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Evaluacién del potencial inhibidor de las enzimas a y B glucosidasa

en algunos frutos nativos del Ecuador

RESUMEN

La tendencia actual sobre el consumo de productos de origen vegetal y el papel que
toman los alimentos como protectores de la diabetes; se ha encaminado a evaluar
la actividad inhibitoria de las enzimas oy B glucosidasa en los frutos nativos
incluidos en el estudio mediante un ensayo de inﬁibicién enzimatica. Se
estandarizaron dos técnicas “in vitro” para evaluar el potencial de frutos como
inhibidores de ay B glucosidasa. Ademas, se desarrollé un producto alimenticio
(jugo de frutas) mediante tratamientos térmicos en base al fruto con mayor
inhibicion de las enzimas en estudio. Los resultados obtenidos permitieron
caracterizar a los frutos de joyapa, mortifio y uvilla como inhibidores de ay B
glucosidasa. El fruto de mortifio fue evaluado como materia prima para el desarrollo
de jugos pasteurizados. El tratamiento térmico a 60°C x 30 min. increment6 la
actividad enzimatica en comparacion al fruto fresco.

Palabras clave: a—glucosidasa, B—glucosidasa, diabetes, joyapa, mortifio, uvilla.
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ABSTRACT

EVALUATION OF o AND # GLUCOSIDASE POTENTIAL ENZYME
INHIBITOR IN SOME ECUADORIAN NATIVE FRUITS

The current trend on consumption of products of plant origin and the role that food has
as diabetes protectors are the reasons to evaluate the inhibitory activity of the o and
glocosidase enzymes in the native fruits, included in the study, by testing enzyme
inhibition. Two techniques were standardized "in vitro" to assess the potential of fruits
as - and B glucosidase inhibitors. Moreover, a food product (fruit juice) was developed
by heat treatments selecting the fruit under study which has greater enzymes inhibition.
The results allowed characterizing joyapa mortifio and wuvilla fruits as o and B
glucosidase inhibitors. Mortifio was assessed as raw material for pasteurized juice. The
heat treatment at 60 °C x 30 minutes increased enzymatic activity compared to the fresh

fruit.

Keywords: o-glucosidase, B -glucosidase, diabetes, joyapa, mortifio, uvilla
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EVALUACION DEL POTENCIAL INHIBIDOR DE LAS ENZIMAS . Y
GLUCOSIDASA EN ALGUNOS FRUTOS NATIVOS DEL ECUADOR

INTRODUCCION

La Diabetes mellitus se sitia entre las diez principales causas de muerte en los
paises occidentales, y a pesar de los avances en su control clinico, alin no se ha
logrado controlar sus consecuencias letales (Negri, 2005). De acuerdo con la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se estima la prevalencia de la diabetes,
para todos los grupos de edad en todo el mundo, en 2,8% en 2000 y 4,4% en
2030; es decir, el nimero total de personas con diabetes se incrementara de 171
millones en 2000 a 366 millones en 2030 (Wild et al., 2004).

La prevalencia de la obesidad y las enfermedades crénicas asociadas, es decir, la
enfermedad cardiovascular y diabetes de tipo 2, es cada vez mayor en todas las
partes del mundo. La obesidad, que se caracteriza por la acumulacién excesiva de
tejido adiposo, especialmente alrededor de la cintura, aumenta el riesgo de diversos
trastornos metabdlicos, incluyendo la dislipidemia, resistencia a la insulina,
inflamacién crénica, disfunciéon endotelial e hipertension (Dembinska-Kiec et al.,
2008).

La Diabetes es una enfermedad crénica que se caracteriza por la presencia
excesiva de glucosa en la sangre, debido a que el cuerpo no produce insulina o no
la utiliza adecuadamente. Un 90% de los 171 millones de diabéticos del mundo,
segun las estimaciones, sufre diabetes tipo 2. Las personas con diabetes tipo 2
controlan el nivel de glucosa en la sangre siguiendo un plan de alimentacion
saludable, un programa de ejercicios, bajando de peso y tomando medicacién oral

(medicamentos hipoglicémicos) (OMS, 2008).
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Los farmacos utilizados como hipoglicemiantes orales controlan los valores de
glicemia, pero pueden presentar efectos secundarios, como hipoglicemia,
intoxicacion por acido lactico, malestar gastrointestinal o aumento de peso. Ademas
muchos pacientes necesitan tomar dos o tres medicamentos para alcanzar valores
aceptables de glicemia, lo que conlleva un alto costo econémico y una mayor
probabilidad de interacciones con otros tratamientos. Una alternativa para pacientes
con diabetes tipo 2, es complementar su tratamiento hipoglicemiante con productos
de origen vegetal;, incluso sustituyendo totalmente la medicacion empleado
fitoterapia, siempre y cuando la glicemia se encuentre estabilizada, se mantengan
unos habitos higiénico-dietéticos adecuados y el médico considere oportuna esta
terapia (Castillo y Solis, 2007).

La diabetes tipo 2 afecta al 13.4% de los hombres y al 33% de mujeres,
circunstancia que contribuye al aumento de la mortalidad en el Ecuador y el mundo.
En el Ecuador la diabetes tipo 2 en mujeres y hombres de 30 a 45 afios es del 42%.
Existe una alta prevalencia de diabetes tipo 2 en mujeres y hombres a los que se
les diagnostica retinopatias, pie diabético e insuficiencia renal. Sin embargo, en
algunos casos los sintomas de la diabetes son la primera advertencia de dichas

patologias (Sulca, 2011).

Los datos estimados de diabetes en la poblacién adulta en centro América oscilan
entre 3% y 6% siendo Nicaragua y Honduras los paises de menor prevalencia de
diabetes tipo 2. En Ecuador, la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 es de 4,1 a
5%. La incidencia/afio es de 115.19 casos/100.000 habitantes (Barcel6, 2001).

La diabetes es una enfermedad crénica no trasmisible y el 90% de los casos
mundiales corresponden a la diabetes tipo 2, lo cual se explica en gran medida por
el exceso de peso corporal y a la inactividad fisica. Una alimentacién saludable y la
practica regular de actividad fisica contribuyen a prevenir los factores de riesgos
asociados. Por esta razén, los consumidores cada vez mas informados y
conscientes de la vinculacion entre alimentacién y salud, estan demandando en
forma creciente alimentos y/o productos naturales con beneficiosos demostrados

para prevenir estas enfermedades de la vida moderna.

Actualmente nos encontramos inmersos en un cambio en el concepto de alimento y
en nuestra forma de alimentarnos. Ademas de las propiedades nutritivas vy

sensoriales de los alimentos se esta reconociendo el papel gue toman los alimentos
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como protectores de la salud. En este sentido, recientes estudios epidemiolégicos
han indicado que un alto consumo de frutas y hortalizas ha sido asociado con una
menor incidencia y mortalidad por diferentes enfermedades crénicas. La proteccion
que las frutas y hortalizas brindan contra las enfermedades degenerativas como
cancer y enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, ha sido atribuido a

su alto contenido de antioxidantes (Schieber et al., 2001).

La dieta juega un papel importante en la etiologia y la prevencion de varias
enfermedades asociadas a la obesidad cronica, especialmente de diabetes vy
enfermedades cardiovasculares. Un patrén dietético caracterizado por un mayor
consumo de verduras, frutas y los cereales integrales se asocia con un menor
riesgo de diabetes tipo 2. Las pruebas para los distintos componentes de la dieta es
limitada, no obstante, un gran grupo de metabolitos secundarios en las plantas
podrian desempefiar un papel importante en los efectos en la salud de las dietas
basadas en vegetales. Los efectos antioxidantes de los compuestos que
proporcionan color y sabor de las frutas frescas o procesadas y verduras, han sido
estudiado extensamente, pero se sabe menos de los otros posibles mecanismos
biol6gicos que vinculan a los fitoquimicos con la prevencién de la diabetes tipo 2
(Dembinska-Kiec et al., 2008).

Las enzimas o Yy P glucosidasa son las responsables de la hidrélisis de

oligosacaridos en mondémeros, y también de la hidrélisis de heterésidos de a-
glucosa, generando una unidad de aglicona y glucosa. Los inhibidores de estas
enzimas son de interés terapéutico para el tratamiento de diabetes tipo 2, ya que
son capaces de disminuir la liberacion de glucosa de oligosacaridos, disminuyendo
los niveles postprandiales de glucosa en pacientes diabéticos (Simdes-Pires et al.,
2009).

