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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto hipoglucémico a partir de extractos
hidroalcohdlicos y acuosos de las hojas de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam), basando su
analisis en ratas (Rattus norvegicus). Se prepararon extractos hidroalcohdlicos (alcohol
isopropilico al 70%) y acuosos a concentraciones de 125, 250 y 400 ppm respectivamente. En un
periodo de 30 dias se llevé a cabo el andlisis hipoglucemiante, se utilizaron 45 ratas macho, las
cuales fueron dividas en 9 grupos de 5 ratas cada uno, blanco, control negativo, control positivo,
3 grupos para el extracto hidroalcohdlico de 125, 250 y 400 ppm y 3 grupos para el extracto
acuoso a las mismas concentraciones. A los 8 grupos exceptuando el blanco, se les administrd
una dieta rica en almidon a una concentracion de 2000 ppm (mg/Kg) de peso corporal por 15 dias,
efectuando asi una hiperglucemia. Después de la dieta con almiddn, se procedié a medir la
glucemia en 15 dias, el primero, séptimo y décimo quinto dia, en intervalos de 30, 60 y 120
minutos. El efecto farmacoldgico se evidencié en los extractos tanto hidroalcohdlico como acuoso
a una concentracion de 400 ppm con un valor p menor a 0.05 a través de pruebas estadisticas, al
comparar sus resultados con el farmaco empleado comercialmente. Como conclusion se evalu6
la actividad antioxidante: efectos hipoglucémicos a partir de los extractos hidroalcohélicos y
acuosos de las hojas de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam). Recomendando asi realizar

estudios de identificacién y purificacion quimica del principio activo.

Palabras clave: <TAMIZAJE FITOQUIMICO>, <GLUCEMIA>, <YACA (Artocarpus
heterophyllus Lam)>, <EXTRACTO HIDROALCOHOLICO>, <EXTRACTO ACUOSO>,
<ALMIDON>, <RATAS (Rattus norvegicus)>.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the hypoglycaemic effect from hydroalcoholic and
aqueous extracts of the leaves of the Jackfruit (Artocarpus heterophyllus Lam), basing their
analysis on rats (Rattus norvegicus). Hydroalcoholic (70% isopropyl alcohol) and aqueous
extracts were prepared at concentrations of 125, 250 and 400 ppm, respectively. In 30 days, the
hypoglycaemic analysis was made, 45 male rats were used, which were divided into 9 groups of
5 rats each, blank, negative control, positive control, 3 groups for the hydroalcoholic extract of
125, 250 and 400 ppm and 3 groups for the aqueous extract at the same concentrations. The 8
groups, except the blank, were administered a diet rich in starch at a concentration of 2000 ppm
(mg / Kg) of body weight for 15 days, thus affecting hyperglycaemia. After the starch diet, blood
glucose was measured on 15 days, on the first, seventh and fifteenth day, at 30-, 60- and 120-
minute intervals. The pharmacological effect was evidenced in both hydroalcoholic and aqueous
extracts at a concentration of 400 ppm with a p-value less than 0.05 through statistical tests when
comparing your results with the drug used commercially. In conclusion, the antioxidant activity,
hypoglycaemic effects from the hydroalcoholic and aqueous extracts of the leaves of the Jackfruit
(Artocarpus heterophyllus Lam) were evaluated. Identification and chemical purification studies

of the active ingredient are recommended.

Keywords: <PHYTOCHEMICAL SCREENING>, <GLUCEMIA>, <YACA (Artocarpus
heterophyllus Lam)>, <HYDROALCOHOLIC EXTRACT>, <AQUEOUS EXTRACT>,
<STARCH>, <RATS (Rattus norvegicus)>.
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INTRODUCCION

El trabajo que se presenta a continuacion, propone una alternativa al uso de medicamentos para
contrarrestar la hiperglucemia, 0 mas conocida como diabetes transitoria, a través del uso de la

medicina natural como es la utilizacion de plantas que contienen un efecto hipoglucémico.

Como objetivo principal esta evaluar el efecto hipoglucémico que presenta la Yaca (Artocarpus
heterophyllus Lam) mediante la preparacion de extractos hidroalcohdlicos y extractos acuosos a
concentraciones de 125, 250 y 400 ppm respectivamente, basandose en un analisis en biomodelos
experimentales, como lo son las ratas (Rattus norvegicus), y determinar de esta forma cuél de los

dos extractos en sus distintas concentraciones contiene un mejor efecto hipoglucémico.

Se utiliza una metodologia experimental, debido a la obtencidn de datos al emplear reactivos que
exhiben propiedades a los extractos, descriptiva debido a las particularidades de la investigacion,
ya gue se estima la indagacién de los eventos, y exploratoria, ya que permitira obtener un
conocimiento general del tema que vamos a tratar para lanzar en un futuro algin producto con

efecto hipoglucémico a través de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam).

Este trabajo investigativo empieza con la identificacion del problema, para asi aportar con una

solucion a la hiperglucemia, que a futuro ocasionara una diabetes permanente.

En el capitulo | consta el marco tedrico conceptual, donde se abarca las teorias cientificas acerca
de la problematica que es la diabetes, de igual forma todas las caracteristicas del material vegetal,
como los metabolitos secundarios que van a dar la funcién de que la planta tenga ese efecto
hipoglucémico, asi como el biomodelo experimental o reactivo biol6gico empleado para llevar a

cabo el andlisis hipoglucémico.

El capitulo 1l comprende la metodologia de la investigacion, es decir, aquellos lugares
establecidos para cada etapa de la investigacion, seguido de la seleccién de la muestra y los
materiales, equipos y reactivos empleados en cada estudio, de igual forma se describe los procesos
realizados a la planta para la determinacion de metabolitos secundarios de manera cualitativa, asi
como la cuantificacién de fenoles y flavonoides, ademas del control de calidad de la muestra seca,
asi como de los extractos, para finalmente llevar a cabo el anélisis hipoglucémico en ratas (Rattus

norvegicus).

Por altimo, en el capitulo 111 se lleva a cabo la interpretacion de los resultados que se obtuvieron

en cada uno de los analisis realizados, como el control de calidad, de igual manera los metabolitos



secundarios presentes en la planta, la cuantificacion de fenoles y flavonoides. Ademas, con los
datos obtenidos de la medicion de glucosa, a través de pruebas estadisticas determinar si hay un
efecto hipoglucémico, y cudl de los dos extractos con sus diferentes concentraciones presenta una

mejor actividad hipoglucémica.



JUSTIFICACION

Una de las enfermedades que esta en auge, es sin duda alguna la diabetes, una enfermedad que
estd influyendo en la poblacién de manera significativa sin mirar condicion social ni edad.
Mediante una encuesta realizada por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT), se
estableci6 que en Ecuador la diabetes presenta el 1.7% en personas que tiene la edad de entre 10
y 59 afios y esta cantidad va subiendo a la edad de 30 afios, y a los 50 afios 2 de cada 20

ecuatorianos presentan diabetes (OPS/OMS, 2020).

Causas como una mala alimentacion, la falta de ejercicio, el exceso con las bebidas alcohdlicas y
el abuso en el consumo del cigarrillo, representan cuatro factores peligrosos que tienen relacion

con aquellas enfermedades conocidas como no transmisibles, y una de ellas, es la diabetes.

Con este trabajo se pretende colaborar en la elaboraciéon de nuevos productos naturales que
contribuyan a la poblacién con problemas relacionados a la hiperglucemia, que a futuro conlleven
a una posible diabetes, por esta razén se buscard comparar dos extractos a sus diferentes
concentraciones que permitan evidenciar el efecto hipoglucemiante, es decir el efecto que estos

extractos tienen sobre el azucar en la sangre.

Por lo expuesto, se apuesta por el uso de productos naturales debido a su naturaleza, su gran
produccion y el bajo costo en el uso de estos productos. Para el disefio del mejor método de
extraccion que permita obtener la mayor concentracion del principio activo responsable de la

actividad antioxidante, se determinaré por una amplia revision bibliogréfica.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los niveles altos de azucar en la sangre pueden ocasionar la diabetes mellitus, es por eso por lo
gue cada vez se buscan alternativas en la medicina, con la utilizacion de plantas medicinales, que
ayuden a combatir fundamentalmente; enfermedades de la piel, parasitarias, respiratorias y del
sistema digestivo, que con tratamientos normales resultaria muy costoso y no podria ser accesible

para todas las personas.

En los dltimos afos ha venido en aumento los inconvenientes de salud a causa de la diabetes,
siendo una enfermedad que no mira condicidn social, edad ni género de las personas. Por esta
razdn se sugiere el uso de extractos de plantas que contengan en su composicién principios activos
con poder hipoglucemiante que a través de la inhibicion de la enzima a-amilasa pancreética

(APH), permitan la disminucion de la glucemia en la sangre.

Actualmente, la diabetes mellitus se ha considerado alrededor del mundo como una enfermedad
grave en los Gltimos tiempos, ya que representa uno de los motivos de peligro cardiovascular mas
significativo, sobre todo porque su tratamiento tiene un costo muy elevado. La diabetes mellitus
representa a nivel mundial 4.6 millones de muertes al afio. Esta enfermedad se encuentra dentro
de las 10 primeras causas de discapacidad en el mundo reduciendo la productividad y el desarrollo
humano. El Instituto Nacional de Estadisticas y censos en el afio 2014 emitié como segunda causa
de mortalidad general a la diabetes mellitus, situdndola también como la principal causa de

mortalidad en la poblacion femenina y la tercera en la poblacion masculina (MSP, 2017).

Es por esto la importancia de combatir la diabetes, con tratamientos alternativos a la medicina
convencional, con el uso de plantas medicinales, como son las hojas de la Yaca (Artocarpus
heterophyllus Lam), especie que ha sido investigada en los Gltimos tiempos, dando resultados

eficientes, con caracteristicas de ser hipoglucemiante.

En las hojas de Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam) se evaluara la actividad antioxidante y esto
dependera del extracto acuoso o hidroalcohdlico, a través de una caracterizacion cualitativa y
cuantitativa de la especie en mencion, método de extraccion, disefio experimental y analisis
estadisticos para valorar los resultados obtenidos, en fin de determinar la actividad hipoglucémica
y cudl extracto influye con mayor relevancia en la actividad antioxidante de las hojas de yaca

(Artocarpus heterophyllus Lam).
Formulacién del problema

¢Existen efectos hipoglucémicos a partir de extractos hidroalcohélicos y acuosos de las hojas de

la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam)?



OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar la actividad antioxidante: efectos hipoglucémicos a partir de extractos hidroalcohélicos
y acuosos de las hojas de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam).

Objetivos Especificos:

e  Caracterizar la hoja de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam) mediante un tamizaje

fitoquimico.

o Valorar los flavonoides y fenoles de los extractos hidroalcoh6lico y acuoso mediante

espectroscopia Uv-visible.

e  Comparar el efecto de la actividad antioxidante de los dos extractos de las hojas, mediante

la verificacion de los niveles glucémicos obtenidos de los biomodelos experimentales.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

La investigacién se fundamenta en la evaluacién de la actividad hipoglucémica y en la
comparacion del extracto hidroalcohélico y acuoso a diferentes concentraciones respectivamente,
de las hojas de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam), para determinar de esta manera cuél de
los dos extractos con sus diferentes concentraciones tiene un mejor efecto hipoglucémico, esto
quiere decir que, cudl de los extractos infiere en la disminucién de los niveles de glucosa en la

sangre.

“Actividad antioxidante de Artocarpus heterophyllus Lam, (jack fruit) extractos de hojas:
notables atenuaciones de hiperglucemia e hiperlipidemia en ratas con estreptozotocina-

diabéticos”

Esta investigacion se enfoca en el andlisis de los extractos de las hojas de Artocarpus
heterophyllus Lam determinando la actividad antioxidante, hipoglucémica e hipolipidémica, por
medio de la administracion del extracto con etanol o n-butanol a las ratas diabéticas que fueron
inducidas con estreptozotocina (STZ). A través de un analisis espectrofotométrico que se realizo
al extracto de n-butanol, se pudo confirmar que el flavonoide aislado era isoquercetina.
Finalizando de esta manera que tanto el extracto de n-butanol como el etanélico ejercen efectos
hipoglucémicos e hipolipidémicos en ratas STZ-diabéticas mediante una via antioxidante que

podria ser referido a su contenido de flavonoides (Omar et al., 2011).

Estandarizacion farmacognosia y actividad antidiabética de las hojas de Artocarpus

heterophyllus Lam.”

En este trabajo se prepard un extracto acuoso que se obtuvo por extraccion Soxhlet de las hojas
de Artocarpus heterophyllus Lam. Se mostrd con el tratamiento a dosis de 250 mg/kg a ratas
diabéticas, una reduccion significativa de glucosa sérica. Se evidencio también que la planta tiene
actividad hipoglucémica potencial que puede ser Util para el manejo y tratamiento de la diabetes

mellitus (Shahin et al., 2012).



“Optimizacion del método de extraccion de la fraccidn activa con efecto hipoglucemiante

presente en las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam.”

En esta investigacion se prepararon diferentes extractos acuosos y etanolicos a traves de métodos
de extraccidén como la decoccion y Soxhlet a partir de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam,
en tanto que la muestra fue recolectada en la Provincia de Pichincha, cantén Puerto Quito y en la
Provincia de Bolivar, Parroguia San Luis de Pambil. Los extractos acuosos fueron liofilizados
con el objeto de evitar contaminacién microbiana y mantener asi sus propiedades; se evalud el
contenido de la fraccion activa con efecto hipoglucémico, (fenoles y flavonoides totales), por
medio de la espectrofotometria UV-vis. Para Pichincha, los flavonoides y fenoles; presentaron
una concentracion de: 84, 806 mg EQ/ml y 439,67 mg EAG/mI respectivamente, mientras que
para Bolivar 41,625 mg EQ/ml y 344.78 mg EAG/mI. Seguidamente se sometieron los extractos
a analisis toxicolégicos en donde demostraron que no causan toxicidad. A partir de esto midieron
la actividad hipoglucemiante, los extractos de Pichincha presentaron una inhibicién in vitro de la
enzima alfa amilasa del 21% y Bolivar del 53.6 %. Los resultados determinaron que las hojas de
Artocarpus heterophyllus Lam, contienen compuestos fitoquimicos que pueden ser utilizados
para el control de la hiperglucemia (Carvajal, 2018).

“Evaluacion del efecto normoglicemiante del extracto hidroalcohélico de las hojas de
jackfruit (Artocarpus heterophyllus Lam.) en ratones diabéticos.”

En este estudio se tuvo como finalidad evaluar el efecto normoglicemiante del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam en ratones con diabetes aloxanica.
Se realiz6 el tamizaje fitoquimico y parametros de control de calidad de la materia vegetal,
ademas se conformaron 6 grupos de ratones con 7 animales cada uno, A: (sin tratamiento); B:
(induccion sin tratamiento); C: (induccion + metformina) y los grupos D, E, F; suministrados el
extracto de Artocarpus heterophyllus Lam a una dosis de 10, 20 y 40 mg/kg respectivamente. Los
resultados del tamizaje fitoquimico mostraron presencia mayoritaria de saponinas y flavonoides,
a través de una técnica cuantitativa se obtuvo una concentracion de compuestos flavonicos de
alrededor 760,30 mg/100 gr de material vegetal. Se avalé el efecto normoglicemiante a la dosis
del extracto (E) en donde los valores de dextrosa 95,3 £ 12,7 no presento diferencias con los
grupos A 'y C, pero respecto al grupo B si lo que refleja el resultado de la investigacion y la

disminucién de los niveles de glucosa. (Meray Murillo, 2018).

“Evaluacion de los efectos hipoglucémicos e hipolipidémicos de una fraccion de acetato de
etilo de Artocarpus heterophyllus (jak) hojas en ratas diabéticas inducidas por

estreptozotocina.”



Este estudio se realiz6 con un fin investigativo de evaluar los efectos hipoglucémicos e
hipolipidémicos a partir del extracto de acetato de etilo de las hojas maduras de Artocarpus
heterophyllus Lam en un modelo de rata diabética inducida por estreptozotocina. El
fraccionamiento del material vegetal fue realizado mediante Soxhlet, con solventes como,
diclorometano, acetato de etilo (extracto usado en la investigacion) y agua. Las ratas se las dividié
en tres grupos (control, de prueba y de referencia) con seis ratas cada uno las que fueron inducidas
por estreptozotocina a una dosis de 60mg/kg de peso corporal. Al grupo de control se le administro
agua destilada, mientras que al grupo de prueba y de referencia se administré por via oral la
fraccion de acetato de etilo y glibenclamida respectivamente diariamente durante 5 semanas. En
ratas norma glucémicas la dosis de 20mg/kg redujo la concentracién de glucosa con un valor de
significancia (P < 0,05). En comparacion con las ratas diabéticas de control, las ratas a las que se
suministraron el extracto tenian un 39 % menos de glucosa en el suero. Se puede concluir que la

fraccion activa contiene uno 0 mas principios hipoglucémicos y hipolipidémicos (Chackrewarthy
etal., 2010).

