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RESUMEN 
 

Los carotenoides son pigmentos naturales que se encuentran en plantas como 

Bixa orellana y que, debido a su propiedad antioxidante y anticancerígena al ser 

precursor de vitamina A, son recientemente el foco de atención de la industria 

médico-farmacéutica, alimentaria y cosmética, ya que se presenta como una 

respuesta para reducir los efectos que causan el incremento anual en la dosis de 

radiación UV en la piel. Tomando en cuenta la falta de estudios en relación con la 

química y bioquímica de Bixa orellana, como fuente natural para la obtención de 

estos pigmentos, el objetivo de este trabajo experimental fue primeramente 

optimizar el rendimiento de extracción de carotenoides, en donde se determinó al 

método de extracción asistida por ultrasonido (EAU) como la técnica con mayor 

eficiencia en comparación con la extracción Soxhlet. En este sentido, los 

resultados también concluyeron que el etanol es el solvente ideal para la 

extracción de carotenoides en comparación a otros solventes. 

 

Por otro lado, considerando que el uso de carotenoides en el ámbito industrial se 

ve limitado por su alto índice de susceptibilidad a la degradación oxidativa, 

cuando se exponen a factores externos como luz, humedad y calor. En este 

trabajo también se evaluó la estabilidad de suspensiones coloidales de 

carotenoides en cristales de nanocelulosa endospérmica (ENC), en donde se 

registró que a una concentración del 0.05% (p/p) de ENC fue suficiente para 

mantener emulsiones coloidales estables con carotenoides liposolubles. Sin 

embargo, aún es necesario realizar más pruebas para optimizar la concentración 

de ENC en las emulsiones, que permitan evitar la degradación de carotenoides y 

su posterior aplicación en la producción a nivel industrial. 

 

PALABRAS CLAVE: carotenoides, método de extracción por ultrasonido, 

método de extracción convencional Soxhlet, cristales de nanocelulosa 

endospérmica, emulsiones coloidales. 
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ABSTRACT 
 

 

Carotenoids are natural pigments found in plants such as Bixa orellana and, due 

to their antioxidant and anticarcinogenic properties as a precursor of vitamin A, are 

recently the focus of attention of the medical-pharmaceutical, food and cosmetic 

industry, since they are presented as an answer to reduce the effects caused by 

the annual increase in the dose of UV radiation on the skin. Considering the lack 

of studies in relation to the chemistry and biochemistry of Bixa orellana, as a 

natural source for obtaining these pigments, the objective of this experimental 

work was first to optimize the extraction yield of carotenoids, where the ultrasound-

assisted extraction method (UAE) was determined as the most efficient technique 

compared to Soxhlet extraction. In this sense, the results also concluded that 

ethanol is the ideal solvent for carotenoid extraction compared to other solvents. 

 

On the other hand, considering that the use of carotenoids in the industrial field is 

limited by their high rate of susceptibility to oxidative degradation, when exposed 

to external factors such as light, humidity and heat. This work also evaluated the 

stability of colloidal suspensions of carotenoids in endospermic nanocellulose 

crystals (ENC), where it was recorded that a concentration of 0.05% (w/w) of ENC 

was sufficient to maintain stable colloidal emulsions with liposoluble carotenoids. 

However, further tests are still needed to optimize the ENC concentration in the 

emulsions to avoid carotenoid degradation and its subsequent application in 

industrial production. 

 

KEYWORDS: carotenoids, ultrasound extraction method, conventional Soxhlet 

extraction method, endospermic nanocellulose crystals, colloidal emulsions. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Los carotenoides son compuestos bioactivos de importancia biológica y 

medicinal, debido a su propiedad antioxidante y anticancerígena, volviéndose 

recientemente el foco de atención de las industrias farmacéutica, alimenticia, y 

como uso tópico en la industria cosmética (Baswan et al., 2021). No obstante, con 

la creciente conciencia pública de la toxicidad de los colorantes sintéticos, la 

industria se ha visto en la necesidad de buscar nuevas alternativas en la 

obtención de carotenoides a partir de fuentes naturales (Ciro et al., 2014). Bixa 

orellana, conocido popularmente como achiote, es una planta originaria de 

América tropical, utilizado desde las civilizaciones nativas como colorante natural 

rico en bixina, su derivado hidrosoluble norbixina y otros carotenoides en 

diferentes proporciones (Raddatz et al., 2017). Sin embargo, su análisis como 

fuente de carotenoides sigue siendo limitado, de ahí radica la importancia de un 

estudio más exhaustivo de su utilidad como materia prima para la extracción de 

estos pigmentos. 