Los recientes avances en esta area de investigacion muestran que la exploracion
de fuentes naturales de inhibidores de a y [ glucosidasa se muestra como un

campo de investigacion promisorio. El estudio de algunos frutos nativos del Ecuador
podria sefalar nuevas fuentes de alimentos con propiedades beneficiosas para los

pacientes que sufren diabetes tipo 2.
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En este sentido, mas de 1200 especies vegetales han sido descritas con propiedad
antidiabética; estas representan mas de 725 géneros en 183 familias. Las familias
que abarcan un mayor numero de éstas especies son Fabaceae, Asteraceae,
Lamiaceae, Liliaceae, Poaceae y Euphorbiaceae (Negri, 2005). Entre las especies
gue se utilizan en medicina tradicional como antidiabéticos sélo cerca del 50% han
sido estudiadas experimentalmente. En este sentido, la OMS promueve este tipo de
estudios buscando contribuir al desarrollo de un tratamiento econémico y efectivo
de la diabetes (Castillo y Solis, 2007).

Dada la amplia disponibilidad de frutos nativos que ofrece el pais, existe
un importante potencial de desarrollo de productos botanicos dnicos vy
diferenciados relacionados con el mortifio, joyapa, uvilla, ciruelo, entre otros.
Ademas de estar asociado a una region con caracteristicas Unicas, estos frutos
nativos poseen un alto valor nutricional, compuesto por antioxidantes y/o

compuestos bioactivos con propiedades beneficiosas para la salud humana.

La presente investigacion plantea establecer la capacidad inhibitoria de las enzimas
ay P glucosidasa en los frutos de las especies Macleania rupestris, Vaccinium
floribundum, Physalis peruviana y Spondias purplrea L. a través de un ensayo de
inhibiciébn enzimatica “in vitro”. Se estandarizaron los métodos “in vitro” para
evaluar la actividad inhibitoria de las enzimas ay [ glucosidasa en los frutos

nativos incluidos en el estudio.

Se desarrollé un producto alimenticio (jugo de frutas) en base al fruto con mejores
resultados en el ensayo de inhibicibn enzimatica. Ademas se evalué el producto

final mediante tratamientos térmicos.
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CAPITULO |

DIABETES MELLITUS

Introduccién

En este capitulo se abordaran las caracteristicas generales de la diabetes mellitus,
su definicion general, el tratamiento que se utliza para esta enfermedad y la
diabetes tipo 1 y 2. Ademas, se presentan las enzimas que estan involucradas en el

mecanismo de la diabetes.

1.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por hiperglicemia
e intolerancia a la glucosa, ya sea debido a la deficiencia de insulina o deterioro de
la eficacia de la accion de la insulina, o una combinaciébn de ambos. La
hiperglicemia crénica de la diabetes esté asociada a la disfuncion y el fallo de varios
organos, especialmente ojos, rifiones, nervios, coraz6n y vas0os sanguineos.
Algunos procesos patoldgicos estan involucrados en el desarrollo de la diabetes.
Estos incluyen la destruccion autoinmune de células B del pancreas con la
consecuente deficiencia de la accion de la insulina. La accion deficiente de esta
hormona resulta de la secrecion inadecuada de insulina y/o la disminucién de
respuesta de los tejidos a esta hormona en uno o varios puntos en el complejo

mecanismo de accion hormonal (Sociedad Americana de Diabetes, 2006).

La OMS reconoce tres tipos de diabetes: la diabetes de tipo 1, que se caracteriza
por la ausencia de sintesis de insulina; la diabetes de tipo 2, que tiene su origen en
la incapacidad del cuerpo para utilizar eficazmente la insulina, generalmente como
consecuencia del exceso de peso o la inactividad fisica, y la diabetes gestacional
gue corresponde a una hiperglicemia que se detecta por primera vez durante el
embarazo (OMS, 2008).

La gran mayoria de los casos de diabetes se dividen en dos categorias amplias

etiopatogénicos. En una categoria, la diabetes tipo 1, la causa es una deficiencia
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absoluta de la secrecion de insulina. Los individuos con mayor riesgo de desarrollar
este tipo de diabetes a menudo pueden ser identificados por pruebas serolégicas
de un proceso patoldgico autoinmune se produce en los islotes pancreéticos y por
los marcadores genéticos. En la otra categoria, mucho mas frecuente, la diabetes
de tipo 2, la causa es una combinacién de resistencia a la accion de la insulina y
una respuesta secretora de insulina compensatoria inadecuada. En esta dltima
categoria, un grado de hiperglucemia suficiente para causar cambios patolégicos y
funcionales en diferentes tejidos diana, pero sin sintomas clinicos, pueden estar
presentes durante un largo periodo de tiempo antes de que se detecte la diabetes
(Sociedad Americana de Diabetes, 2006).

Durante este periodo asintomético, es posible demostrar una anormalidad en el
metabolismo de hidratos de carbono mediante la medicion de la glucosa en plasma
en el estado de ayuno o después de un desafio con una carga oral de glucosa
(Sociedad Americana de Diabetes, 2006).

Tabla 1 - Clasificacion etiolégica de la diabetes mellitus

|. Diabetes tipo 1 (destruccién de las células 3, por lo general
conduce a una deficiencia absoluta de insulina)
A. Inmunolégica mediadora

B. Idiopética

II. Diabetes tipo 2 (puede variar desde predominantemente
resistencia a la insulina con deficiencia de insulina relativa a un

defecto predominante de secrecion con resistencia a la insulina)

[ll. Otros tipos especificos
A. Los defectos genéticos de la funcién célula 3

. Los defectos genéticos en la accién de la insulina

. Enfermedades del pancreas exocrino

B
C
D. Endocrinopatias
E. Drogas o quimicos inducidos
F. Infecciones

G. Formas poco frecuentes de diabetes inmunomediada
H

. Otros sindromes genéticos a veces asociados con la diabetes

IV. Diabetes mellitus gestacional (GDM)

Fuente: Sociedad Americana de Diabetes, 2006.
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1.1.1 Tratamiento

La terapéutica de la diabetes se centra en dos objetivos intimamente relacionados:
a) mejorar la utilizacién de la glucosa y otros nutrientes en los tejidos (aminoéacidos,
glicerol, acidos grasos y cuerpos ceténicos) y b) normalizar al maximo posible los
niveles de glicemia sin perturbar de manera notable el estilo de vida del paciente
(Flérez, 1997).

El tratamiento actual del enfermo diabético exige un abordaje mdltiple, el cual se
basa en la dieta ajustada a las necesidades vitales de cada persona y en el empleo
de insulina o de diversos farmacos orales que, por uno u otro mecanismo,

consiguen reducir los niveles de glicemia (Florez, 1997; Gerich, 2001).

= |nsulina

La insulina es un polipéptido de 51 aminoacidos (5,8 kD) sintetizado por las células
B del pancreas. Hasta hace pocos afios, la insulina utilizada clinicamente procedia
de la extraccion de pancreas bovinos y porcinos. En la mayoria de los paises
actualmente se utiliza insulina humana (pureza del 100 %), obtenida por tecnologia
recombinante a partir de ADN plasmidico inyectado en Escherichia coli (Flérez,
1997).

La insulina es secretada por las células B del pancreas; esta glandula pesa cerca
de 200g, esta situada abajo y detrds del estbmago, produce ademas, otras dos
hormonas importantes en el organismo, la somatostatina (células d) y el glucagon
(células a) entre las cuales existe una relacion, en parte de tipo paracrino (Negri,
2005; Florez, 1997; Gerich, 2001). El glucagén estimula la secreciéon de insulina y
de somatostatina, mientras que la somatostatina inhibe la secrecion de insulina y
glucagon. El flujo sanguineo circula en el islote desde las células 3 hacia las a y 6,
de este modo la somatostatina ha de pasar por la circulacion general para poder
llegar a las células a y B; en cambio, la insulina puede desempefiar cierto papel
paracrino y estimular la secrecién de glucagon y polipéptido pancreatico (células
PP) (Florez, 1997).

