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I. Resumen 
 

El tomate es una de las hortalizas más consumidas en todo el mundo y tanto su 

demanda como su producción han aumentado progresivamente en los últimos 20 

años. Europa se encuentra entre los principales productores mundiales, siendo 

España uno de los diez países con mayor producción de tomates tanto para la 

industria, como para el consumo en fresco. 

Además de sus propiedades sensoriales y de su versatilidad culinaria, que lo 

convierten en un alimento apto para consumo en crudo, así como en diferentes 

preparaciones, el tomate es considerado una fuente importante de compuestos 

bioactivos, entre los que destacan los carotenoides. 

Los carotenoides son una familia de compuestos de más de 600 pigmentos vegetales 

liposolubles que se encuentran tanto en organismos fotosintéticos, como no 

fotosintéticos y son responsables de las coloraciones amarillas, anaranjadas y rojas 

que se observan en la naturaleza.  

El licopeno es uno de los carotenoides más abundantes del tomate, el cual es 

responsable de su coloración roja. En los alimentos crudos, el licopeno se encuentra 

principalmente en la configuración trans, mientras que en el plasma y en los tejidos, la 

configuración predominante es la cis. 

El estudio de los carotenoides con relación a la salud, y muy especialmente del 

licopeno, ha cobrado mucha relevancia en los últimos años, ya que se ha visto que su 

consumo regular se relaciona con un menor riesgo de desarrollar enfermedades 

crónico-degenerativas, tales como las enfermedades neurodegenerativas, distintas 

formas de cáncer, así como de enfermedades cardiovasculares. Entre las 

enfermedades cardiovasculares, la aterosclerosis es una de las responsables de más 

muertes y comorbilidades en todo el mundo y tanto en su inicio como en su 

progresión, se encuentran implicados múltiples procesos inmunoinflamatorios.  

La determinación de los efectos de los carotenoides del tomate sobre las moléculas 

inflamatorias y quimiotácticas implicadas en el desarrollo y la progresión de la 

aterosclerosis, así como el esclarecimiento del papel biológico que cumplen los 

distintos isómeros del licopeno en la modulación de estas moléculas es de suma 

importancia para la implementación de estrategias dietéticas y nutricionales que 

contribuyan con la prevención del desarrollo de estas enfermedades. 

 

 

 



 



I. Summary 

 

The tomato is one of the most consumed vegetables worldwide, and both demand and 

production have steadily increased over the past 20 years. Europe is among the 

world's leading producers of this fruit, being Spain one of the ten countries with the 

largest crop of tomatoes for industry and for fresh consumption. 

Besides its sensory properties and its culinary versatility, making it a food suitable for 

raw consumption as well as in different preparations, tomato is considered an important 

source of nutrients, due to their high content of bioactive compounds, among which 

carotenoids are include. 

Carotenoids are a family of more than 600 soluble plant pigments found in both 

photosynthetic and non-photosynthetic organisms and are responsible for the yellow, 

orange, and red colorations observed in nature. 

Lycopene is one of the most abundant carotenoid in tomatoes, which is responsible for 

its red coloration. On raw foods, lycopene is found mainly in the trans configuration, 

whereas in plasma and tissues, the predominant configuration is the cis. 

The study of carotenoids in relation to health, and particularly of lycopene, has become 

increasingly important in recent years as it has seen that its regular consumption is 

associated with a lower risk of developing chronic degenerative diseases, such as 

neurodegenerative diseases, various types of cancer, and also cardiovascular 

diseases. Among cardiovascular diseases, atherosclerosis is one of those that cause 

more deaths and morbidities worldwide, and both its beginning and its progression, are 

involved multiple immune-inflammatory processes. 

Determining the effects of tomato carotenoids on inflammatory and chemotactic 

molecules involved in the development and progression of atherosclerosis, as well as 

the elucidation of the biological role played by the various isomers of lycopene in the 

modulation of these molecules is of utmost importance for the implementation of 

dietary and nutritional strategies that contribute to the prevention of the development of 

these diseases. 
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II. Hipótesis y objetivos 

 
 

Hipótesis 

 

El consumo habitual de tomate, un alimento rico en carotenoides, principalmente 

licopeno, mejora los parámetros de riesgo cardiovascular al disminuir el estado de 

inflamación generalizada y al actuar como inmunomodulador, previniendo el desarrollo de 

aterosclerosis en individuos de una población de edad avanzada, sin enfermedad 

cardiovascular diagnosticada, pero con alto riesgo de desarrollarla. 

 

 

Objetivos  

 

Objetivo General 

 

El objetivo general de esta tesis doctoral es determinar la asociación existente entre el 

consumo habitual de zumo de tomate, las concentraciones plasmáticas de carotenoides y 

las concentraciones de moléculas inflamatorias, así como de moléculas de adhesión 

celular como marcadores de riesgo cardiovascular. 

 

Objetivos Específicos 

 

Para poder alcanzar dicho objetivo inicial se plantearon los siguientes objetivos 

específicos: 

 

1. Desarrollar un método analítico sensible y específico que permita la identificación 

y cuantificación de carotenoides del tomate, así como sus principales isómeros en 

plasma humano.  

 

2. Estudiar la relación dosis-respuesta entre los niveles de carotenoides, en especial 

de licopeno y sus isómeros, tras la ingesta crónica de zumo de tomate durante 4 

semanas a diferentes dosis. 

 

3. Determinar la asociación existente entre los carotenoides del tomate y la 

concentración de moléculas inflamatorias, como marcadores de riesgo 
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cardiovascular, en pacientes sin enfermedad cardiovascular, pero con alto riesgo 

de desarrollarla.  
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III. Introducción 

 

1. El tomate 

 

1.1. Origen, distribución y clasificación botánica 

 

El tomate es un fruto originario de América, proveniente de la región andina que 

actualmente comprende las zonas de Chile, Bolivia, Ecuador, Colombia y Perú, donde 

crecía de forma silvestre. Se cree que su cultivo como hortaliza comestible comenzó 

en México y que fue Hernán Cortés quien lo introdujo a España entre los siglos XV y 

XVI, tras la conquista de Tenochtitlán (actual Ciudad de México). Tanto españoles 

como portugueses, durante el período de conquistas expandieron el cultivo del tomate 

a países como Italia, Francia e Inglaterra, así como a Oriente Medio, África y Filipinas, 

desde donde se extendió a otros países asiáticos. Con la colonización inglesa, se 

reintrodujo a América, llegando a los Estados Unidos y Canadá1,2. 

En Europa, el tomate fue cultivado para consumo humano posiblemente a partir del 

siglo XVII2, aunque en algunos países, como Italia, Francia y Alemania, se utilizaba 

únicamente con fines ornamentales, por ser considerado un fruto tóxico y no fue sino 

hacia finales del siglo XVIII y principios del siglo XIX que lo introdujeron a la dieta2,3. 

Teniendo en cuenta su uso y su forma de cultivo, es considerado una hortaliza, pero 

desde un punto de vista botánico, el tomate (Solanum Lycopersicum) es una fruta, 

específicamente una baya, debido a que es indehiscente, de textura pulposa y tiene 

una o más semillas que son comestibles. Pertenece a la familia de las Solanáceas, la 

cual está compuesta por más de 3000 especies1. El género Solanum es uno de los 

más destacados dentro de las Solanáceas, abarcando unas 1700 especies de gran 

interés económico, entre las que se encuentran el tomate, la berenjena, el pimiento, el 

tabaco y la patata2. Las especies del género Solanum se caracterizan por una amplia 

variedad morfológica y ecológica, pudiendo cultivarse en zonas tanto templadas como 

tropicales. Los tomates pueden tener diversas formas y tamaños, como ser redondos, 

asurcados, oblongos o de tipo cherry (cóctel), y pueden pesar entre 5 y 500 g. 

 

1.2. Importancia económica 

 

El tomate es uno de los frutos más consumidos en todo el mundo. Tanto su demanda, 

como su producción y comercio aumentan cada año, alcanzando en el año 2014 una 
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producción de casi 164 millones de toneladas (Mt), convirtiéndolo en el séptimo cultivo 

más importante a nivel mundial4. 

En los últimos 20 años, tanto la producción como las áreas dedicadas al cultivo del 

tomate han aumentado (Figura 1) y Asia se ha convertido en el principal continente 

productor de este fruto, con un 51,6% de la producción mundial, superando a América 

(18,9%) y Europa (17,1%) (Figura 2), que hasta aquel momento eran los continentes 

que lideraban la producción del mismo. 

 

 

Figura 1. Promedio mundial de cultivo de tomate desde el año 1994 hasta el 2014.  

 

                              

 

Figura 2. Producción mundial de tomate.  
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De acuerdo con datos de la División de Estadística de la Organización de las Naciones 

Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAOSTAT), en el 2013 los países con 

mayor producción de tomate fueron China (50,5 Mt), seguido de India (18,2 Mt), 

EE.UU. (12,5 Mt), Turquía (11,8 Mt) y Egipto (8,5 Mt) (Figura 3).  

  

 

Figura 3. Mayores países productores de tomate en el año 2013.  

 

España se encuentra en la novena posición a nivel mundial con una producción de 3,7 

Mt.4, destacando Extremadura como principal comunidad autónoma productora de 

tomates destinados a la industria y Andalucía, en la producción de tomates para 

consumo en fresco5. 

 

1.3. Productos derivados del tomate 

 

El tomate es un fruto muy apreciado por sus cualidades sensoriales, así como por su 

versatilidad culinaria, pudiendo consumirse tanto crudo como cocinado en diferentes 

preparaciones. Más del 80% de los tomates cultivados se consumen en forma de 

productos procesados, como tomate enlatado entero pelado o en dados, concentrado 

líquido de tomate, concentrado seco, salsas, purés, pastas, sopas y zumos6. 

 

 

 

 



Introducción 

14 
 

1.4. Composición y valor nutricional 

 

La composición físico-química y nutricional del tomate puede verse afectada por 

diversos motivos, tales como la variedad, las técnicas de cultivo, el grado de madurez 

del fruto, el grado de exposición a la luz, la temperatura, la disponibilidad de agua, 

entre otros7. La piel y las semillas constituyen  el 1% del fruto y entre la materia seca, 

cabe destacar los azúcares (25% de fructosa y 22% de glucosa), los ácidos orgánicos 

(principalmente los ácidos málico y cítrico), los elementos minerales y los sólidos 

insolubles (la celulosa, la hemicelulosa y la pectina)8. Teniendo en cuenta su 

composición en macronutrientes, podría decirse que el tomate es un fruto de bajo valor 

nutricional; sin embargo es considerado una fuente de nutrientes importante para la 

salud humana, debido a su alto contenido en compuestos bioactivos. 

 

1.4.1. En macronutrientes 

 

El tomate está compuesto principalmente por agua (aproximadamente 94% en el 

tomate fresco y casi 96% en el zumo de tomate) y entre los macronutrientes, el 

mayoritario corresponde a los hidratos de carbono (3,5% en el tomate fresco y 3% en 

el zumo de tomate), seguido de las proteínas (aproximadamente 1% tanto en el tomate 

fresco como en el zumo) y por último los lípidos (0,1% en el tomate fresco y la mitad 

en zumo de tomate)4.  

 

1.4.2. En micronutrientes 

 

Entre las vitaminas, cabe destacar la vitamina C, con un contenido medio de entre 15 y 

19 mg/100 g de producto, seguida de la vitamina E, con un contenido aproximado de 1 

mg/100 g. En lo que respecta a los minerales, el potasio es el elemento predominante, 

con un contenido medio de 236 mg/100 g, tanto en el tomate fresco como en el zumo 

de tomate4. En la Tabla 1 se muestra la composición nutricional del tomate, así como 

del zumo de tomate por cada 100 g de producto. 
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Tabla 1. Composición nutricional del tomate y del zumo de tomate por cada 100 g4 

 

    Por 100 g 

  Tomate  Zumo de tomate 

Macronutrientes 

Energía (Kcal) 19 16 

Hidratos de Carbono (g) 3,5 3,0 

Proteínas (g) 0,9 0,8 

Lípidos totales (g) 0,1 0,05 

        AG Saturados (g) Tr Tr 

        AG Monoinsaturados (g) Tr Tr 

        AG Poliinsaturados (g) 0,1 0,02 

Fibra alimentaria (g) 1,1 0,6 

Agua (g) 93,9 95,6 

Micronutrientes 

Vitaminas 

Vitamina C (mg) 19 15 

Vitamina E: Equivalentes de alfa tocoferol (mg) 0,9 1,0 

Vitamina A: Equivalentes de retinol (µg) 82 90 

Tiamina (mg) 0,06 0,05 

Riboflavina (mg) 0,04 0,02 

Equivalentes niacina totales (mg) 0,8 0,8 

Vitamina B6 (mg) 0,1 0,1 

Folato total (µg) 29 13 

Minerales 

Potasio (mg) 236 236 

Fósforo (mg) 22 16 

Sodio (mg) 18 4,8 

Magnesio (mg) 10 9,5 

Hierro (mg) 0,5 0,6 

Calcio (mg) 11 15 

Zinc (mg) 0,2 0,1 

Yodo (µg) 2,2 2,0 

Selenio (µg) 0,9 0,6 

Tr: Trazas; AG: Ácidos grasos     
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2. Compuestos bioactivos del tomate 

 

Los compuestos bioactivos son sustancias presentes en los alimentos a una 

concentración muy baja pero que, no obstante, presentan una actividad biológica en el 

organismo que contribuye con la preservación de la salud. 

De acuerdo con su estructura química, estos compuestos pueden clasificarse en 

vitaminas, minerales, fibra dietética y fitoquímicos, que a su vez engloban a los 

compuestos fenólicos, los alcaloides, los compuestos nitrogenados, los compuestos 

organosulfurados, los fitoesteroles y los carotenoides9. 

Los compuestos bioactivos no pueden ser sintetizados por el cuerpo, por lo que deben 

ser ingeridos a través de la dieta. En los últimos años se han publicado numerosos 

estudios epidemiológicos que relacionan el consumo de estos compuestos con una 

disminución del riesgo de padecer diferentes enfermedades crónico-degenerativas, 

tales como el cáncer, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades 

cardiovasculares (ECV), entre otras9–14. Entre estos compuestos, los carotenoides son 

uno de los más estudiados y se estima que más del 30% del total de los carotenoides 

de la dieta son aportados por el tomate y los productos derivados del tomate15,16. 

 

2.1. Carotenoides. Descripción, estructura química y clasificación 

 

Los carotenoides son una familia de compuestos de más de 600 pigmentos vegetales 

liposolubles que se encuentran tanto en tejidos fotosintéticos, como no fotosintéticos 

(animales, bacterias y hongos) y son responsables de las coloraciones amarillas, 

anaranjadas y rojas que se observan en la naturaleza. Como se ha mencionado 

anteriormente, los mamíferos no son capaces de sintetizarlos, por lo que 

necesariamente deben incorporarlos a través de la dieta. 

Químicamente, la mayoría de los carotenoides son tetraterpenoides compuestos por 

40 átomos de carbono, derivados de la unión de 8 unidades de isoprenoides, unidas 

de forma que en el centro de la molécula la secuencia se invierte; es decir, la unión de 

las unidades isoprenoides es de forma “cabeza-cola”, excepto en el centro de la 

molécula, donde la unión es “cabeza-cabeza”. 

Los carotenoides pueden presentar una estructura acíclica, como el licopeno, o poseer 

estructuras cíclicas de cinco o seis carbonos en uno o ambos extremos de la molécula, 

como el caso del β-caroteno17. 

Dado el gran número de dobles enlaces de la cadena polienoica central, los 

carotenoides pueden existir en diversas conformaciones cis/trans (Z/E), aunque la más 

estable y por lo tanto, presente en la naturaleza es la all-trans (all-E)18. Las reacciones 
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químicas, la exposición a la luz o al calor, también pueden ocasionar isomerización de 

los carotenoides, pasando de una configuración trans a una mono o poli-cis. Los 

isómeros del licopeno que han sido identificados son: all-trans, 5-cis, 9-cis, 13-cis y 15-

cis19. Tanto en humanos como en animales, la configuración cis parece ser la más 

biodisponible20–23.  

Considerando los elementos químicos presentes en sus moléculas, los carotenoides 

pueden dividirse en dos grandes grupos:  

- Carotenos: que son propiamente hidrocarburos (compuestos únicamente por 

hidrógeno y carbono), y  

- Xantófilas: derivados de los carotenos que contienen, además, átomos de 

oxígeno en su molécula. Éstos pueden estar presente en forma de grupo 

hidroxilo, metoxilo, epóxido, carbonilo o carboxilo, principalmente. Otros grupos 

oxigenados presentes en los carotenoides pueden ser acetatos, lactonas y 

sulfatos17. 

En el tomate, las xantófilas predominantes son las que contienen oxígeno en la forma 

de grupos hidroxilo, como la luteína, la β-criptoxantina o la zeaxantina. 

La configuración química que adopten los carotenoides será la responsable de su 

reactividad química, así como de las propiedades de absorción de la luz, y por tanto de 

su color. 

Otra forma de clasificar a los carotenoides es por su capacidad para ser convertidos  

en vitamina A (retinol) en el organismo; así encontramos a los carotenoides pro 

vitamínicos y no pro vitamínicos. El número de carotenoides precursores de vitamina A 

oscila entre 50 y 60, destacando los carotenos (α, β y ɣ-caroteno) y algunas xantófilas 

(β-criptoxantina)24
. 

En la Figura 4 se representa la estructura de los carotenoides más habituales del 

tomate y de mayor importancia biológica.  
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Figura 4. Principales carotenoides del tomate.  

 

2.2. Función y actividad biológica de los carotenoides 

 

Los carotenoides no sólo son responsables del color de muchas flores y frutos, 

favoreciendo la polinización y dispersión de semillas, sino que desempeñan funciones 

esenciales en la fotosíntesis y la fotoprotección en las plantas. El papel de 



  Introducción   

19 
 

fotoprotección de los carotenoides en las plantas se debe a su capacidad para 

inactivar las especies reactivas de oxígeno (ROS), especialmente el oxígeno singlete, 

que se forma a partir de la exposición de la luz y la radiación. Los carotenoides pueden 

reaccionar con los radicales libres y convertirse en radicales a sí mismos. Como se ha 

expuesto, su reactividad química se ve influenciada principalmente por la longitud de la 

cadena de dobles enlaces conjugados y las características de los grupos funcionales 

finales.  

Debido a su naturaleza hidrofóbica, los carotenoides normalmente se encuentran en 

ambientes lipófilos, como las membranas, aunque los carotenoides más polares, como 

las xantófilas que contienen oxígeno en su estructura, pueden encontrarse también en 

medios acuosos, al estar unidos a proteínas o tras haber sufrido procesos de 

glicosilación o metilación25,26.  

La presencia de carotenoides en las membranas celulares afecta algunas de sus 

propiedades tales como la rigidez, el grosor, la permeabilidad, la fluidez o la 

resistencia mecánica27, lo cual es fundamental para el funcionamiento de éstas.  

Aparte de las funciones descritas, a nivel fisiológico y dietético, los carotenoides son 

importantes por su actividad como pro vitamina A, nutriente esencial para la visión, así 

como para el mantenimiento de la epidermis , y además de desempeñar un importante 

rol en el crecimiento y la función reproductiva28
. La actividad como pro vitamina A 

depende de la presencia de un anillo β-ionona en la molécula. Los carotenoides que 

contienen como mínimo un anillo de β-ionona pueden convertirse en retinol en los 

animales. De esta forma, el más importante es el β-caroteno, que contiene dos de 

estos anillos. La actividad biológica del anillo de β-ionona en los carotenoides cesa por 

la introducción de un grupo hidroxilo en el mismo y así, la β-criptoxantina, por ejemplo, 

con un anillo de β-ionona sustituido por un hidroxilo y el otro intacto, tiene una menor 

actividad pro vitamínica que el β-caroteno. La zeaxantina tiene dos anillos de β-ionona 

hidroxilados, por lo que no actúa como provitamina A. 

Sin embargo, el interés que los carotenoides han suscitado en los últimos años se 

debe a una serie de estudios que demuestran su actividad antioxidante19,27,29–31. Desde 

un punto de vista nutricional, los antioxidantes son sustancias presentes en los 

alimentos que disminuyen significantemente los efectos adversos de los radicales 

libres siendo los más comunes, los derivados del oxígeno y del nitrógeno.  

En condiciones fisiológicas normales, los radicales libres son producidos en el 

organismo debido al metabolismo celular; pero una producción excesiva de éstos ha 

sido implicada en la etiopatogenia y en la progresión de varias enfermedades crónico-

degenerativas, tales como el cáncer, las enfermedades neuro-degenerativas y las 

ECV, entre otras. 
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Para contrarrestar la producción de radicales libres, nuestro organismo cuenta con un 

sistema de enzimas antioxidantes que son capaces de neutralizarlos, como por 

ejemplo la catalasa, la superóxido dismutasa o la glutatión peroxidasa32, que actúan de 

manera sinérgica junto con los antioxidantes que consumimos a través de la dieta, 

entre ellos, los carotenoides. Las propiedades antioxidantes de los carotenoides están 

asociadas principalmente a sus propiedades de captación y neutralización de radicales 

libres y su excepcional habilidad para eliminar oxígeno singlete27. 

Entre los carotenoides más representativos del tomate, destacan el licopeno, que ha 

demostrado ser un potente antioxidante tanto in vitro como en animales y 

humanos27,33–35 y el β-caroteno, cuya función más importante es la de ser un precursor 

de la vitamina A36. 

