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Resumen

En este trabajo, se elaboraron nanopartículas cargadas con extractos polife-
nólicos de Theobroma cacao L. (cacao) y Justicia spicigera (muicle). El contenido de 
fenoles totales del grano de cacao y el muicle se determinó usando el reactivo 
Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante se estimó usando los ensayos DPPH 
(2,2-difenil-2-picrilhidrazilo) y FRAP (reducción férrica / poder antioxidante). El 
proceso de nanoencapsulación se realizó mediante un nano-secador por asper-
sión utilizando pectina y aislado de proteína de suero como materiales de pared. 
Los resultados mostraron que fue posible obtener nanopartículas con morfolo-
gía esferoidal homogénea y un tamaño promedio de aproximadamente 500 nm. 
Los experimentos in vitro, en los que se utilizó el método DPPH para evaluar la 
prevalencia de la capacidad inhibitoria de radicales libres de los extractos nanoen-
capsulados, indicaron que las eficiencias de carga para las nanopartículas cargadas 
con ambos extractos fueron aproximadamente del 56.53 % y 41.38 % para mui-
cle y cacao, respectivamente; de la misma manera los resultados de FRAP fueron 
equivalentes respecto a la capacidad antioxidante.

Palabras clave: Nanopartícula; Cacao; Muicle; Extracto polifenólico; 
Antioxidante.



NANOENCAPSULACIÓN DE COMPUESTOS BIOACTIVOS CON ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
DE JUSTICIA SPICIGERA (MUICLE) Y THEOBROMA CACAO L. (CACAO)

31

1. Introducción

Las investigaciones sobre compuestos bioactivos naturales han aumentado 
significativamente en los últimos años debido a sus importantes beneficios para 
la salud, como la prevención de enfermedades crónicas [1,2]. Así, varios gru-
pos de investigación se han centrado en la caracterización de plantas de origen 
regional con referencias medicinales históricas. En México, la población posee 
un gran conocimiento de la medicina tradicional. La información etnobotánica 
y especialmente la antropología médica hacen referencia a una serie de especies 
ampliamente utilizadas por la población mexicana, tales como Justicia spicigera y 
Theobroma cacao L., para tratar enfermedades relacionadas con enfermedades in-
flamatorias, diabetes y enfermedades cardiovasculares [3,4].

J. spicigera Schltdl. es un arbusto de hoja perenne con flores naranjas tubulares 
nativa de México y América Central. J. spicigera se conoce comúnmente como 
muicle o muite. En la medicina tradicional mexicana, la planta de muicle ha sido 
una de las plantas más utilizadas debido a sus múltiples propiedades curativas. La 
investigación científica ha reportado la presencia de varios compuestos fenólicos 
en extractos de varias partes de la planta, siendo la kaempferitrina un flavonoide 
de los más abundantes. Este compuesto se ha asociado con propiedades antidia-
béticas [5], actividad antitumoral e inmunomoduladora [6,7], actividad ansiolítica 
[8] y anticonvulsiva [9].

T. cacao L. es un árbol pequeño, pero económicamente importante. Es un árbol 
de hoja perenne de la familia Sterculiaceae, y nativo de la región tropical de las Amé-
ricas [4]. Cada semilla contiene una cantidad significativa de grasa (40-50 % como 
manteca de cacao) y polifenoles (principalmente procianidinas y flavonoles), que 
representan aproximadamente el 10-18 % del peso seco del grano entero [10,11]. 
Existe una fuerte evidencia de que el alto contenido de flavonoides en los granos 
de cacao es responsable de los efectos benéficos para la salud. Ensayos clínicos a 
corto plazo sugieren que los flavonoides del chocolate pueden reducir el riesgo 
cardiovascular al disminuir la presión arterial. Se ha observado que los flavanoles 
de los productos del cacao incrementan la formación de óxido nítrico endotelial, lo 
que promueve la vasodilatación y, por lo tanto, se disminuye la presión arterial [12].