El tratamiento con insulina suele ser usado en pacientes con diabetes tipo 1, sin
embargo, también se usa en pacientes con diabetes tipo 2 en los que las terapias

tales como la modificacién de la dieta, ejercicio y antidiabéticos orales no han
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logrado mantener el control glucémico. Algunos pacientes con diabetes tipo 2
requieren tratamiento con insulina en dosis de 0,4 a 0,6 U/kg por dia, como en

pacientes con diabetes tipo 1 (Gerich, 2001).

» Hipoglicemiantes orales

Segln la Asociacién Latinoamericana de Diabetes (2006), el tratamiento con
antidiabéticos orales debe iniciarse en toda persona con diabetes tipo 2 que no
haya logrado alcanzar las metas de control glicémico después de un periodo de tres
a seis meses con cambios terapéuticos en el estilo de vida (CTEV). Para considerar
gue los CTEV han sido efectivos la persona debe haber logrado modificaciones en
el régimen alimentario, reduccion del 5 a 7% del peso corporal (si éste estaba

excedido) e incremento de la actividad fisica programada.

Si no se observa una reduccion gradual de las glicemias que permita predecir que
la persona va a alcanzar la meta en el plazo de tres a seis meses, puede ser
necesario adelantar el inicio del tratamiento farmacolégico. Sin embargo, también
puede iniciarse el tratamiento con antidiabéticos orales desde el momento del
diagnéstico cuando el grado de descontrol de la diabetes permite anticipar que los
CTEV no van a bastar para reducir gradualmente las glicemias y alcanzar las metas
de control glicémico al cabo de 3 a 6 meses (Asociacidbn Latinoamericana de
Diabetes, 2006).

Los agentes antidiabéticos orales incluyen las sulfonilureas, meglitinidas y analogos
de la meglitinida, inhibidores de la a-glucosidasa, y tiazolidinedionas; los cuales
pueden ser utilizados como monoterapia o en combinacion para lograr el control
glicémico (Gerich, 2001). En la Tabla 2 se encuentran los hipoglicemiantes mas
utilizados, en la dosis requerida, de acuerdo con la dolencia que acompafia a la
diabetes; asi mismo las contraindicaciones y efectos secundarios causados por

cada farmaco.

= Sulfonilureas

Son derivados de las sulfamidas, en los cuales la estructura sulfonilurea constituye
el grupo esencial de la actividad hipoglicemiante. Dentro de las mas comunes se
encuentran gliburida, glipizida y glimepirida. Este tipo de antidiabéticos actluan

estimulando la secrecion de insulina cuando se unen a receptores en las células
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pancreaticas. Para ello, las sulfonilureas actian con gran afinidad sobre receptores
asociados a los canales de potasio sensibles a ATP; como consecuencia de esta
accion, el canal se cierra y la despolarizacion causada facilita la secrecion de
insulina (Flérez, 1997; Gerich, 2001).

= Meglitinidas y anélogos de meglitinida

Las meglitinidas tales como repaglinida y andlogos de meglitinida como nateglinida,
al igual que las sulfonilureas, estimulan la liberacion de insulina al cerrar los canales
de potasio dependientes de ATP en las células B del pancreas. Comparadas con
las sulfonilureas, éstas inician la acciébn con mayor rapidez, pero son de corta
duracion (Gerich, 2001).

* Biguanidas

Los derivados de compuestos biguanidicos, entre los cuales el Unico aceptado
actualmente es la metformina, no provocan liberacién de insulina (Flérez, 1997). Su
accion principal es la disminucion de la produccion hepatica de glucosa, aunque
también pueden mejorar la eficacia de la captacion de glucosa por los tejidos
periféricos (Gerich, 2001).

» Inhibidores de la a-glucosidasa

Para que los carbohidratos de la dieta se absorban, deben ser hidrolizados en
monohidratos en el tubo intestinal. Los polisacaridos, oligosacéaridos y disacaridos
son transformados en monosacaridos mediante la hidrélisis producida por las a-
glucosidasas (glucoamilasa, sacarasa, maltasa y dextrinasa), que se encuentran en
la superficie luminal de las microvellosidades intestinales, estando su maxima
concentracion en el tercio superior del duodeno desde donde desciende
progresivamente hasta el ileon. Los inhibidores de la a-glucosidasa tales como
acarbosa y el miglitol, reducen la formacibn de monosacaridos v,
consiguientemente, la disponibilidad de la glucosa y otras hexosas para ser

absorbidas en el intestino (Florez, 1997).
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Se caracterizan por sensibilizar o incrementar la accion de la insulina sin que

aumente su secrecion, por lo que son Utiles en situaciones en que se desarrolla

resistencia a la insulina. Entre las mas estudiadas de encuentran troglitazona,

seguido de pioglitazona y ciglitazona (Flérez, 1997).

Tabla 2: Uso de hipoglicemiantes o antidiabéticos orales

Embarazo

Grupo/Medicamento D;j}rfljésx]imgial Indicacion Contraindicacion s EEL?E;'EDS
- Acidosis Lactica
Ohesidad - I
. - i . Edad = 80 arios Hipoxia
B'guf"'d;;:e tformina 500 mg [2,500 mq] g::gg'gﬁg?a I Insuficiencia cardiaca Tr;_:ﬁtomos gas-
insulina Embarazo trolmes_tmales
Anorexia
Sulfonilureas
Clorpropamida | 5.0 mg/dia [15 mag] Deficiencia insulinica
Glibenclamida | 2.5 mg/fdia [20 mg] Glucosa en ayunas Hipoglicemias

pastprandial

contraceptivos orales
Embarazo

+  Gliburida 1.5 mg/dia [12 mg] =250 mg/dl Aumento de peso
*  Microgliburida | 5.0 mg/fdia [40 mg] Glucosa postprandial Enfermedad renal Alergia a las sulfas
«  Glipizida 5.0 mg /dia [20 mqg] =300 mg/dl
*  Glimepirida 1.0 mg/dia [8 mg]
g Obesidad Embarazo
Inhibidores de alfa ) .
: Resistencia a la Enfermedad renal
glucosidasa 25 mg antes de la insulina Enfermedad intestinal | 173StOmMos
«  Acarbosa comida principal Hi i . . gastrointestinales
«  Miglitol [100 mg] iperglicemia cronica N
postprandial Cirrosis hepatica
Cetpacidosis
Obesidad Enfermedad
Tiazrolidinedionas Resistencia ala cardiovascular
- Pioghitazona liqm%éﬁ r]ng] insulina Hepatopatias Aumento de peso
+ Rosiglitazona g g Hiperglicemia Uso de

Meglitinidas
+  Repaglinida
«  Nateglinida

0.5 mg [4.0 mq]
60 mag [120 maq]

Deficiencia de insulina
Horas de comida
vanables

Insuficiencia renal

Embarazo v lactancia
Matemal

Diabetes tipo 1
Hipersensibilidad

Hipoglicemia
Aumento de peso

Fuente: Barcel6 et al., 2009

1.1.2 La Diabetes tipo 1

En esta forma de diabetes, la tasa de destruccion de las células 3 es muy variable,

siendo rapida en algunos individuos (principalmente a los bebés y nifios) y lentos en

otros (principalmente adultos). Algunos pacientes, especialmente los nifios y los

adolescentes, pueden presentar cetoacidosis como primera manifestacion de la

enfermedad. Otros presentan modesta hiperglucemia en ayunas que puede

cambiar rapidamente a la hiperglucemia severa y / o cetoacidosis en presencia de

infeccidn o de otros tipos de estrés. Los adultos pueden retener residuos en funcion
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de las células suficientes para prevenir la cetoacidosis durante muchos afios, estas
personas finalmente se vuelven dependientes de insulina para sobrevivir y estan en
riesgo de cetoacidosis. En esta Ultima etapa de la enfermedad hay poca o ninguna
secrecion de insulina, tal como se manifiesta por niveles bajos o indetectables de
plasma de C-péptido. La diabetes inmunomediada ocurre comuinmente en la
infancia y la adolescencia, pero puede manifestarse a cualquier edad, incluso en la

octava y novena década de la vida (Sociedad Americana de Diabetes, 2006).

