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Resumen  

La cúrcuma (Curcuma longa L.) ha sido comúnmente utilizada como especia y colorante natural, 

sin embargo, ha experimentado un incremento considerable en su demanda a nivel global debido 

a sus potenciales beneficios para la salud. Sus principales compuestos fenólicos, denominados 

curcuminoides, corresponden a bis-demetoxicurcumina (BDM), demetoxicurcumina (DMC) y 

curcumina (CUR). En el presente proyecto, como una primera etapa, se llevó a cabo la 

optimización de un método de extracción por medio de Extracción Líquida Presurizada (PLE) para 

obtener extractos fenólicos de cúrcuma cultivada en distintas regiones de Costa Rica. A dichos 

extractos se les determinó el contenido de los tres curcuminoides principales, así como su 

capacidad reductora por medio del ensayo de Folin-Ciocalteau y actividad antioxidante por medio 

del método DPPH. Como una segunda etapa, se llevó a cabo el aislamiento de los tres 

curcuminoides principales, los cuales se caracterizaron por UHPLC-DAD-MS y RMN. Siendo 

CUR el curcuminoide más estudiado de los tres por sus actividades biológicas, se procedió a llevar 

a cabo la preparación de nanopartículas híbridas lípido-polímero (LPN) con la CUR aislada, por 

medio de un método previamente optimizado. Las nanopartículas se caracterizaron por medio de 

Espectrocopía Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR), Microscopía Electrónica de 

Transmisión (TEM), y se determinó la eficiencia de encapsulación (%EE), el tamaño medio de 

partícula, el índice de polidispersidad (PDI) y el perfil de liberación in vitro de las nanopartículas 

preparadas. Finalmente, se evaluó la actividad antioxidante y la citotoxicidad in vitro de las 

nanopartículas preparadas en dos líneas celulares tumorales humanas: adenocarcinoma gástrico 

(AGS) y adenocarcinoma colorrectal (SW-620).  
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1. Introducción  

Los productos naturales han sido utilizados por milenios, sin embargo, en los últimos años la 

demanda de estos ha incrementado considerablemente por la creciente información acerca de sus 

actividades biológicas. Históricamente, los productos naturales han jugado un papel importante en 

el descubrimiento de fármacos, por ejemplo, para el tratamiento de cáncer y enfermedades 

infecciosas, como también en áreas terapéuticas de enfermedades cardiovasculares y esclerosis 

múltiple. Los potenciales beneficios para la salud de los productos naturales hacen que sea 

importante su estudio para facilitar su aplicabilidad de una manera más efectiva y segura.1,2  

El rizoma de la cúrcuma (Curcuma longa L.) ha sido ampliamente utilizado como especia y 

colorante natural, y recientemente se ha incrementado aún más su demanda y consumo por sus 

potenciales efectos beneficiosos para la salud, primordialmente atribuidos a sus principales 

metabolitos, que corresponden a los curcuminoides bis-demetoxicurcumina, demetoxicurcumina 

y curcumina. Estos compuestos son polifenoles que han demostrado tener una amplia gama de 

actividades biológicas, siendo la curcumina el más estudiado y el compuesto más abundante de los 

tres curcuminoides principales.3 

En efecto, la curcumina presenta características estructurales, conferidas por sus grupos fenólicos 

y un sistema 1, 3-dicetona con dobles enlaces conjugados, que le permiten desempeñar distintas 

actividades biológicas, tal como efectos antibacterianos, antivirales, antioxidantes, 

antinflamatorios, antitumorales, así como efectos protectores del sistema cardiovascular, del 

sistema respiratorio y del sistema nervioso central.4 Es posible evaluar dichas actividades a través 

de métodos in vivo e in vitro. Los métodos in vitro presentan ventaja para un primer abordaje de 

las evaluaciones ya que facilitan la obtención de resultados confiables a menor costo y tiempo 

acerca de la absorción y actividad de moléculas.5 A pesar de sus potenciales beneficios para la 

salud, la baja biodisponibilidad y estabilidad de la curcumina en el organismo es una limitante de 

su aplicabilidad. Se han planteado distintas estrategias para superar esta barrera, por ejemplo, la 

preparación de dispersiones sólidas, obtención de polimorfos o preparación de materiales 

orgánicos multicomponente. Sin embargo, a pesar de mejorar la solubilidad y estabilidad de la 

curcumina, estas estrategias no son capaces de protegerla de la degradación causada por enzimas 

endógenas. Por otro lado, la nanoencapsulación se ha convertido en una de las técnicas más 
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llamativas por sus ventajas al conferirle estabilidad a las moléculas, mejorar su solubilidad y 

favorecer su administración en sitios de acción específicos.6 

A continuación, se abordarán temas de interés asociados con la cúrcuma y su surgimiento en un 

mercado enfocado en sus beneficios para la salud. Se discutirán sus compuestos principales, así 

como los métodos de extracción y purificación planteados para la obtención de estos. Se abordarán 

las bioactividades antioxidante y anticancerígena de su curcuminoide principal, la curcumina, los 

métodos de evaluación in vitro de estas propiedades y los avances en la nanotecnología para 

mejorar su biodisponibilidad a través de la nanoencapsulación.  

1.1 Curcuma longa L. como tendencia en el mundo   

El género Zingiberaceae representa a un grupo de hierbas rizomatosas nativas de regiones 

tropicales y subtropicales. En dichas especies, el rizoma suele ser la parte más utilizada y se 

caracterizan por ser fuentes de agentes colorantes y de sabor en la cocina asiática, medicinas 

tradicionales, especias, tintes, cosméticos y plantas ornamentales.7 En dicha familia, la cúrcuma 

(Curcuma longa L.) se ha vuelto un cultivo importante debido al aumento en su demanda en los 

últimos años.3  

La demanda de la cúrcuma ha incrementado a nivel internacional, no solo por su uso como especia 

y colorante natural sino por su potencial como suplemento nutricional, dados los estudios que 

muestran los beneficios para la salud que ofrecen sus polifenoles, los curcuminoides.3 Las 

importaciones de cúrcuma a nivel mundial en el 2019 alcanzaron un valor de 283 millones de 

dólares, con Estados Unidos, India y Reino Unido como los 3 principales importadores.8 Para el 

2020, la cúrcuma se encontraba dentro de los suplementos herbales más vendidos en Estados 

Unidos, con un total de ventas equivalente a los $96 971 371 y con un aumento del 3.1% con 

respecto al 2019.9 En Costa Rica, el cultivo de cúrcuma ha incrementado como un reflejo de esta 

tendencia, como se abordará más adelante en la sección correspondiente. 

1.1.1 Los tres curcuminoides principales 

Los principales compuestos bioactivos en la cúrcuma corresponden a sesquiterpenos y compuestos 

fenólicos. Los primeros son los constituyentes volátiles de la cúrcuma y son los responsables de 

su aroma. Al momento, se han reportado al menos 24 sesquiterpenos en esta. Por otro lado, se 

encuentran los curcuminoides, que corresponden a los compuestos fenólicos característicos de la 
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cúrcuma. Dichos compuestos poseen un sistema 1,7-diarilheptanoide como esqueleto base y 

contribuyen al color amarillo de la raíz.10   

La cúrcuma posee gran variedad de curcuminoides, y además se ha obtenido un amplio número de 

derivados por medio de síntesis11, sin embargo, los tres curcuminoides más representativos son la 

bis-demetoxicurcumina, demetoxicurcumina y curcumina. Las estructuras químicas de los tres 

curcuminoides se muestran en la Figura 1. Los tres curcuminoides presentan tautomería ceto-enol. 

Debido a su naturaleza lipofílica son solubles en solventes orgánicos como metanol, etanol, 

acetona y dimetil sulfóxido. A pH ácido y neutro, la forma ceto es predominante, mientras que el 

tautómero enol está presente exclusivamente en condiciones alcalinas, debido a la formación de 

puentes de hidrógeno intramoleculares. La curcumina ha sido el curcuminoide más estudiado de 

los tres por su abundancia y sus amplias actividades biológicas.4  

 

Figura 1. Estructura de los curcuminoides principales presentes en Curcuma longa L. 

 

1.1.2 Métodos de extracción en la obtención curcuminoides  

A pesar de que los curcuminoides se pueden sintetizar químicamente, las especificaciones 

del Comité Experto en Aditivos para Comida Conjunto de FAO/WHO permiten el uso únicamente 

de curcuminoides extraídos de fuentes naturales como aditivos en la alimentación.12,13 Por esta 

razón, es de importancia encontrar métodos que permitan extraer los compuestos de interés de 

forma óptima.  

Se han estudiado distintos métodos de extracción para obtener los curcuminoides utilizando 

tanto procesos convencionales como extracción sólido líquido o Soxhlet. Sin embargo, la 

exposición a la luz, altas temperaturas y oxígeno durante estas técnicas inducen la degradación de 

los curcuminoides, limitando la eficiencia de los procesos y por lo tanto su aplicabilidad.14 

Métodos menos convencionales como extracción con dióxido de carbono super crítico, 
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microondas y ultrasonido se han probado también, siendo microondas y ultrasonido los que 

presentaron mayor eficiencia de extracción, menor costo energético y menor gasto de solvente.12,15 

El método de extracción empleando ultrasonido es uno de los más utilizados y corresponde al 

método establecido por la Farmacopea Estadounidense (USP) para analizar curcuminoides.16 Por 

otro lado, de los métodos más modernos reportados en la literatura se ha encontrado que el más 

promisorio es la extracción líquida presurizada (PLE).17  

La energía ultrasónica se ha vuelto una alternativa atractiva para llevar a cabo extracciones 

de productos naturales por su efectividad, bajo costo y naturaleza eco-amigable. Cuando el 

ultrasonido pasa a través del medio, genera fenómenos físicos como ondas de choque, 

microturbulencias y microcorrientes que aumentan la transferencia de masa y el área de contacto 

entre el material crudo y el solvente. La formación de cavidades separa el compuesto deseado de 

las fuentes intracelulares en un corto periodo de tiempo al mejorar la interfase entre la matriz sólida 

y el medio de extracción.18 La extracción por ultrasonido presenta ventajas como la mejora en 

rendimientos y rapidez de extracción, permite el uso de solventes alternativos, reduce costos y 

tiempos de extracción y preserva compuestos sensibles al calor.19  

Por otro lado, la PLE es una tecnología utilizada en la extracción de productos naturales, 

que presenta ventajas sobre los otros métodos con respecto al tiempo de extracción, el consumo 

de solvente, rendimiento de extracción y reproducibilidad. El método se lleva a cabo utilizando 

solventes orgánicos a alta presión, modulando la temperatura, con el objetivo de aumentar la 

eficiencia de extracción del proceso. El aumento en la temperatura acelera la cinética de la 

extracción y la alta presión mantiene el solvente en estado líquido, facilitando extracciones rápidas 

y seguras. Adicionalmente, al elevar la presión el solvente se ve forzado sobre los poros de la 

matriz, facilitando la extracción de analitos, mientras que elevar la temperatura disminuye la 

viscosidad del solvente, permitiendo una mejor incorporación del solvente en la matriz, además de 

un aumento en la difusividad del solvente, resultando en un aumento en la rapidez de extracción. 

El principal reto la PLE es el costo del equipo que limita su accesibilidad.20 El uso de PLE para 

extraer curcuminoides ha dado resultados positivos, bajo las condiciones de extracción probadas, 

indicando ser un método adecuado para su extracción.14,17  

 

 



13 
 

1.1.3 Purificación de curcuminoides 

El interés en la purificación de curcuminoides también ha incrementado debido al potencial 

beneficio y aplicabilidad que se deriva de estudiarlos individualmente. La curcumina cruda 

disponible en el mercado contiene un 17% de demetoxicurcumina y un 3% de bis-

demetoxicurcumina. Las similitudes en su estructura hacen que la separación y purificación sea 

desafiante. La separación de curcuminoides ha sido estudiada por métodos cromatográficos, 

utilizando silica gel como fase estacionaria y distintos sistemas de solventes para eluir. Las mejores 

separaciones cromatográficas se han alcanzado utilizando cloroformo y metanol como 

eluyentes.21–23  

Sin embargo, desde un punto de vista de producción, los procesos de cristalización son preferidos 

por lo que estos métodos también se han explorado. Se han probado solventes como etanol e 

isopropanol bajo procesos de enfriamiento controlados, obteniendo mejoras significativas en la 

pureza.22–24 

1.2 Actividades biológicas de la curcumina 

La demanda de la cúrcuma ha aumentado, como se ha mencionado, debido a la evidencia que se 

ha encontrado con respecto a un amplio rango de actividades biológicas. Dichas actividades se han 

atribuido a los curcuminoides curcumina, demetoxicurcumina y bis-demetoxicurcumina, y, entre 

ellos, principalmente a la curcumina que ha sido la más estudiada de los tres. Dentro de estas 

actividades se encuentran la antioxidante, antimicrobiana, tanto antiviral como antibacteriana, 

antiinflamatoria, anticancerígena, antihipertensiva y anticoagulante.3,25–27  
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Figura 2. Actividades biológicas de la curcumina. (Creada con BioRender) 

Se ha evidenciado que es la capacidad de la curcumina para interactuar con múltiples moléculas 

señalizadoras, lo que le permite llevar a cabo tantas actividades beneficiosas para la salud.  Esta 

molécula presenta tres sitios reactivos principales, los dos grupos fenólicos que actúan como 

donadores de hidrógeno, las dos posiciones 4 y 4’ en el esqueleto 1,7-diarilheptanoide que actúan 

como aceptores de Michael y un grupo 1,3-dicetona que actúa como sitio activo quelante para 

metales (Figura 3). 

 

Figura 3. Sitios reactivos de la curcumina.  

En efecto, en estudios de actividades biológicas, se ha encontrado que parte de la versatilidad de 

la curcumina se encuentra asociada a su capacidad de actuar como como un aceptor de Michael en 
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reacciones de adición nucleofílica, lo que le permite reaccionar con grupos tiol (-SH) del glutatión 

y con grupos tiol y selenol (-SeH) en enzimas y proteínas, importantes en la regulación de 

actividades antioxidantes, respuestas del sistema inmune y desintoxicación de carcinógenos.4,28 En 

enfermedades como Alzheimer, cáncer, depresión y artritis, se ha encontrado que es un agente 

terapéutico promisorio por su capacidad de formar complejos con varios metales, por ejemplo, con 

Al3+, el cual se encuentra asociado al Alzheimer.  Su capacidad de formar complejos con metales 

como cobre, cromo, arsénico, mercurio, plomo y cadmio, le permite también reducir la toxicidad 

de metales pesados.4 

Asimismo, los efectos antiinflamarios de la curcumina se han evidenciado en estudios de 

enfermedades como artritis, pancreatitis, alergias e infecciones bacterianas, de hongos y 

nemátodos, a través de distintos mecanismos de acción. Un ejemplo es la regulación de la respuesta 

antiinflamatoria ligada a productos de la cascada del ácido araquidónico, relacionados con la fiebre 

y el dolor.6 

Por otro lado, se ha reportado que la naturaleza antioxidante de la curcumina, asociada a su 

capacidad de eliminación de radicales libres a través de sus sitios reactivos, le permite actuar en la 

prevención de enfermedades metabólicas y cardiovasculares,4,6 vinculadas al estrés oxidativo. Este 

es causado por radicales libres y especies reactivas de oxígeno, que alteran el funcionamiento y la 

estructura de lípidos y proteínas celulares, afectando los procesos energéticos, de transporte y 

señalización celular en el metabolismo, generando consecuentemente un desbalance en el sistema 

inmunológico y procesos antiinflamatorios.6 Finalmente, la actividad anticancerígena de la 

curcumina también se ha estudiado ampliamente debido a la alta mortalidad de dicha enfermedad 

y su incidencia en gran cantidad de tejidos en el organismo, habiéndose reportado que la curcumina 

presenta actividad anticancerígena en células de distintos tipos de cáncer como colon, piel, cérvix, 

páncreas, próstata, y mama, entre otros.29  

Dada la importancia de los procesos biológicos anteriormente mencionados, la vinculación entre 

ellos y el potencial efecto beneficioso de la curcumina en los mismos, las siguientes secciones se 

expanden en cuanto a la actividad anticancerígena y antioxidante de la curcumina, así como los 

métodos de estudio utilizados para la evaluación de estas actividades.  
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1.2.1 Actividad anticancerígena de la curcumina 

La curcumina modula una serie de blancos biológicos, como factores de transcripción, factores de 

crecimiento, mediadores inflamatorios, proteínas de ciclo celular, enzimas o proteínas apoptóticas, 

y vías celulares.4 Esta es capaz de prevenir carcinogénesis por medio de la afectación de dos 

procesos: la angiogénesis y el crecimiento de células cancerosas, además de reprimir la metástasis 

e inducir apoptosis en células cancerosas. La curcumina es capaz de llevar a cabo estas funciones 

mediante la regulación de distintas vías de señalización, incluyendo la supervivencia celular, 

supresión tumoral, por medio de enzimas como las caspasas o quinasas proteicas.4,30  

Las células cancerígenas pueden producir nuevos vasos sanguíneos por medio de la estimulación 

de factores angiogénicos. La curcumina ha mostrado tener actividad antiangiogénica por medio de 

la inhibición de estimuladores de factores angiogénicos como el VEGF, por medio de la regulación 

del factor nuclear kappa B (NF-κB). NF-κB corresponde a una familia de cinco factores de 

trascripción que son responsables por la supervivencia de la célula, producción de citoquinas, entre 

otras funciones celulares.31 Varios estudios reportan el efecto inhibitorio de la curcumina sobre la 

vía de activación del NF- κB en líneas celulares de pulmón.4,30,32  

La curcumina también puede inducir apoptosis en células cancerosas por medio de la proteína p53. 