Además de la acción bioactiva, los polifenoles son responsables del desarrollo 
de la astringencia y el amargor en productos como los granos de cacao, el vino, 
el té verde y el té negro. Sus altas concentraciones producen un sabor desagra-
dable que condiciona el consumo directo de estos alimentos [13,14]. Aunque los 
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compuestos fenólicos parecen ser más estables que otros compuestos antioxi-
dantes en los sistemas alimentarios [15], la efectividad de algunos de ellos en 
la prevención de enfermedades crónicas depende de la preservación de la esta-
bilidad, bioactividad, biodisponibilidad y solubilidad. Los compuestos fenólicos 
sufren una reducción significativa durante el procesamiento de los alimentos. Por 
ejemplo, en la producción de chocolate, la cantidad de estos compuestos dismi-
nuye después de la fermentación, el secado y el tostado [14]. Por lo tanto, el uso 
de fenólicos requiere el diseño de sistemas para proteger y preservar su forma 
activa hasta que se consuman y posteriormente se liberen en el cuerpo.

La nanoencapsulación de fármacos implica la formación de partículas carga-
das con compuestos bioactivos con diámetros que varían de 1 a 1000 nm [16,17]. 
El término nanopartícula es un nombre colectivo tanto para nanoesferas como 
para nanocápsulas. Las nanocápsulas están compuestas por un núcleo central 
activo, rodeado por una delgada pared polimérica que proporciona protección 
al compuesto activo contra el oxígeno, el agua y/o la luz, lo que permite una 
liberación controlada de la sustancia y/o para evitar el contacto con otros com-
ponentes en una mezcla [18]. Por ejemplo, la utilización de polifenoles nanoen-
capsulados como el resveratrol, ácido gálico, curcumina, ácido elágico y epigalo-
catequina-3-galato en lugar de compuestos libres, ha demostrado una mejora en 
su biodisponibilidad y estabilidad además de aumentar su solubilidad y actividad 
contra el cáncer de seno y colon [19-21]. De acuerdo con Bing et al. [2], las na-
nopartículas mejoran la absorción y biodisponibilidad de las moléculas bioactivas 
en humanos, principalmente a través de las siguientes vías: (1) protección de la 
molécula bioactiva del ambiente hostil del tracto gastrointestinal; (2) prolonga-
ción del tiempo de residencia en el intestino por mucoadhesión; (3) endocitosis 
de las partículas, y/o (4) efecto de penetración del polímero. El objetivo de este 
estudio fue desarrollar nanopartículas biopoliméricas cargadas con extractos po-
lifenólicos derivados de muicle y cacao mediante nano-secado por aspersión, a 
fin de preservar sus propiedades antioxidantes.

2. Metodología

2.1. Materiales y reactivos

El material vegetal fue recolectado en un mercado local en la Ciudad de 
México y los granos de cacao fueron provistos por Agroindustrias Unidas de 
Cacao S.A. de C.V. (Tabasco, México). Los reactivos 2,2-difenil-1-picrilhidrazi-
lo  (DPPH), reactivo Folin-Ciocalteu, ácido gálico, buffer Tris-HCl, 2,4,6-Tris 
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(2-piridil) -s-triazina (TPTZ), cloruro férrico hexahidrato, tripsina acetilada, bu-
ffer de fosfatos y Tween 80 se compraron de Sigma-Aldrich (EUA). El ácido acético, 
ácido ascórbico y acetato de sodio se obtuvieron de JT Baker (México). Se propor-
cionó aislado de proteína de suero (WPI) de Davisco Foods International (EUA) y 
se adquirió pectina de cítricos de bajo metoxilo de ICN Biomedicals (EUA).