2.3. Absorción, transporte y metabolismo de los carotenoides 

 

Tras el consumo de alimentos ricos en carotenoides, la primera fase del proceso de 

digestión y absorción es la disolución de los mismos en pequeñas gotitas lipídicas, que 

ocurre principalmente en el estómago y en el duodeno, donde los carotenoides son 

liberados de la matriz alimentaria e incorporados a micelas –pequeñas moléculas 

formadas por ácidos biliares y productos de la digestión de los lípidos, tales como 

colesterol, ácidos grasos libres, mono glicéridos y fosfolípidos- en cantidades 

dependientes a diversos factores como la polaridad de los carotenoides37, el pH o la 

concentración de ácidos biliares38, así como la presencia de una mínima cantidad de 

grasas en la comida39.  

Aunque se especulaba que todos los carotenoides se introducían en los enterocitos 

mediante difusión pasiva, varios transportadores de lípidos han sido identificados en la 

absorción de carotenoides por la célula intestinal. También se ha sugerido que los 

carotenoides pueden asociarse a proteínas u otro tipo de estructuras lipídicas (como 

vesículas y liposomas) y de esta forma ser transportadas hasta el interior del 

enterocito40.  

Una vez dentro de los enterocitos, una importante cantidad de carotenoides no son 

metabolizados (puede llegar hasta un 40% de lo que se ha ingerido)41. Una parte de 

los carotenoides con actividad de pro vitamina A son convertidos a retinal, y a su vez 

el retinal puede convertirse en retinol y luego en ésteres de retinilo, o también pueden 

ser escindidos, junto con los carotenoides no provitamina A, en apocarotenoides42. 

Como se ha mencionado anteriormente, la actividad como pro vitamina A, viene dada 

por la presencia y cantidad de anillos β-ionona en la molécula del carotenoide, siendo 

en este caso el β-caroteno el más eficiente precursor de la vitamina A, seguido de la β-
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criptoxantina y el α-caroteno, con efectividades de conversión del 50 y el 30% 

respectivamente. No se han observado isomerizaciones cis-trans dentro de los 

enterocitos, por lo que se cree que las isomerizaciones que puedan darse en los 

carotenoides se producen en el lumen intestinal. El licopeno por su parte, puede sufrir 

oxidación tanto por acción de las lipooxigenasas, así como por autooxidación, 

produciendo acicloretinoides y apolicopenales43,44. Los carotenoides se incorporan a 

quilomicrones para ser liberados al sistema linfático y por medio del sistema linfático 

mesentérico llegan a la circulación sistémica para distribuirse a los órganos y tejidos 

que los utilizan o almacenan, como el hígado, el tejido adiposo, las glándulas 

adrenales y la próstata. Finalmente son eliminados por medio de las heces. 

 

2.4. Biodisponibilidad de los carotenoides 

La biodisponibilidad de los carotenoides se refiere a la cantidad de carotenoides 

ingeridos que está disponible en la circulación sistémica para su utilización en las 

funciones fisiológicas normales o para almacenamiento en el cuerpo humano45. 

Existen diversas condiciones que pueden afectarla, como los factores intrínsecos y 

extrínsecos. 

2.4.1. Factores intrínsecos 

 

a. Matriz alimentaria y técnica de procesamiento 

Con respecto a la matriz alimentaria, varios aspectos pueden influir en el contenido de 

carotenoides en un alimento, y por tanto en su posterior biodisponibilidad, como por 

ejemplo la exposición al sol, la accesibilidad al agua durante el cultivo, los diferentes 

tipos de cultivos, el grado de madurez, la variedad, entre otros46,47. En los alimentos, 

los carotenoides se encuentran almacenados en organelos celulares especializados 

llamados cloroplastos y cromoplastos, formando complejos que los ayudan en su 

papel estructural y funcional; por lo tanto la liberación de la matriz alimentaria es un 

paso clave en la biodisponibilidad de los carotenoides. En este sentido, el 

procesamiento de los alimentos puede jugar un papel importante, al romper las 

membranas celulares de la matriz y permitir la liberación de los carotenoides desde los 

organelos donde se almacenan. Numerosas investigaciones se han llevado a cabo 

para determinar la biodisponibilidad de carotenoides de los tomates tras la aplicación 

de distintas técnicas de procesamiento. Los distintos tratamientos aplicados modifican 

de manera significativa el contenido de fitoquímicos de los alimentos48; aunque los 

resultados observados han sido contradictorios, dependiendo del tratamiento aplicado, 
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así como del carotenoide estudiado45,49–52. Así también se ha visto que el almacenaje 

puede afectar el contenido de carotenoides de los alimentos, observándose pérdidas 

proporcionales al tiempo de almacenamiento53,54. 

 

b. Tipo de carotenoide y estructura química 

La biodisponibilidad de los carotenoides puede verse afectada por su propia estructura 

química38,49,55. Por ejemplo, se ha observado que la absorción de los carotenos, tales 

como el β-caroteno, es relativamente menor que la de los carotenoides oxigenados, 

como la luteína y la zeaxantina. Debido a su naturaleza más polar, los carotenoides 

oxigenados pueden ser más fácilmente incorporados a la superficie exterior de las 

micelas de lípidos en el tracto gastrointestinal y por lo tanto, llegar con más facilidad a 

las membranas de los enterocitos y, finalmente, a los quilomicrones, aumentando su 

biodisponibilidad. Asimismo, la ubicación del carotenoide dentro del alimento puede 

afectar su biodisponibilidad, debido a las barreras físicas que dificultan la liberación y 

emulsión de los mismos56. 

Otro factor que influye en la biodisponibilidad de los carotenoides es su configuración 

cis/trans. Como se ha señalado previamente, en los vegetales crudos, la configuración 

trans del β-caroteno y del licopeno es la predominante; sin embargo, en el caso del 

licopeno la forma cis es mayoritaria tanto en el plasma humano como en los tejidos, 

sugiriendo esto una isomerización en el organismo y una mejor absorción que la forma 

trans20,57,58. En el caso del β-caroteno, la forma predominante en el plasma es la trans, 

pero en los tejidos, la proporción de la forma cis es mayor.  

 

2.4.2. Factores extrínsecos 

 

a. Interacción con otros componentes de la dieta 

La co-ingestión de distintos carotenoides de la dieta puede llegar a afectar la absorción 

de los mismos por diferentes mecanismos. Los carotenoides pueden interactuar entre 

sí en cualquier momento durante la absorción, el metabolismo, y el proceso de 

transporte38,59. 

Otros factores que pueden afectar la biodisponibilidad de los carotenoides es la 

presencia de grasas y fibras en la dieta. Se ha sugerido que una mínima cantidad de 

entre 3 y 5 g de grasas en cada comida asegura la absorción de carotenoides, pero 

esto depende del tipo de grasa ingerida y de las características físico-químicas del 

carotenoide60–64. La fibra por su parte puede influir en la viscosidad de las emulsiones 

de carotenoides en el tracto gastrointestinal, así como modificar el tamaño y la 

distribución de las gotitas lipídicas de estas emulsiones; o bien, interferir con la 
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absorción al interaccionar con los carotenoides y ácidos biliares, resultando en un 

aumento de la excreción fecal de grasas y nutrientes solubles en grasa, como los 

carotenoides. 

Por otro lado, el consumo de alcohol puede aumentar la absorción de ciertos 

carotenoides como el β-caroteno, al ser una sustancia pro oxidante; sin embargo se ha 

visto que disminuye la bioconversión del mismo en vitamina A60.  

Algunos otros condicionantes de la biodisponibilidad de los carotenoides son el estado 

nutricional de las personas65,66, la dieta67,68, así también como la edad69.  

 

b. Factores relacionados con el sistema digestivo 

Entre las condiciones que pueden influir en la absorción y biodisponibilidad de los 

carotenoides, la posible existencia de variantes genéticas que codifican las proteínas 

de transporte de estos nutrientes, desempeña un rol fundamental. Las variaciones 

genéticas que conducen a modificaciones en la región promotora del gen o dentro de 

la secuencia de aminoácidos de la proteína pueden afectar a su expresión y/o 

actividad, y por lo tanto, su capacidad para absorber y transportar a sus ligandos, lo 

cual podría explicar la amplia variabilidad interindividual en la asimilación de 

carotenoides70–73.  

Como ya se ha explicado, los carotenoides necesitan ser emulsionados para poder ser 

transportados en forma de micelas hasta el borde del cepillo de los enterocitos, por lo 

que el contenido de ácidos biliares y el pH del intestino también juegan un papel 

importante en la absorción y posterior biodisponibilidad de los carotenoides38.  

 

2.5. Extracción y análisis de carotenoides 

 

La identificación y cuantificación de carotenoides en alimentos y muestras biológicas 

es una tarea compleja debido a la alta variabilidad en sus estructuras químicas, la 

inestabilidad de estos compuestos, la falta de estándares disponibles en el mercado, 

las concentraciones generalmente bajas encontradas en las muestras biológicas, tales 

como el plasma y los tejidos humanos, y la presencia de compuestos potencialmente 

interferentes en las muestras. Para una mejor comprensión sobre las técnicas 

empleadas para la extracción y el análisis de los carotenoides, éstas se presentan a 

continuación agrupadas de acuerdo al tipo de muestra. 
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2.5.1. En alimentos 

 

Para la extracción de carotenoides de matrices alimentarias, no existe una única 

técnica o método, debido a que su distribución en los distintos alimentos o partes de 

un mismo alimento varía considerablemente. Lo más común es la utilización de la 

técnica de extracción líquido-líquido y el uso de distintos solventes como acetona, 

etanol, tetrahidrofurano, hexano, tolueno, éter de dietilo, metanol, acetato de etilo, 

diclorometano, éter de petróleo, cloroformo y butanol, solos o aplicados en mezclas 

como por ejemplo, acetona/etanol74,75, acetona/hexano76, acetona/éter de petróleo77, 

hexano/dietiléter78,79, hexano/etanol/acetona80, hexano/etanol/ acetona/tolueno81, 

metanol/hexano/diclorometano82, hexano/etil acetato83, y metanol/THF84. Sin embargo, 

etanol/hexano (4:3) ha sido una de las combinaciones más comunes para las 

muestras de alimentos55,85–88. 

Otras técnicas descritas en la literatura son la extracción de fluidos supercrítica89, 

extracción de líquido presurizado90, extracción acelerada de solventes91, extracción 

con agua caliente presurizada92, extracción asistida por ultrasonido93, extracción 

asistida por microondas94, y extracción en fase sólida95.  

 

2.5.2. En muestras biológicas 

 

Para la extracción de carotenoides, específicamente del plasma, el disolvente más 

comúnmente empleado es el n-hexano96, o bien una mezcla de n-hexano y otros 

disolventes, como por ejemplo, hexano/éter97, hexano/etanol/acetona/tolueno98, 

hexano/diclorometano99, hexano/cloroformo100, mezclas de hexanoacetato de etilo101, o 

también heptano102 o tetrahidrofurano95. Para evitar la oxidación de los carotenoides, 

es necesaria la adición de un antioxidante durante el proceso de extracción. El  más 

utilizado es el butilhidroxitolueno (BHT), aunque también suelen usarse el pirogalol, el 

butilhidroxianisol, el ácido ascórbico y la butilhidroquinona. Para la precipitación de las 

proteínas del plasma por lo general se utiliza etanol, ya que las mismas pueden causar 

obstrucciones dentro de las columnas e interferir con la separación cromatográfica. 

Para la identificación y cuantificación de carotenoides en las distintas matrices, varios 

métodos han sido utilizados, incluidos los métodos espectrofotométricos103, la 

electroforesis capilar104, la resonancia magnética nuclear105, la espectroscopía de 

infrarrojos106, y las técnicas cromatográficas tales como la cromatografía de fluidos 

supercríticos107, la cromatografía de gases108, la cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC)109 y, más recientemente, la cromatografía líquida de ultra alta 

resolución110. 
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La cromatografía líquida de alta resolución permite el acoplamiento con diferentes 

detectores, como el ultravioleta (UV)111, la fluorescencia112, índice de refracción113, y 

espectrometría de masas114. Actualmente, la mejor herramienta de análisis para 

cuantificar y caracterizar los compuestos carotenoides es la cromatografía líquida de 

alta resolución combinada con detección ultravioleta. 

Las columnas monoméricas de fase estacionaria octil (C8) y octadecil (C18) son las 

más utilizadas para la cromatografía de fase inversa, siendo especialmente buenas 

para la separación de analitos de cadena corta y bajo peso molecular. Sin embargo, 

tienen el inconveniente de presentar una pobre resolución de los isómeros 

geométricos cis-trans. No obstante, las columnas C30 con cadenas alquilo más largas, 

proporcionan una mejor forma y selectividad para los analitos de cadena larga, por lo 

que han demostrado una mejora significativa, y con frecuencia superior, en la 

separación y la selectividad que las columnas C8 y la C18, demostrando ser una mejor 

opción para la separación y resolución de los isómeros geométricos de los carotenos 

menos polares, principalmente el licopeno y el β-caroteno115. 

 

2.6. Carotenoides y enfermedad cardiovascular 

 

En las últimas décadas, diversos estudios epidemiológicos, tanto observacionales, 

como de casos y controles, así como ensayos clínicos han sugerido que los niveles 

plasmáticos elevados de carotenoides se relacionan con un menor riesgo de 

desarrollar ECV116–118. Todos estos estudios poseen una elevada evidencia científica 

debido a la metodología empleada, el número de voluntarios incluidos, el tiempo de 

seguimiento de los mismos y la similitud de los resultados en distintas poblaciones 

como por ejemplo, en europeos, americanos o en asiáticos. En la Tabla 2 se presenta 

un resumen de diversos estudios en los que se ha demostrado los efectos 

beneficiosos de los carotenoides sobre parámetros de riesgo cardiovascular. 
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Tabla 2. Estudios de los efectos beneficiosos de los carotenoides sobre la salud 

cardiovascular. 

 

Autor 
Tipo de 

estudio 

Características del 

estudio 
Voluntarios 

Carotenoide 

estudiado 
Resultados obtenidos 

Zou et al., 

2016119 

Ensayo clínico 

randomizado 

Determinar 

asociación entre los 

niveles plasmáticos 

tras una 

suplementación con 

luteína (20 mg), 

luteína (20 mg) + 

licopeno (20 mg) o 

placebo y el grosor 

de la íntima media de 

la carótida en una 

población china 

144 voluntarios 

�62�82 

45-68 años 

Luteína y 

licopeno 

Disminución del grosor de 

íntima media de la carótida en 

ambos grupos 

suplementados, pero con una 

mejor respuesta en el grupo 

suplementado con la 

combinación de luteína y 

licopeno 

Karppi et 

al., 

2013120 

Observación de 

una cohorte del 

The Kuopio 

Ischaemic 

Heart Disease 

Risk Factor 

Study (KIHD) 

Determinar 

asociación entre los 

niveles plasmáticos 

de carotenoides y la 

progresión del grosor 

de la íntima de la 

carótida en hombres 

finlandeses 

840 voluntarios 

�de 46-65 años 

Licopeno, α-

caroteno, β-

caroteno 

Disminución del grosor de 

íntima media de la carótida en 

individuos que se encontraban 

en los tertiles más elevados 

de carotenoides plasmáticos 

Xu et al., 

2012121 

Casos y 

controles de 

una cohorte 

proveniente de 

The Beijing 

Atherosclerosis 

Study 

Determinar 

asociación entre los 

niveles  plasmáticos 

de carotenoides y la 

expresión de 

moléculas de 

inflamación y de 

adhesión 

(Apolipoproteína E, 

MCP-1, IL-6, 

endotelina 1, IFN-ɣ, 

VCAM-1) 

40 voluntarios 

con 

aterosclerosis 

subclínica y 40 

controles de  

�30  �50 

55-60 años  

 

Luteína, 

zeaxantina,  

β-caroteno y 

licopeno 

Correlación inversa entre la 

luteína y la IL-6; asociación 

inversa entre zeaxantina, 

licopeno y VCAM-1 

Riccioni et 

al., 

2011122 

Casos y 

controles  de 

una cohorte 

proveniente de 

The 

Manfredonia 

Study 

Comparar los niveles 

de licopeno 

plasmático entre 

individuos con y sin 

evidencia ultrasónica 

de aterosclerosis 

subclínica 

58 voluntarios 

con 

aterosclerosis 

asintomática 

�34 �24  

 62 voluntarios 

sanos 

41-62 años 

Licopeno 

Bajos niveles plasmáticos de 

licopeno en pacientes con 

aterosclerosis asintomática, 

así como niveles plasmáticos 

elevados de LDL-colesterol, 

colesterol total y triglicéridos 
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Zou et al., 

2011123 

Casos y 

controles de 

una cohorte 

proveniente de 

The Beijing 

Atherosclerosis 

Study 

Determinar 

asociación entre los 

niveles plasmáticos 

de carotenoides, el 

grosor de la íntima de 

la carótida y la rigidez 

de la carótida 

125 voluntarios 

con 

aterosclerosis 

subclínica y 107 

voluntarios sanos 

45-68 años 

Luteína, 

zeaxantina y 

β-caroteno 

Asociación inversa entre la 

luteína y el grosor de la íntima 

de la carótida;  asociación 

inversa entre zeaxantina y β-

caroteno y la rigidez de la 

carótida 

Koh et al., 

2011124 

Casos y 

controles 

anidados  de 

una cohorte 

proveniente de 

The Singapore 

Chinese Health 

Study 

Determinar la 

asociación entre 

niveles plasmáticos 

de carotenoides, 

vitaminas A y E y la 

incidencia de infarto 

agudo de miocardio 

(IAM) en una 

población china 

280 voluntarios 

que han sufrido 

un IAM  

�188 �92  

y 560 voluntarios 

sanos (2 por 

cada caso) 

45-74 años 

α-caroteno, 

β-caroteno, 

β-

criptoxantina, 

luteína, 

zeaxantina, 

licopeno 

Asociación inversa entre 

niveles plasmáticos de β-

criptoxantina y luteína y riesgo 

de IAM 

Riccioni et 

al., 

2010125 

Casos y 

controles 

Determinar 

asociación entre 

niveles de 

antioxidantes 

plasmáticos, 

inflamación sistémica 

y grosor de la íntima 

de la carótida en 

pacientes con 

enfermedad renal 

40 voluntarios 
Licopeno y β-

caroteno 

Asociación inversa entre 

niveles plasmáticos de 

licopeno, β-caroteno y PCR; 

asociación inversa entre 

niveles plasmáticos de 

licopeno y β-caroteno y grosor 

de la íntima de la carótida 

Sesso et 

al., 

2004118 

Casos y 

controles de 

una cohorte 

proveniente de 

The Women's 

Health Study 

Examinar la 

asociación entre los 

niveles de licopeno 

plasmático y el riesgo 

de ECV en mujeres 

norteamericanas 

sanas 

28345 voluntarias 

�de 58-66 años 
Licopeno 

Las mujeres que se 

encontraban en los 3 cuartiles 

superiores de concentración 

de licopeno plasmático 

presentaron un 50% menos 

de riesgo de padecer una 

ECV que las que se 

encontraban en el cuartil más 

bajo 

Rissanen 

et al., 

2001126 

Transversal de 

una cohorte del 

The Kuopio 

Schaemic 

Heart Disease 

Risk Factor 

Study 

Determinar 

asociación entre las 

concentraciones de 

licopeno plasmático y 

el grosor de íntima 

media de la carótida 

en hombres 

finlandeses 

725 voluntarios 

�de 46-64 años 

Licopeno y β-

caroteno 

Disminución del grosor de 

íntima media de la carótida en 

individuos que se encontraban 

en los cuartiles más elevados 

de licopeno plasmático 
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3. Las enfermedades cardiovasculares 

 

Las ECV engloban a un conjunto de patologías del corazón, enfermedades vasculares 

del cerebro y enfermedades de los vasos sanguíneos. Las mismas pueden sub 

clasificarse en:  

a) ECV debidas a arteriosclerosis:  

- Cardiopatía isquémica o enfermedad de las arterias coronarias (como 

por ejemplo, infarto de miocardio), 

- Enfermedad cerebrovascular (por ejemplo, derrame cerebral o embolia), 

y 

- Enfermedades de la aorta y las arterias (hipertensión arterial y      

enfermedad vascular periférica). 

b) Otras ECV: 

- Cardiopatía congénita 

- Cardiopatía reumática  

- Cardiomiopatías 

- Arritmias cardiacas 

 

De acuerdo con el último informe de la Organización Mundial de la Salud (OMS), las 

ECV han sido responsables del 46,2% de todas las muertes por enfermedades no 

transmisibles ocurridas durante el año 2012, lo que equivale a un total de 17,5 millones 

de muertes en todo el mundo127, de las cuales las ECV debidas a arteriosclerosis han 

sido responsables del 86% de muertes en hombres y 82% en mujeres128.  

 

3.1.   La aterosclerosis. Etiopatogenia 

 

La aterosclerosis es un proceso patológico bastante complejo en el que se desarrolla 

una placa de ateroma en las paredes de los grandes vasos sanguíneos a lo largo de 

los años, y en el cual están implicados múltiples procesos oxidativos, inflamatorios y 

de remodelación vascular129.  

En este proceso están involucrados diferentes tipos celulares, tanto de la propia pared 

vascular (células endoteliales y células musculares lisas); células sanguíneas 

(monocitos y linfocitos); así como distintas citoquinas, quimoquinas y factores de 

crecimiento. Todas las moléculas se comunican entre sí por intermedio de moléculas 

de adhesión que incluyen selectinas, integrinas e inmunoglobulinas que se expresan 

en la superficie de éstas células.  
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Existen diversos factores de riesgo que pueden promover el desarrollo de la 

aterosclerosis, entre los que se encuentran los factores no modificables, como la edad 

o ciertos condicionantes genéticos, y los factores modificables, como por ejemplo la 

hipertensión arterial, la obesidad y el sobrepeso, la diabetes mellitus, la dislipidemia, el 

estrés, el tabaquismo, la ausencia de actividad física regular o el consumo de una 

dieta inadecuada, alta en grasas saturadas, sal y un bajo consumo de frutas y 

verduras130,131. 

