Ciro y

otros23 concluyeron que el extracto de semillas de B. orellana
tiene actividad contra L. monocytogenes (256 µg/mL), E. coli (256
µg/mL), S. aureus (32 µg/mL) y B. cereus (16 µg/mL) y Galindo-

Cuspinera y otros24 reportaron en su trabajo que los extractos de
B. orellana tienen actividad antimicrobiana contra B. cereus (CIM=
0,08 %) y S. aureus (CIM= 0,16 %).

Algunos autores han incorporado el extracto de B. orellana en
matrices alimentarias, tal es el caso del estudio de Yolmeh y

otros,15 quienes estudiaron el efecto de diferentes
concentraciones del extracto de B. orellana contra E. coli en una
mayonesa, y concluyeron que a medida que aumenta la
concentración del extracto de B. orellana disminuye la
concentración de la bacteria en el producto. Martín-Sánchez y

otros8 concluyeron que la incorporación del extracto de B. orellana
en el paté de hígado disminuye notablemente los recuentos
microbianos con respecto a las muestras control.

Propiedades antioxidantes del extracto optimizado de las
semillas de B. orellana

La actividad antioxidante se debe esencialmente a la presencia de
compuestos fenólicos, carotenoides y flavonoides, aunque su
mecanismo de acción no está completamente validado mediante

experimentos7.

En la tabla 3 se muestra que la concentración de los compuestos
fenólicos está fuertemente influenciada por la variación del pH del
extracto optimizado de las semillas de B. orellana, y
estadísticamente es diferente cuando se cuantifican los Ft en el
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extracto con pH 4,7 y 11. Además, la concentración en los
compuestos fenólicos del extracto está directamente relacionado
con las propiedades antioxidantes del extracto, como se reporta
en la tabla 3, en la cual se puede observar que la capacidad del
extracto para atrapar el radical ABTS también está influenciado
por el pH con diferencias estadísticamente significativas entre los
resultados obtenidos con pH 4 y 7, pero no se encontraron
diferencias con los pH 7 y 11.

Con el método FRAP se obtuvieron resultados distintos y no se
hallaron diferencias estadísticamente significativas entre los tres
pH de trabajo con disminución de la capacidad de reducción del
hierro férrico cuando aumenta el pH. Estas diferencias de los
resultados pueden explicarse por las condiciones óptimas de
trabajo con cada una de los metodos, ya que con el ABTS se
trabaja con pH neutros mientras que con el FRAP se trabaja con
pH 3,6, y disminuye el potencial de ionización involucrado en la
transferencia de electrones y aumenta el potencial de redox, y

finalmente cambia el mecanismo de reacción dominante.25

Rubio-Senent14 estudió la influencia del pH en la extracción de
compuestos fenólicos, su composición y su actividad antioxidante
cuando se tienen en cuenta dos valores de pH diferentes, un pH
4,5 no modificado y un pH 2,5 acidificado, y concluyó que el
extracto fenólico obtenido con pH 4,5 presenta actividad
antioxidante y captura los radicales libres mejor que el extracto
obtenido con pH 2,5 lo que coincide también con el trabajo

realizado por Ismaiel y otros,26 quienes estudiaron el efecto del
pH sobre la producción y la actividad de varios tipos de
antioxidantes producidos por Spirulia platensis y llegaron a la
conclusión de que la actividad antioxidante de la S. platensis es
mayor con valores de pH de 7,5 a 11.

Los compuestos de tipo carotenoides y fenólicos pertenecen a un
grupo de compuestos bioactivos a los cuales se les ha atribuido
actividad antioxidante. La bixina es el carotenoide con mayor

presencia en el extracto de B. orellana.27 Además, la cantidad
notable de enlaces dobles en su estructura, característico de los
compuestos fenólicos en general, le permite una alta densidad
electrónica con la cual puede estabilizar los diferentes tipos de
radicales. Un posible mecanismo de acción es la transferencia de
electrones o la extracción de hidrógeno de la molécula del
carotenoide, que funciona así como antioxidante de cadena.
Asimismo, la presencia del grupo ácido en la estructura de la

bixina o de los polifenoles ácidos aportan iones H+ los cuales
pueden reaccionar con compuestos oxidantes y conferirles carga

neutra.28
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