P53 es una de las células represoras de tumor más importantes, ya que afecta la proliferación 

celular, la apoptosis y daño de ADN. Estudios han demostrado que la curcumina induce apoptosis 

en células cancerosas de pulmón, de colon y varias líneas celulares de cáncer de mama por medio 

de dicha proteína.30,33  

Por medio de distintos mecanismos, como los descritos, es que la curcumina ha evidenciado su 

actividad contra células de distintos tipos de cáncer, como cáncer de cérvix,34 próstata, páncreas29 

y leucemia, además de los mencionados anteriormente.35,36 
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1.2.2 Actividad antioxidante de la curcumina 

La curcumina presenta actividad antioxidante importante a través de distintos mecanismos. Esta 

actividad se les atribuye a dos propiedades estructurales de la molécula. Debido a la presencia de 

los grupos fenólicos en su estructura química, la curcumina muestra una fuerte actividad 

antioxidante por medio de la donación de protones, como se muestra en la figura 4a.37 Además, el 

sistema 1,3-dicetona contribuye a la actividad antioxidante por la naturaleza ácida del protón α, 

como se muestra en la figura 4b. El sistema conjugado deslocaliza la carga, estabilizando el radical 

resultante. Se ha comprobado que la presencia de grupos metoxilo también juega un papel 

importante en la actividad antioxidante de la curcumina, lo que la diferencia de los demás 

curcuminoides principales.38–40 

 

Figura 4. Mecanismos de actividad antioxidante de la curcumina.41 

Cabe remarcar que la curcumina es capaz de eliminar distintos tipos de radicales libres como 

especies reactivas de oxígeno y nitrógeno, las cuales juegan un papel importante en la oxidación 
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de lípidos celulares. Se ha encontrado también que estimula la actividad de otras enzimas 

antioxidantes como la glutatión-peroxidasa, catalasa y superóxido dismutasa. Otros estudios han 

demostrado que la curcumina puede inhibir enzimas que generan especies reactivas de oxígeno, 

como la lipooxigenasa/ciclooxigenasa y la xantina oxidasa.40  

1.2.3 Estudios de evaluación in vitro 

En lo que respecta a las evaluaciones de la actividad antioxidante y anticancerígena de la 

curcumina, que permitan determinar la seguridad y la eficacia de esta, estas se pueden llevar a 

cabo por medio de métodos in vivo o in vitro. Los estudios in vivo corresponden a aquellos en los 

que se lleva a cabo el análisis y la caracterización de las moléculas y sistemas biológicos en 

organismos intactos, como animales y humanos, mientras que los estudios in vitro implican la 

manipulación de órganos, tejidos, células y biomoléculas bajo condiciones de laboratorio 

controladas.5 Los estudios in vivo son muy costosos, difíciles de controlar y a menudo presentan 

baja correlación con humanos cuando estos se realizan en animales. Por otro lado, los estudios in 

vitro permiten evaluar la absorción y acción de moléculas a través de técnicas más rápidas, menos 

costosas y más adecuadas gracias a la heterogeneidad del medio, por lo que son los de elección en 

un primer abordaje de la valoración de bioactividades.5,42 Las siguientes secciones se refieren a los 

métodos de estudio in vitro de actividad anticancerígena y antioxidante. 

1.2.3.1 Métodos de estudio de actividad anticancerígena  

Los ensayos de citotoxicidad in vitro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazilbromuro (MTT) 

y la sal de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio 

(MTS) son considerados dos de los métodos más confiables y convenientes para evaluar actividad 

anticancerígena de forma preliminar. Ambos métodos son exactos, específicos, sensibles y 

presentan una rápida indicación de toxicidad.43 Ambos son ensayos in vitro que emplean técnicas 

colorimétricas para determinar el porcentaje de células viables por medio de la determinación de 

actividad de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial, y difieren únicamente en el reactivo 

utilizado.43  

En el ensayo MTT, el reactivo es bioreducido por la deshidrogenasa dentro de las células vivas 

para formar cristales de formazán. Este ensayo requiere la adición de agentes que faciliten la 

disolución del producto insoluble formado. En el caso del ensayo MTS, que funciona de una 
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manera similar, no es necesario debido a que se genera un producto soluble en agua. El porcentaje 

de células viables se mide por medio de colorimetría, la cantidad de producto coloreado es 

directamente proporcional al porcentaje de células vivas en cultivo, ya que los reactivos solo 

pueden ser reducidos metabólicamente por células activas.43 El ensayo MTT se ha utilizado 

ampliamente en la evaluación de actividad anticancerígena de la curcumina.3,32,44   

1.2.3.2 Métodos de estudio de actividad antioxidante 

Existen distintos métodos para llevar a cabo el estudio de actividad antioxidante de un compuesto 

o mezcla en estudio. Los más comunes son la capacidad antioxidante en equivalentes de trolox 

(TEAC), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), capacidad de absorbancia de radicales de oxígeno 

(ORAC) y poder antioxidante reductor de hierro (FRAP). La diferencia entre ellos radica en el 

mecanismo de reacción bajo el cual se evalúa la actividad antioxidante. Existen dos tipos de 

mecanismos de reacción principales, el de transferencia de átomo de hidrógeno (HAT) y el de 

transferencia de electrones (ET). Existe un tercer grupo en el que el mecanismo de reacción es una 

mezcla de HAT y ET.  

El mecanismo de reacción HAT se lleva a cabo como se muestra en la reacción (1). Un componente 

antioxidante en este caso fenólico [ArOH] dona un átomo de hidrogeno H a un radical libre 

inestable y se forma un radical libre más estable. La estabilidad del radical formado hace poco 

probable que se desencadenen más reacciones radicalarias después de esta. Un método que sigue 

este mecanismo de reacción es el ORAC.  

(n)RO2˙+ ArOH → (n)ROOH +ArO˙(HAT)                                    (1) 

En el caso del mecanismo de reacción de ET, suceden las tres reacciones que se muestran a 

continuación (2-4). A pesar de que el resultado de este mecanismo es el mismo que en HAT, los 

procesos se dan por medio de transferencias de electrones individuales. La diferencia está en que, 

al tener más pasos, en el método de ET se pueden desencadenar más reacciones radicalarias, sin 

embargo, estos métodos suelen ser más rápidos y fáciles de aplicar. Un método que sigue este 

mecanismo de reacción es el TEAC.  

 (n)RO2˙+ ArOH → (n)RO2
- + [ArOH]˙+(SET)                                 (2) 

[ArOH]˙+ + H2O ⇌ ArO˙ + H3O+ (Equilibrio de deprotonación)            (3) 
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RO2
- + H3O+ ⇌ ROOH + H2O (Formación de hidroperóxido)              (4) 

En el caso de los mecanismos mixtos, ambos mecanismos pueden estar sucediendo 

simultáneamente. Sin embargo, el mecanismo de HAT suele ser más rápido que el de SET, por lo 

que se asume que el mecanismo predominante es el HAT. Un método que puede seguir un 

mecanismo de reacción mixto es el DPPH.45 En el caso del estudio de la curcumina, en la literatura 

se ha aplicado comúnmente este último método.26,46  

1.2.4 La barrera de la biodisponibilidad  

A pesar de sus promisorias actividades biológicas, la curcumina presenta un reto importante, su 

biodisponibilidad. Estudios farmacocinéticos y de biodisponibilidad han indicado que esta 

presenta una baja absorción intestinal y una rápida eliminación del cuerpo después de una 

administración oral.47,48 En una primera investigación en ratas se encontró que un 75% fue 

excretado en las heces, y una baja cantidad fue encontrada en la orina. Un estudio posterior también 

en ratas reportó que solo el 60% fue absorbido después de la administración oral de curcumina. En 

un estudio en humanos,49 se encontró que solo 11 nmol/L de curcumina podían ser detectados en 

plasma sanguíneo recolectado una hora después de que 0.002 mol/L de curcumina fueran 

administrados oralmente. 

La curcumina presenta resistencia a la degradación en condiciones ácidas, por lo que debería de 

mantenerse estable en el estómago. Sin embargo, por su tendencia a degradarse en condiciones 

básicas o neutras, esta se degrada rápidamente en el intestino delgado y colon. Un estudio por 

medio de trazado radioactivo con curcumina marcada con 3H confirmó que la curcumina se 

transforma durante su absorción intestinal.50,51 Otra limitación de la curcumina que dificulta su 

aplicabilidad es su baja estabilidad en condiciones fisiológicas. A 37°C y pH 7.2, el t1/2 de la 

curcumina se reporta como menos de 10 min.4 Sin embargo, después de su absorción, esta entra 

en el torrente sanguíneo y se distribuye rápidamente a través del cuerpo, por lo que se ha localizado 

a niveles detectables en muchos tejidos, como el hígado, colon, cerebro, corazón, pulmón y bazo, 

como se muestra en la Figura 5.52  
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 Figura 5. Metabolismo de la curcumina después de la administración oral. (Creada con 

BioRender utilizando la imagen de Zheng et al. como referencia52) 

 Debido al gran potencial de aplicación de la curcumina en el tratamiento y prevención de distintos 

padecimientos, se han planteado distintas estrategias para mejorar su biodisponibilidad. Entre estas 

estrategias se han probado dispersiones sólidas, obtención de polimorfos o preparación de 

materiales orgánicos multicomponente. Sin embargo, a pesar de mejorar la solubilidad y 

estabilidad de la curcumina, estas estrategias no son capaces de protegerla de la degradación 

causada por enzimas endógenas, por lo que las técnicas más promisorias son basadas en 

nanotecnología, que han demostrado mejorar las actividades biológicas de la curcumina.6,51  

1.3 Estrategias basadas en la nanotecnología para mejorar la biodisponibilidad  

Los avances en la nanotecnología han demostrado que las nanopartículas tienen gran potencial 

como portadoras de fármacos con baja solubilidad, no solo porque mejoran la biodisponibilidad 

de estos, sino también porque permiten llegar a sitios de acción específicos con una liberación 
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controlada.6 Los distintos métodos y tecnologías existentes y emergentes permiten la obtención de 

nanoestructuras con características biológicas y fisicoquímicas únicas. La reducción de tamaño a 

nano-escala presenta ventajas como mejora en la solubilidad, biodisponibilidad oral, rapidez de 

disolución, así como una reducción en la dosis requerida, una acción terapéutica más rápida, 

reducción de toxicidad y mejora en la liberación.53 Adicionalmente, se ha encontrado que la 

nanoencapsulación de polifenoles con baja solubilidad puede potenciar su actividad 

anticancerígena.54,55 A continuación, se abordarán los tipos de nanopartículas y su aplicación con 

curcumina hasta el momento, como método para mejorar su biodisponibilidad.  

A pesar de las ventajas, las nanopartículas pueden presentar limitaciones. Su tamaño reducido y 

gran área superficial puede llevar a la formación de agregados de partículas, producto de 

interacciones entre las mismas, lo que vuelve difícil su manipulación en formas líquidas o sólidas. 

Las nanopartículas además presentan una vida útil de circulación corta en el cuerpo seguido de 

administración intravenosa producto de la acción de las células fagocíticas. Sin embargo, aún con 

estas limitaciones, las nanopartículas presentan una alternativa adecuada de entrega de 

medicamentos de baja masa molecular y macromoléculas como proteínas, péptidos o genes en el 

cuerpo utilizando distintas vías de administración. Los avances en la nanotecnología y ciencia de 

materiales han ofrecido nuevas maneras de superar las barreras de aplicación antes descritas.56 

Esto ha derivado en el desarrollo muchos tipos de nanomateriales, sin embargo, no existe un 

acuerdo en la comunidad científica para su clasificación, algunos autores las clasifican 

dependiendo de sus características, funcionalidad o aplicación.57 La Figura 6 presenta una 

clasificación en función de la naturaleza química de los nanomateriales.  
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Figura 6. Esquema de clasificación de nanomateriales. (Creada con BioRender utilizando la 

imagen de Wilhelm-Romero et al. como referencia58) 

1.3.1 Tipos de nanopartículas utilizadas en la mejora de la biodisponibilidad de fármacos 

Las nanopartículas se definen como dispersiones de partículas o partículas sólidas con tamaño en 

un rango de 10-1000 nm. Estas se pueden preparar bajo dos principios metodológicos, el primero 

corresponde al método de desintegración, en el cuales se busca la reducción del tamaño de 

partículas, por ejemplo, utilizando homogenización a alta presión o molienda de alta energía. El 

segundo corresponde a la nucleación de partículas desde el estado molecular, por ejemplo, el 

método hidrosol o cristalización controlada durante la liofilización.56,59  

La Figura 7 muestra la representación esquemática de algunos tipos de nanopartículas utilizadas 

en la mejora de la biodisponibilidad de fármacos. 
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Figura 7. Tipos de nanopartículas utilizadas en la mejora de biodisponibilidad de fármacos. 

