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RESUMEN

Se evaluo la actividad antiinflamatoria de liposomas obtenidos mediante secado por
aspersion a partir del extracto hidrosoluble de la cascara de coco verde (C. nucifera).
El extracto madre concentrado al 2,82% de sélidos totales presentd 14416 [mg en
base seca] de polifenoles totales cuantificados mediante el método del Follin-
Cioclateu a 750 nm. La actividad antiinflamatoria del liposoma se evalué in vitro a
450 nm a través del método de reduccion de sales de tetrazolio a sales de formazan
usando el reactivo WST-1 sobre neutrdfilos humanos [10* células/ pL] inflamados
con Zymozan A opsonizado, comparando con controles de Dimetilsulfoxido, Tritén
X-100 y Aspirina. La eficiencia de encapsulacion de los polifenoles en la capa de
fosfolipido se determind mediante espectrofotometria infrarroja y microscopia
electronica de barrido; con un tamafio promedio de particula de 2,83 £ 0,942 um. La
actividad antiinflamatoria de los liposomas fue del 58% a una concentracion de 200

ppm, superior a las presentadas por los controles.

Palabras clave: Cocos nucifera, polifenoles, fosfolipido, liposomas, neutréfilos,

antiinflamatoria.
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ABSTRACT

Anti-inflammatory activity of liposomes obtained was evaluated by spray drying
from water-soluble extract of green coconut shell (C. nucifera). The extract
concentrated mother 2.82% total solids presented 14416 [mg on dry basis] total
polyphenol quantified by the method of Follin- Cioclateu 750 nm. The
antiinflammatory activity of the liposome was evaluated in vitro at 450 nm by the
method of reduction of tetrazolium salts to salts formazan using the reagent WST-1
on human neutrophils [104 cells / pL] swollen with Zymozan opsonized A,
compared to controls Dimethylsulfoxide, Triton X-100 and Aspirin. The
encapsulation efficiency of polyphenols in the phospholipid layer infrared
spectrophotometry was determined by scanning electron microscopy and; with an
average particle size of 2.83 + 0.942 microns. The anti-inflammatory activity of the
liposomes was 58% at a concentration of 200 ppm, higher than those presented by
the controls.

Keywords: Cocos nucifera, polyphenols, phospholipid liposomes, neutrophils, anti-

inflammatory.
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INTRODUCCION

En las Gltimas décadas la industria farmacéutica se ha enfocado en la obtencion de
particulas cada vez mas pequefias a fin de mejorar su biodisponibilidad en el
organismo humano, por tal motivo las investigaciones se han centrado en las
aplicaciones de la nanobiotecnologia, en donde se engloba el estudio de
biotransportadores para la liberacion controlada de farmacos o principios activos.
Para optimizar la biocompatibilidad de estas particulas al entrar en contacto con el
tejido celular, una parte de su composicion ha de tener algunos de los componentes
celulares, como es el caso de los fosfolipidos que forman parte de los liposomas que
han sido empleados para la liberacion de vacunas, enzimas y vitaminas en el cuerpo
humano (Ruano, 2013).

Los compuestos polifendlicos son los compuestos bioactivos antioxidantes,
antimicrobianos y antiinflamatorios mas abundantes en la naturaleza. Se trata de un
amplio grupo de compuestos, producto del metabolismo secundario de las plantas, en
donde desempefian diversas funciones de proteccion al ataque de patégenos o
herbivoros y son pigmentos que atraen a los polinizadores. Poseen estructuras con
anillos aromaticos y dobles enlaces conjugados a partir de los cuales ejercen su
accion antioxidante (Arranz, 2010).

Un estudio de la utilizacion de modelos animales de inflamacion (prueba de la
formalina y el modelo de bolsa de aire subcutanea) mostré que el extracto acuoso de
C. nucifera (50 o 100 mg/kg) inhibi6 significativamente la inflamacion en el tiempo
que los animales lamieron sus patas con formalina de colada provocando una
disminucion de la inflamacion llevada a cabo por la inyeccion de carragenina
subcutanea mediante la reduccion de la migracion celular y extravasacion de
proteinas. Los ensayos con animales revelaron una actividad significativa que apoya
el uso de extractos de fibra de cascara de coco en la medicina tradicional. (Lima, et
al, 2015). Las recientes aplicaciones de métodos in vitro para la determinacion de
viabilidad celular y determinacion de cititoxicidad y actividad antiinflamatoria
describen el uso del WST-1 (sales de tetrazolio) como un poderoso agente para
determinacion espectrofotométrica de proliferacion celular asociada con el proceso

de respiracion de la célula (Tan, Berridge, 2000).



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1.Tema

“Evaluacion de la Actividad antiinflamatoria de liposomas obtenidos mediante
Secado por aspersion a partir del extracto hidrosoluble de la cascara del coco verde
(Cocos nucifera)”

1.2. Justificacion

La biotecnologia vegetal orientada a la obtencion de farmacos esta basada en la
utilizacion de tecnologias combinadas con las ciencias de la vida, bajo este

contexto est4 considerada como un area del conocimiento multidisciplinar.

La introduccion de nuevos y sofisticados métodos de obtencidn de metabolitos de
origen vegetal suponen un aprovechamiento en la produccion de materiales Utiles

en las diferentes industrias tales como: farmacéuticas, alimentarias, etc.

La biotecnologia es una herramienta clave dentro de las aplicaciones de la
ingenieria y es utilizada en el desarrollo de nuevo procesos que permitan dar
mayor uso a productos vegetales que muchas veces se desechan por

desconocimiento de sus beneficios.

Segun Brito y colaboradores (2014), son frecuentes las enfermedades que
evolucionan con dolor e inflamacién como parte de sus sintomas, lo que ha
provocado el aumento del consumo de farmacos analgésicos y antiinflamatorios
no esteroideos (AINES) y esteroideos (AIE), con sus consecuentes efectos

adversos.

El tratamiento con plantas medicinales, utilizado desde tiempos ancestrales, es
una alternativa para el alivio de estos sintomas. No existe suficiente evidencia

cientifica para la validacion de estos usos, por lo que es necesario investigar y



desarrollar agentes antiinflamatorios seguros y eficaces a partir de plantas

medicinales de uso tradicional.

Uno de los materiales vegetales que se desecha con frecuencia en Ecuador y
América Latina es la cascara del Coco verde (Cocos nucifera) la misma que se
usaba ancestralmente como remedio para hemorroides en bafios de asiento
debido a que en su composicion existen metabolitos con propiedades

antiinflamatorias.

Segun Gonzalez (2005), los liposomas son vesiculas, cuya constitucion quimica
basica es uno o varios tipos de fosfolipido y colesterol, integrados en una 0 méas
bicapas, encerrando un espacio acuoso central y, ocasionalmente, otros espacios
interlaminares. Sobre esta estructura basica se pueden insertar otros lipidos,
proteinas, anticuerpos, biomoléculas diversas marcadas con isétopos radiactivos,
sustancias fluorescentes, etc. Esta versatilidad estructural permite disefiar los
liposomas de acuerdo con los objetivos para los que seran utilizados, como por
ejemplo, transportar sustancias quimioterapéuticas anticancerigenas hacia
organos especificos, sin que afecten a otros 6rganos o tejidos corporales, como en

la fabricacion de ungiientos.

Para Martinez (2009) el secado por aspersion tiene gran importancia en la
industria farmacéutica, biotecnolégica y de alimentos, puesto que puede ser
aplicado a materiales termolabiles. Ademas, permite obtener productos con

caracteristicas especificas de humedad, densidad y tamafio.

De acuerdo a lo argumentado, la formacion de liposomas a partir del extracto
hidrosoluble del coco verde (Cocos nucifera), resulta de la utilizacién del secado
por aspersion; una tecnologia sencilla y econémica que tiene un amplio espectro
de aplicaciones y que en este caso resulta viable en cuanto al aprovechamiento de
los metabolitos, dado que al encontrarse recubiertos con una matriz fosfolipidica
pueden ser asimiladas de mejor manera por la piel y asi brindar los efectos

antiinflamatorios esperados en la zona afectada.



1.3. Objetivos

1.3.1. General

Evaluar la actividad antiinflamatoria de liposomas obtenidos mediante secado por
aspersion a partir del extracto hidrosoluble de la céascara del coco verde (cocos

nucifera).

1.3.2. Especificos

«»  Caracterizar el material vegetal (Cocos nucifera) y el extracto hidrosoluble
mediante analisis fisico quimico (pH, porcentaje de cenizas, humedad, textura,
color, tamafio de particula y sélidos totales).

«+ Utilizar la técnica de secado por aspersion para la obtencién de liposomas a
partir del extracto hidrosoluble del coco verde (Cocos nucifera).

% Analizar las caracteristicas morfologicas de los liposomas a través de métodos
cualitativos y cuantitativos.

% Comparar la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto del coco verde

(Cocos nucifera) y los liposomas obtenidos por secado por aspersion.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes Investigativos

En los dltimos afios ha habido una creciente inclinacion hacia el desarrollo de
sistemas de liberacion controlada (SLC) con polimeros biodegradables. Estos
sistemas son preparaciones que modifican la velocidad o sitio de liberacion del
principio activo o farmaco, lo cual permite que se logre el efecto terapéutico
con una sola dosis.

La industria farmacéutica moderna busca constantemente tecnologias para la
obtencion de transportadores de diferentes farmacos como: antiinflamatorios,
péptidos y hormonas; que impliquen una reducciéon de su toxicidad y una
liberacién sostenida y/o controlada.

Dentro de los sistemas coloidales utilizados como transportadores de farmacos,
se encuentran los liposomas, las microcapsulas y nanocapsulas, los cuales se
clasifican como sistemas de tipo reservorio, en donde el farmaco se encuentra
encapsulado en las capas o0 en su interior en el caso de los liposomas, y en el
nacleo en el caso de las microcapsulas y nanocéapsulas. Existen diferentes
métodos de obtencién de estos productos, como la extraccion de solvente, la
doble emulsion y el secado por aspersion (Lopez, Gomez, 2008).

El proceso de secado por aspersion implica principalmente los siguientes pasos:
concentracion de la materia prima, atomizacion, secado del material y la
evaporacion del mismo con temperaturas de entrada y salida de 200 y 100 °C
respectivamente. Las ventajas del secado por aspersion pueden ser disefiadas
para virtualmente cualquier capacidad requerida. El producto que se obtienen
son particulas esféricas menores o iguales a los 100 micrometros de didmetro
(Swati, Wagh, 2014).