La destruccion autoinmune de las células tiene multiples predisposiciones
genéticas, y también esta relacionada con factores ambientales que todavia no
estan bien definidos. Aunque los pacientes rara vez son obesos cuando se
presentan con este tipo de diabetes, la presencia de la obesidad no es incompatible

con este diagnoéstico (Sociedad Americana de Diabetes, 2006).

» Causas de Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 puede ocurrir a cualquier edad, pero se diagnostica con mayor
frecuencia en nifios, adolescentes o adultos jovenes. La insulina es una hormona
producida por células especiales, llamadas beta, en el pancreas, un &rgano
localizado en el area por detrds del estdbmago. La insulina se necesita para
movilizar el azicar de la sangre (glucosa) hasta las células, donde se almacena y
se utiliza después para obtener energia. En la diabetes tipo 1, estas células

producen poca o ninguna insulina (MedlinePlus, 2011a).

Sin la insulina suficiente, la glucosa se acumula en el torrente sanguineo en lugar
de entrar en las células y el cuerpo es incapaz de usarla para obtener energia. Esto
lleva a los sintomas de diabetes tipo 1. La causa exacta de este tipo de diabetes se
desconoce, pero la mas probable es un trastorno autoinmunitario. Una infeccién o
algun otro desencadenante provoca que el cuerpo ataque por error las células
productoras de insulina del pancreas. Este tipo de trastorno se puede transmitir de

padres a hijos (MedlinePlus, 2011a).

1.1.3 La Diabetes tipo 2

Esta forma de diabetes, presente en el 90-95% de las personas con diabetes, se

habia referido como diabetes no insulinodependiente. La diabetes tipo 2, o diabetes

del adulto, incluye a las personas que tienen resistencia a la insulina. Al menos al
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principio, y muchas veces durante toda su vida, estas personas no necesitan
tratamiento con insulina para sobrevivir. Probablemente hay muchas causas
diferentes de esta forma de diabetes. Aunque no se conocen las causas
especificas, la destruccién autoinmune de las células beta no se produce en este

tipo de diabetes (Sociedad Americana de Diabetes, 2006).

La mayoria de los pacientes afectados por Diabetes tipo 2 son obesos, y la
obesidad en si provoca un cierto grado de resistencia a la insulina. Los pacientes
gue no son obesos segun los criterios de peso tradicionales pueden tener un mayor
porcentaje de grasa corporal distribuida predominantemente en la regién
abdominal. La cetoacidosis rara vez se produce espontaneamente en este tipo de
diabetes; cuando se ve, se presenta en asociacion con el estrés de otra
enfermedad tal como una infeccion. Esta forma de diabetes va con frecuencia sin
diagnosticar durante muchos afios debido a que la hiperglucemia se desarrolla
gradualmente y en etapas mas tempranas a menudo no es lo suficientemente grave
como para que el paciente observe cualquiera de los sintomas clasicos de la

diabetes (Sociedad Americana de Diabetes, 2006).

Sin embargo, estos pacientes tienen un mayor riesgo de desarrollar complicaciones
macrovasculares y microvasculares. Considerando que los pacientes con este tipo
de diabetes pueden tener niveles de insulina que parecen normales o elevados, se
esperaria niveles de glucosa en la sangre mas altos en estos pacientes diabéticos
para dar lugar a valores de insulina ain mayores habia sido su funcion célula
normal. Por lo tanto, la secrecién de insulina es defectuoso en estos pacientes e
insuficiente para compensar la resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina
puede mejorar con la reduccién de peso y / o el tratamiento farmacoldgico de la
hiperglucemia, pero rara vez restaurado a su estado normal (Sociedad Americana
de Diabetes, 2006).

El riesgo de desarrollar esta forma de diabetes aumenta con la edad, la obesidad y
la falta de actividad fisica. Se presenta con mayor frecuencia en mujeres con
Diabetes Mellitus Gestacional previa y en individuos con hipertension o dislipidemia,
y su frecuencia varia en diferentes subgrupos raciales / étnicos. A menudo se
asocia con una fuerte predisposicion genética, mas de lo que es la forma
autoinmune de la diabetes tipo 1. Sin embargo, la genética de esta forma de
diabetes es complejo y no estd claramente definido (Sociedad Americana de
Diabetes, 2006).
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= Causas de Diabetes tipo 2

La diabetes es causada por un problema en la forma como el cuerpo produce o
utiliza la insulina. La insulina es necesaria para mover el azucar en la sangre
(glucosa) hasta las células, donde ésta se almacena y se usa posteriormente como
fuente de energia. Cuando se tiene diabetes tipo 2, la grasa, el higado y las células
musculares normalmente no responden a dicha insulina. Esto se denomina
resistencia a la insulina. Como resultado, el azucar de la sangre no entra en las
células con el fin de ser almacenado para obtener energia. Cuando el azucar no
puede entrar en las células, se acumulan niveles anormalmente altos de éste en la

sangre, lo cual se denomina hiperglucemia (MedlinePlus, 2011b).

Por lo general, la diabetes tipo 2 se desarrolla lentamente con el tiempo. La mayoria
de las personas con esta enfermedad tienen sobrepeso en el momento del
diagnéstico. El aumento de la grasa le dificulta al cuerpo el uso de la insulina de la
manera correcta. La diabetes tipo 2 puede presentarse también en personas
delgadas y es mas comun en los ancianos. Los antecedentes familiares y los genes
juegan un papel importante en la diabetes tipo 2. Un bajo nivel de actividad, una
dieta deficiente y el peso corporal excesivo (especialmente alrededor de la cintura)

aumentan el riesgo (MedlinePlus, 2011b).

1.2 Enzimas involucradas en el mecanismo de la diabetes

Las enzimas o y B glucosidasa son las responsables de la hidrélisis de

oligosacaridos en mondémeros, y también de la hidrélisis de heterésidos de a-
glucosa, generando una unidad de aglicona y glucosa. Los inhibidores de estas
enzimas son de interés terapéutico para el tratamiento de diabetes tipo 2, ya que
son capaces de disminuir la liberacion de glucosa de oligosacaridos, disminuyendo
los niveles postprandiales de glucosa en pacientes diabéticos (Simdes-Pires et al.,
2009).

Estudios recientes reportan la inhibicion de la enzima a-glucosidasa por flavonoides
(Kumar et al.,, 2011). Seis grupos de flavonoides fueron evaluados ante esta
enzima, en levaduras e intestino delgado de ratas. La enzima a-glucosidasa fue
potentemente inhibida por antocianidinas, isoflavonas y flavonoles, exhibiendo

valores de ICs, menores a 15 uM. Extractos metandlicos de la fruta Terminalia
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chebula (Combretaceae) fueron investigados como inhibidores de la mencionada
enzima. El aislamiento bioguiado permitié caracterizar a tres nuevos compuestos
pertenecientes a la familia de los taninos, como inhibidores de maltasa intestinal.
(Gao et al., 2007).

Los inhibidores de las a-glucosidasas actian inhibiendo las a-glucosidasas
intestinales (maltasas, sacarasas, dextrinasas, glucoamilasas) presentes en las
vellosidades intestinales, que son las enzimas que actian en el desdoblamiento de
la sacarosa, maltosa y otros oligosacaridos en monosacaridos (glucosa, fructosa,
galactosa). El resultado es una demora en la digestién de los hidratos de carbono
con reduccién de los picos glucémicos postprandiales. Actian indirectamente,
enlenteciendo y disminuyendo la absorcion de hidratos de carbono. También actdan

disminuyendo la secrecion de polipéptidos intestinales (Fernandez, 2001).

Pero la diabetes es una enfermedad progresiva, con el tiempo la monoterapia con
farmacos se conoce que deja de ser efectiva, por lo que hay que ir adaptando un
tratamiento de forma continuada y paralela al deterioro del control (Fernandez,
2001).

1.2.1 Enzima a- glucosidasa

La a-glucosidasa acida, también conocida como a-1,4-glucosidasa, es una enzima
codificada por el gen GAA esencial para el catabolismo de glucégeno a glucosa en
los lisosomas. Este proceso de degradacion evita la sobreacumulacion de

glucdgeno en diferentes células del cuerpo (Fukuda et al., 2007).