(Creada con BioRender) 

Las nanopartículas poliméricas son partículas poliméricas coloidales en las cuales el agente 

terapéutico de interés se encapsula dentro de la matriz polimérica o se puede adsorber en la 

superficie. Estas nanopartículas han mostrado mejorar la biodisponibilidad y mejorar la solubilidad 

de fármacos producto de la reducción en el tamaño de partículas y la nanoencapsulación de este 

en un polímero soluble en agua. Las primeras nanopartículas de este tipo se formularon con 

polialquilcianoacrilato. Actualmente se prueban polímeros biodegradables como quitosano, 

alginato o ácido poliláctico, o polímeros no biodegradables como polimetacrilato o 

polimetilmetacrilato.56  

El uso de nanopartículas poliméricas presenta limitantes como toxicidad de los polímeros, 

presencia de residuos de solvente, alto costo, degradabilidad, requerimiento del uso de polímero 

de alta calidad, y pureza en el caso de polímeros biodegradables. Las nanopartículas lipídicas son 

partículas esféricas compuestas de lípidos con un centro lipídico. Pueden sintetizarse combinando 

una fase lipídica con fosfolípidos como emulsificantes, utilizando técnicas como homogenización 
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a alta presión.60 Existen varios tipos de nanopartículas lipídicas, las más usadas son las 

nanopartículas sólido-lipídicas (SLN) y acarreadores lipídicos nanoestructurados (NLC).56,61 Las 

SLN son sistemas coloidales con una proporción de agua entre 70-95%, elaborados principalmente 

a partir de lípidos fisiológicos sólidos que tienden a gelificar y a expulsar el fármaco durante el 

almacenamiento, presentan una capacidad de carga limitada, son biodegradables y tienen buena 

tolerancia. Las propiedades y estabilidad de las SLN se han mejorado mediante la adición de 

lípidos líquidos en los que el fármaco suele ser más soluble, dando origen a los NLC. Las SLN y 

los NLC poseen la integridad física de las partículas sólidas de forma definida, preservan la 

estabilidad química y física de sus ingredientes y son más efectivas para la liberación 

controlada.59,61,62  

Las nanopartículas híbridas lípido-polímero (LPN) combinan las ventajas de los dos tipos de 

nanopartículas descritas anteriormente. Presentan un buen desempeño en la entrega de fármacos, 

alto porcentaje de encapsulación, buen perfil de liberación, estabilidad y capacidad de atacar 

células o tejidos de forma específica. Las LPN se componen de tres partes: un centro polimérico 

utilizado para encapsular el fármaco insoluble en agua, un caparazón polimérico hidrofílico que le 

confiere estabilidad y una cobertura lipídica en la interfase del centro y el caparazón polimérico 

que actúa como un muro molecular para promover la retención del fármaco dentro de la 

nanopartícula. El centro polimérico y la capa lipídica se asocian por medio de fuerzas de Van der 

Waals, interacciones electrostáticas y otras fuerzas no covalentes.56  

1.3.2 Avances en la nanoencapsulación de la curcumina para mejorar su biodisponibilidad  

La nanoencapsulación de la curcumina se ha estudiado desde distintas metodologías, donde se ha 

comprobado su capacidad de mejorar las actividades biológicas de la misma.6,63,64 Las 

nanopartículas poliméricas de curcumina han demostrado mejorar su solubilidad, estabilidad y 

liberación.65 La nanoencapsulación utilizando PLGA (ácido poli láctico-co-glicólico) como 

polímero permitió la obtención de partículas con mejores propiedades fisicoquímicas que las de la 

curcumina libre, así como una mejora en su estabilidad.44,66 Se han preparado también 

nanopartículas con polisacáridos como quitosano y goma arábiga, utilizando agentes 

emulsificantes como EYPC y Tween 80. Se encontró que las nanopartículas preparadas eran 

capaces de encapsular, estabilizar y liberar la curcumina de forma efectiva.67,68 Estas mejoras en 
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las propiedades inherentes a la biodisponibilidad de la curcumina se han reflejado en un aumento 

de las actividades biológicas de la misma como citotoxicidad y actividad antioxidante.65,67,69  

Por su parte, también se han preparado nanopartículas lipídicas con curcumina, las cuales han 

presentado resultados positivos. Se han preparado tanto NLC como SLN utilizando distintas 

formulaciones con eficiencias de encapsulación de más de 90%, utilizando lípidos como ceramida 

y acido palmítico o palmitato de cetilo,70,71 donde la mejora en la solubilidad y estabilidad de la 

curcumina se ha evidenciado.70,72,73 Los aumentos en la solubilidad de la curcumina por medio de 

la preparación de nanopartículas lipídicas se han visto reflejados en el aumento de actividad 

anticancerígena de la curcumina. Se ha reportado un aumento de la citotoxicidad en células de 

cáncer cerebral tanto utilizando SLN71 como NLC, donde el porcentaje de inhibición del tumor in 

vivo mejoró de un 19.5% a un 82.3%.74 Las SLN han mostrado también una mejora en la actividad 

citotóxica de la curcumina en cáncer de pulmón y de mama.75,76  

A pesar de que los resultados obtenidos hasta el momento en la nanoencapsulación de la curcumina 

son alentadores, sigue habiendo barreras en su aplicabilidad. A pesar de que los métodos funcionan 

a escala de laboratorio, suelen presentar problemas a la hora de escalar la producción, por lo que 

sigue siendo necesario plantear métodos de nanoencapsulación que puedan aplicarse a un nivel de 

producción industrial.77  

 

1.4 Situación en Costa Rica 

El aumento en la demanda de cúrcuma nivel mundial se ha visto reflejado en su producción 

nacional. En Costa Rica, la cúrcuma se cultiva principalmente en las regiones Huetar Norte y 

Brunca, como se muestra en la Figura 7. En el período del 2014 al 2018, la exportación de cúrcuma 

costarricense tuvo un aumento considerable cuando se pasó de exportar $168.7 mil a $444.7 mil, 

con destino a Holanda (93.4%), El Salvador (6.4%), Alemania (6%) y Estados Unidos (5.2%).8 

Sin embargo, las exportaciones experimentaron una reducción en el 2019, entre otras razones, por 

los requisitos de calidad del producto en los mercados internacionales.  
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Figura 7. Zonas de cultivo de cúrcuma en Costa Rica. (Imagen obtenida de documento de 

PROCOMER preparado por Ulloa con base en información proporcionada por BIODESS8 )  

Según datos del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (NIH por sus siglas en inglés), 

el incremento anual en el número de productos registrados como de cúrcuma como suplementos 

nutricionales, creció a más de 5,500 productos en el 2020, con un crecimiento anual promedio de 

21% en los últimos 5 años.78 El emergente interés en la cúrcuma por las actividades biológicas de 

sus metabolitos, en cuanto a su potencial como suplemento nutricional, principalmente de la 

curcumina, vuelve su producción una oportunidad económica importante para Costa Rica, 

principalmente para las regiones en las que se produce. 

La consolidación de productos con cúrcuma, o extractos de esta, en mercados como el de 

suplementos orgánicos alimenticios, saborizantes y colorantes de alimentos o cosméticos,8 permite 

que la producción de cúrcuma en Costa Rica sea una oportunidad de desarrollo. 
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1.5 Objetivos del proyecto 

Objetivo principal 

 

Estudiar los polifenoles de cúrcuma cultivada en Costa Rica a través de su caracterización, 

aislamiento y la síntesis de nanopartículas para la evaluación de las bioactividades antioxidante y 

anticancerígena. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Caracterizar los polifenoles presentes en rizomas de Curcuma longa L. cultivada en Costa 

Rica, por medio de su identificación, cuantificación y la evaluación de su potencial 

antioxidante. 

2. Purificar los extractos polifenólicos obtenidos, para el aislamiento de los curcuminoides y 

la nanoencapsulación de la curcumina. 

3. Evaluar la actividad antioxidante y la citotoxicidad sobre líneas celulares cancerígenas 

tanto de la curcumina libre como nanoencapsulada. 
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2. Metodología  

2.1 Materiales  

2.1.1 Estándares, reactivos y solventes 

El patrón de curcumina y reactivos como molibdato de sodio, tungstato de sodio, 2,2-difenil-1-

picrilhidracilo (DPPH) y ácido gálico se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). 

Para las nanopartículas, el Pluronic® F-127 (PLU), colesterol (CHO), ácido fosfórico (H3PO4) y 

fosfato de hidrógeno disódico fueron comprados a Sigma-Aldrich. El fosfato de dihidrógeno 

sódico monohidrato fue adquirido de Merck, Polysorbatum 80 (Tween 80) fue comprado a 

Sonntag & Rote S.A., y el monooleato de sorbitano (Span® 80) fue suministrado por 

LABQUIMAR S.A. Los solventes de grado ACS o HPLC, como Cloroformo (CHCl3), metanol 

(MeOH), acetonitrilo (MeCN) y acetona, se adquirieron de JTBaker (Center Valley, PA, EE. UU.).  

Todos los disolventes utilizados eran de grado HPLC o altamente puros, y el agua se purificó 

utilizando un sistema Millipore filtrado a través de una membrana Millipore de 0,22 μm Millipak 

40. 

2.1.2 Rizomas de Curcuma longa 

Los rizomas de Curcuma longa fueron adquiridos frescos de doce productores de cuatro regiones 

distintas de Costa Rica, cuatro de la región Norte (RN-1, RN-2, RN-3, RN-4), cuatro de la región 

Noreste (NE-1, NE-2, NE-3, NE-4), tres de la región Noroeste (NO-1, NO-2, NO-3) y uno de la 

región Oeste (RO-1). Dichas muestras frescas comercializadas por los productores fueron 

almacenadas a 4 °C.  

 

2.2 Secado de la muestra 

Se llevó a cabo el secado de cada una de las muestras como parte de su procesamiento. Para esto, 

se tomó la cúrcuma congelada y se cortó en rebanadas finas. Se colocaron las rebanadas en 

bandejas de vidrio y se secaron a 60 °C durante 24 h. Una vez secas, se pulverizaron y se 

almacenaron como cúrcuma seca en polvo a 4 °C.  
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2.3 Extracción de la muestra 

2.3.1 Extracción mediante el método de la Farmacopea Estadounidense (USP) 

En primera instancia, se utilizó una adaptación del método establecido por la Farmacopea de 

Estados Unidos (USP) para llevar a cabo la extracción de curcuminoides en las muestras de 

cúrcuma en polvo. Se pesaron 0.5 g de muestra de cúrcuma en polvo con exactitud en una balanza 

analítica y se transfirieron a un balón aforado de 50.00 mL. Se agregaron 30 mL de acetona y se 

colocó la muestra en un baño ultrasónico por 30 minutos. Una vez concluido el tiempo, se aforó 

el balón con acetona y se centrifugó.16  

 

2.3.2 Extracción por medio de un equipo de Extracción Líquida Presurizada (PLE) 

Se utilizó un método preliminar de partida para comprobar que el equipo de Extracción Líquida 

Presurizada (PLE) era un método adecuado para llevar a cabo la extracción de curcuminoides de 

muestras de cúrcuma en polvo. En dicho método de partida se pesaron 0.5 g con exactitud, y se 

colocaron en una celda de extracción de 10 mL. Se utilizó acetona como solvente de extracción y 

se establecieron las condiciones que se muestran en el Cuadro I como las condiciones de extracción 

del equipo. Una vez concluido el tiempo de extracción en el equipo, se pasó el extracto a un balón 

aforado de 50.00 mL y se aforó con acetona.  

Se hizo además una prueba preliminar para evaluar la cantidad de ciclos adecuada para el proceso 

de extracción. En dicha prueba, se evaluó el efecto de agregar un ciclo de extracción, con el fin de 

verificar que no se estaba perdiendo analito por una deficiencia del método. Los resultados de 

dicha prueba indicaron que, en un cuarto ciclo de extracción, la cantidad de extracto obtenida no 

era significativa.  

 

Cuadro I. Condiciones del método de extracción preliminar en el PLE. 

Solvente Acetona 

Temperatura (°C) 60 

Ciclos 3 

Tiempo estático (min) 6 

Volumen de lavado (%) 60 
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Una vez realizadas las pruebas descritas anteriormente, se preparó un diseño factorial para 

encontrar las condiciones óptimas de extracción en el equipo.  

2.3.2.1 Diseño factorial preparado para la optimización del método de extracción por PLE 

Se propuso un diseño factorial con las condiciones que se muestran en el Cuadro II, con el fin de 

optimizar el método de extracción por PLE. Para proponer este diseño factorial se hicieron pruebas 

preliminares a partir del método presentado previamente, probando con variaciones en la 

temperatura y el tiempo.   

Se seleccionó el metanol como alternativa a la acetona, al ser un solvente de alta polaridad con el 

fin de comprobar si era un disolvente adecuado para una mejor extracción curcuminoides. Se 

estudió también el efecto de la temperatura y el tiempo estático, con el fin de determinar las 

condiciones necesarias para extraer la mayor cantidad de curcuminoides en el menor tiempo 

posible. La cantidad de ciclos se mantuvo constante (3 ciclos), al igual que el volumen de lavado 

(60%). 

 

Cuadro II. Condiciones de extracción evaluadas en el diseño factorial, para optimizar el proceso 

de extracción de curcuminoides en muestras de cúrcuma en polvo. 

Factor por evaluar Variables 

Disolvente Acetona Metanol 

Temperatura (°C) 60 80 

Tiempo estático (min) 6 10 

 

2.4 Identificación y cuantificación de metabolitos secundarios 

2.4.1 Preparación de las disoluciones para análisis por Cromatografía Líquida de Alta 

Resolución (HPLC) y espectroscopía de masas (MS) 

Se trabajó con el procedimiento establecido por la USP para la preparación de muestras para 

inyección.16 Las disoluciones se prepararon tomando una alícuota de 500 µL del extracto 

previamente aforado en un balón de 50.00 mL, y llevándola a un volumen de 10.00 mL en un balón 

aforado, utilizando la fase móvil del análisis como solvente. Una vez aforado el balón, se filtró la 

disolución utilizando filtros SUPELCO Iso-DiscTM PVDF-13-4 13mm x 0.45um y se procedió a 

inyectar en el equipo.  
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2.4.2 Método de análisis para HPLC-DAD-MS 

Para llevar a cabo los análisis cromatográficos se utilizaron dos equipos de Cromatografía Líquida 

de Alta Resolución (HPLC), el primero un HPLC modelo Agilent 1260 con un detector DAD y 

otro UHPLC modelo U3000 marca Thermo Scientific con un detector DAD. La separación 

cromatográfica se realizó utilizando una columna marca Phenomenex Luna C18(2) con tamaño de 

partícula de 5 µm, con un tamaño de poro de100 Å y con dimensiones de 250 mm de largo y 4.6 

mm de diámetro.  

 

El Cuadro III muestra la transición de las condiciones empleadas en el primer método (A) hasta 

las condiciones empleadas en el método final optimizado (F). Todos los métodos fueron 

isocráticos, se llevaron a cabo a una temperatura de 25 °C y con un flujo de solvente de 1 mL/min. 

El equipo detector de masas utilizado correspondió a un MSQ Plus de Thermo Scientific, en el que 

se partió de las condiciones que se muestran en el método A. Seguidamente, se procedió a variar 

condiciones del detector de masas: el voltaje del cono y la temperatura.  

 

Asimismo, se programó una de las longitudes de onda de medición del detector DAD a 420 nm y 

el tiempo de corrida a 20 minutos, para obtener el método B. Se procedió a hacer un ajuste en el 

programa. Se redujo el tiempo a 10 minutos y se ajustaron todos los solventes a solventes ácidos 

con un 0,1% de ácido fórmico. Además, se redujo el solvente orgánico, ajustando el porcentaje de 

metanol a 15% y el de agua a 45%. Dichas variaciones al programa de elución dieron origen al 

método C.  

 

Posteriormente, se procedió a hacer un ajuste en el tiempo del programa, donde se probó el tiempo 

de corrida de 10, 15 y 20 minutos. Se observó que el tiempo ideal para el programa era de 15 

minutos, y este cambio dio origen al método D. Se varió una vez más la temperatura de 600 °C a 

550 °C para obtener el método E.  

 

Finalmente, con el fin de reducir afectación en el equipo, se decidió dejar de utilizar solventes 

ácidos, y con este cambio se obtuvo el método F. El método F corresponde al método empleado 

para analizar el contenido de curcuminoides en las muestras de cúrcuma en polvo.  
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Cuadro III. Resumen de condiciones empleadas durante la optimización del método de análisis 

cromatográfico para el análisis de curcuminoides en muestras de cúrcuma. 

 

Método Programa de elución isocrático Detector 
DAD (nm) 

Detector MS 

A Tiempo: 10 min 
Agua/Ácido Fórmico (0,1%): 40% 
Metanol: 20% 
Acetonitrilo: 40% 

220, 260, 
370, 520 

Modo de ionización: ESI 
Temperatura: 550 °C 
Voltaje del Cono: 70 V 
Polaridad: -ve,+ve 
Voltaje de Aguja: 3 kV 

B Tiempo: 20 
Agua/Ácido Fórmico (0,1%): 40% 
Metanol: 20% 
Acetonitrilo: 40% 

220, 420, 
370, 520 

Modo de ionización: ESI 
Temperatura: 600 °C 
Voltaje del Cono: 50 V 
Polaridad: -ve,+ve 
Voltaje de Aguja: 3 kV 

C Tiempo: 10 
Agua/Ácido Fórmico (0,1%): 45% 
Metanol/Ácido Fórmico (0,1%): 15% 
Acetonitrilo/Ácido Fórmico (0,1%): 
40% 

220, 420, 
370, 520 

Modo de ionización: ESI 
Temperatura: 600 °C 
Voltaje del Cono: 50 V 
Polaridad: -ve,+ve 
Voltaje de Aguja: 3 kV 

D Tiempo: 15 
Agua/Ácido Fórmico (0,1%): 45% 
Metanol/Ácido Fórmico (0,1%): 15% 
Acetonitrilo/Ácido Fórmico (0,1%): 
40% 

220, 420, 
370, 520 

Modo de ionización: ESI 
Temperatura: 600 °C 
Voltaje del Cono: 50 V 
Polaridad: -ve,+ve 
Voltaje de Aguja: 3 kV 

E Tiempo: 15 
Agua/Ácido Fórmico (0,1%): 45% 
Metanol/Ácido Fórmico (0,1%): 15% 
Acetonitrilo/Ácido Fórmico (0,1%): 
40% 

220, 420, 
370, 520 

Modo de ionización: ESI 
Temperatura: 550 °C 
Voltaje del Cono: 50 V 
Polaridad: -ve,+ve 
Voltaje de Aguja: 3 kV 

F Tiempo: 15 
Agua: 45% 
Metanol: 15% 
Acetonitrilo: 40% 

220, 420, 
370, 520 

Modo de ionización: ESI 
Temperatura: 550 °C 
Voltaje del Cono: 70 V 
Polaridad: -ve,+ve 
Voltaje de Aguja: 3 kV 
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2.4.3 Identificación de curcuminoides por medio de UHPLC-MS 

La identificación de los tres curcuminoides principales, curcumina (CUR), demetoxicurcumina 

(DMC) y bis-demetoxicurcumina (BDM), en los extractos se realizó empleando un detector 

Thermo Scientific MSQ Plus, utilizando un ionizador ESI en modo negativo, con una temperatura 

del ESI de 550 °C, voltaje del cono configurado en 70 V y el voltaje de la aguja en 3 kV.   