“Evaluacion de la eficacia hipoglicemiante del extracto natural de Artocarpus heterophyllus

(Jack fruit) en ratas hiperglicémicas.”

La investigacién consistié en la medicion del efecto hipoglucemiante del extracto natural de
Artocarpus heterophyllus Lam mediante modelos bioexperimentales. Se utilizaron hojas maduras
de la planta, se someti6 a extraccion mediante Soxhlet y su posterior liofilizacién, obteniendo una
concentracion de 44, 2 mg/ml. Las ratas de la cepa Wistar fueron inducidas a diabetes mediante
la administracion de almidon a una dosis de 3g/kg, los extractos se suministraron en dosis de 250,
500 y 1000 mg/kg mientras que como control positivo se utilizé glibenclamida a una dosis de
5mg/kg y como control negativo agua destilada. La administracion de 250 mg/kg arroja una
reduccion de la glucosa, esto afirma que el extracto puede ser una alternativa para prevencion y

tratamiento terapéutico de la diabetes (Alvarado, 2019).
1.2. Artocarpus heterophyllus Lam

La Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam) es una especie tropical nativa del sureste de la India,
también cultivada en Kenia, Isla Mauricio, Uganda, Jamaica, México, Las Bahamas, Estados
Unidos y Australia. Los nombres comunes de esta especie son: Jack fruit (Ingles); jacquier
(Francia); nanka (Indonesia); jaca o yaca (espafiol y portugués); lanka (filipinas), jaca dura

(Brasil) (Luna et al., 2013, p. 66).

Es un arbol con una altura de 8 a 25 m y un didmetro del tallo de 30 a 80 cm, todas las partes

exudan latex blanco. Las hojas son de colores verde oscuro, brillantes, correosos, rigidos, grandes



(alrededor de 16 cm de largo) y varia de forma eliptica a ovalada. Estas presentan lobulaciones

cuando son jévenes (Elevitch y Manner, 2006, p. 3).

Figura 1-1. Hojas de Yaca

(Artocarpus heterophyllus Lam).
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Las flores son cortas, brotan de ramas gruesas, las cuales se originan del tronco y ramas mayores;
la especie es monoica es decir las flores femeninas son de mayor tamarfio y poseen un pedicelo
grueso mientras tanto las masculinas son pequefias y su pedicelo es delgado. Los frutos oscilan
en un peso de 4.5-27.3 kg, el epicarpio es grueso y rugoso, la parte comestible contiene una pulpa
dulce, aromética y crujiente, mientras la parte no comestible separa las semillas de la pulpa; cada
fruto contiene de 30 a 500 semillas las cuales bordean una longitud de 2 a 3 cm (Crane y Balerdi,
2000, p. 1-2).

7 4 Bl A :
Figura 2-1. Fruto de Yaca

(Artocarpus heterophyllus Lam).
Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.
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Tabla 1-1: Descripcion botanica de Artocarpus heterophyllus Lam.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Hamamelidae
Orden Urticales
Familia Moraceae
Especie Artocarpus Heterophyllus Justicia

Fuente: (Prakash et al., 2009, p. 353).
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

1.2.1. Composicion Quimica

Los metabolitos secundarios son sustancias con caracter heterogéneo, a pesar de esto comparten
las siguientes caracteristicas: son propios del reino vegetal, de bajo peso molecular, no son
sintetizadas por el hombre, no son imprescindibles, ejercen una funcién protectora sobre la salud
humana en dosis significativas. Entre las funciones que se pueden enlistar estan: biolégicas como
la actividad antioxidante, modulacion de las enzimas desintoxicantes, activacion del sistema
inmune, reduccién de la agregacion plaquetaria, modulacién del equilibrio hormonal, actividad

antibacteriana, y antiviral (Carratt y Sanzini, 2005, p. 8).

La Artocarpus heterophyllus Lam contiene diversas sustancias quimicas como flavonas,
colorantes, morina, dihidromorina, cinomacurina, artocarpina, isoartocarpina, cicloartocarpina,
artocarpesina, oxidihidroartocarpesina, artocarpetin, norartocarpetin, cycloartinone y

artocarpanone (Prakash et al., 2009a, p. 354).

Ademas, contiene sacarosa, acidos grasos, acido elagico y determinados aminoacidos esenciales
tales como arginina, cistina, histidina, leucina, lisina, metionina, teonina y triptéfano. En el mismo
contexto acido betdlico, y pigmentos flavonicos que se encuentran en la corteza del tronco
principal. Las hojas y el tallo muestran la presencia de sapogeninas, cicloartenona, cicloartenol,
B-sitosterol y tanino a su vez en la raiz se encuentran acido ursélico, acido betulico y cicloartenona
(Prakash et al., 2009b, p. 354).

Los metabolitos secundarios que ejercen el efecto glucémico son los compuestos fendlicos y los

flavonoides.
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1.2.1.1. Compuestos Fenolicos

Los fenoles son metabolitos secundarios importantes para el desarrollo y reproduccion de plantas,
debido a esto regulan el metabolismo y sintesis de la lignina, son sintetizados a partir de la
fenilalanina por la via del Shikimato. Su principal funcién es la de actuar como protector al

organismo humano (Carvajal, 2018a, p. 17).

Es un grupo heterogéneo que se divide en: flavonoides, acidos fendlicos y polifenoles. Asi pues
plantas y alimentos contienen diversos derivados fendlicos como fenoles simples, fenil
propanoides, estilbenos, taninos, ligninas y lignanos de igual manera estas sustancias son

fundamentales para el crecimiento y reproduccion de plantas (Porras y Lépez, 2009, p. 122).

Basicamente su estructura consiste en un grupo funcional hidroxilo que esta enlazado a un radical
arilo, su formula general para los grupos fendlicos se define como Ar-OH. Existen alrededor de
8000 compuestos quimicos que contienen en su estructura un anillo aromatico con sustituyentes
hidroxilos, en tal sentido se dividen en flavonoides y no flavonoides (Merifio, 2019, p. 20). Ademas,
debido a su reactividad se combinan con un acido organico, un azlcar con la finalidad de formar

un polimero (Gracia, 2006, p. 1).

OH

Figura 3-1. Estructura del fenol

Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.
En los alimentos intervienen como antioxidantes naturales los compuestos fenolicos, esta
propiedad se confiere debido a su capacidad de quelar metales, ya sea equilibrando o elevando su
actividad catalitica (Porras y Lépez, 2009a, p. 122).

1.2.1.2. Flavonoides

Estos compuestos fitoquimicos se encuentran en los vegetales en forma de pigmentos naturales,
se encargan de proteger al organismo de agentes oxidantes como, los rayos ultravioletas,
sustancias quimicas etc. Se encuentran distribuidos en plantas, frutas, verduras y bebidas. Estas
sustancias fitoquimicas, el organismo humano no puede sintetizarlas, por lo tanto se obtiene por

la alimentacion o en forma de suplementos (Martinez et al., 2002, p. 271).
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Estos compuestos fueron descubiertos por el Premio Novel Szent-Gyorgy quien aislé del limén
una sustancia flavonica denominada citrina (Martinez et al., 2002a, p. 271). Por otra parte, también
tienen efectos terapéuticos en enfermedades como céancer, cardiopatia isquémica y la

aterosclerosis (Martinez et al., 2002b, p. 272).

Los flavonoides contienen guimicamente un nimero variable de grupos hidroxilos fenélicos, que
les confiere su actividad antioxidante. Son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comdn de difenil piranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilo Ay B

ligados por un anillo C (Martinez et al., 2002c, p. 272).

Figura 4-1. Estructura béasica de un flavonoide
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Igualmente, la biogénesis de los flavonoides es mixta debido a que, el anillo A se origina de la
ruta de la malonilcoenzima A mientras que el anillo B y C de la ruta del acido shikimico (Lépez,
2016, p. 7).

En base a la estructura quimica descrita anteriormente existen sustituciones y variaciones en el
anillo C, es por esta razon que los flavonoides se pueden clasificar en flavanos, flavonoles,

flavonas, antocianidinas (Martinez et al., 2002d, p. 272).

Figura 5-1. Estructura béasica de un flavano

Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.
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Figura 6-1. Estructura bésica de un flavonol
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Figura 7-1. Estructura béasica de una flavona
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Figura 8-1. Estructura béasica de una antocianidina
Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

A su vez los flavonoles y las flavonas se unen azucares preferentemente en la posicion C3 del
anillo A, formando O-glic6sidos, siendo la D-glucosa el residuo de azlcar mas frecuente. La
actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos

hidroxifendlicos y de relacion estructural de las diversas partes de la estructura quimica (Martinez
et al., 2002e, p. 272).

Los flavonoides presentan una elevada actividad farmacoldgica debido a la union a polimeros

bioldgicos, como enzimas, transportadores de hormonas, acido desoxirribonucleico (ADN); lo

13



que permite quelar iones metalicos transitorios, tales como Fe?*, Cu?*, Zn?*, catalizar el transporte
de electrones y depurar radicales libres. Es por esta razon que actla como un protector en

patologias como, diabetes mellitus, infecciones e inflamaciones (Martinez et al., 2002f, p. 274)
1.2.2. Aprovechamiento de la especie Artocarpus heterophyllus Lam

Las hojas y los desechos de la fruta sirven como forraje para el ganado, los cerdos y las cabras;
son (tiles en furunculos, fiebre y heridas de la piel, asi como la madera es nervina, antidiabética,

sedante y es (til en convulsiones (Prakash et al., 2009¢, p. 355).

La pulpa de la fruta joven se cuece como un alimento con almidén de igual manera cuando se
encuentra madura se consume fresca o se procesa para la obtencion de mermelada, jalea y
chutney. Esta funciona como aromatizante en helados y bebidas en ese mismo contexto a partir

la fermentacion de la fruta y su posterior destilacion se produce licor alcoh6lico (Elevitch y Manner,
20064, p. 10).

El latex se utiliza en oftalmica, trastornos y faringitis ademas las semillas son diuréticas, las
astillas de madera de yaca producen un tinte, el cual permite dar la pigmentacion anaranjada a las
tunicas de los sacerdotes budistas. De igual forma la corteza, las raices, las hojas y los frutos,
tienen propiedades medicinales. El arbol es una fuente de madera duradera que envejece hasta un

color naranja o marrdn rojizo, con propiedades anti-termitas (Prakash et al., 2009d, p. 353).
1.2.3. Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje o screening fitoquimico es una de las etapas iniciales en el estudio fitoquimico que
permite identificar cualitativamente los principales principios activos presentes en la planta,
consiste en la extraccion de la planta con solventes apropiados y condiciones especificas como
presion o calor, esta técnica permite resultados rapidos en base a reacciones sensibles,

reproducibles y de bajo costo.

Uno de los métodos de extraccion de principios activos es la maceracion la cual consiste en poner
en contacto la muestra vegetal pulverizada con un solvente determinado, en funcién a su

polaridad, durante un tiempo limitado (Pandey y Tripathi, 2014, p. 117).

El solvente actua sobre todo el contenido del material vegetal, circulando a través de todas las
direcciones y sentidos, transfiriendo los grupos quimicos de la planta, hasta producirse una
concentracion en equilibrio con la del contenido celular. La union o contacto entre contenido del
material vegetal o solvente se protege de la luz, con la finalidad de que no se produzcan reacciones

quimicas (Carrion y Garcia, 2010, p. 28).

14



Ademas, se realiza la técnica sonicacion la cual se basa en el uso de ultrasonidos con rango de
frecuencias lo que produce permeabilidad de las paredes celulares efectuando cavitacion (Pandey
y Tripathi, 2014a, p. 117). Los diferentes componentes de interés de la matriz se arrastran por
consecuencia de vibraciones mecéanicas; este proceso permite una mejor extraccion de sustancias

fitoguimicas presentes en el contenido del material vegetal (Lopez et al., 2016, p. 116).
1.2.4. Extracto hidroalcoholico y acuoso de Artocarpus heterophyllus Lam

Los extractos son aquellas sustancias que se obtienen mediante extraccion solido-liquida a partir
las diferentes fracciones de una planta determinada. Se pueden emplear diferentes solventes en
este proceso, y pueden ser; agua, alcohol y éter. Se conoce como extracto acuoso al emplear agua
como solvente y extracto hidroalcoholico al utilizar una porcion de alcohol y agua. Existen
diferentes técnicas de extraccion, entre las cuales estan: infusion, maceracion, digestion,

percolacion, extraccion continua y destilacion.

La liofilizacion es un proceso de conservacion de extractos, que a traves de sublimacion se elimina
el agua a presiones altas y temperaturas bajas con la finalidad de mantener los componentes
volatiles y las propiedades de productos bioldgicos (Ramirez, 2006, p. 1). La sublimacién se produce
cuando la presion de vapor y la temperatura de la superficie del hielo se encuentran por debajo
del punto triple del agua (Ayalaetal., 2010, p. 122). El producto final liofilizado presenta las siguientes
caracteristicas: alta solubilidad, alta porosidad, y condiciones estériles (Carvajal, 2018b, p. 19).

1.3. Efecto hipoglucémico

Se le atribuye al farmaco, sustancia o extracto natural capaz de disminuir los niveles de glucosa
en la sangre. Se llevaron a cabo estudios para evaluar la actividad o tolerancia a la glucosa a partir
del extracto de agua caliente de yaca (Artocarpus heterophyllus Lam), en pacientes normales y
pacientes diabéticos en fase inicial; se evidencié un efecto a una dosis de 20 g/kg de solucién de
extracto, mejorando significativamente la tolerancia a la glucosa avalando que la especie actia

como regulador de glucosa en la sangre (Prakash et al., 2009e, p. 356).
1.3.1. Hiperglucemia

Se considera como hiperglicemia a niveles altos de glucosa en la sangre originada por desérdenes
alimenticios y sedentarismo; incluye los siguientes sintomas: vision borrosa, pérdida de peso,
polidipsia, polifagia e infecciones. Al no ser controlada la enfermedad presentan las siguientes
consecuencias, hiperglucemia con cetoacidosis o el sindrome hiperosmolar no cetésico,

retinopatia, nefropatia, amputaciones y articulaciones de Charcot, etc. (American Diabetes Associaton,
2005, p. $37)

15



La hiperglucemia crénica como consecuencia de la diabetes no controlada causa una serie de
complicaciones en los sistemas y o6rganos en el trascurso del tiempo y al no ser tratada puede

causar pérdida de visidn, amputacion de extremidades y la muerte (Organizacién Mundial de Salud,
2020).

1.3.2. Diabetes

La diabetes es una enfermedad cronica que se produce por el mal funcionamiento del pancreas al
no producir insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza de manera correcta la insulina

gue produce, debido a que esta hormona se encarga de regular los niveles de glucosa en la sangre.
(Organizacion Mundial de la Salud, 2020a).

Actualmente la epidemia causada por el SARS-CoV-2 tiene un efecto de mayor complicacion en
pacientes diabéticos elevando la tasa de mortalidad (Paz, 2020, p. 176). El nimero de individuos con
esta patologia aumentd de 108 millones en 1980 a 422 millones en 2014. En este mismo contexto
ha provocado la muerte de 2.2 y 1.6 millones de muertes en los afios 2012 y 2016 respectivamente,
en base a los datos la prevalencia ha aumentado con mayor rapidez en los paises subdesarrollados
gue los de primer mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) atribuye a la diabetes una

elevada tasa de mortalidad en la poblacién mundial (Organizacién Mundial de la Salud, 2020b).

Diversos procesos patdgenos estan involucrados en desarrollo de la diabetes. Estos comienzan
desde la destruccion de las células B del pancreas que tiene como efecto la deficiencia hasta la
resistencia de la funcion de la insulina debido a una secrecidn inadecuada o una disminucion de

las respuestas de los tejidos en los maltiples conductos de las vias de accién hormonal (American
Diabetes Associaton, 2005a, p. S37)

La diabetes mellitus se clasifica en: diabetes mellitus tipo I, diabetes mellitus tipo Il, formas
hibridas de diabetes, otros tipos especificos, diabetes no clasificada, hiperglucemia detectada por

primera vez durante el embarazo (World Health Organization, 2019, p. 211).

El tratamiento farmacoldgico inicial para tratar la diabetes mellitus tipo 1l (DMT2) abarca el uso
de antidiabéticos orales; los cuales se citan a continuacion: biguanidas, sulfonilureas, glinidas,

tiazolidinedionas e inhibidores de a-glucosidasa (Rodriguez et al., 2017, p. 204).

« Biguanidas

Las biguanidas son sensibilizadoras de insulina que reducen los niveles altos de azucar en la
sangre, sin embargo pueden producir sobrepeso e hipoglucemia. Ademas disminuyen las grasas
lo que resulta en un efecto protector al sistema circulatorio. La acidosis lactica es un efecto

negativo en el paciente diabético. La metformina es la mas conocida en este grupo, inhibe la
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absorcion intestinal de glucosa e incrementa la recaptura de dextrosa por musculo esquelético
(Rodriguez et al., 2017a, p. 205).