Segun Allen y Cullis (2012), los primeros sistemas de fosfolipidos bicapa
cerrados, llamados liposomas, fueron descritos en 1965 y pronto se propusieron
como sistemas de liberacion de farmacos. El trabajo pionero de innumerables

investigaciones sobre liposomas por mas de casi 5 décadas ha llevado al



desarrollo de avances técnicos importantes, tales como la carga de fa&rmaco a
distancia, extrusion de tamafio homogéneo, liposomas de larga circulacion,
liberacion controlada de liposomas, liposomas que contienen polimeros de
acido nucleico y liposomas que contienen combinaciones de farmacos dirigidos.
Estos avances han dado lugar a numerosos ensayos clinicos en areas tan
diversas como la entrega de los anticancerigenos, farmacos antifungicos y
antibioticos, la entrega de medicamentos de genes, y la entrega de los
anestésicos y medicamentos antiinflamatorios. Las nanoparticulas lipidicas son
el primer sistema de entrega de la nanomedicina para hacer la transicion desde
el concepto hasta la aplicacién clinica, y ahora son una plataforma de tecnologia

establecida con bastante aceptacion clinica.

Dua y colaboradores (2013), sefialan que muchos farmacos son analogos
sintéticos construidos en los compuestos prototipo aislados de plantas. Cocos
nucifera, que se conoce cominmente como coco, es una planta que posee un
gran potencial como ingrediente en la medicina tradicional para el tratamiento
de trastornos metabdlicos y particularmente como un agente antiinflamatorio,

antimicrobiano y analgeésico.

Tabla I. Clasificacién taxondmica de Cocos nucifera

Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Filum Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Arecales

Familia Arecaceae

Género Cocos

Especie Cocos nucifera

Nota: El cuadro indica la clasificacion taxonémica de C. nucifera, y la imagen del fruto.
Fuente: (L6pez, 2013)

En un estudio realizado por Figueira y colaboradores (2013), se encontrd que
la cascara de coco tiene una composicion quimica similar a la madera, y es
adecuado para la extraccion de compuestos fenolicos (taninos, flavonoides y las
xantonas), que son responsables de la actividad antimicrobiana, antitumoral y

antiinflamatoria.



Dos de los ensayos se orientaron a la investigacion de la accion antiinflamatoria
del extracto de las cortezas de C. nucifera, los cuales se llevaron a cabo
utilizando ratones como modelos de prueba. Al final del experimento se
obtuvieron resultados consistentes con la accion antiinflamatoria.

Actualmente en Ecuador, no existen trabajos que indiquen antecedentes
cientificos sobre la utilizacién de la tecnologia de liposomas con la utilizacion
del secado por aspersion, adicionalmente los estudios de antiinflamatorios de
origen vegetal estdn centrados en ciertos grupos de plantas, y el uso de la
cascara del coco verde (Cocos nucifera) resulta una alternativa innovadora para

el acoplamiento de dicha tecnologia.

2.2. Hipdtesis

2.2.1. Hipotesis nula

Los liposomas obtenidos mediante secado por aspersion a partir del extracto
hidrosoluble de la céscara del coco verde (Cocos nucifera) no presentan actividad

antiinflamatoria en los ensayos In vitro.

2.2.2. Hipotesis alternativa

Los liposomas obtenidos mediante secado por aspersién a partir del extracto
hidrosoluble de la cascara del coco verde (Cocos nucifera) presentan actividad

antiinflamatoria en los ensayos In vitro.



2.3. Sefialamiento de variables de la hipotesis

2.3.1. Variable independiente

v' Extracto hidrosoluble de la cascara de coco verde (Cocos nucifera)

2.3.2. Variable dependiente

v Actividad antiinflamatoria de los liposomas obtenidos mediante secado por

aspersion.



CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

e Vasos de Precipitacion de 100, 250 y 600 ml (Boro 3.3; Pyrex £ 0,05)
e Probetas graduadas de 1000, 100 y 10 ml (Boro 3.3 £ 0,05)
e Pipetas graduadas de 1, 2, 5y 10 ml (£ 0,01)

e Balones de aforo de 10, 25, 50 y 100 ml (+ 0,01)

e Bal6n de 500 ml (Boro, % 0,05)

e Frascos color ambar de 1000 ml

e Tubos de ensayo (Boro 3.3; Pyrex)

e Tubos Bacterioldgicos (Boro 3.3; Pyrex)

e Tubos de centrifuga (Boro 3.3)

e Tubos eppendorf

e Jeringasde 1, 3, 10 ml

e Pipetas Pasteur

e Micropocillos recipientes para ensayo Elisa

e Mortero y Pistilo

e Embudo

e Lienzo

Para determinacion de Polifenoles:

Acido Galico Estandar (Sigma- Aldrich G7384), Folin & Ciucalteu’s Phenol Reagent
(MP, Biomediate), Na.COs (Sodium Bicarbonate, Merck, USA).

Para formulacion de liposomas:

C12H22011 (Lactosa monohidratada, Merck KGaA), Fosfatidilcolina (Inti S.A.
Lecitina de Soya 1200 mg).



Para ensayo in- vitro:

(CH3)2SO “DMSO” (Dimetilsulféxido, Merck, ACS), Tritén X-100 (Sigma- Aldrich,
Antigen Vaccine Preparation), Heparina Sédica 5.000 U.I/ ml (Hospira, Madrid),

Ficoll paque (Sigma- Aldrich, Cell Biology), Solucién diluyente de Turk (Merck,

Acido Acético para el recuento de leucocitos), Solucion Modificada de Hanks
“SMH”(Sigma- Aldrich, Buffered Salt Solution 9,5 g/L), Aspirina (Bayer, Acido
Acetil Salicilico 500 mg), Reactivo WST-1 (Sigma- Aldrich, Cell Proliferation
Reagment WST-1 Sales de Tetrazolio).

Equipos:

V VV V V VYV V V VYV V V V VYV V V VY V V

Plancha de Calentamiento con agitaciéon (CORNING, PC-4200)
Reactor tipo agitador con calentamiento directo (Ensamblado).
Rotoevaporador (EYELA, OSB- 2100)

Ph metro (Thermo Orion Star A1116)

Balanza Analitica (CITIZEN CY 720)

Balanza de Humedad (CITIZEN MB200)

Estufa (MEMMERT 1P20)

Desecador (Pyrex, @ 800 mm)

Mufla (FURNACE 1400)

Hemocitdmetro (CELEROMICS)

Microscopio (OLYMPUS CX21)

Incubadora (MEMMERT, IN55)

Microcentrifuga (SPECTRAFUGE 24D)

Centrifuga (DYNAC)

Mini Spray Dryer (BUCHI B-290)

Espectrofotometro UV- VIS (HACH DR5000)
Espectrofotometro Infrarrojo (JASCO FT/IR-4100)
Microscopio Electrénico de Barrido (TESCAN- ALEMANIA)
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3.2. Métodos

3.2.1. Recoleccién y procesamiento de la materia prima

Se recolectdé 5 kg de cascaras de coco verde en bolsas de lona. El producto es
originario de la provincia de Esmeraldas, y se expende en la Avenida Bolivariana y
Juan de Dios Morales en la ciudad de Ambato (Coordenadas: -1,258725 S; -
78,614310 N).

s

Figura 1. Localizacion del punto de recoleccion de la materia prima
Nota: Fotografia y mapa Google Earth.

3.2.2. Procesamiento del material vegetal

Se limpiaron las cascaras de coco a fin de eliminar impurezas, luego se dejaron al sol
en un ambiente protegido durante 4 semanas, posteriormente se triturd el material en
pedazos pequefios para luego reducir su tamafio en un molino eléctrico de discos
obteniendo un polvo fino de tamafio homogéneo, el mismo que fue almacenado en

un frasco de metal para evitar la absorcion de humedad.

3.2.3. Analisis macroscépico del material vegetal

La materia prima se caracteriz6 mediante los siguientes criterios: color, tamafio y
textura
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3.2.3.1. Color

Para la caracterizacion del color se tomd en cuenta el material antes y después de ser

triturado, mediante el uso de la tabla internacional de colores (Bruguer, 2015).

1
i N
T -
-

Verde Agua Verde Helado Verde Saludable Verde Pastel

o=t Verde Hoia
Verde Galica
s

Nepal Rojo Pashmina|

Flor De Brezo

un
j les

Fuente De Rubi lagenta

CoiolCREs EPER=D

Canario Pélico Piedra Luna Pea Amarilo Fio Amaiilla Limon
Lava Bermellon Rojo Quemado Guk Flor Etema
Amarillo Limon Amarillc Confeti Suspiro Del Sénera Amarilo Espiga Maiz
M Rojo Tentadén

Sanara Amaillo
Amaillo Poz Sorbote Do Guaysba  Intermedio Piita Amaiillo Canario

Sahara Amarillo
Pifia Natural Amarillo Limén Lima Fapayz Tiema

i
®

Ojo De Tige Caribe Verde Lima Amarillo Pistacho Ciomo

Figura 2. Tabla Internacional de Colores
Nota: Seccion de colores indicativos similares al color del material vegetal utilizado
Fuente: Bruguer, 2015.

3.2.3.2. Tamafo

Para la determinacion del tamafio de particula se colocé 25 gramos del material
triturado mediante una serie de tamices de diametro: 2; 1,68; 1,41; 1,2; 1,19 y 1 mm

a fin de caracterizar el tamafio de la particula mediante la siguiente tabla:
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Tabla I1. Denominaciones y tamafio de aberturas de tamices

Malla Tamafio de abertura

ASTM (in) (mm)
4 0,187 4,76
5 0,157 4
6 0,132 3,36
7 0,111 2,83
8 0,0937 2,38
10 0,0787 2
12 0,0661 1,68
14 0,0555 1,41
16 0,0469 1,19
18 0,0394 1
20 0,0331 0,84
25 0,028 0,71

Nota: Abertura de tamices para particulas de diferentes didmetros
Fuente: Infoleg, 2003.

3.2.3.3. Textura

La textura del material de partida y material triturado fue catalogada por medio de
comparacion subjetiva con otros materiales de referencia como la harina y la fibra de

arboles.

3.2.4. Porcentaje de Humedad

Para la determinacion del porcentaje de humedad se realizaron dos mediciones por
muestra midiendo la humedad del material vegetal sin secar y del material vegetal

seco de la siguiente forma:

- En la balanza infrarroja de humedad se coloc6 aproximadamente 3 gramos de
muestra vegetal sin secar y se registro el valor (%), el mismo procedimiento
se realiz6 para el material vegetal seco y se efectuaron dos mediciones por

cada muestra.
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3.2.5. Porcentaje de Cenizas

Para determinar cenizas se llevo a cabo la metodologia propuesta por el Instituto
Salud Publica de Chile referenciada en el Oficial Methods of Analisis AOAC,
1990. Se realiz6 por duplicado para cada una de las muestras de ensayo de la

siguiente manera:

- Se pes6 la muestra en crisoles previamente tarados (mo) hasta peso constante,
luego se coloco 2 gramos de muestra deshidratada obtenida de la balanza de
humedad (m3) en cada crisol.

- Posteriormente se colocaron las muestras en la mufla y a 550 °C por 8 horas,
hasta cenizas blancas o grisaceas.