 

Se observaron las tres señales correspondientes a cada uno de los tres curcuminoides, la primera 

con un tR de 8.73 min y 307 m/z correspondiente a BDM, seguida de un pico a un tR de 9.67 min 

y 337 m/z correspondiente a DMC, y finalmente una señal con un tR de 10.57 min y 367 m/z 

correspondiente a CUR.  

 

2.4.4 Cuantificación de los tres curcuminoides principales  

La cuantificación de curcuminoides en las muestras de cúrcuma se llevó a cabo por medio de 

análisis por HPLC. Se utilizó el método descrito previamente; las áreas se interpolaron en la 

ecuación de la curva de calibración correspondiente, como se muestra en la ecuación (5), donde A 

corresponde al área obtenida, b al intercepto, m a la pendiente y C a la concentración de 

curcuminoides buscada: 

𝐶 =                                                                 (5) 

Seguidamente, se obtuvieron los mg/g de muestra seca como se muestra en la ecuación (6), donde 

C es la concentración obtenida de la ecuación (5), V es el volumen del balón aforado en litros, Fd 

es el factor de dilución utilizado en la disolución inyectada y mm es la masa de cúrcuma seca en 

polvo de partida.  

 

𝑚 =
∙ ∙                                                             (6) 

Finalmente, la cantidad de curcuminoides se calculó también como porcentaje de curcuminoides, 

con la expresión (7), donde mT(mg/g) corresponde a la masa total de curcuminoides en mg/g. 

𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝑢𝑟𝑐𝑢𝑚𝑖𝑛𝑜𝑖𝑑𝑒𝑠(%) = 𝑚 ∙                              (7) 
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2.5 Análisis de los extractos obtenidos por medio del método de la USP y el método 

optimizado de PLE 

2.5.1 Curva de calibración y condiciones de equipo para la cuantificación de curcuminoides 

extraídos por medio del método USP 

Para la construcción de la curva de calibración de CUR se utilizó un patrón de Sigma-Aldrich con 

un 78% de pureza. Todos los patrones se prepararon en MeOH y en un rango de 1 y 25 ppm para 

cada curva. Todas las disoluciones se filtraron utilizando un filtro de jeringa SUPELCO Iso-DiscTM 

PVDF-13-4 13mm x 0.45um antes de ser inyectadas. La curva de calibración obtenida se muestra 

en la Figura 8. La presente curva se preparó en el HPLC Agilent 1260 descrito anteriormente.  

 

Figura 8. Curva de calibración de curcumina preparada para la cuantificación de las muestras 

extraídas con método USP. 

2.5.2 Curvas de calibración preparadas para la cuantificación de los tres curcuminoides en 

los extractos obtenidos por medio de PLE.  

Para la obtención de la curva de calibración de CUR se utilizó un patrón de CUR Sigma-Aldrich 

con un 78% de pureza. Para preparar las curvas de calibración de los otros dos curcuminoides, 

DMC y BDM, se utilizaron los compuestos purificados por medio de una columna cromatográfica, 

como se amplía más adelante en la respectiva sección. Todos los patrones se disolvieron en MeOH 

y se prepararon disoluciones en un rango de 1 y 25 ppm para cada curva. Todas las disoluciones 

A = (11637±152)C - (5±2) ⸱103

R² = 0.9995

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

0.000 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000

Á
re

a 
A

Concentración C (ppm)



36 
 

se filtraron utilizando un filtro de jeringa SUPELCO Iso-DiscTM PVDF-13-4 13mm x 0.45um antes 

de ser inyectadas. Las curvas de calibración obtenidas se muestran en la Figura 9.  Las presentes 

curvas de calibración se prepararon en el UHPLC-DAD U3000, marca Thermo Scientific, descrito 

anteriormente.  

 

 

Figura 9. Curvas de calibración de CUR, DMC y BDM. 

2.6 Evaluación del potencial antioxidante  

La evaluación del potencial antioxidante en los extractos obtenidos a partir del método de PLE se 

llevó a cabo por medio de dos análisis: la valoración de Folin-Ciocalteau y el método DPPH.  

2.6.1 Capacidad reductora por el método de Folin-Ciocalteau 

El método de Folin-Ciocalteu es un método comúnmente utilizado para la determinación de 

polifenoles totales. En dicha evaluación, los polifenoles en extractos de plantas reaccionan por 

medio de una reacción redox con el reactivo de Folin, para formar un complejo de color azul que 

puede cuantificarse a partir de espectrometría UV-VIS.79 Sin embargo, por la naturaleza redox de 

la reacción, se ha encontrado que este método también es un indicador de la capacidad reductora, 

por lo que también resulta en una evaluación de la actividad antioxidante de una muestra de 

interés.80 
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El reactivo de Folin-Ciocalteu utilizado para llevar a cabo los análisis se preparó en el laboratorio 

con los reactivos correspondientes y se utilizó un espectrofotómetro UV-Vis marca Thermo 

Scientific, modelo Genesys 10S UV-VIS. 

La determinación se llevó a cabo en balones de 25.00 mL. Se agregó una alícuota de 0.5 mL de la 

muestra correspondiente, y seguidamente 1 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau. Luego, se agregó 

5 mL de la solución de Na2CO3 y se aforó con agua destilada. Los balones se mantuvieron en 

oscuridad durante una hora y al cumplirse este tiempo se midió su absorbancia a 750 nm en el 

espectrofotómetro previamente descrito.  

2.6.2 Evaluación del potencial antioxidante por medio del método DPPH 

La actividad antioxidante se puede determinar a partir la evaluación con el radical libre 2,2-

difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Los resultados son expresados como el valor IC50, que indica la 

concentración de muestra que produce la inhibición del 50% del radical libre DPPH.81 

En primer lugar, en balones aforados de 5.00 mL se agregaron alícuotas del extracto en un 

rango de 10 μL a los 150 μL, en función de cada muestra. Adicionalmente, se preparó un blanco 

agregando metanol en lugar de muestra. Seguidamente, se agregó 1 mL de la disolución madre de 

DPPH en cada balón y se aforó con metanol. Posteriormente, se dejó reposar por 30 minutos en la 

oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo, se midió la absorbancia de la muestra a una longitud 

de onda de 517 nm en en el espectrofotómetro previamente descrito. 

El porcentaje de inhibición se calculó de la siguiente manera: 

 

%𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏 =
( )

× 100                                               (8) 

 

Asimismo, el IC50 se determinó mediante la siguiente fórmula, siendo b el intercepto y m 

la pendiente: 

𝐼𝐶 =
( )

                                                                 (9) 
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2.7 Purificación de los tres curcuminoides principales presentes en Curcuma longa 

2.7.1 Purificación de los curcuminoides mediante una columna cromatográfica 

Se buscó aislar los compuestos principales de la cúrcuma, por lo que se procedió a optimizar un 

método cromatográfico para llevar a cabo la separación. El extracto de cúrcuma se preparó a partir 

de dos extracciones utilizando el método optimizado de PLE, con una masa de partida de 7.5 g de 

cúrcuma seca en cada una y utilizando una celda de extracción de 34 mL. El extracto se llevó a 

sequedad en un rotavapor para determinar su masa. Seguidamente se preparó la cabeza de columna 

redisolviendo el extracto, agregando 6.0 g de silica, marca Sigma Aldrich (Silica gel 60 Merck 

Millipore 70-230 mesh) y llevando a sequedad nuevamente. Se trabajó con una columna utilizando 

como fase estacionaria la misma silica empleada en la preparación de la cabeza de columna para 

separar los compuestos. Se variaron las dimensiones y el gradiente de elución hasta encontrar las 

condiciones óptimas de separación. Después de varias pruebas se utilizó una columna con 3.5 cm 

de diámetro y 30 cm de altura. El gradiente de elución establecido se describe en el Cuadro IV.  

 

Cuadro IV. Gradiente de elución y volúmenes utilizados para llevar a cabo la separación de los 

curcuminoides principales en extractos de cúrcuma. 

Proporción CHCl3: MeOH Volumen (mL) 

100 CHCl3 500 

99:1 300 

98:2 300 

97:3 300 

96:4 300 

95:5 300 

93:7 300 

90:10 300 

100 MeOH 250 
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2.7.2 Purificación de CUR mediante procesos de cristalización 

Se llevó a cabo la purificación de la CUR por medio de la cristalización de la fracción de CUR y 

DMC obtenida de la columna previamente descrita. Se utilizó como medio de cristalización 

isopropanol (IPA), en el cual los curcuminoides DMC y BDM presentan una buena solubilidad a 

temperatura ambiente, mientras que CUR presenta una menor solubilidad a esa misma 

temperatura. Se agregó la menor cantidad de IPA posible para disolver todo el sólido a 60°C y se 

dejó enfriar lentamente, con una disminución de 1 °C por cada tres minutos aproximadamente. Los 

cristales obtenidos se filtraron con vacío por 5 minutos.  

 

2.7.3 Caracterización por RMN de los tres curcuminoides purificados  

Los tres curcuminoides aislados, BDM, DMC y CUR, se caracterizaron por medio de RMN. Se 

pesaron 25 mg de cada uno y se disolvieron en 450 uL de MeOD. Las mediciones se realizaron en 

un instrumento Bruker de 400 MHz. 

2.8 Preparación y caracterización de nanopartículas híbridas lípido-polímero de curcumina  

Las nanopartículas híbridas lípido polímero (LPN) se prepararon a partir de un método 

previamente optimizado en el marco de un proyecto colaborativo entre el Laboratorio Bioactividad 

para el Desarrollo Sustentable (BIODESS) de la Escuela de Química de la UCR y el Laboratorio 

Nacional de Nanotecnología (LANOTEC).82 La nanoformulación con curcumina (CUR) se 

preparó por medio del método de emulsificación, agregando la fase acuosa a la fase orgánica y 

aplicando homogeneización a alta velocidad.  La composición de la fase orgánica fue de 5 mg de 

CUR y 120 mg de CHO disueltos en 6 mL de una mezcla 1:1 de MeOH:CHCl3. Asimismo, se 

preparó la fase acuosa disolviendo 250 mg de PLU en 50 mL de ácido acético al 0.1% y añadiendo 

2 mL de una mezcla 1:1 de Tween 80:Span80. La adición de la fase orgánica se realizó a 

aproximadamente a 3 mL / min y se mezcló a 16 000 rpm durante 10 minutos, utilizando un 

homogeneizador de alta velocidad IKA ULTRA-TURRAX® T25. Las nanopartículas se 

recogieron mediante ultracentrifugación, utilizando una centrífuga Thermo Scientific Sorvall ST 

16R a 12 000 rpm durante 40 minutos a 10 °C.  Para eliminar el sustrato no encapsulado y las 

sustancias sin reaccionar, la emulsión se lavó tres veces con agua ultrapura, se recogió por ultra 

centrifugación y se filtró a través de una unidad de ultrafiltración ADVANTEC®. La formulación 
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final fue liofilizada para la caracterización correspondiente, o dispersada en 5 mL de agua 

purificada con 0.01% de Tween80® y refrigerada para las evaluaciones in vitro. Las 

nanopartículas con CUR preparadas se identificaron como LPN-CUR. Además, se preparó un 

blanco siguiendo el método anterior sin agregar CUR en la fase orgánica y se identificó como 

LPN-BL. 

2.8.1 Eficiencia de encapsulación (%EE) 

La %EE se determinó utilizando el método directo que cuantifica la cantidad real de CUR en la 

nanopartícula, por medio de la extracción del metabolito de la formulación. Para esto, se 

disolvieron 100 μL de muestras frescas en 900 μL de MeOH. Las muestras se filtraron a través de 

una membrana de poliamida de 0.45 μm colocada en un soporte de filtro de jeringa de acero 

inoxidable Sartorius. Se inyectaron 10 μ L de la solución en un sistema UHPLC U3000 Thermo 

Scientific con detector de longitud de onda variable. La elución cromatográfica se realizó en una 

columna Nucleosil 100-5 C18 (250 mm x 4.0 mm, 5 μ m) a una temperatura de 35 °C, utilizando 

un método isocrático, con 55% de MeCN y 45% de H3PO4 0.1% como fase móvil a un flujo de 1 

mL/min y estableciendo la detección a 420 nm. El porcentaje de EE para cada formulación se 

calculó por medio de la ecuación (10). 

%𝐸𝐸 =
  

  
× 100                                                      (10) 

2.8.2 Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) 

Los espectros FT-IR se obtuvieron con un equipo Thermo Scientific Nicolet 6700 equipado con 

un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) de diamante. Las muestras se colocaron en la 

celda ATR sin dilución y se analizaron en el rango de 4000-800 cm-1, recolectando 32 escaneos a 

una resolución de 4 cm-1. 

2.8.3 Dispersión dinámica de luz (DLS) 

El tamaño de partícula (PS, z-promedio) y el índice de polidispersidad (PI) se determinaron en un 

instrumento Malvern Nano Zetasizer ZS90 utilizando un medio con índice de refracción 1.33, una 

viscosidad de 0.8872 cP y detector de 90°. Las muestras se diluyeron con agua desionizada para 

alcanzar concentraciones adecuadas, y las mediciones se realizaron a 25 °C. 
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2.8.4 Microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (HR-TEM) 

Las imágenes HR-TEM se obtuvieron utilizando un microscopio JEOL, JEM2011 HR-TEM a una 

tensión de aceleración de 120 kV. Para el análisis, 5 uL de las muestras se colocaron en un soporte 

de muestras de rejilla y se secaron bajo una atmósfera de nitrógeno. 

2.8.5 Perfil de liberación de LPN-CUR in vitro 

El perfil de liberación in vitro de la formulación de LPN-CUR se estudió utilizando dos medios de 

disolución diferentes. El primero correspondió a agua (MD1) y el segundo a una solución salina 

de fosfatos con un pH de 7.4 que contenía 20% de MeOH y 2.5% de Tween 80 (MD2). Se colocó 

1 mL de muestra en 80 mL del medio respectivo a una temperatura de 37.0 ± 0.5 ° C y agitación 

constante de 150 rpm en una incubadora Labnet 211 DS. Se retiraron 4 mL de cada solución a 0, 

5, 15 30, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos, sin reemplazar el volumen. Las alícuotas se centrifugaron 

a 6000 rpm durante 10 min en una centrífuga Thermo Scientific Sorvall ST 16R, la cual se mantuvo 

también a 37 °C.  La concentración de CUR se determinó utilizando un espectrofotómetro 

Shimadzu UV-Vis 1800 de doble haz programado a una longitud de onda de 420 nm. Los perfiles 

de disolución de CUR se evaluaron en ambos medios de disolución para su comparación con la 

liberación de CUR contenida en las nanopartículas preparadas. Todos los perfiles de liberación se 

evaluaron por triplicado. 