Se han encontrado mas de 200 mutaciones importantes del gen GAA, las cuales
alteran el funcionamiento adecuado de la o- glucosidasa &cida, reduciendo su
actividad y generando una acumulacién en exceso de glucdgeno en los lisosomas.
Esta acumulacion conlleva a la enfermedad de Pompe, o enfermedad de
almacenamiento de glucogeno Il. La enfermedad de Pompe es una enfermedad
autosomica recesiva con un margen grande de sintomas clinicos, dependiendo de
la reduccibn enzimatica causada por la mutacibn en el gen. Afecta
mayoritariamente las células cardiacas, respiratorias y musculares, lo cual suele

causar la muerte antes de los dos afios (McVie-Wylie et al., 2008).
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Los inhibidores de a-glucosidasa (acarbosa, miglitol, voglibosa) son ampliamente
utilizados en el tratamiento de pacientes con diabetes tipo 2. Los inhibidores de esta
enzima retardan la absorcibn de carbohidratos desde el intestino delgado,
produciendo la disminucién de los niveles posprandiales de glucosa sanguinea e

insulina (Van der Laar et al., 2005).

1.2.2 Enzima B-glucosidasa

Las P-glucosidasas (B-D-glucosido glucohidrolasa, EC 3.2.1.21) son enzimas
hidroliticas que actian sobre los enlaces glucosidicos 3 (1-4) de oligosacaridos,
originando como producto final monémeros de glucosa. La afinidad de esta enzima
disminuye al aumentar el grado de polimerizaciéon de los oligosacaridos, siendo
inactivos sobre los polimeros. Las B-glucosidasas también disponen de actividad
transferasa o transglucosidasas por lo que pueden generar productos de mayor
tamafio que los oligosacaridos iniciales, lo cual determina su utilizaciéon en la
biosintesis de los mismos. También participan en la hidrélisis de compuestos
glicosilados por lo que se utiliza en las industrias de zumos de frutas y derivados,
siendo la méas importante la industria vinera (hidrélisis de terpenoles glicosilados)
potenciando el aroma (Palmeri et al., 2007). Otra aplicacion es la produccion de
etanol a partir de residuos agricolas (Sue et al., 2006). Las grandes posibilidades de
aplicacion de esta enzima promueven la investigacion, el mejoramiento en la

produccién de las mismas y la contribucién a la disminucién de la contaminacion.

Esta enzima generalmente es sintetizada por variedades de bacterias aerobias
como Phanerochaete chrysosporium (Li et al., 1998), Streptomyces sp. y hongos
como Aspergillus oryzae (Riou et al., 1998), Achatina &aulica, Periconia sp.,
Botryodiplodia theobromae. En los ultimos afios se realizaron esfuerzos por buscar
nuevas alternativas de fuentes de esta enzima que tengan estabilidad extrema y es
asi que se han descrito bacterias cuyo metabolismo es anaerobio termdéfilo como:
Clostridium thermocellum (Grabnitz et al., 1989), Thermoanaerobacter brockii

(Breves et al., 1997), Thermophilic ethanologenesis (Taylor et al., 2009).

Las B-glucosidasas se encuentran extensamente distribuidas en la naturaleza y
presentan una gran heterogeneidad tanto en su localizacion como en su funcion. En
bacterias y hongos, estas enzimas se encuentran formando parte de celulasas

(sistemas multienziméticos encargados de la degradaciéon de la celulosa). El
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complejo es responsable de la hidrélisis y degradacion de celulosa a cadenas
pequefias de oligosacéaridos y celobiosa, siendo estos hidrolizados por la -

glucosidasa a glucosa (De la Mata et al., 1992).

En plantas e insectos tienen un papel importante en los mecanismos de defensa, ya
gue permiten la liberacion de saponinas, tiocianatos y HCN a partir de los
respectivos precursores glicosidicos. Ademas, en plantas, juegan un papel muy
importante ya que catalizan la hidrélisis de precursores de fitohormonas, estan
implicados en procesos relacionados con la germinacion de la semilla, la conversion
de biomasa y la liberacién de las agliconas responsables del aroma y sabor en
frutas (Bhatia et al., 2002). En humanos, esta enzima se encuentra en la membrana
de los lisosomas. La deficiencia en p-glucosidasa-acida lisosomal causa la
enfermedad de Gaucher en la que se produce la acumulacién de glicosilceramidas
en las células endoteliales lo que ocasiona hipertrofia de bazo, higado y ganglios
linfaticos (Frederickson & Sloan, 1972).

Existen diferentes maneras de clasificacién para este grupo de enzimas: en funcion
de la especificidad de sustrato, tal especificidad viene dada por el resto aglicona, en
aril-p-glucosidasas, celobiasas y p-glucosidasas con amplia especificidad de
sustrato (Bhatia et al., 2002), en funcion de su mecanismo de accién, en
endohidrolasas o exohidrolasas, etc. Actualmente se ha establecido un criterio de
clasificacion que agrupa las enzimas en funcion de su secuencia aminoacidica y
estructura tridimensional (Henrissat, 1991). Segun esta clasificacion existen cerca

de 100 familias de glicésido hidrolasas (Henrissat & Davies, 1997).

Las B-glucosidasas, excepto la glucosil ceramidasa, pertenecen a las familias 1y 3
segun esta Ultima clasificacion. A la familia 1 pertenecen B-glucosidasas de
archeabacteria, plantas y mamiferos. A la familia 3 pertenecen B-glucosidasas de

bacterias, levaduras y hongos. Esta clasificacion incluye a la B-glucosidasa de

almendra dulce (Prunus dulcis) dentro de la familia 1 (He & Withers, 1997).

Las enzimas de las familias 1 y 3 hidrolizan sus sustratos con retencion neta de la
configuracion del carbono anomérico, mediante un mecanismo de doble
desplazamiento. Entre los sustratos naturales de las pB-glucosidasas se encuentran
la celobiosa, el dhurrin, la amigdalina, el linamarin y el glucésido de Dimboa (He &
Withers, 1997).



Moncayo Loor 17

CAPITULO I

DESCRIPCION BOTANICA DE LAS ESPECIES EN ESTUDIO

Introduccién

En este capitulo se abordaran todas las caracteristicas botanicas y morfolégicas de
las especies Macleania rupestris, Vaccinium floribundum, Physalis peruviana L. y
Spondias purpurea L. Ademas, incluye informacion bromatolégica de cada especie,

sus aplicaciones y usos en general.

2.1 Macleania rupestris

Figura 1: Macleania rupestris (flor) Figura 2: Macleania rupestris (fruto)

2.1.1 Taxonomia

Se presenta la sistemética vegetal de Macleania rupestris:
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Tabla 3: Clasificacién taxonémica de M. rupestris.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Macleania
Especie: Rupestris

Fuente: Jorgensen y Ledn, 1999

2.1.2 Caracteristicas

La familia Ericaceae es uno de los componentes floristicos mas sobresalientes del
neotrépico. En el Ecuador crecen generalmente en la Sierra en estado silvestre, son
endémicas (De la Torre et al., 2008). La especie Macleania rupestris, es llamada
joyapa, salapa verde, joyapa chaucha (Van den Eynden et al., 1999), uva camarona
(Duran-Casas et al., 2013). Arbusto de 1-3 m de alto; base de la planta truncada
con abultaciones; hoja eliptica, 3-6,5 x 1,5-3 cm; se distingue por tener flores con
sépalos cortos y frutos morados-negros o rosados de 10-12 mm de diametro (Van
den Eynden et al., 1999); carnoso, de sabor dulce y agradable; con numerosas
semillas (98-150), pequefias. Presenta en el apice los restos del caliz persistente
con 5 I6bulos triangulares; el pendudnculo que lo sustenta es fuerte y generalmente
encorvado, estriado o rugoso (Chaparro & de Carrillo, 1991). Se encuentra entre los
2500 y 3400 msnm en matorral y paramo (Van den Eynden et al., 1999).