Actualmente, es aceptada la hipótesis de que una reacción inflamatoria crónica de los 

vasos sanguíneos en respuesta a la exposición continuada a uno o varios de estos 

factores de riesgo, junto con las lesiones comunes endoteliales representan el punto 

de partida en el desarrollo de la aterosclerosis.  

A continuación se presentan las distintas fases de la aterogénesis o formación de la 

placa de ateroma, que deriva posteriormente en el establecimiento de la 

aterosclerosis. 

 

3.1.1.   Desequilibrio en el metabolismo lipídico y respuesta inflamatoria en la pared 

vascular 

 

Dado que los lípidos son sustancias insolubles en agua, necesitan unirse a proteínas 

para ser transportados por el torrente sanguíneo, formando complejos denominados 

lipoproteínas. 

El colesterol que es ingerido a través de la dieta, viaja por el torrente sanguíneo hasta 

el hígado donde será metabolizado y empaquetado en quilomicrones. El hígado 

también produce colesterol, que se transporta en fracciones de lipoproteínas de muy 

baja densidad (VLDL) para llegar a los distintos tejidos que precisan del colesterol y 

otros sustratos grasos para su normal funcionamiento132. Estas partículas de VLDL 

llevan unida una apo proteína, llamada Apo B (B100 o B48 dependiendo de si 

proceden del hígado o del intestino respectivamente) que actúa como ligando en los 

receptores LDL de varias células133. Tras depositar su contenido graso en los distintos 

tejidos, las VLDL se vuelven más densas, denominándose lipoproteínas de densidad 

intermedia (IDL). A medida que va vaciándose de su contenido graso, estas partículas 

se vuelven aún más densas, pasando a llamarse lipoproteínas de baja densidad (LDL).  

Durante el metabolismo de las lipoproteínas, las fracciones LDL una vez vaciadas de 

su contenido, son transportadas de regreso al hígado, donde se incorporan a los 

hepatocitos, que también cuentan con receptores LDL, donde finalmente son 

degradados134. El ciclo metabólico de los lípidos se reinicia con la formación de nuevas 

lipoproteínas VLDL por el hígado. 
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Sin embargo, en estados de dislipidemia como ocurre en la hipercolesterolemia, las 

partículas LDL son infiltradas en gran cantidad al sub endotelio de la íntima vascular, 

causando una respuesta inflamatoria e iniciándose una serie de modificaciones 

oxidativas de estas lipoproteínas135. 

 

3.1.2.     Modificación de las LDL y activación del endotelio 

 

El proceso aterosclerótico continúa por interacciones entre las LDL, específicamente 

entre la fracción Apo B100 y Apo B48 de las LDL y las proteínas de la matriz 

extracelular de la pared vascular, o más concretamente los proteoglicanos135. En los 

vasos sanguíneos humanos, los proteoglicanos se encuentran principalmente en áreas 

donde existe hiperplasia de la íntima, que es un engrosamiento de la capa más interior 

de la pared vascular, debido a una acumulación de células del músculo liso 

vascular136. 

Las LDL infiltradas son propensas a ser oxidadas por enzimas y agentes oxidantes 

(como el anión superóxido, el peróxido de hidrógeno, los peroxinitritos, el ozono, entre 

otros), produciendo la liberación de fosfolípidos que a su vez desencadena la 

activación de las células endoteliales, proceso implicado en la expresión de ciertas 

moléculas de adhesión de leucocitos al endotelio vascular, tales como las moléculas 

de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) y las moléculas de adhesión vascular 1 (VCAM-

1)137, así como las E-selectinas y las P-selectinas138. 

 

3.1.3.     Agregación de monocitos y diferenciación a macrófagos 

 

Ciertas células inmunológicas, como los monocitos y los linfocitos, cuentan con 

receptores para las moléculas de adhesión, lo que las hace propensas a adherirse al 

endotelio donde están expresadas. Particularmente, los monocitos van rodando a lo 

largo de la superficie del endotelio hasta adherirse a las zonas donde este está 

activado139. Una vez adheridos, la íntima produce quimoquinas que estimulan la 

migración de los mismos al espacio subendotelial, mediante un proceso denominado 

transmigración y diapédesis.  

Cuando ya han transmigrado al subendotelio vascular, los factores estimulantes de 

colonias de macrófagos, estimulan la diferenciación de monocitos a macrófagos, lo 

cual es considerado un paso crítico en la aterosclerosis. Durante este proceso, existe 

una sobre expresión de receptores de reconocimiento de la inmunidad innata, como 

los receptores scavenger (SR) y los receptores tipo Toll (TLR), respectivamente140. 

Mediante la expresión de los SR, los macrófagos tienen la capacidad de unirse a 
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elementos potencialmente tóxicos para la célula, como por ejemplo bacterias, 

endotoxinas, fragmentos apoptóticos de otras moléculas, entre otros, e internalizarlas; 

y es por este mismo mecanismo por el cual las LDL oxidadas (oxLDL) son destruidas y 

eliminadas139.  

 

3.1.4.     Formación de células espumosas 

 

Una vez internalizadas por los macrófagos, las oxLDL son hidrolizadas y 

metabolizadas en los lisosomas por acción de distintas enzimas, dejando libres 

moléculas de colesterol o bien ésteres de colesterol. La acumulación de colesterol 

dentro de los macrófagos es lo que le concede una apariencia espumosa 

característica. El colesterol libre es luego modificado a una forma más soluble, o bien 

transportado fuera del espacio sub endotelial, donde las lipoproteínas de alta densidad 

(HDL) juegan un papel muy importante como receptoras de este colesterol para su 

transporte reverso al hígado141.  

El depósito de células espumosas en el endotelio deriva en la formación de estrías 

lipídicas, que son lesiones típicas de la aterosclerosis en estadios tempranos. Sin 

embargo, la continua captación de moléculas de oxLDL produce estrés en el retículo 

endoplásmico de los macrófagos, y finalmente las células espumosas mueren 

apoptóticamente, liberando colesterol, junto con sustancias pro inflamatorias y pro 

trombóticas, y formando así lo que se conoce como núcleo necrótico142. Dado que 

estas sustancias son extrañas en este compartimento vascular, se desencadena una 

serie de reacciones con el fin de proteger a la íntima; células musculares lisas (SMC), 

provenientes de la capa adventicia de la arteria, migran hasta la zona afectada y crean 

una capa fibrosa sobre este núcleo necrótico, de manera a encapsularlo y aislarlo del 

entorno143. 

 

3.1.5.     Progresión de las lesiones y respuesta inmunológica 

 

Para la progresión de las lesiones ateroscleróticas, los TLR juegan un papel muy 

importante, ya que son los que inician una señalización en cascada que produce la 

activación de varios tipos celulares como macrófagos, células dendríticas, mastocitos, 

células del endotelio, entre otras, produciendo citoquinas inflamatorias, proteasas y 

sustancias citotóxicas140, desencadenándose así un estado inflamatorio generalizado. 

En este paso, también los neutrófilos contribuyen a la expansión de la lesión 

aterosclerótica, estimulando la adhesión de monocitos al endotelio vascular y su 

posterior migración a la íntima, retroalimentando todo el proceso.  
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Debido al carácter crónico de este proceso, se van formando lesiones focales o 

placas, que en fases avanzadas pueden llegar a ocluir la luz de los vasos sanguíneos 

de forma directa o bien por complicaciones aterotrombóticas. 

Las complicaciones dependerán del tipo de placa y de su tamaño. Las placas más 

peligrosas son aquellas vulnerables a rupturas, que son las que contienen un núcleo 

lipídico mayor y una cubierta fibrosa fina144, así como una elevada cantidad de células 

inflamatorias que liberan citoquinas, haciendo que las SMC, produzcan 

metaloproteasas, unas enzimas que degradan la matriz de la cubierta fibrosa, dando 

lugar a la ruptura de la placa, responsable de las manifestaciones clínicas de la 

aterosclerosis, como los síndromes coronarios agudos y el infarto agudo de 

miocardio143,145.  

 

3.2.   Principales moléculas implicadas en la patogenia de la aterosclerosis 

 

Como se ha observado, la aterosclerosis es una patología compleja en la que 

participan numerosos componentes tanto vasculares, como metabólicos e 

inmunológicos. 

Como ya hemos señalado, los cambios más precoces que anteceden a la formación 

de la placa de ateroma, se sitúan en el endotelio. Esta alteración del endotelio 

aumenta la permeabilidad a las lipoproteínas, proceso mediado por múltiples 

sustancias tales como el óxido nítrico, las prostaciclinas, el factor de crecimiento 

derivado de las plaquetas, la angiotensina II y la endotelina.  

Asimismo, hay una sobre regulación de moléculas de adhesión leucocitaria, tales 

como la L-selectina y las integrinas, así como de moléculas de adhesión del endotelio, 

tales como las selectinas E y P y las moléculas de adhesión intercelular. También hay 

un aumento en la migración de leucocitos dentro de la pared vascular, mediada por la 

LDL oxidada, las proteínas quimiotácticas para los leucocitos, la interleuquina 8 (IL-8), 

el factor derivado de las plaquetas y el factor estimulante de la colonia de 

macrófagos145,146. Otras moléculas quimiotácticas que están siendo estudiadas, dado 

que se ha observado que participan activamente en el reclutamiento y migración de 

leucocitos y en la modulación de la expresión de macrófagos en el proceso 

aterosclerótico son la eotaxina y la CXC quimoquina 10 (CXCL10)147–149. 

El progreso de la aterosclerosis, desde un estadio inicial de estrías lipídicas al 

establecimiento de lesiones avanzadas, implica un proceso de varias fases que incluye 

la migración de células musculares lisas, estimulada por el factor de crecimiento 

derivado de las plaquetas y de los fibroblastos, y por el factor de crecimiento β; la 

activación de células T, mediada por el factor de necrosis tumoral (TNF-α), la 
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interleuquina 2 (IL-2) y el factor estimulante de las colonias de macrófagos; la 

formación de células espumosas, mediante las LDL oxidadas, el factor estimulante de 

colonias de macrófagos, el TNF-α y la interleuquina 1 (IL-1); y finalmente, la adhesión 

y agregación plaquetaria, estimulada por las integrinas, la selectina P, la fibrina, el 

tromboxano A2, el factor tisular y los factores de adhesión y migración de leucocitos 

citados anteriormente. 

A medida que las estrías lipídicas progresan hacia lesiones más avanzadas tienden a 

desarrollar una cápsula fibrosa que las separa de la luz, considerándose una forma de 

cicatrización o de respuesta al daño vascular145. Esta cápsula fibrosa es la que cubre 

el núcleo necrótico y va creciendo por sus bordes, estimulada por los mismos factores 

que han sido descritos. La cápsula fibrosa se produce por una actividad incrementada 

del factor de crecimiento derivado de las plaquetas, el factor de crecimiento β, el TNF-

α y por una degradación del tejido conectivo. En las etapas avanzadas de la 

enfermedad, la rotura de la cápsula fibrosa puede precipitar la trombosis coronaria. 

En todo el proceso de la aterogénesis, la inflamación desempeña un papel 

trascendental150,151. Diversos biomarcadores se han estudiado con el fin de determinar 

el estado inflamatorio, tanto a nivel local como sistémico, entre los que podemos citar 

a los reactantes de fase aguda, como la proteína C reactiva (PCR), las citoquinas pro y 

antiinflamatorias (interleucinas), las metaloproteinasas, los marcadores de activación 

plaquetaria y leucocitaria, entre otros. 

 

Esta tesis doctoral se ha focalizado en evaluar el posible efecto cardioprotector de los 

carotenoides del tomate, como modulador de la PCR, importante marcador de 

inflamación sistémica, así como de las moléculas de adhesión ICAM-1, VCAM-1, la 

citoquina interferón gamma (IFN-ɣ), y las quimoquinas IL-8, eotaxina y CXCL10, 

implicadas en el desarrollo y la progresión de la aterosclerosis.  
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IV. Materiales y métodos 

 

1. Diseño del estudio 

 

a) Validación del método cromatográfico: Estudio piloto realizado con ocho 

voluntarios de alto riesgo cardiovascular 

Para poder interpretar correctamente los resultados de estudios epidemiológicos y 

ensayos clínicos en los que se busca establecer una relación entre alimentación y 

salud, es importante contar con herramientas sensibles, capaces de realizar una 

correcta identificación y cuantificación de los compuestos alimentarios de interés. Es 

por esto, que en esta tesis doctoral se ha desarrollado y validado un método 

cromatográfico que permite la identificación y cuantificación de carotenoides en 

plasma humano y, para corroborar su aplicabilidad a ensayos clínicos con muestras 

reales, posteriormente se utilizó este método para el análisis de muestras de plasma 

de voluntarios procedentes de un estudio piloto realizado con 8 voluntarios adultos, de 

alto riesgo cardiovascular, quienes consumieron 250 mL de zumo de tomate durante 4 

semanas. 

Antes de iniciar el estudio, los voluntarios debieron abstenerse del consumo de tomate 

y productos derivados de tomate, así como de alimentos ricos en carotenoides durante 

1 semana, de modo que las concentraciones plasmáticas de carotenoides pudieran 

estar en su nivel más bajo al momento de iniciar el estudio y evitar de esta forma 

errores por sesgo en la interpretación de los resultados del estudio.  

Durante las 4 semanas de intervención dietética, todos los voluntarios fueron 

instruidos de consumir una dieta equilibrada, siguiendo los lineamientos de una dieta 

mediterránea y tanto al inicio como al final del estudio, se recogieron muestras de 

sangre para analizar las concentraciones plasmáticas de carotenoides con el método 

validado.  

 

b) Estudio de intervención con pacientes de alto riesgo cardiovascular 

Diversos estudios han demostrado que la configuración cis es la más biodisponible y 

que por lo tanto, es la responsable de los efectos beneficiosos del consumo de tomate 

sobre la salud cardiovascular. Sin embargo, no existen estudios en los que se analice 

la implicancia de los diferentes isómeros sobre las moléculas inflamatorias y de 

adhesión vascular, relacionadas con la aterosclerosis. 

Por ello, se llevó a cabo un estudio abierto, prospectivo, aleatorizado, cruzado y 

controlado para evaluar los efectos del consumo de diferentes dosis diarias de zumo 
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de tomate durante 4 semanas, sobre biomarcadores inflamatorios de la aterosclerosis 

en pacientes sin ECV diagnosticada, pero con alto riesgo de desarrollarla y, de esta 

forma, poder determinar una dosis óptima de consumo que permita la modulación de 

las moléculas inflamatorias relacionadas con el desarrollo y la progresión de la 

aterosclerosis y, a su vez, elucidar el efecto de los isómeros cis/trans sobre estas 

moléculas.  

Después de un periodo de 3 semanas, en el que se pidió a los participantes evitar el 

consumo de tomate o productos derivados del mismo, así como alimentos ricos en 

carotenoides que pudieran interferir con los resultados del estudio, los voluntarios 

consumieron: a) dosis baja (DB), 200 mL de zumo de tomate/día consumidos con la 

comida; o b) dosis alta (DA), 400 mL de zumo de tomate/día, repartidos entre comida y 

cena; o c) la misma cantidad de agua como intervención control, de acuerdo con la 

aleatorización correspondiente. Entre cada intervención hubo un período de lavado de 

21 días, para asegurar que los niveles plasmáticos de carotenoides volvieran a las 

condiciones basales antes de iniciar la siguiente intervención.  

Un total de 28 pacientes, con una edad media de 69,7 ± 3,1 años y una media de 

Índice de masa corporal (IMC) de 31,5 ± 3,6 kg/m2 participó en el estudio. Los criterios 

de inclusión fueron: edad comprendida entre 55 y 80 años, hipertensión arterial 

diagnosticada, sin ECV establecida al momento de iniciar el estudio (enfermedad 

isquémica del corazón -angina o infarto de miocardio reciente o antiguo, accidente 

cerebrovascular, enfermedad vascular periférica), pero con alto riesgo de desarrollarla; 

es decir, que haya presentado dos o más de los siguientes factores de riesgo: a) 

tabaquismo, b) hipercolesterolemia (LDL-colesterol >160 mg/dL), c) bajos niveles de 

HDL-colesterol (valores <40 mg/dL), d) obesidad o sobrepeso (IMC >25 kg/m2), e) 

diabetes tipo II, y/o f) antecedentes familiares de enfermedad cardíaca temprana 

(parientes de primer orden, hombres <55 años de edad o mujeres <65 años). Se 

excluyeron aquellos voluntarios con antecedentes de ECV, cualquier enfermedad 

crónica grave, alcoholismo u otras adicciones, o alergia/intolerancia al tomate.  

Se recogieron muestras de sangre en ayunas (10 mL) al iniciar el estudio y después 

de cada intervención. Todas las muestras obtenidas fueron inmediatamente 

centrifugadas a 1500 g durante 15 min a 4 ºC para separar el plasma. Finalmente, el 

plasma se alicuotó y se almacenó a  -80 ºC hasta el momento del análisis.  

 

En la Tabla 3 se presentan las características de los voluntarios que participaron en el 

estudio. 
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Tabla 3. Características de los voluntarios al inicio del estudio (n=28).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                            aLos valores están expresados como medias ± DE; DE: Desviación estándar 

 

2. Preparación y recepción del zumo de tomate 

 

El zumo de tomate utilizado en el estudio consistía en una mezcla de tomate triturado 

y aceite de oliva refinado (5%), envasado individualmente en packs Tetra brik de 200 

mL. Al momento de la recepción, los mismos fueron almacenados protegidos de la luz 

y del calor hasta su análisis y posterior distribución a los voluntarios. En la Figura 5 se 

esboza el proceso de preparación de los zumos utilizados durante el estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

Variables Total (n=28) 

Sexo   
   Masculino (n) 11 
   Femenino (n) 17 
Edad (años) 69,7 ± 3,1a 
Hábitos tabáquicos    
   Nunca han fumado (n) 15 
   Ex fumadores (n) 8 
   Fumadores activos (n) 5 

IMC (kg/m2) 31,5 ± 3,6a  
   25-30 (n) 13 
   >30 (n) 15 
Hipertensión (n) 28 
Diabetes tipo II (n) 11 
Dislipemia (n) 21 
Historia familiar de ECV prematura (n) 4 
Medicación utilizada    
   Antihipertensivos (n) 8 
   Insulina (n) 4 
   Hipoglucemiantes orales (n) 13 
   Antiagregantes plaquetarios (n) 8 
   Agentes hipolipemiantes (n) 22 
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Figura 5. Diagrama de flujo de la preparación de las muestras de zumo de tomate.  
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3. Métodos analíticos e instrumentación utilizada 

 

3.1. Extracción líquido-líquido 

 

a) En muestras de zumo de tomate 

Para evitar la oxidación de los carotenoides por exposición a la luz, el oxígeno y el 

calor, el procedimiento de extracción se realizó en frío y en una habitación protegida 

de la luz. En primer lugar, se tomaron 0,5 g de muestra fresca y se homogenizaron con 

5 mL de una solución etanol:hexano (4:3 v/v). A continuación, la mezcla se sonicó y 

centrifugó (4000 rpm a 4 ºC) durante 5 y 15 minutos, respectivamente. El 

sobrenadante fue transferido a un tubo de recolección y la extracción se repitió una 

segunda vez. Ambos sobrenadantes se combinaron y se evaporaron bajo una 

corriente de N2 hasta sequedad. Finalmente, el residuo se reconstituyó en 1 mL de 

tert-metil-butil-éter (TMBE) y se almacenó a -80 ºC hasta su análisis152.  

 

b) En plasma 

Para la extracción de carotenoides del plasma, el procedimiento también se llevó a 

cabo en frío y protegido de la luz para evitar la oxidación de los compuestos. En primer 

lugar se procedió a la desproteinización de las muestras; 800 µL de plasma se 

mezclaron con 800 µL de etanol y se agitaron con un vórtex durante 1 minuto. Una vez 

precipitadas las proteínas, se procedió a la extracción de los carotenoides añadiendo 2 

mL de hexano/BHT (100 mg/L) como agente antioxidante. Seguidamente la mezcla se 

agitó por 1 minuto y se centrifugó a 2062 g por 5 minutos a 4 ºC. El sobrenadante fue 

transferido a un tubo de recolección y la extracción se repitió. Ambos sobrenadantes 

se combinaron y se evaporaron bajo una corriente de N2 hasta sequedad. Por último, 

el residuo se reconstituyó en 300 µL de TMBE y se almacenó a -80 ºC hasta el día de 

su análisis153. 

 

3.2.  Cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector ultravioleta de 

diodos: HPLC/UV-DAD. 

 

Para la identificación y cuantificación de carotenoides de las muestras de zumo de 

tomate y plasma se utilizó la técnica de HPLC acoplada a un detector UV de diodos 

(DAD G1315B). El cromatógrafo de líquidos utilizado fue un HP1100 HPLC (Hewlett-

Packard, Waldbronn, Alemania), equipado con una bomba cuaternaria y un inyector 

automático. Las determinaciones analíticas de los carotenoides se realizaron utilizando 

una columna C30 de 250 mm de largo, 4,6 mm de diámetro y 5 µm de medida de 
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partícula interna (YMC Carotenoid S-5, Waters Co, Milford, MA, EUA), mantenida a 25 

ºC y unida a una pre-columna de 20 mm de largo, 4 mm de diámetro y 5 µm de 

medida de partícula interna (YMC Guard Cartridge Carotenoid S-5, Waters Co, Milford, 

MA, EUA). El volumen de inyección de las muestras fue de 20 µL a un flujo de 0,6 

mL/min. La separación cromatográfica se completó en 72 min y las fases móviles 

utilizadas consistieron en 3 solventes distintos: Agua Mili-Q (A), metanol (B) y TMBE 

(C). El solvente A se utilizó isocráticamente a 4%, mientras que los demás solventes 

se utilizaron con un gradiente en las siguientes condiciones: 0 min, 90% B; 40 min, 

40% B; 60 min, 6% B; 62 min, 90% B; 72 min, 90% B. El TMBE se utiliza como un 

modificador, de modo a facilitar la elución del licopeno y sus isómeros, que tienden a 

ser fuertemente retenidos con el metanol. En la Figura 6 se presenta la 

instrumentación utilizada para la identificación y cuantificación de los carotenoides.  