2.9 Evaluación de actividad antioxidante y citotoxicidad de CUR y las LPN preparadas  

2.9.1 Actividad antioxidante de CUR y LPN-CUR por medio del método DPPH 

La evaluación de DPPH se llevó a cabo por medio de un método previamente reportado,90 para 

CUR aislada libre y nanoencapsulada. Las muestras de CUR libre se prepararon en solución 

etanólica y acuosa, mientras que las muestras de LPN-CUR se prepararon en agua. Brevemente, 

se preparó una solución de DPPH utilizando etanol (EtOH) como disolvente. Seguidamente, se 

mezclaron 0.5 mL de esta solución con 1 mL de la respectiva disolución de CUR libre o 

nanoencapsulada a diferentes concentraciones y se incubaron a 25 ° C en la oscuridad durante 30 

min. Transcurrido el tiempo, se midió la absorbancia a 517 nm 
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2.9.2 Evaluación de la citotoxicidad por MTT de CUR y las LPN preparadas  

La evaluación de citotoxicidad se llevó a cabo en el Laboratorio de Bioquímica de la Escuela de 

Medicina de la Universidad de Costa Rica. La citotoxicidad in vitro de CUR libre, LPN-BL y LPN-

CUR se evaluó mediante el método de ensayo MTT utilizando dos líneas celulares tumorales 

humanas: adenocarcinoma gástrico (AGS) y adenocarcinoma colorrectal (SW-620). La muestra 

de CUR libre se preparó en DMSO, mientras que LPN-BL y LPN-CUR se prepararon en el medio 

acuoso utilizado en el cultivo celular. En primer lugar, 100 µL de las células a una concentración 

de 2 x 105 células/mL se sembraron en placas de 96 pozos por 24 horas, a 37 °C y en una atmósfera 

de 5% de CO2. Seguidamente, se les agregaron los extractos a diferentes concentraciones (1-35 

μg/mL), después de una incubación de 48 h a 37°C y en una atmósfera de 5% de CO2. Después de 

una incubación de 48 h, se eliminó el medio, las células se lavaron dos veces con 100 μL de PBS 

y se incubaron con 100 μL de una solución de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-

difeniltetrazolio, 5 mg/mL en el medio de cultivo celular) durante 2 h a 37 °C.  Los cristales de 

formazán formados se disolvieron en 100 μL de EtOH 95%, y la absorbancia se leyó a 570 nm en 

un lector de microplacas.  

Los resultados se expresaron en porcentaje de viabilidad, utilizando como control la absorbancia 

de las células que crecen en ausencia del extracto, con la ecuación (11): 

Porcentaje de viabilidad (%) = × 100                               (11) 

Se graficó el porcentaje de viabilidad contra la concentración de la muestra, estableciéndose una 

curva de regresión cuadrática para calcular la IC50. La muestra se analizó en tres repeticiones, cada 

una por triplicado. 
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3. Resultados  

3.1 Cuantificación de curcuminoides en las muestras extraídas a partir del método de la USP 

Se adquirieron doce muestras de distintas zonas geográficas del país con el fin de estudiar si la 

ubicación geográfica de cultivo tiene un efecto en el contenido de curcuminoides totales (TC). 

Inicialmente, se analizaron las muestras a partir de una adaptación del método establecido por la 

USP, cuyos resultados se muestran en el Cuadro V. Los resultados obtenidos evidencian que todas 

las muestras estudiadas cumplen con el parámetro definido por la USP, que establece que las 

muestras deben tener como mínimo un 3% de curcuminoides.16 Las muestras presentaron 

porcentajes de curcuminoides en un rango de 5.4% a 10.3%, donde las muestras con mayor 

contenido de curcuminoides se encontraron en las regiones Noreste (NE) y Noroeste (NO).  

 

Cuadro V. Contenido de curcuminoides en muestras extraídas por medio del método establecido 

por la USP. 

Producto CUR (mg/g) 1,2,3 DMC (mg/g) BDM (mg/g) 1,2,3 TC (mg/g) 1,2,3 

RN-1 41.0 a,b ± 2.5 19.1 a,b,c ± 1.2 17.9 a,b ± 2.1 77.8 a ± 1.1 

RN-2 31.3 c,d ± 2.2 17.3 c,d,e ± 1.5 13.0 c,d ± 1.3 61.6 b ± 4.7 

RN-3 31.2 c,d ± 0.8 13.8 d,e,f ± 0.3 11.2 d,e ± 0.7 56.1 b,c ± 1.8 

RN-4 30.4 d ± 1.0 11.0 f ± 0.2 9.5 e ± 0.6 47.9 c ± 1.6 

NE-1 44.8 a,b ± 0.8 27.0 g ± 0.6 19.0 a,f ± 0.4 90.8 d ± 1.8 

NE-2 37.7 b,c,d ± 0.1 22.9 a,b,g,h ± 0.3 15.9 b,c ± 0.1 76.4 a ± 0.4 

NE-3 47.9 a ± 1.9 27.4 g ± 1.4 18.0 a,b ± 0.7 93.3 d ± 3.5 

NE-4 39.0 b,c ± 5.5 21.4 a,b,c,h ± 3.3 19.5 a,f ± 0.5 79.9 a ± 2.3 

NO-1 30.4 d ± 1.0 12.9 e,f ± 1.0 10.8 d,e ± 0.8 54.1 b,c ± 2.8 

NO-2 43.3 a,b ± 2.7 25.0 g,h ± 1.1 21.7 f ± 0.8 90.0 d ± 4.5 

NO-3 59.6 e ± 6.0 26.2 a,g,h ± 0.7 21.0 a,f ± 0.4 102.8 e ± 0.9 

RO-1 39.6 b ± 1.8 18.7 b,c,d ± 1.7 17.2 a,b ± 1.3 74.6 a ± 4.4 

1 mg de curcuminoide/g de material seco.  2 Los valores se expresan como media ± desviación 

estándar (D.S.).  3 Diferentes letras de superíndice en la misma columna indican que las 

diferencias son significativas con p < 0.05, utilizando el análisis unidireccional de varianza 

(ANOVA) con un Tukey post hoc como prueba estadística. 
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3.2 Optimización de la extracción por PLE mediante un diseño factorial  

Se procedió a optimizar la extracción de curcuminoides por medio del método de extracción 

líquida presurizada (PLE por sus siglas en inglés), aplicando un diseño factorial. La eficiencia de 

la extracción fue evaluada a través de la cuantificación de CUR, DMC y BDM por medio de 

UHPLC-DAD, para obtener TC en una de las muestras de la región Norte (RN) del país (RN-1). 

En el diseño factorial (DF) se evaluó el efecto de las tres variables descritas en la respectiva sección 

experimental; solvente, temperatura y tiempo estático de extracción. Las variables y los niveles 

del DF se seleccionaron considerando previos resultados obtenidos para la extracción de 

polifenoles de este y otro tipo de productos.83  

 

Las variables incluyeron temperatura, 60 °C y 80 °C; acetona y MeOH como disolventes y tiempos 

estáticos de extracción de 6 y 10 min, correspondiendo dentro de cada factor a niveles bajos (−1) 

y altos (+1), respectivamente. Los experimentos se llevaron a cabo luego de aleatorización. Los 

contenidos de curcuminoides totales determinados se muestran en el Cuadro VI, con sus 

respectivas condiciones de extracción. Como se observa en el Cuadro VI, el mayor porcentaje de 

curcuminoides se obtuvo con las condiciones de la extracción número 2, utilizando acetona como 

solvente, a una temperatura de 80°C y con un tiempo estático de 10 minutos. El análisis estadístico 

de los resultados del diseño factorial se llevó a cabo utilizando el programa Minitab 17.  

 

El análisis estadístico no mostró un efecto significativo (p < 0.05) para ninguna variable, ni 

interacciones de 2 o 3 vías en las gráficas de efectos ni de Pareto. Sin embargo, al excluir la 

interacción de 2 vías disolvente-tiempo, que mostraba el menor efecto, los resultados del DF 

indicaron una diferencia significativa (p < 0.05) para la temperatura, correspondiente al efecto 

estandarizado más alto, con 80 °C mostrando los mejores resultados.  
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Cuadro VI. Contenido de curcuminoides totales obtenido para cada experimento con sus 

respectivas condiciones de extracción, utilizando la muestra en polvo RN-1. 

Experimento Solvente T (°C) Tiempo estático (min) TC 1,2,3 

1 Metanol 80 10 88.6 a,b ± 1.1 

2 Acetona 80 10 90.8 a ± 3.2 

3 Acetona 80 6 86.6 a,b ± 1.3 

4 Metanol 80 6 81.0 b ± 0.8 

5 Metanol 60 6 65.3 c ± 2.8 

6 Acetona 60 6 57.8 c,d ± 3.7 

7 Acetona 60 10 51.9 d ± 4.7 

8 Metanol 60 10 57.7 c,d ± 1.0 

1 TC se expresa como mg/g de material seco 2 Los valores se expresan como media ± 

desviación estándar (S.D.).  3 Diferentes letras de superíndice indican que las diferencias son 

significativas en p < 0.05 utilizando el análisis unidireccional de varianza (ANOVA) con un 

Tukey post hoc como prueba estadística. 

Además, las interacciones de 2 vías temperatura-tiempo y solvente-temperatura también mostraron 

efectos significativos (p < 0.05), con acetona y tiempo estático de 10 min ofreciendo los mejores 

resultados. Finalmente, el análisis de 3 vías indicó que el valor más alto se encontró asociado a la 

combinación de los tres niveles mencionados, por lo tanto, las mejores condiciones para la 

extracción de curcuminoides de muestras de rizomas de C. longa en polvo fueron determinadas 

como 80 ° C de temperatura, acetona como disolvente y 10 min de tiempo estático. 

3.3 Cuantificación de curcuminoides extraídos por medio del método PLE 

Se analizaron los extractos de las doce muestras obtenidas con el método de extracción optimizado 

de PLE. Los resultados se muestran en el Cuadro VIII.  

 

Los resultados de TC obtenidos muestran valores que van desde 49.9 mg/g de material seco hasta 

125.0 mg/g de material seco, lo que representa porcentajes entre 4.9 y 12.5%, superiores al 3% 

mínimo establecido por USP.16 Dichos resultados también fueron mayores a los obtenidos por 

medio de la extracción por ultrasonido. En términos regionales, las muestras de la región NE 
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mostraron los valores más altos, con un TC promedio de 107.3 mg de curcuminoides/g de material 

seco, mientras que los valores más bajos se observaron en muestras de cúrcuma de RN, las cuales 

presentaron un valor promedio de TC de 73.3 mg de curcuminoides/g de material seco, 32% más 

bajo que las muestras de NE.  

A nivel individual, RN-4 exhibió el valor más bajo (49.9 mg/g de material seco) de las 12 muestras, 

mientras que NE-1 mostró el valor más alto (muestra seca de 125.0 mg/g de material seco), seguida 

de NO-3 (118.7 mg/g de material seco). 

Cuadro VIII. Muestras analizadas con el método de PLE optimizado a partir del diseño factorial. 

Producto CUR (mg/g) 1,2,3 DMC (mg/g) BDM (mg/g) 1,2,3 TC (mg/g) 1,2,3

RN-1 42.1 a,b ± 0.3 25.9 a,b ± 1.0 21.5 a,b,c ± 3.0 90.8 a,b ± 3.3 

RN-2 38.6 b,c ± 1.0 29.3 a,c ± 2.1 15.0 d,e ± 1.0 82.7 b,c ± 2.6 

RN-3 31.8 d ± 2.6 19.0 d ± 1.3 17.9 c,d ± 1.8 68.7 d ± 5.8 

RN-4 25.6 e ± 0.4 13.2 e ± 0.1 11.1 e ± 0.1 49.9 e ± 0.5 

NE-1 50.0 f ± 0.2 46.6 f ± 1.7 28.4 f ± 2.0 125.0 f ± 3.7 

NE-2 42.6 a,b ± 0.8 34.2 c ± 1.2 19.4 b,c,d ± 0.5 96.1 a ± 2.4 

NE-3 54.8 f ± 1.2 40.8 g ± 0.6 22.1 a,b,c ± 0.4 117.8 g ± 2.2 

NE-4 43.7 a ± 1.7 25.1 a,b ± 2.4 21.5 a,b ± 1.2 90.3 a ± 2.0 

NO-1 35.3 c,d ± 0.6 21.9 b,d ± 0.1 14.3 d,e ± 0.4 71.6 c,d ± 1.1 

NO-2 51.2 f ± 1.8 33.4 c ± 3.8 24.6 a,f ± 2.0 109.1 g ± 6.0 

NO-3 62.7 g ± 0.4 30.5 a,c ± 0.3 25.6 a,f ± 0.3 118.7 g ± 1.0 

RO-1 32.3 d ± 2.0 20.0 d ± 1.0 16.3 d ± 0.6 68.6 d ± 3.2 

1 mg de curcuminoide/g de material seco.  2 Los valores se expresan como media ± desviación 

estándar (D.S.).  3 Diferentes letras de superíndice en la misma columna indican que las 

diferencias son significativas con p < 0.05 utilizando el análisis unidireccional de varianza 

(ANOVA) con un Tukey post hoc como prueba estadística. 

Los reportes de la literatura muestran variabilidad en TC. Por ejemplo, estudios en rizomas de 

cúrcuma de China84 y Tailandia85 reportan valores que oscilan entre 5.9 y 28.3 mg/g de material 

seco, menores a los resultados de TC obtenidos para las muestras analizadas en el presente estudio.  
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Por otro lado, resultados en rizomas de la India86 reportan valores de TC entre 1.4 y 51.2 mg/g de 

material seco, donde solo la muestra RN-4 muestra un valor dentro de este rango, mientras que las 

otras once muestras costarricenses exhiben mayor contenido.  

En términos de extracto, los resultados para las 12 muestras oscilan entre 379.3 y 833.3 mg de 

TC/g de extracto. Entre las doce muestras estudiadas, las muestras NE-1 y NO-3 presentaron 

extractos especialmente ricos con un TC de 814.1 y 833.3 mg/g de extracto, respectivamente. En 

comparación con la literatura, los resultados obtenidos en el presente estudio se encuentran en el 

rango de valores reportados para muestras de India y Malasia, que oscilan entre 435–751 mg de 

TC/g de extracto.87,88 

En cuanto a los tres curcuminoides individuales, los resultados muestran que CUR presenta el 

mayor contenido en las doce muestras, mientras que BDM es el curcuminoide con el contenido 

más bajo. El contenido promedio de CUR para todas las muestras es de 42.5 mg/g de material seco 

en comparación con un promedio de 28.3 mg/g de material seco para DMC y 19.7 mg/g de material 

seco para BDM, lo que indica a CUR con un contenido promedio 1.5 y 2.1 veces mayor que los 

respectivos curcuminoides. La distribución de los contenidos de CUR, DMC y BDM en las 

muestras presenta variabilidad, con NO-3 mostrando el mayor porcentaje de CUR (52.8%), 

mientras que NE-1 muestra el mayor porcentaje de DMC (37.0%) y RN-3 tiene el porcentaje más 

alto para BDM (26.0%). La muestra NE-1 presenta el mayor porcentaje de los metabolitos 

secundarios DMC y BDM, donde estos corresponden al 59.4% del contenido de TC. Por otro lado, 

DMC y BDM muestran porcentaje más bajo en NO-3, donde representan el 47.2% del contenido 

de TC. Estos resultados son consistentes con resultados previamente reportados en la literatura que 

indican que CUR es el curcuminoide más abundante y que existe variabilidad en la proporción de 

curcuminoides en las muestras. 84,89 

En cuanto a los contenidos de los curcuminoides, los resultados muestran que la proporción de 

cada curcuminoide en el contenido total de los doce rizomas de cúrcuma estudiados oscila entre 

40.6% a 52.9% para CUR, 25.5% a 35.3% para DMC y 18.1% a 26.0% para BDM, mientras que 

otros estudios en rizomas de China, India y Malasia indican que CUR representa de un 52.4 a 

68.0%, DMC corresponde de un 16.6 a 32.6% y BDM oscila de un 14.0 a 17.7%. 84,87,88 

Finalmente, el contenido total de los metabolitos secundarios DMC y BDM para estos rizomas 
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oscila entre 32.0 y 46.8%, mientras que en los rizomas de Costa Rica presenta valores más altos, 

entre 47.2% y 59.4% en las doce muestras. 

3.4 Perfil polifenólico de rizomas de C. longa mediante análisis UHPLC-ESI-MS 

A través del análisis UHPLC-QTOF-ESI MS se identificaron 33 compuestos polifenólicos en 

rizomas costarricenses (n = 12) de C. longa. La Figura 10 muestra los cromatogramas para estos 

compuestos.90  

 

 

Figura 10. Cromatogramas UHPLC QTOF-ESI MS de iones extraídos de curcuminoides de 

rizomas de C. longa utilizando un espectrómetro de masas Xevo G2-XS QTOF (Waters™, 

Wilmslow, Reino Unido) en un rango de masa de 100 a 1000 amu.90 
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El Cuadro VII resume los resultados del análisis para los 33 curcuminoides en las muestras de C. 

longa costarricenses (n = 12). 