 

Otra limitación en el uso de carotenoides a nivel industrial radica en su estructura 

química, los cuales presentan un alto índice de inestabilidad y susceptibilidad a la 

degradación oxidativa, particularmente cuando se exponen al oxígeno, luz, 

humedad y calor (Ariyarathna & Karunaratne, 2015). Debido a estas 

consideraciones, estudios en el campo de la nanotecnología han surgido con 

nuevas soluciones, al presentar tecnologías innovadoras, como la 

nanoencapsulación, que permiten mejorar la estabilidad; solubilidad y 

biodisponibilidad de los compuestos bioactivos, aumentando así su aplicabilidad 

en formulaciones alimenticias, nutracéuticas o biológicas (Dos Santos et al., 

2018). Estos vehículos nanoestructurados necesitan ser evaluados para 

garantizar la seguridad y estabilidad durante su aplicación. Los parámetros más 

importantes en esta evaluación son el tamaño, el índice de polidispersidad (PDI), 

el potencial Zeta (ζ), su morfología, el pH, la carga del bioproducto y la eficiencia 

de encapsulación (EI) (Shishir et al., 2018).  
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El objetivo del presente trabajo de experimentación es la evaluación de la 

estabilidad de suspensiones coloidales en cristales de nanocelulosa 

endospérmica (ENC), derivados del tejido parenquimatosos del endospermo de la 

tagua (Phytelephas aequatorialis), los cuales funcionan como vehículos de 

tamaño nanométrico para la encapsulación de carotenoides, que permiten 

aumentar sus propiedades antioxidantes y evitar así su degradación, y su 

potencial aplicación en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. 

 

Para lograr este objetivo general, se realizará primeramente un análisis 

comparativo de nivel metodológico de dos técnicas de extracción de carotenoides, 

el método convencional (Método Soxhlet) y la metodología de extracción asistida 

por ultrasonido (EAU), y se evaluará su rendimiento. 

 

Posteriormente, se procederá a nano encapsular los carotenoides en los cristales 

de nanocelulosa endospérmica (ENC), y se evaluará su estabilidad a diferentes 

condiciones de exposición lumínica. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 

La técnica convencional Soxhlet es un tipo de extracción que utiliza solventes a 

temperatura de ebullición y presiones bajas (presión ambiental) para la extracción 

selectiva de compuestos moleculares específicos. Actualmente, es la técnica más 

utilizada y la que proporciona la mayor recuperación de carotenoides (Adadi et al., 

2018). Por otro lado, la extracción asistida por ultrasonido (EAU) es una técnica 

que utiliza la cavitación acústica para la ruptura celular, mejorando la tasa de 

extracción, la eficiencia y el tiempo de extracción de la biomasa en comparación 

con otros métodos de extracción tradicionales (Umair et al., 2021). Por estos 

motivos estas dos metodologías fueron aplicadas en el presente trabajo de 

experimentación, tomando en consideración los siguientes parámetros: 

 

1.1. COLECCIÓN DE LA BIOMASA 

 

Se recogieron manualmente las cápsulas verdes de Bixa orellana de una 

propiedad privada cerca de la parroquia rural Valle Hermoso, Santo Domingo de 

los Tsáchilas. Posteriormente, la materia vegetal fue seleccionada, separando las 

que se encontraban en buen estado de las que estaban con moho. 

 

1.2. PREPARACIÓN DE SEMILLAS DE ACHIOTE 

 

Las semillas de achiote se despulparon de la cápsula, y se dejaron secar a 60°C 

por una hora en un microondas. Una vez la biomasa estaba seca, se dejaron 

empapar en 100 ml de hexano durante 6 horas para eliminar grasas y ceras. 