- Una vez transcurrido ese tiempo se colocaron los crisoles al desecador hasta
que se enfriaron (30 min aproximadamente).

- En una balanza analitica se registré el peso final de los crisoles con muestra

(ma).

Mediante la siguiente ecuacion se determiné el porcentaje de cenizas en las

muestras vegetales:

(my—myg)

% Cenizas Totales = *100 [EC.1]

my—mg
Donde:

mo= crisol vacio y tarado (g)

mi= crisol + muestra (g)

my= crisol + cenizas (Q)

3.2.6. Disefio Experimental

Se procedi a realizar un disefio factorial 3% para realizar las extracciones a escala de

laboratorio, donde:

Factor 1: Relacion Material vegetal: Disolvente (Agua Osmotizada).
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Niveles del Factor 1: 1:15; 1:20; 1:25 (p: v).

Factor 2: Tiempo de extraccion

Niveles del Factor 2: 30, 60 y 90 minutos.

Respuesta experimental: Polifenoles Totales.

Tabla I11. Disefio Experimental Para extracciones preliminares.

N2 RELACION TIEMPO DETALLE
1 -1 -1 1:15 - 30 min
2 -1 0 1:15 - 60 min
3 -1 1 1:15-90 min
4 0 -1 1:20 - 30 min
5 0 0 1:20 - 60 min
6 0 1 1:20 - 90 min
7 1 -1 1:25-30 min
8 1 0 1:25 - 60 min
9 1 1 1:25-90 min

Nota: Disefio factorial 32, Factor 1 Material Vegetal: Agua Osmotizada; Factor 2 Tiempo de

Extraccion, a tres niveles por factor experimental; Respuesta: [mg Polifenoles].

3.2.7. Obtencion del extracto vegetal.

Para la realizacion de las extracciones se utilizd el material seco triturado de la

cascara de coco verde (Cocos nucifera), y se siguié el siguiente protocolo de acuerdo

al disefio experimental propuesto:

Se coloco 500 ml de agua osmotizada en un vaso de precipitacion Pyrex de
600 ml de capacidad, luego se llevd a una plancha de agitacion con
calentamiento y se elevo la temperatura hasta que el agua alcanzo su punto de
ebullicidn, en ese instante se afiadio la cantidad de cascara de coco triturada y
se agitd a 600 rpm durante el tiempo previsto para cada ensayo, el tiempo de
la extraccion comenzd en el momento en que el material vegetal se puso en
contacto con el disolvente.

Se realiz6 este procedimiento segin la Tabla Ill, donde al final de cada
extraccion se filtré el liquido obtenido mediante el uso de un embudo y lienzo
y se midio el volumen final del producto para almacenarlo en botellas PET
estériles y etiquetadas, las mismas que se pusieron en refrigeracion y
protegidas de la luz.
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3.2.8. Analisis Fisico- Quimico del extracto vegetal

Los ensayos obtenidos del extracto hidrosoluble de céscara de coco verde (Cocos

nucifera), se analizaron mediante las siguientes determinaciones:

3.2.8.1. Solidos Totales

Se llevé a cabo mediante la metodologia de Solidos Totales Secados a 103-105°C
propuesta en el STANDARD METHODS, (2005); para cada una de las muestras de

ensayo se realizo el proceso por duplicado aplicando el siguiente protocolo:

- Se introdujo las cépsulas a la estufa (103 - 105°C) y se secO durante 30
minutos, posteriormente se pasaron al desecador hasta temperatura ambiente
(30 minutos aproximadamente).

- Se peso las capsulas vacias en una balanza analitica hasta peso constante:
peso “A”.

- Se coloco 25 ml de muestra del ensayo correspondiente en la capsula y se
introdujeron a la estufa a 103 - 105°C durante 24 horas. (Se puede colocar
entre 25 a 50 mL de muestra)

- Una vez transcurrido ese tiempo se colocaron las capsulas al desecador hasta
temperatura ambiente (30 min aproximadamente).

- Se registr6 el peso final Capsula con muestra seca “B”.

Mediante la siguiente formula se determind la cantidad de sdlidos totales:

mg _ O g g

L Volumen

Donde:

A= Peso de la capsula tarada y vacia en (g)

B= Peso de la capsula + muestra seca después de 24 horas a 103 - 105°C (g)
Volumen= Muestra liquida (mL)

Para expresar los solidos totales se llevo a cabo la siguiente conversion:
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% Solidos Totales =

mg

1L

1g

L 1000 ml

P 100 [EC.3]

1000 m,

Tabla IV. Sélidos Totales presentes en los tratamientos experimentales

Tratamiento Solidos Solidos Solidos Solidos
Totales Totales (%) Totales Totales (%)
[mg/L] [mg/L]
Réplica R1 R2
1 5124 0,5124 5160 0,5160
2 9732 0,9732 9672 0,9672
3 17832 1,7832 17212 1,7212
4 4408 0,4408 4120 0,4120
5 6912 0,6912 7104 0,7104
6 13151 1,3151 12600 1,2600
7 3476 0,3476 3576 0,3576
8 6764 0,6764 6664 0,6664
9 13336 1,3336 12744 1,2744

Nota: Determinacion de sélidos totales en ensayos por medio de la aplicacién de la ecuacién 3.

3.2.8.2. Polifenoles Totales

Los Polifenoles totales se midieron siguiendo la metodologia propuesta por VASCO
& RUALES (2008), las determinaciones se realizaron por duplicado. En esta
metodologia se produce la reduccién de un complejo de fosfowolframato -

fosfomolibdato para formar productos de color azul debido a los compuestos

fenolicos, para esto se realizo una curva estandar de Acido Galico en un rango de

concentracion de 50 a 200 ppm como se muestra en la tabla V.

Tabla V. Preparacion de la curva patron de Acido Galico

Acido Galico Solucion stock de acido galico de 200
mg/L
Std. Peso Peso total mg/L P.sol. 5ml P.teorico Factor
(9) (9 (9) (9)

0,0000
0,0249 0,0981 50,76 5,1843 5,1690 0,99704878
0,0491 0,0979 100,31 5,2094 5,1693 0,99230238
0,0732 0,0967 151,40 5,1763 5,1645 0,99772038
0,0975 0,0975 200,00 5,2700 5,1644 0,97996205

Nota: La fila de Std. Peso indica el peso en (g) del volumen necesario para realizar las diluciones a las

concentraciones de prueba de 50, 100 y 150 ppm; la fila Peso total indica el peso en (g) del

complemento con agua destilada para alcanzar 0,1 mL; la fila mg/L es la concentracion final estimada

mediante los pesos aplicando la ecuacion 4; La fila P. sol. 5 mL es el peso experimental determinado

con los reactivos de la mezcla 0,1 mL de follin, 0,1 mL de &cido galico y 2 mL de Carbonato de sodio,

complementando con agua destilada a 5 mL, la fila P. tedrico indica el peso de las mezclas estimadas
con el aforo a 5 mL, el factor de correccion se obtiene dividiendo el peso tedrico para el experimental
el cual indicara la correccion de las concentraciones de prueba.
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Se trabajo mediante el peso de los volumenes requeridos para la preparacion de la
curva estandar. Se prepard una solucién stock 0,5 mL de acido galico 200 mg/L, a
partir de esta solucion se prepararon 3 diluciones de 150, 100 y 50 ppm 0,1 mL de
cada una por medio de la siguiente ecuacion:

P1. C1=P,.C, [EC.4]
Donde:

P1= Peso del volumen de la solucidn stock de acido gélico (Q)

C1= Concentracion de la solucion stock de acido galico (mg/L)

P,= Peso del volumen completado a 0,1 mL de la solucion diluida (g)

Co= Concentracion de la solucion diluida de &cido gélico (mg/L)

Dichas concentraciones se llevaron a un aforo de 5mL segun la metodologia
propuesta por VASCO & RUALES (2008), de igual manera se prepararon las
soluciones mediante peso de los volumenes de aforo, donde se determind
tedricamente el peso final del aforo (5mL). Sabiendo que se diluyd un poco mas las
soluciones de la curva, entonces se determind el peso final del aforo el cual resultd
ser mayor por lo tanto las concentraciones disminuian y para eso se determind un
factor de correccion que se obtuvo dividiendo el valor teorico para el experimental y
se multiplicé por los valores de concentracion inicial.

Una vez preparada la curva estandar se midio las absorbancias a 750 nm en el

espectrofotdbmetro UV y se obtuvo la ecuacion para poder expresar los resultados.

Tabla VI. Valores de Absorbancia a 750 nm de la Curva Patrén

Conc. Absorbancia

mg/L 750 nm

0,00 0,0000
50,61 0,0955
99,53 0,1865
151,05 0,2630
195,99 0,3565

Nota: Absorbancias obtenidas a 750 nm de la curva de Acido Galico
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Curva estandar de acido galico
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0,3500 y=0,0018x+0,0026
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0,3000
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0,1000
0,0500
0,0000

Absorbancia (750 nm)

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
Conc. Acido gélico (ppm)
Figura 3. Curva Patrén de Acido Galico

Nota: El grafico indica el comportamiento de la curva patrén desde 50 a 200 ppm y esquematiza la
tendencia lineal para la obtencion de la ecuacidn de la recta.

Abs a 750 nm—0,0026
0,0018

[Polifenoles ppm]= [EC.5]

Para determinar los Polifenoles presentes en los extractos de prueba se procedio a
realizar una dilucion (1/15) para cada muestra, a estas diluciones se las colocé en
tubos eppendorf y se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min y se recolectd el
sobrenadante. Se preparé 50 ml de Carbonato de Sodio (Na.COz) [75 g/L].

Tabla VII. Preparacion de muestras para Determinacion de Polifenoles

COMPONENTES BLANCO (ml) MUESTRA (ml)
EXTRACTO - 0,1
FOLLIN 0,1 0,1
Na.CO3 2,0 2,0
H2O destilada 0,1 -

Nota: Cantidades necesarias para la preparacion de muestras para el ensayo con Follin- Ciocalteu.
Una vez colocadas las cantidades en cada recipiente se llevé a un volumen final de 5 mL con agua
destilada y se agité en el bortex durante 3 minutos.

Las absorbancias se leyeron a 750 nm. Para la lectura en el espectrofotometro se
Ilevo el volumen de las preparaciones detalladas en la Tabla VII a un volumen final
de aforo de 5 mL con agua destilada.

El ensayo se realizd por duplicado y a partir de la curva patrén de acido galico se
obtuvo la concentracion de polifenoles en [mg/L], presentes en cada muestra luego

de multiplicar por el factor de dilucion aplicado.
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Tabla VI11. Polifenoles Totales presentes en los tratamientos experimentales

Tratamiento Abs Polifenoles Totales Abs Polifenoles Totales

[mg/L]* FD [mg/L]* FD
Réplica R1 R2

1 0,1100 895 0,1066 866,6667
2 0,1556 1275 0,1490 1220

3 0,3080 2545 0,3150 2603,3333
4 0,0643 514,1667 0,0583 464,1667
5 0,0753 605,8333 0,0756 608,3333
6 0,0740 595 0,0793 639,1667
7 0,0806 650 0,0810 653,3333
8 0,1936 1591,6667 0,1933 1589,1667
9 0,2506 2066,6667 0,2466 2033,3333

Nota: Absorbancias mediadas por duplicado en muestras experimentales determinacién de la
concentracién de polifenoles en [ppm] a partir de la curva patrén.