2.2. Preparación de extractos

El material vegetal se secó a temperatura ambiente (21 °C) y las semillas de 
cacao se descascararon manualmente. Ambas muestras se molieron por sepa-
rado en un molino de discos (148-2, The Bauer Bros Co., EUA). En el caso 
del cotiledón de cacao, se eliminó la grasa del material mediante remojo en 
hexano durante 24 h a temperatura ambiente. La extracción de compuestos 
fenólicos se realizó mediante extracción asistida por ultrasonido utilizando un 
baño ultrasónico (TI-H-5, Elma, Alemania). Usando dos períodos de 30 min de 
radiación ultrasónica (25 kHz), los polvos se sometieron a una primera extrac-
ción empleando una mezcla agua-etanol (relación 1:1) en el caso de los granos de 
cacao, y solo agua para el muicle. La mezcla se centrifugó (3.000 rpm, 15 min) y 
se filtró (Whatman 42) y el residuo se recuperó para una segunda extracción con 
una solución de acetona-agua (relación 70:30) en el caso de los granos de cacao y 
agua para el muicle. Nuevamente los extractos se centrifugaron y se combinaron 
los sobrenadantes con los obtenidos previamente. En ambas extracciones se usó 
una relación muestra/solvente de 1:20 [22]. Finalmente, los extractos se concen-
traron en un evaporador rotatorio (40-60 rpm, 50 °C) (RE-500, Yamato, Japón) y 
posteriormente se liofilizaron (FreeZone 4.5 / 77510, Labconco, EUA). Los ex-
tractos secos se almacenaron en botellas de color ámbar a temperatura ambiente.

2.3. Determinación del contenido fenólico total.

El contenido fenólico total se calculó a partir de la capacidad de reducción 
del reactivo Folin-Ciocalteu utilizando ácido gálico como estándar. Se añadió un 
volumen de muestra de 20 μL a 1.4 ml de agua destilada, seguido de la adición de 
100 μL del reactivo Folin (2 N). La solución final se dejó reposar durante 3 min a 
temperatura ambiente. A partir de entonces, 300 μL de una solución de carbona-
to de sodio se añadió (20 % p/v). Después de 90 min de reposo en la oscuridad, 
se determinó la absorbancia a 760 nm (Multiskan Go, Thermo Fisher, Finlandia). 
Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de ácido gálico (GAE) 
por g de materia seca [23].
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2.4. Capacidad secuestradora del radical DPPH

La capacidad antiradical se determinó siguiendo la metodología propuesta por 
Quiroz-Reyes et al. [22], con algunas modificaciones. Se mezcló una alícuota de 
extracto de 500 μL con 125 μL de buffer Tris-HCl 0,1 M mediante agitación 
vortex durante 5 s. A esta solución, se añadieron 500 μL de una solución de 
DPPH de 400 μM. Después de 30 min, se determinó la absorbancia a 517 nm. 
El porcentaje de reducción del radical DPPH se calculó utilizando la ecuación 1.

Inhibición (%) = [                                                           ] * 100 (ec.1)

El valor de EC50 se determinó a partir de los resultados graficados de la rela-
ción del efecto de reducción de DPPH contra la concentración de extracto. El 
EC50 se definió como la cantidad del extracto necesaria para reducir la concen-
tración del radical DPPH en un 50 %, utilizando ácido ascórbico como control.

2.5. Ensayo de la actividad de reducción férrica / actividad antioxi-
dante (FRAP)

La actividad antioxidante se determinó mediante la prueba FRAP [24]. El 
reactivo FRAP se preparó mezclando 25 mL de un buffer de acetato 0.3 M, 
2.5 mL de solución de TPTZ (0.01 M) y 2.5 ml de una solución de FeCl3⋅6H2O 
(0,02 M) a 37 °C. Una muestra de extracto de 150 μL se mezcló con 2850 μL de 
la solución FRAP y se dejó reposar durante 30 min en la oscuridad. La absor-
bancia se registró a 593 nm. Los resultados se reportaron en mM equivalentes 
de Trolox / L de solución.

2.6. Preparación de la solución de nanopartículas

Para la preparación de la solución de nanopartículas, se disolvieron 2.5 g de 
pectina en 100 mL de agua desionizada (18 MΩ cm-1). La solución se agitó y se 
mantuvo a una temperatura constante (90 °C) durante 1 h. Posteriormente, se 
añadieron 0.25 g de WPI y 0.004 g de Tween 80. La solución resultante se agitó 
a temperatura ambiente (21 °C) durante 24 h. Posteriormente, se añadieron 
0.05 g de extracto en polvo (cacao o muicle) y se agitó durante 2 h. La solución 
acuosa final se sónico (TI-H-5, Elma, Alemania) durante 5 min y se filtró. La 

Absorbanciacontrol - Absorbanciamuestra
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solución control (sin extracto) se preparó de acuerdo con la metodología des-
crita anteriormente.