Durante el proceso de maduracion la forma basica del fruto no se altera, su
coloracion cambia desde rosa claro, verde palido, blanquecino, purpura oscuro,
hasta casi negro (en su senescencia). El perianto de las flores es de color rosado
intenso inclusive su pedicelo. A medida que transcurre el desarrollo del fruto el color
rosa se va perdiendo progresivamente hasta alcanzar el color blanquecino; a partir
de éste estadio se evidencia nuevamente la presencia de pigmentos pero de color
purpura, el cual se va acentuando hasta llegar al color pUrpura oscuro tipico del

estado de madurez (Chaparro & de Carrillo, 1991).
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Siendo un fruto carnoso y jugoso su consistencia se mantiene en buenas
condiciones hasta los procesos finales de maduracion. El fruto de Macleania
rupestris es considerado uno de los frutos de zonas frias con buenas perspectivas

comerciales para consumo directo y manufacturado.

La especie de Macleania rupestris poseen un alto valor nutricional, compuesto por
antioxidantes y/o compuestos bioactivos con propiedades beneficiosas para la
salud humana. Contiene una acidez total de 0.49% de acido citrico, 12.5 ° Brix de
solidos solubles, 1.8% de fibra cruda, 1.3% de proteina cruda, y 0.08 g de tanino en
100 g de pulpa. El contenido de elementos minerales por 100 g de pulpa fueron
136.9 mg de calcio, 0.97 mg de hierro, 5.24 mg de potasio, 8.69 mg de sodio, y 10.3
mg de fosforo, y los azucares (por 100 g de pulpa): 15.9 g de fructosa, 1.62 g de

sacarosa, 13.5 g de a-glucosa, y 16.1 g de la B-glucosa (Duran-Casas et al., 2013).

2.1.3 Aplicaciones

La Macleania rupestris es utilizada como:

= Alimento.- A partir de sus frutos para elaboracion de jugos o0 mermeladas,
conservas y caramelos.

» Medicinal.- Macerando los frutos o consumiéndolos como fruta fresca; son
astringentes y se emplean para el control de diarreas crénicas; sirven para
aliviar afecciones al pulmén y en decoccion para los nervios. Las hojas en
decoccién son utilizadas también como antidiarreicos y en las fiebres

tifoideas.

= Maderable.- Del bosque montano ecuatoriano. Esta especie es utilizada por
los Saraguros, un grupo indigena de la provincia de Loja (Lagos-Burbano et
al., 2010).
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2.2 Vaccinium floribundum

Figura 3: Vaccinium floribundum (flor) Figura 4: Vaccinium floribundum (fruto)

2.2.1 Taxonomia

Se presenta la sistematica vegetal de Vaccinium floribundum:

Tabla 4: Clasificacion taxonémica de V. floribundum.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Ericaceae
Género: Vaccinium
Especie: floribundum

Fuente: Pérez & Valdivieso, 2007

2.2.2 Caracteristicas

La especie Vaccinium floribundum es también llamada manzana, tira, shimpiship
(Shuar), mortifio. Arbusto erecto de 30 cm; hojas pequefias con bordes aserrados;
flor rosada en forma de campana de 5-8 mm de largo; fruto azul-morado de 6 mm
de didmetro (Van den Eynden et al., 1999). Se desarrolla en climas templados y
frios, con temperaturas de 8 a 16°C (Lagos-Burbano et al., 2010); se encuentra en

matorral, paramo y en el talud de senderos entre los 2900 y 3500 msnm (Van den
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Eynden et al., 1999). Crecen en suelos acidicos, arenosos, con turba o con materia
organica. Producen frutas comestibles insipidas o de sabor dulce o agrio (Truijillo,
2008).

Se encontr6é que el motifio (Vaccinium floribundum Kunth), de la familia Ericaceae,
llamado también uva de monte, es una fruta nativa de los paramos ecuatorianos.
Crece en el norte de Sudamérica y es similar en su forma al V. ovatum de
Norteamérica, V. corfertum Kunth de México y V. consanguineum Klotzch del sur de
México y América centra (Lojan, 2003, citado por Mufioz, 2004, p.1). Esta fruta se
desarrolla de forma silvestre en los campos y montafias; pero no se ha establecido
como cultivo comercial. Se lo puede encontrar en las partes altas de la Cordillera,
es decir en los paramos que van desde El Angel en la provincia del Carchi hasta El

Tambo en la provincia del Cafiar (Mufioz, 2004).

Vaccinium floribundum se encuentra en la Region Sierra en las provincias del
Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo, Cafar,
Azuay y Loja (Pérez & Valdivieso, 2007). De esta fruta se logra una sola cosecha al
afio que va de octubre a noviembre; se lo consume fresco y cabe sefialar que su
mayor demanda es por el Dia de los Difuntos (Noviembre 2) para preparar la colada
morada (Lojan, 2003).

La especie de Vaccinium floribundum en una porcién de 142 g., se puede encontrar
un aporte nutricional de 1% de grasas, 9% de carbohidratos, 14 % de fibra y 15 %
de vitamina C (Mufioz, 2004). Este fruto contiene cantidades altas de vitaminas C,
pectina, celulosa y antocianinas. Estas Ultimas son compuestos que han mostrado
tener propiedades antioxidantes, antitumorales, antiulcerales y antiinflamatorias
(Trujillo, 2008).

Debido a su gran sabor, propiedades y cualidades nutricionales, estas bayas son un
producto que cada vez es mas consumido el mundo. Al tener un bajo contenido de
calorias es favorable para su uso en dietas y ademas, por la presencia de
compuestos fendlicos y fibra reduce el azdcar en la sangre. Por su alto contenido
en vitamina C, es un excelente antioxidante celular y purificador, mientras que la

vitamina A fortalece a la vista (Vasco et al., 2009).
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La Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos, segun sus
estandares, considera a estas bayas como frutos con bajo contenido de grasa y

sodio, rico en fibras, vitaminas y libre de colesterol (USDA, 2010).

Se reportan, ademas, la presencia de otros componentes organicos como la
glucosa, fructosa, acido citrico y malico responsables de su sabor asi como
compuestos considerados nutraceulticos con propiedades antioxidantes (Vasco et
al., 2009; USDA, 2010). Las partes aéreas de la planta de mortifio (hojas) contienen
flavonoides derivados de la quercetina (rutdsido y avicularina), taninos catéquicos
(6-10%), &cidos triterpénicos (ursdlico, oleandlico), iridoides, &cidos fendlicos,

leucoantocianidinas y cromo (9,0 ppm) (Vasco et al., 2009).

2.2.3 Aplicaciones

La especie de Vaccinium floribundum es utilizado como:

» Alimento.- Es considerada endémica y utilizada principalmente en el dia de
los difuntos para la elaboracion de la tradicional colada morada; también se
lo emplea en jugos, mermeladas, dulces, flanes, tortas, helados y vinos
(Pérez & Valdivieso, 2007). Se encuentra en la lista de colorantes permitidos
en la industria de alimentos normados e identificados como colorantes
naturales E163 (CEE, 2009).

» Medicinal.- Sirve para tratar irritaciones en la boca, garganta o encias
(Mufioz, 2004). Se recomienda a personas con desarreglos en el nivel de
azucar en la sangre, pues ayuda a restablecer los niveles normales y para

problemas digestivos, diarrea y estrefiimiento (Pérez & Valdivieso, 2007).
» Maderable.- Es utilizada como fuente de lefia para la coccion.

= Oftros usos.- El follaje para uso en floristeria; aunque no se ha encontrado
ningln reporte en literatura o experimental, se podria utilizar como tinte
natural (Pérez & Valdivieso, 2007).
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2.3 Physalis peruviana L.

Figura 5: Physalis peruviana L. Figura 6: Physalis peruviana L.
(flor) (fruto)

2.3.1 Taxonomia

Se presenta la sistematica vegetal de Physalis peruviana L.:

Tabla 5: Clasificacion taxonémica de Physalis peruviana L.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Physalis
Especie: Physalis peruviana L.

Fuente: Madrifian, 2010

2.3.2 Caracteristicas

La especie Physalis peruviana L, también llamada uchuva, uvilla, tomatillo,
aguaymanto, capuli (Madrifian, 2010). Pertenece a la familia de las Solanaceae vy al
género Physalis, cuenta con mas de ochenta variedades que se encuentran en

estado silvestre y que se caracterizan porque sus frutos estan encerrados dentro de
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un cdliz o capsula. Es originaria del Perl, es la especie mas conocida de este
género. Planta de tipo arbustiva con una raiz fibrosa que se ha encontrado a més
de 60 cm de profundidad en el suelo. Posee un tallo algo quebradizo de color verde,
con vellosidades de textura muy suave al tacto. Las hojas son enteras, similares a
un corazon pubescente y de disposicion alterna. Las flores son hermafroditas de
cinco sépalos, con una corola amarilla y de forma tubular. El fruto es una baya
carnosa en forma de globo, con un diametro que oscila entre 1,25y 2,5 cm y con un
peso entre 4 y 10 g; esta cubierto por un céliz formado por cinco sépalos que le
protege contra insectos, pajaros, patégenos y condiciones climéticas extremas
(Calvo, 2009).