Los datos de Sélidos Totales y Polifenoles Totales se expresaron uno en funcién del
otro para obtener la concentracion en [mg de Polifenoles]. Mediante el software
estadistico Statgraphics Centurion, se analizo el disefio factorial 32 y se obtuvo el

mejor tratamiento.

3.2.8.3. Determinacion del pH

Se determino el pH por medio del uso del Ph metro colocando el bulbo del equipo

previamente calibrado en cada uno de los extractos obtenidos.

3.2.9. Obtencion y analisis del extracto vegetal a escala de banco

Se utiliz6 un reactor tipo agitador con calentamiento directo de 15 L de capacidad. Se
peso la cantidad proporcional a la relacion (material vegetal: agua osmotizada) en un
volumen de 9 L de disolvente. Se coloc6 9 L de agua osmotizada en el reactor
regulando la temperatura a 90 °C, para luego colocar el material vegetal con
regulacion de las revoluciones del agitador a 1500 rpm durante el tiempo establecido
por el mejor tratamiento, transcurrido ese periodo se filtr6 el producto de la
extraccion mediante embudo y lienzo, se desecho la torta y se midio el volumen final
obtenido el cual fue almacenado en refrigeracion y protegido de la luz,

posteriormente se midio el pH del mismo.

3.2.10. Concentracion del extracto madre al 5% de sélidos totales

Para concentrar el extracto madre al 5 % de so6lidos totales se procedi6 a determinar

la cantidad de los mismos en el extracto segun el procedimiento descrito en el paso
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(3.2.8.1), adicionalmente se aplicd la siguiente ecuacion con la cual se determiné el
volumen final del extracto madre concentrado.

Vi.Ci=V2.C, [EC.6]
Donde:

V1= Volumen inicial del extracto (mL)
C1= Concentracion final de sélidos totales en el extracto (%)
Co= Concentracion al 5% de sélidos totales en el extracto (%)

V>= Volumen final del extracto (mL)

6000 mL+*0,6410 %
V2:
5%

Vo= 769,2 mi

Para llegar al volumen final del 5% de solidos totales se utiliz6 el Rotoevaporador a

319 hPa de presién, 100 rpm y 90°C de temperatura.

3.2.11. Determinacion de Polifenoles del extracto madre antes y después de
concentrar al 5% de sélidos totales

Se determind los Polifenoles totales del extracto madre antes y después de
concentrarlo al 5% de solidos totales en el Rotoevaporador utilizando el método
propuesto en el paso (3.2.8.2) con un factor de dilucién (1/50).

3.2.12. Secado por aspersion del extracto Hidrosoluble de la Céscara de Coco
Verde (Cocos nucifera)

Se utiliz6 380 ml de extracto y se precalenté en bafio Maria, luego se colocé la
manguera de absorcion del Spray Dryer y se programé a una temperatura de entrada
de 120°C con una temperatura de salida de 80°C. Una vez que el equipo comenz6 a
absorber el liquido el material particulado fue recolectado y pesado para la

determinacién del rendimiento de secado con la siguiente férmula:

Peso obtenido (g)

% Rendimiento secado= * 100 [EC.7]

Peso teorico (g)
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3.2.13. Formulacion para la formacion de liposomas mediante secado por
aspersion

La formulacion de liposomas se llevo a cabo segun el método propuesto por (Lopez,
Gomez, 2008), utilizando fosfatidilcolina 5 gramos por cada 10 gramos de extracto y
lactosa monohidratada en proporcion 1:1 a la cantidad de extracto usado, se
precalentd el extracto concentrado hasta 70°C en bafio Maria y se mezcl6 con
fosfatidilcolina y lactosa, a esta formulacion se la llevd al Spray Dryer y se
determiné su rendimiento de manera similar al procedimiento propuesto en el paso
(3.2.12).

3.2.14. Determinacion de Polifenoles Totales del extracto en polvo y Liposomas

Los Polifenoles totales presentes en el polvo y liposomas obtenidos del secado por
aspersion se determinaron realizando una resuspension de las muestras en agua
osmotizada y se realizo el procedimiento descrito en el paso (3.2.8.2) con un factor
de dilucion de (1/50).

3.2.15. Analisis de liposomas por espectrofotometria infrarroja para la
determinacion de compuestos y eficacia del encapsulamiento

Se llevo a cabo la comprobacién del encapsulamiento del principio activo con la capa

fosfolipidica mediante el uso del espectrofotometro IR.

Se realiz6 mediciones para: el extracto en polvo sin encapsular (muestra 1), la
mezcla de fosfatidilcolina y lactosa (muestra 2) y para el liposoma (muestra 3). Se
realizé la corrida con el software del IR y se obtuvieron los picos de absorcion a
diferentes longitudes de onda, el mismo procedimiento se realizd para la muestra 2 'y
3 respectivamente. Con las longitudes de onda y transmitancias obtenidas se
compard bibliograficamente para determinar los compuestos presentes en las

muestras.
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Tabla IX. Grupos Funcionales presentes a distinta longitud de onda

Familia Grupo Funcional Banda (cm™) Asignacion
OH libre 3580- 3670 (aguda)
OH asociacion 3400- 3600 (aguda)
intermolecular
OH asociacion O-H

intermolecular (dimero) 3400- 3500 (aguda)

Alcoholes _ OH asociacion 3200- 3400 (ancha)
y fenoles  intermolecular (polimero)
ROH primarios 1050
ROH secundarios 1100 c-0
ROH terciarios 1150
Fenoles 1180
ROH y Fenoles 1200- 1400 O-H

Nota: La tabla muestra los rangos de longitud de onda a los cuales aparecen los grupos funcionales de
los alcoholes y fenoles.
Fuente: Rojo, UNAM-2012.

Tabla X. Frecuencias ejemplo de grupos de compuestos hetero- oxigenados

sencillos
Frecuencia (cm™) Grupo Funcional
Compuestos Oxi- Nitrogenados
1560-1540/ 1380- 1350 Compuestos nitro alifaticos
1555-1485/ 1355- 1320 Compuestos nitro Aromaticos
1640- 1620/ 1285- 1270 Nitratos Organicos
Compuestos Oxi- Fosforados
1350-1250 Fosfatos organicos (P=0)
1050-990 Fosfatos alifaticos (P-O-C)
1240-1190/995-850 Fosfatos Aromaticos (P-O-C)
Compuestos Oxi- Sulfurados
1335-1300/ 1170-1135 Dialquil/Aril sulfonas
1420-1370/1200-1180 Sulfatos Organicos
1365-1340/ 1200- 1100 Sulfonatos
Compuestos Oxigenados de silicio
1095-1075/1055-1020 Siloxano Orgénico o silicona (Si-O-Si)
1110-1080 Siloxano Organico o silicona (Si-O-C)

Nota: Compuestos hetero- oxigenados, enlaces con Nitrégeno, Fosforo, Azufre, Silicio.
Fuente: Coates, 2000. Interpreattion of Infrared Spectra.
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3.2.16. Andlisis del Tamafio de particula mediante Microscopia Electrénica de
Barrido

El tamafio, forma y superficie de los liposomas se analizO mediante microscopia
electrénica de barrido, donde en base a la distribucion de particulas se establecié un
tamafio promedio, el andlisis se efectud, en el Laboratorio de Biotecnologia, Facultad
de Ciencias Exactas, Escuela Superior Politécnica del Ejército en la ciudad de Quito,
la preparacion de la muestra consistié en la fijacion de una cantidad pequefia sobre
una placa porta muestras metalica (diametro 1cm), una vez preparada la placa se fijo
la muestra a un metalizador al vacio (Q150R), donde se la recubrid con oro a 20 nm
de espesor; finalmente se colocd en el microscopio electrénico de barrido para su

evaluacién durante una hora.

3.2.17. Andlisis y evaluacion In vitro de los compuestos contenidos en el extracto

La actividad antiinflamatoria se evalud segin la metodologia propuesta por Janeta
(2015) la cual se fundamenta en la reduccion de la sal de tetrazolio altamente soluble
en agua WST-1 en presencia de neutréfilos activados.

La técnica de actividad antiinflamatoria mediante el reactivo WST-1 (sales de
tetrazolium / formazan) permite analizar de una forma directa la viabilidad celular y
de una manera indirecta, medir la proliferacion celular. Se trata de un ensayo
colorimétrico, de cuantificacion espectrofotométrica que se basa en la degradacion de
las sales de tetrazolium WST-1 [2-(4-lodophenyl)-3- (4-nitrophenyl)-5- (2,4-
disulfophenyl)-2H-tetrazolium] a sales de formazan, mediante la accion de las
deshidrogenadas mitocondriales, que se producen de forma natural cuando las células
son viables. Esta técnica es sensible, rapida y sencilla cuando la comparamos con
otras técnicas de medida de la proliferacién celular (INNOPROT, 2008).
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Figura 4. Reduccion de Tetrazolio a Formazan
Nota: Los " Rs " sustituto de diversos grupos organicos que definen las diversas sales de tetrazolio y
proporcionan a sus caracteristicas quimicas unicas.
Fuente: (INNOPROT, 2008).

3.2.17.1. Aislamiento y conteo de neutrdfilos

Se preparo solucion modificada de Hanks 9,5 g/l. Se extrajo 10 ml de sangre venosa
con una jeringa estéril y se trasvaso a cuatro tubos de centrifuga, posteriormente se
adiciono 0,25 ml de heparina sodica a cada tubo, a ésta mezcla se afiadio la solucién
modificada de Hanks en proporcién 1:1 con la cantidad de sangre presente en cada
tubo. Posterior a esto los neutrofilos fueron estabilizados y se afiadié el Ficoll paque
en relacion 4:3 con la sangre. Una vez listos los tubos se llevaron a la centrifuga a
15000 rpm durante 30 minutos para separar el plasma, los neutroéfilos el Ficoll y los

gldbulos rojos.

Figura 5. Separacion de los componentes sanguineos
Nota: Primera fase Plasma; Segunda fase Neutrofilos; Tercera fase Ficoll paque; Cuarta fase Globulos
Rojos y Plaquetas.

25



Se separd la primera capa de plasma y se trasvasd a un tubo de ensayo el cual se
almacend en la incubadora a 37°C posteriormente a este proceso se recolecto la
siguiente capa de neutrofilos y se trasvaso a un tubo de centrifuga estéril.