El transportador de mono aminas de la membrana celular permite la absorcion de la metformina
en el intestino a su vez es llevada al higado por la vena portal hepatica; su eliminacién esta

mediada por el transportador de iones organicos y se excreta sin ser metabolizada (Rodriguez et al.,
2017b, p. 205).

o Sulfonilureas

Las sulfonilureas son secretagogos de la insulina promueven la liberacién de insulina a largo plazo
inhibiendo los canales de potasio sensibles a ATP. La administracion en combinacién con
biguanidas mejora el tratamiento (Rodriguez et al., 2017c, p. 205). Entre los efectos adversos se
encuentran hipoglucemia, aumentos de peso, problemas cardiovasculares por lo que se debe
suministrar con precaucion. Dentro de este grupo la mas importante es la glibenclamida, su
utilizacion se dificulta en pacientes poli medicados debido a sus interacciones medicamentosas
(salicilatos, sulfonamidas, diuréticos, fibratos, dicumarinicos, corticoides, alopurinol,

metotrexato) (Gémez et al., 2018, p. 5).
1.4. Reactivo Biol6gico

Se conoce como reactivo biolégico a un animal estandarizado, es decir que tiene constitucion
genética y sanitaria concreta, ademas su pureza debe ser vigilada y controlada, asi pues cuidando
de cualquier contaminacion existente, por tal razon debe ser criado con todos los requerimientos
Optimos y necesarios, teniendo en cuenta el ambiente controlado para asi respetar las exigencias
necesarias de dicha especie, recalcando sobre todo el correcto proceder de los principios éticos y

de bienestar animal (Hernandez, 20086, p. 252).

La utilizacion de animales con un estado de salud defectuosa, deplorable, conlleva a la obtencién
de resultados incorrectos. Ya que, al tener resultados erréneos, conllevaria a la repeticion de los
analisis, teniendo un costo mayor y ademas desde la misma mirada ética y moral seria una

irresponsabilidad debido a que se esta trabajando con seres vivos (Hernéndez, 20064, p. 252).

Por esta razon con la finalidad de facilitar a los investigadores con animales muy sanos, se han
desarrollado animales libres de gérmenes, conocidos como axénicos, con flora bacteriana o virica
conocida (Valverde, 2019, p. 40) y sobre todo libre de gérmenes patdgenos especificos conocidos

como SPF (Hernandez, 2006b, p. 252).
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1.4.1. Rata (Rattus norvegicus)

Tabla 2-1: Taxonomia de Rattus norvegicus.

Reino Animalia

Phylum Chordata

Clase Mammalia

Orden Rodentia

Familia Muridae

Género Rattus

Especie norvegicus

Nombre Cientifico Rattus norvegicus Berkenhout

Fuente: Alvarez, Jorge y Medellin, Rodriguez; 2005
Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

Al mencionar el género Rattus, cabe recalcar que estd conformado por alrededor de 56 especies
y sobre todo tienen como caracteristica usual el ser un espécimen cosmopolita, es decir, que tienen
la capacidad de alimentarse y sobrevivir en un sin nimero de habitats. También son animales

predilectos para realizar trabajos en el area de la experimentacion, visto que se conoce su

conducta, alimentacion y fisiologia (Méndez y Pérez, 2011, p. 128).

Figura 9-1. Rattus norvegicus.

Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

Durante el transcurso de la vida del animal, sus huesos nunca dejan de crecer, en comparacion
con el ratdn. Existe similitud entre la rata y el raton en la estructura del estomago e intestinos, no

obstante, en la rata el pancreas se localiza mas propagado entre el tejido mesentérico. Otra de las

caracteristicas es la ausencia de vesicula biliar (Buenafio, 2011, p.45).
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En las visceras se localizan un gran nimero de glandulas sexuales, lo que incide en una mejor
reproduccién animal, a su vez los testiculos pueden interrelacionarse con la cavidad toracica, a

causa de poseer un canal inguinal abierto (Buenafio 2011a, p.45).

Ademas, la especie tiene glandulas de Harder las cuales excretan una sustancia roja, causando
depdsitos secos, generalmente esto se produce al someterla a situaciones de tension cuando se les

sujeta incorrectamente o cuando tienen una alteracion por coronavirus (Buenafio, 2011b, p.45).

Tabla 3-1: Parametros fisioldgicos de Rattus norvegicus.

Parametro Valor tipico
Numero de cromosomas (2n) 40
Temperatura corporal 37°C

Latidos/min 328(250-600)
Peso corporal de adulto macho 400 g
Peso corporal de adulto hembra 3009
Peso al nacer 50

Ingesta de agua

40 ml/100 g peso corporal/dia

Ingesta de alimentos 15-20 g/dia
Promedio de vida 2-3 afios
Madurez sexual 13 semanas
Ciclo estrual 5 dias
Duracion del estro 13-15h

Ovulacion 8-10 h después del estro (espontaneo)
Gestacion 20-22 dias
Vida sexual 1.5 afios
Promedio de crias 7-11
Edad destete 21 dias
Edad pubertad 2-3 meses
Comienza a comer solidos 10-12 dias

Fuente: Quezada Abraham “Introduccion al manejo de animales”, 1997 citado en Buenafio, 2011c, p. 5

Realizado: Ldpez, C.; Masabanda, H. 2021.
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de investigacion
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en los siguientes laboratorios:

o ldentificacion y certificado del material vegetal: Herbario de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.

e Control de calidad del material vegetal: Laboratorio de Quimica Orgéanica de la Facultad de
ciencias de la Escuela de Ciencias Quimicas perteneciente a la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo.

e Tamizaje fitoquimico (anélisis cualitativo): Laboratorio de Productos Naturales de la
Facultad de Ciencias de la Escuela de Bioguimica y Farmacia perteneciente a la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo.

¢ Preparacion de los extractos y su posterior control de calidad, asi como la cuantificacion
de fenoles y flavonoides (Anélisis cuantitativo): Laboratorio de Investigacion de la Facultad
de Ciencias perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

e Analisis de los extractos en el espectrofotbmetro UV: Laboratorio de andlisis instrumental
de la Facultad de Ciencias perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

o Liofilizacion de los extractos: Laboratorio de toxicologia de la Facultad de Ciencias, de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo.

e Analisis hipoglucemiante: Bioterio de la Facultad de Ciencias, de la Escuela de Bioquimica

y Farmacia perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
2.2. Poblacion de estudio

Concentraciones de 125, 250 y 400 ppm de los extractos hidroalcoholicos y acuosos de las hojas

de planta Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam).

Cuarenta y cinco unidades experimentales de Ratas (Rattus norvegicus).
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2.3. Tamano de la muestra

Para determinar el tamafio se realiz6 muestreos aleatorios, adquiriendo aproximadamente 2 kg de

hojas de la planta fresca de la especie vegetal Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam).
2.4. Seleccion de la muestra

Criterios de inclusién: Aquellas hojas que presenten buen estado, vigorosidad, y sobre todo que
estén frescas. Teniendo en cuenta que sean plantas jévenes y que presenten un tamafio adecuado

Yy que sean accesibles (Zurita, 2019, p. 20).

Criterios de exclusion: Hojas que presenten dafios por accion de animales o condiciones externas.
También aquellas hojas que muestre un deterioro debido al agua o el viento y en proceso de

descomposicién (Zurita, 2019a, p. 20).
2.5. Tipo de investigacion

Este estudio por el método de investigacion es cuantitativa debido a que se va a medir los valores
glucémicos en biomodelos experimentales y cuantificar la fraccién hipoglucémica en los
extractos. Segun el objetivo esta investigacion es de tipo aplicada puesto que a través del
conocimiento tedrico se pondra en practica métodos experimentales con el fin de lograr el objetivo
de esta investigacion. Segun la manipulacion de variables es experimental porque se manipulara
las variables independientes (extractos hidroalcohdlicos y acuosos a sus diferentes
concentraciones) para observar sus efectos en la (actividad hipoglucémica en ratas (Rattus
norvegicus) variable dependiente. Segun el nivel de profundizacién en el objeto de estudio es
explicativa debido a que todos los procesos tienen un propdsito investigativo. Segun el tipo de
inferencia es hipotético deductivo porque se podra evidenciar si los extractos ejercen efectos

hipoglucémicos y también comparar cual de estos tienen una mejor actividad antioxidante.
2.6. Hipotesis
Hipotesis Alternativa:

Los extractos hidroalcohélicos y acuosos en sus diferentes concentraciones de las hojas de la Yaca

(Artocarpus heterophyllus Lam) tienen efectos hipoglucémicos.
Hipotesis Nula:

Los extractos hidroalcohélicos y acuosos en sus diferentes concentraciones de las hojas de la Yaca

(Artocarpus heterophyllus Lam) no tienen efectos hipoglucémicos.

21



2.7. Variables
Variable independiente:

Concentraciones de 125, 250 y 400 ppm del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Yaca

(Artocarpus heterophyllus Lam).

Concentraciones de 125, 250 y 400 ppm del extracto acuoso de las hojas de Yaca (Artocarpus

heterophyllus Lam).

Variable dependiente

Efectos hipoglucémicos en biomodelos experimentales.
2.8. Disefo Experimental

El disefio experimental consiste en el desarrollo de varios tratamientos en base a niveles de un
factor o la combinacion niveles de varios factores, de esta manera permite analizar los datos con
pruebas estadisticas y ver si hay diferencias significativas entre los tratamientos, lo que conlleva
a responder el problema e hipotesis de investigacion planteadas por el investigador. Se utilizaron
45 unidades experimentales de ratas (Rattus novergicus), las cuales fueron divididas en 9 grupos,
5 en cada uno, el blanco, control positivo (metformina-glibenclamida), control negativo, tres
grupos a los cuales se les administré los extractos hidroalcohélicos a concentraciones de 100, 250

y 400 ppm y tres grupos que se les administro los extractos acuosos a las mismas concentraciones.
2.9. Disefio estadistico

Las técnicas estadisticas utilizadas en esta investigacién son, pruebas de normalidad con el
objetivo de determinar si la distribucion es normal o no normal, el Anélisis de Varianza (ANOVA)
con el fin de notar si hay significancia estadistica entre los grupos experimentales y t-student para
muestras independientes para comparar entre si, y ver si existe diferencias significativas entre dos

tratamientos, utilizando como software el SPSS.
2.10. Materiales, equipos y reactivos
2.10.1. Recoleccion de material Vegetal

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se recogieron muestras de las hojas de Yaca
(Artocarpus heterophyllus Lam), en la Provincia de Santo Domingo de los Ts&chilas, en la ciudad

de Santo Domingo, parroquia Luz de América, a 327 msnm, con temperatura de entre 23 'y 26 °C.
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Para proceder con la identificacion de la planta, se tom6 una muestra que consistio en una pequefia
rama con flores y hojas, que posteriormente se coloc6é en media hoja de papel periédico para su
secado, posteriormente la muestra fue llevada al herbario de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo para su identificacion a cargo del Ingeniero Jorge Caranqui.

En esta investigacion se utilizd la porcidn aérea de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam), es
decir las hojas, estas fueron previamente secadas en una estufa de aire a 40 °C por 48 horas,
posteriormente fue fraccionado en un molino marca Arthur H. Tomas C.O hasta que las porciones
de las hojas tengan un tamafio de entre 2-3 mm. Esto se efectud con la intencién de determinar el
control de calidad que requiere la materia vegetal cruda, para realizar sus posteriores analisis, que
consistio en el tamizaje fitoquimico y el andlisis cuantitativo de fenoles y flavonoides totales y su
posterior ensayo de hipoglucemia en los modelos biogenéticos.

2.10.2. Material Biol6gico

Para llevar a cabo el estudio in vivo de la actividad antioxidante: Efectos hipoglucémicos a partir
de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam), los modelos biogenéticos experimentales empleados
fueron ratas (Rattus norvegicus).

2.10.2.1. Descripcion

e Lugar de nacimiento: Bioterio de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
e Edad: 4 -5 meses
e Peso promedio: 300 g

e Sexo: Machos
2.10.3. Material Farmacolégico

Para el control positivo se emple6 Metformina/Glibenclamida 50 mg para la comparacién en el

estudio realizado para analizar los efectos hipoglucémicos.
2.10.4. Materiales de laboratorio

Tabla 1-2: Representacion de los materiales de laboratorio empleados en cada analisis.

Control de calidad del material vegetal

e Crisoles de porcelana

e Cépsulas de porcelana
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Pinza

Desecador

Pipeta de 5 ml

Piseta

Tamizaje Fitoquimico “screening fitoquimico”

Frascos ambar

Gradilla

Tubos de ensayo

Pipeta de 1 ml

Pipeta de 5 ml

Pipeta de 10 ml

Vasos de precipitacion de 250 ml

Piseta

Tripode

Papel filtro

Embudo simple

Malla

Preparacion de los extractos acuoso e hidroalcohélico

Vidrio reloj

Tubos de ensayo con tapa de rosca

Probeta de 10 ml

Kitasato

Embudo Buchner

Manguera

Purificacion de los extractos mediante Cromatografia en Columna

Columna de vidrio de 50 x 3 cm

Vasos de 50 ml

Vasos de 100 ml

Pipetas de 10 ml
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Control de calidad de los extractos

Capsulas de porcelana

Pinza

Desecador

Pipeta de 5 ml

Pipeta Pasteur

Cuantificacién de fenoles y flavonoides mediante (Espectro UV)

Balones aforados de 250 ml

Baldn aforado de 100 ml

Balén aforado de 25 ml

Probeta de 50 ml

Micropipeta automética de 1 ml

Micropipeta automatica de 10 ml

Puntas azules de 1 ml

Puntas azules de 10 ml

Tubos de ensayo

Gradilla

Liofilizacion de los extractos

Recipiente de Liofilizador

Termo

Ensayo Hipoglucemiante

Tirillas reactivas

Balones de aforo de 100 ml

Jeringa de 3 ml

Lanceted

Algodon

Alcohol antiséptico

Guantes quirdrgicos

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.
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2.10.5. Equipos

Tabla 2-2: Representacion de los equipos de laboratorio empleados en cada anélisis.

Analisis

Equipos

Control de calidad del material vegetal

Molino Arthur H. Thomas C.O

Sonicador Marca Branson 2510

Reverbero

Estufa Binder Modelo ED 56 — 57 L

Horno Mufla de mesa de 1100 °C, Thermo
Scientific™, Thermolyne, FB1310M

Balanza analitica Ohaus Explorer EX1103

Preparacion de los extractos acuoso e
hidroalcohdlico

Vortex Mixer MRC S1 - 100

Rotavapor BOECO RVO 400 SD

Bomba de vacio

Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales
mediante espectrofotometria UV

Espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 220

Cronémetro

Control de calidad de los extractos

Bafio maria

Estufa Binder Modelo ED 56 — 57 L

pH-metro

Refractometro

Balanza analitica Ohaus Explorer EX1103

Liofilizacion de los extractos

Congelador

Liofilizador

Bomba de vacio

Espectroscopia infrarroja

Espectrofotémetro infrarrojo Jasco 4100

Ensayo Hipoglucemiante

Balanza Camry

Balanza analitica Ohaus Explorer EX1103

Glucémetro

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.
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2.10.6. Reactivos

Tabla 3-2: Representacion de los materiales de laboratorio empleados en cada andlisis.

Andlisis

Reactivos

Tamizaje fitoquimico

Reactivo de Fehling

Reactivo Baljet

Reactivo de Lieberman-Buchard

Reactivo de ninhidrina al 2 %

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Mayer

Reactivo de Wagner

Carbonato de sodio (Na2COs3).

Agua destilada

Cloroformo

Anhidrido acético

Acido sulfdrico concentrado

Acido clorhidrico concentrado

Alcohol amilico

Tricloruro férrico al 5 % en solucion salina

fisiologica

Hidroxido de sodio al 5 % en agua

Magnesio metalico

Hidroxido de potasio (5 % en etanol de 95

grados)

Cloruro férrico 2 %

Preparacion de los extractos

Alcohol isopropilico al 70%

Agua destilada

Hexano

Purificacion de los extractos mediante
Cromatografia en Columna

Metanol 98%
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e Poliamida

e Acido Galico

. ., . in-Ci 0,
Cuantificacion de fenoles totales mediante ¢ Folin-Ciocalteu 20%.

espectrofotometria UV

e Carbonato de sodio (Na,COs) al 20%

e Agua destilada

Liofilizacion de los extractos e Nitrdgeno liquido
e Almidon
Ensayo Hipoglucemiante e Propilenglicol al 15%

e Metformina/Glibenclamida

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

2.11. Técnicas y métodos
2.11.1. Determinacion de los parametros de control de calidad del material vegetal

Al evaluar el material vegetal, se esta identificando y a su vez determinando su calidad o pureza.

La calidad del material vegetal viene dada por el conjunto de principios activos que tienen.

Existen varios métodos que me permiten evaluar, entre los cuales estadn: La microscopia, la
percepcidn, el analisis bioldgico, y el analisis fisicoquimico. Primero se empieza con el analisis

del material vegetal a través de los métodos fisicoquimicos (Miranda, 2006, p. 38-64).