Pasado el tiempo de exposición, se pesaron 30 g de muestra en vasos de 

precipitación para ser utilizadas posteriormente en las extracciones. 
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1.3. EXTRACCIÓN POR EL MÉTODO SOXHLET 

 

La extracción de los carotenoides se realizó por el método convencional de 

solventes (Soxhlet), mediante una extracción sólido-líquido, siguiendo el protocolo 

establecido por Handayani y Setyawati (2020), pero realizando ciertas 

modificaciones. La muestra se empaquetó dentro de un cartucho fabricado con 

papel filtro, y se transfirió a un dispositivo extractor Soxhlet con ayuda de una 

pinza. Posteriormente, se añadieron 300 ml de disolvente al balón Soxhlet. Se 

realizó 3 extracciones, utilizando disolventes de distintas polaridades: n-hexano, 

etanol y metanol. Una vez realizado el montaje Soxhlet, se inició la extracción 

ajustando la estufa a una temperatura superior al punto de ebullición para cada 

solvente: hexano (68°C), etanol (78°C) y metanol (65°C), aproximadamente por 6 

horas. Finalmente, los extractos se almacenaron en recipientes de vidrio de 500 

ml, a temperatura ambiente (25°C) en la oscuridad, antes del análisis. 

 

1.4. EXTRACCIÓN ASISTIDA POR ULTRASONIDO (EAU) 

 

La extracción asistida por ultrasonido se realizó siguiendo la metodología descrita 

por Amaro et al. (2018), pero con ciertas modificaciones. Se utilizó 30 gr de 

biomasa y se adicionó secuencialmente 300 ml de etanol como disolvente. Las 

células se sometieron a una disrupción aplicando 15 min de sonicación continua a 

un nivel de frecuencia de 45 KHz y una amplitud de 75% en un procesador 

ultrasónico de 750W (SONICS, Vibra-Cell, EE. UU.) durante 3 horas. La 

temperatura se mantuvo debajo de los 30°C utilizando hielo y agua en un 

recipiente donde fue colocada la muestra para evitar choques térmicos que 

degraden los carotenos. Después de la extracción, se filtraron las muestras con 

papeles filtro para eliminar por completo los residuos de la biomasa. Finalmente, 

se almacenaron en recipientes de vidrio de 500 ml, a temperatura ambiente 

(25°C) en la oscuridad, antes del análisis. 
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1.5. DETERMINACIÓN DEL RENDIMIENTO  

 

Para estandarizar y determinar el rendimiento de las extracciones se realizó un 

total de tres repeticiones para cada solución y metodología seguida. Además, los 

extractos se filtraron y el solvente se eliminó con ayuda de un rotavapor. El 

rendimiento (%) del extracto se determinó en base a la siguiente fórmula: 

 
𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 (%)

= 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 (𝑚𝑔) ∗ 100%/𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑒𝑚𝑖𝑙𝑙𝑎 (𝑚𝑔) 
 
 

1.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando la herramienta Análisis de datos 

presente en el software Microsoft Excel versión 2305. Para evaluar si existen 

diferencias significativas entre los resultados obtenidos del rendimiento para cada 

metodología de extracción, se realizó un análisis de varianza (ANOVA). 

 

1.7. CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA (TLC) 

 

La cromatografía de capa fina (TLC) se realizó en el laboratorio, de acuerdo con 

la metodología descrita por Melka et al. (2017), para la visualización e 

identificación de carotenos, pero con ciertas modificaciones mencionadas a 

continuación: 

 

Para la preparación de la placa de TLC, se realizó tiras de papel filtro de 3cm x 

10cm, donde se marcó con un lápiz el inicio y las líneas frontales de disolvente. 

Posteriormente, para el desarrollo de la fase móvil, se realizó una mezcla de 

cloroformo (CHCl3) y metanol (MeOH) en una proporción de (47:3) como sistemas 

de solventes. En el proceso de saturación se colocó verticalmente las tiras de 

papel filtro, que contenían una gota con la muestra (extracto), en el solvente 

mezcla, cubriendo la línea frontal anteriormente marcada, durante 6 horas 

cubierto con un material opaco (lámina metálica). Una vez terminada la fase 

móvil, las zonas cromatográficas se visualizaron a la luz del día, y luego se 
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calculó el factor de retención (Rf) para cada banda marcada de acuerdo con la 

siguiente fórmula: 

 

𝑅𝑓 = 𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑜 / 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒  

 

Todo el procedimiento de llevó a cabo bajo una campana extractora de humos 

con ventilación adecuada.  