Al volumen de neutréfilos obtenidos se agregd una cantidad de Solucién modificada
de Hanks en proporcion 1:3 y se centrifugé la mezcla a 15000 rpm durante 10
minutos a fin de purificar los neutréfilos; se desechd el sobrenadante y se conservo el
precipitado con los neutrdfilos puros. ElI volumen de neutréfilos obtenido se
resuspendio a 6 ml con la solucién modificada de Hanks y se incubd a 37°C durante

10 minutos.

Figura 6. Recoleccion de Neutrofilos y Plasma
Nota: Tubo izquierdo: Neutréfilos purificados; Tubo derecho Plasma Sanguineo

Una vez estabilizados los neutrofilos se colocd una gota sobre la camara de Neubauer
(Hemocitémetro) adicionalmente se le agreg6 una gota de la solucion de Turk para
visibilizar los neutrofilos, y se observé con el lente de 100 X los neutréfilos presentes

como se muestra en la siguiente figura:
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Figura 7. Enfoque de Neutroéfilos en Placa Neubauer
Nota: Enfoque 100 X, los puntos pequefios representan a los neutréfilos el conteo se lo realizo en la
cuadricula intermedia.

Se procedio al conteo segun la metodologia propuesta por Janeta (2015), tomando
en cuenta las subdivisiones de la cdmara. Se obtuvo un promedio de 89,5 neutrofilos
es decir se llego a una concentracion aproximada de 10* neutr6filos/ul, el tubo se
almaceno en la incubadora a 37°C durante 1 hora.

Tabla XI. Obtencion de Neutrofilos de la Sangre

Componentes Cantidad
Volumen de células sin
. 6ml
purificar

Volumen de células

e 4 ml
purificadas

Volumen de Plasma 8 ml

Nota: Volimenes reales de plasma y neutré6filos en ml.

3.2.17.2. Protocolo para la Evaluacién de la Actividad Antiinflamatoria

Una vez aislados los neutréfilos de la sangre se procedié a preparar las soluciones de

control y prueba.

Solucién diluyente

e Dimetilsulfoxido al 5%: Se prepar6 5 ml de solucién diluyente mediante la
mezcla de 0,23 ml de Dimetilsulfoxido y se completd el volumen con 4,77 ml

de solucién modificada de Hanks.
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Soluciones Control.

e Control positivo: Se preparé 1 ml de Dimetilsulféxido al 5% midiendo 0,05 ml
de DMSO vy afiadiendo 0,95 ml de solucién modificada de Hanks.

e Control negativo: Se prepar6 10 ml de Tritén X-100 al 0,1 % midiendo 0,025
ml del reactivo y llevandolo al volumen final con 9,975 ml de solucion
modificada de Hanks.

e Control Comparativo: Se preparé 25 ml de solucion de Aspirina a una

concentracion de 200 ppm con solucién modificada de Hanks.

Soluciones Madre:

Tanto para la solucion del extracto en polvo y el liposoma se prepararon 25 ml de
cada uno a una concentracion de 200 ppm y se codificé como (C1), con solucion
modificada de Hanks.

Protocolo para la preparacion de los compuestos de prueba a tres concentraciones

distintas:

Los compuestos de prueba se realizaron a las concentraciones de 100 ppm (C2), 50
ppm (C3) y 25 ppm (C4), tanto para el extracto en polvo como para el liposoma y se
partié de las soluciones madre respectivas.

De la solucion madre (C1) se recogieron 600 ul y se mezclaron con 600 pl de
solucion diluyente, esta dilucion se codifico como (C2); 500 pl de (C2) se mezclaron
con 500 pl de solucion diluyente, esta dilucion se codificd como (C3), 400 ul de C3
se mezclaron con 400 pl de solucion diluyente, esta dilucion se codifico como (C4).
Para evaluar la actividad antiinflamatoria se realizaron las siguientes mezclas en

micropocillos para ensayo Elisa.
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Tabla XI1. Preparacion de compuestos para evaluar la Actividad
Antiinflamatoria

Compuestos de Neutrofilos ~ WST-1

Tratamientos pruebay controles
pl pl pl
DMSO 5% (+) 100 140 10
Triton X-100 0,1% (-) 100 140 10
Control Aspirina [200 ppm] 100 140 10
C1[200 ppm] 100 140 10
C2 [100 ppm] 100 140 10
C3 [50 ppm] 100 140 10
C4 [25 ppm] 100 140 10

Nota: Cantidades de soluciones de control, prueba, neutréfilos y WST-1 (Sales de Tetrazolio) para
cada pocillo en pl

Para iniciar la reaccion se preparo previamente el compuesto inflamatorio. A 8 ml de
plasma se agregé Zymozan A en proporcién (3,8 mg por cada 1,5 ml de suero) y se
centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el precipitado a 2 ml con solucion modificada de Hanks.

A las preparaciones propuestas en la Tabla XII se les afiadio 50 pl de Zymozan A
opsonizado en cada pocillo y se incubd a 37 °C durante 1 hora.

Una vez transcurrido ese tiempo se sacaron los micropocillos de la incubadora y se

leyd las absorbancias de cada uno a 450 nm en un fotometro UV- VIS.
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Tabla XI11. Absorbancias de los compuestos de prueba en ensayo

Antiinflamatorio

Extracto Abs 1 Abs 2 Abs 3 Abs 4 Abs 5 Abs Desvesta
en Polvo Promedio
DMSO 0,299 0,314 0,330 0,312 0,330 0,317 0,013
5% (+)
Triton X- 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
100 0,1 %
)
Control 0,190 0,187 0,192 0,188 0,188 0,189 0,002
Aspirina
[200 ppm]
C1[200 0,181 0,181 0,187 0,185 0,191 0,185 0,004
ppm]
C2 [100 0,239 0,229 0,235 0,237 0,240 0,236 0,004
ppm]
C3[50 0,249 0,255 0,247 0,248 0,256 0,251 0,004
ppm]
C4[25 0,266 0,301 0,292 0,254 0,227 0,268 0,030
ppm]
Liposoma  Abs1 Abs 2 Abs 3 Abs 4 Abs 5 Abs Desvesta
Promedio
DMSO 0,244 0,249 0,250 0,254 0,253 0,250 0,004
5% (+)
Tritén X- 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
100 0,1 %
()
Control 0,115 0,111 0,119 0,117 0,113 0,115 0,003
Aspirina
[200 ppm]
C1[200 0,101 0,110 0,104 0,107 0,103 0,105 0,004
ppm]
C2 [100 0,166 0,167 0,169 0,165 0,173 0,168 0,003
ppm]
C3[50 0,187 0,189 0,189 0,182 0,198 0,189 0,006
ppm]
C4[25 0,199 0,201 0,201 0,197 0,177 0,195 0,010
ppm]

Nota: Se midi6 las absorbancias de cada compuesto a 450 nm por quintuplicado y se registré el
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La actividad antiinflamatoria se determiné por método colorimétrico la cual indicaba
que a mayor intensidad de color mayor inhibicion de inflamacion y se calcul6

mediante la siguiente férmula:

% Actividad Antiinflamatoria= 100_[(Absorbancia de los compuestos de Prueba) N 100]

Absorbancia del Control Positivo

Fuente: (Muhammad, et al, 2005)
[EC. 8]
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis y Discusion de los resultados

4.1.1. Caracterizacion fisico - quimica del material vegetal (Cocos nucifera)

Las cascaras de coco verde son un material vegetal muy susceptible a la absorcién de
la humedad ambiental, después de haber sometido dichas cascaras al proceso de
secado se evidencio que cambiaron su color y también consistencia lo cual facilité la
reduccion del tamafio de particula. Al cabo de 30 dias de haber expuesto el material
vegetal a la luz solar éstas fueron variando su coloracion debido a la pérdida de sales

minerales y clorofila. Como se muestra en el siguiente cuadro:

Tabla XIV. Caracterizacion fisica del material segun la coloracion antes y
después del tratamiento

Cascara
de Coco
Verde
Antes del secado Después del secado Pulverizado
Color Verde Selva Caqui Cafe chocolate

Nota: EI material vegetal se secé durante 1 mes al sol protegido de la humedad, y se pulverizé en un
molino eléctrico ensamblado.

Se redujo el material seco a un tamafio de particula gruesa por medio de un molino
eléctrico de discos. El coco por naturaleza presenta grandes cantidades de fibra en su
recubrimiento externo, esto hace dificil que se pueda llegar a un tamafio homogéneo
sin tener pérdidas considerables; para Vargas y colaboradores (2008) el mesocarpio
del coco es un tejido fibroso que brinda un porcentaje del 50% de polvo fino. Segun
dicho estudio al usar un molino eléctrico de cuchillas obtuvieron menor cantidad de

fibra y mayor cantidad de polvo en el analisis granulométrico se usaron series de
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tamices de Taylor del rango de 4 mm a 0,1 mm de didmetro, obteniendo particulas
menores (<) a 0,1 mm de didmetro por lo que se considerd particula fina, mientras
que en el presente estudio se utilizé una serie de tamices de Taylor del rango de 2
mm a 1 mm de abertura donde la mayor cantidad de particula en polvo paso por el
tamiz de abertura de 1 mm de diametro por lo que se consider6 como particula
gruesa debido a que existe mayor eficacia al usar un molino eléctrico de cuchillas

que uno de disco.

Tabla XV. Tamafio de particula luego de la molienda

Residuo en cada

ABERTURA (mm) MESH TYLER (in) tamiz (g)
2 9 0,077

1,68 10 0,1051

1,41 12 0,3102

1,2 13 1,0671

1,19 14 1,5444

1 16 21,7702

Nota: El material vegetal se pulveriz6 en un mE)rIin:) eléctrico de discos y se tamizé segln el mesh de
aylor.

El tamafio de particula fue de aproximadamente 1 mm de diametro al ser de tamafio
reducido aumentd la disponibilidad de extraer de mejor manera los Polifenoles
presentes en la corteza del coco dado que a mayor superficie de contacto dado que
difunden més facilmente los metabolitos (Pérez, et al, 2011).

La textura de la cascara de coco verde es fibrosa y suave en el interior, pero
externamente es dura debido a la gran cantidad de tejidos que la compactan, al haber
sometido al material vegetal a un proceso de secado, la humedad disminuyo
volviendo a la cascara fragmentable para la posterior reduccion del material a polvo
grueso. El polvo presentd una textura esponjosa debido a la cantidad de fibras

presentes en la estructura.

El andlisis de humedad y cenizas se realiz6 por duplicado, los valores promedios
obtenidos indicaron una alta afinidad del material a la absorcion de la humedad

ambiental, sin embargo, los valores de cenizas al momento de eliminar la materia
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organica indicaron porcentajes menores al 10% de materia inorgénica, segun
Hernandez, et al., (2009), la composicion quimica de las cenizas de la cascara de

coco verde contiene un 20,46 % de sales de aluminio, hierro, y carbonatos.