 

 

            

                  Figura 6. Cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC).  

 

3.2.1. Validación del método cromatográfico 

 

Para la caracterización e identificación de carotenoides en el plasma humano es 

fundamental contar con un método analítico que sea sensible, a la vez que selectivo y 

reproducible. Es por esto que se validó un nuevo método para la cuantificación de 

carotenos y xantófilas en plasma humano, en el cual también se incluyó la 

cuantificación de la vitamina A. 
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Los criterios de validación utilizados han sido los referenciados por la Association of 

Official Analytical Chemist (AOAC Internacional, http://www.aoac.org), y la Food and 

Drug Administration (FDA) (http://www.fda.gov), organismos americanos reconocidos a 

nivel mundial, encargados de establecer normas de validación de métodos analíticos 

aplicables a muestras biológicas, así como a la industria alimentaria. 

 

- Exactitud: consiste en el grado de concordancia entre el valor medido y un 

valor de referencia. Fue establecida inyectando repetitivamente plasma blanco 

al que se le añadió 3 concentraciones conocidas de los analitos de interés: una 

concentración baja, una media y una alta, respecto a las rectas de calibrado, 

en 5 repeticiones. Los resultados se determinaron como el porcentaje de 

relación entre la concentración media observada y la concentración conocida 

que fue añadida a la matriz biológica. El valor medio debe estar comprendido 

entre 85 y 115%. 

 

- Precisión: expresa el grado de concordancia (o grado de dispersión), entre una 

serie de mediciones obtenidas a partir de múltiples pruebas de una muestra 

homogénea en las condiciones establecidas del método. Se debe realizar con 

muestras de ensayo representantes de las matrices a las que se aplicará el 

método y estas muestras deben contener el rango esperado de 

concentraciones de analitos. Los resultados se miden en porcentaje de 

desviación estándar relativa (%DER) y no deben exceder de un 15%. 

 

- Recuperación: se calcula mediante la preparación de rectas de calibrado tanto 

internas como externas, es decir, a las que se han añadido los analitos antes 

de realizar la extracción, y a las que se han añadido después de realizar la 

extracción, respectivamente. La respuesta obtenida de la cantidad de analitos 

añadida y extraída del plasma, se comparó con la respuesta obtenida por una 

recta de calibrado con las mismas concentraciones, pero inyectando 

estándares puros. Posteriormente se aplicó una regresión lineal entre la 

concentración de analitos y la concentración calculada anteriormente. El valor 

de la pendiente obtenida multiplicada por 100 corresponde a la recuperación 

del analito.  

 

- Límite de detección (LDD) y límite de cuantificación (LDC): El LDD es la 

cantidad más pequeña de analito que se puede demostrar que es 

significativamente mayor que la medida de desviación de un blanco a un nivel 
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preestablecido de confianza (por lo general 95%); mientras que el LDC es la 

mínima cantidad de analito en una muestra que se puede determinar 

cuantitativamente con precisión y exactitud.  

 

- Linealidad: la linealidad permite comprobar que la función matemática que 

vincula la señal instrumental al resultado analítico es efectivamente una recta 

para un intervalo definido de valores. Este estudio se efectúa comparando las 

desviaciones entre los puntos experimentales y el valor atribuido a los 

estándares puros, con una desviación máxima aceptada previamente definida.  

 

3.3.  Inmunofluorescencia 

 

Para la determinación de moléculas inflamatorias y de adhesión celular, se utilizaron 

técnicas de inmunofluorescencia, las cuales forman parte de los ensayos basados en 

reacciones inmunológicas primarias; es decir, reacciones específicas entre un 

antígeno, que en este caso sería la molécula a analizar, y un anticuerpo específico, 

que corresponde al reactivo. Se consideran reacciones primarias porque se basan en 

el reconocimiento específico y la combinación antígeno-anticuerpo simplemente. La 

unión de un antígeno con un anticuerpo forma complejos macromoleculares, que 

debido a su tamaño, precipita, permitiendo así establecer la presencia de anticuerpos 

específicos.  En la Figura 7 se enseña resumidamente la reacción de unión antígeno-

anticuerpo. 

 

            

Figura 7. Reacción de unión de un antígeno con un anticuerpo. 
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Algunas sustancias químicas pueden absorber energía de ondas ultravioleta y 

emitirlas como ondas visibles de distinta longitud de onda, por ello se observan con 

distintas coloraciones en función de la longitud de onda de la luz recibida; a esta 

característica electroquímica se denomina fluorescencia. En particular, la técnica 

consiste en incubar el antígeno (parámetro) a valorar de la muestra, con un anticuerpo 

específico, luego se le añade un anti-anticuerpo marcado con el fluoróforo que se unirá 

al complejo y tras una nueva incubación y un lavado se visualiza la positividad o no del 

ensayo a través de un lector acoplado con lámpara ultravioleta. 

Para la determinación de las moléculas ICAM-1, VCAM-1 y PCR se ha utilizado el 

Human ProcartaPlex® Inmunoassay Panel (Affymetrix, eBioscience Inc., CA, EUA) y la 

lectura se ha realizado en un equipo MAGPIX®. El análisis se ha realizado utilizando 

el software ProcartaPlex Analyst 1.0 de eBioscience. Para la determinación de las 

moléculas IL-8, eotaxina, IFN-ɣ y CXCL10, se ha utilizado un panel Bio-Plex Pro™ 

Assay, Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, EUA). La lectura de las placas se ha 

realizado en un equipo Bio-Plex® 2200 System (Luminex Co., TX, EUA) y el análisis 

de los datos se ha realizado con el Bio-Plex Manager™ software.  

La concentración de las muestras se calculó mediante la interpolación de la 

concentración de la curva de patrones con la curva generada por cada analito y la 

aplicación de un logaritmo 4PL o 5PL. Los resultados se muestran en ng/mL para la 

ICAM-1, VCAM-1 y la PCR; mientras que para la CXCL10, la IL-8, la eotaxina, y el 

IFN-ɣ, los resultados se expresan en pg/mL. 

 

3.4. Análisis estadísticos 

 

Para la realización de los análisis estadísticos se utilizó el paquete estadístico 

Statistical Package for Social Sciences (SPSS, versión 19.0; SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA). La significancia estadística fue establecida como p ≤ 0,05. 

En primer lugar, se determinó la normalidad de las muestras mediante el test de 

Kolmogorov-Smirnov. A continuación, para establecer diferencias entre las distintas 

intervenciones se realizó el análisis de varianza para medidas repetidas (ANOVA). Los  

análisis de varianza permiten determinar si diferentes tratamientos muestran 

diferencias significativas (p ≤ 0,05) o, por el contrario, puede suponerse que no existen 

diferencias entre las medias poblacionales. Seguidamente se determinaron las 

correlaciones existentes entre los carotenoides plasmáticos y las moléculas 

inflamatorias mediante el test de correlación de Pearson para variables paramétricas y, 

por último, para comprobar la causa de dichas correlaciones, es decir, la causalidad, 

se realizaron regresiones lineales simples.  
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V. Resultados 

 
1. Un nuevo método para la cuantificación simultánea de los antioxidantes: 

carotenos, xantófilas y vitamina A en plasma humano 

 

De acuerdo con el primer objetivo propuesto, se ha desarrollado y validado un método 

analítico que permite la cuantificación de 8 carotenoides, 3 isómeros del β-caroteno, y 

retinol (vitamina A) en plasma humano, a través de HPLC-UV/DAD. Los parámetros 

que se consideraron para la validación del método fueron: exactitud, precisión, 

recuperación, LDD, LDC y linealidad, siguiendo los criterios de la AOAC International, 

así como de la FDA. 

Para los ensayos de precisión y exactitud, se prepararon 3 diluciones de estándares 

en TMBE: una baja (1,5 µg/mL), una media (4 µg/mL) y una alta (9 µg/mL) de cada 

uno de los analitos. Para calcular la recuperación, se prepararon dos rectas de 

calibrado de 7 puntos cada una. A la primera se le añadieron los analitos estudiados 

antes del proceso de extracción (recta de calibrado), y a la otra, después de realizar la 

extracción (recta de externos). Las áreas de los analitos de la recta de calibración 

interna fueron introducidas en la recta de calibración externa, obteniéndose una 

concentración. Esta concentración calculada versus la concentración real utilizada se 

representó gráficamente; aplicando una regresión lineal y, multiplicando luego por 100 

la pendiente de la recta, obtuvimos el valor de recuperación. Para obtener una buena 

recuperación, los valores deben estar comprendidos entre 100 ± 15%. 

 

Tabla 4. Exactitud y recuperación de los compuestos estudiados. 

 

Analito Exactitud (%) Recuperación (%) 

Retinol 105 ± 9 96 ± 3 

Astaxantina 99 ± 7 113 ± 6 

Luteína 99 ± 13 112 ± 9 

Zeaxantina 101 ± 11 107 ± 5 

trans-β-apo-8'-carotenal 98 ± 10 94 ± 3 

Criptoxantina 103 ± 12 96 ± 3 

15-cis-β-caroteno 90 ± 13 101 ± 2 

13-cis-β-caroteno 105 ± 12 92 ± 5 

α-caroteno 98 ± 12 89 ± 4 

β-caroteno 97 ± 13 96 ± 2 

9-cis-β-caroteno 112 ± 7 93 ± 3 

trans-licopeno 100 ± 12 91 ± 3 
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Como se observa en la Tabla 4, los valores de recuperación obtenidos se encuentran 

entre 89 y 113%. Las recuperaciones más altas corresponden a la astaxantina y la 

luteína, mientras que las más bajas corresponden al α-caroteno y al trans-licopeno. No 

obstante, todos los analitos se encuentran dentro de los límites recomendados por la 

FDA y la AOAC International. 

En esta misma tabla se presentan los resultados de la exactitud, que fue calculada 

inyectando plasma blanco al que se le añadió 3 concentraciones distintas de los 

analitos a analizar, en 5 repeticiones. El porcentaje de variabilidad que debe existir 

entre las distintas inyecciones y un estándar de referencia no debe exceder ± 15%. La 

exactitud de todos los analitos que se estudiaron se encuentra dentro del rango 

establecido, muy próximos a los valores de referencia de los estándares. 

La resolución indica el nivel de separación de los compuestos y la simetría de los picos 

que se obtienen tras el análisis cromatográfico. Los valores superiores a 1,5 indican 

una buena separación y simetría. Como puede observarse en la Tabla 5, la resolución 

de la mayoría de compuestos analizados tiene valores superiores a 1,5, lo que indica 

una buena separación de los compuestos y una correcta definición de los picos 

cromatográficos. 

 

Tabla 5. Resolución de los compuestos estudiados. 

 

Analito 
TR 

(min) 
Longitud de onda 

(nm) 
Anchura 

(min) 
Resolución 

(R) 

Retinol 8,54 330 0,60 N.d. 

Astaxantina 34,07 450 0,38 2,3 

Luteína 36,55 450 0,72 1,4 

Zeaxantina 38,24 450 0,53 2,2 

trans-β-apo-8'-carotenal 40,01 450 0,29 7,7 

Criptoxantina 43,94 450 0,22 6,9 

15-cis-β-caroteno 46,96 450 0,22 1,4 

13-cis-β-caroteno 47,57 450 0,21 1,3 

α-caroteno 48,12 450 0,20 2,9 

β-caroteno 49,57 450 0,31 2,3 

9-cis-β-caroteno 50,76 450 0,20 33,0 

trans-licopeno 64,29 450 0,21 33,0 
 
N.d.: No determinado; R= 2[(TR)B-(TR)A]/(Anch. A +Anch. B); TR= Tiempo de retención 

 

La precisión intra- e inter-día fue calculada inyectando 3 niveles de concentración 

(baja, media y alta) de los analitos, ya sea en una misma tanda de inyecciones, o en 
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tres días diferentes, respectivamente. Se evaluó mediante el DER de la 

reproducibilidad del intra- e inter-día y los resultados no debían superar el 15% de la 

DER. Como puede observarse en la Tabla 6, la precisión de todos los analitos 

estudiados se encuentra dentro del rango recomendable por la FDA y la AOAC, con 

valores entre 1 y 15% para la variabilidad intra-día, y valores de entre 4,9 y 15% para 

la variabilidad inter-día. 

 

Como se ha señalado, el LDD es la cantidad o concentración mínima de un analito que 

puede ser detectada con fiabilidad por un método analítico, pero no necesariamente 

cuantificada. Con el método desarrollado, se consiguieron LDD de entre 0,1 µg/mL y 

1,3 µg/mL, correspondiendo los valores más bajos a la astaxantina y al trans-licopeno, 

mientras que el valor más elevado corresponde al 15-cis-β-caroteno. El LDC, por su 

parte representa la mínima cantidad de analito que puede cuantificarse en una 

muestra con exactitud y precisión. La tendencia del LDC es del orden de 0,7 µg/mL 

para la mayoría de los analitos; correspondiendo los valores más bajos a la 

astaxantina y al trans-licopeno y el valor más elevado al 15-cis-β-caroteno. 

Por su parte, el rango de linealidad permite determinar los límites mínimo y máximo de 

concentración en que una medición será precisa. Tomando en cuenta el valor máximo 

encontrado en plasma de cada analito, se prepararon rectas de calibrado con plasma 

sintético al que se añadió distintas concentraciones de los analitos, desde el valor del 

LDC, hasta un máximo de 10 µg/mL.  El procedimiento analítico demostró ser lineal en 

el intervalo de concentración determinado, con un coeficiente de correlación (r) de 

entre 0,9952 y 0,9984 para todos los compuestos en las muestras de plasma, lo que 

demuestra una buena linealidad de las curvas. En la Tabla 7 se resumen los 

resultados. 
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Analito Día 1 (DER%) Día 2 (DER%) Día 3 (DER %) DER Interday Día 1 (DER%) Día 2 (DER%) Día 3 (DER %) DER Interday Día 1 (DER%) Día 2 (DER%) Día 3 (DER %) DER Interday

Retinol 3 4 5 4,9 10 12 8 14,1 13 10 11 14,3

Astaxantina 7 3 3 14,5 11 13 12 14,6 15 12 12 14,7

Luteína 8 9 4 14,2 12 14 8 14,3 10 9 12 13,3

Zeaxantina 4 15 4 10,8 12 3 7 12,9 11 11 10 14,8

trans -β -apo-8'-carotenal 11 10 4 14,3 11 12 8 14,7 13 9 12 13,8

Cryptoxantina 5 13 3 12,1 11 6 9 14,3 11 10 8 13,9

15-cis -β -caroteno 5 13 1 9,4 11 5 9 15,1 10 7 11 13,4

13-cis -β -caroteno 6 14 3 14,9 12 15 12 14,0 11 10 10 14,9

α -caroteno 4 15 2 9,4 11 15 11 13,7 11 9 10 14,8

β -caroteno 11 10 8 11,2 11 15 14 14,9 12 6 10 12,8

9-cis -β -caroteno 6 10 7 10,4 12 12 4 13,9 11 11 11 14,8

trans -licopeno 5 5 2 11,6 10 13 9 13,8 10 15 8 14,8

DER: Desviación estándar relativa

1,5 µg/mL (n=5) 6 µg/mL (n=5) 9 µg/mL (n=5)

Precisión

Tabla 6. Precisión de los analitos estudiados
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Tabla 7. Límite de detección, límite de cuantificación, rango de concentración, rectas 
de calibrado y coeficiente de correlación de los analitos inyectados en plasma blanco. 
 
 

Analito 
LDD 

(µg/mL) 
LDC 

(µg/mL) 

Rango de 
linealidad 
(µg/mL) 

Recta de calibrado 

Coeficiente 
de 

correlación 
(r) 

Retinol 0,2 0,7 0,7 - 10 y = 69,68x - 15,86 0,9952 
Astaxantina 0,1 0,3 0,3 - 10 y = 49,14x + 3,02 0,9964 
Luteína 0,4 1,3 1,3 - 10 y = 119,37x - 2,26 0,9954 
Zeaxantina 0,2 0,7 0,7 - 10 y = 69,14x + 1,53 0,9955 
trans-β-apo-8'-
carotenal 0,2 0,7 0,7 - 10 y = 249,40x - 20,91 0,9957 
Cryptoxantina 0,2 0,7 0,7 - 10 y = 200,48x - 15,76 0,9952 
15-cis-β-
caroteno 1,3 4,3 4,3 - 10 y = 91,23x - 10,85 0,9984 
13-cis-β-
caroteno 0,4 1,3 1,3 - 10 y = 90,59x + 8,74 0,9969 
α-caroteno 0,5 1,6 1,6 - 10 y = 243,07x - 37,13 0,9966 
β-caroteno 0,2 0,7 0,7 - 10 y = 105,80x - 2,94 0,9983 
9-cis-β-caroteno 0,2 0,7 0,7 - 10 y = 75,68x - 8,42 0,9959 
trans-licopeno 0,1 0,3 0,3 - 10 y = 34,53x - 4,29 0,9952 

 
LDD: Límite de detección; LDC: Límite de cuantificación 

 
Posteriormente, para corroborar la aplicabilidad del método a estudios epidemiológicos 

y/o ensayos clínicos, una vez validado, el método fue aplicado a un estudio piloto de 

intervención con 8 voluntarios adultos (69,9 ± 3,8 años; 32.3 ± 3.8 IMC) a los que se 

les suministró 250 mL de zumo de tomate durante 4 semanas. Las muestras de 

sangre fueron recogidas tanto al inicio como al final del estudio. Los analitos 

detectados en el plasma en estado basal, es decir antes de la intervención con el 

zumo de tomate, fueron retinol, astaxantina, luteína, trans-β-apo-8’-carotenal, 

criptoxantina, 13-cis-β-caroteno, α-caroteno, β-caroteno, licopeno y 5-cis-licopeno. 
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Tabla 8. Carotenoides y retinol en el plasma humano antes y después de una 
intervención dietética con 250 mL de zumo de tomate. 
 

 

Concentración 

Basal 
Después de la 
intervención 

Basal 
Después de la 
intervención 

Analitos 
Media ± DE 

(µg/mL) 
Media ± DE 

(µg/mL) 
Media ± DE 

(µmol/L) 
Media ± DE 

(µmol/L) 

Retinol 1,82 ± 0,37 1,90 ± 0,49 3,46 ± 0,70 3,62 ± 0,93 
Astaxantina 0,76 ± 0,44 0,88 ± 0,37 1,27 ± 0,74 1,48 ± 0,63 
Luteína 0,07 ± 0,02 0,06 ± 0,06 0,13 ± 0,03 0,11 ± 0,11 
Zeaxantina N.d. N.d. N.d. N.d. 
trans-β-apo-8'-
carotenal 0,57 ± 0,03 0,57 ± 0,03 1,38 ± 0,06 1,38 ± 0,08 
Criptoxantina 0,18 ± 0,12 0,20 ± 0,07 0,32 ± 0,22 0,37 ± 0,12 
15-cis-β-
caroteno N.d. N.d. N.d. N.d. 
13-cis-β-
caroteno 0,13 ± 0,00 0,14 ± 0,02 0,23 ± 0,00 0,26 ± 0,04 
α-caroteno 0,22 ± 0,00 N.d. 0,41 ± 0,00 N.d. 
β-caroteno 0,95 ± 0,50 1,09 ± 0,53 1,77 ± 0,93 2,03 ± 0,98 
9-cis-β-
caroteno N.d. N.d. N.d. N.d. 

13-cis-licopeno N.d.a 2,79 ± 1,44a N.d.a 5,20 ± 2,69a 

9-cis-licopeno N.d.a 0,38 ± 1,42a N.d.a 0,71 ± 2,64a 

trans-licopeno 1,15 ± 0,83a 5,19 ± 2,35a 2,14 ± 1,54a 9.67 ± 4,38a 

5-cis-licopeno 0,75 ± 1,10a 3,07 ± 1,43a 1,41 ± 2,06a 5,72 ± 2,67a 
 
N.d.: No determinado 

DE: Desviación estándar 
aLos valores de la fila que tengan la misma letra son significativamente diferentes (p<0,05) Datos analizados mediante 
test de Wilcoxon para medidas repetidas. 

 
 
En la Tabla 8 se muestran los valores de carotenoides y vitamina A, en µg/mL y en 

µmol/L respectivamente, cuantificados en el plasma de los voluntarios a quienes se les 

suministró 250 mL de zumo de tomate durante 4 semanas. Como se observa, el 

método desarrollado permitió la identificación y cuantificación de 9 de los compuestos 

estudiados en estado basal, es decir sin antes haber consumido alimentos ricos en 

carotenoides, así como también tras la intervención. Con este método también se 

pudieron identificar y cuantificar 3 isómeros cis del licopeno, tanto antes como después 

de la intervención, observándose un incremento de la concentración tras el consumo 

del zumo. 
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2. El trans-licopeno del zumo de tomate atenúa los biomarcadores 

inmunoinflamatorios: estudio dosis-respuesta. 

 

Un total de 283 participantes fueron evaluados para participar en el estudio; de los 

cuales 223 no fueron elegibles: 78 no cumplían los criterios de inclusión, 21 informaron 

de su voluntad de no cambiar su dieta, y 140 declinaron de participar, dejando un total 

de 44 pacientes para ser asignados al azar a los diferentes grupos de intervención. 