 

1.8. NANOENCAPSULACIÓN DE CAROTENOIDES EN CRISTALES DE 
NANOCELULOSA ENDOSPÉRMICA (ENC) 

 
 

Para la preparación de las emulsiones se siguió la metodología propuesta por Fitri 

et al. (2022), pero cambiando ciertos parámetros en el protocolo. Primeramente, 

se preparó una emulsión de aceite que contenía carotenos (fase oleosa), producto 

comercial “La Favorita”, en agua. Para ello, se preparó una emulsión fina 

mezclando la fase oleosa al 10% (p/p) en una fase acuosa (agua destilada) al 

90% (p/p) con ayuda de un procesador ultrasónico de 750W (SONICS, Vibra-Cell, 

EE. UU.) durante 2 min a un nivel de frecuencia de 45 KHz y una amplitud de 

50%. Obtenidas las emulsiones, se mantuvieron a temperatura ambiente (25°C) 

durante 1h hasta obtener una condición de equilibrio. A continuación, se añadió 

ENC a la emulsión a diferentes concentraciones de 0.01%, 0.02%, 0.03%, 0.04% 

y 0.05% (p/p), y un control donde no se añadió el emulsificante, y tras una suave 

agitación a temperatura ambiente durante 1h, se obtuvieron las emulsiones 

finales. Las soluciones se depositaron en tubos de microcentrífuga de 1.5 ml en 

un lugar oscuro. Para cada concentración, se realizó un total de 3 repeticiones. 

Los resultados fueron posteriormente analizados mediante evidencia fotográfica 

después de 8 días de observación. 

 

Por otro lado, para analizar la estabilidad de los cristales de nanocelulosa 

endospérmica (ENC) al encapsular los carotenos en agua, se preparó soluciones 

de 1ml que contenían carotenos en agua en proporción (1:10), una fase acuosa 

de 90% (p/p), y ENC en concentraciones de 0.02%, 0.05%, 0.1% y 0.15% (p/p), 

además de un control que no contenía el emulsificante. Las suspensiones 
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coloidales se prepararon mediante un sistema sencillo utilizando jeringas de 

insulina conectados a una válvula de tres vías (MEETOOT 5), donde se mezcló 

progresivamente la fase acuosa y el emulsificador durante 2 min a temperatura 

ambiente (25°C) en un cuarto oscuro para evitar la degradación de los carotenos 

por la luz. Una vez obtenida las soluciones, se depositaron en tubos de 

microcentrífuga de 1.5 ml, y se mantuvieron en un lugar oscuro. Para cada 

concentración, se realizó un total de 5 repeticiones. Los resultados fueron 

posteriormente analizados mediante evidencia fotográfica después de 3 días de 

observación. 

 

1.9. ACCIÓN PROTECTORA DE LOS ENC A UNA EXPOSICIÓN LUMÍNICA 

 

Por último, para determinar la acción protectora de la ENC en la encapsulación de 

carotenos, las soluciones resultantes se expusieron a distintas condiciones de 

exposición lumínica (luz y oscuridad) por un plazo de tiempo de 3 días, a una 

temperatura controlada de 25°C. Los resultados fueron posteriormente analizados 

mediante evidencia fotográfica. 
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RESULTADOS 
 

 

2.1. COMPARACIÓN METODOLÓGICA Y OPTIMIZACIÓN DE DIFERENTES 
DISOLVENTES 

 

 
Figura 1. Rendimiento (%) de extractos de carotenoides a diferentes 
metodologías mediante el uso de distintos solventes. En el método Soxhlet, 
se evaluó 3 solventes: n-Hexano, Etanol y Metanol. En el método de extracción 
asistida por ultrasonido (EAU), se evaluó unicamente al Etanol como solvente. 

 

Tabla 1. Análisis de varianza para el rendimiento de extracción de 
carotenoides a diferentes metodologías. 

 

SS, suma de cuadrados; df, grados de libertad; MS, promedio de los cuadrados. Nivel de 

significancia 5% 

 

Se evaluó el rendimiento de dos métodos de extracción de carotenoides a partir 

de las semillas de Bixa orellana: el método convencional Soxhlet, mediante el uso 

ANÁLISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones SS df MS F P-value F crítico

Entre grupos 1199.07 3 399.69 39.44 3.8562E-05 4.07

Dentro de los grupos 81.07 8 10.13

Total 1280.139344 11
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de solventes de distintas polaridades (n-Hexano, Etanol y Metanol); y el método 

de extracción asistida por ultrasonido (EAU), donde se utilizó etanol como único 

solvente. Los resultados demostraron que el método que generó mayor 

rendimiento fue el método EAU en un 40.79% (Figura 1); seguido a este con un 

valor del 39,56% fue el Etanol del método Soxhlet; la extracción por Metanol 

obtuvo un 33.64%; y, la extracción con el porcentaje de rendimiento más bajo, con 

un 15,77% para la extracción con n-Hexano. El análisis de varianza (ANOVA) 

determinó un valor significativo en p < 0,05 para los tratamientos, lo que implica 

que si existen diferencias significativas entre los rendimientos de las metodologías 

de extracción aplicadas para la obtención de carotenoides. 