Cuadro VII. Perfil de los compuestos fenólicos identificados por UHPLC-QTOF-ESI MS en 

rizomas de Cúrcuma longa de Costa Rica. 

Pico Identificación tentativa90 Rt 
(min) 

Fórmula 
molecular 

[M + H] + 
Observado 

MS2 

Fragmentos 
Muestras 1 

1 
5-hidroxi-1,7-bis(4-

hidroxifenil)hept-1-en-3-ona 
7.39 C19H21O4 313.1422 

147, 163, 133, 
107 

RN-1, RN-2, NE-3, NE-4, 
NO-1 

2 
1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)pent-

1-en-3-ona 
8.41 C19H21O5 329.1383 137 

NE-1, NE-2, NE-3, NE-4, 
NO-2, NO-3, RO-1 

3 
4-(4-hidroxifenil)-2-oxobut-3-en-1-il 

3-(4-hidroxifenil)acrilato 
11.47 C19H17O5 325.1075 147 

RN-1, RN-4, NE-1, NE-2, 
NE-3, NE-4, NO-3, RO-1 

4 Tetrahidrobisdemetoxicurcumina 11.60 C19H21O4 313.1422 149, 107 
RN-3, NE-1, NE-3, NE-4, 

RO-1 

5 Calebin-A 11.71 C21H21O7 385.1276 177 
RN-2, RN-3, NE-1, NE-3, 

NE-4, NO-1, NO-2 

6 
2-(3,4-dihidroxibencilideno)-5-(-4-
hidroxiestirilo)furano-3(2H)-ona 

11.74 C19H15O5 323.0922 123, 147 
RN-2, RN-3, RN-4, NE-1, 
NE-3, NE-4, NO-2, NO-3, 

RO-1 

7 curcumalongina A 11.83 C20H17O6 353.1024 
147, 153, 171, 
269, 293, 321, 

338 

RN-2, RN-3, RN-4, NE-1, 
NE-2, NE-4, NO-1, NO-3 

8 curcumalongina B 12.11 C21H19O7 383.1140 
123, 145, 153, 
177, 201, 294, 

350, 368 

RN-2, RN-4, NE-1, NE-2, 
NE-4, NO-1, NO-3 

9 
2-(3,4-dihidroxibencilideno)-5-(4-
hidroxi-3-metoxiestirelo)furano-

3(2H)-ona 
12.19 C20H17O6 353.1024 

123, 150, 153, 
177, 337, 338 

RN-1, RN-2, RN-3, RN-4, 
NE-1, NE-2, NE-3, NE-4, 
NO-1, NO-2, NO-3, RO-1 

10 
5-hidroxi-1,7-bis(4-hidroxi-3-
metoxifenil)hept-1-en-3-ona 

12.39 C21H25O6 373.1652 
145, 163, 177, 

137 

RN-1, RN-2, RN-3, RN-4, 
NE-1, NE-2, NE-3, NE-4, 
NO-1, NO-2, NO-3, RO-1 

11 
1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-5-(4-

hidroxifenil)penta-1,4-dieno-3-ona 
13.52 C18H17O4 297.1105 

107, 119, 137, 
145, 147, 173, 

177 

RN-1, RN-3, NE-1, NE-2, 
NE-4, NO-3 

12 
1,5-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,4-

pentadieno-3-ona 
13.97 C19H19O5 327.1216 

137, 145, 177 

 

RN-1, NE-1, NE-2, NE-3, 
NE-4, NO-1, NO-2, NO-3, 

RO-1 
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Pico Identificación tentativa90 Rt 
(min) 

Fórmula 
molecular 

[M + H] + 
Observado 

MS2 

Fragmentos 
Muestras 1 

13 
1,7-bis(4-hidroxifenil)-1,4,6-

heptatrieno-3-ona 
15.13 C19H17O3 293.1167 

107, 131, 147, 
173, 199, 225 

RN-1, RN-2, RN-4, NE-1, 
NE-2, NE-3, NE-4, NO-1, 

NO-2, RO-1 

14 
1-(4-hidroxifenil)-7-fenilhept-1-ene-

3,5-diona 
15.52 C19H19O3 295.1313 105, 119, 147 

RN-1, RN-2, RN-3, RN-4, 
NE-1, NE-2, NE-4, NO-1, 

NO-2, NO-3, RO-1 

15 
1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-7-(4-

hidroxifenil)hepta-1,4,6-trien-3-ona 
15.67 C20H19O4 323.1253 

107, 131, 137, 
161, 177, 229 

RN-2, RN-3, NE-1, NE-2, 
NE-3, NE-4, NO-1, NO-3 

16 
1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-

1,4,6-heptatrieno-3-ona 
16.18 C21H21O5 353.1370 

137, 145, 161, 
177, 225 

RN-1, RN-4, NE-1, NE-2, 
NE-3, NE-4, NO-2, NO-3 

17 Curcumalongina C 16.21 C21H21O7 385.1276 
117, 133, 145, 
161, 177, 193, 

195, 219 

RN-1, RN-2, NE-1, NE-2, 
NE-3, NE-4, NO-2, NO-3, 

RO-1 

18 
7-(3,4-dimetoxifenil)-1-(4-

hidroxifenil)hept-1-ene-3,5-diona 
16.46 C21H23O5 355.1512 119, 147 

RN-2, NE-1, NE-2, NE-4, 
NO-1 

19 
2-(4-hidroxi-3-metoxibencilideno)-5-
(-4-hidroxi-3-metoxiestirelo)furano-

3(2H)-ona 
16.56 C21H19O6 367.1176 

137, 177, 201, 
323 

RN-1, RN-2, RN-3, RN-4, 
NE-1, NE-2, NE-3, NE-4, 
NO-1, NO-2, NO-3, RO-1 

20 Octahidrobisdemethoxycurcumin 17.25 C19H25O4 317.1733 
107, 147, 161, 

281 
RN-2, RN-3, NE-1, NE-2, 

NE-4, NO-1 

21 
7-(3,4-dimetoxifenil)-5-hidroxi-1-(4-
hidroxi-3-metoxifenilo)hept-1-en-3-

ona 
17.75 C22H27O6 387.1826 145, 177, 219 

RN-1, RN-3, NE-1, NE-4, 
NO-3 

22 Bisdemetoxicurcumina 17.90 C19H17O4 309.1137 147, 225 
RN-1, RN-2, RN-3, RN-4, 
NE-1, NE-2, NE-3, NE-4, 
NO-1, NO-2, NO-3, RO-1 

23 
1,7-bis(3,4-dihidroxifenil)-5-

hidroxihept-1-en-3-ona 
18.18 C19H21O6 345.1336 

161, 149, 123, 
147 

RN-1, RN-2, RN-4, NE-1, 
NE-2, NE-3, NE-4, NO-1, 

NO-2, NO-3, RO-1 

24 Dihidrodemetoxicurcumina 18.43 C20H21O5 341.1379 
119, 145, 147, 

177 
RN-2, RN-3, NE-1, NE-4, 

NO-2, NO-3 

25 Demetoxicurcumina 18.46 C20H19O5 339.1262 
117, 119, 131, 
145, 147, 177, 

195, 223 

RN-1, RN-2, RN-3, RN-4, 
NE-1, NE-2, NE-3, NE-4, 
NO-1, NO-2, NO-3, RO-1 

26 Artamenona 18.51 C17H17O3 269.1168 119, 107 
RN-2, RN-3, NE-1, NE-4, 

NO-1, NO-3 

27 
1-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenilo)-7-

(4-hidroxi-3-metoxifenilo)-1,6-
heptadieno-3, 5-diona 

18.61 C22H23O7 399.1408 
145, 147, 161, 

177, 209 

RN-1, RN-2, RN-4, NE-1, 
NE-2, NE-3, NE-4, NO-1, 

NO-2, NO-3 
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Pico Identificación tentativa90 Rt 
(min) 

Fórmula 
molecular 

[M + H] + 
Observado 

MS2 

Fragmentos 
Muestras 1 

28 Curcumina 19.03 C21H21O6 369.1358 
117, 145, 161, 
177, 219, 225 

RN-1, RN-2, RN-3, RN-4, 
NE-1, NE-2, NE-3, NE-4, 
NO-1, NO-2, NO-3, RO-1 

29 
5-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-

hidroxifenil)pent-1-en-3-ona 
19.07 C18H19O4 299.1281 137 

RN-1, RN-3, NE-4, NO-2, 
NO-3 

30 
2-(3,4-dihidroxi-5-

metoxibencilideno)-5-(-3,4-
dimetoxiestirelo)furano-3(2H)-ona 

22.15 C22H21O7 397.1262 191, 153 
RN-1, RN-2, RN-4, NE-1, 
NE-2, NE-3, NE-4, NO-3 

31 
2-(4-hidroxi-3-metoxibencilideno)-5-
(-4-hidroxiestirilo)furano-3(2H)-ona 

22.88 C20H17O5 337.1054 137, 147 
RN-1, RN-2, RN-3, RN-4, 
NE-1, NE-2, NE-3, NE-4, 
NO-1, NO-2, NO-3, RO-1 

32 
2-(4-hidroxibencilideno)-5-(-4-

hidroxiestirilo)furano-3(2H)-ona 
26.16 C19H15O4 307.0948 107, 147 

RN-1, RN-2, RN-4, NE-1, 
NE-2, NE-3, NE-4, NO-1, 

NO-2, NO-3, RO-1 

33 
4,4'-(3,5-dihidroxiheptano-1,7-

diil)bis(benceno-1,2-diol) 
28.14 C19H25O6 349.164 149, 163, 177 

NE-1, NE-2, NE-4, NO-2, 
NO-3 

1 Regiones: Norte (RN), Noreste (NE), Noroeste (NO), Oeste (RO). 

En comparación con la literatura, los resultados encontrados en los rizomas costarricenses se 

alinean con reportes previos en cuanto a la diversidad de estructuras para los diferentes 

curcuminoides identificados.91,92 

 
3.5 Evaluación del potencial antioxidante de las muestras extraídas por medio del método 

optimizado del PLE 

El potencial antioxidante de los extractos de C. longa, obtenidos a partir del método optimizado 

de PLE, se estudió por medio de dos métodos, el análisis de Folin-Ciocalteu y la evaluación de 

actividad antioxidante por DPPH. Los resultados obtenidos se detallan a continuación.  

3.5.1 Capacidad reductora a partir de la valoración Folin-Ciocalteu para las muestras 

extraídas por medio del método optimizado del PLE 

Estudios recientes en polifenoles con diferentes estructuras han demostrado que la determinación 

de Folin-Ciocalteu, ampliamente utilizada para evaluar el contenido polifenólico total, es un 

método adecuado para evaluar la capacidad reductora polifenólica, 80,93 el cual se ejerce a través 

de un mecanismo de transferencia de un único electrón (SET, Single Electron Transfer).94,95 El 
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Cuadro IX resume los resultados de capacidad reductora a partir del método de Folin-Ciocalteu 

(FC) en los extractos obtenidos por medio de PLE de los rizomas de C. longa (n = 12) en estudio. 

 

Cuadro IX. Capacidad reductora a partir de la valoración Folin-Ciocalteu para los extractos de C. 

longa (n=12) 

Producto FC (mg GAE/g) 1,2,3 Producto FC (mg GAE/g) 1,2,3 

RN-1 250.0 al ± 6.5 NE-3 281.9 c ± 1.5 

RN-2 224.5 b ± 5.4 NE-4 287.8 c ± 4.8 

RN-3 228.0 b ± 5.6 NO-1 219.8 b ± 2.3 

RN-4 214.8 b ± 4.7 NO-2 260.2 a,d ± 3.8 

NE-1 278.8 c ± 2.0 NO-3 301.0 e ± 3.3 

NE-2 267.1 d ± 2.6 RO-1 229.2 b ± 0.3 

1 mg de ácido gálico equivalente (GAE)/g de extracto.  2 Los valores se expresan como media ± 

desviación estándar (D.S.).  3 Las diferentes letras de superíndice indican que las diferencias son 

significativas en p < 0.05 utilizando el análisis unidireccional de varianza (ANOVA) con un 

Tukey post hoc como prueba estadística. 

Los resultados de FC muestran valores que van desde 214.8 mg equivalentes de ácido gálico 

(GAE)/g de extracto a 301.0 mg GAE/g de extracto. El análisis ANOVA unidireccional seguido 

de la prueba post hoc de Tukey mostró una diferencia significativa (p < 0.05) entre las muestras 

de RN y NE. Las muestras de la región NE presentan los resultados más altos, con un valor 

promedio de FC de 260.3 mg GAE/g de extracto en comparación con los resultados de las muestras 

de la región RN, que exhiben un promedio de 229.3 mg GAE/g de extracto, 12% más bajo.  

A nivel individual, RN-4 muestra el valor más bajo (214.8 mg GAE/g de extracto) entre las 12 

muestras, seguida de NO-1 (219.8 mg GAE/g de extracto), mientras que NO-3 muestra el valor 

más alto (301.0 mg GAE/g de extracto). Esto indica una alta diversidad entre las muestras de la 

región NO, mientras que las muestras de la región NE y RN muestran resultados más homogéneos.  

Estudios previos reportados en la literatura han mostrado variabilidad en los resultados de FC para 

rizomas de cúrcuma. Por ejemplo, estudios en muestras de Malasia88 y Tailandia85 reportan valores 

que oscilan entre 221.7 y 317.6 mg de GAE/g de extracto, similares a los resultados obtenidos en 

el presente trabajo. En términos de material seco, un estudio en muestras de Tailandia96 mostró 
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resultados entre 42.1 y 50.6 mg GAE/g de material seco, en un rango similar a los resultados 

obtenidos para los extractos de muestras de Costa Rica, cuyos valores se encontraron entre 33.3 y 

45.2 mg GAE/g de material seco. Por otro lado, evaluaciones en muestras de Corea97 e India86 

reportaron valores de FC entre 2.6 y 10.0 mg de GAE/g de material seco, más bajos que los 

resultados obtenidos en extractos de cúrcuma costarricense.   

Los resultados del análisis UHPLC-DAD de TC siguen una tendencia similar a la de los resultados 

obtenidos en la evaluación de capacidad reductora de FC. Por ejemplo, la muestra RN-4 con el 

contenido más pobre de TC (49.9 mg/g de material seco) también presentó el valor de FC más bajo 

y las muestras NO-3 y NE-1, las cuales presentaron el contenido de TC más alto (118.7 y 125.0 

mg/g de material seco respectivamente), también mostraron los resultados más altos de FC. 

Con el fin de profundizar en esta observación, se realizó un análisis de correlación entre los 

resultados de la evaluación de FC y TC, determinado por UHPLC-DAD, obtenidos en todas las 

muestras (n = 12), como se observa en la Figura 11.a. Además, se evaluó la correlación entre FC 

y los contenidos individuales de curcuminoides determinados por UHPLC-DAD (CUR, DMC y 

BDM). 

(a)   (b)  

Figura 11. Correlación de los resultados de capacidad reductora de Folin-Ciocalteu (FC) y: (a) 

curcuminoides totales (TC) por UHPLC-DAD, (b) contenidos de curcumina (CUR por UHPLC-

DAD. 

Los resultados mostraron correlación positiva entre FC y TC (r = 0.833, p < 0.05). Con respecto a 

los curcuminoides individuales, la mayor correlación se obtuvo con CUR, donde los resultados 

indicaron una alta correlación positiva con FC (r = 0.867, p < 0.05), como se muestra en la Figura 

11b. Este resultado es consistente con estudios previos para FC, que indican que al reemplazar un 
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hidrógeno por un grupo metoxilo, un donante de electrones, se promueve la transferencia de 

electrones, aumentando así la capacidad reductora de una molécula.80,98,99 Este es el caso de la 

estructura de CUR, que contiene dos grupos metoxilo en comparación con DMC con solo un grupo 

metoxilo y BDM que no tiene ningún grupo metoxilo. 

3.5.2 Evaluación del potencial antioxidante por medio del método DPPH para las muestras 

extraídas con el método optimizado del PLE 

La capacidad de eliminar los radicales libres se puede evaluar convenientemente a través de la 

reacción con un radical libre estable como el DPPH.100 Estudios cinéticos para este ensayo han 

demostrado que el paso determinante de la velocidad de reacción implica una rápida transferencia 

de electrones de los aniones fenóxido al DPPH, lo que se favorece con disolventes orgánicos 

próticos,101 como el MeOH, utilizado como medio para la determinación. Los resultados de la 

evaluación de actividad antioxidante por medio del ensayo DPPH en rizomas de C. longa (n = 12) 

se presentan en el Cuadro X. 