Veintiocho de ellos completaron el estudio debido a que 2 participantes decidieron 

abandonar el estudio por problemas después de la dieta, 3 por problemas de salud y 

otros 11 por cuestiones personales. En la Figura 8 se presenta el diagrama de flujo de 

los voluntarios a lo largo del estudio. 

 

                                        

Figura 8. Diagrama de flujo de los participantes durante el estudio. 
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Para la realización del estudio se reclutaron voluntarios que no padecían enfermedad 

cardiovascular, pero con alto riesgo de desarrollarla. Los criterios de inclusión fueron: 

tener hipertensión arterial y uno o más de los siguientes factores de riesgo: a) ser 

fumador, b) presentar hipercolesterolemia (LDL-colesterol >160 mg/dL), c) tener bajas 

concentraciones de HDL-colesterol (<40 mg/dL), d) tener sobrepeso u obesidad (IMC  

>25 kg/m2), e) tener diabetes tipo II, f) historia familiar de ECV temprana (parientes de 

primer orden, hombres <55 años; mujeres <65 años). Los voluntarios que hayan 

padecido o que presentasen una ECV diagnosticada, así como cualquier otra 

enfermedad crónica, alcoholismo u otras adicciones, alergia o intolerancia al tomate, 

fueron excluidos del estudio. En la Tabla 9 se presentan las características 

demográficas y clínicas de los pacientes que participaron en el estudio. La media de 

edad de los voluntarios fue de 69,7 ± 3,1 años. El 61% de los voluntarios eran 

mujeres, mientras que el 39% eran hombres y todos presentaban sobrepeso u 

obesidad, con una media de IMC de 31,5 ± 3,6 kg/m2. 

 

Tabla 9. Características demográficas y clínicas de la población estudiada. 
 

Variables Total (n=28) 

Sexo   
  Masculino (n) 11 
  Femenino (n) 17 
Edad (años) 69,7 ± 3,1a 
Hábitos tabáquicos    
   Nunca ha fumado (n) 15 
   Ex fumador (n) 8 
   Fumador habitual (n) 5 

IMC (kg/m2) 31,5 ± 3,6a  
   25-30 (n) 13 
   >30 (n) 15 
Hipertensión (n) 28 
Diabetes tipo II (n) 11 
Dislipemia (n) 21 
Historia familiar de ECV prematura (n) 4 
Medicación utilizada   
   Antihipertensivos (n) 8 
   Insulina (n) 4 
   Hiploglucemientas orales (n) 13 
   Antiagregantes plaquetarios (n) 8 
   Agentes hipolipemiantes (n) 22 

 

aValores expresados en media ± DE; DE: Desviación estándar 
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La Tabla 10 resume el contenido de los principales carotenoides identificados en el 

zumo de tomate proporcionado a los participantes durante el ensayo. Los principales 

compuestos cuantificados fueron el trans-licopeno y β-caroteno, con una media de 193 

± 20 y 190 ± 15 µmol/L, respectivamente. La suma de los isómeros de licopeno 

representó el 52,2% de la ingesta total de carotenoides, siendo el trans-licopeno el 

principal compuesto con un 48,1%, mientras que el β-caroteno representó el 47,4% del 

total, por lo que la suma de trans-licopeno y β-caroteno representan el 95,5% de los 

carotenoides consumidos a través del zumo de tomate. 

 

Tabla 10. Contenido de carotenoides del zumo de tomate administrado a los 
voluntarios durante el estudio. 
 

  

Contenido 
en el 
zumo  

(µmol/L) 

Dosis Baja 
µmol/dosis 

administradaa 

Dosis Alta 
µmol/dosis 

administradab 

Luteína 0,46 ± 0,04 0,09 ± 0,01 0,19 ± 0,02 
α-caroteno 0,88 ± 0,06 0,18 ± 0,01 0,35 ± 0,02 
β-caroteno 190 ± 15 38,0 ± 3,00 75,9 ± 5,98 
trans-licopeno 193 ± 20 38,6 ± 3,98 77,3 ± 7,95 
5-cis-licopeno 2,76 ± 0,21 0,55 ± 0,04 1,10 ± 0,08 
13-cis-licopeno 5,40 ± 0,57 1,08 ± 0,11 2,16 ± 0,22 
9-cis-licopeno 8,30 ± 0,76 1,66 ± 0,15 3,32 ± 0,31 
Carotenoides 
totales 401 80,10 160 

 
Valores expresados como media ± DE; aDosis administrada: 200 mL/ZT; bDosis administrada: 400 mL/ZT  
ZT: Zumo de tomate  
DE: Desviación estándar 

 

En la Tabla 11 se presentan las concentraciones de carotenoides medidas en el 

plasma de los voluntarios, antes y después de la intervención con las distintas dosis de 

zumo de tomate. Después de la dieta de lavado, debido a la abstinencia en el 

consumo de tomate, productos a base de tomate y otros alimentos ricos en 

carotenoides, la concentración plasmática de carotenoides fue considerada la más 

baja. Los principales carotenoides cuantificados en el plasma después del período de 

lavado fueron el trans-licopeno, y los isómeros cis, 13-cis, 5-cis, y 9-cis-licopeno, 

respectivamente. 
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Tabla 11. Concentración plasmática de carotenoides antes y después de la 

intervención con zumo de tomate (n=28). 

 

Analito Intervención 
Concentración 

(µmol/L) 
p1 

Astaxantina 

Basal 0,73±0,53 

0,276 
Control 0,67±0,54 

DB 0,51±0,27 

DA 0,80±0,49 

Luteína 

Basal 0,05±0,03 

0,036 
Control 0,04±0,02 

DB 0,02±0,02 

DA 0,04±0,02 

trans-β-apo-8'-carotenal 

Basal 0,53±0,03 

0,025 
Control 0,52±0,03 

DB 0,52±0,02 

DA 0,54±0,03 

Criptoxantina 

Basal 0,09±0,08 

0,077 
Control 0,10±0,08 

DB 0,10±0,06 

DA 0,16±0,14 

15-cis-β-caroteno 

Basal n.d. 

˂0,001 
Control n.d. 

DB n.d. 

DA 0,18±0,21 

13-cis-β-caroteno 

Basal n.d.a,b 

˂0,001 
Control 0,09±0,00a 

DB 0,10±0,02b 

DA 0,11±0,03a 

α-caroteno 

Basal n.d. 

˂ 0,001 
Control n.d. 

DB n.d. 

DA 0,51±0,43 

β-caroteno 

Basal 0,69±0,41 

0,006 
Control 0,65±0,41 

DB 0,80±0,50 

DA 1,19±0,98 

trans-licopeno 

Basal 1,43±1,11a 

<0,001 
Control 0,84±0,56b 

DB 3,91±1,76a,b 

DA 6,64±2,65a,b 
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5-cis-licopeno 

Basal 1,19±0,99a 

<0,001 
Control 1,13±0,74b 

DB 2,37±1,09a,b 

DA 4,07±1,77a,b 

13-cis-licopeno 

Basal 1,04±0,76a 

<0,001 
Control 1,12±0,90b 

DB 1,87±1,05a 

DA 4,00±2,00a,b 

9-cis-licopeno 

Basal 0,79±0,88 

0,003 
Control 0,63±0,76 

DB 0,89±0,56a 

DA 1,94±1,26a 

Total isómeros cis del 
licopeno  

Basal 1,74±1,60a 

<0,001 
Control 1,71±1,46b 

DB 4,77±2,60a,b 

DA 9,57±4,78a,b 

Licopenos totales 

Basal 3,00±2,66a 

<0,001 
Control 2,55±1,87b 

DB 8,68±4,22a,b 

DA 16,22±7,26a,b 

Carotenoides totales 

Basal 4,94±3,49a 

<0,001 
Control 4,95±3,39b 

DB 10,64±4,64a,b 

DA 18,62±7,99a,b 
 
Valores expresados como media ± DE 
1valor p de ANOVA  para medidas repetidas de las diferencias entre intervenciones. 
Valores con la misma letra son estadísticamente significativos entre intervenciones (p < 0.05). 
n.d.; no determinado; DE: Desviación estándar; DB: Dosis baja; DA: Dosis alta 

 

 
Tras las intervenciones, se observaron aumentos estadísticamente significativos de trans-

licopeno, 5-cis-licopeno y 13-cis-licopeno entre todas las intervenciones, mientras que el 9-

cis-licopeno solo aumentó significativamente después de la intervención DA. Por otra parte, 

el β-caroteno incrementó después de las distintas intervenciones, mientras que el α-

caroteno lo hizo después de la intervención DA, pero estos cambios no fueron 

estadísticamente significativos. Las xantófilas, por su parte, no mostraron diferencias 

significativas tras las distintas intervenciones. 

 

En la Tabla 12 se presentan los valores de las concentraciones de moléculas de 

inflamación y de adhesión medidas en el plasma de los voluntarios, tanto antes como 

después de las distintas intervenciones. 
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Tabla 12. Marcadores inmunoinflamatorios medidos antes y después de la intervención 

con zumo de tomate (n=28). 

 

  Intervención 

Biomarcador 
plasmático 

Basal Control (C) 
Dosis baja 

(DB) 
Dosis alta 

(DA) 
pd 

ICAM-1 (ng/mL) 3693±1377a 3609±1107b 318±116a,b 159±57a,b <0,001 

VCAM-1 (ng/mL) 3993±890a 3939±801b 400±101a,b 218±39a,b <0,001 

CRP (ng/mL) 1521±236a,b,c 539±200a  446±254b 532±158c <0,001 

IL-8 (pg/mL) 22±9a 40±17a,b,c 23±16b 24±15c 0,015 
Eotaxina (pg/mL) 135±67 172±114 137±75 181±112 0,172 

IFN-ɣ (pg/mL) 304±80 489±220 399±131 400±144 0,074 
CXCL10 (pg/mL) 2908±1598 3397±1489 3366±1671 3606±2185 0,519 

 
Valores expresados como media ± DE; valores con la misma letra son estadísticamente significativos (p˂0,05); 

dvalor p 
de ANOVA para medidas repetidas de las diferencias entre intervenciones.  
DE: Desviación estándar 
 
 

Las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 presentaron una disminución 

significativa entre las diferentes intervenciones, siendo esta disminución más relevante 

después de la intervención con la dosis más alta de zumo de tomate. Del mismo 

modo, la PCR ha presentado una disminución significativa después de las diferentes 

intervenciones, pero en este caso se observó una mejor respuesta después de 

intervención con la dosis más baja.  La citoquina pro-inflamatoria y quimiotáctica IL-8 

aumentó significativamente después de la intervención control, pero en contraste, 

presentó una disminución significativa después de la intervención DA, lo que sugiere 

que consumir zumo de tomate podría tener efectos protectores sobre el estado 

inflamatorio en esta población. Por su parte, la eotaxina, el IFN-ɣ, y la CXCL10 

mostraron una tendencia a disminuir, principalmente con la dosis baja de zumo de 

tomate, en comparación con la intervención control, pero las disminuciones no fueron 

estadísticamente significativas para estas moléculas. 

Con el fin de determinar con precisión si los carotenoides plasmáticos guardaban 

relación con la concentración plasmática de los biomarcadores inflamatorios, se aplicó 

la prueba de coeficiente de correlación de Pearson de dos colas, seguido de un 

análisis de regresión lineal. En primer lugar, se realizaron correlaciones entre las 

concentraciones de carotenoides del zumo de tomate, y las concentraciones que se 

cuantificaron en el plasma de los voluntarios tras las intervenciones. El trans-licopeno 

y el 5-cis-licopeno mostraron una correlación positiva significativa (r=0,798 y r=0,706, 

respectivamente, p ˂0,01) entre las concentraciones del zumo y las concentraciones 

plasmáticas, mientras que el β-caroteno, el α-caroteno, el 9-cis, y 13-cis-licopeno, 
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mostraron una correlación modesta, con valores de r de entre 0,320 y 0,655 (p 

˂0,001). Posteriormente, se analizó la asociación existente entre los biomarcadores 

inflamatorios y aquellos carotenoides que mostraron una correlación positiva 

significativa entre las cantidades de carotenoides consumidas y las concentraciones 

plasmáticas, para poder determinar cuál de estos carotenoides guardaba correlación 

con las moléculas inflamatorias y de adhesión. Se observó que el 13-cis-β-caroteno 

presentó una correlación negativa considerable con la PCR (r=0,632; p ˂0,001), la 

ICAM-1 (r=0.650; p ˂0,001) y la VCAM-1 (r=0,658; p ˂0,001). En cuanto a las formas 

isoméricas de licopeno, el 5-cis-licopeno presentó una correlación negativa con la 

ICAM-1 (r=0,526; p ˂0,001) y la VCAM-1 (r=0,604; p ˂0,001), así como el 13-cis-

licopeno, el cual mostró correlaciones negativas con la ICAM-1 (r=0,453; p ˂0,001) y la 

VCAM-1 (r=0,525; p ˂0,001), mientras que el trans-licopeno mostró una importante 

correlación negativa con la ICAM-1 (r=0,625; p ˂0,001) y la VCAM-1 (r=0,697; p 

˂0,001), pero sin embargo, una correlación negativa menor con la PCR (r=0,227; 

p=0,042). Se observaron correlaciones más bajas entre el 15-cis-β-caroteno y la 

VCAM-1 (r=0,303; p=0,045); el α-caroteno y la VCAM-1 (r=0,245, p=0,045); el 9-cis-

licopeno y la VCAM-1 (r=0,357; p=0,013); el β-caroteno y la VCAM-1 (r=0,204; 

p=0,037); y el β-caroteno y la ICAM-1 (r=0,219, p=0,035). Asimismo, se observó una 

asociación débil o ninguna asociación entre los carotenoides plasmáticos y las 

moléculas inflamatorias IFN-ɣ, IL-8 y CXCL10. 

Como las pruebas de correlación no determinan causalidad, una vez establecidas las 

correlaciones, se realizó un análisis de regresión lineal para determinar con certeza si 

los cambios en las concentraciones de los biomarcadores que presentaron una 

correlación negativa significativa respecto a los carotenoides plasmáticos, fueron 

debidos a los carotenoides presentes en el plasma. Tras los análisis de regresión 

lineal se pudo determinar que los carotenoides tenían una influencia de entre el 13 y el 

49% en la disminución de la VCAM-1, especialmente el trans-licopeno (r2=0,489; p 

˂0,01). En el caso de ICAM-1, los carotenoides pudieron explicar las variaciones entre 

un 5 y un 39%, siendo también el trans-licopeno el principal contribuyente (r2=0,390; p 

˂0,01). Sin embargo, para la PCR, los carotenoides pudieron explicar las 

disminuciones entre un 2,5 y un 40%, especialmente debido al 13-cis-β-caroteno. 

Finalmente, para corroborar si los efectos positivos del trans-licopeno sobre estas 

moléculas podrían estar influenciados por la presencia de los isómeros cis en el 

plasma, que son reconocidos por su mejor biodisponibilidad, se realizaron 

correlaciones con ajustes por cis y por trans-licopeno para comparar los resultados. 

Después de ajustar por cis-licopeno, las correlaciones entre el trans-licopeno y la PCR 

disminuyeron, pero este cambio no fue estadísticamente significativo. En el caso del 
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trans-licopeno-ICAM-1, y el trans-licopeno-VCAM-1, los valores de r disminuyeron a     

-0,453 y -0,501, respectivamente, mostrando que, aunque en menor medida, el trans-

licopeno todavía guardaba correlación con la disminución de estas moléculas. 

Sorprendentemente, después de ajustar por trans-licopeno, los isómeros cis del 

licopeno perdieron la correlación que tenían con las moléculas inflamatorias. En la 

Tabla 13 se muestran los valores de correlación entre las moléculas inflamatorias y de 

adhesión que presentaron cambios estadísticamente significativos antes y después de 

ajustar por los isómeros cis y trans-licopeno. 

 

Tabla 13. Correlaciones entre los isómeros cis y trans del licopeno y las moléculas 

inflamatorias y de adhesión, antes y después de ajustar  por los mismos. 

 

Ajustado por  Biomarcador   

Coeficiente 
de 

correlación 
de Pearson 

valor p  

  

PCR 
trans-Licopeno -0,227 0,042 
cis-Licopenos 

totales -0,157 0,154 

VCAM-1 
trans-Licopeno -0,697 <0,001 
cis-Licopenos 

totales -0,628 <0,001 

ICAM-1 
trans-Licopeno -0,625 <0,001 
cis-Licopenos 

totales -0,551 <0,001 

cis-Licopenos 
totales 

PCR trans-Licopeno -0,414 <0,001 
VCAM-1 trans-Licopeno -0,501 <0,001 
ICAM-1 trans-Licopeno -0,453 <0,001 

trans-Licopeno 

PCR cis-Licopenos 
totales 0,374 0,002 

VCAM-1 cis-Licopenos 
totales 0,356 0,003 

ICAM-1 cis-Licopenos 
totales 0,309 0,010 
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VI. Discusión 

 

Las ECV representan la principal causa de mortalidad en el mundo. Según la OMS, en 

el año 2012, catorce millones de personas fallecieron por enfermedades relacionadas 

con la aterosclerosis127,128. Entre los principales factores protectores está la 

alimentación y se ha observado que una alimentación equilibrada, que contemple el 

consumo regular de frutas y hortalizas es un importante factor protector contra las 

ECV154,155. Entre las frutas/hortalizas, una de las más consumidas en todo el mundo, 

ya sea de forma cruda, o en diferentes preparaciones, como salsas, sopas o zumos, 

es el tomate y numerosos estudios epidemiológicos y ensayos clínicos han coincidido 

en que su consumo regular está asociado con una menor incidencia de ECV156-158. Sus 

propiedades beneficiosas sobre la salud cardiovascular se han atribuido a la presencia 

de compuestos bioactivos en su composición, como lo son los carotenoides, sobre 

todo el licopeno, que es uno de sus principales pigmentos, responsable de su 

coloración roja. 

Para la realización de ensayos clínicos y estudios epidemiológicos que buscan 

elucidar el vínculo entre dieta y salud, es muy importante contar con herramientas 

sensibles y específicas que permitan identificar y cuantificar de manera precisa los 

compuestos de interés, para que de esta forma, los resultados obtenidos puedan 

interpretarse correctamente. 

Durante la realización de esta tesis doctoral, se ha desarrollado y validado un método 

cromatográfico que permite la identificación y cuantificación de 8 carotenoides, 3 

isómeros del β-caroteno y retinol (vitamina A) en muestras de plasma humano, 

mediante HPLC-UV/DAD. Para la preparación de las muestras, es imprescindible la 

precipitación previa de las proteínas del plasma,  por ello, es fundamental la elección 

de un solvente que permita eliminar los compuestos proteicos que pudieran interferir 

durante el análisis cromatográfico y, a su vez, proteger a los carotenoides para que no 

se produzcan pérdidas por oxidación y/o isomerización. Al mismo tiempo no debe 

dejar de considerarse la sostenibilidad y el impacto ambiental que produce la 

utilización de solventes químicos y se tiene que tratar de minimizar en lo posible la 

utilización de aquellas sustancias de difícil tratamiento y eliminación. Entre los 

solventes más utilizados para la desproteinización de matrices complejas como el 

plasma, están el metanol, el etanol y el acetonitrilo. Debido a su menor coste 

económico, así como por las buenas recuperaciones de carotenoides obtenidas tras 

distintas pruebas de extracción, se optó por la desproteinización con etanol y la 

extracción de carotenoides y retinol con hexano-BHT. 
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En cuanto a la identificación y cuantificación de carotenoides, diversos métodos 

cromatográficos han sido descritos y validados97, 159-162. La cromatografía líquida de alta 

resolución es una de las herramientas más versátiles para la identificación de múltiples 

compuestos, ya que permite el acoplamiento con diversos sistemas, como los 

espectrofotométricos, fluorimétricos, electroquímicos, o los de espectrometría de 

masas, que aumentan la sensibilidad y especificidad en la identificación. El HPLC 

acoplado a UV-DAD es una de las técnicas más comúnmente utilizadas para la 

identificación de los carotenoides tanto en alimentos como en muestras biológicas. Las 

ventajas en la utilización del HPLC-UV/DAD se relacionan con la eficiencia en la 

separación, la sensibilidad y alta resolución que tiene sobre distintos compuestos en 

muestras complejas163,164. 

Otro aspecto importante a tener en cuenta para los análisis cromatográficos es la 

elección de una columna adecuada para la separación de los compuestos 

seleccionados. Las columnas más utilizadas para la separación de carotenoides de 

distintas matrices son la C18 y la C30; sin embargo, uno de los mayores inconvenientes 

que tiene la C18 es que no resuelve correctamente los isómeros geométricos de los 

carotenoides y resuelve de forma ineficiente los isómeros de posición, particularmente 

la luteína y la zeaxantina165. Utilizando una columna C30 se resuelve fácilmente este 

inconveniente, aunque en contrapartida se incrementan notablemente los tiempos de 

análisis. 

Por otra parte, la separación de carotenoides puede llevarse a cabo utilizando tanto 

una fase normal como una fase reversa. Se ha observado que la separación de 

carotenoides en fase normal no es la más adecuada, debido a una mala separación de 

los carotenoides no polares (como el β-caroteno o el licopeno). En contraste, la 

separación en fase inversa permite un aumento significativo de la interacción entre el 

analito y la fase estacionaria no polar que lleva, permitiendo una mejor resolución de 

los carotenoides166. En la validación del método que se llevó a cabo en esta tesis, se 

pudo constatar que aunque los tiempos de análisis sean prolongados, la utilización de 

HPLC-UV/DAD con una columna C30 en fase reversa, permite la separación 

simultánea de una gran variedad de carotenoides y de sus isómeros geométricos, 

consiguiendo una buena identificación y resolución de todos los compuestos. 