Una vez que se recolecto la muestra, se procedié a determinar por triplicado los parametros de
calidad del material vegetal, cuyos pasos estan establecidos en el folleto de Farmacognosia y

Productos naturales (Miranda, 2006a, p. 38-64).
2.11.1.1. Determinacion del contenido de humedad

Un andlisis necesario para determinar la calidad de la materia vegetal es el contenido de humedad,
ya que, al presentar un contenido excesivo de agua en la misma, permitiria el aumento del riesgo

de contaminacién microbiana que provocaria un dafio del material vegetal (Lopez, 20164, p. 9).

En el procedimiento primeramente se pesaron 2g del material seco y pulverizado, esto fue llevado
a una capsula de porcelana preliminarmente tarada, para después ser desecado a una temperatura
de aproximadamente 105 °C en una estufa de aire por un lapso de 3 horas. Transcurrido el tiempo,
la muestra fue trasladada al desecador para evitar contaminacion del ambiente por alrededor de

15 minutos (Miranda, 2006b, p. 38-64).

28



Posteriormente en una balanza analitica se pesd, y se repitio el proceso de secado hasta obtener
una masa constante. Mediante la ecuacion que se muestra a continuacién se procedio a calcular

la cantidad de humedad que esta presente en la muestra. (Miranda, 2006c, p. 38-64):

M, —
%H = 2 1

—2 %100
M, — M

Donde:

% H = Perdida en peso por desecacion

M = Masa de la capsula vacia.

M; = Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada.
M. = Masa de la capsula con la muestra de ensayo.

100 = Factor matematico.
2.11.1.2. Determinacidn de cenizas totales

La muestra de estudio contiene una cantidad de minerales, la cual esta representada por el valor
de las cenizas totales, que, en otras palabras, es el resto inorganico que sobra tras excluir la materia

organica de la muestra seca mediante la calcinacion, esto se determina de manera gravimétrica
(Miranda, 2006c, p. 38-64).

Una vez que la muestra estuvo seca y molida se pesé 2 gramos con una desviacion de 0.5g en un
crisol de porcelana primeramente tarado. Luego el crisol con los 2 gramos se llevo a un reverbero
hasta lograr que la muestra se carbonice totalmente, para posteriormente ser llevada a la mufla

para su incineracion a 700 °C por 2 horas (Miranda, 2006d, pp. 38-64).

Después de haber transcurrido ese tiempo, con una pinza y con mucho cuidado se saco el crisol
de la mufla y se coloc6 en un desecador y al cabo de unos minutos se retiré del desecador y se
pes6. Cabe recalcar que el proceso se repite hasta que dos pesadas consecuentes no tengan una
diferencia en mas de 0.5 mg por g. Para poder obtener una masa invariable, debemos recordar que

el tiempo entre el calentamiento y el pesaje fue de media hora (Miranda, 2006e, p. 38-64).

Finalmente, se determind el porcentaje de cenizas totales del material vegetal mediante el calculo

a través de la siguiente ecuacion (Miranda, 2006f, p. 38-64):

%C = M,-M 100
0 _Ml—MX
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Donde:

%C = porcentaje de cenizas totales.

M = masa del crisol vacio (g)

M; = masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M. = masa del crisol con la ceniza (g)
2.11.1.3. Determinacion de cenizas solubles en agua

Este andlisis tiene como finalidad determinar la parte de material inorganico que estéa presente en

las cenizas totales.

Con la porcidn de las cenizas totales que se obtuvo anteriormente, se le afiadi6 de 15 a 20 ml de
agua destilada, el crisol fue cubierto por un vidrio reloj y fue hervido alrededor de 5 minutos. La
solucion obtenida se filtrd a través de un papel filtro. Tanto la solucion filtrada como el papel
filtro se introdujeron en el crisol inicial; se calcino y posteriormente se llevd a la mufla por un
lapso de 2 horas a una temperatura que oscila entre los 700 a 750°C. Después se colocd en un
desecador por 15 minutos, luego se pesd. Para la obtencidén de una masa constante se repiti6 el
proceso de incineracién (Miranda, 2006g, p. 38-64).

Para el calculo del valor en porcentaje de cenizas solubles en agua se utiliz6 la siguiente ecuacion:

M, a
X100

%Ca= —— —
A R V

Donde:

% Ca= Porcentaje de cenizas solubles en agua.

M = Masa del crisol vacio.

M, = Masa del crisol con la muestra de ensayo. (g)

M. = Masa del crisol con las cenizas totales. (g)

Ma = Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua. (g)

100 = Factor Matematico.
2.11.1.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Este analisis tiene como finalidad establecer el contenido de las sustancias minerales que no son
solubles en &cido clorhidrico en la materia vegetal. También la materia arenosa que tiene lugar en
el material vegetal es medida mediante las cenizas insolubles en &cido clorhidrico (Lépez, 2016b, p.

29).
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De manera gravimétrica se procedio a determinar las cenizas insolubles en &cido clorhidrico,
partiendo de las cenizas totales que se obtuvieron anteriormente, a estas se le afiadid 2.5 + 0.5 mL
de &cido clorhidrico al 10%, inmediatamente se tapé el crisol con un vidrio reloj y se calento en

un bafio maria por 10 minutos (Miranda, 2006h, p. 38-64).

Luego se lavo el vidrio reloj y la solucién se mezcld con lo que contenia el crisol. Después se
filtré y el residuo retenido se lavd con agua caliente hasta que en la solucion filtrada no se

evidencio la presencia de cloruros después de afiadir tres gotas de AgNO3 0.1 mol/L (Miranda, 2006i,
p. 38-64).

Tanto el filtrado como el material retenido en el papel filtro se secaron a 105 °C en una estufa, se
trasvaso al crisol inicial y se introdujo en la mufla para su incineracién a 700 + 50 °C por 120
minutos. Luego se introdujo en un desecador hasta llegar a temperatura ambiente y posteriormente
se pesd. Este proceso se repitié cada media hora, hasta que las cenizas estén completamente

blancas y su masa sea constante (Miranda, 2006j, p. 38-64).

Por ultimo, se calcul6 las cenizas insolubles en acido clorhidrico utilizando la siguiente ecuacién
(Miranda, 2006k, p. 38-64):

%B = ux 100
M, — M

Donde:

% B = porcentaje de cenizas insolubles en HCI en base hidratada (%)

M = masa del crisol vacio (g)

M; = masa del crisol con la nuestra seca (g)

M. = masa del crisol con las cenizas insolubles en HCI (g)
2.11.2. Tamizaje fitoquimico

La manera en la cual se identifican los metabolitos primarios y secundarios es lo que se conoce
como tamizaje fitoquimico o0 “screening fitoquimico” a través de reacciones de precipitacion o
coloracion. Todas las pruebas que comprenden el screening fitoquimico se especializan por ser
rapidas, sencillas y muy selectivas, determinando grupos o clases de compuestos quimicos que,

mencionando que se emplean un pequefio recurso instrumental de laboratorio.

En cuanto a la preparacion de los extractos, tanto hidroalcohdélico como acuoso, se usé el método
de maceracion, el cual consistid en utilizar como solventes agua y alcohol isopropilico al 70 %,

el proceso se muestra a continuacion en el gréfico 1-2.
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rafico 1-2: Preparacién de los extractos para el tamizaje fitoquimico
alizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

2.11.2.1. Extracto Hidroalcohdlico

En el siguiente grafico 2-2, se evidencia cada ensayo del tamizaje fitoquimico correspondiente al

extracto hidroalcoholico.

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

.
Dividir en :‘racciones I
I 1 1 - -

fianl | ' ml | 2 ml 1 ml 2ml 2ml
ENSAYO DE ENSAYO DE SHEAI G LR e EEALt e ENS LG
CATEQUINAS SRS BORNTRAGER FEHLING ALJE ESPUMA
5 . | (Quinonas) (Az. reductores) \ Saponinas
S—— . T !
2ml 2 ml 2ml | 2ml 2 ml
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE N D
CI3Fe NINHIDRINA MEDIO ALCALINO SHIN ANTOCIANIDINA
(Fenoles y Taninos)  (Aminoacidos) = 2
v
6 ml en 3 porciones ‘ 2 ml ‘
e G ‘J [ENSAYO DE LIEBERMAN BUCHARD
{Alcaloides) , (Triterpenos-Esteroides)

Grafico 2-2: Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcoholico

Fuente: (Miranda, 2006, p. 38-64).
Realizado por: L6pez, C.; Masabanda, H. 2021.
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Ensayo de Catequinas: Sobre un pedazo de papel filtro se deja caer una gota del extracto y
sobre la mancha que se forma se afiade una poca cantidad de carbonato de sodio (Na.CQOs).

Luego se coloca el papel filtro en el Espectrofotometro UV a 366 nm.

Ensayo de Resinas: Se tomé 2 ml del extracto y se agreg6é 10 ml de agua destilada, el ensayo

se considera positivo si aparece precipitado.

Ensayo de Fehling: Este ensayo permite constatar la presencia de azucares reductores.
Primeramente, se tom6 2 ml del extracto y se evaporo el solvente, y el residuo se redisolvio
con 2 ml de agua y se agreg6 2 ml del reactivo para finalmente calentar en un bafio de agua

por 5 minutos.

Ensayo de Baljet: Este ensayo permite reconocer si el extracto presenta compuestos con
agrupamiento Lactdnico, en especial Cumarinas. Para lo cual se tom6 2 ml del extracto y se
evaporo el solvente, a continuacion se redisolvié con una cantidad menor de alcohol (1ml),

para finalmente adicionar 1 ml del reactivo Baljet.

Ensayo de Lieberman-Buchard: Con este ensayo se evidencia la presencia de triterpenos o
esteroides. Se coloco 2 ml del extracto en un tubo de ensayo se procedi6 a evaporar el solvente,
el residuo se disolvid en 1 ml de cloroformo, se agregd 1 ml de anhidrido acético. Por la pared

del tubo se dejé caer 2-3 gotas de 4cido sulfarico concentrado, teniendo cuidado de no agitar.

Ensayo Espuma: En este ensayo se manifiesta la presencia de saponinas de tipo esferoidal
como triterpénica. Se adiciono 2 ml del extracto y seguidamente 10 ml de agua destilada y se

agito la mezcla durante 10 minutos.

Ensayo de ClsFe: Compuestos fendlicos y/o taninos, se reconocen mediante este ensayo, en
la cual se afiadid 2 ml del extracto en un tubo de ensayo y luego se adiciono 3 gotas de

tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisioldgica.

Ensayo de Ninhidrina: Mediante este ensayo se reconoce la presencia de aminoacidos libres
0 de aminas. Se tom6 2 ml del extracto y se mezcl6 con 2 ml de solucién al 2 % de ninhidrina

en agua, esta mezcla se calenté durante 10 minutos en bafio de agua.

Ensayo de Borntrager: A través de este ensayo se reconoce la existencia de quinonas en el
extracto. Se colocd en un tubo de ensayo 2 ml del extracto para seguidamente evaporar el
solvente, y el residuo se disolvio con 1 ml de cloroformo, para posteriormente adicionar 1 ml

de hidroxido de sodio al 5 % en agua, agitamos y se dejo reposar hasta que las fases se separen.
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¢ Ensayo Medio Alcalino: Este ensayo permite reconocer los flavonoides. Se tomé 2 ml del
extracto y se afiadid unas gotas de hidroxido de potasio (5 % en etanol de 95 grados), se torné
de una coloracion amarillo naranja, finalmente se adiciono unas gotas de FeCl; 2 % para

tornarse de una coloracion azul verdosa.

e Ensayo de Shinoda: De igual forma este ensayo permite reconocer flavonoides que estan
presentes en el extracto, para la cual se tomé 2 ml del extracto y seguidamente se adiciono 1
ml de &cido clorhidrico concentrado y un pedazo de cinta de magnesio metalico, por alrededor
de 5 minutos se lo mantuvo en reposo y se afiadié 1 ml de alcohol amilico, se mezclaron las

fases y finalmente para evidenciar los resultados se dejo reposar hasta que las fases se separen.

¢ Ensayo de Antocianidina: Con esta prueba se identifican la existencia de estructuras en
sucesidn Ce-C3-Cg del grupo de los flavonoides que estén presentes en el extracto vegetal. Para
esto se tomd 2 ml del extracto y se llevd a calentar por alrededor de 10 minutos con 1 ml de
HCI concentrado, se dejé enfriar y se afiadié 1 ml de agua y 2 ml de alcohol amilico, hasta la

separacion en dos fases.

e Ensayo de Dragendorff: Mediante esta prueba se determina la existencia de alcaloides en el
extracto, para ello se colocd 2 ml del extracto en un tubo de ensayo y se procedié a evaporar
en bafio de agua, el residuo se redisolvié con 1 ml de HCI al 1% en agua, y finalmente, se

adiciono tres gotas del reactivo.

e Ensayo de Mayer: De igual manera este ensayo nos permite reconocer alcaloides. Del
extracto se tomaron 2 ml y se evaporo en bafio de agua, seguidamente se colocé 1 ml de HCI
al 1% en agua, para después afiadir una pequefia cantidad de NaCl en polvo y se agito, luego

se filtrd y se afiadi6 2 gotas del reactivo.

e Ensayo de Wagner: De la misma manera esta prueba permite determinar la presencia de
alcaloides. Para llevar a cabo este ensayo se empez6 de igual forma que en los casos anteriores

de la soluci6n acida, pero ahora al final se afiadi6 2 gotas del reactivo correspondiente.
2.11.2.2. Extracto Acuoso

De igual manera se repiten algunos ensayos, ahora empleando agua como solvente. En el grafico

3-2, se evidencian los ensayos del tamizaje fitoquimico correspondiente al extracto acuoso.
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EXTRACTO ACUOSO
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ENSAYO DE DRAGENDORFF, MAYER Y 1 62 gotas
WAGNER ENSAYO DE PRINCIPIOS AMARGOS
(Alcaloides)

2ml
ENSAYO DE MUCILAGOS

Gréfico 3-2: Tamizaje fitogquimico del extracto acuoso
Fuente: (Miranda, 2006m, p. 38-64).
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Ensayo de Dragendorff: Como ya se menciono anteriormente en el extracto hidroalcohdlico,
este ensayo permite identificar alcaloides. Se coloc6 2 ml del extracto en un tubo de ensayo, y
se afiadié una gota de HCI concentrado con mucho cuidado, y a continuacion se llevd a calentar
suavemente y después se dejé enfriar hasta acidez, para finalmente afiadir tres gotas de reactivo

de Dragendorff.

Ensayo Mayer: De igual forma este ensayo permite evidenciar la presencia de alcaloides. Se
procedié como el ensayo anterior. Se afiadié 2 ml del extracto en un tubo de ensayo,
seguidamente se coloc6 una gota de HCI concentrado con mucho cuidado, para proceder a
calentar suavemente y se dejo enfriar hasta acidez, y por Gltimo se afiadi6 tres gotas de reactivo

correspondiente.

Ensayo de Wagner: Como ya es de conocimiento, este ensayo también permite identificar
alcaloides. Se procedié como el ensayo anterior. Se agreg6 2 ml del extracto, y se colocé una
gota de HCI concentrado con mucho cuidado, seguidamente se calentd suavemente y se dejo

enfriar hasta acidez, y por ultimo se afiadié tres gotas del reactivo correspondiente.

Ensayo de Cloruro Férrico: En el extracto acuoso, este ensayo de igual manera me permite
identificar fundamentalmente taninos. Se tom6 2 ml del extracto y se afiadi6 acetato de sodio

para equilibrar y 3 gotas de una solucion de FeCls al 5 % en solucioén salina fisiol6gica.
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¢ Ensayo de Shinoda: Mediante esta prueba se reconoce flavonoides. Se tomd 2 ml del extracto
y se adiciono 1 ml de HCI concentrado y un pedazo de cinta de magnesio metélico, se dejo
reposar por 5 minutos para finalmente afiadir 1 ml de alcohol amilico, se mezclaron las fases

y se dejo reposar hasta que las fases se separasen.

e Ensayo de Medio Alcalino: Con esta prueba de igual manera permite determinar la existencia
de flavonoides. Se tomd 2 ml del extracto y se afiadio unas gotas de hidréxido de potasio (5 %
en etanol de 95 grados), luego de esto se torn6 de una coloracién amarillo naranja, y finalmente

se afiadid unas gotas FeClsal 2 % para volverse de una coloracién azul verdosa.

e Ensayo de Fehling: Este ensayo permite demostrar la presencia de azucares reductores. Se
tom6 2 ml del extracto y se afiadié 2 ml del reactivo de Fehling y por Gltimo se calent6 en bafio

de agua por 5 minutos.

¢ Ensayo de Espuma: Con este ensayo se permite identificar saponinas. Se tomé una alicuota

del extracto y se afiadié 10 ml de agua y se agito por 10 minutos.

¢ Ensayo de Mucilagos: Mediante esta prueba se permite identificar la presencia de estructuras
tipo polisacarido. Se tomé 2 ml del extracto y se llevd al refrigerador a una temperatura de
entre 0-5 °C.

¢ Ensayo de principios amargos: Para esta prueba se tomo una gota del extracto y se sabored

reconociendo de esta manera cada uno de los principios que son bien diferenciados al paladar.