 

2.2. CARACTERIZACIÓN DE LOS CAROTENOS 

 

 
Figura 2. Reacción de los extractos obtenidos al colocar aceite mineral. A, 
aceite mineral; B, carotenoides en etanol y agua en proporción (1:5). 

 

La cromatografía de capa fina (TLC) realizada a las muestras registró un valor Rf 

de 0,98 en todos los sistemas de extracción. En la figura 2 se puede observar 

cómo los carotenoides obtenidos de las extracciones tienen una mayor afinidad 
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por el agua (hidrosolubles), con una mayor pigmentación naranja en la fase 

acuosa (Figura 2A) en relación con el aceite mineral (medio liposoluble), donde se 

supone tendría una mayor afinidad, lo que podría indicar la presencia de 

norbixina, un derivado hidrosoluble de la bixina. Aún así, se puede observar cierta 

pigmentación retenida en el solvente liposoluble (Figura 2B). 

 
 

2.3. ESTABILIDAD DE LAS EMULSIONES COLOIDALES 

 

 
Figura 3. Aspecto de las emulsiones que contienen carotenos en aceite 
vegetal estabilizados por ENC a varias concentraciones. Las emulsiones 
contienen ENC a diferentes concentraciones de 0.01%, 0.02%, 0.03%, 0.04% y 
0.05% (p/p). El tiempo de observación fue un periodo de 8 días. 

 
Las emulsiones que contenían carotenos en aceite vegetal, extraídos del producto 

comercial “La Favorita”, presentaron una estabilidad mayor en las muestras que 
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comprendían 0.05% (p/p) de cristales de nanocelulosa endospérmica (ENC) en 

comparación con concentraciones menores (0.01%, 0.02%, 0.03% y 0.04%), 

donde se puede observar la separación de las fases en las emulsiones después 

de su almacenamiento durante 8 días (Figura 3. Cuadro inferior). Además, 

también se puede observar la formación de crema en las emulsiones de 

concentraciones bajas de ENC (Figura 3. Cuadro superior), en relación con la 

emulsión a 0.05% de ENC, la cual presenta un aspecto un poco más líquido. 

 

 

 
Figura 4. Aspecto de las emulsiones que contienen carotenos hidrosolubles 
en agua estabilizados por ENC a varias concentraciones. Las emulsiones 
contienen ENC a diferentes concentraciones de 0.02%, 0.05%, 0.1% y 0.15% 
(p/p). El tiempo de observación fue un periodo de 3 días. 
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Por otro lado, las emulsiones que contenían carotenos hidrosolubles en agua no 

presentaron una diferencia significativa con relación a su estabilidad. Todas las 

emulsiones parecen tener una gran estabilización con los cristales de 

nanocelulosa endospérmica (ENC) después de su almacenamiento durante 3 días 

(Figura 4. Cuadro inferior). Al compararlo con el control, el cual no contenía ENC, 

y su similitud con las otras muestras, nos puede indicar que todos los 

componentes simplemente se mezclaron de manera homogénea.  

 
 

2.4. EXPOSICIÓN DE LAS EMULSIONES A DISTINTAS CONDICIONES DE 
LUZ 

 

 
Figura 5.  Aspecto de las emulsiones que contienen carotenos hidrosolubles 
en agua estabilizados por ENC a varias concentraciones a diferentes 
condiciones de luz. Cuadro superior: emulsiones que contienen ENC a 
diferentes concentraciones de 0.02%, 0.05%, 0.1% y 0.15% (p/p) conservadas en 
un lugar oscuro. Cuadro inferior: emulsiones que contienen ENC a diferentes 
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concentraciones de 0.02%, 0.05%, 0.1% y 0.15% (p/p) que se expusieron a la luz 
del ambiente.  