En cuanto a los parámetros de validación, el método desarrollado cumplió con los 

criterios de exactitud, precisión, recuperación, límites de detección y cuantificación y 

linealidad de acuerdo con la AOAC International y la FDA, organismos americanos 

mundialmente reconocidos, encargados de la publicación de estándares de validación 

de métodos científicos aplicados a la industria química y alimentaria, respectivamente. 
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Comparando los resultados con los obtenidos por otros autores, se puede observar 

que la recuperación del retinol (96%) fue similar al valor observado por Kandar et. al, 

2013167, quienes desarrollaron un método para retinol, α-tocoferol, licopeno y β-

caroteno en plasma utilizando HPLC-UV. En lo que respecta a los carotenoides, las 

recuperaciones que se obtuvieron fueron de entre un 89 y un 113%, correspondiente 

al α-caroteno y a la astaxantina, respectivamente. Al comparar los resultados con los 

publicados por Talwar et al., 1998168, quienes ensayaron un método para la 

cuantificación de retinol, α-tocoferol, β-caroteno, luteína, licopeno y criptoxantina, se 

obtuvo una recuperación 18% y 9% más alta para la luteína y para el β-caroteno, 

respectivamente, con el método desarrollado; mientras que si se compara con los 

datos presentados por Tzeng et al., 2004159, que validaron un método para la 

identificación de la luteína, el β-caroteno y el licopeno en plasma, se observa una 

recuperación del 20% superior de la luteína. En cambio, en comparación a los 

resultados presentados por Rajendran et al., 2005169, quienes lograron identificar y 

cuantificar 21 carotenoides en plasma humano, se obtuvieron una mejor recuperación 

para la luteína (19% superior), la zeaxantina (13% superior) y la criptoxantina (7% 

más). Karppi et al., 2008170 desarrollaron un método para determinar retinol, α-

tocoferol, luteína, zeaxantina, criptoxantina, licopeno, α-caroteno y β-caroteno, 

observando valores de recuperación similares a los obtenidos en esta tesis doctoral, a 

excepción de la luteína, la zeaxantina y el β-caroteno que fueron 10%, 17% y 16%, 

respectivamente, más bajas que las recuperaciones obtenidas con este método. En la 

Tabla 14 se resumen los analitos estudiados y las recuperaciones obtenidas por los 

autores citados, así como las recuperaciones obtenidas en nuestro estudio de 

validación. 
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Tabla 14. Recuperaciones obtenidas por distintos autores  

 

Autor Analitos estudiados Recuperación obtenida 

Colmán-Martínez et al., 
2015153 

Retinol, astaxantina, luteína, 
zeaxantina, trans-β-apo-8'-

carotenal, cryptoxanthin, 15-
cis-β-caroteno, 13-cis-β-
caroteno, α-caroteno, β-

caroteno, 9-cis-β-caroteno y 
licopeno 

96% Retinol                                              
113% Astaxantina                                    

112% Luteína                                          
107% Zeaxantina                                        

94% trans-β-apo-8'-carotenal                  
96% Criptoxantina                                    

101% 15-cis-β-caroteno                            
92% 13-cis-β-caroteno                              

89% α-caroteno                                        
96% β-caroteno                                           

93% 9-cis-β-caroteno                                
91% Licopeno 

Kandar et al., 2013167 Retinol, α-tocoferol, licopeno 
y β-caroteno 

97% Retinol                                             
91,6% Licopeno                                     

93,9% β-caroteno              

Karppi et al., 2008170 

Retinol, α-tocoferol, luteína, 
zeaxantina, criptoxantina, 
licopeno, α-caroteno y β-

caroteno 

90% Retinol                                          
101,6% Luteína                                      

90,1% Zeaxantina                                      
97% Criptoxantina                                  
92,5% Licopeno                                     

85,8% α-caroteno                                  
80,2% β-caroteno 

Rajendran et al., 2005169 
Luteína, zeaxantina, 

criptoxantina, α-caroteno, β-
caroteno y licopeno 

93% Luteína                                                 
94% Zeaxantina                                            

89% Criptoxantina                                     
92% α-caroteno                                           
91% β-caroteno             
94% Licopeno 

Tzeng et al., 2004159 Luteína, β-caroteno y 
licopeno  

92% Luteína                                                
90% β-caroteno                                        
87% Licopeno 

Talwar et al., 1998168 
Retinol, α-tocoferol, β-

caroteno, luteína, licopeno y 
criptoxantina 

94% Retinol                                                       
87% β-caroteno                                                 

94% Luteína                                                
96% Criptoxantina  
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Con relación a los LDD y LDC, Mitrowska et al., 2012171, quienes desarrollaron un 

método para la identificación de 15 carotenoides en plasma humano, obtuvieron 

valores muy similares a los de esta validación para el trans-β-apo-8’-carotenal, la 

astaxantina y el licopeno, mientras que comparando con los resultados obtenidos por 

Talwar et al., 1998168, solo el retinol tiene valores similares. Sin embargo, la ventaja de 

este método es la separación e identificación de 11 carotenoides y una vitamina 

liposoluble en un mismo análisis cromatográfico, mientras que Talwar et al. 

identificaron solamente 4 carotenoides y 2 vitaminas liposolubles. 

Una vez validado el método, se analizaron muestras de un ensayo clínico preliminar 

con ocho voluntarios adultos, de alto riesgo cardiovascular, consiguiendo identificar y 

separar correctamente nueve de los 12 compuestos validados, obteniendo diferencias 

cualitativas entre el basal y después de la administración de distintas dosis de zumo 

de tomate durante 4 semanas de intervención. En las muestras basales se 

identificaron los siguientes compuestos: retinol, astaxantina, luteína, trans-β-apo-8'-

carotenal, criptoxantina, 13-cis-β-caroteno, α-caroteno, β-caroteno, trans-licopeno, 5-

cis-licopeno, mientras que los compuestos que fueron identificados después de la 

intervención fueron retinol, astaxantina, luteína, trans-β-apo-8'-carotenal, criptoxantina, 

13-cis-β-caroteno, β-caroteno, trans-licopeno, 5-cis-licopeno, 9-cis-licopeno y 13-cis-

licopeno, con un valor mínimo de 0,11 µmol/L correspondiente a la luteína  y un valor 

máximo de 9,67 µmol/L correspondiente al trans-licopeno. Como puede observarse, 

hay diferencias cualitativas entre las muestras basales y tras la intervención; por 

ejemplo el α-caroteno pudo cuantificarse en las muestras basales, pero tras la 

intervención con el zumo no fue identificado, mientras que tras la intervención se 

pueden cuantificar las tres formas cis del licopeno, que son consideradas más 

biodisponibles. De hecho, en plasma humano, el licopeno total es una mezcla 

isomérica que contiene entre un 50% y un 60% de isómeros cis, mientras que las 

proporciones de isómeros trans alcanzan aproximadamente un 40%172. 

En un estudio llevado a cabo por Pellegrini et al., 2000173, se describe una 

concentración de 0,58 µmol/L de licopeno y 0,32 µmol/L de β-caroteno en plasma 

después de una intervención con 25 g de puré crudo de tomate (aproximadamente 7 

mg de licopeno y 0,25 mg de β-caroteno) con 5 g de aceite de oliva a 11 voluntarios 

sanos durante 14 días. Las diferencias observadas entre las concentraciones 

plasmáticas de estos compuestos en los voluntarios que participaron de dicho estudio 

y las concentraciones plasmáticas observadas en los voluntarios de nuestro estudio 

pueden deberse a que, aunque consumieron el puré de tomate conjuntamente con una 

matriz oleosa para asegurar la absorción de los carotenoides, las cantidades de 

licopeno y β-caroteno administradas a estos voluntarios fueron mucho menores que 
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las cantidades que se administraron a los voluntarios de nuestro estudio de 

intervención (7 mg vs. 21 mg de licopeno y 0,25 mg vs. 20 mg de β-caroteno, 

respectivamente). 

En otro estudio realizado por Porrini et al., 1998174 se obtuvieron valores del orden de 

0,34 y 0,43 µmol/L para el licopeno y el β-caroteno, respectivamente, después de una 

suplementación diaria a 10 mujeres sanas durante 7 días con puré de tomate (60 g) o 

tomates frescos (300 g), equivalentes a aproximadamente 16,5 mg de licopeno cada 

uno, enriquecido con 10 g de aceite de oliva. Comparando sus resultados con los 

nuestros, las diferencias pueden atribuirse a la menor cantidad de licopeno que 

recibieron por dosis, así como al tiempo de duración del estudio (7 días vs. 4 

semanas). Así también Gärtner et al., 1997175 describieron valores de 0,04 y 0,002 

µmol/L para el licopeno, y β-caroteno, respectivamente, después de que 5 voluntarios 

sanos consumieran diariamente pasta de tomate (23 mg de licopeno) con 15 g de 

aceite durante 2 días. Aunque en este estudio la cantidad de licopeno administrada a 

los voluntarios fue similar a la nuestra y acompañaron la ingesta con aceite, el tiempo 

de intervención ha sido mucho menor que el nuestro. En cuanto al retinol, los 

resultados obtenidos con el método validado son más altos que los publicados por Liu 

et al., 2011165, quienes cuantificaron una media de 1,92 µmol/L en plasma de 

voluntarios participantes del Toronto Nutrigenomic Health Study, mientras que la 

media cuantificada en nuestras muestras fue de 6,35 µmol/L. Con ello se pudo 

comprobar que el método desarrollado y validado es apto para ser aplicado en 

muestras de ensayos clínicos o bien en estudios epidemiológicos nutricionales. 

Una vez que ya se tuvo un método adecuado para la identificación y cuantificación de 

los carotenoides en plasma, para la consecución de los objetivos 2 al 4 de esta tesis 

doctoral, se llevó a cabo un estudio de intervención en 28 voluntarios adultos de 

elevado riesgo cardiovascular, con una edad media de 69,7 ± 3,1 años y un IMC 

promedio de 31,5 ± 3,6 kg/m2. Los voluntarios no debían tener ninguna ECV 

diagnosticada en el momento de ingresar en el estudio, pero sí debían tener 

hipertensión diagnosticada y uno o más de los siguientes factores de riesgo: a) ser 

fumador, b) tener hipercolesterolemia (LDL-colesterol >160 mg/dL), c) tener bajas 

concentraciones de HDL-colesterol (<40 mg/dL), d) tener sobrepeso u obesidad (IMC 

>25 kg/m2), e) tener diabetes tipo II, y/o f) historia familiar de ECV temprana (parientes 

de primer orden, hombres <55 años; mujeres <65 años). Se ha demostrado que todos 

estos factores, de manera individual, incrementan el riesgo de desarrollar ECV176, por 

lo que todos estos pacientes fueron considerados de alto riesgo cardiovascular. 

Al estudiar la relación dosis-respuesta entre los niveles de carotenoides plasmáticos 

tras la ingesta durante 3 meses de dos distintas dosis de zumo de tomate, se observó 
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que los carotenoides que aumentaron de manera significativa tras la ingesta fueron el 

trans-licopeno y los isómeros cis, como el 5-cis, el 13-cis y el 9-cis-licopeno. Así 

también, se vio que el β-caroteno incrementaba de manera significativa, mientras que 

las xantófilas, aunque estaban presentes en el zumo de tomate, no aumentaron  

significativamente en el plasma. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 

previamente en el estudio piloto. 

Para la consecución del tercer objetivo de esta tesis doctoral, que fue el de determinar 

la asociación existente entre los carotenoides del tomate y las moléculas inflamatorias, 

como marcadores de riesgo cardiovascular en pacientes sin ECV, pero con alto riesgo 

de desarrollarla, se utilizó la bibliografía para la elección de los biomarcadores 

relacionados con la aterosclerosis que se determinarían, como la PCR, el IFN-ɣ, la IL-

8, o las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1. 

Estas moléculas están relacionadas tanto con el inicio, como con la progresión de 

lesiones ateroscleróticas. Por ejemplo, la PCR es un reconocido reactante de fase 

aguda que actúa sobre las células endoteliales, con efectos agudos como la inducción 

de trombosis, y efectos crónicos que podrían contribuir con la formación y maduración 

de las placas de ateroma. La PCR se ha convertido en el marcador inflamatorio de 

elección en el ámbito clínico debido a esta asociación consistente con eventos 

cardiovasculares, su larga vida media y la estabilidad cuando se almacena congelada 

durante períodos prolongados de tiempo177. Por su parte, el IFN-ɣ es una citoquina 

proinflamatoria, considerada a menudo como un regulador clave del desarrollo de la 

aterosclerosis, ya que es capaz de influir en varios pasos fundamentales durante el 

desarrollo de la misma, incluyendo la expresión de genes proinflamatorios, el 

reclutamiento de monocitos circulantes hacia el endotelio activado y también se lo ha 

relacionado con el crecimiento y la estabilidad de la placa aterosclerótica178. La IL-8, a 

su vez, es una citoquina pro inflamatoria implicada en la migración de monocitos al 

espacio subendotelial, el cual es un paso clave en los estadios iniciales de la 

aterosclerosis, y también ha demostrado ser un potente quimiotáctico para los 

neutrófilos, dirigiéndolos a los sitios de lesión tisular179. Concentraciones elevadas de 

IL-8 se asociaron con un aumento del riesgo de enfermedad arterial coronaria futura 

en pacientes aparentemente sanos180, como lo son los voluntarios que han participado 

en el estudio, y además se ha visto que es una quimoquina capaz de predecir eventos 

cardiovasculares de manera independiente a otras citoquinas179.  

Como ya se ha descrito, las moléculas de adhesión ICAM-1 y VCAM-1 facilitan el 

reclutamiento de leucocitos al espacio subendotelial. Además, las concentraciones 

plasmáticas elevadas de moléculas de adhesión se han  correlacionado con varios 

factores de riesgo cardiovascular, tales como fumar181,182, hipertensión183,184, bajas 
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concentraciones de HDL-colesterol, hipercolesterolemia y/o hipertrigliceridemia185,186; y 

dado que todos estos factores de riesgo se corresponden con las características de los 

voluntarios que participaron en el estudio de intervención, se consideró fundamental 

determinar las concentraciones de estas moléculas en el plasma de los voluntarios.  

Asimismo, se quiso observar el comportamiento de otras moléculas menos estudiadas 

con relación al riesgo cardiovascular, tras el consumo crónico de carotenoides del 

tomate, como por ejemplo la eotaxina y la CXCL10, y de esta forma poder elucidar el 

papel de los carotenoides con relación a estas moléculas. Por ejemplo, se ha 

observado que la CXCL10 es un potente mitogénico y quimiotáctico para el factor 

estimulante de colonia de macrófagos, importantes para la diferenciación de los 

monocitos en macrófagos, y además puede modular el equilibrio local del sistema 

inmune a través de la inducción de células T reguladoras. En animales de 

experimentación se ha observado que aquellos deficientes en CXCL10 (ApoE-/-

/CXCL10-/-) presentaban lesiones ateroscleróticas más moderadas que los ratones de 

control que sí expresaban CXCL10 (ApoE-/-/CXCL10+/+), tras la ingesta de una dieta 

alta en grasas saturadas y colesterol durante un período de 6-12 semanas187.   

Por su parte, en cultivos de células a partir de células de músculo liso aórtico humano, 

la eotaxina se relacionó con la modulación de la función de los macrófagos, y 

probablemente en la activación y/o reclutamiento de mastocitos147, y más 

recientemente,  en un ensayo clínico realizado en pacientes obesos, la eotaxina se 

asoció con el grosor de la carótida íntima-media, como un factor de predicción 

temprana del proceso aterosclerótico148. 

Diversos estudios de intervención se llevaron a cabo con el fin de determinar los 

efectos del tomate, productos derivados del tomate, o incluso de los suplementos de 

licopeno sobre moléculas inmunoinflamatorias relacionadas sobre el desarrollo de la 

aterosclerosis. Una de las más estudiadas es la PCR y aunque autores como Biddle et 

al., 2015188 observaron una correlación negativa entre las concentraciones elevadas 

de licopeno en plasma y las concentraciones de PCR, otros autores como Abete et al., 

2013189, Thies et al., 2012190 y Blum et al., 2007191 no encontraron ninguna asociación 

entre la suplementación con tomate o productos derivados del tomate y la atenuación 

de las concentraciones plasmáticas de esta molécula. Una posible explicación sobre 

los resultados negativos que se observaron en estos estudios podría ser que los 

productos del tomate que fueron administrados a los voluntarios, no tenían, o tenían 

muy poca cantidad de aceite y se ha demostrado que el consumo conjunto de una 

matriz lipídica junto con los alimentos ricos en carotenoides, mejora la 

biodisponibilidad de los mismos192-194, siendo 3-5 g, la cantidad óptima de grasas para 

una mejor absorción192.  
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Dado que el incremento de la ICAM-1 y la VCAM-1 está relacionado con estímulos 

pro-inflamatorios, tales como un aumento de las concentraciones de PCR en el 

plasma137 y, como se observó una reducción de sus concentraciones tras la 

intervención con zumo de tomate, al mismo tiempo se esperaba una reducción de las 

concentraciones de ICAM-1 y VCAM-1. Sin embargo, en la literatura se observan 

resultados contradictorios; Thies et al., 2012190 tras realizar un estudio de intervención 

durante 12 semanas para evaluar los efectos del consumo de una dieta rica en tomate 

y productos derivados del mismo sobre marcadores de riesgo cardiovascular, como la 

PCR, IL-6 o ICAM-1 frente al consumo de una dieta baja en tomate o una dieta 

suplementada con cápsulas de licopeno. La media de consumo de licopeno fue de 

226-351 mg/semana en el grupo de voluntarios que llevaron la dieta rica en tomate, 

mientras que la media del grupo suplementado con licopeno y del grupo de voluntarios 

control (dieta baja en tomate), fue tan solo de 0-2 mg/semana. Al finalizar el estudio, 

no observaron cambios en los niveles de ICAM-1, aún después de haber incrementado 

las concentraciones de licopeno plasmático en un 267% en el grupo de intervención 

con la dieta rica en tomate. En nuestro estudio, la media de consumo de licopeno en la 

intervención con la dosis alta de zumo de tomate fue de 280 mg/semana, pero sin 

embargo el promedio de incremento del licopeno plasmático en este grupo de 

intervención fue de 410%. Estas diferencias podrían deberse principalmente a que las 

raciones de tomate o productos derivados del tomate que debían consumir los 

voluntarios de este estudio, no iban acompañadas de aceite. Por otra parte, Blum et 

al., 2007191, no solo no encontraron diferencias entre las concentraciones basales de 

PCR e ICAM-1 y las concentraciones observadas tras una intervención con tomate 

fresco durante 1 mes, sino que además notaron un incremento de las concentraciones 

de ICAM-1 en el grupo control (dieta sin tomate); mientras que García-Alonso et al., 

2012195 observaron una reducción en las concentraciones de VCAM-1 tras una 

intervención con zumo de tomate durante 2 semanas, pero las concentraciones de 

ICAM-1 solamente disminuyeron si el zumo de tomate estaba enriquecido con ácidos 

grasos poliinsaturados ω-3. Resumiendo, las diferencias observadas respecto a 

nuestros resultados, podrían ser tanto por la dosis administrada como por la adición de 

aceite. 

Con relación a la IL-8, algunos estudios que se llevaron a cabo para determinar la 

capacidad del licopeno sobre la inhibición de esta molécula, sobre todo en cultivos 

celulares196 y en modelos animales197, se observó una disminución de los niveles de 

IL-8 tras intervenciones/suplementaciones con licopeno. No obstante, no hay muchos 

ensayos clínicos en humanos publicados en los cuales se estudie el efecto del 

licopeno sobre esta quimoquina.  Ghavipour et al., 2013198 llevaron a cabo un estudio 
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para investigar si el consumo diario de 330 mL de zumo de tomate (37 mg/día de 

licopeno) durante 20 días podía reducir el estado inflamatorio en personas obesas. Los 

biomarcadores analizados fueron IL-6, IL-8, PCR y TNF-α. En concordancia con los 

resultados de este estudio, observaron una disminución significativa de la IL-8, pero 

sin embargo, no encontraron diferencias en las concentraciones de PCR plasmático 

tras la intervención. Estos autores hipotetizaron que los efectos antiinflamatorios 

atribuidos al licopeno no fueron suficientemente potentes para mermar el estado 

inflamatorio exacerbado observado en los pacientes obesos. 

Uno de los posibles mecanismos mediante el cual tanto el cis como el trans-licopeno 

podría atenuar las concentraciones de la quimoquina IL-8, así como las moléculas de 

adhesión ICAM-1 y VCAM-1 y, posiblemente también modular las concentraciones 

plasmáticas de la PCR, es mediante la inhibición de la translocación del factor nuclear 

kappa B, implicado en la activación de la cascada inflamatoria que puede estimular la 

expresión de estas moléculas191. 