Cuadro X. Capacidad antioxidante, expresada como IC50, obtenida para las muestras 

regionales de Costa Rica en estudio. 

Producto IC50 (μg/mL) 1,2 Producto IC50 (μg/mL) 1,2 

RN-1 21.22 al ± 0.19 NE-3 19.04 f,g ± 0.65 

RN-2 23.32 b ± 0.25 NE-4 18.51 h ± 0.09 

RN-3 28.01 c ± 0.52 NO-1 25.07 f ± 0.72 

RN-4 29.12 d ± 0.88 NO-2 19.41 b ± 0.16 

NE-1 16.07 e ± 0.10 NO-3 15.21 g ± 0.01 

NE-2 19.27 f,g ± 0.05 RO-1 22.92 e ± 0.03 

1 Los valores se expresan como media ± desviación estándar (D.S.).  2 Diferentes letras de 

superíndice indican que las diferencias son significativas en p < 0.05 utilizando el análisis 

unidireccional de varianza (ANOVA) con un Tukey post hoc como prueba estadística. 

Los hallazgos de la evaluación de la actividad antioxidante por medio del método DPPH muestran 

la misma tendencia observada para la determinación de la capacidad reductora de FC y contenidos 

de TC. Por ejemplo, para las muestras NO-3 y NE-1, las cuales poseen los valores más altos de 

TC, se obtuvieron los valores más bajos de IC50 (15.21 y 16.07 μg/mL respectivamente), por lo 

tanto, exhibieron una mayor actividad antioxidante.  
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El ANOVA unidireccional seguido de una prueba post-hoc de Tukey mostró diferencias 

significativas (p < 0.05) para las muestras de las regiones RN y NE. Las muestras de RN-1 a RN-

4 presentaron los valores más altos, con un IC50 promedio de 25.42 μg/mL, lo que representa una 

menor actividad antioxidante. En contraste, las muestras de NE-1 a NE-4 mostraron el IC50 

promedio más bajo, 18.22 μg/mL, correspondiente a una mayor actividad antioxidante. Estas 

observaciones son consistentes con los resultados obtenidos para FC y TC. Asimismo, se evaluó 

la actividad antioxidante por el método DPPH del estándar Trolox, el cual presentó un IC50 de 5.62 

μg/mL. A partir de este valor este valor, se obtuvieron las actividades antioxidantes de los extractos 

expresadas como equivalentes de Trolox, cuyos valores de IC50 se encontraron en un rango entre 

0.19 y 0.37 μg TE/mL. 

En comparación con la literatura, estudios en rizomas de India86 y Tailandia85 han reportado 

valores de IC50 que oscilan entre 78.17 y 294.8 μg de material seco/mL, en un rango similar al de 

las muestras del presente estudio, que expresadas en términos de masa seca oscilan entre 101.4 y 

194.1 μg de material seco/mL. Estudios de actividad antioxidante por DPPH en extractos de 

rizomas de otras especies de cúrcuma han mostrado variabilidad, por ejemplo, los extractos de 

rizomas de Curcuma amada presentaron un IC50 de 22.01 μg/mL,102 similar a los resultados del 

presente estudio, mientras que los rizomas de Curcuma caesia exhibieron un IC50 de 94 μg/mL,103 

mostrando así una menor actividad antioxidante que los extractos de las muestras costarricenses 

de Curcuma longa.  

A nivel individual, la muestra NO-3 presentó la mayor actividad antioxidante (IC50 15.21 μg/mL), 

seguida de NE-1 (IC50 16.07 μg/mL) y NE-4 (IC50 18.51 μg/mL). Estos resultados, 

complementados con los resultados obtenidos para FC y TC, sugieren que no solo el contenido de 

curcuminoides totales TC es importante para la actividad antioxidante, sino que también podría 

estar influenciado por el porcentaje de CUR presente. A pesar de no tener el mayor contenido de 

TC, NO-3 presenta el mayor porcentaje de CUR (52.8%) en comparación con NE-1 (40.6%) y 

NE-4 (47.5%). Por otro lado, aunque con menor porcentaje, NE-1 presenta mayor contenido de 

CUR que NE-4. Estas observaciones son consistentes con la tendencia observada en el IC50 de las 

muestras y también es consistente con resultados reportados previamente para la actividad 

antioxidante de los principales curcuminoides, que indican que CUR presenta la mayor actividad 
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antioxidante de los tres, por lo que actúa como el principal contribuyente al potencial 

antioxidante.104 

Se realizó un análisis de correlación entre la actividad antioxidante determinada por DPPH con los 

resultados de capacidad reductora FC, así como con el contenido TC, como se muestra en la Figura 

12. 

 

Figura 12. Correlación de la actividad antioxidante evaluada por el método DPPH con: (a) 

resultados de Folin-Ciocalteu (FC); (b) contenido total de curcuminoides (TC) medido por 

UHPLC-DAD; (c) contenido de curcumina (CUR) medido por UHPLC-DAD. 

Los resultados mostraron una correlación negativa significativa (p < 0.05) para los valores de 

DPPH y los resultados de FC (r = −0.890). Además, los resultados de DPPH y el contenido de TC 

de la cuantificación por UHPLC-DAD también mostraron una correlación negativa 

significativamente alta (r = −0.911, p < 0.05).  Estos resultados concuerdan con reportes anteriores 

que muestran correlación para los resultados de DPPH y FC en polifenoles.105,106 
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Además, también se evaluó la correlación entre los valores de DPPH y los contenidos de 

curcuminoides individuales determinados por UHPLC-DAD. Se mostró una correlación negativa 

significativa para los resultados de DPPH y los contenidos de CUR (r = −0.898, p < 0.05), como 

se muestra en la Figura 12c, la cual presentó la mayor correlación de los tres. Este resultado es 

consistente con reportes previos que indican que los grupos metoxilo facilitan la transferencia de 

electrones, como se mencionó anteriormente,80,98,99 donde la capacidad de reducción aumenta por 

la presencia de los dos grupos metoxilo en CUR, en comparación con uno en DMC y ninguno en 

BDM. 

3.6 Aislamiento y purificación de los tres curcuminoides principales  

3.6.1 Aislamiento por columna cromatográfica  

Se preparó una columna cromatográfica utilizando silica como fase estacionaria y un gradiente 

de elución de CHCl3:MeOH como fase móvil, las condiciones específicas se detallan en la sección 

experimental correspondiente. Partiendo de una masa de extracto de 2.6392 g, se obtuvieron 40 

fracciones, de las cuales de la 13 a la 16 correspondieron a DMC, con una masa de 101.2 mg, y 18 

a 22 correspondieron a BDM, con una masa de 307.6 mg, mientras que de la 9 a la 12 se obtuvo 

una mezcla de CUR mayoritariamente con DMC, con una masa de 1088.4 mg. El total de 

curcuminoides aislados a partir de la columna correspondió a un 56.7% de rendimiento de extracto, 

y a un 7.2% de rendimiento por masa seca.  

Los cromatogramas de los productos se muestran en la Figura 13. Un estudio por medio de 

HRMS permitió identificar los iones pseudomoleculares [M+H]+ a m/z 309.1137 (C19H17O4), 

339.1262 (C20H19O5) and 369.1358 (C21H21O6), para BDM, DMC y CUR respectivamente. Se 

encontraron asimismo fragmentos característicos a m/z 177, para CUR y DMC, así como a m/z 

147 para BDM y DMC, como se muestra en la Figura 14.90 Dichos iones y fragmentos fueron 

observados para los respectivos compuestos obtenidos del aislamiento por medio de UHPLC-

DAD-MS.  
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Figura 13. Cromatogramas de a) los tres curcuminoides, b) BDM, c) DMC, d) CUR con DMC. 
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Figura 14. Estructura de los curcuminoides aislados. 

 

Tanto BDM como DMC se han aislado previamente por medio de cromatografía,21,23 con purezas 

reportadas de 98.3% y 98.6%, respectivamente.23 En el presente trabajo, los análisis por UHPLC-

DAD-MS indicaron una purificación satisfactoria. En cuanto a la fracción de CUR con DMC, se 

procedió a purificar por medio de técnicas de cristalización. 
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3.6.2 Purificación de curcumina mediante cristalización 

Para la purificación de CUR se llevaron a cabo dos procesos de cristalización, cuyos resultados se 

muestran en la Figura 15. Después de la segunda cristalización se obtuvo una curcumina con un 

94.7% de pureza, comparable con resultados previos donde se obtuvieron purezas entre 92.57% y 

99.85% por medio de procesos de cristalización por enfriamiento controlado.22 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Cromatogramas obtenidos durante el proceso de purificación para a) fracción de la 

columna de curcumina y demetoxicurcumina, b) curcumina obtenida de la primera cristalización, 

c) curcumina obtenida de la segunda cristalización 

3.6.3 Caracterización por resonancia magnética nuclear (RMN) de los curcuminoides 

purificados 

Los resultados del análisis de RMN confirmaron el aislamiento y purificación de cada 

curcuminoide, cuyas estructuras se mostraron en la Figura 14. Los espectros de RMN se muestran 

en la Figura 16.  
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(I)  

(II)  

Figura 16. Espectros (I) 1H-RMN y (II) 13C-RMN para los curcuminoides aislados (a) CUR 

cristalizada, (b) DMC y (c) BDM. Las mediciones se realizaron en un instrumento Bruker de 400 

MHz. 
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En el análisis de RMN de CUR, las señales de 1H-RMN y 13C-RMN (Cuadro XI) son 

consistentes con las reportadas en la literatura para este compuesto.21,107,108 De forma 

característica, en el 13C-RMN, se observan los picos a 56.46 ppm y 184.76 ppm, correspondientes 

a los grupos metoxilo y a los carbonilos, respectivamente. Adicionalmente, en el 1H-RMN se 

observa el singulete a 3.94 ppm de los metoxilos.  

Cuadro XI. Señales de RMN (MeOD) de CUR aislada y purificada. Las mediciones se realizaron 
en un instrumento Bruker de 400 MHz. 

# C 13C (ppm) 1H (ppm) 

3, 5 184.76  

4’, 4’’ 150.49  

3’, 3’’ 149.43  

1, 7 142.14 7.60 (d, J=15.8 Hz, 2 H) 

1’, 1’’ 128.58  

6’, 6’’ 124.13 7.13 (dd, J=8.2, 1.9 Hz, 2 H) 

2, 6 122.26 6.65 (d, J=15.8 Hz, 2 H) 

5’, 5’’ 116.57 6.85 (d, J=8.2 Hz, 2 H) 

   

2’, 2’’ 111.72 7.24 (d, J=1.9 Hz, 2 H) 

4 101.98 5.99 (s, 2H) 

(C3’,C3’’)-O-CH3 56.46 3.94 (s, 6 H) 

 

En cuanto a las señales aromáticas, se muestra un patrón de desdoblamiento coincidente con 

un anillo 1,3,4-trisustiudo, debido a que el pico a 6.85 ppm (H5’, H5’’) posee un desdoblamiento 

con J=8.2 ppm, el cual es consistente con un acoplamiento al protón orto a 7.13 ppm (H6’, H6’’); 

este último observado como un doblete de dobletes con un segundo desdoblamiento de J=1.9 Hz 

por el acoplamiento con el protón a 4J en posición meta (7.24 ppm, H2’ y H2’’). 

Por otro lado, las señales de BDM, las cuales se presentan en el Cuadro XII, también 

coinciden con las reportadas en la literatura.21,107  
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Cuadro XII. Señales de RMN (MeOD) de BDM aislada. Las mediciones se realizaron en un 

instrumento Bruker de 400 MHz. 

# C 13C (ppm) 1H (ppm) 
3, 5 184.79  

4’, 4’’ 161.06  
1, 7 141.84 7.58 (d, J=15.8 Hz, 2 

H) 
2’, 2’’, 6’, 6’’ 131.14 7.49 (d, J=8.6 Hz, 4 H) 

1’, 1’’ 127.99  
2, 6 121.97 6.60 (d, J=15.8 Hz, 2 

H) 
3’, 3’’, 5’, 5’’ 116.88 6.83 (d, J=8.6 Hz, 4 H) 

4 101.88 5.94 (s, 2H) 
 

Distintivamente en 13C-RMN se observa la ausencia de señales de metoxilo, así como la 

presencia de señales que corresponden a un sistema aromático p-sustituido a 116.88 ppm y 131.14 

ppm, que deriva también en un menor número de señales de carbono en la región olefínica, así 

como el desplazamiento del pico de C4’ y C4’’ desde los 150.49 ppm en CUR hasta 161.06 ppm 

en BDM. 

En 1H-RMN, el cambio más significativo, además de la ausencia de señales de metoxilo, se 

observa en la región aromática con la desaparición de las señales a 7.13 ppm y 7.24 ppm, que son 

reemplazadas por un doblete a 7.49 ppm que forma parte del sistema p-sustituido junto con el pico 

a 6.83 ppm, con una constante de acoplamiento J=8.6 Hz, por tratarse de protones adyacentes en 

el anillo aromático. 

Por último, DMC presenta las señales que se resumen en el Cuadro XIII, donde se puede 

observar una mayor cantidad de señales tanto en 13C-RMN como en 1H-RMN debido a la pérdida 

de simetría en la molécula.  
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Cuadro XIII.Señales de RMN (MeOD) de DMC aislada. Las mediciones se realizaron en un 
instrumento Bruker de 400 MHz. 

# C 13C (ppm) 1H (ppm) 
5 184.81  
3 184.76  
4’ 161.09  
4’’ 150.47  
3’’ 149.42  
1, 7 142.13 7.59 (d, J=15.8 Hz) 

2’, 6’ 131.5 7.51 (d, 8.7 Hz) 
1’’ 128.58  
1’ 127.99  
6’’ 124.12 7.12 (dd, J=8.2, 1.9 Hz) 
6 122.29 6.64 (d, J=15.8 Hz) 
2 122.25 6.61 (d, J=15.6 Hz) 

5’’ 116.89 6.84 (d, J=8.2 Hz) 
3’, 5’ 116.57 6.84 (d, J=8.2 Hz) 

2’’ 111.73 7.23 (d, J=1.9 Hz) 
4 102.00 5.98 (s) 

(C3’’)-O-CH3 56.45 3.93 (s) 
 

En cuanto a las señales observadas, los picos coinciden en desplazamiento ya sea con CUR 

o con BDM, y esto se debe a que posee en una sección presenta el anillo aromático con metoxilo 

(semejante a CUR) pero en la otra sección de la molécula tiene un anillo aromático p-sustituido 

(similar a BDM).108 

3.7 Preparación y caracterización de las nanopartículas híbridas lípido-polímero de CUR  

Se prepararon nanopartículas híbridas lípido-polímero (LPN) con CUR previamente purificada 

utilizando un método previamente optimizado,82 como se describió en la sección experimental 

respectiva. Las nanopartículas se denominaron LPN-CUR y su caracterización se detalla a 

continuación. 

La espectroscopía FT-IR es una técnica apropiada para confirmar la encapsulación y brindar 

información acerca de la naturaleza de la posible interacción química que rige la unión entre el 

fármaco y los componentes centrales durante el proceso de preparación,82,109 por lo que se llevó a 

cabo la determinación de los espectros FT-IR de PLU, las nanopartículas blanco LPN-BL, CUR 
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libre y LPN-CUR entre 4000 y 800 cm−1.  Los resultados se muestran en la Figura 17. Las 

principales señales de CUR en los espectros fueron consistentes con las señales previamente 

reportadas para este compuesto en estudios previos.82,110 

Los espectros FT-IR del LPN-CUR muestran los picos de absorción característicos de CUR, 

además de una mezcla de señales del curcuminoide, PLU y CHO. Por ejemplo, las señales a 1465 

cm−1 y 1046 cm−1 corresponden a las flexiones de CH2 y CH3 del anillo del CHO.111 Por otro lado, 

se observaron también las principales señales características de CUR, como la señal a 3339 cm−1, 

asociada con el estiramiento de los puentes de hidrógeno formados a través de los grupos -OH. En 

el espectro se pueden observar también señales a 2937 cm-1, asignada a las vibraciones de 

estiramiento de metilo (CH3), 2857 cm-1, asociada al estiramiento alifático C-H y 1648 cm-1, 

correspondiente al estiramiento C-H-C. Finalmente, la señal a 1352 cm-1 se asoció a la flexión en 

el plano del grupo O-H y la señal a 1055 cm-1 al estiramiento C-O. Estas señales de CUR en el 

espectro FT-IR de LPN-CUR son evidencia de que el fármaco se cargó en el núcleo de las 

nanopartículas preparadas.  