2.11.3. Preparacion del Extracto Hidroalcohélico y Acuoso de Artocarpus heterophyllus Lam
para la purificacion, cuantificacion de fenoles, flavonoides totales y analisis

hipoglucémico.

Una vez terminado el tamizaje fitoquimico se procedié a obtener tanto el extracto isopropilico al
70 % (hidroalcohdlico) y el extracto acuoso, de Artocarpus heterophyllus Lam, para su control

de calidad y posterior anélisis.
2.11.3.1. Extracto Hidroalcoholico de Artocarpus heterophyllus Lam

El extracto hidroalcohdlico se llevo a cabo siguiendo el procedimiento que se encuentra citado a

continuacion y establecido en el trabajo realizado por Andersen y Markham (2006, pp.1-10).
Procedimiento

Para la elaboracion del extracto se comenzé pesando 1 g del material vegetal seco y molido, esta
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se afiadio en un tubo de ensayo con tapa de rosca y se coloco 10 ml de alcohol isopropilico al 70
% y 10 ml de hexano, para llevarlo al agitador vortex durante 15 minutos. Una vez terminado este
proceso se lo llevo a un matraz Kitasato para su posterior filtrado mediante el uso de una bomba
de vacio, el residuo se lavé asi mismo con 10 ml de alcohol isopropilico y 10 ml de hexano, este

proceso se lo realiza hasta completar 10 g (Andersen y Markham, 2006a, pp. 1-10).

De la solucién que se obtiene de los 10 g del material vegetal se procedid a separar la fase hexanica
del extracto hidroalcohélico, mediante un embudo de separacion. Y finalmente el extracto

hidroalcoholico se concentro a ¥ de su volumen inicial (Andersen y Markham, 2006b, p. 1-10).
2.11.3.2. Extracto acuoso de Artocarpus heterophyllus Lam

El extracto acuoso se realizé siguiendo el mismo procedimiento que el extracto hidroalcohdlico,
y que obviamente se encuentra citado a continuacion y establecido en el trabajo realizado por
Andersen y Markham (2006c, p.1-10).

Procedimiento

Para la preparacion del extracto se empez6 de igual manera pesando 1 g del material vegetal
obviamente seca y molida, esta se afiadio en un tubo de ensayo con tapa de rosca y se coloco 10
ml de agua y 10 ml de hexano, para llevarlo al agitador vortex por 15 minutos. Una vez terminado
este paso se lo llevo a un matraz Kitasato para su posterior filtrado mediante la utilizacion de una
bomba de vacio, el residuo se lavo asi mismo con 10 ml de agua y 10 ml de hexano, este proceso

se lo realiza hasta completar 10 g (Andersen y Markham, 2006d, p. 1-10).

De los 10 g de material vegetal se obtuvo una solucion, el cual se procedié a separar el extracto
acuoso de la fase hexanica mediante un embudo de separacion, Y finalmente el extracto acuoso

se concentrd a ¥ de su volumen inicial (Andersen y Markham, 2006e, p. 1-10).

Después de obtener el extracto hidroalcohélico como el extracto acuoso se procedié a purificar la
porcion flavonica mediante cromatografia en columna de los dos extractos, utilizando como
soporte poliamida y como fase mévil metanol absoluto (98.8 %). Una vez colocada la columna
en el soporte, se eluyo el extracto seguido de la fase mavil. Al final se recolecto la solucién
metandlica que se eluyo de la columna en un vaso de precipitacion para finalmente concentrar en

el rotavapor (Andersen y Markham, 2006f, p. 1-10).
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2.11.4. Control de calidad del extracto hidroalcohélico y acuoso de Artocarpus heterophyllus

Lam.
2.11.4.1. Requisitos Organolépticos

o Determinacion del color: En un tubo de ensayo, seco y limpio, se procedio a llenar hasta las
tres cuartas partes con la muestra del extracto, se observo el color, si presenta transparencia,

si existen particulas y separacién de capas (Miranda, 2006n, p. 56-60).

e Determinacion del olor: Se utilizé una tira de papel de aproximadamente 10 cm de largo por
1 cm de ancho, y se introdujo una parte del papel en la muestra del extracto, se procedié a oler

y determinar las caracteristicas (Miranda, 20060, p. 56-60).
2.11.4.2. Determinacion de densidad relativa

Se conoce por densidad relativa a la relacion que hay entre la masa de un volumen de la sustancia

analizar a temperatura de 25 °C y la masa de un volumen igual de agua con similar temperatura
(Miranda, 2006p, p. 56-60):

Para la obtencion de la densidad relativa, inicialmente se pesé el picnémetro vacio y seco, después
se lleno con la parte de ensayo conservandolo a una temperatura de 25 °C durante unos minutos.
Seguidamente se ajusté el liquido al nivel utilizado y se seco por el exterior para finalmente ser
pesado. Este andlisis se lo realizo por triplicado. Para calcular la densidad relativa de los extractos

se procede a utilizar la siguiente ecuacion (Miranda, 2006g, p. 56-60):

Ml_M

D=——
MZ_M

Donde:

D: Densidad relativa

M: Peso del picnémetro vacio (g)

Mai: Peso del picnémetro con la muestra (g)

M2: Peso del picnémetro con el agua (g)
2.11.4.3. Medicién de pH

El pH esta representado por un indice numérico que se emplea para manifestar la alta o baja acidez

de una solucion expresada en funcidn de sus iones hidrogeno (Miranda, 2006r, p. 56-60).

Para la medicion del pH de los extractos se utiliz6 un instrumento llamado pH-metro, previamente
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calibrado con una solucién buffer o amortiguadora de pH. Cabe recalcar que este procedimiento

se lo realizo por triplicado (Miranda, 2006s, p. 56-60).
2.11.4.4. Indice de refraccion

Una caracteristica primordial de cada sustancia es el indice de refraccion, el cual esta representada
por la relacién que existe entre el seno del a&ngulo de incidencia de la luz y el seno del angulo de

refraccién por el cual la luz pasa oblicuamente a través del medio (Miranda, 2006t, p. 56-60).

Para realizar este analisis, primeramente se ajustd el equipo colocando sobre el prisma una gota
de agua de destilada seguidamente se colocé una gota tanto del extracto hidroalcohdlico y después
una gota del extracto acuoso, cabe recalcar que el equipo pasa a medir inmediatamente. Esta

determinacion de igual forma se lo realizo por triplicado.
2.11.4.5. Determinacion de solidos totales

Este analisis consiste en la alteracion de la masa a causa de la eliminacion de sustancias volatiles
a través de un proceso de evaporacion de la fraccion de ensayo para finalmente secar el residuo

en una estufa.

Esta determinacion consistié en tomar 5 mL del extracto y colocarlo en una capsula de porcelana
previamente tarada, se evaporo en un equipo de bafio maria para después llevar la capsula con la
muestra de ensayo a una estufa con una temperatura de 105 °C por un tiempo de 3 horas. Luego
se trasladd la capsula al desecador hasta alcanzar una temperatura ambiente y se procedio a pesar.
El analisis se lo realizo por triplicado, finalmente para calcular la cantidad de sélidos totales se
utilizo la siguiente ecuacién (Miranda, 2006u, pp. 56-60).

ST_Pr—P
Y,

X 100
Donde:

ST: Sélidos Totales

Pr: Masa de la capsula mas el residuo (g).

P: Masa de la capsula vacia (g).

V: Volumen de la porcién de ensayo.

100: Factor matemaético para el célculo.
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2.11.5. Analisis infrarrojo

Para obtener el espectro infrarrojo, se coloc6 una pequefia cantidad del extracto hidroalcohdlico,

después una pequefia porcion del extracto acuoso mediante una pipeta Pasteur.
2.11.6. Liofilizacion de los extractos

Para poder conservar de una mejor manera las propiedades de los extractos, y evitar que con el
pasar de los dias se comience a degradar por estar en estado liquido, se procedio a liofilizar cada

uno de ellos, a través del vacio y a baja temperatura.

Cada extracto se afiadié en los frascos correspondientes al equipo Liofilizador y se colocd por
debajo de cada frasco un recipiente de espuma Flex que sirvié para afiadir el nitrogeno liquido,

que permitio obtener esa baja temperatura y con la bomba de vacio secar a totalidad los extractos.
2.11.7. Cuantificacion de fenoles totales

Mediante espectrometria UV, se procedié a medir la concentracion de fenoles totales tanto del
extracto hidroalcohélico como del acuoso a través del método de Folin-Ciocalteu, basandose en
una reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion, donde este reactivo tiene la funcién de ser un

agente oxidante.

Primeramente, se prepard una solucion madre de 1000 ppm del estandar comercial (&cido galico),
el cual tenia una pureza de 99.5 %, a continuacion, se tomaron alicuotas para preparar estandares

de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm para realizar la curva de calibracion.

Cabe recalcar que, para realizar la curva de calibracidn, es decir con los estandares y medir las
muestras el procedimiento fue el mismo. Se tomaron 2 ml y se colocaron en tubos de ensayo y se
adiciono 0.5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu al 20 %. Después de a ver transcurrido 5 minutos,
se coloco 0.5 ml de carbonato de sodio “Na,COs” al 20%, y se afiadio 5 mL de agua destilada,
por ultimo, se dejé reposar en la oscuridad por 1 hora (Huang y Lean, 2011, p. 11150- 11159).
Transcurrido el tiempo en la oscuridad, primero se procedié a medir los estandares para trazar la
curva de calibracion (Concentracion vs Absorbancia), empleando el Espectrofotometro UV con
una longitud onda de 765 nm (Huang y Lean, 2011a, p. 11150- 11159). Después se procedié a medir las

muestras del extracto hidroalcoholico y acuoso por triplicado, preparando una dilucion factor 10.

Tanto los estandares como las muestras de los extractos presentaron una coloracion azul,

evidenciando de esta manera la veracidad del analisis.
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2.11.8. Cuantificacion de flavonoides totales

Mediante espectrofotometria usando AICIsse llevo a cabo la cuantificacion de flavonoides totales
presente en el extracto. El procedimiento fue igual para el extracto hidroalcohdélico como para el

acuoso.

Se colocd 1 ml del extracto en un tubo de ensayo, a continuacion se adicion6 4 ml de agua
destilada, seguidamente 0.3 ml de NaNO; al 5 %, se esperd por 5 minutos y se agregd 0.3 ml de
AIClI; al 10 %. Luego de 6 minutos se afiadié 2 ml de NaOH a una concentracién de 1M. Una vez
mezclado se dejo reposar por 5 minutos en la oscuridad y a temperatura ambiente. La lectura de

la absorbancia se llevo a cabo a una longitud de onda de 510 nm.

Para la medicion de la concentracion de flavonoides presentes en los extractos, se utiliz6 una
curva de calibracion realizada por LOpez Estefania en el estudio realizado de la “Evaluacion de

la actividad antiinflamatoria y citotoxicidad in vitro de Bidens andicola” (Lépez, 2016c, p. 29).

2.11.9. Determinacién de la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohdélico y acuoso
de Artocarpus heterophyllus Lam en ratas (Rattus norvegicus).

2.11.9.1. Condiciones ambientales y periodo de adaptacion de ratas (Rattus norvegicus).

En la investigacion se llevo a cabo el periodo de ambientacion a todos los grupos en general a las

mismas condiciones que se presentan a continuacion:

e Humedad relativa: 50 + 10 %

e Temperatura: 22+ 2 °C

e lluminacion: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad
e Lecho: Cambio de viruta cada 72 horas (viruta estéril)

¢ Alimentacion: Balanceado de roedor (pellets) 25 g/ 100 g al dia y agua purificada ad libitum.
2.11.9.2. Protocolo del andlisis experimental

La poblacion fue de 45 ratas (Rattus norvegicus), quedando los grupos establecidos de la siguiente

manera:
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Tabla 4-2: Disefio experimental para el analisis hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico y

acuoso de Artocarpus heterophyllus Lam.

400 ppm

del extracto

NUMERO DE
CAJA GRUPO TRATAMIENTO
ANIMALES
1 Blanco Ningln tratamiento
2 Control Negativo Sobrecarga de almidon
» Sobrecarga de almidon +
3 Control Positivo ) ) ]
Metformina/Glibenclamida
A Dosis baja del Extracto Sobrecarga de almidén + 2 mL
hidroalcohélico a 125 ppm del extracto
. Dosis media del Extracto Sobrecarga de almidén + 2 mL
hidroalcohélico a 250 ppm del extracto
6 Dosis alta del extracto Sobrecarga de almidén + 2 mL
hidroalcohdlico a 400 ppm del extracto
. Dosis baja del Extracto acuoso a Sobrecarga de almidén + 2 mL
125 ppm del extracto
g Dosis media del Extracto acuoso Sobrecarga de almidén + 2 mL
a 250 ppm del extracto
9 Dosis alta del Extracto acuoso a Sobrecarga de almidén + 2 mL

Realizado por: Ldpez, C.; Masabanda, H. 2021.

2.11.9.3. Preparacion del vehiculo para la administracion de almidon, extractos y farmaco.

Para la administracidn via oral tanto de las soluciones de almiddn, extractos y farmaco, se utilizo

propilenglicol al 15 % como vehiculo.

2.11.9.4. Induccién a la hiperglucemia

Las ratas (Rattus norvegicus) fueron alimentados con almidén disuelto en propilenglicol al 15 %

a una dosis de 2000 ppm (mg/Kg) de peso corporal.

2.11.9.5. Ayuno

Para la medicion de los niveles de glucosa en la sangre de los animales de experimentacion, se

realiza previamente el ayuno de 12 horas antes de comenzar con la administracion.
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2.11.9.6. Periodo de la investigacién
La Investigacion tuvo una duracion de 30 dias.
2.11.9.7. Descripcion del analisis hipoglucemiante

Cada caja donde estan los animales de investigacion consta de 5 ratas (Rattus norvegicus). La
caja numero 1 perteneciente al grupo blanco, no se le administr6 ningun tratamiento, inicamente
una alimentacion normal. La Caja 2 concerniente al control negativo se dispuso solamente una

solucion de almidon.

Por otra parte, la caja nimero 3 referente al control positivo, de igual forma se le administré una
solucion de almidén mas una solucion del comprimido de Metformina/Glibenclamida a una
concentracion de 5 ppm. Para las cajas numero 4, 5y 6 pertenecientes a los grupos del extracto
hidroalcohdlico, de igual forma se le administrd primero una solucién de almidon seguido del
extracto a una concentracion de 125, 250 y 400 ppm respectivamente.

Por consiguiente, las cajas numero 7, 8 y 9 correspondientes a los grupos del extracto acuoso,
igualmente se dispuso una dieta con una solucion de almidon seguido del extracto a una
concentracion de 125, 250 y 400 ppm correspondientemente.

2.11.9.8. Medicion de glucosa

La medicion de los niveles de glucosa se llevo a cabo a través de un glucdmetro marca Prodigy,
extrayendo una gota de sangre de la cola del animal y colocando en las tirillas reactivas para que
el glucémetro pase a leer la cantidad de glucosa Asi pues, la sangre se recogio en intervalos de

tiempo de 30, 60 y 120 minutos seguido de la alimentacion (Tiwari et al., 2011, p. 1-8).
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS

3.1. Control de calidad de la materia vegetal

Los resultados de cada una de las determinaciones cuantitativas realizadas en el material vegetal

se presentan a continuacion en la siguiente tabla.

Tabla 1-3: Resultados de la determinacién de los pardmetros de calidad de hojas de Artocarpus

heterophyllus Lam.

Artocarpus Valores de referencia de acuerdo con la Real
Parametro (%) heterophyllus Lam Farmacopea Espafiola 2002
Humedad 7.72 14
Cenizas totales 9.88 5
Cenizas solubles en H,O 111 1
Cenizas insolubles en HCI 0.77 2

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

El contenido de humedad (agua libre) que presento las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam
fue de 7.72% esto denoto estabilidad (ausencia de microrganismos, reacciones enzimaticas y
reacciones quimicas), asegurando que la composicion quimica no se vea afectada y no exista
degradacion de los metabolitos secundarios presentes y necesarios en la investigacion. Mera y
Murillo (2018a) en su estudio determino una humedad que varia entre el 6.34% al 6.45% en hojas

secas lo que muestra concordancia con el resultado obtenido.

La evaluacién de cenizas totales en la muestra fue de 9.88% que se encontraron dentro de lo
establecido, esto indica la presencia de materia inorganica (sales y elementos minerales) después
de la combustion o incineracion de la materia organica. De igual manera Mera y Murillo (2018b)
en este parametro determinaron un porcentaje que oscila entre el 9.26% al 9.76% esto dedujo una

homogeneidad con lo expuesto anteriormente.
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El porcentaje obtenido de cenizas solubles en agua fue 1.11% se encontraron en el limite
permitido esto indico presencia de sales solubles en la muestra. Por tltimo con el valor de cenizas
insolubles en &cido clorhidrico que fue de 0.77% se reflejo la presencia de oxalatos o carbonatos
dentro del limite permitido. Se dedujo con estas determinaciones que no existié contaminacion
por materias extrafias en el material vegetal (Lopez, 2016¢, p. 52). Asi mismo Mera y Murillo (2018c)

determinaron un valor de 1.97 % de minerales que no son ingestables.
3.2. Tamizaje Fitoquimico

Para el tamizaje fitoquimico o “screening fitoquimico” se realiz6 una maceracion utilizando como
solventes alcohol isopropilico y agua, de esta manera nos permitio la extracciony la identificacion
cualitativa de compuestos tanto lipéfilos como hidrofilos obteniendo de esta manera los siguientes
resultados.

Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam.

Metabolito Ensayo Hid::ci(etlrcag:i:glico Ii(é;iggo
Mayer +++ +
Alcaloides Dragendorff +++ +
Wagner +++ +++
Shinoda +++ +++
Flavonoides
1/2 Alcalino ++ +++
Fenoles y Taninos Cloruro Férrico (ClsFe) + +
Resinas Resinas NA NA
Azucares Reductores Fehling + +++
Lactonas Baljet NA NA
Triterpenos-Esteroides Libermann-Bucharl NA NA
Catequinas Catequinas NA NA
Saponinas Espuma + +
Aminoécidos Ninhidrina + NA
Quinonas Bontrager +++ NA
Antocianos Antocianidina + NA
Principios Amargos Principios Amargos NA NA
Mucilagos Mucilagos NA NA

+ (Escaso), ++ (Moderado), +++ (Abundante), NA (No aplica)

Realizado por: Ldpez, C.; Masabanda, H. 2021.
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En virtud de los resultados del screening fitoquimico de las hojas de Artocarpus heterophyllus
Lam se denot6 la presencia de compuestos fenélicos mediante el ensayo de cloruro férrico;
flavonoides a través de los ensayos de Shinoda y medio alcalino, en ambos extractos; estos
metabolitos son relevantes para la investigacion. Ademas se obtuvo azucares reductores,
saponinas en el extracto acuoso, mientras en el extracto hidroalcohélico se encontré aminoacidos,
antraquinonas, antocianos, azucares reductores y saponinas. No obstante, no existen esteroles,

glucédsidos cardiotdnicos, entre otros metabolicos secundarios.

Publicaciones como las de Carvajal (2018c) y Merifio (2019a) las cuales analizaron
fitoguimicamente las hojas y pulpa de la Artocarpus heterophyllus Lam respectivamente
mostraron la presencia de fenoles y flavonoides, estos resultados se mostraron concomitantes a
los determinados en el presente estudio ratificando que la especie analizada indudablemente tiene

la presencia de estos compuestos.

Mera y Murillo (2018d) en su estudio “Evaluacion del efecto normoglicemiante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam en ratones diabéticos” identifica la
presencia de flavonoides y fenoles avalando el uso de la especie con un efecto antioxidante. De
igual manera Alvarado (2019a) en su investigacion en extractos acuoso, etanélico con y sin
tratamiento en las hojas obtuvo similares resultados en la presencia de metabolitos secundarios.
Cabe sefialar que todos los estudios citados no son comparables en su totalidad debido, a que las
condiciones experimentales son diferentes en el método de extraccion, solventes utilizados y

condiciones no contraladas.

3.2. Control de calidad del extracto hidroalcoho6lico y acuoso de Artocarpus Heterophyllus

Lam.

Después de haber obtenido los dos extractos por medio de solventes como el alcohol isopropilico
al 70% y agua, con una totalidad de 10 gr de materia vegetal seca (hojas pulverizadas), sometidos
a concentracion. Se realiz6 el control de los parametros de calidad de estos: los resultados

obtenidos se presentan en la tabla 3-3.
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Tabla 3-3: Determinacion de los parametros de calidad de los extractos hidroalcohélico y acuoso

de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam.

Extracto Hidroalcohdlico (alcohol
Parametro . Extracto Acuoso
Isopropilico al 70%6)

Caracteristicas Organolépticas

Olor Dulce Dulce
Color Naranja intenso Naranja
Aspecto Liquido Liquido

Caracteristicas Fisicoquimicas

pH 7,65 +0,03 6,95 £ 0,03
indice de refraccion 1,342 + 0,000 1,344 + 0,000
Densidad relativa 0,907 +£ 0,004 0,949 £ 0,02
Sélidos Totales (%) 2.48 % 2.54 %

Realizado por: Ldpez, C.; Masabanda, H. 2021.

Basado en el proceso efectuado y después de los resultados obtenidos, el pH tanto del extracto
hidroalcohodlico como el del acuoso fueron ligeramente &cidos esto se debe a la planta de estudio,

los solventes, el método de extraccion.

Estos resultados indicaron que los dos extractos tienen una apreciable cantidad de compuestos
fendlicos en su composicion y por ende se reafirmé el hecho de la investigacion en cuanto a la

utilizacién de Artocarpus heterophyllus Lam (Lépez, 2016, p. 53).

De igual forma se evidencio que el valor del indice de refraccion y solidos totales, indicaron que
los diferentes compuestos fitoquimicos presentaron una buena solubilidad en los solventes
utilizados; es decir la transferencia quimica de compuestos en la interrelacion materia vegetal-

solvente fue efectiva y permitié el desarrollo de la investigacion.

Por ultimo, en este control de calidad se tuvo un valor de densidad relativa, (0,907 £ 0,02) y (0,949
+ 0,02) para los extractos hidroalcoh6lico y acuoso respectivamente, se denoté la presencia de

sustancias con capacidad de interrelacionarse por medio de enlaces de hidrégeno (Lopez, 2016d, p.
53).

3.3. Andlisis infrarrojo
3.3.1. Extracto hidroalcohdlico

Se llevo a cabo el andlisis del extracto hidroalcohdlico en espectroscopia infrarrojo, obteniendo

los siguientes resultados de los grupos funcionales.
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Gréfico 1-3. Espectro IR del extracto hidroalcohdlico.

Realizado por: Lopez y Masabanda, 2021.
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Los datos obtenidos en el espectro infrarrojo se presentan a continuacion en la tabla 4-3, donde

se evidencia el nimero de onda (cm™), % transmitancia y el grupo funcional perteneciente a

cada pico.

Tabla 4-3: Nimero de onda y % de transmitancia del extracto hidroalcohdlico.

Numero de onda [cm™] % Transmitancia Estructura

3372.89 11.7658 O-H
C=N o sales de

2309.34 94.3706 Diazonio
2155.06 94.1646 C=C=0
1641.13 62.9628 c=C
1055.84 92.8533 C-0
1032.69 91.8593 Ciclo alcano
717.39 83.8299 (CH2)n

Realizado por: Ldpez, C.; Masabanda, H. 2021.

3.3.2. Extracto Acuoso

De la misma forma se llevo a cabo el andlisis del extracto acuoso en espectroscopia infrarrojo,

obteniendo los siguientes resultados de los picos pertenecientes a cada grupo funcional.
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Gréfico 2-3. Espectro IR del extracto acuoso.
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Los datos obtenidos en el espectro infrarrojo se presentan a continuacion en la tabla 5-3, donde
se evidencia el nimero de onda (cm™), % transmitancia y el grupo funcional perteneciente a cada

pico.

Tabla 5-3: Numero de onda y % de transmitancia del extracto acuoso.

Ndmero de onda [cm™] %Transmitancia Estructura
3335.28 16.1734 H-O-H
2953.45 69.4168 -CH3
2846.42 81.1547 -CH2
2156.03 94.4537 > C=C=0 (ceteno)
1644.98 70.3047 Cc=C
1451.17 90.3635 (CH2)n ciclico
1115.62 96.7969 Aromatico sustituido
1014.37 69.9338 Aromatico sustituido
698.105 84.3918 Arométicos

Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

La espectrofotometria infrarroja se fundamenta en la interaccion entre radiacion infrarroja y la

materia, produciendo bandas de absorcion con ciertos niveles de energia dentro de la zona del
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infrarrojo, su fin es determinar la presencia de grupos funcionales en la muestra de forma
cualitativa a través de la intensidad de las vibraciones moleculares originadas por la tension o
flexion de los atomos. Los espectros infrarrojo presentados tanto del extracto hidroalcohdlico
como el acuoso, presentaron vibraciones con una mayor o menor intensidad esto fue debido a los

diferentes tipos de movimientos vibracionales.

En el espectro hidroalcohélico, claramente se puede observar una banda a 3372.89 cm?,
caracteristica del grupo alcohol ademas es marcada la intensidad de absorcion; existe la presencia
de cadenas de CH. que aparecen entre los 730-710 cm™ una zona marcada por la denominada
huella digital propia de cada estructura. A los 1600 cm™ se mostraron la presencia de dobles
enlaces; por otra parte también existio la presencia de la union C-O o C=C=0; se dedujo la
presencia de grupos funcionales que es consecuente al solvente utilizado en la preparacion del

extracto.

Mientras tanto se presenta la sefial caracteristica del agua que bordea entre los 3000 cm™?, existio
la presencia de grupos metilo y metileno que oscilan entre los 2000 cm*, aromaticos sustituidos

y alquenos en el extracto correspondiente al medio acuoso.

Los espectros mostraron la presencia de diferentes grupos funcionales; a partir de este anlisis se
pueden utilizar diversas técnicas espectroscéopicas que permitan determinar exactamente que

sustancia se encuentra en la muestra.

3.4. Cuantificacion de fenoles totales de los extractos hidroalcohdlico (alcohol isopropilico

al 70%) y acuoso mediante espectrofotometria UV-vis.

La cuantificacién de fenoles totales basado en la reaccion de Folin—Ciocalteau en las hojas de

Artocarpus heterophyllus Lam, arrojaron los siguientes resultados.

Tabla 6-3: Cuantificacion de fenoles totales por espectroscopia UV-visible en extractos

hidroalcoholico y acuoso de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam.

Fenoles totales (mg de acido i
Extractos . Porcentaje
galico/ kg de planta)

Hidroalcohdlico FD10 3256,30 +183.35 0,326 + 0,018

Acuoso FD10 1439,12 + 133,41 0,144 + 0,013

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.
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El porcentaje de fenoles totales en el extracto hidroalcohdlico (alcohol isopropilico 70%) dedujo
una cantidad moderada de compuestos fendlicos, esto puede deberse al método de extraccion y
purificacion al que fue sometido el extracto, a la cantidad de materia vegetal y solvente utilizados
y a factores externos o condiciones ambientales no controladas. Esto permitié confirmar que la
especie Artocarpus heterophyllus Lam contiene estos principios activos que ejercen una actividad

antioxidante con relacion al efecto hipoglucémico.

En ese mismo contexto el valor de fenoles totales en el extracto acuoso resulta menor esto se debe
a que el solvente arrastra una menor cantidad de los principios activos, o a condiciones del proceso
antes mencionadas; no obstante, existié la presencia de estos metabolitos secundarios en la
especie; en virtud de los resultados de ambos extractos se aval6 el estudio en biomodelos

experimentales.

La curva de calibracién mostro una ecuacion de la recta de y: -0,051 + (0,010) C y un coeficiente
de correlacion positivo 120,998 lo que significd la correcta preparacion de las soluciones
estandares de acido galico, reactivo de Folin—Ciocalteau y carbonato de sodio al 20%, al igual
que la inocuidad de estas sustancias.

3.5. Cuantificacion de flavonoides totales en extractos hidroalcohdlico (alcohol isopropilico
al 70%) y acuoso mediante espectrofotometria UV-vis.

La cuantificacion de flavonoides totales en las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam, presenta

los siguientes resultados.

Tabla 7-3: Cuantificacion de flavonoides totales en extractos hidroalcoh6lico y acuoso de las

hojas de Artocarpus heterophyllus Lam.

Flavonoides totales (mg de .
Extractos . Porcentaje
Quercetina/ kg de planta)

Hidroalcohdlico 1739,14 + 805.05 0,211 + 0,002

Acuoso 645,16 + 105.34 0,101 + 0,003

Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

La cantidad de flavonoides totales en el extracto hidroalcohdlico es superior a la del extracto
acuoso, ciertamente debido a que el contenido presentado en la cuantificacion de fenoles es
mayor. Esto depende del método de extraccion, solvente utilizado, purificacion del extracto, en
base a lo expuesto los dos extractos tiene estos compuestos fitoquimicos que son responsables de
la actividad antioxidante de la Artocarpus Heterophyllus Lam, asi esto permite su aplicacion en

las unidades puestas a experimentacion.
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La curva de calibracion mostro una ecuacion de la recta de y: 0,0218 + 0,0012x y un coeficiente

de correlacion igual a 0,99, lo expuesto indica que las muestras preparadas han sido analizadas
correctamente en el espectrofotometro Uv-visible.

3.6. Actividad hipoglucémica en biomodelos experimentales (Rattus novergicus).
3.6.1. Analisis de glucemia del dia 1 de experimentacion.

Una vez sometido los animales de experimentacién a una dieta con almidon por 15 dias a cada
grupo correspondiente, se llevo a cabo el analisis en el primer dia de experimentacion, arrojando
los siguientes resultados establecidos en cuanto a la cantidad de glucemia expresada en mg/dl

versus tiempo en el grafico 3-3, que se muestra a continuacion.
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Verificacion de Glucemia 30 min Glucemia 60 min Glucemia 120 min
Hiperglucemia
Tiempo
—@— Blanco —— Control Negativo (Solo almidon)
f#— Control Positivo (Farmaco) Extracto hidroalcohélico 125 ppm

—@— Extarcto hidroalcohélico 250 ppm —a— Extracto hidroalcohélico 400 ppm
—@— Extracto acuoso 125 ppm —@— Extracto acuoso 250 ppm
—@— Extracto acuoso 400 ppm

Graéfico 3-3. Niveles de Glucemia Dia 1.
Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

52



Las 45 unidades experimentales fueron divididas en 9 grupos; a excepcion del grupo blanco todos
fueron sometidos a una dieta con una solucién de almidén a una concentracion de 2000 ppm
durante 15 dias, posteriormente se tomaron muestras de sangre para constatar la induccién a la
hiperglucemia; seguidamente, se ha sometido al tratamiento con los extractos acuosos e
hidroalcoholicos a diferentes concentraciones y el farmaco; a su vez en tiempos de 30, 60 y 120

minutos fueron medidos los valores de glucemia en mg/dl.

De acuerdo al Gréafico 1-3 se mostr6 que los 8 grupos alcanzaron valores que se encuentran en un
rango entre 140 y 165 mg/dl con lo que se confirm6 la induccion a la patologia; el grupo blanco
presentod valores de hasta 85mg/dl debido a que no ha sido sometido a la patologia mientras el
grupo control negativo no evidencié cambios mayores, esto se debe a que solo se le administrd
almidon, y sus valores fluctuaron entre 160 y 156 mg/dl; el grupo control positivo present6 una
ligera disminucion de glucemia en los diferentes tiempos; los grupos extractos acuoso de 125
ppm, 250 ppm y 400 ppm siguen la tendencia de disminucion de glucosa sin una diferencia
marcada por ser el primer dia de experimentacion, de manera similar los grupos de extractos
hidroalcoholico de 125 ppm, 250 ppm y 400 ppm disminuyen sus valores glucémicos, siendo un
efecto mayor a concentraciones de 250 ppm y 400 ppm. El primer dia de experimentacion se
observo la disminucion de la glucemia de los grupos en tratamiento respecto a los valores iniciales
de hiperglucemia y al control negativo, sin embargo no con diferencias notorias; por otro lado la
dispersién de los valores glicémicos por cada grupo en intervalos de tiempo también no fue

significativa debido al corto periodo de experimentacion.
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3.6.2. Analisis de glucemia del dia 7 de experimentacion.

En el siguiente gréfico 4-3, se puede evidenciar los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad
de glucemia expresada en mg/dl versus tiempo, en el dia 7 de experimentacion.

167
—0
147 —_——
o
> 127
IS
S
IS
[¢B]
S
5 107
87
67
Verificacion de Glucemia 30 min Glucemia 60 min ~ Glucemia 120 min
Hiperglucemia
Tiempo
—e—Blanco —e— Control Negativo (Solo almidon)
Control Positivo (Farmaco) Extracto hidroalcohélico 125 ppm

—&—Extarcto hidroalcohdlico 250 ppm —#—Extracto hidroalcohélico 400 ppm
—e—Extracto acuoso 125 ppm —e—EXxtracto acuoso 250 ppm
—A—EXxtracto acuoso 400 ppm

Graéfico 4-3. Niveles de Glucemia Dia 7.
Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

En el gréfico 2.3 se observa los resultados de la experimentacion al cabo del tercer dia, en el cual
el grupo blanco no presenta una diferencia sustancial en comparacién con el primer dia, ya que
los animales estan en condiciones normales de alimentacion.

El grupo perteneciente al control negativo mostrd valores en el rango de 145 a 150 mg/dl, el cual
en comparacion con el primer dia de la experimentacion, tiende a disminuir debido a que el

organismo de los animales empieza a eliminar el polisacarido de manera natural.
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El control positivo mostr6 una disminucion minoritaria, pero ain no representa un valor
significativo en comparacidn al blanco, en el cual se debe determinar la eficiencia del farmaco el
Gltimo dia de la experimentacion. Con respecto a los extractos, la glucemia va disminuyendo,
minimamente, pero aun no se evidencia su grado hipoglucémico, el cual se determinara su
eficiencia al finalizar la experimentacion.