Su pulpa presenta un sabor &cido azucarado (semiacido) y contiene de 100 a 300
semillas pequeiias de forma lenticular (Calvo, 2009). Suelos francos, con alto
contenido de materia organica, pH 7 (Chicaiza, 2008). Se encuentra como planta
silvestre en huertas y potreros en zonas hiumedas premontanas, entre los 900 y
2600 msnm (Van den Eynden et al., 1999), con temperaturas promedio entre 13°y
15°C (Calvo, 2009).

La familia Solanaceae, esta integrada principalmente por herbaceas pero con
algunos arboles y arbustos. Econdmicamente es una de las mas importantes para
el hombre. La familia se encuentra ampliamente distribuida por las regiones
tropicales y templadas de todos los continentes, pero se puede decir que estan
concentradas especialmente en Australia, América Central y América del Sur
(Madrifian, 2010).

El fruto de la especie de Physalis peruviana L. posee altos niveles de vitamina A y
C, asi como calcio, fésforo y hierro, regula el nivel de azlcar en los diabéticos y
ayuda a eliminar los parasitos intestinales. El jugo de la uchuva madura tiene altos
contenidos de pectinasa (Calvo, 2009). Por cada 100 g. de pulpa, se puede
encontrar un aporte nutricional de 13.1 g. de carbohidratos, 54.00 de calorias, 4.8 g.

de fibra, 648 U.Il. de vitamina A y 26 mg. de acido ascorbico (Madrifian, 2010).



Moncayo Loor 25

2.3.3 Aplicaciones

La especie de Physalis peruviana L. es utilizada como:

= Alimento.- Esta fruta puede consumirse sin procesar, como fruta
deshidratada, también se incorpora en jugos y néctares, mermeladas,

salsas, conservas, licores, helados, dulces y jaleas.

= Medicinal.- Se le atribuyen propiedades medicinales tales como las de
purificar la sangre, disminuir la albumina de los rifilones, aliviar problemas en
la garganta, prostata y bronquiales, fortificar el nervio Gptico, limpiar las

cataratas y prevenir la osteoporosis (Calvo, 2009).

= Otros usos.- Las hojas y la fruta son usadas también en la industria quimica

y farmacéutica (Bricefio, 2007).

2.4 Spondias purpurea L.

: O
PR TN

Figura 7: Spondias purpurea L. (flor) Figura 8: Spondias purpurea L. (fruto)
2.4.1 Taxonomia

Se presenta la sistemética vegetal de Spondias purpurea L.:
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Tabla 6: Clasificacion taxonémica de Spondias purpurea L.

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Spondias
Especie: Spondias purpurea L.

Fuente: Jorgensen y Ledn, 1999

2.4.2 Caracteristicas

La familia Anacardiaceae comprende mas de 70 géneros con 600 especies (Alia et
al.,, 2012). La especie Spondias purpirea L. llamada también ciruelo. Arbol que
llega a 10m. de alto. Hojas compuestas de 5 — 12 pares de hojuelas. Paniculas de
flores rojas o purpuUreas asentadas sobre las ramas gruesas (Valverde, 1998). Los
frutos son drupas oblongas, redondas u ovoides; de tamafios y masas diversas que
fluctban entre 2 y 5 cm y entre 4 y 33 g respectivamente, con epicarpio liso a
semiliso, delgado y de coloracién roja, amarilla, café rojiza, anaranjada o morada al
madurar, con endocarpio grueso y fibroso y mesocarpio de sabor y aroma
agradables (Alia et al., 2012). La fructificaciéon se inicia en Noviembre. Nativo de
América tropical, cultivado en todas las provincias de la costa, de manera
preferente en la provincia del Guayas: Guayaquil, cerro Santa Ana Cerecita Las

Juntas, Petrillo y muchos lugares xerofiticos (Valverde, 1998).

El fruto maduro de la especie de Spondias purplrea L. proporciona alta densidad
caldrica, vitamina C y moderada proporcién de minerales como potasio y calcio, asi

como compuestos antioxidantes como fenoles y carotenoides (Alia et al., 2012).



Moncayo Loor 27

2.4.3 Aplicaciones

La especie de Spondias purpurea L. es utilizada como:

= Alimento.- Sus frutos se comen crudos o en jaleas o mermeladas.
= Medicinal.- El fruto y las hojas empleados en infusién como astringente.

» Maderable.- Empleados para cercas vivientes (Valverde, 1998).
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CAPITULO lIl

METODOLOGIA

Introduccién

En este capitulo se describira la metodologia experimental utilizada en el desarrollo
del presente trabajo de investigacion. Los métodos incluyen: recoleccion de frutas
incluidas en el estudio, seleccién y preparacion de las muestras, obtencion de
extractos acuosos y alcohdlicos, desarrollo de los ensayos de inhibicién “in vitro” de
las enzimas a y B glucosidasas para determinar la capacidad antidiabética,
evaluacion del potencial de las frutas en estudio, y finalmente la elaboracion y
evaluacién del producto alimenticio mediante la aplicacion de tratamientos térmicos

(bajo, medio, alto) de acuerdo a los mejores resultados obtenidos en los ensayos.

3.1 Recoleccién de frutas incluidas en el estudio

El material vegetal que se utilizé para este trabajo de investigacion fueron los frutos
de las especies Macleania rupestris, Vaccinium floribundum, Physalis peruviana L. y

Spondias purpurea L.
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3.1.1 Areaderecoleccion

Tabla 7: Lugares de recoleccion de los frutos en estudio

Fruto Lugar de recoleccion M?Dsi::;:if:?llil:i?:;i : Altitud
Joyapa (Macleania rupestris) Sector g;g;?h;ﬂail)cantén Octubre ﬂri?:_ln?r?:m
mortifio (Vaccinium foribundum ) iaarr:;?#igj;;f;;é%“igsl Octubre Zari?jnii%
uvilla (Physalis peruviana L) Cantan Gualaceo (Azuay) Todo el afio 23;?;5? 0
ciruelo (Spondias purpiirea L. ) Pigzgéuﬁbd;;:r?s#;;;ﬁ;e' Marzo 1 Eri?sén?rznze

3.1.2 Ubicacion geogréfica de los frutos recolectados

La ubicacion exacta del lugar donde se encuentran cada uno de los frutos de
joyapa, mortifio, uvilla y ciruelo fue determinada por medio del programa ArcView
GIS 3.2a facilitado por el Ing. Javier Valdiviezo O., docente de la Universidad del

Azuay.

A continuacion se muestra el mapa ecolégico donde fueron recolectadas cada

especie:
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IBARRA

ciruelo (ovo)
(Spondias
purptrea L.)

GUARANDA

mortifio
(Vaccinium floribundum)

2c... TEK

uvilla
(Physalis peruviana L.)

GUALACEO

SIGSIG

joyapa (Macleania rupestris)

Figura 9: Mapa ecoldgico de los frutos recolectados

3.2 Seleccion y preparacion de las muestras

= ‘f‘ d

Figura 10: Frutos de joyapa Figura 11: Frutos de mortifio
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Figura 12: Frutos de uvilla Figura 13: Frutos de ciruelo

Los frutos de joyapa, mortifio, uvilla y ciruelo fueron lavados y secados.
Posteriormente los frutos de cada especie fueron seleccionados y clasificados de
acuerdo a las mejores caracteristicas fisicas para su uso y conservacion durante

todo el tiempo que se necesita para el desarrollo de los ensayos.
Con respecto a los frutos que no se utilizaron en la preparacién de los extractos

acuosos y alcoholicos fueron conservados en congelacién (-18°C) para su posterior

utilizacion en la elaboracién del producto alimenticio.