Para Vargas, et al. (2008), el contenido de humedad del coco verde varia entre el 60
al 70 %. Una vez que se somete el material vegetal a un proceso de secado este
elimina la mayor cantidad de agua mediante la evaporizacion reduciendo su humedad
hasta el 10 — 20%, sin embargo, nunca se alcanzan valores superiores al 90 % de

eliminacién del contenido interno de agua.

Tabla XVI. Contenido de Humedad y Cenizas de la Cascara de Coco Verde

Material Vegetal Humedad (%0) Muestra Cenizas (%)
Sin exponer al sol 65,296 Después de secar 6,769
en balanza
Expuesto al sol 11,770 infrarroja 5,003

Figura 8. Cenizas del material vegetal antes y después del proceso de secado
Nota: La cépsula de la parte superior indica las cenizas del material vegetal que no fue sometido al
proceso de secado, la capsula inferior indica las cenizas del material vegetal que se sometio al proceso
de secado al sol por 30 dias.

Los datos obtenidos experimentalmente guardan semejanza con los reportados en la
bibliografia, el porcentaje de humedad obtenido después del proceso de secado
demostrd la efectividad del mismo al reducir la cantidad de agua en el material
vegetal en un 53,52%, por otra parte la cantidad de materia inorganica determinada

mediante cenizas se redujo en 1,7%, dicha variacion resulté debido a las condiciones
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experimentales por lo tanto dicho valor no se consider6 una variacion significante en
el porcentaje de cenizas ya que con el proceso de secado se elimina agua mas no

sales minerales.

4.1.2. Determinacién del mejor tratamiento para la extraccién a escala de banco

Los ensayos a escala de laboratorio se realizaron mediante el disefio factorial 32, el
analisis estadistico para dichos tratamientos propuestos se basé en la respuesta
experimental de Solidos totales y Polifenoles totales presentes en los extractos

hidrosolubles.

Las absorbancias obtenidas a 750 nm de los extractos hidrosolubles se encuentran
detalladas en la Tabla VIII donde se pudo constatar la presencia de compuestos
fendlicos mediante el método del Follin Ciocalteu. Debido a esto los resultados
obtenidos determinaron la existencia de una baja cantidad de sélidos totales en los
extractos sin embargo la cantidad de Polifenoles totales se mantuvieron en cantidades

considerables.

El anélisis estadistico se llevd a cabo una vez que se expresé el contenido de sélidos
en funcion de los Polifenoles para obtener la respuesta experimental [mg de

Polifenoles] en base seca.
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Tabla XVII. Respuesta Experimental en mg de Polifenoles en base seca

[mg [mg [mg [mg
Tratamiento  Polifenoles/g Polifenoles] Polifenoles/g Polifenoles]
de S6lidos] base seca de Sélidos] base seca
Réplica R1 R2

1 174,6682 3206750 1679586563 316,3333
5 131,0111 286,8750 126,1373036 274,5000
3 142,7210 279,9500 151,2510651 286,3667
4 116,6440 192,8125 112,6618123 174,0625
5 87,6495 150,8525 85,63250751 151,4750
6 45,2265 68,4250 50,72751323 73,5042
7 186,9965 253,5000 182,699478 254,8000
8 235,3144 397,9167 238,4703882 397,2917
9 154,9690 279,0000 159,5522076 274,5000

Nota: Las absorbancias a 750 nm se corrigieron con el factor de dilucion y se expresaron en funcion
de los solidos totales para obtener los mg en base seca de polifenoles totales.

Figura 9. Sélidos Totales y muestras para determinacion de Polifenoles Totales
en ensayos experimentales
Nota: La imagen de la izquierda muestra las capsulas con los sélidos totales presentes en los ensayos
experimentales; la imagen de la derecha ilustra el cambio de coloracion para la determinacion de
polifenoles totales a 750 nm.

El andlisis del disefio experimental llevado a cabo en Statgraphics Centurién evaluo

los datos experimentales a través del andlisis de varianza y la optimizacion del
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experimento con lo cual se logré determinar el mejor tratamiento. La tabla ANOVA
indico la significancia estadistica entre los efectos de los tratamientos de la siguiente

manera:

Tabla XVIIII. Andlisis de Varianza para Polifenoles expresados en base seca

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
A: Material Vegetal: 620,762 1 620,762 0,24 0,6348
Disolvente
B: Tiempo 5480,01 1 5480,01 2,09 0,1721
AA 111717, 1 111717, 42,57 0,0000
Bloques 61,1371 1 61,1371 0,02 0,8810
Error total 34117,4 13 2624,41
Total (corr.) 151996, 17

Nota: La Tabla ANOVA muestra la significancia al 95% de confianza de los tratamientos realizados
en el experimento, donde Gnicamente en la interaccion de relacion material vegetal: disolvente
presenta relevancia.

Fuente: Statgraphics Centurion, 2016.

La Tabla XVII mostrd entonces la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. El
andlisis llevado a cabo indic6 que los efectos (interacciones) tienen un valor-P menor
que 0,05 indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de
confianza del 95%. Esto se evidencia en el diagrama de Pareto donde Unicamente el
factor AA tiene mayor incidencia experimental siendo relevante Unicamente la

proporcion material vegetal: disolvente.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales

—+
AR [
B:Tiempo
A:Material Vegetal Disolvente

L . L . L
o 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 10. Diagrama de Pareto de Efectos Incidentes en el experimento
Nota: El diagrama de Pareto muestra que el 80% del factor material vegetal: Disolvente tiene un
efecto cuadratico siendo el mas significativo entre ambos factores.

Fuente: Statgraphics Centurion, 2016.
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Por otra parte, mediante el analisis de Optimizacion de respuesta se logré obtener el
mejor tratamiento teniendo en cuenta lo reportado en el Analisis de Varianza del
disefio experimental, el valor éptimo expresado en [mg Polifenoles] base seca fue de
330,871 siendo el tratamiento 7 el que cumplia con las caracteristicas para la
extraccion madre.

Tabla XIX. Optimizacion de la Respuesta Experimental

Factor Bajo Alto Optimo
Material Vegetal: Disolvente 150 25,0 25,0
Tiempo 30,0 90,0 30,0

Nota: Se indican los limites superiores e inferiores entre los 9 ensayos experimentales y se determina
la optimizacidn en la extraccién.
Fuente: Statgraphics Centurion, 2016

Para la extraccion madre el mejor tratamiento que conserva de mejor manera los
Polifenoles y aprovecha la cantidad de solidos totales presentes en el extracto fue el
tratamiento 7 que describe la relacion material vegetal: agua osmotizada (1:25) con
un tiempo de extraccion de 30 minutos a temperatura de ebullicion constante 90°C y
agitacion constante de 1500 rpm.

El mejor tratamiento se ilustra en el grafico de efectos de los factores donde se
aprecia la optimizacion de la respuesta experimental, de igual manera la superficie de
respuesta brindd una vision amplia de las interacciones en cada ensayo ratificando al
ensayo 7 como el mejor tratamiento dado que la superficie tiende a crecer al

momento de encontrarse en las relaciones de factores antes mencionadas.

Grafica de Efectos Principales para Polifenoles Totales

270

230

190

Polifencles Totales

150

T

15,0 25,0 30,0 90,0

110

Material Vegetal Disolvente Tiempo

Figura 11. Efectos de los Factores de Prueba
Nota: El grafico muestra los principales efectos para la optimizacién de polifenoles en base seca,
indicando un maximo a 25 (relacién) y otro a 30 min (tiempo).
Fuente: Statgraphics Centurion, 2016.
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Como se puede observar en el grafico de efectos a una relacion 1:25 entre material
vegetal y agua osmotizada el tiempo promedio donde se alcanzé un maximo fue a 30
minutos.

Superficie de Respuesta Estimada

400
300
200
100

Polifenoles Totales

Material Vegetal Disolvente

Figura 11. Superficie de respuesta de los tratamientos experimentales
Nota: La superficie de respuesta muestra la tendencia de los experimentos a alcanzar puntos maximos
donde el area es mas amplia por lo tanto optimiza el rendimiento de la respuesta experimental
Fuente: Statgraphics Centurion, 2016

La superficie de respuesta de los tratamientos llevados a cabo indic6 una mayor
expansion e inclinacion en los valores cercanos a 25 y en el periodo de tiempo de 30
minutos, este comportamiento grafico permitid respaldar al analisis de optimizacion
para el mejor tratamiento.

Por su composicion los compuestos fenodlicos presentes en los extractos tienden a
presentar pH &cido. En la investigacion llevada a cabo por Vargas y colaboradores
(2008), el polvo de coco solubilizado presento valores de pH entre 5,2 a 6,3. Para
esta investigacion el rango de pH fue de 5,2 a 6,6 esto se debe al contenido de

microelementos presentes en los materiales vegetales lefiosos.
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Tabla XXX. Rangos de pH presentes en los tratamientos y extracto madre

Muestra pH
MADRE 5,285
1 5,229
5,331
5,6895
5,27
5,5225
5,6835
5471
6,1865
6,6835

O 00O NO Ol W

Nota: Los valores de pH reportados son un promedio obtenido de la realizacion de dos mediciones
para cada ensayo, notese los valores acidos en el rango de 5,2- 6,6 de pH.

Como se puede apreciar en la Tabla XX el pH para la extraccion madre fue mas
acido (5,85) que la del tratamiento del ensayo 7 (5,471), esto se debio al hecho del
tamafio de la particula dado que para los ensayos de laboratorio la particula era mas
gruesa que el polvo grueso utilizado en el reactor de agitacion. La superficie de
contacto por ende era mayor y los fenoles pudieron difundirse de mejor manera.

4.1.3. Determinacion de Solidos Totales, Polifenoles en el Extracto Madre y el
Concentrado al 5%

Los parametros para poder llevar a cabo la obtencion del extracto seco se basaron en
la relacion entre la cantidad de solidos totales presentes en el extracto y los
Polifenoles totales, segun Ochoa et, al, (2013) la cantidad de solidos totales
presentes en un extracto liquido es proporcional a la cantidad de compuestos
fenolicos propios del material vegetal, sin embargo en el presente estudio se
determiné que la cascara de coco verde contiene gran cantidad de polifenoles que no
justifican la cantidad obtenida de solidos totales, esto se debe a que la consistencia
del material vegetal permite que se difunda de manera mas facil los metabolitos

secundarios independientemente del contenido final de sélidos totales.
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Tabla XXI. Solidos Totales y Polifenoles Totales

. . Polifenoles
Extracto Madre SOI'doi Totales Polifenoles Totales [mg] base
(%) Totales [ppm] seca
Sin tratamiento 0,641 2413,888 14483,333
Concentrado 2,8245 12427,777 14416,222
Nota: Sélidos Totales y Polifenoles totales antes y después de concentrar al 5% mediante el
Rotoevaporador.