2.7. Nanoencapsulación mediante nano-secado por aspersión

El proceso de nanoencapsulación se realizó siguiendo la metodología de 
Kyriakoudi y Tsimidou [25], con algunas modificaciones. Se usó un nano-secador 
por aspersión B-90 (Büchi, Suiza) equipado con una membrana (malla de pulve-
rización) de 4 µm. La suspensión acuosa de cada extracto se alimentó al cabezal 
de pulverización mediante una bomba peristáltica. Posteriormente, se generaron 
gotas extremadamente finas y se secaron en partículas sólidas, las cuales se adhi-
rieron a la pared del cilindro colector mediante carga electrostática. Finalmente, 
el polvo resultante se recogió usando una espátula de goma. Las nanopartículas 
obtenidas de cada muestra se almacenaron en viales ámbar. Las condiciones de 
operación para los experimentos se mantuvieron constantes como temperatura 
entrada / salida: 120 °C / 65 °C, velocidad de alimentación: 3 mL / h, y velocidad 
de flujo de gas de secado: 100 L / min.

2.8. Caracterización de nanopartículas por microscopía electrónica 
de barrido (SEM)

El tamaño y la morfología de las nanopartículas se evaluaron utilizando un 
microscopio electrónico de barrido (JSM-6390LV, JEOL, Japón). Las muestras 
examinadas fueron recubiertas con plata. Posteriormente, se obtuvieron imáge-
nes con varios aumentos utilizando un voltaje de aceleración de 20 kV. El tamaño 
promedio de las partículas se calculó utilizando aproximadamente 600 valores de 
cada muestra observada en el microscopio.

2.9. Evaluación de la eficiencia de carga determinada mediante la 
actividad inhibitoria de radicales (DPPH)

De acuerdo con el método descrito por Quiroz et al. [26], 20 mg de nanopar-
tículas secas se dispersaron en 2 mL de agua destilada. La dispersión resultante 
se añadió a 20 mL de un buffer de fosfato (pH 7), al cual previamente se le in-
corporaron 2 mL de tripsina acetilada para degradar el material de la pared. La 
mezcla se agitó constantemente a temperatura ambiente durante 12 h. Al concluir 
la degradación enzimática, se filtraron 10 mL de la solución a través de papel 
filtro (Whatman No. 42). La solución filtrada se probó usando el ensayo DPPH 
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de acuerdo con el método descrito anteriormente. Mediante el uso de una curva 
de calibración y la ecuación 1, la cantidad conocida de extracto polifenólico al 
que se aplicó la nanoencapsulación (Q1) y la cantidad del extracto que retiene la 
capacidad de inhibición de radicales libres en las nanopartículas examinadas (Q2) 
se utilizaron para cuantificar la eficiencia de carga (ecuación 2).

Eficiencia de carga (%) = [                    ] * 100  (ec.2)

2.10. Análisis estadístico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados fueron ana-
lizados por ANOVA (Origin 8.0). Las diferencias entre las medias fueron detec-
tadas por la prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas a un 
nivel de P < 0.05.

