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Introduccion

Las reacciones de oxidacion ocurren en el cuerpo humano,
estas se forman como subproductos de la respiracion y
metabolismo oxidativo en todas las células de los
organismos aerobios. A pesar de que el oxigeno es
necesario para que las células aerobias generen energia,
tiene el inconveniente de producir pequeiias cantidades de
especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden causar
lesiones en las macromoléculas que produce consecuencias
citopatologicas del desequilibrio entre la produccion de
ROS vy la capacidad de la célula para defenderse de ellos .
Esto se encuentra relacionado con un numero de
enfermedades cronicas como el cancer, la artritis
reumatoide, Alzheimer, la aterosclerosis y la diabetes [6].

Al mostrarse el cuerpo vulnerable ante estos radicales es
necesario una ingesta adecuada de antioxidantes que
disminuyan la concentracion de estas especies reactivas
para prevenir los efectos negativos antes mencionados

[11,(2].

Los flavonoides han adquirido gran importancia en la
ultima década por sus propiedades antioxidantes y benéficas
para el cuerpo humano , esto se le atribuye a su estructura.
Sin embargo la biodisponibilidad de los mismos es limitada
debido a interacciones (Fuerzas de Van der Waals) y a la
sensibilidad que presentan ante el cambio de pH, esto
provoca que tras la ingesta en dieta, una cantidad minima
sea absorbida por el cuerpo y lo demas sea desechado por la
orina en el caso de las catequinas. Por ello este proyecto
pretende nanoencapsular catequina/epicatequina,
flavonoides pertenecientes a los compuestos polifendlicos
que se encuentra en los granos de cacao, facilitando de esta
forma su absorcion en el organismo [4],[5],[7].
Particularmente se utilizara la fibra de este grano y sus
cotiledones.

Metodologia

Método de extraccion de flavonoides por maceracion

Se realiz6 una extraccion organico-dcida de la fibra de
cacao. Dicho extracto contendra el total de polifenoles
extraibles presentes en la muestra. Para ello, 1 gramo de
fibra de cacao se extrajo con 20 mL de solucién acuosa de
metanol (50% v/v) conteniendo 0,8% de HCI 2N.

Se agit6 durante 1 hora a temperatura ambiente (21-22°C).
Posteriormente se centrifugd (15 min, 3.000 rpm) se
separaron los sobrenadantes y los residuos se extrajeron de
nuevo con 20 mL de acetona: agua (70: 30 v/v), repitiendo
la centrifugacion y combinando los sobrenadantes con los
obtenidos anteriormente.

Se repitid el mismo proceso antes mencionado pero
utilizando tinicamente agua destilada a 55°C como solvente
y con un tiempo de agitacion de 2 horas, esto con

la finalidad de comparar cual es el solvente mas adecuado
para la obtencion de los flavonoides.

Meétodo por via ultrasénica

La extraccion organico-acida de la fibra de cacao se hara
de la siguiente forma: 1 gramo de fibra de cacao se extraera
con 20 mL de solucién acuosa de metanol (50% v/v)
conteniendo 0,8% de HCI 2N.

Se colocara a temperatura ambiente (21-22°C) durante 15
minutos en un aparato ultrasonico a 25 kHz, posteriormente
tras centrifugar (15 min a 3.000 rpm) se separaran los
sobrenadantes y los residuos se extraeran de nuevo con 20
mL de acetona: agua (70: 30 v/v), se realizara nuevamente
el proceso de extraccion via ultrasonica durante 15 minutos,
después se centrifugard y combinaran los sobrenadantes con
los obtenidos anteriormente.

El mismo proceso sera repetido utilizando unicamente agua
destilada a 55°C como solvente.

La razéon de emplear el método de maceracion y via
ultrasonica es para determinar si es posible optimizar el
tiempo de extraccion y si este repercute significativamente
en la cantidad de flavonoides extraidos.