3.6.3. Analisis de glucemia del dia 15 de experimentacién

En el grafico 5-3, se puede evidenciar los resultados obtenidos en cuanto a la cantidad de glucemia
expresada en mg/dl versus tiempo, al cabo del dia 15 de experimentacion, efectuado en sus 3

mediciones luego de haber administrado los debidos tratamientos.
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Grafico 5-3. Niveles de Glucemia Dia 15.
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.
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Al final de la experimentacion el grafico 5-3 mostré que el grupo blanco no tiene diferencias
mayores con respecto a los otros dias ya que han sido alimentados de manera normal; el grupo de
control negativo tiende a una reduccién normal puesto que al transcurrir el tiempo el polisacarido
digerible se comienza a eliminar de forma natural y espontanea, sin embargo se mantuvo la
hiperglucemia en valores entre 129 y 125 mg/dl. El control positivo disminuye casi a los valores
normales de glucemia del blanco esto determiné su efecto como antidiabético oral al inhibir la

absorcion y captacion de glucosa en el organismo.

Los extractos acuoso e hidroalcohdlico de 125 ppm y 250 ppm denoté que la glucemia es menor
en comparacion con el resto de los dias de tratamiento, por el contrario no alcanzaron valores
similares a los del farmaco y el blanco, esto se debe a que el contenido de los principios activos
no es suficiente en estas concentraciones. El extracto acuoso y hidroalcohdlico de 400 ppm, son
los que mostraron una mejor actividad hipoglucémica debido a que los valores de glucosa en la
sangre al final de la experimentacion estan entre los 88 mg/dl, datos similares al farmaco y con

una diferencia minima con respecto al blanco.

Estudios como Alvarado (2019b) mostraron el efecto hipoglucémico de la Yaca (Artocarpus
heterophyllus Lam) a partir del extracto hidroalcohdlico a una dosis de 250 ppm pero sin
diferencias estadisticas significativas mientras a una dosis de 500 ppm se determind la baja de los
niveles de glucosa en sangre y estos se mantuvieron estables en los diferentes tiempos en que se
tomaron la muestras de sangre. Estos resultados concuerdan con el presente estudio puesto que a

partir de la dosis de 250 ppm tienden a la reduccion de niveles glucémicos.

Investigaciones tales como Omar (2011a), Chackrewarthy et al. (2010a) y Shahin (2012a) con la
extraccion y aplicacion de extractos hidroalcohdlicos, de una fraccién de acetato de etilo y
acuosos respectivamente, avalan el efecto hipoglucémico de las hojas de Artocarpus
heterophyllus Lam, a través de la inhibicion de enzimas pancreéticas. El presente estudio
concuerda con estas publicaciones en la actividad antioxidante a concentraciones parecidas de los
extractos; ademas en los tiempos o dias en que se tomé la muestra de sangre para el analisis
siempre existe una tendencia a la reduccion de glucemia al igual que el presente estudio esto
ratifica el poder antioxidante de los extractos debido a su contenido de compuestos fenélicos. Sin
embargo no se encontré concordancias en los valores de confirmacion de hiperglucemia, esto se
debe a que utilizan como sustancia de induccion la estreptozotocina la cual produce alteracion

mayor en los niveles de glucosa.
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3.6.4. Representacion de los niveles de glucemia de cada grupo en el Ultimo dia

experimentacion.

En el siguiente grafico se expresa los resultados de los niveles de glucemia de cada grupo en el
Gltimo de experimentacién.
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Gréfico 6-3. Niveles de Glucemia por grupos.
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Al finalizar con la experimentacion, el grupo blanco se mantuvo con valores de glucemia menores
a 90 mg/dl, lo cual es evidencia de que los animales utilizados no presentaban una hiperglucemia
al iniciar con la experimentacién y al finalizar, lo cual puede ser constatado con lo establecido

gue confiere valores menores a 90 mg/dl para una glucemia normal.

En el control negativo se pudo evidenciar que los animales de experimentacion obtuvieron una
hiperglucemia marcada, valores que oscilaron entre 160 mg/dl al iniciar con la experimentacion.
Y al finalizar, debido al tiempo transcurrido y causas normales de alimentacién, su valor de
hiperglucemia bajo alrededor de 130 mg/dl, lo cual es constancia de hiperglucemia, pero ya no

tan marcada.

El grupo perteneciente al control positivo, presento una disminucion en la glucemia con valores

entre los 90 mg/dl, debido al farmaco utilizado (Metformina/Glibenclamida).
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Con respecto a los extractos, se evidencio la aproximacion o similitud del extracto hidroalcohdlico
de 400 ppm al control positivo y una menor proporcién del extracto acuoso de 400 ppm.
Constatando de esta manera que el extracto hidroalcoholico de 400 ppm es tan bueno como el

farmaco.

3.6.5. Significancia estadistica

Para determinar los valores de significancia entre las diferentes hip6tesis se realizara las pruebas

de normalidad para las variables cuantitativas.

Tabla 8-3: Pruebas de normalidad.

Shapiro-Wilk
Estadistico o] Sig.
Glucosa basal (Dia 1) 0,988 40 0,938**
Verificacion de hiperglucemia 0,982 40 0,765**
Valor glucemia Dia 1 0,829 45 0,000
Valor glucemia Dia 7 0,937 45 0,017
Valor glucemia Dia 15 0,969 45 0,278**

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a Correccion de significacion de Lilliefors.
** Indica distribucion normal.

Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

Conclusion: Mediante la prueba de normalidad a través del test de Shapiro-Wilk, indico una

distribucién normal tomando como referencia el dia 15 de experimentacion.
e Hipotesis 1

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas de los valores de la glucosa basal inicial

y su verificacion hiperglucémica.

IC=95%
Error= 0,05
Decision= Si p es menor a 0,05 se rechaza Ho

Prueba
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Tabla 9-3: T student muestras relacionadas H1

Diferencias emparejadas

t gl Sig.
Desviaci6  Media de 95% de intervalo de
n error confianza de la
Media  estandar estandar diferencia
Inferior Superior

Glucosa basal

(Dial) -

Verificacion de -

Par 1 hiperglucemia -72,7 14,1425 2,23613  -77,22299 -68,17701 32,51 39 0,00

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Conclusidn: El valor de significancia fue menor a 0,05 (p=0,00) por tanto se rechaza Ho y se
afirma que existen diferencias estadisticamente significativas de los valores de la glucosa basal

inicial y su verificacion hiperglucémica.
e Hipdtesis 2

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas de los valores glucémicos en los

diferentes grupos de las unidades experimentales.

IC=95%

Error= 0,05

Decisién= Si p es menor a 0,05 se rechaza Ho
Prueba

Tabla 10-3: ANOVA H2

Glucemia Dia 15

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 7627,378 8 953,422 20,44 0,00
Dentro de grupos 1679,2 36 46,644
Total 9306,578 44

Realizado por: Lopez, C.; Masabanda, H. 2021.

Conclusidn: El valor de significancia fue menor a 0,05 (p=0,00) por tanto se rechaza Ho y se
afirma que existen diferencias estadisticamente significativas de los valores glucémicos en los

diferentes grupos de las unidades experimentales.
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e Hipotesis 3

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas entre los extractos hidroalcoholicos y
acuosos de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam mediante la verificacion de niveles
glicémicos obtenidos de los biomodelos experimentales.

IC=95%

Error= 0,05

Decision: Si p es menor a 0,05 se rechaza Ho
Prueba

Tabla 11-3: ANOVA H3

Glucemia Dia 15

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 1486 5 2972 8,728 0,00
Dentro de grupos 8172 24 34,05
Total 2303,2 29

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Conclusidn: El valor de significancia fue menor a 0,05 (p=0,00) por tanto se rechaza Ho y se
afirma existen diferencias estadisticamente significativas entre los extractos hidroalcohdlicos y
acuosos de las hojas mediante la verificacion de niveles glicémicos obtenidos de los biomodelos

experimentales.
o Hipotesis 4

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores glucémicos del
extracto hidroalcohdlico de 400 ppm de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam y el control

positivo.

1C=95%
Error= 0,05
Decision: Si p es menor a 0,05 se rechaza Ho

Prueba
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Tabla 12-3: Prueba de T Student para muestras independientes H4

Prueba de Levene de igualdad de

Pruebat parala

varianzas igualdad de medias
Sig. Diferencia  95%o de intervalo de
(bilateral Diferencia de error confianza de la
F Sig. t al ) de medias estandar diferencia
Inferior  Superior
Se
Gluce asumen
mia  varianzas -
Dia 15 iguales 0,01 0922 0,319 8 0,758 -2 6,27057 -16,45995  12,45995
No se asumen varianzas - 79
iguales 0,319 6 0,758 -2 6,27057 -16,47272  12,47272

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Conclusion: El valor de significancia fue mayor a 0,05 (p=0,758) por tanto acepto Ho y se

concluye que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores glucémicos

del extracto hidroalcohdlico de 400 ppm de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam y el

control positivo

e Hipdtesis 5

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores glucémicos del

extracto acuoso de 400 ppm de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam y el control positivo.

IC=95%
Error= 0,05

Decision: Si p es menor a 0,05 se rechaza Ho

Prueba

Tabla 13-3: Prueba de T Student para muestras independientes H5

Prueba de Levene de igualdad

de varianzas

Pruebat para la

igualdad de medias

Sig. Diferencia  95% de intervalo de
(bilatera Diferencia  de error confianza de la
F Sig. t gl ) de medias  estandar diferencia

Inferior  Superior

Gluce Se 0,01 0,922 - 8 0,758 -2 6,27057 -16,45995 12,45995
mia asumen 0,319

Dia 15 varianzas
iguales
No se asumen varianzas -0,319 7,96 0,758 -2 6,27057

iguales

Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Conclusidn: El valor de significancia fue mayor a 0,05 (p=0,758) por tanto se aceptd Ho y se

concluye que no existen diferencias estadisticamente significativas entre valores glucémicos del

extracto acuoso de 400 ppm de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam y el control positivo.
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e Hipotesis 6

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores glucémicos del

extracto acuoso e hidroalcohdlico de 400 ppm de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam.

IC=95%

Error= 0,05

Decision: Si p es menor a 0,05 se rechaza Ho
Prueba

Tabla 14-3: Prueba de T Student para muestras independientes H6

Prueba de Levene de igualdad Pruebat parala
de varianzas igualdad de medias
Sig. Diferencia  95% de intervalo de
(bilatera  Diferencia de error confianza de la
F Sig. t gl 1) de medias estandar diferencia
Inferior  Superior
Gluce Se 2,70 0,139 0,038 8 0,971 0,2 5,26308  -11,93668 12,33668
mia asumen
Dia 15 varianzas
iguales
No se asumen varianzas 0,038 6,2 0,971 0,2 5,26308 -12,53375 12,93375

iguales 9
Realizado por: Lépez, C.; Masabanda, H. 2021.

Conclusidn: El valor de significancia fue mayor a 0,05 (p=0,971) por tanto se aceptd Ho y se
concluye que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores glucémicos

del extracto acuoso e hidroalcohélico de 400 ppm de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam.
3.6.5.1. Interpretacion del Andlisis Estadistico

Los valores glicémicos obtenidos presentaron una distribucion normal a través de la Prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Por lo tanto para la aceptacion o rechazo de hipoétesis se efectud del

analisis de varianza unidireccional (ANOVA) y T-student para muestras independientes.

Los resultados mostraron que existieron efectos hipoglucémicos de los extractos acuosos y
hidroalcohdlicos, porque hubo diferencias significativas respecto al control negativo con un valor
de (p <0,05) mediante el test de ANOVA para datos agrupados con un intervalo de confianza del
95%. Ademas existi¢ diferencias significativas entre los extractos acuosos e hidroalcohdlicos con
valor de p=0,00; mientras que por el contrario no hay diferencias entre el extractos acuoso e

hidroalcoholico de 400 ppm, lo que indico que tienen un igual efecto hipoglucémico.

Alvarado (2019c) en su estudio demostrd valores estadisticamente significativos con un valor de

(p<0,05) a partir de una dosis de 500 mg/kg, esto se debe a la inhibicion de enzima de la a-amilasa
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mientras que una dosis de 250 mg/kg hubo un disminucion de glicemia durante los tiempos de
experimentacion sin embargo no fue significativa. Por Gltimo a una dosis de 1000 ppm no existe
efecto hipoglucémico de la Artocarpus heterophyllus Lam. En la investigacion realizada por
Shahin et al (2012b) con extractos de Artocarpus heterophyllus Lam con dosis de 250 y 500 mg/kg,
mediante el analisis de varianza unidireccional, con un valor de significancia (p< 0,01) se
demostrd la actividad antidiabética en biomodelos experimentales. Omar et al (2011a) y
Chackrewarthy et al (2010b) avalaron la actividad hipoglucémica en ratas inducidas por
estreptozotocina a partir de extractos alcohdlicos de 200 mg/kg y una fraccién de acetato de etilo
respectivamente de las hojas de Artocarpus heterophyllus Lam con una valor de significancia

(p< 0,05), esta actividad se denota debido la presencia compuestos fenolicos.

Asi el presente estudio mostro semejanza con los estudios antes citados mostrando la reduccion

de los niveles de glucosa a concentraciones similares a las expuestas.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se caracteriz las hojas de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam) mediante un
tamizaje fitoquimico identificando fenoles y flavonoides mismos que ejercen una actividad
hipoglucémica, corroborando ademas la presencia de otros metabolitos secundarios como
azucares reductores, saponinas, aminoacidos, antroguinonas y antocianos, basados en reacciones

de coloracidn, precipitacion y opalescencia

Se valor6 los fenoles y flavonoides totales mediante la espectroscopia Uv-vis, la cantidad de
fenoles totales en el extracto hidroalcoholico y acuoso fue de 3256,30 + 183.35 mg de &cido
galico/kg de plantay 1439,12 + 133,41 mg de acido galico/kg de planta respectivamente mientras
que la cantidad de flavonoides totales fue de 1739,14 + 805.05 mg de Quercetina /kg de plantay
645,16 + 105.34 mg de Quercetina’kg de planta respectivamente. Esto permiti6 ratificar la
presencia de la fraccién activa con efecto hipoglucemiante en las hojas de Yaca (Artocarpus
heterophyllus Lam).

Se identifico los grupos quimicos presentes en el extracto hidroalcohdlico y acuoso a través de la
técnica espectrofotometria infrarroja, en donde se observd la presencia de picos correspondientes
a cadenas carbonadas, alcoholes y anillos aromaticos esto dedujo la presencia de compuestos

aromaticos.

Se compard los efectos hipoglucémicos de los extractos hidroalcoholicos y acuosos a sus
diferentes concentraciones respectivamente, demostrando que el extracto hidroalcohdlico y
acuoso de 400 ppm ejercen la reduccion de niveles de glucosa en sangre en ratas inducidas por

almidan.

En esta investigacion se evalud la actividad antioxidante: efectos hipoglucémicos a partir de
extractos hidroalcohélicos y acuosos de las hojas de la Yaca (Artocarpus Heterophyllus Lam).
Siendo trascendente la actividad hipoglucémica en biomodelos experimentales, abriendo la
posibilidad de futuras investigaciones en el desarrollo de un producto natural teniendo como base

los extractos de esta planta.
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RECOMENDACIONES

Al presentar alcaloides mediante el tamizaje fitoquimico de la Yaca (Artocarpus heterophyllus

Lam), se recomienda que para futuros trabajos se analice los efectos antiinflamatorios.

Se recomienda que para estudios futuros se considere realizar un conjunto de pruebas mas amplias
con los extractos hidroalcoholico y acuoso de 400 ppm, con el fin de determinar cudl es el que

mejor propiedad conserva una vez procesado.

Mediante la comprobacion hipoglucémica de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam) se

recomienda realizar estudios de identificacion y purificacion quimica del principio activo.

Llevar a cabo un andlisis de toxicidad de la Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam) con el prop6sito

de tener seguridad sobre su uso.
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GLOSARIO
Acido galico: Estandar utilizado para la cuantificacion de fenoles.
Almidon: Sustancia de induccidn a hiperglucemia a determinada dosis.

Compuestos fenolicos: Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios importantes para
el desarrollo y reproduccion de plantas, debido a esto regulan el metabolismo y sintesis de la

lignina, son sintetizados a partir de la fenilalanina por la via del Shikimato.

Cuantificacion: Proceso que permite medir con exactitud la cantidad de sustancias quimicas en

extractos.

Diabetes: Es una enfermedad cronica que se produce por el mal funcionamiento del pancreas al
no producir insulina suficiente o cuando el organismo no la utiliza de manera correcta de esta
manera es causante de serias afectaciones hasta llegar a la muerte si no se la controla mediante el

adecuado tratamiento.
Dosis: Cantidad de administracion de extractos para que ejercen una actividad antioxidante.