 

Por último, se analizó la capacidad de acción de los ENC para proteger a los 

carotenoides frente a una exposición continua a la luz. Los resultados 

recolectados después de tres días nos indicaron que en todas las muestras que 

fueron sometidas a la luz ambiental hubo una degradación de carotenos, la cual 

se visualiza con el cambio de color de las soluciones (Figura 5. Cuadro inferior) en 

relación con las muestras que se mantuvieron almacenadas en un lugar oscuro 

(Figura 5. Cuadro superior). Al compararlas con el control, se puede observar que 

el estado de degradación es el mismo, lo que nos puede estar indicando que los 

ENC no encapsularon carotenos. 
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DISCUSIÓN 
 
 

La demanda de colorantes naturales como los carotenoides ha aumentado en la 

última década, no solo por su papel como aditivos alimenticios, si no por su 

contribución a disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades crónicas (cáncer) y 

trastornos de la piel, debido a que algunos de ellos son generadores de 

provitamina A (Meléndez et al., 2019). Esto sumado al hecho que en la actualidad 

estamos experimentando un incremento anual del 30% o más en la dosis de 

irradiación absorbida (Zerres, 2020). La búsqueda de nuevas fuentes naturales 

para la obtención de carotenoides se ha vuelto fundamental para la industria 

médico-farmacéutica y alimentaria (Hirko y Getu, 2022). Bixa orellana, cuyo 

componente activo más abundante es la bixina (carotenoide liposoluble), y su 

derivado hidrosoluble norbixina, es una planta comercialmente importante que se 

cultiva por su colorante natural achiote, pero que aún carece de estudios que 

mejoren la comprensión de su química y bioquímica (Kusmita et al., 2022). En 

este sentido, tomando en cuenta que un mejor análisis de B. orellana se relaciona 

con un aumento en la extracción de contenido de carotenoides, el cual puede 

verse afectado por diferentes condiciones ambientales (Sankari et al., 2019), el 

objetivo de este trabajo experimental fue primeramente optimizar el rendimiento 

de extracción de carotenoides, mediante la evaluación de un sistema de solventes 

diferentes, utilizando dos procesos metodológicos distintos: el método 

convencional Soxhlet, y el método de extracción asistida por ultrasonido (EAU). 

Las extracciones se realizaron utilizando las semillas de B. orellana previamente 

tratadas, tejido vegetal que contiene alrededor del 80% de los carotenoides 

totales (Us et al., 2022). 

 

Los resultados determinaron que el método de extracción asistida por ultrasonido 

obtuvo el mayor rendimiento de extracción (40.79%), que fue tres veces más que 

el rendimiento obtenido por la extracción Soxhlet, utilizando n-Hexano. El alto 

rendimiento de la extracción EAU es consecuencia del rompimiento de las 

paredes celulares de la biomasa, permitiendo que el solvente llegue rápidamente 

hacia el material de la matriz, lo que hace que los carotenoides se depositen con 
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facilidad al medio de extracción (Wang y Weller, 2006). Asimismo, la variación en 

el rendimiento de las extracciones utilizando diferentes disolventes se debe 

también a sus diferentes polaridades (Tow et al., 2011). Por otro lado, se pudo 

observar que la extracción Soxhlet que utilizó como solvente EtOH también 

obtuvo un rendimiento alto (39.56%), lo que nos indica que en términos generales 

el etanol es el solvente ideal para la extracción de carotenoides. Esto se 

correlaciona con la bibliografía consultada (de Andrade Lima et al., 2019; Umair et 

al., 2021; Kultys y Kurek, 2022; Gunathilake et al., 2019) donde también se 

demostró que el etanol mostró el rendimiento máximo de carotenoides en 

comparación a otros solventes. Además, de que la utilización de este solvente 

orgánico también presenta otras ventajas, como el hecho de que sea 

relativamente barato, reutilizable y presente una baja toxicidad (Gunathilake et al., 

2019). 

 

Para identificar los tipos de carotenoides obtenidos de las extracciones realizadas, 

se llevó a cabo una cromatografía de capa fina (TLC), donde se obtuvo una banda 

gruesa en la parte superior de la placa, con un factor de retención (Rf) de 0,98. De 

acuerdo con Saini et al. (2018) valores mayores de 0,8 indican presencia de 

isómeros de β-caroteno en la muestra. El β-caroteno es un carotenoide 

liposoluble (insoluble en agua), con un alto contenido de olefinas y precursor de la 