La concentracion final de solidos totales tedricos fue del 5%, pero debido a la baja
cantidad de solidos presentes en el extracto hidrosoluble se llegd a una concentracion
del 2,82%, ya que si se evaporaba més disolvente en el rotoevaporador la cantidad de
muestra hubiese sido minima para ser secada en el Spray Dryer, la cantidad

expresada en base seca de [mg de polifenoles] varié considerablemente al ser

concentrada.

Figura 12. Solidos Totales y Polifenoles Totales Antes y Después de Concentrar
Nota: La imagen superior izquierda muestra los solidos totales antes de concentrar, la imagen inferior
izquierda muestra los solidos totales después de concentrar, la imagen derecha indica los tubos de
izquierda a derecha los polifenoles antes y después de concentrar.

Fuente: Statgraphics Centurion, 2016

A una concentracion del 2,8% de sélidos se llegd a obtener 14416,222 [mg de
Polifenoles en el extracto madre en un volumen final de 1,16 litros la cantidad
disminuy6 del extracto sin concentrar debido a las pérdidas en cuanto al uso del
Rotoevaporador a las condiciones de 319 hPa y 90 °C de temperatura.
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4.1.4. Andlisis del proceso de Secado por Aspersion del Extracto Madre de
cascara de Coco Verde (Cocos nucifera) para la obtencion de extracto seco y
liposomas

La obtencién del extracto seco y de los liposomas se realizd a partir del extracto
concentrado al 2,8 % de solidos totales, por medio de la utilizacion del Spray Dryer.
De un volumen de 380 mL de extracto hidrosoluble concentrado se obtuvo 8,288 g
de extracto en polvo, dicho extracto present6 coloracion beige claro y su consistencia

era similar al de una harina.

De un volumen de 777 mL de extracto concentrado preformulado con fosfatidilcolina
y lactosa monohidratada para la formacion de la membrana o cubierta fosfolipidica
se obtuvieron 38,41 g de liposomas en polvo. Luego de haber sometido dicha mezcla
al Spray Dryer; el peso teorico debia ser de 54,86 g, la variacion se debi6 a las
pérdidas por secado dentro de la maquina, pero se logr6 llegar a rendimientos
mayores al 50% en el uso del equipo para la obtencion del principio activo. Segun
Lépez, et al. (2008) el uso del Spray Dryer para el secado de extractos acuosos
permite obtener rendimientos elevados desde 50% en adelante, adicionalmente el uso
de esta tecnologia asegura la calidad del principio activo al eliminar todas las

impurezas y microorganismos presentes en las muestras.

Tabla XXII. Rendimiento de obtencion de Principios Activos mediante el uso
del Spray Dryer

Muestra Cantidad Total (g) Rendimiento (%)
Extracto en polvo 8,288 77,21906998
Liposomas 38,4171 70,01997825

Nota: El rendimiento del secado por aspersion se determino a partir de los valores tedricos de masa a
obtener y los valores reales de masa obtenida después del proceso.

Se determind la eficiencia de secado por medio de la cuantificacién de polifenoles

totales tanto en el extracto en polvo como en los liposomas.
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Figura 13.Extracto en Polvo y Liposomas Obtenidos mediante Secado por
Aspersion
Nota: La imagen de la izquierda muestra el extracto seco de C. nucifera, la imagen de la izquierda
muestra los liposomas obtenidos de la formulacién de fosfatidilcolina con lactosa y extracto
hidrosoluble de C. nucifera.
Fuente: Statgraphics Centurion, 2016

Tabla XXII11. Contenido de Humedad del Extracto seco y Liposomas

Muestra Humedad (%)
Extracto seco 9,437
Liposomas 6,082

Nota: Los porcentajes de humedad que se indican fueron obtenidos después de usar el Spray Dryer,
para muestras secas el contenido de humedad debe ser inferior al 12%.

El contenido de humedad para las muestras de extracto seco de cascara de coco y
liposomas fueron menor al 10%. Segin Garcia (2013), el contenido de humedad
debe ser menor al 12% para principios activos solidos secos, esto asegura que la
proliferacion de microorganismos sea minima y el producto se pueda conservar de
mejor manera a través del tiempo.
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Tabla XXIV. Polifenoles Totales Obtenidos en el Extracto seco y Liposomas

[ppm] promedio*

Muestra ED (50) [mg/g sol] mg base seca
Polvo 13525 478,84 15689
Liposomas 8441,67 298,87 9792,33

Nota: Los polifenoles en los liposomas son menores debido a que se encuentran encapsulados en la
capa fosfolipidica por eso no se detectan en su totalidad en el espectrofotometro UV

Figura 14. Polifenoles presentes en el Extrato y Liposomas
Nota: La imagen de la izquierda muestra los polifenoles en el extracto seco de C. nucifera, la imagen
de la izquierda muestra los polifenoles en los liposomas obtenidos de la formulacion de
fosfatidilcolina con lactosa y extracto hidrosoluble de C. nucifera.
Fuente: Statgraphics Centurion, 2016

En comparacion al dato de polifenoles totales del extracto concentrado acuoso se
obtuvo un valor de 14416,2 [mg] en base seca, y después de haber utilizado el Spray
Dryer se obtuvieron datos significativamente variables al ya mencionado, esto se
debi6 a las pérdidas en el secado ya que al evaporar el disolvente de la muestra los

compuestos tienden a aglomerarse en las particulas sélidas.

Los liposomas presentan menor cantidad de polifenoles en comparacion al extracto
hidrosoluble al 2,8%, esto se debe a que al encontrarse los compuestos polifendlicos
inmersos en una capa fosfolipidica es dificil identificar su presencia en el principio
activo, y esto también significa que los polifenoles tienen una proteccion y mayor

biodisponibilidad para ejercer su actividad antiinflamatoria ya que al entrar en
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contacto con el tejido epitelial en una conglomeracion de tejido adiposo los
liposomas pueden ingresar facilmente y adicionalmente pueden penetrar en la

bicapalipidica de células para poder actuar sin perdidas de polifenoles.

4.1.5. Identificacion de compuestos por Espectroscopia IR

El analisis de eficiencia en la formacion de liposomas y el atrapamiento de los
compuestos polifendlicos se evidenciaron mediante el analisis por espectroscopia IR,
también se pudieron analizar los grupos funcionales presentes en el extracto vegetal,
en la mezcla de fosfolipidos y los liposomas. Mediante dichos resultados se pudo
inferir los posibles compuestos presentes en cada uno.

(cm™)

3267,79

2919,7

2849,31

2356,59

1741,41

1601,59

1441,53

1393,32

12429

1098,26

1051,01

921,807

772,351

Figura 15. Espectros IR de los compuestos presentes en la muestra del Extracto

en Polvo
Nota: Los espectros del extracto en polvo muestran picos referenciales a grupos funcionales
perteneciente a alcoholes y fenoles.
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Figura 16. Espectros IR de los compuestos presentes en la muestra de

Encapsulante
Nota: Los espectros del Encapsulante muestran picos referenciales a grupos fosfatos.
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Figura 17. Espectros IR de los compuestos presentes en la muestra de

Liposomas
Nota: Los espectros de los liposomas muestran picos referenciales a grupos de alcoholes, fenoles y
grupos fosfatos.

Los diferentes espectros IR obtenidos muestran distintos picos a diferentes
longitudes de onda, los posibles compuestos polifendlicos presentes en el extracto y
liposomas se determinaron comparando las longitudes de onda obtenidas con las de

bibliografia y se comprobd la presencia de grupos fendlicos y alcohdlicos.
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Tabla XXV. Longitudes de Onda y grupos Funcionales obtenidos en los
Espectros del Infrarrojo

Longitud de onda

Longitud de onda

Espectro (cm-1) Bib(l(i:(ggj}lf‘;\)fico Grupo Funcional
Q m 3267,79 3400-3200 OH
3 1601,59 1615-1580 Anillo Aromatico
(j% E 1242,9 1400-1200 ROH y Fenoles
30 1051,01 1050 ROH terciarios
™ 3336,25 3400-3200 OH
(Z) 3258,14 3400-3200 OH
% 1340,28 1400-1200 ROH y Fenoles
e 1262,18 1400-1200 ROH y Fenoles
% 986,411 995-850 Fosfato aromatico
= 892,88 995-850 Fosfato aromatico
871,667 995-850 Fosfato aromatico
— 3310,21 3400-3200 OH
§ 1376,93 1400-1200 ROH y Fenoles
2 1241,93 1400-1200 ROH y Fenoles
> 892,88 995-850 Fosfato aromatico

Nota: Comparacion de Longitudes de onda obtenidas en los espectros de prueba con los reportados en

la bibliografia para determinar la existencia de polifenoles.

Los espectros IR indicaron claramente la presencia de fenoles tanto en el extracto

como en los liposomas ademas de grupos fosfato los mismos que pertenecen a la

formacion de la capa fosfolipidica de los liposomas. Segun Quifiones, et al, (2012),

los compuestos polifendlicos que se encuentran en mayor cantidad en extractos

vegetales son:

Derivados del

acido Hidroxilbenzoico, Estilbenos, Alcoholes

Fendlicos, Derivados del acido hidroxinamico, Lignanos y Flavonoides.
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Figura 18. Compuestos Polifendlicos presentes en extractos vegetales
Nota: Nucleo estructural de los principales grupos de polifenoles. Se sefialan los sustituyentes que
corresponden a la estructura concreta de algunos compuestos. Se numeran los atomos de carbono del
nucleo estructural de los flavonoides.
Fuente: Quifiones, et al, (2012)

Mediante la identificacion por el nimero de onda se obtuvieron los datos necesarios
para la determinacion de la eficiencia de encapsulacion del extracto en la capa
fosfolipidica en efecto los picos de 3200 cm™ a 3400 cm™ se hicieron mas pequefios,
de igual manera los picos que se encontraban en la longitud de onda de 1200 cm™ a
1400 cm™, lo que demostrd que los polifenoles habian sido capturados por la matriz

del Encapsulante fosfolipidico.
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Figura 19. Comparacion de Espectros IR para determinar Encapsulacion de
Polifenoles en Liposomas
Nota: Se sefialan los picos con azul donde su intensidad ha disminuido debido al encapsulamiento de
los grupos fendlicos por parte de los fosfolipidos.
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4.1.6. Analisis del Tamafio de particula de liposomas mediante Microscopia
Electrénica de Barrido

La aplicacion del analisis de tamafio de particula por medio del uso de la
Microscopia Electrénica de Barrido, permitié caracterizar la forma y superficie de
los liposomas del extracto hidrosoluble de cascaras de C. nucifera. La figura 23
muestra que las particulas se presentan en forma de agregados, esféricas, con una
superficie lisa y libre de porosidades, sin embargo, se encuentran inmersas en mezcla
de Encapsulante y extracto de C. nucifera.

Figura 20. Morfologia y tamafio promedio de las Particulas de Liposomas
Nota: La imagen indica la distribucion de las particulas de liposomas definiendo su morfologia y
rango de tamafios en pum.