3. Resultados y discusión

3.1. Determinación del contenido fenólico total (CFT)

La figura 1 muestra diferencias significativas en el CFT entre los extractos del 
cotiledón de cacao y los de muicle. El extracto de cotiledón de cacao mostró el 
CFT más alto con 91.53 ± 3.51 mg de GAE / g de materia seca, mientras que el 
extracto de muicle mostró un contenido fenólico de 21.34 ± 1.95 mg de GAE 
/ g de materia seca. Estudios previos que cuantificaron el CFT en el cotiledón 
de cacao (Quiroz-Reyes et al., 2013), mostraron una mayor cantidad de fenólicos 
(135 mg GAE / g de materia seca) con respecto a la observada en el presente 
estudio. Esta diferencia podría deberse a los cambios físicos y químicos en los 
granos de cacao causados por la variedad de granos, la región de origen, el pro-
cesamiento que se les aplica y los diferentes métodos utilizados en cada etapa 
del proceso de extracción [27,28]. El proceso de secado también podría afectar 
el CFT. Mejía-Meza et al. [29] observaron que los procesos de secado, incluida la 
liofilización, podrían tener efectos no deseados en los perfiles de ingredientes de 
muestras de plantas. Por ejemplo, la liofilización redujo la actividad antioxidante 
en frambuesas en comparación con sus contrapartes frescas, debido a la reduc-
ción de los polifenoles glicosilados y agliconas. Por otro lado, el CFT cuantifi-
cado en este estudio para el muicle (21.34 ± 1.95 mg GAE / g de materia seca, 

Q1  (mg)

Q2  (mg)
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equivalente a 76.22 mg GAE / g de extracto seco) fue consistente con los valores 
reportados por otros autores. Ortiz-Andrade, et al. [5] mostró que la kaempferi-
trina es un componente principal en el extracto de muicle, y el cual se encuentra 
en cantidades de 69,65 mg/g de extracto seco.

Figura 1. Contenido fenólico total de grano de cacao y muicle. Los valores se expresan como 
media ± de (n = 3). Medias con letras diferentes fueron significativamente diferentes (P < 0.05).

3.2. Capacidad antiradical (ensayo DPPH)

En el caso del ensayo DPPH, que es un método muy rápido para evaluar la 
actividad antioxidante, es posible determinar la capacidad antiradical de un an-
tioxidante midiendo la disminución de la absorbancia de una solución alcohólica 
de DPPH a 515-520 nm, en la presencia de un antioxidante donador de hidróge-
no. Debido al cambio de color de púrpura a amarillo, la absorbancia disminuye 
cuando un antioxidante elimina el DPPH a través de la donación de hidrógeno 
para formar una molécula de DPPH estable [30]. La Figura 2 muestra la actividad 
secuestradora de radicales DPPH de los extractos de cacao y muicle. Se pudo 
observar que la actividad del extracto de cacao (EC50: 50.21 ± 1.75) fue signifi-
cativamente mayor que la del extracto de muicle (EC50: 297.91 ± 23.38). Cuanto 
menor es el valor de EC50, mayor es la actividad de los extractos como captadores 
de radicales DPPH [31]. Estos resultados pueden atribuirse a las diferentes con-
formaciones adoptadas por los compuestos fenólicos y flavonoides presentes en 
cada extracto, que exhibieron varios efectos biológicos. Particularmente, debido 
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a su estructura química y propiedades redox debido al número y posición de 
sus grupos OH que tienen diferentes grados de disociación y grupos ionizados 
activos [1].

Figura 2. Efecto de inhibición de radicales DPPH de extractos de cacao y muicle. Los valores se 
expresan como media ± de (n = 3). Se usó ácido ascórbico como control.

3.3. Ensayo de actividad antioxidante (FRAP)

El ensayo FRAP es un método simple, rápido y económico para medir la 
actividad antioxidante. Este ensayo se basa en la reducción del complejo Fe3+−
TPTZ al complejo Fe2 +−TPTZ a pH bajo, lo que provoca la formación de un 
complejo colorido. Los valores de FRAP se obtienen comparando el cambio 
en la absorbancia a 593 nm en una mezcla de reacción de prueba con iones 
ferrosos a concentraciones conocidas [24]. Los valores de FRAP (Figura 3) 
indicaron que el extracto de cacao tuvo la mayor actividad antioxidante, que 
fue significativamente más alta que la actividad antioxidante presentada por el 
extracto de muicle, alcanzando un valor de 924.91 ± 8.76 µM Trolox E / L, 
en contraste con el valor de 387.39 ± 6.43 µM Trolox E / L presentado por el 
extracto de muicle. Estos resultados se pueden correlacionar con el contenido 
fenólico total, ya que el extracto con mayor contenido fenólico presentó mayor 
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actividad antioxidante [32, 33]. Las propiedades reductoras generalmente se 
asocian con la presencia de agentes reductores como los polifenoles, que han 
demostrado actuar como antioxidantes al romper la cadena de radicales libres 
al donar un átomo de hidrógeno [22].