Identificacién de Flavonoides (Espectroscopia UV-VIS)
Se realiz6 un barrido (800-190 nm) en un espectrofotometro
de doble haz para observar la existencia de flavonoides en
los extractos .(Grafica 1 y 2)
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La grafica 1 muestra dos picos caracteristicos en literatura
consultada de la catequina que se encuentran en 200-276
nm y la grafica 2 solo muestra un pico en 276 nm , con ello
se puede concluir de forma preliminar que la extraccion
organica-acida presenta una mayor concentracion de los
compuestos buscados.[8],[9]

Identificacion de Flavonoides por prueba fotoquimica
colorimétrica

Se tom6 una muestra de 0.5 ml del extracto y se aford con
metanol a un volumen de 2 ml . Se prepard una solucion de
NaOH al 10% y se agregaron 3 gotas al extracto aforado ,
se visualizo un cambio de coloracion (café) y la presencia
de precipitacion ,esta prueba indica que existen flavonoides
en nuestro extracto.[8]

Evaluacion de Contenido Fendlico Total

El contenido fendlico total se calculara a partir de la
capacidad de reduccion del reactivo de Folin-Ciocolteau
utilizando acido galico como patrén (0-400 ppm) [3].

Nanoencapsulacién (Doble-Emulsion)

Este proceso se realizara a través del método de doble
emulsificacion, en este caso , en la primera emulsificacion
w/o el aceite, serd sustituido por una fase organica que
contenga un solvente que sea total o parcialmente miscible
en agua, este proceso se efectuara via ultrasonica, no se
debe de dejar de tomar en cuenta que en la primera
emulsificacion también se agrega el polimero que
encapsulara nuestros flavonoides obtenidos del extracto de
cacao, en este caso ha sido designada la gelatina por sus
propiedades estabilizadores y facil reconocimiento en el
cuerpo, las relaciones seran aproximadamente de (0.5-
2.5mg) de flavonoides/0.15-0.5 de ml de agua, para la fase
orgénica esta se compondra de un 5-10% de polimero
(gelatina) ,del surfactante de un 5-7% (Tween 20) y del
solvente de 1.5-5 ml (acetato de etilo).

A través de este proceso se tiene la fase miscible en agua
dentro de la fase organica y el polimero como
nanoencapsularte ,la primera emulsion es agregada a la fase
acuosa dos , esta consiste en agua (2-5ml) con un agente
estabilizante en este caso alcohol polivinilico (1-5%) , esta
sera nuestra segunda emulsificacion.
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Posteriormente esta segunda emulsion sera sometida a
difusion al ser vertida a un recipiente que contenga un
solvente (alcohol Etilico) en continua agitacion con ello se
provocaré la precipitacion de las nano cépsulas. El solvente
(alcohol etilico) sera eliminado por evaporacion.[6]

Evaluacion antioxidante de extracto y nanocapsulas

Método del radical DPPH* (1,1-difenil-2-picril-
hidracil). Se hara reaccionar 50 pL. de muestra con 950 puL
de DPPH (100 uM) en etanol al 96%, la absorbancia sera
monitoreada a 515 nm, a intervalos de 30 segundos durante
10 minutos. Para la determinacion de la actividad
antioxidante, los resultados seran expresados en términos de
ICs0, Koy Poder Antirradical

a) Coeficiente de inhibicién (IC50). Se determinara mediante un
analisis de regresion del porcentaje de remanente versus la
concentracion necesaria de los extractos, para inhibir el 50% del
radical DPPH.

%DPPHrem = [DPPH; / DPPHi]x 100

Donde (DPPH)f es la absorbancia del radical DPPH al final de la
reaccion, (DPPH)i es la absorbancia del radical al inicio de la
reaccion. El valor de IC50, sera expresado en términos de Acido
Ascorbico Equivalente (AAE)

b) Constante de velocidad K2. El valor de K2 es un parametro
que diferencia a los compuestos de acuerdo a la reactividad
intrinseca. Los valores de cinética de absorbancia obtenidos por
la decoloracién del DPPH para cada concentracion de las

soluciones de trabajo : A = (t + 1)ba 4)

Donde: A, es la absorbancia en cualquier tiempo t; a y b, son
constantes; t, es el tiempo de reaccion.

c) Poder antirradical. El poder antirradical, referido a la eficiencia
de un antioxidante, fue evaluado de acuerdo a la metodologia
descrita por Brand-Williams, Cuvelier y Berset (1995).
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