Flavonoides: Los flavonoides son compuestos fenélicos que se encuentran en los vegetales en
forma de pigmentos naturales, se encargan de proteger al organismo de agentes oxidantes como,
los rayos ultravioleta, sustancias quimicas etc. Se encuentran distribuidos en plantas, frutas,

verduras y bebidas.

Glibenclamida: Agente glucémico que permite la disminucion de valores de glucosa en la sangre.
Glucosa basal: Valores de glucosa en la sangre en ayunas.

Hiperglucemia: Niveles altos de glucosa en la sangre causado por diversos factores.

Induccién: Procedimiento por el cual se genera determinada patologia a un organismo vivo

mediante sustancias quimicas.
Insulina: Es la hormona que se encarga de regular los niveles de glucosa en la sangre.

Liofilizacién: Técnica que permite el paso de un estado liquido ha solido mediante la eliminacién

de agua. Utilizada en extractos vegetales, conservacion de frutas, alimentos.

Maceracién: Técnica de extraccion de principios activos en donde entra en contacto la planta

con el solvente en un tiempo igual o mayor a 48 horas.



Metabolitos secundarios: Sustancias quimicas de caracter heterogéneo, propios del reino
vegetal, de bajo peso molecular, no son sintetizadas por el hombre y ejercen una funcion

protectora sobre la salud humana en dosis significativas.

Purificacidn: Proceso que permite un porcentaje mayor de extraccion de principios activos de

interés, el cual se realiza mediante técnicas cromatograficas.

Tamizaje fitoquimico: Técnica cualitativa que permite la identificacion de compuestos

fitogquimicos presentes en la materia vegetal mediante ensayos preestablecidos.
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ANEXOS

ANEXO A. Certificado de reconocimiento de Artocarpus heterophyllus Lam por parte del

Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

e

HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO {CHEP)
ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL CHIMBORAZO
Panamerkana sur Km 1, fono: (03] 2 298200 ox1, 700123, jearanguid yahiso.com
"W Riobambs Ecuador

Ofc No.020 CHEP 2020

9 de diciembre del 2020
A QUIEN CORRESPONDA

Reciba un atento v cordial saludo, por medio de la presente certifico que el sefores Lopez
Manobanda Cristian Jonny con Cl: 172617094-5 y Masabanda Carrillo Hector Fernando con Cl:
180518715-8, tesistas de Quimica, se identifico la especie: Ariocarpus heterophyiius Lam..
Esta especie es exdtica cultivada, que se ravizd en el herbario y:se archivard en un-afo para
los fines pertin 4 i nor a la verdad y el interesado puedo

entes.
usar el presente certificade come crea conveniente.

Atte.

6 sc.
RESPONSABLE

HERBARIO ESPOCH
aCRDARD T I



ANEXO B. Recoleccion y preparacion del material vegetal para analisis cualitativo.

Limpieza del material vegetal

Secado del material vegetal




Pesaje del material vegetal para preparacion
del extracto hidroalcohdlico

Pesaje del material vegetal para preparacion
del extracto acuoso

Adicién del solvente acuoso Proceso de Sonicacion




Filtrado del extracto hidroalcohdlico

Filtrado del extracto acuoso

Reactivos para tamizaje




ANEXO C. Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico.

Ensayo de Catequinas

Ensayo de resinas

Ensayo de Fehling

Ensayo de Baljet




Ensayo de Lieberman-Buchard

Ensayo de Espuma

Ensayo de ClsFe

Ensayo de Ninhidrina

Ensayo de Borntrager

Ensayo de Shinoda




Ensayo de Medio Alcalino

Ensayo de Antocianidina

Ensayo de Dragendorff

Ensayo de Mayer

Ensayo de Wagner

Resultado final




ANEXO D. Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso.

Ensayo de Dragendorff

Ensayo de Mayer

Ensayo de Wagner

Ensayo de ClsFe




Ensayo de Shinoda

Ensayo de Medio Alcalino

Ensayo de Espuma

Ensayo de Mucilagos

Resultado final




ANEXO E. Preparacion de extractos, purificacion y cuantificacion de fenoles y flavonoides de

Artocarpus Heterophyllus Lam.

PRIMERA PARTE: EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

!'ET

" A

. B. (85336

Pesaje del material vegetal para preparacion
del extracto hidroalcohdlico

Adicion de los 10 ml de hexano y 10 de
alcohol isopropilico al 70 %

Agitacion en el vortex

Lavado del residuo con 10 ml de hexano y 10
de alcohol isopropilico al 70 %




Separacion de la fase hidroalcohdlico de la
hexénica

Concentracion del extracto a % del volumen Preparacion de la fase movil para
inicial cromatografia en columna

Cromatografia en columna del extracto Reactivos y materiales para cuantificacion de
acuoso fenoles




Estandares de fenoles para preparar la curva Dilucidn 10 de la muestra del extracto
de calibracion hidroalcoholico

Reactivos para cuantificacion de flavonoides Cuantificacion en el UV




SEGUNDA PARTE: EXTRACTO ACUOSO

Ju.c.B.

(xBS2ICH

Pesaje del material vegetal para preparacion
del extracto acuoso

o e SR

Agitacion en el vortex

Lavado del residuo con 10 ml de hexano y 10
de agua




Concentracion del extracto a ¥ del volumen Preparacion de la fase movil para
inicial cromatografia en columna

Cromatografia en columna del extracto Reactivos y materiales para cuantificacion de
acuoso fenoles




Estandares de fenoles para preparar la curva
de calibracion

Reactivos y materiales para cuantificacion de

. Cuantificacion en el UV
flavonoides




ANEXO F. Control de calidad del material vegetal y de los extractos.

Materiales para el control de calidad del Estufa con las capsulas para la determinacion
material vegetal del contenido de humedad

Capsula con la muestra trasladada al

Capsulas en el desecador
desecador




Carbonizacion de las muestras para
determinacion de cenizas totales

Crisoles en la mufla

Crisoles en el desecador

Adicion de 15 ml de agua a las C.T. para
determinacion de cenizas solubles en agua

Crisoles cubiertos por un vidrio reloj en el
proceso de cenizas solubles en agua

Crisoles en el desecador para el proceso de
cenizas solubles en agua




Mufla a 700 °C para la determinacion de Crisoles en el desecador para la determinacién
cenizas insolubles en acido clorhidrico de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Bafio maria para la determinacion de solidos | Capsulas en el desecador en la determinacion
totales de solidos totales.




ANEXO G. Calculos y evidencia del control de calidad del material vegetal.
Determinacion del contenido de humedad

M; - My

o = —— =
% M, — M

X 100
Donde:

%H = Perdida en peso por desecacion

M = Masa de la capsula vacia (g).

M, = Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g).
M. = Masa de la capsula con la muestra de ensayo (g).

100 = Factor matematico.

|

M

uestra 2

T H
Muestra 3

46.2880 g —46.1336 g
%H muestra, = X 100 = 7.72%

46.2880 g —44.2872 g

- e = 49.2594 g — 49.1061 g % 100 = 7.65%
oH muestra, = 49.2594 g — 47.2579 g ST

o muestra. = 710349 — 4694899
oF MUESITAs = 471034 g — 451020 g B

De los valores obtenidos se procede a realizar una media.

7.72 % + 7.65 % + 7.73 %
%H = : =7.72%




Determinacion de cenizas totales

Donde:
%C = porcentaje de cenizas totales.
M = masa del crisol vacio (g)

M; = masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M. = masa del crisol con la ceniza (g)

e o, 3663719 3644109
oL TMUESIT1 = 382421 g — 364410 g - 77

e o, 4115089~ 4005549
on TMUESIT 2 = 459652 g — 409554 g~ e

e o 3810419370009
oh TMUESITAs = 399134 g —37.9096 g =~ °

De los valores obtenidos se procede a realizar una media.

9.79 % + 9.72 % + 10.14 %
%C = > . > > —9.88%

Determinacion de cenizas solubles en agua

M, a
X100

%Ca= —>0——°
A R V



Donde:

%Ca = Porcentaje de cenizas solubles en agua.

M = Masa del crisol vacio (g).

M, = Masa del crisol con la muestra de ensayo. (g)

M. = Masa del crisol con las cenizas totales. (g)

Ma = Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua. (g)

100 = Factor Matematico.

r ' ‘
q Muestra 1 F . Muestra 2 l ‘ Muestra 3 ‘

—

' 1736.6371

36.6371 g — 36.6103 g

= X 1 - 1 0
38.4421 g — 364410 g 00=1.33%

%Ca muestra,

_ 411508 g —41.1287 g
429652 g — 40.9554 g

%Ca muestra, X 100 = 1.09 %

e o L 381041g-380717g o
oA MUESTAs = 399137 g — 36.4410 g BRaAS

De los valores obtenidos se procede a realizar una media.

1.33% + 1.09 % + 0.93 %
%Ca = 3 =1.11%

Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

M M
%B = hx 100

1



Donde:
% B = porcentaje de cenizas insolubles en HCI en base hidratada (%)
M = masa del crisol vacio (g)

M3 = masa del crisol con la nuestra seca (g)

M. = masa del crisol con las cenizas insolubles en HCI (g)

B mestra. ~ 3812109 -381043g
OB MMUESIT = 401243 g — 38.1043 g - eeh

. frq, — 1200079 - 4198679 o0 oo,
OB MUESITA2 = 440347 g — 41.9867 g T

38.0044 g — 37.9877g
40.0277 g — 37.9877g

%B muestra; = %X 100 = 0.83 %

De los valores obtenidos se procede a realizar una media.

0.82 % + 0.68 % + 0.83 %
%B = : =0.77 %




ANEXO H. Calculos y evidencia del control de calidad del extracto hidroalcohélico.
Medicion de pH

Al realizar la medicién de pH del extracto hidroalcohdlico, se obtuvo los siguientes resultados.

[ oz

172 e tet L e i R

f
i
o
¥
%
2 5
X
2

De los valores obtenidos se procede a obtener una media.

7.87 + 7.58 + 7.50
pH = : = 7.65

indice de refraccion

Al medir el indice de refraccion del extracto hidroalcohdlico, se obtuvo los siguientes resultados.

De los valores obtenidos se procede a obtener una media.



1342 +1.342+1342

H= = 1.342
p 3

Determinacion de densidad relativa

Ml_M
M, — M

Donde:

D: Densidad relativa

M: Peso del picnémetro vacio (g).

M;: Peso del picnémetro con la muestra (g).

M2: Peso del picnémetro con el agua (g).

oo aees3e e

[ ‘ ) AW A

Muestra 1 N Muestra 2 : ‘ Muestra 3

5 o _26316-17091
MUestr L = 50302 = 17.001

26.757 — 17.558
= 0.907

D tra, = -
Muestraz = 57701 - 17.558

26.801 — 17.623

27688 —17.623 _ 0012

D muestraz =

De los valores obtenidos se procede a obtener una media.

0.903 + 0.907 + 0.912
%D = 3 = 0,907




Determinacion de solidos totales

Pr—P

ST x 100
Donde:

ST: Solidos totales

Pr: Masa de la capsula mas el residuo (g).

P: Masa de la capsula vacia (g).

V: Volumen de la porcién de ensayo.

100: Factor matematico para el célculo.

87.9743g — 87.8996g
3ml

ST muestra,; = X 100 = 2.49 %

85.9387g — 85.8641g

X 100 = 2.489
3ml %

ST muestra, =

105.3333g — 105.2584 g

X 100 =2.499
3ml %

ST muestraz =

De los valores obtenidos se procede a obtener una media.

249% + 2.48% + 249 %
%ST = 3 =248%




ANEXO I. Calculos y evidencia del control de calidad del extracto acuoso.
Medicion de pH

Al realizar la medicién de pH del extracto acuoso, se obtuvo los siguientes resultados.

Muestra 1

i

788 3
o
¥
i
i
b,

d -
(i et L i f U

e

De los valores obtenidos se procede a obtener una media.

788 +7.75+7.67

H = 6.95
p 3

indice de refraccion

Al medir el indice de refraccidn del extracto acuoso, se obtuvo los siguientes resultados.

De los valores obtenidos se procede a obtener una media.



R = 1.346 + 1.345 + 1.346

= 1.346
3
Determinacion de densidad relativa
M,— M
D=—1
M, — M

Donde:

D: Densidad relativa

M: Peso del picnémetro vacio (g).

M;: Peso del picnémetro con la muestra (g).

M: Peso del picnémetro con el agua (g).

fapi=——N

Muestra 2 Muestra 3

s

/

1S

25.951 — 16.535

D tra; = = 0.949
US4 = 56 454 — 16.535

25.617 — 16.206

D tra, = = 0951
Muestraz = 56.098 — 16.206

5 oo _25613-16276 _
MUestrds =5 6120 - 16276

De los valores obtenidos se procede a obtener una media.

0.949 + 0.951 + 0.948
%D = 3 = 0,949




Determinacion de solidos totales

Pr—pP
ST = x 100

Donde:

Pr: Masa de la capsula mas el residuo (g).
P: Masa de la capsula vacia (g).

V: Volumen de la porcién de ensayo.

100: Factor matematico para el célculo.

‘ Muestra 1 l . Muestra 2 ‘

107.4934g — 107.4169g

X 100 = 2.55%

ST muestra,; = 3l

99.3084g — 99.2315g
3 ml

ST muestra, = x 100 = 2.56 %

95.5759g — 95.5002 g

X 100 = 2.529
3 ml %

ST muestraz =

De los valores obtenidos se procede a obtener una media.

2.55% + 2.56 % + 2.52 %
%ST = 3 =254%




ANEXO J. Liofilizacion y analisis en el espectrofotometro IR de los extractos.

Proceso de liofilizacién Liofilizado del extracto hidroalcohdlico

Analisis de los extractos en el

Liofilizado del extracto acuoso .
espectrofotometro IR




ANEXO K. Periodo de adaptacion y analisis hipoglucemiante en Rattus norvegicus.

|

,./‘ 7

Pesaje de las ratas para clasificacion en los
grupos para posterior analisis

Cambio de viruta cada 72 horas

9 grupos de 5 ratas para el analisis




Cuidado y verificacion diaria de cada especie

Dilucion del almidon con propilenglicol al
15%

47
A

Soluciones de almiddn para cada grupo

Uso de jeringa con canula para administracion




Manipulacién de Rattus norvegicus

Administracién de la solucion de almidon

=
¥ A PRODIGY
AutoCode

Qwner's Manual

Glucometro con tirillas para medicion de
glucosa

Extraccién de sangre de la cola de Rattus
norvegicus

Medicién de glucosa

Preparacion de las soluciones de los extractos
empleando propilenglicol al 15%




Soluciones del extracto hidroalcohdlico a Soluciones del extracto acuoso a
concentraciones de 125, 250 y 400 ppm concentraciones de 125, 250 y 400 ppm

Farmaco (Metformina/Glibenclamida) a una Administracion del farmaco

concentracion de 5 ppm.

Administracion del extracto hidroalcohdlico Administracién del extracto acuoso




ANEXO L. Cuantificacion de Fenoles totales

Informacion de configuracion

Thermo Scientific

Elemento

Valor

Archivo de libro

C:\Documents and Settings\Pc\Escritorio\lab investigacion\LOPEZ

FENOLESES\2020_12_02_Cuantificacion.iwbk

AcCCesorios

Accesorio: Detector estandar

Software

INSIGHT: 2.1.133

microprograma, software
inalterable

3.0.0.109

Nombre del método

Cuantificacion

Tipo de método Curva estandar
Tipo de ajuste de curva Lineal

Lopgl_tud de onda del 765 nm

analisis

Ecuacion de Curva -0,051 + (0,010)C
r2 0,998

Correccion de anélisis Ninguno
Longitud de recorrido 10 mm

Estandar Fecha & Hora mg/L Usado Avg Abs. #1
1 12/01/2021 6:18 20 Si 0,16 0,16
2 12/01/2021 6:19 40 Si 0,34 0,34
3 12/01/2021 6:20 60 Si 0,585 0,585
4 12/01/2021 6:21 80 Si 0,785 0,785
5 12/01/2021 6:21 100 Si 0,97 0,97




Thermo Scientific

765 nm Curve = -0,051 + [0,010)C, #0,998

Absorbancia

00 34D B0 B0 0 8 %0 100
ma/L Tipo de ajuste de curva: Linear

Lectura de las muestras.

# ID de muestra Fechay hora Analito 1 (mg/L) Abs 765 (AU)
1 Muestral fd10 13/01/2021 6:23 42,809 0,391
2 Muestra2 fd10 13/01/2021 6:25 45,862 0,422
3 Muestra3 fd10 13/01/2021 6:26 41,581 0,378
4 acuoso-1 13/01/2021 15:38 55,168 0,518
5 acuoso-1 fd 10 13/01/2021 15:39 54,938 0,516
6 acuoso-2 fd 10 13/01/2021 15:40 60,482 0,573
7 acuoso-3 fd 10 13/01/2021 15:41 50,632 0,471




Thermo Scientific

Absorhancia

|Muestral

fd10
Muestra2
fd10
Muestra3

1fd10

acuoso-2 fd 10

acuoso-3 fd 10

<F65.08785. 003 TR E0A L CTRERID dbs.d

N\

758 759 760 761 762 763 764

765

766 767 768 769 770 771

772