Las señales de PLU en los espectros FT-IR de LPN-CUR y el LPN-BL corresponden a 2896 cm-

1, correspondiente al estiramiento alifático C-H, 1369 cm-1, asignada a la flexión en el plano O-H, 

y 1045 cm-1, producto del estiramiento C-O del grupo éter alifático.112 Estas señales proporcionan 

información sobre la interacción entre el polímero y el fármaco, que de ocurrir resultaría en 

cambios de banda y ampliación en las señales de los grupos funcionales en los espectros FT-IR en 

comparación con los espectros de CUR libre y el polímero.113 El análisis espectral de LPN-BL y 

LPN-CUR mostró picos que fueron una suma de los picos característicos obtenidos con CUR y 

los componentes puros, lo que indica que no hay interacción entre los componentes estructurales 

del sistema y las moléculas de CUR.  Estos resultados comprueban que no hubo interacción 

química entre el compuesto de interés y el portador. Por su parte, el espectro FT-IR mostró una 

reducción en la nitidez de los picos en la nanoformulación híbrida en comparación con el fármaco 

puro.  
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Figura 17. Espectros FT-IR de LPN-BL, LPN-CUR, PLU y CUR. 

 

3.7.1 Porcentaje de eficiencia de encapsulación (%EE) 

El porcentaje de eficiencia de encapsulación (%EE) determina la cantidad de fármaco que se ha 

incorporado en el núcleo interno lipídico de la nanopartícula, y depende de distintos factores. Los 

%EE de LPN-CUR indicaron que CUR se cargó eficientemente en las nanopartículas, logrando 

una eficiencia de encapsulación del 99%. Este resultado es consistente con estudios previos para 

nanopartículas híbridas de DMC y BDM.82 El alto %EE está asociado con la fuerte interacción 

entre los grupos fenilo de la CUR cargada en el núcleo interno con el lípido. Por su parte, PLU 

proporciona las fuerzas para la formación de las nanopartículas por medio de la atracción entre los 

grupos alquilo del polímero y los grupos aromáticos de CUR.114 Debido esta naturaleza anfifílica, 

el núcleo externo de la nanopartícula se auto agrega en soluciones acuosas para formar micelas 

esféricas con coronas hidrofóbicas PEO-PPO-PEO. 
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3.7.2 Tamaño y morfología de las partículas 

Los valores medios de tamaño y distribución de tamaño de partícula son parámetros 

fisicoquímicos que deben ser modulados para el desarrollo óptimo de una nanoformulación. 

El tamaño medio de partícula y el índice de polidispersidad (PDI) de la formulación LPN-CUR 

se muestran en el Cuadro XIV. El tamaño mínimo alcanzable depende de factores como la 

viscosidad de los materiales y los parámetros de homogeneización. En un estudio previo se 

determinó que una alta velocidad de homogeneización (<16000 rpm) facilita la obtención de 

tamaños de partícula más pequeños.82 Al aplicar estos parámetros a la preparación de LPN-

CUR, se logró la formación de nanopartículas con un tamaño inferior a los 50 nm.  

Por otro lado, el PDI es una medida adimensional de la amplitud de la distribución del tamaño 

de partícula,115,116 y su valor debe ser inferior a 0.3, para que la muestra presente un 

comportamiento monodisperso.117,118 El PDI de LPN-CUR se encontró entre 0.0 y 0.3, lo que 

indicó que el tamaño de partícula exhibió una distribución estrecha y la formulación de 

nanopartículas fue adecuada.119  

Cuadro XIV. Características físicas de LPN-CUR.  

Formulación Tamaño promedio 
(nm) 

Índice de 
polidispersidad 

(PDI) 
CUR-NP 49.5 ± 0.8 0.27 ± 0.03 

 

En cuanto a la morfología de la nanopartícula, está puede ser observada mediante micrografías 

TEM, las cuales se muestran en la Figura 18. Como se observa en dicha figura, las 

nanopartículas LPN-CUR presentaron una forma esférica lisa y porosa. con un diámetro 

promedio de 50 nm, consistente con las mediciones dinámicas de dispersión de luz. Las 

nanopartículas mostraron una capa externa más clara, que puede corresponder a la membrana 

lipídica externa, y un núcleo interno más oscuro, el cual contenía la CUR cargada. Dichas 

observaciones fueron consistentes con resultados previamente reportados.120 
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Figura 18.  Imágenes HR-TEM e histograma de distribución de tamaño de LPN-CUR. 

3.7.3 Perfil de liberación in vitro 

La liberación in vitro de LPN-CUR y CUR libre se estudió en dos medios de disolución 

diferentes, en agua (MD1) y en un medio acuoso de buffer de fosfato con pH regulado a 6.8 y 

con un 20% de MeOH (MD2). El estudio se realizó durante un período de 120 min, como se 

muestra en la Figura 19.   

Aunque no se recomienda el uso de agua como medio de liberación o disolución para 

moléculas poco solubles en agua, se probó este medio con la intención de evaluar la mejora de 

la solubilidad acuosa ejercida por el nanosistema preparado. El perfil de liberación de la CUR 

nanoencapsulada en agua fue mayor que el perfil de disolución obtenido para la CUR libre. 

Esta mayor liberación se puede atribuir a la interacción hidrofóbica entre el curcuminoide y la 

bicapa de la nanopartícula, ya que la interacción hidrofóbica se debilita, el núcleo de la capa 

de PLU se rompe y esta puede presentar una liberación rápida y continua de la molécula.121 

Existen además otros factores diversos que pueden contribuir a una liberación eficiente, como 

un alto coeficiente de difusión debido al pequeño tamaño molecular, la baja viscosidad en la 

matriz, una alta área superficial y una corta distancia de difusión δ para el fármaco (es decir, 

liberación desde la región de la superficie externa de la nanopartícula).122-124  Los resultados 

comprobaron la mejora en la solubilidad acuosa de CUR por medio de la nanoencapsulación. 

Por otro lado, en el estudio del perfil de liberación en el buffer de fosfatos (pH 6.8), CUR libre 

y LPN-CUR mostraron un comportamiento similar durante los primeros 30 minutos, después 

los resultados indicaron una mayor liberación de CUR libre con respecto a LPN-CUR. Dicho 

comportamiento puede estar asociado a la presencia del MeOH, que provoca una liberación 
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explosiva del curcuminoide libre, mientras que la curcumina nanoencapsulada presentó una 

tasa de liberación más controlada en el tiempo con respecto a la de CUR libre. 

  

 

Figura 19.  Perfil de liberación de LPN-CUR y tasa de disolución de CUR libre en dos 

medios de disolución. Las barras de error representan la desviación estándar de la 

concentración de CUR en los triplicados. 
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3.8 Evaluación de actividades biológicas in vitro de las nanopartículas preparadas 

3.8.1 Evaluación de la actividad antioxidante de la CUR libre y LPN-CUR 

La actividad antioxidante de la CUR libre y nanoencapsulada se estudió mediante análisis 

DPPH, tal y como se describe en la sección experimental respectiva. Los resultados se 

muestran en el Cuadro XV. 

Cuadro XV. Actividad antioxidante de CUR libre y nanoencapsulada. 

 IC50 (μ g/mL) 1,2 

 Etanol Agua Nanopartículas3 

CUR 9.60a ± 0. 12 2444.80b ± 19.68 9.55a ± 0. 18 

1 IC50 se encuentran expresado en unidades de μg de curcumina aislada /mL.   2 Los 
valores se expresan como media ± desviación estándar (DE).  3 Muestras de 

nanopartículas se prepararon en agua.  4 Diferentes letras de superíndice indican que las 
diferencias son significativas con p < 0.05 utilizando el análisis unidireccional de 

varianza (ANOVA) con un Tukey post hoc como prueba estadística. 

 

En primer lugar, los resultados para CUR libre en EtOH presentaron un IC50 significativamente 

más bajo, por lo tanto, una mayor actividad antioxidante, con respecto a CUR libre en solución 

acuosa. Dichos resultados son consistentes con el comportamiento esperado para CUR debido a 

su baja solubilidad en agua.125 Por otro lado, las nanopartículas de CUR mostraron una 

disminución importante en el IC50 con respecto a CUR libre preparada en solución acuosa, por lo 

tanto, una mayor actividad antioxidante.  

El análisis unidireccional ANOVA indicó que el IC50 de nanopartículas de CUR no mostró una 

diferencia significativa (p < 0.05) con respecto a CUR libre en solución etanólica, lo que demuestra 

que la actividad antioxidante se vio significativamente mejorada con la nanoencapsulación. Estas 

observaciones son consistentes con resultados previos obtenidos para formulaciones de 

nanopartículas de mezclas curcuminoides69 y curcuminoides individuales CUR,47,126 BDM y 

DMC.82 
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3.8.2 Evaluación de la actividad citotóxica por el método MTT de CUR libre, LPN-BL y 

LPN-CUR. 

En primer lugar, se llevó a cabo el estudio de citotoxicidad de CUR libre, purificada en este trabajo 

de investigación, en dos líneas celulares tumorales: células de adenocarcinoma gástrico (AGS) y 

de colon (SW-620). Los resultados obtenidos, expresados como IC50, es decir la concentración a 

la que se logró una actividad citotóxica del 50%, para las células AGS fue de 11.9 ± 1.0 μg/mL 

(32.5 ± 2.8 μM) y para las células SW-620 fue de 8.5 ± 0.6 μg/mL (23.1 ± 1.4 μM). Estudios 

previos han reportado valores de IC50 para CUR por encima de 16 μM127 y 10 μM128 en células 

SW-620.  Otros estudios de CUR en distintas células tumorales de colon, reportaron IC50 de 50 

μM para líneas celulares HCT-116,129 13.9 μ M para las células HCT-1526 y 9.83 μM para las 

células DLD-1.130 Reportes de evaluaciones de citotoxicidad en células HT-29 reportaron un IC50 

para la CUR de 40.7 μM.131 Todos estos informes demostraron que el efecto citotóxico de la CUR 

purificada en el presente proyecto está en el rango de valores previamente reportados para otras 

líneas celulares tumorales de colon.  

Por otro lado, los estudios de citotoxicidad de CUR libre en solución acuosa han reportado que no 

se ha observado actividad citotóxica.132,133 Por esta razón, investigaciones recientes se han 

enfocado en el estudio de la nanoencapsulación como una alternativa para mejorar la solubilidad 

y la administración de la curcumina, y que esto pueda resultar en una mejora en la actividad en 

células de carcinoma.134,135 

Como se describió en la sección experimental correspondiente, la formulación de CUR 

nanoencapsulada en estudio se logró dispersar en el medio acuoso utilizado como medio de cultivo 

celular para el ensayo de citotoxicidad, evitando el uso de solventes como DMSO, 

tradicionalmente utilizados para disolver CUR.   

Los resultados obtenidos en la evaluación de la citotoxicidad, tanto para LPN-BL como para LPN-

CUR, se muestran en la Figura 20, representados como curvas de dosis-respuesta. Los resultados 

mostraron que la CUR nanoencapsulada presentó un efecto citotóxico dependiente de la dosis 

contra las células de adenocarcinoma gástrico (AGS) y colon (SW-620), después de 48h. El 

resultado expresado como IC50 para las células AGS (Figura 20.a) fue de 21.6 ± 0.8 μg/mL (58.6 

± 2.1 μM) y para las células SW-620 (Figura 20.b) fue de 12.5 ± 0.4 μg/mL (33.9 ± 1.0 μM). 
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Al presente, existen algunos reportes disponibles para estudios en carcinomas colorrectales. En 

comparación con los resultados del presente proyecto, la evaluación de citotoxicidad de 

nanocristales de celulosa de curcumina-Fe3O4 estabilizados con una emulsión Pickering no 

lograron alcanzar una actividad del 50% con 30 μg/mL, incluso después de 96h, contra células de 

carcinoma colorrectal (HCT-116).136 Por otro lado, estudios de citotoxicidad de nanopartículas de 

curcumina-quitosano en células de adenocarcinoma de colon diferentes (HT-29), reportaron 

valores de IC50 de 10.2 μM134 y 20 μM137 después de 48h de tratamiento, menores que los valores 

obtenidos en el presente estudio, lo que corresponde a una mejor actividad citotóxica. En células 

tumorales gástricas, nanopartículas lipídicas conteniendo etopósido y curcumina mostraron 

resultados de citotoxicidad prometedores con un IC50 de 2 µM en adenocarcinoma humano 

gástrico SGC7901.138 Sin embargo, la comparación de los efectos citotóxicos entre estos estudios 

es compleja debido a la composición diversa de las nanopartículas y las características particulares 

de las líneas celulares tumorales utilizadas. 

Finalmente, en la Figura 20, también se observa además que en contraste con la CUR 

nanoencapsulada, la viabilidad de las células incubadas con LPN-BL se mantuvo en 

aproximadamente el 80%, en relación con las células no tratadas dentro del porcentaje de 

nanopartículas utilizado en el experimento.   Esto indica que la toxicidad del portador vacío LPN-

BL era muy baja para las células y confirma su biocompatibilidad.
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Conclusiones 

Se obtuvieron doce extractos de rizomas de C. longa de Costa Rica empleando un método 

optimizado de Extracción Líquida Presurizada (PLE). La extracción por PLE mostró ser un 

método adecuado para la obtención de curcuminoides de muestras secas de cúrcuma, 

permitiendo obtener porcentajes más altos que en la extracción por ultrasonido, utilizada en el 

método de análisis de curcuminoides establecido por la Farmacopea Estadounidense (USP).  

Los extractos obtenidos mostraron una alta diversidad de polifenoles, donde se lograron 

identificar 33 compuestos en total entre las doce muestras. Por su parte, la cuantificación de 

curcuminoides evidenció un alto contenido en las doce muestras provenientes de cuatro 

regiones distintas del país, donde todas presentaron un porcentaje superior al 3% mínimo 

establecido por la USP.  

Los extractos de curcuminoides evaluados en este trabajo exhibieron un potencial beneficio 

con respecto a su capacidad para proteger contra el estrés oxidativo, debido a los resultados 

obtenidos por medio de las evaluaciones de actividad antioxidante, tanto por el método de 

Folin-Ciocalteau como por DPPH.  

Se aislaron y purificaron los tres curcuminoides principales por medio de cromatografía y 

cristalización. La caracterización por UHPLC-DAD-MS y RMN confirmó el aislamiento de 

los curcuminoides con una alta pureza.  

A partir de CUR aislada se prepararon nanopartículas híbridas lípido-polímero (LPN-CUR). 

El análisis por FT-IR confirmó la encapsulación y la ausencia de interacción química entre la 

curcumina y los componentes de la formulación. Las nanopartículas presentaron una alta 

eficiencia de encapsulación, y valores de tamaño medio de partícula y PDI dentro de los 

parámetros establecidos para una formulación óptima.  

Los perfiles de liberación indicaron una alta tasa de liberación controlada en un medio de 

fosfatos con pH 6.8 y con 20% de MeOH. Por otro lado, el estudio de liberación en agua mostró 

una mayor liberación de la CUR nanoencapsulada con respecto al perfil de disolución de CUR 

libre, indicando una mejora en la solubilidad de CUR por medio de la nanoencapsulación, lo 

que podría contribuir a una mejora de su biodisponibilidad. 
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La evaluación de la actividad antioxidante de LPN-CUR y CUR libre por medio del método 

de DPPH, mostró una mejora significativa en la actividad antioxidante in vitro de CUR 

nanoencapsulada con respecto a CUR libre, ambas preparadas en medio acuoso.  

Finalmente, una evaluación de citotoxicidad de LPN-CUR en células de adenocarcinoma 

gástrico (AGS) y colon (SW-620), mostraron un aumento en la actividad anticancerígena con 

respecto al portador vacío, y los resultados de IC50 indicaron una actividad citotóxica 

promisoria por parte de CUR nanoencapsulada con respecto a estudios previos. Por su parte, 

la toxicidad del portador vacío LPN-BL fue baja para las células control, resultado que 

confirma la biocompatibilidad de la formulación. 
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