Los liposomas presentaron un tamafio promedio de 2,83 + 0,942 um, considerandose
una microparticula. Segun el estudio realizado por Ruano, (2013), donde se
realizaron liposomas en un tamafio promedio de 1 pm, estos tendian a formar
agregados con los liposomas de menor tamafio, este comportamiento no tuvo
ninguna significancia dado que al momento del uso de los liposomas aquellos
agregados menores al tamafio de poro de las células son los que ejecutaran su accion
de liberacion del principio activo que contienen internamente.
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4.1.7. Resultados de la evaluacién in vitro de la Actividad Antiinflamatoria del
extracto hidrosoluble seco y liposomas de la cascara de coco verde (Cocos
nucifera)

La utilizacion del reactivo WST-1 como indicador de viabilidad celular permitié dar
una idea a nivel bioquimico de la eficiencia en la utilizacion del extracto de coco en
polvo y en liposomas. Mediante la metodologia propuesta en (3.2.11.2) la respuesta
celular se mide a partir de la respuesta del complejo mitocondrial- succinato-
tetrazolio- reductasa (Tan & Berridge, 2000). Al momento en que se afiadio el
reactivo WST-1 a las mezclas control y soluciones de prueba se indujo a que los
neutrofilos generaran la reduccion de las sales de tetrazolio a formazan, dicho
procedimiento permitio identificar que las células se encontraban vivas mediante el
cambio en la coloracion del medio que fue de incoloro a un violeta suave, como se

muestra en la figura:

Figura 21. Preparacion de las muestras para ensayo Antiinflamatorio
Nota: La imagen superior indica las muestras preparadas antes de afadir el reactivo WST-1, la
imagen inferior indica las muestras con WST-1.

La previa opsonizacion del Zymozan A fue necesaria para activar a dicho compuesto
para que ataque directamente a las células de los neutréfilos viables en las soluciones
de control y de prueba; el plasma sanguineo permitio que el Zymozan A fuese
opsonizado dado que tiene el efecto de reconocer los componentes similares a los
cuales estaba atacando, y una vez que se afiadio a las mezclas en los micropocillos se
produjo la actividad inflamatoria exceptuando el caso del control negativo puesto que

al ser el Triton X-100 un compuesto toxico formado por la mezcla de varias
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citotoxinas no generd respuesta alguna con el WST-1 ni tampoco con el Zymozan A
opsonizado. A nivel celular el efecto del Zymozan en los neutrofilos se debe a que
este compuesto es un derivado de la membrana celular de Saccharomyces cerevisiae
y por ende es un poderoso estimulante bioldgico en la produccion de radicales libres
por parte de los neutrofilos (Davalos, et al, 2000). Entonces la generacion de la
inflamacion se debié al incremento de la produccion de O (iones superdéxido y

perdxido de hidrogeno).

En los ensayos realizados se midi6 las absorbancias y se encontré que la inhibicién
de los compuestos de prueba frente a la produccion de superédxido presentaba valores

altos debido a la concentracion de polifenoles presentes en la composicion.

Figura 22. Ensayo Antiinflamatorio
Nota: La imagen muestra el cambio de coloracién de las muestras de prueba después de una hora de
haber afiadido el Zymozan A opsonizado a 37°C, el pocillo sin coloracion es el control negativo de
Tritén X-100.

Los resultados obtenidos se compararon frente al control positivo de la solucion de
Dimetilsulfoxido, al ser este un compuesto altamente antiinflamatorio se considero
como blanco y se expresé en funcion del mismo la actividad antiinflamatoria de los
compuestos de prueba. La aspirina fue considerada como control comparativo; los
valores en (%) de actividad antiinflamatoria del extracto en polvo y liposomas
resultaron ser mayores que los de la aspirina esto se debid a que al alto contenido de
polifenoles presentes en los principios activos siendo asi las mejores concentraciones
a 200 ppm tanto del extracto en polvo como de los liposomas; 41,64% y 58%

respectivamente.
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Actividad Antiinflamatoria

EXTRACTO EN POLVO LIPOSOMA
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Figura 23. Comparacion de la Actividad Antiinflamatoria entre el Control de

Aspirina, Extracto en polvo y Liposomas
Nota: El extracto de coco presenta mayor actividad antiinflamatoria que el control comparativo de
aspirina, los liposomas tienen mayor actividad en la inhibicién de la inflamacién por su
biodisponibilidad al momento de ingresar a la matriz celular.
Elaborado por: Tirado Marcelo, 2016.

La mayor actividad antiinflamatoria se presenté a 200 ppm para el liposoma en
comparacién al extracto y el control de aspirina en la misma concentracion, y en
general para las demas concentraciones de 100, 50 y 25 ppm los liposomas
presentaron mayor actividad antiinflamatoria con respecto al extracto en polvo, esto
se atribuye a que los liposomas al ser compuestos de tamafio 2,83 = 0,942 um
pueden ingresar facilmente a la célula a través de los poros de la membrana, otro
factor importante es el hecho de que al ser el liposoma un compuesto fosfolipidico
que recubre al extracto hidrosoluble de la cascara del coco no permite que éste se
degrade antes de llegar a la zona donde es facilmente asimilable, la membrana
celular es una bicapa lipidica por lo tanto el liposoma atravesé sin ningun problema a
la matriz celular, en consecuencia el extracto polifendlico llegd sin perdidas al sitio
donde estaba ocurriendo la inflamacion e inhibié la produccién de superéxido por
parte de los neutréfilos en contraste con el extracto puro sin recubrimiento el cual
tuvo un 16,3% de diferencia en su actividad antiinfalamtoria. La eficiencia de
inhibicién de la inflamacidn resultd ser mejor para los liposomas ya que poseen
mayor biodisponibilidad y pueden ser suministrados via parenteral o topica en

formulaciones con excipientes.
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4.2. Verificacion de las Hipotesis

Los liposomas obtenidos mediante secado por aspersién a partir del extracto
hidrosoluble de la cascara del coco verde (Cocos nucifera) presentan actividad

antiinflamatoria en los ensayos In vitro.

Actividad Antiinflamatoria de Liposomas
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8
& 60,000 DI
©
£ 50000
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Figura 24. Evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria de liposomas de

extracto hidrosoluble de cascara de Coco Verde (Cocos nucifera)
Nota: La actividad inhibitoria de los liposomas es mayor a una concentracion de [200ppm]
dado que es la dosis necesaria para efectuar una reduccién de la inflamacién producida por el
Zymozan A opsonizado.

Como se puede apreciar en el grafico los liposomas obtenidos mediante secado por
aspersion del extracto hidrosoluble de la cascara de coco verde (Cocos nucifera)
presentan actividad antiinflamatoria en un rango del 22 al 58 % desde
concentraciones de 25 a 200 ppm, con un factor de correlacion experimental de

0,990; por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa y se rechaza la hipotesis nula.

54



CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

X/
°

X/
°

DS

*

X/
°

La céascara de coco verde (Cocos nucifera) resulté ser un material muy
absorbente debido al elevado porcentaje de humedad que posee a pesar de haber
sido sometida al proceso de secado ésta continué manteniendo un cierto
contenido de agua (11,77%), adicionalmente el porcentaje de cenizas en
promedio fue de 5,886%.
La cantidad de solidos totales del extracto de coco verde fue baja debido a la
naturaleza fibrosa del material, sin embargo, la presencia de polifenoles en los
extractos fue alta lo cual resulté ser favorable para su uso como agente
antiinflamatorio.
La concentracion del extracto hidrosoluble de la cascara de coco verde (Cocos
nucifera) al 2,8 % presentd rendimientos altos en el secado por aspersion
mayores al 70%, con la formacion de liposomas se aseguroé el encapsulamiento
de los polifenoles para su uso como principio activo antiinflamatorio.
El anélisis por espectroscopia IR indico la encapsulacion de los polifenoles,
dado que al comparar el contenido de polifenoles totales, los liposomas
presentaron menor absorbancia a 750 nm que el extracto seco lo cual significa
que el 62,41% de la cantidad de polifenoles fueron encapsulados por la matriz
fosfolipidica.
El anélisis por microscopia diferencial de barrido determind en base a la
distribucion de particulas un tamafio promedio de 2,83 + 0,942 um,
considerandose a los liposomas del extracto hidrosoluble de C.nucifera como
microparticulas de forma esférica y superficie irregular, capaces de formar
agregados con liposomas de menor tamafio.
Los liposomas obtenidos del extracto hidrosoluble de la cascara de coco verde
presentaron 58% de actividad antiinflamatoria a 200 ppm en comparacion con
el extracto sin encapsular que fue de 41,64% lo que indica una mayor eficacia

en comparacion al control de aspirina a la misma concentracion que fue del
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54%, segun el ensayo in vitro; al utilizar neutréfilos la accion de los polifenoles
contenidos en la capa fosfolipidica penetraron facilmente en la bicapa lipidica
de la célula inhibiendo asi la inflamacion inducida por el Zymozan A

opsonizado.

5.2. Recomendaciones

X/
L X4

X/
L X4

Profundizar la investigacién cientifica en el aprovechamiento de materiales
vegetales que se desechan como un medio para la obtencidon de metabolitos de
interés como polifenoles, glucdsidos, enzimas u otras sustancias para su uso en

la industria quimica, bioquimica y farmacéutica.

Aplicar tecnologias como el Secado por Aspersion para mejorar la

biodisponibilidad de metabolitos obtenidos como principios activos.
Emplear mas metodologias que se basen en ensayos in vitro como un medio

para determinar la eficiencia a nivel celular de compuestos extraidos a partir de

materia organica.
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ANEXOS

Anexo 1. Reactor Tipo Agitador con Calentamiento directo

Nota: Ensamblado bajo medidas reales, 1500 rpm, Niquelina de 200°C de capacidad, Volumen de
almacenamiento 15 litros, acero inoxidable.

Anexo 2. Molienda
Nota: Molino de discos eléctrico.
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Anexo 3. Material Vegetal Recolectado
Nota: Céscaras de C. nucifera recolectadas y procesadas.

Anexo 4. Extracciones a Escala de Laboratorio
Nota: Extracciones acuosas de C. nucifera .
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Anexo 5. Medicion del pH
Nota: Determinacion del pH de las extracciones acuosas de C. nucifera .

R A

Anexo 6. Concentracion del extracto madre
Nota: Concentracién al 5% de sélidos totales del extracto madre.
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Anexo 7. Secado por Aspersion
Nota: Obtencion del extracto en polvo y liposomas.

Anexo 8. Espectroscopia Infrarroja

Nota: Utilizacion del espectrofotémetro IR para determinacion de compuestos en el extracto seco,
liposomas y Encapsulante.
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Anexo 9. Ensayo in vitro

Nota: Determinacion de la actividad antiinflamatoria de los liposomas del extracto hidrosoluble de las
cascaras de C. nucifera.

Anexo 10. Producto Obtenido y Envasado
Nota: Extracto en polvo y Liposomas en envasados.
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