vitamina A (Wang et al., 2021). Sin embargo, después de observar el 

comportamiento de las moléculas con el agua y el aceite, se pudo examinar que 

los carotenoides obtenidos presentaban una mayor asociación con el agua, lo que 

contradice la descripción de los β-carotenos. Esto nos permite especular dos 

cosas, primero que posiblemente la mayoría de los carotenoides presentes en la 

muestra son de tipo hidrosoluble (norbixina), en relación con los carotenoides 

liposolubles (bixina). Saini et al. (2018) menciona que, dependiendo de la 

polaridad del disolvente utilizado en el proceso de extracción, se obtendrán en 

mayor proporción distintos tipos de carotenoides; para obtener carotenoides no 

polares, los disolventes a utilizar serán el hexano, el éter de petróleo y el 

tetrahidrofurano, y para carotenoides polares, por otro lado, la acetona, el etanol o 

el acetato de etilo. Segundo, pudo ocurrir un error en la metodología de TLC 

seguida, en relación con una alta compatibilidad con la fase móvil. Es decir, la 

distancia de migración de los componentes de la muestra y las soluciones 
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utilizadas en la fase móvil son muy similares, esto implica que el componente es 

muy polar como para que la fase móvil pueda retenerlo adecuadamente (Snyder 

et al., 2011; Stahl, 2013; Swartz y Krull, 2018). Esto nos indica que, posiblemente 

la metodología descrita por Melka et al. (2017) no es la mejor para la identificación 

y cuantificación de carotenoides. Adicionalmente, para una caracterización 

completa de los carotenoides obtenidos, para próximos trabajos de 

experimentación, es importante realizar más técnicas espectroscópicas, como una 

cromatografía de capa fina de alto rendimiento (HPLC), espectroscopia UV-Vis, 

espectrometría de masas, resonancia magnética nuclear, dicroísmo circular y 

espectroscopia Raman (Minyuk y Solovchenko, 2018; Xu et al., 2019; Agócs et 

al., 2022; Papapostolou et al., 2023). 

 

La particular estructura y química de superficie de la nanocelulosa ha permitido 

que funcionen como estabilizadores para varios tipos de emulsiones y sistemas 

heterogéneos de polímeros a base de agua (Kedzoir et al., 2021). Sumado a que 

los carotenoides son compuestos muy sensibles a la oxidación, isomerización u 

otros procesos térmicos (Umair et al., 2021), la siguiente parte del trabajo de 

experimentación fue evaluar la estabilidad coloidal que proporciona el uso de los 

cristales de nanocelulosa endospérmica (ENC) en emulsiones con carotenoides 

de distintas polaridades. Estas nanoestructuras contienen nanofibrillas de un 

ancho promedio de 3.5 nm, con un grado de sulfatación de 130 μM –SO 3− g −1, el 

cual es relativamente bajo en comparación con otros nanosistemas. No obstante, 

es suficiente para mantener la repulsión electrostática y promover la estabilidad 

coloidal (Carvajal et al., 2022). Los resultados demostraron que, en el caso de los 

carotenoides liposolubles, una concentración del 0.05% (p/p) de ENC fue 

suficiente para mantener una emulsión estable. Este resultado nos indica que los 

ENC son muy buenos estabilizadores en comparación a otras nanoestructuras 

reportadas, como en el trabajo de Fitri et al. (2022), donde la mayor estabilización 

de las emulsiones ocurrió cuando se aplicó 0.20% p/p de NCC o NFC. A 

concentraciones mayores, por lo tanto, se espera que la estabilidad de las 

emulsiones mejore aún más. Esto significa que la estructura en nanofibrillas 

entrelazadas largas actúo como un puente entre las gotas de aceite, evitando así 

la separación de las gotas de aceite durante el periodo de almacenamiento 

(Varanasi et al., 2013). Mientras que, en el caso de los carotenoides 
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hidrosolubles, las concentraciones de 0.02% a 0.15% de ENC mantuvieron a 

simple vista una buena estabilización en las emulsiones, de manera que todos los 

componentes de la emulsión se homogenizaron aparentemente.  

 

Para verificar si en realidad ocurrió la encapsulación de los carotenoides 

hidrosolubles, se llevó a cabo la exposición de las soluciones a distintas 

condiciones de luz, para determinar la cinética de degradación de los 

carotenoides y definir la vida útil del producto encapsulado. De acuerdo con la 

literatura (Casanova y Santos, 2016; Figueroa et al., 2021; Marcillo, 2022), los 

agentes encapsulantes si ofrecen cierto tipo de protección al caroteno contra la 

luz, siendo los carotenoides encapsulados más estables que los carotenoides 

libres cuando fueron expuestos a la luz. Esto es importante porque la 

encapsulación de carotenoides solubles como la norbixina, mejoraría sus 

propiedades antioxidantes, implicados en la desactivación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) que causan daños en el ADN (Kovary et al., 2001; Tupuna et 

al., 2018; Baswan et al., 2021), al reducir su susceptibilidad a la degradación 

cuando se exponen a factores adversos como altas temperaturas, oxígeno, luz o 

pH bajo (Dos Santos et al., 2018; Horuz y Belibağlı, 2018). No obstante, los 

resultados no mostraron cambios significativos con el control (el cual no contenía 