Por otra parte, en un ensayo clínico llevado a cabo por Tarantino et al., 2014148,  la 

eotaxina se asoció con el grosor de la íntima de la carótida media, como un predictor 

temprano de aterosclerosis en personas obesas. Mientras que la CXCL10, a su vez, 

se detectó en placas ateromatosas proclives a la ruptura199. Aunque en este estudio no 

se pudieron observar un descenso significativo en las concentraciones de estas 

moléculas tras la intervención con el zumo de tomate, sí se observó una tendencia a 

disminuir, sugiriendo futuras investigaciones con una población más numerosa para 

evaluar el efecto del consumo de los carotenoides del tomate, principalmente de los 

isómeros trans, sobre estas moléculas y su relación con el desarrollo de la 

aterosclerosis. En la Tabla 15 se presentan los estudios citados junto con los 

resultados obtenidos tras las distintas intervenciones. 
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Autor Tipo de estudio Duración Intervención Moléculas estudiadas Resultados observados

Biddle et al. , 

2015188

Ensayo clínico 
randomizado con 

pacientes con 
insuficiencia cardíaca

30 días

326 g de zumo comercial de 
vegetales rico en licopeno 
(29,4 mg de licopeno) vs. 

agua como control

PCR
Disminución de la PCR en el grupo 

intervención

Tarantino et al. , 

2014148

Estudio transversal 
de una cohorte de 

pacientes obesos con 
esteatosis hepática 

no alcohólica

11 meses
Medición del grosor de la 
íntima de la carótida y 27 
moléculas inflamatorias 

IL-1b, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL- 5, IL-6, IL-
7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-
13, IL-15, IL-17, eotaxina (CCL11), 
basic FGF, G-CSF, GMCSF, IFN-g, 

IP-10 (CXCL10), MCP-1 (CCL2), 
MIP-1a (CCL3), MIP-1b (CCL4), 

PDGF-bb, RANTES (CCL5), TNF-α 
y VEGF

La eotaxina se correlacionó de 
manera negativa con el grosor de la 

íntima de la carótida

Abete et al ., 

2013189

Ensayo clínico 
randomizado con 
voluntarios sanos

28 días

160 g de salsa de tomate 
rica en licopeno (27, 2 mg 
licopeno/día) vs . 160 g de 

salsa de tomate 
convencional (12,3 mg 

licopeno/día)

PCR
Aumento de la PCR en el grupo que 
consumió salsa de tomate rica en 

licopeno

Ghavipour et al ., 

2013198

Ensayo clínico 
randomizado con 
mujeres obesas

20 días
330 mL de zumo de tomate 

vs.agua como control
IL-6, IL-8, PCR, TNF-α

Disminución de la IL-8 y TNF-α en el 
grupo intervención

Thies et al. , 

2012182

Ensayo clínico 
randomizado con 
pacientes obesos

12 semanas

Dieta alta en tomate (35-50 
mg licopeno/día) o dieta 

suplementada con cápsulas 
de licopeno (10 mg/día) vs. 
Dieta baja en tomate como 

control

PCR, ICAM-1, IL-6

No observaron diferencias 
significativas entre las 

concentraciones basales y las 
concentraciones tras las 

intervenciones en estas moléculas 

García-Alonso et 

al.,2012195

Ensayo clínico 
randomizado con 
mujeres sanas

2 semanas

500 mL de zumo de tomate 
enriquecido con Ω-3 vs.  500 
mL de zumo de tomate solo 

(26,5 mg/licopeno)

ICAM-1, VCAM-1

Disminución de las concentraciones 
de VCAM-1 en ambos grupos de 
intervención. Disminución de las 
concentraciones de ICAM-1 en el 
grupo de intervención de zumo de 

tomate enriquecido con Ω-3

Blum et al. , 

2007191

Ensayo clínico 
randomizado con 
voluntarios sanos

30 días
Dieta enriquecida con 300 g 
de tomate fresco vs.  Dieta 

regular sin tomate
ICAM-1, PCR

No observaron diferencias 
significativas entre las 

concentraciones basales y las 
concentraciones tras las 

intervenciones de la PCR. Aumento 
de la ICAM-1 al finalizar el estudio en 

grupo de dieta control
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Respecto al β-caroteno, coincidiendo con los resultados obtenidos en esta tesis 

doctoral, Jhonson et al., 1997200 tampoco observaron cambios significativos en las 

concentraciones plasmáticas de este compuesto tras la administración de suplementos 

de 60 mg de β-caroteno (100%) solo, o en combinación con licopeno (97% trans-

licopeno, 1% 13-cis-licopeno), ambos enriquecidos con aceite de maíz, mientras que 

las concentraciones plasmáticas de licopeno incrementaron tras la suplementación. 

Los autores señalaron que el consumo conjunto de β-caroteno y licopeno tiene 

mínimos efectos en la absorción del β-caroteno, pero sin embargo, la presencia del 

caroteno aumenta la absorción del licopeno, probablemente porque algunos 

componentes de la molécula del β-caroteno, aumentan la solubilización del licopeno 

cristalino y, por ende, mejorarían su respuesta plasmática200. Esta hipótesis concuerda 

con los resultados que se obtuvieron tras nuestro estudio de intervención y podría 

explicar la falta de correlación entre el β-caroteno y las moléculas estudiadas. 

En cuanto al papel del licopeno en la nutrición humana, puede llegar a ser de difícil 

interpretación debido a que el isómero predominante en los alimentos, como por 

ejemplo en el tomate, es el trans, mientras que en plasma y en tejidos se encuentra 

principalmente en la configuración cis201; de hecho, el contenido de isómero trans en el 

tomate crudo o en productos derivados del tomate puede llegar a ser de entre un 60 y 

un 96%196, mientras que en el plasma se ha observado una concentración de tan solo 

un 30-40%172,202 y en tejidos un 20-65%196,203,204, predominando en estos últimos el 

isómero cis (50-90%)205. Estas observaciones han llevado a la hipótesis de que los 

cambios de configuración isomérica de trans a cis podrían tener alguna influencia 

biológica con relación a la salud.  Aunque se reconoce que los isómeros cis son mejor 

absorbidos y tienen una mayor biodisponibilidad, relacionándolos con los efectos 

beneficiosos del licopeno sobre la salud,  el papel que desempeña la forma trans sobre 

la salud no está bien esclarecido. No obstante, en esta tesis se pudo observar que tras 

realizar ajustes por la forma trans, el efecto modulador del cis-licopeno se perdía, 

mientras que los ajustes por cis-licopeno disminuyeron los efectos protectores del 

trans-licopeno, sin llegar a ser una disminución significativa. De esta forma, se llegó a 

la conclusión de que la presencia de isómeros trans del licopeno, tanto en plasma 

como en los tejidos, cumple una función biológica importante, pudiendo llegar a ser 

clave en la salud cardiovascular, mediante la modulación de la producción de 

moléculas inflamatorias relacionadas con la aterosclerosis. 
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Fortalezas y debilidades de esta tesis 

 

Las fortalezas observadas en esta tesis doctoral son las siguientes: 

- El desarrollo y la validación de un método cromatográfico sensible, específico, 

que permite la separación, identificación y cuantificación simultánea de un 

elevado número de carotenoides en el plasma, además de una vitamina 

liposoluble, que ha demostrado ser eficiente en su aplicación a ensayos 

clínicos. 

- El realizar la cuantificación en plasma de no sólo el trans licopeno, sino 

también de los tres isómeros cis: el 5,9 y 13 cis licopeno.  

- En cuanto a los ensayos clínicos realizados, una fortaleza importante ha sido 

la elucidación del efecto beneficioso que tienen los isómeros trans del licopeno 

sobre la regulación de las citoquinas inflamatorias, quimoquinas y moléculas 

de adhesión tras el consumo crónico de zumo de tomate, a pesar de la mejor 

biodisponibilidad y mayor proporción de isómeros cis en el plasma humano. 

- El análisis de dos biomarcadores: la eotaxina y la CXCL10 capaces de 

predecir futuros eventos cardiovasculares, sobre los que no había ningún 

estudio previo correlacionándolos con el consumo de carotenoides.  

 

Algunas de las limitaciones que tiene esta tesis son: 

- Debido a que el estudio de intervención con zumo de tomate se llevó a cabo 

con voluntarios adultos de alto riesgo cardiovascular, los resultados 

observados no pueden ser extrapolados a la población en general. 

- Aunque el estudio era cruzado y aleatorizado, el número de pacientes incluidos 

era pequeño (n=28),  por lo que podría existir una confusión residual, a pesar 

de los ajustes por potenciales factores de confusión que hemos realizado 

durante los análisis de correlación. 

- Los posibles efectos sinérgicos entre distintos componentes del tomate y otros 

componentes de la dieta de los voluntarios no fueron evaluados.  

- Las limitaciones intrínsecas de los biomarcadores estudiados, como pueden 

ser, errores en las mediciones durante los análisis o la variabilidad 

interindividual de los voluntarios. 
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VII. Conclusiones 

 

Conclusiones generales 

El consumo regular de zumo de tomate tiene un efecto protector sobre parámetros de 

riesgo cardiovascular, al incrementar las concentraciones plasmáticas de 

carotenoides, lo cual a su vez se relaciona con la modulación de las concentraciones 

plasmáticas de moléculas inflamatorias y moléculas de adhesión relacionadas con el 

inicio y la progresión de la aterosclerosis. 

 

Conclusiones específicas 

- Es fundamental contar con una herramienta sensible y específica que permita 

la cuantificación de los carotenoides en el plasma. El método desarrollado por 

HPLC-UV/DAD ha sido validado y permite la separación, identificación y 

cuantificación de once carotenoides y una vitamina liposoluble en plasma 

humano: luteína, zeaxantina, astaxantina, criptoxantina, trans-β-apo-8’-

carotenal, 15-cis-β-caroteno, 13-cis-β-caroteno, α-caroteno, β-caroteno, 9-cis- 

β-caroteno, trans-licopeno y retinol, además de la identificación de 3 isómeros 

del licopeno (5-cis, 9-cis y 13-cis-licopeno), previamente descritos por nuestro 

grupo de investigación. 

- El consumo regular de zumo de tomate durante 4 semanas se relaciona con un 

incremento significativo de las concentraciones plasmáticas de determinados 

carotenoides, especialmente del licopeno y sus isómeros, tanto el trans-

licopeno, como el 5-cis, el 9-cis y el 13-cis-licopeno, así como del β-caroteno. 

- Se observa una relación dosis-respuesta en el nivel de carotenoides. El 

incremento de las concentraciones plasmáticas de carotenoides es 

proporcional a la cantidad consumida de zumo de tomate, siendo por lo tanto 

más elevadas después del consumo de dos raciones (400 mL), que de una 

ración (200 mL). 

- El aumento de carotenoides plasmáticos se correlaciona con una menor 

concentración plasmática de moléculas de inflamación tales como la PCR, la 

citocina pro-inflamatoria y quimiotáctica IL-8 y las moléculas de adhesión 

ICAM-1 y VCAM-1. 
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- Los carotenoides plasmáticos también podrían modular otros biomarcadores 

cardiovasculares relacionados con la aterosclerosis, como la eotaxina, el IFN-ɣ 

y la CXCL10.  

- A pesar de la mayor biodisponibilidad y la mayor proporción de los isómeros cis 

del licopeno en el plasma humano, el isómero trans-licopeno puede explicar la 

menor concentración plasmática de moléculas de adhesión celular. 

- Los isómeros cis del licopeno no se correlacionan con la disminución de las 

concentraciones de moléculas inflamatorias y de adhesión celular. 
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IX. Anexos 

A. Publicaciones 

En los anexos se incluyen dos publicaciones (Publicación 1 y 2) donde se muestran 

los resultados obtenidos en esta tesis doctoral y otras dos publicaciones (Publicación 3 

y 4) que no forman parte propiamente del trabajo de la tesis. 

 

Publicación 1. Un nuevo método para la cuantificación simultánea de antioxidantes: 

carotenos, xantófilas y vitamina A en plasma humano. 

A New Method to Simultaneously Quantify the Antioxidants: Carotenes, Xanthophylls, 

and Vitamin A in Human Plasma. Mariel Colmán-Martínez, Miriam Martínez-Huélamo, 

Esther Miralles, Ramón Estruch, and Rosa M. Lamuela-Raventós. Oxidative Medicine 

and Cellular Longevity. 2016; 2016: 9268531. doi: 10.1155/2016/9268531 
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Publicación 2. El trans licopeno del zumo de tomate atenúa los biomarcadores 

inmuno-inflamatorios: estudio de dosis-respuesta. 

trans-Lycopene from tomato juice attenuates immune-inflammatory biomarkers: dose-

response intervention trial. Mariel Colmán-Martínez, Miriam Martínez-Huélamo, 

Palmira Valderas-Martínez, Sara Arranz-Martínez, Enrique Almanza-Aguilera, Dolores 

Corella-Piquer, Ramón Estruch, and Rosa M. Lamuela-Raventós. Molecular Nutrition & 

Food Research (Enviado ). 
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Publicación 3. Desarrollo de un método avanzado de HPLC-MS/MS para la 

determinación de carotenoides y vitaminas liposolubles en plasma humano. 

Development of an advanced HPLC-MS/MS method for the determination of 

carotenoids and fat soluble vitamins in human plasma. Barbora Hrvolová, Miriam 

Martínez-Huélamo, Mariel Colmán-Martínez, Sara Hurtado-Barroso, Rosa M. 

Lamuela-Raventós and Jiří Kalina. International Journal of Molecular Sciences. 2016; 

2016:  Oct; 17(10): 1719. doi: 10.3390/ijms17101719 
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Publicación 4. Cuantificación de compuestos bioactives de ocho genotipos de 

tomates Serbios y evaluación de su capacidad antioxidante 

Quantification of the bioactive compounds of eight Serbian tomato genotypes and 

evaluation of their antioxidant capacity. Sanja Vlaisavljevic, Mariel Colmán-Martínez, 

Anamarija Stojanovic, Miriam Martínez-Huélamo, Rosa M. Lamuela-Raventós y Neda 
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ABSTRACT 

Tomato, one of the most consumed fruits, is rich in beneficial biomolecules such as 

carotenoids, polyphenols, vitamin C and tocopherol, which may decrease the risk of 

developing chronic degenerative diseases. Eight different Serbian genotypes were 

analyzed for the quantification of polyphenol, carotenoid, and vitamin C content, as 

well as the evaluation of antioxidant capacity. Among the eight genotypes tested, S606, 

S616 and S612 showed higher levels of carotenoids, especially lycopene. These three 

genotypes, as well as S364, also showed a higher phenolic content, with rutin 

predominating, whilst S606 and S615 presented the highest levels of ascorbic acid. 

Their content of antioxidant compounds suggested that genotypes S606 and S615 have 

the best antioxidant capacity, which was confirmed by their greater efficiency in 

neutralizing DPPH and ABTS radicals, as well as high reducing power. The results 

obtained in the present study could be of considerable interest for breeding programs 

wishing to select tomato genotypes with high antioxidant and nutritional properties.  
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Introduction 

Eating a healthy diet, and knowing how to recognize and choose a high quality food are 

currently topics of great interest. The nutritional quality and many sensorial properties 

of fruits and vegetables are conditioned by their content of vitamins, minerals, dietary 

fiber, carbohydrates, proteins and antioxidant phytochemicals (carotenoids, polyphenols 

and other compounds), which have been associated with the prevention and decreased 

risk of different diseases. The analysis of biomolecules in plant food, whose levels 

depend on a number of intrinsic (genus, species, cultivars) and extrinsic (agronomic, 

environmental, handling, storage) factors (Carbonell-Capella et al., 2014), is therefore 

very important for an assessment of both sensory qualities and health benefits for the 

consumer. 

Although tomato (Lycopersicum esculentum L.) is a seasonal fruit, it can be found in 

markets and supermarkets throughout the year, because its production is carried out in 

greenhouses. It is one of the most consumed fruits in Europe, especially in the 

Mediterranean area, both fresh and in tomato-based products (Ilahy et al., 2011). 

Tomato contains a high amount of bioactive compounds, notably phenolics, carotenoids 

and other antioxidants (Raffo et al., 2006), the content depending on the variety, 

growing conditions, and ripeness stage, among other factors (Domínguez et al., 2012). 

Tomato fruit ripening is a complex process characterized by various morphological, 

physiological, biochemical and molecular transformations (synthesis and storage of 

polyphenols and other compounds), which determine the nutritional quality and 

antioxidant potential at each stage.  

Consumers tend to choose tomatoes on the basis of their visual and functional 

properties, and may consider fruit with an attractive appearance to be healthier. In the 

commercialization of tomato production, the most profitable and high-yielding cultivars 

and hybrids are given predominance, while other cultivars, which might have a higher 

nutritional value, and be an important source of genes for breeding, are disregarded. In 

order to increase the nutritional value and the content of bioactive compounds, today a 

range of cultivars and varieties are being produced. Therefore, the aim of this study was 

to investigate the phytochemical profiles of both traditional and new tomato cultivars. 

Considering phytochemical characteristics of new fruits cultivars, traditional breeding 

of yield, market life, and consumer taste.  
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There are many studies related to the phytochemical analysis and antioxidant properties 

of tomato from different origins (Frusciante et al., 2007; García-Valverde et al., 2013; 

Kaur et al., 2013; Kotíková et al., 2011; Lenucci et al., 2006; Singh et al., 2015), but to 

date no reports have been published on Serbian varieties. In Serbia there is a strong 

consumer demand for traditional fruits and vegetables. The aim of Serbian farmers and 

breeders is to obtain cultivars with a high content of nutrients and bioactive compounds, 

and provide food that is both tasty and healthy. For this study, eight tomato cultivars 

with different color, morphology and sensorial characteristics that are attractive for 

consumers were selected. The phytochemical profile as well as antioxidant properties of 

these eight Serbian tomato varieties were determined for the first time.  

Material and methods 

For the purposes of existing breeding programs and the preservation of traditional 

cultivars, the Institute of Field and Vegetable Crops in Novi Sad, Serbia (IFVCNS) has 

established a collection of over 400 different tomato accessions. Eight accessions 

(genotypes) significantly different in morphological and organoleptic characteristics 

were chosen for the quantification of polyphenols and carotenoids, determination of 

vitamin C content, as well as evaluation of antioxidant capacity (Table 1) (Figure 1). 

The trial was conducted in Rimski Šančevi (45°39′58.02′′N 19°04′51.16′′E), Serbia in 

2015. On March 30th, seeds were sown indoors on a surface of moist compost, covered 

with a thin covering of vermiculite, and watered with a solution of copper-based 

fungicide. On April 5th, indoor seedlings with a pair of true leaves each were pricked out 

into larger individual containers. Two weeks before planting out, young tomato plants 

were hardened off and gradually acclimatized to the harsher outdoor conditions. On 

June 2nd, seedlings were manually transplanted outdoors in a randomized block design 

with three replicates. Each plot was a single 5 m row that bedded 11 plants. Rows were 

spaced 140 cm apart and within-row spacing was 50 cm. Management of soil, and pest 

and disease control was carried out according to standard procedures. Tomatoes at the 

fruit maturity stage were hand-harvested randomly in September 2015, from the middle 

of 10 plants of each of the eight genotypes. 
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Table 1. Morphological characteristics and description of eight Serbian tomato 

genotypes 

Accessio

n No 

Predominant 

fruit shape 

Fruit 

size 

Exterior 

color of 

mature 

fruit 

Intensity 

of 

exterior 

color 

Fruit 

blossom 

end shape 

Taste Uses 

S 364 Plum-

shaped 

5-8 

cm 

Red Dark Indented Not 

sweet 

Processin

g 

S 590 Slightly 

flattened 

8-10 

cm 

Pink Light Flat Sweet Fresh/Pro

cessing 

S 606 Plum-

shaped 

3-5 

cm 

Orange Dark Flat and 

pointed 

Sweet Fresh 

S 607 Plum-

shaped 

3-5 

cm 

Red Intermed

iate 

Flat Very 

sweet  

Fresh 

S 608 High 

rounded 

<3 cm Yellow Intermed

iate 

Flat Very 

sweet 

Fresh 

S 612 Heart-

shaped 

>10 

cm 

Pink Light Pointed Very 

sweet 

Fresh 

S 615 Rounded 8-10 

cm 

Yellow Intermed

iate 

Flat Very 

sweet 

Fresh 

S 616 Long-

oblong 

5-8 

cm 

Red Dark Indented Not 

sweet 

Processin

g 

 

Preparation of plant material  

Sampled fruits of each genotype were cut into small pieces and sequentially 

homogenized in a domestic blender for 2 min. The homogenized fruits were introduced 

into jars and then lyophilized for 48 hours . The samples were kept at room temperature 

in a dark and dry place. 
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Extraction 

Tomatoes were extracted by liquid-liquid extraction for the analysis of both polyphenols 

and carotenoids, and analyzed by UHPLC-MS/MS in the case of polyphenols (Di Lecce 

et al., 2013) and HPLC-UV for carotenoids (Colmán-Martínez et al., 2016; Vallverdú-

Queralt et al., 2012). 

For the extraction of polyphenols, 0.2 g of dry tomatoes was weighed and homogenized 

with 5 mL of ethanol:Milli-Q water (0.1% formic acid) (80:20). The homogenate was 

sonicated for 5 min and centrifuged at 4000 rpm for 20 min at 4 °C. The supernatant 

was collected, and the extraction procedure was repeated. Both supernatants were 

combined and the portion of ethanol was evaporated to dryness on a sample 

concentrator (Techne, Duxford, Cambridge, U.K.) at room temperature under a stream 

of nitrogen gas. The residues were reconstituted with up to 2 mL of water containing 

0.1% formic acid, filtered through 0.22 µm polytetrafluoroethylene (PTFE) syringe 

filters (Waters  Corporation, United States), and injected into a UHPLC−MS/MS 

system. 

Carotenoid extraction consisted of a double liquid-liquid extraction with 5 mL of 

ethanol/hexane (4:3 v/v) for each extraction. The homogenate was sonicated for 5 min 

and centrifuged at 2140 × g for 15 min at 4 °C. The two supernatants were combined 

and evaporated under nitrogen flow. Finally, the residue was reconstituted with MTBE 

up to 1 mL and filtered through a 0.45 µm PTFE filter (Waters, Milford, MA, USA) into 

an insert-amber vial for HPLC-UV analysis. 

Extractions were performed in triplicate and quantified with the corresponding 

commercial standards. When standards were not available, the compounds were 

quantified based on the free form of the corresponding metabolite. 

For evaluation of antioxidant activity and determination of total phenol and vitamin C 

content, 0.5 g of lyophilized tomato samples were weighed, homogenized with 5 mL of 

80% ethanol (v/v) and then added to the flask and sonicated continuously for 15 min on 

an ultrasonicator. The extraction was repeated twice. 