Figura 3. Capacidad antioxidante de los extractos de cacao y muicle medidos por el ensayo 
FRAP. Los valores se expresan como media ± de (n = 3). Las medias con letras diferentes fue-

ron significativamente diferentes (P < 0.05).

3.4. Tamaño y morfología de las nanopartículas

Las muestras seleccionadas fueron analizadas por SEM (Figura 4). Las mi-
crografías de SEM indicaron que las nanopartículas exhibieron principalmente 
una morfología esférica (Figuras 4a, 4b) y una distribución de tamaño uniforme 
(Figuras 5a, 5b) con tamaños de partícula promedio de 490 y 530 nm para las 
nanopartículas cargadas con extracto de muicle y cacao, respectivamente. De 
acuerdo con Li et al. [34], el tamaño y la distribución de las nanopartículas 
obtenidas por nano-secado por aspersión dependen de la naturaleza de los ma-
teriales de pared, y principalmente de la concentración de la muestra. En este 
caso, no se observó diferencia significativa entre los tamaños de los dos grupos 
de nanopartículas (P > 0.05).
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Figura 4. Imágenes SEM de nanopartículas cargadas con extracto fenólico:  
muicle (a) y grano de cacao (b).

Figura 5. Histogramas de distribución del tamaño de partícula de nanopartículas cargadas  
con extracto fenólico: muicle (a) y grano de cacao (b).

3.5. Evaluación in vitro de la actividad antiradical de nanopartículas 
cargadas con extracto polifenólico

Los valores de eficiencia de carga para las nanopartículas cargadas con extrac-
tos fenólicos se cuantificaron usando la ecuación 2. Las nanopartículas cargadas 
(Q1) produjeron la inhibición de radicales libres de 20.31 % (extracto de muicle) 
y 31.86 % (extracto de cacao), lo que correspondió a concentraciones de 0.45 y 
0.33 mg por 10 mg de nanopartículas cargadas con extractos de muicle y de ca-
cao, respectivamente. La cantidad teórica (Q2) del extracto seco cargado durante 
este ensayo en cada caso fue de 0.796 mg por 10 mg de nanopartículas secas. 
Mediante el uso de datos anteriores en la ecuación 2, se calcularon eficiencias de 
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carga del 56,53 % para las nanopartículas cargadas con extracto de muicle y del 
41,38 % para las nanopartículas cargadas con extracto de cacao. Quiroz-Reyes et 
al. [26] reportaron una eficiencia de carga del 77.56 % para nanopartículas carga-
das con extracto de granos de cacao utilizando un método de nanoprecipitación. 
La disminución en la eficiencia de carga podría explicarse debido a la tendencia 
de los polifenoles a ser absorbidos o adsorbidos en la matriz polimérica, que 
depende en gran medida de las interacciones entre los grupos funcionales de los 
componentes [35,36]. De acuerdo con Shutava et al. [37], la fuerza de la interac-
ción de un complejo proteína-polifenol puede oscilar mucho dependiendo del 
tipo de proteína y polifenol involucrados, y puede afectar la eficiencia de carga de 
los compuestos encapsulados.

4. Conclusiones

En este trabajo, fue posible obtener nanopartículas con morfología esferoidal 
homogénea y un tamaño promedio de aproximadamente 500 nm utilizando la 
técnica de nano-secado por aspersión. El extracto de cacao mostró un contenido 
fenólico total más alto y más capacidad antioxidante que el extracto de muicle. La 
protección de los extractos con una pared biopolimérica permitió la retención de 
las propiedades bioactivas. El proceso de nanoencapsulación permitió preservar 
la capacidad antioxidante de los extractos de cacao y muicle.
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