ENC), lo que nos indica que posiblemente los cristales de nanocelulosa no están 

encapsulando a los carotenoides. En consecuencia, para próximos trabajos, se 

plantea que se aumente la concentración de ENC en las emulsiones y se vuelva a 

evaluar su estabilidad a la luz, parámetro importante para su posterior aplicación 

en matrices de productos alimenticios, farmacéuticos o cosméticos. Además, 

también se sugiere realizar otros estudios, como la evaluación del potencial zeta 

(ζ) de las emulsiones, que proporciona una mejor información sobre la estabilidad 

a las emulsiones (Morais et al., 2022). 
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CONCLUSIONES 
 

 

• El método de extracción asistida por ultrasonido (EAU) presenta un mayor 

rendimiento de extracción (40.79%) en comparación con la metodología 

convencional por extracción Soxhlet, debido a que las ondas de ultrasonido 

de alta frecuencia que emiten permiten que el solvente llegue fácilmente 

hacia el material de la matriz, convirtiéndolo en la técnica ideal para 

extracción de carotenoides, con una mayor eficiencia y tiempo de 

extracción reducido. 

 

• Los resultados del trabajo de experimentación también confirmaron que el 

etanol es el solvente ideal para la extracción de carotenoides, al obtener un 

rendimiento máximo de carotenoides alto en comparación a otros 

solventes. Además, de que la utilización de este solvente orgánico permite 

minimizar costos en la extracción y presenta una baja toxicidad. 

 

• La mayoría de los carotenoides obtenidos siguiendo la metodología 

propuesta en este estudio fueron de tipo hidrosoluble (norbixina), en 

relación con los carotenoides liposolubles (bixina), esto se verificó por la 

afinidad al agua que tenían las muestras, por lo tanto, para próximos 

estudios se deberá tener en cuenta la polaridad del disolvente si se quiere 

obtener un tipo de carotenoides específico. 

 

• Una concentración del 0.05% (p/p) de ENC fue suficiente para mantener 

emulsiones coloidales estables con los carotenoides liposolubles. Lo que 

nos indica que los ENC son muy buenos estabilizadores en comparación a 

otras nanoestructuras reportadas en bibliografía. No obstante, los 

resultados no fueron tan favorables en las emulsiones que se formaron con 

los carotenoides hidrosolubles, donde los cristales de nanocelulosa no 

beneficiaron su estabilidad al ser expuestas a la luz. 
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• Aún es necesario realizar más pruebas con relación a optimizar la 

concentración de ENC en las emulsiones, las cuales permitan evitar la 

degradación de carotenoides cuando se exponen a factores externos como 

altas temperaturas, oxígeno, luz o pH bajo, parámetros importantes para su 

posterior aplicación en matrices de productos de la industria alimenticia, 

farmacéutica o cosmética.  
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RECOMENDACIONES 
 
 

• Aunque el trabajo de experimentación permitió determinar que el etanol es 

el solvente ideal para la extracción de carotenoides por su alto rendimiento 

de carotenoides en comparación a otros solventes, se podría realizar más 

estudios que impliquen utilizar el solvente a diferentes concentraciones, y 

de esta manera seguir optimizando la metodología. 

 

• Para obtener una caracterización completa de los carotenoides, para 

próximos trabajos de experimentación, es importante realizar más técnicas 

espectroscópicas, como una cromatografía de capa fina de alto 

rendimiento (HPLC), espectroscopia UV-Vis, espectrometría de masas, 

resonancia magnética nuclear, dicroísmo circular y espectroscopia Raman. 

 

• Para optimizar la concentración de ENC y mejorar la estabilización de las 

emulsiones coloidales, se plantea que se aumente la concentración de 

ENC (> 0.15% p/p) y se vuelva a evaluar su estabilidad a la luz. Además, 

también se sugiere realizar otros estudios metodológicos, como la 

evaluación del potencial ζ de las emulsiones. 
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