HPLC-UV separation of carotenoids  

Chromatographic separation was carried out in an HP 1100HPLC system (Hewlett-

Packard, Waldbronn, Germany), consisting of a quaternary pump and an autosampler 

coupled to a diode array detector DAD G1315B. Chromatographic separation was 

performed on a YMC Carotenoid column, 250 mm × 4.6 mm (Waters, Milford, MA) 
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connected to a precolumn YMC Guard Cartridge Carotenoid 20 × 4.0 mm i.d. The DAD 

detector was adjusted at 450 nm for carotenoid detection. The system was controlled by 

Agilent ChemStation Software. The mobile phase used was Milli-Q water (A), 

methanol (B), and MTBE (C) with the following linear gradient for B (� (min), %B): 

(0.0, 90); (40.0, 40); (60.0,6); (62.0, 90); (72.0, 90). Solvent A was used isocratically at 

4%. The separation was achieved at a flow rate of 0.6 mL/min. Twenty microliters of 

the samples were injected in the HPLC-UV system (Colmán-Martínez et al., 2016). 

UHPLC-MS/MS separation of polyphenols  

The UHPLC analysis was performed using an Acquity UHPLC chromatograph 

equipped with a Waters binary pump system (Milford, MA, USA). The mobile phase 

used was water (A) and MeCN (B) with 0.1% formic acid in both solvents. An 

increasing linear gradient of B was used (t (min), %B), as follows: (0.0, 20); (0.5, 20); 

(1.5, 30); (2.00, 30); (2.5, 50); (3.0, 100); (3.5, 100); (3.7, 20) and (4.5, 20). The mobile-

phase flow rate was 400 µL min-1, and 10 µL of the sample was injected into the 

UHPLC system. The column was maintained at 30 °C while the autosampler was 

thermostated at 4 °C. 

The UHPLC system was coupled to an API 3000 triple-quadrupole mass spectrometer 

(Sciex, Foster City, CA, USA) with a Turbo Ion Spray source in negative-ion mode to 

obtain MS/MS data. TurboIonSpray source settings were as follows: capillary voltage −

3500 V; nebulizer gas (N2) 10 (arbitrary units); curtain gas (N2) 12 (arbitrary units); 

collision gas (N2) 4 (arbitrary units); entrance potential 10 V; drying gas (N2) heated to 

400 °C and introduced at a flow rate of 8000 cm3 min−1. The phenolic compounds 

present in tomatoes were detected and quantified by using the multiple reaction 

monitoring mode (MRM), tracking the transition of the parent and product ion specific 

to each compound. The system was controlled by Analyst v.1.4.2 software supplied by 

Sciex (Foster City, CA, USA). 

Total phenol content 

The total phenolic content was determined according to a previously reported method 

(Fukumoto & Mazza, 2000), customized for 96-well microplates. Thirty microliters of 

each extract or standard solution, except in a blank probe, when only the solvent was 

used, was added to 150 µL of 0.1 mol/L Folin-Ciocalteu (FC) reagent and mixed with 
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120 µL of sodium carbonate (7.5%) after 10 min. The mixture was incubated in the dark 

at room temperature (2 h). The absorbance of the resulting solution was measured at 

760 nm. The phenolic concentration was determined by comparison with the standard 

calibration curve of gallic acid, and results were presented as a mean value of triplicate 

tests. The total phenol value was expressed as milligrams of gallic acid equivalents 

(GAE) per gram of dry material (dm) calculated according to the standard calibration 

curve (linear regression). 

Ascorbic acid content 

Ascorbic acid was determined according to the method of Klein and Perry (1982) 

modified for 96-well microplates. The samples were re-extracted with meta-phosphoric 

acid (0.1 g/mL) to obtain final concentrations of 50, 70 and 100 mg/mL. The mixture 

was stirred and left for 45 min at room temperature. Further, the samples (30 µL) were 

mixed with 2,6-dichlorindophenol and the absorbance was measured within 20 min at 

515 nm against a blank. The ascorbic acid content was calculated on the basis of the 

calibration curve of standard L-ascorbic acid (ranging from 0-320 µg/mL). All 

measurements were performed in triplicate and the results were expressed as mg of 

ascorbic acid (AA) per g of dry material (dm). 

 

Reduction of the DPPH radical 

The DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) free radical method is an 

antioxidant assay based on electron-transfer that produces a violet solution. This free 

radical, stable at room temperature, is reduced in the presence of an antioxidant 

molecule, giving rise to a colorless ethanol solution. The DPPH assay provides an easy 

and rapid way to evaluate antioxidants by spectrophotometry. Plant extracts were tested 

for their scavenging effect on the DPPH radical according to Sanchez-Moreno et al. 

(1998). Ten microliters of the examined extract solutions was added to 100 µL of 90 

µmol/L DPPH solution in methanol and the mixture was diluted with 190 µL of 

methanol. In the control, the exact amount of the extract was substituted with solvent, 

and in the blank probe, only methanol (290 µL) and extract (10 µL) were mixed. After 1 

h, measurements of absorbance were done at 515 nm. Results were expressed as 

milligrams of Trolox equivalents (TE) per gram of dm of extract calculated according to 

the standard calibration curve. 
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ABTS assay 

The ABTS assay was performed by a modified previously described procedure (Arnao 

et al., 2001). Spectrophotometric determination of the scavenging activity of tomato 

samples was based on transformation of the blue-green solution of radical cation 

ABTS•+ to its neutral colorless form (ABTS 2-). ABTS•+ is generated by the persulfate 

oxidation of 2,2-azinobis (3-ethylbenzoline-6-sulfonic acid)-(ABTS 2-). An ABTS•+ 

radical cation was produced by reacting 7 mM ABTS stock solution with 2.45 mM 

potassium persulphate. The mixture was allowed to stand in the dark at room 

temperature for 16 h before use. Trolox (1mM) was prepared in methanol as an 

antioxidant standard. The stock solution was diluted in 95 % ethanol on the day of use. 

Ten microliters of different concentrations of the extracts were added to 290 µL ABTS 

solution until a final volume of 300µL. After five minutes, the absorbance was read at 

734 nm. The results were expressed as Trolox equivalants (TEAC- trolox equivalent 

antioxidant capacity) per g of dm (TEAC/g dm). 

 

Statistical Analysis 

For linear regression analysis, Origin software version 8.0 was used. All the results 

were expressed as the mean ± SD of three different trials. A comparison of the group 

means and the significance between the groups were verified by one-way ANOVA 

followed by Tukey's post hoc test. Statistical significance was set at p<0.05. 

 

Results and discussion  

The chemical composition of tomatoes can be affected by many factors, such as the 

cultivar or variety, environmental factors (light, temperature, air composition, mineral 

nutrition, etc.), cultivation and storage methods (García-Valverde et al., 2013). Among 

the different tomato varieties tested, considerable differences were found in contents of 

carotenoids, polyphenols, or vitamin C. The health benefits of tomato and tomato-based 

products may be due to synergistic interactions of these bioactive compounds. 

 

Quantitative determination of carotenoids  

Carotenoids are responsible for the color of many fruits and vegetables, and their 

concentration depends on the activity of different enzymes and also genetic expression 
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(Guzman et al., 2010). Several epidemiological studies have provided evidence for the 

protective effect of carotenoids from tomato, such as a decreasing risk of different 

degenerative diseases and some types of cancer (Tanaka et al., 2012). The carotenoid 

content of eight Serbian tomato varieties is shown in Table 2. 

 

 
 

These data demonstrate that the concentration of carotenoids can vary considerably 

according to the genotype, which may affect their biosynthesis (Kaur et al., 2013). The 

most abundant carotenoid in almost all the varieties of tomato samples was lycopene. 

Tomato is considered the best dietary source of lycopene, which is one of the most 

beneficial carotenoids for human health. Agarwal, S.; Rao, A. V. Tomato lycopene and 

its role in human health and chronic diseases. Can. Med. Assoc. J. 2000, 163, 739- 744. 

The highest levels of lycopene (mg/100g) were detected in varieties S606, S616 and 

S612 (160.64, 207.42, 339.53), which are of variable color and shape. Lycopene was 

not found in S364 and S608. 

Numerous studies have reported that dietary intake of foods rich in lycopene results in a 

decreased incidence of certain cancers, including prostate, lung, and colon cancers, as 

well as coronary heart diseases and macular degeneration (Dillingham & Rao, 2009). 

The health benefits of tomato are due to its antioxidant and anti-inflammatory activity, 

as well as the improvement of the plasma lipid profile, which are associated with the 

intake of lycopene, β-carotene and other carotenoids (Siddiqui et al., 2014). Lycopene 

occurs in various geometrical configurations, being mainly all-trans in tomato fruits. 

Thermal processing causes some loss of lycopene in tomato and tomato-based foods. 

Therefore, dehydrated tomatoes have poor lycopene stability (Gomez-Romero et al., 

2007).  
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An isomer of lycopene, 5-Z-lycopene, was detected in all the tested samples, with the 

highest level in S606 and S615. The other dominant carotenoid detected was β-carotene, 

which is nutritionally important because of its provitamin A activity (Fernandez). In this 

study, concentrations of β-carotene in tomato were in the range of 4.57-189.64 mg/100g 

dm. S606 and S612 contained the highest amount of this compound (189.64; 88.17 

mg/100g dm), which was much lower in the other samples. S612 had the highest 

content of the β-carotene isomers 15-Z-β-carotene and 13-Z-β-carotene. Interestingly, α-

carotene was only detected in the “roller” tomato variety S606. Criptoxanthin was found 

only in S590, S606 and S615, with the highest content in S606 (13.92 mg/100g dm). 

Lutein was found in all varieties, with the highest level detected in S606 (4.58 mg/100g 

dm) and similar amounts in the rest. As can be observed in Table 2, S606 had the 

highest level of total carotenoids, which is in accordance with its morphological and 

sensorial characteristics. This variety has an intense orange color with an unusual 

elongated shape. Therefore, it could be very attractive for both growers selecting high 

nutrient cultivars, and for consumers interested in a healthy diet. In general, the 

carotenoid content in Serbian varieties was found to be higher than those previously 

reported for tomato samples from other origins, for example, Taiwan (lycopene: 1.2-8.9 

mg/100 g fw) (Chang et al., 2006), Italy, St. Marzano, (lycopene: 1.86-14.62 mg/100 g 

fw; lutein: 0.08-0.34 mg/100 g fw; β-carotene: 0.11-1.07 mg/100 g fw), Northern India 

(lycopene: 4.98-30 mg/100 g; β-carotene: 1.80-12.01 µg/g)(Kaur et al., 2013), Tunisia 

(lycopene: 3.90-19.40 µg/g) (Ilahy et al., 2011) and India (West Bengal) (lycopene: 8-

23 mg/100g fw; β-carotene: 0.8- 3.10 mg/100g) (Siddiqui et al., 2014). Some of the 

values were very similar to those obtained from Spanish varieties (lycopene: 94-141 

mg/g fw; lutein: 76 mg/g fw) (García-Valverde et al., 2013). 

 

Quantification of selected phenols in tomato samples 

Dietary phenols are potentially beneficial for health because they may protect the body 

against major degenerative diseases, aging and some cancers. Phenolic content in fruits 

and vegetables depends primarily on genetic control, as well as environmental factors 

(Barros et al., 2012). All the samples tested in the present study were found to be a good 

source of flavonoids. Predominant phenolic compounds were selected to investigate the 

differences between the eight varieties of tomato, as shown in Table 3. 
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Table 3.Quantification of individual phenolic compounds in eight Serbian tomato 

genotypes 

 

The differences in content of hydroxycinnamoylquinic acid derivatives and flavonoids 

and their derivatives were quite pronounced among the eight varieties. Rutin was the 

most abundant polyphenol in almost all samples, ranging from 359.98 to 1424.30 

µg/100g dm, with the highest level detected in S615. All the varieties are a good source 

of phenolic acids (µg/100g dm) and the major acids determined were caffeic acid, 

ranging from 57.63 to 688.54, followed by chlorogenic acid (48.81-562.06), p-coumaric 

acid (73.70-646.50), ferulic acid (54.38-391.21) and its glycoside ferulic acid hexoside 

(155.86-592.67). The other phenolic acid derivatives were detected in similar amounts 

to phenolic acids in all the samples. Protocatechuic acid was found in lower levels and 

was similar in all the varieties. The samples with the highest levels of individual 

phenolic acids were S615, S590 and S364. 

The highest content of the flavanone naringenin (µg/100 g dm) was found in S608 

(182.17 µg/100 g dm) followed by S615 (153.54 µg/100 g dm) and S607 (154.49 

µg/100 g dm). Similar levels of naringenin glucoside were also detected. The content of 

the flavonol quercetin was markedly higher in S612 (65.06 µg/100g dm) in comparison 

with the other samples, such as those reported by Kaur et al. (2013). 

It is difficult to compare the results of polyphenol quantification in this study with those 

reported in the literature, considering that many factors can affect the phenolic content 

of tomato, including genetic variability, country of origin, environmental conditions and 

storage methods. Most studies indicate that phenolic acids (caffeic acid, ferulic acid, 
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coumaric acid) and their derivatives, and the flavonoid rutin are the most abundant 

polyphenols in tomato. The content of phenolic acids (ferulic acid <1 µg/1g fw) and 

flavonoids determined here was lower than those reported in other studies (Barros et al., 

2012; García-Valverde et al., 2013). Also, some authors have reported higher levels of 

polyphenols compared with this study (Gomez-Romero et al., 2010; Li et al., 2012; 

Vallverdú-Queralt et al., 2011). 

 

Antioxidative activity 

The evaluation of antioxidant activity is of great importance in the field of agricultural 

and food science and technology. Antioxidant activity of tomato fruits has been reported 

to be mostly caused by the content of polyphenols, carotenoids and vitamin C (Pinela et 

al., 2012).  

 

Table 4. Total phenolics and vitamin C content and antioxidant capacities of eight 

Serbian tomato varieties 

 

Thus, besides the assessment of the polyphenol and carotenoid profiles of the Serbian 

tomato varieties, the aim of the present study was to determine the antioxidant capacity 

and quantify total phenolics and vitamin C. Differences observed in the phytochemical 

content and antioxidant activity can be primarily related to the genotype. 

A high total phenolic content was observed in all samples, but the highest level was 

found in S615 (36.19 mg GAE/g dm). The values found in the present study are higher 

than those previously reported by Chang and Liu, 2007 (0.34- 0.39 mg GAE/g dm), 

Dvila-Avia et al., 2012 (0.17-0.20 mg GAE/g dm); García-Valverde et al., 2013 (1.86-

5.58 GEA/kg dm), and Ilahy et al., 2011 (1.29-4.01 mg GAE/g dm), but some values 

are very similar to those obtained by Li et al., 2012 (4.89-9.97 mg GAE/g dm). These 
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results were in accordance with the phenolic contents quantified by the UPLC-MS/MS 

technique, which were highest in S606, S615 and S608. 

As a strong antioxidant, ascorbic acid is one of the most important bioactive molecules 

in tomato fruits, playing an important role in disease prevention (Kaur et al., 2013). The 

content of ascorbic acid in the samples (1.52-68.54 mg AA/g dm) was similar to 

previously reported results (2.20-85.00 mg AA/100g dm) (García-Valverde et al., 2013; 

Kotíková et al., 2011; Pinela et al., 2012; Toor and Savage, 2005). Only in one study 

which reported on varieties from Italy (Lenucci et al., 2006) some values can be 

compared with ours. All the samples tested in the present study are a rich source of 

vitamin C, especially S606, which may be useful data for the promotion of these 

agricultural products in terms of nutrition. 

In accordance with the data presented above, the tomato varieties showed a high 

antioxidant potential measured by radical scavenging capacity against DPPH and ABTS 

radicals as well as reducing power (FRAP). The samples with the highest antioxidant 

capacity were S606 and S615, which could be linked with the higher content of 

carotenoids, flavonoids and vitamin C found in these varieties. These bioactive 

compounds, which may act independently or synergistically, are responsible for the 

health benefits of tomato fruits. 

 

Conclusion 

Antioxidant content and activity varied significantly among samples. The varieties 

S606, S615 and S608 are of particular interest for tomato breeding, as their genotypes 

could be a source of increased polyphenol, carotenoid, and vitamin C content. Although 

with completely different morphological and organoleptic characteristics, these three 

varieties showed similarities in the levels of bioactive molecules and therefore 

antioxidant potential. Interesting data were obtained for S364, since only two of twelve 

carotenoids were quantified in this sample, yet it showed a good antioxidant capacity, 

due to a high level of polyphenols and vitamin C. 

Overall, the results obtained in the present study can serve as the basis for increasing the 

breeding, cultivation, and marketing of nutritionally superior varieties of tomato as a 

healthy alternative for consumers worldwide, not only in Serbia. 
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Figure 1.  Morphological characteristics of eight Serbian tomato genotypes  
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B.  Comunicaciones en congresos 

 

Comunicación 1. Póster. 

 

Título: “trans-Lycopene from tomato juice attenuates immune-inflammatory 

biomarkers: a dose-response intervention trial” 

Autores: Mariel Colmán-Martínez; Miriam Martínez-Huélamo; Palmira Valderas-

Martínez; Sara Arranz-Martínez; Enrique Almanza-Aguilera; Dolores Corella-Piquer;  

Ramón Estruch; Rosa M. Lamuela-Raventós. 

Congreso: II Workshop anual INSA-UB “Cacao y chocolate: Ciencia 
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 Comunicación 2. Póster. 

 

Título: “Development of an advance HPLC-MS/MS method for the determination of 

carotenoids and fat-soluble vitamins in human plasma” 

Autores: Miriam Martínez-Huélamo; Barbora Hrvolová; Mariel Colmán-Martínez; 

Sara Hurtado-Barroso; Jiri Kalina; Rosa M. Lamuela-Raventós. 

Congreso: II Workshop anual INSA-UB “Cacao y chocolate: Ciencia y Gastronomía”, 

Sta. Coloma de Gramenet, España, 2016  
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Comunicación 3. Póster. 

 

Título: “Biodisponibilidad de los carotenoides del sofrito en varones tras una dieta rica 

en alimentos con componentes antioxidantes” 

Autores: Sara Hurtado-Barroso; Miriam Martínez-Huélamo; Mariel Colmán-Martínez; 

José Fernando Rinaldi-Alvarenga; Rosa M. Lamuela-Raventós. 

Congreso: VIII Seminario sobre Alimentacióny Estilos de Vida Saludables, Palma de 

Mallorca, España, 2016 
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Comunicación 4. Póster. 

 

Título: “Polifenoles y carotenoides del zumo de tomate en plasma y orina, tras 4 

semanas de intervención” 

Autores: Miriam Martínez-Huélamo; Mariel Colmán-Martínez; Palmira Valderas-

Martínez; Sara Arránz-Martínez; Dolores Corella; Ramón Estruch; Rosa M. Lamuela-

Raventós. 

Congreso: XI Congreso de Dieta Mediterránea, Barcelona, España, 2016 
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Comunicación 5. Póster. 

 

Título: “Effect of the irrigation, the cultivation method and the olive variety on the 

phenolic content of olive oils” 

Autores: Mariel Colmán-Martínez; Paola Quifer-Rada; Ruth Martínez-Las Heras; 

Raquel Callejón-Fernández; Brígida Jiménez; Rosa M. Lamuela-Raventós. 

Congreso: 7th International Conference on Polyphenols and Health (ICPH), Tours, 

Francia, 2015 
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Comunicación 6. Póster. 

 

Título: “Development of new biomarkers for nutritional epidemiology” 

Autores: Anna Tresserra-Rimbau; Paola Quifer-Rada; Miriam Martínez-Huélamo; 

Anna Creus-Cuadros; Gemma Sasot-Flix; Mariel Colmán-Martínez; Xiaohui Guo; 

Rosa M. Lamuela-Raventós. 

Congreso: Biomarkers and Health Claims on Food: BIOCLAIMS Meeting with  

stakeholders, Palma de Mallorca, España, 2015 
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Comunicación 7. Póster. 

 

Título: “A new method for simultaneous identification of carotenoids, xantophylls and 

fat soluble vitamins in human plasma samples” 

Autores: Mariel Colmán-Martínez; Miriam Martínez-Huélamo; Rosa M. Lamuela-

Raventós. 

Congreso: 22nd Young Research Fellow Meeting, París, Francia, 2015 
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Comunicación 8. Póster. 

 

Título: “Screening the polyphenolic metabolic differences between wine and 

dealcoholized wine in plasma by high resolution mass spectrometry” 

Autores: Anna Creus-Cuadros; Paola Quifer-Rada; Xiaohui Guo; Mariel Colmán-

Martínez; Mercè Mercader-Martí; Rosa M. Lamuela-Raventós.  

Congreso: 22nd Young Research Fellow Meeting, París, Francia, 2015 
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Comunicación 9. Comunicación Oral. 

 

Título: “La variedad de oliva, el estrés y el cultivo ecológico condicionan los niveles de 

polifenoles del aceite de oliva virgen” 

Autores: Paola Quifer-Rada; Ruth Martínez-Las Heras; Mariel Colmán-Martínez; 

Raquel Callejón-Fernández; Brígida Jiménez; Rosa M. Lamuela-Raventós. 

Congreso: I Workshop Anual INSA-UB. El universo del aceite de oliva, Barcelona, 

España, 2015 

 

  



Anexos 

208 
 

 



  Anexos 

209 
 

Comunicación 10. Póster. 

 

Título: “Use of high resolution mass spectrometry tools for the screening of the 

polyphenolic metabolic differences between wine and dealcoholized wine” 

Autores: Anna Creus-Cuadros; Paola Quifer-Rada; Xiaohui Guo; Mariel Colmán-

Martínez; Mercé Mercader-Martí; Rosa M. Lamuela-Raventós. 

Congreso: Jornàda Tècnica sobre la Recerca en Enologia i Viticultura en Catalunya, 

Tarragona, España, 2015 
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