3.3 Obtencién de extractos acuosos

Para la obtencion de los extractos acuosos, los frutos fueron macerados en agua y
centrifugados a 5000 rpm para descartar residuos de pulpa y preservados en
congelacién hasta su procesamiento.

3.3.1 Materiales, reactivos y equipos

A continuacién se describen (Tabla 8) los materiales, reactivos y equipos que se

utilizaron para la obtencién de los extractos acuosos:



Moncayo Loor 32

Tabla 8: Materiales, reactivos y equipos utilizados en la obtencién

de los extractos acuosos.

Materiales

Reactivos

Equipos

Vasos de precipitacion de 100 ml

Agua desionizada

Balanza analitica

OHAUS
Probetas de 100 ml Licuadora Osterizer
Centrifuga 5804
Tubos falcon de 15 ml
eppendorf

Tubos eppendorf de 1,5 ml

Varillas de vidrio

Espatulas

Gradillas

Pipeta automatica de 1000 pl

Puntas desechables

3.3.2 Procedimiento

Mediante un diagrama se describe el procedimiento de preparacion de los extractos

acuosos para los frutos de joyapa, mortifio, uvilla y ciruelo que fueron seleccionados

en el estudio:

1.

Pesar 50 g

de muestra.
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2. Licuar la muestra
con 100 ml de

agua desionizada.

_ggeee

3. Recoger el licuado
de la muestra o fruto
y colocar en tubos

falcon de 15 ml.

4. Centrifugar la muestra
a 5000 rpm x 5 min.

5. Recoger la muestra
del sobrenadante
y colocar en los
tubos eppendorf
de 1,5 ml.

6. Tomar varias muestras del
extracto acuoso, etiquetar
y conservar en congelacion

para las pruebas de ensayo.
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3.4 Obtencién de extractos alcohélicos

Los frutos fueron macerados en etanol en condiciones de oscuridad y por un tiempo
estimado de 96 horas. Los extractos alcohdlicos fueron filtrados y concentrados al

vacio donde se obtuvo las muestras de cada fruto que fueron utilizados en el

desarrollo de los ensayos de inhibicién “in vitro” de las enzimas a y B glucosidasa.

3.4.1 Materiales, reactivos y equipos

A continuacién se describen (Tabla 9) los materiales, reactivos y equipos que se

utilizaron para la obtencién de los extractos alcohdlicos:

Tabla 9: Materiales, reactivos y equipos utilizados en la obtencién

de los extractos alcohdlicos.

Materiales Reactivos Equipos

Balanza analitica
OHAUS
Rotavapor R-215
BUCHI

Vasos de precipitacion de 100 ml | Alcohol potable (Etanol)

Probetas de 100 ml Agua desionizada

Matraces de destilacion de 500 ml
NS 29/34

Erlenmeyers de 250 ml

4 embudos de vidrio

2 soportes de madera para

filtracion

Varillas de vidrio

Frascos microsampling

Pipetas Pasteur

Piseta

Papel filtro

Papel absorvente

Papel aluminio

Cuchillo esterilizado
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3.4.2 Procedimiento

Mediante un diagrama se describe el procedimiento de preparacién de los extractos
alcohdlicos para los frutos de joyapa, mortifio, uvilla y ciruelo que fueron
seleccionados en el estudio:

1. Pesar50g

de muestra.

2. Macerar la muestra en
100 ml de etanol en
un tiempo estimado
de 96 horas.

3. Filtrar cada

muestra.

— "
b :“‘»(? o

e p
A= 2

4. Colocar cada muestra AN

A

filtrada en el matraz

de destilacion NS29/34 ‘
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|

5. Concentrar al vacio cada

muestra filtrada en el
rotavapor hasta evaporar

todo el alcohol.

6. Con el uso de varias pipetas
pasteur colocar cada muestra

en los frascos microsampling.

7. Sellar con papel aluminio los
frascos y hacer unos pequefnos
agujeros para dejar evaporar el
alcohol que no ha sido eliminado

en el rotavapor, durante 48 horas.

8. Pesar la muestra de cada
frasco y obtener el
rendimiento total

de cada fruto.
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3.5 Ensayos de inhibicion “in vitro” de las enzimas a y B glucosidasa

3.5.1 Ensayos de inhibicion de a- glucosidasa

La determinacion de la capacidad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa se
realizar6 mediante un ensayo espectrofotométrico, que cuantifico la liberacion de p-
nitrofenol del sustrato p-nitrofenil a-D-glucésido en presencia de a-glucosidasa. Se
realizaron lecturas de absorbancia de varias muestras a distintas concentraciones

conocidas de inhibidor (A= 400 nm).

3.5.1.1 Principio

p-Nitrofenil o-D-Glucésido 2=Glucosidasa . _p_Glucosa + p-Nitrofenol
3.5.1.2 Condiciones

T =37°C, pH = 6.8, Asoonm

3.5.1.3 Materiales, reactivos y equipos

A continuacién se describen (Tabla 10) los materiales, reactivos y equipos que se

utilizaron para los ensayos de inhibicion de a-glucosidasa:
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Tabla 10: Materiales, reactivos y equipos utilizados en los ensayos de

inhibicién de a-glucosidasa.

Materiales

Reactivos

Equipos

Celdas de cuarzo para

espectrofotébmetro

Sustrato: PNP-G (p-nitrofenil-
o -D-glucosidasa, Sigma

Prod. No. N1377)

Balanza analitica
OHAUS

Vasos de precipitacion

PBS (Solucion Buffer de
Fosfato de Potasio, pH 6.8 a
37°C)

Incubadora Memmert

Varillas de vidrio

1M NaOH

Espectrofotometro
UV-Vis Thermo

Matraz de aforo de:
25 ml, 50 ml, 100 ml

1M HCI

Tubos falcon de 15 ml

Enzima: a-glucosidasa, Sigma

Chemical Co.

Tubos eppendorf de
100 ply 1000 pl

Inhibidor: Extractos alcohdlicos

Puntas desechables

Solucion tampoén: TRIS

Espatulas

Agua desionizada

Gradillas

3.5.1.4 Procedimiento

La deteccién de inhibicibn de a-glucosidasa, se realiz6 mediante la técnica
propuesta por Matsui et al. 1996. La solucion enzimética fue preparada con 5.7U (1
mg) por ensayo en un volumen de 3.22 ml de agua desionizada fria. Una unidad de
a-glucosidasa libera 1ymol de D-glucosa o p-nitrofenil (PNP) a partir de p-nitrofenil-
a-D-glucosidasa (PNP-G) por minuto a pH 6.8 a 37 °C (Matsui et al., 1996). En éste
ensayo se utilizaron tubos de 10 ml para realizar la reaccién: 35 pl de solucion
inhibidor
concentraciones (10, 50, 100, 500 y 1000 pg/ml) y se mantuvo a 37 °C por 5

enzimatica fueron adicionados a 35 pul de preparado a varias

minutos para alcanzar el equilibrio. La reaccion se inicioé al agregar 930 ul de PNP-
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G (0.914 mM en 2500 ul de PBS 67mM) y toda la mezcla fue incubada a 37 °C por
15 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion se adicion6 a cada tubo 1 ml de
solucién TRIS (0.5 M) para detener completamente la reaccion, obteniendo como
volumen final 2 ml. Luego se mezclé por inversion y se transfiri6 a una celda
espectrofotométrica para iniciar la lectura de absorbancia a 400 nm (Alejandro-

Espinoza et al., 2013).

Tabla 11: Esquema para la determinacion de la actividad

inhibitoria de a-glucosidasa.

ENSAYO DE INHIBICION DE a- GLUCOSIDASA

Soluciones Muestra Blanco Control 1 Control 2
(B) (D) (A) ©)

INHIBIDOR 35 i 35 i - -
ENZIMA 35 ul - 35 ul -
H20 - 35 ul 35 ul 70 pl

Mezclar por inversion e incubar a 37°C por 5 min
SUSTRATO 930 i 930 pl 930 i 930 l

Mezclar por inversion e incubar a 37°C por 15 min
TRIS 1000 pl 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Mezclar por inversion y leer en espectrofotometro a 400 nm

Fuente: Sarango, 2008

Figura 14: Procedimiento de los ensayos de inhibicién de a-glucosidasa
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3.5.1.4.1 Preparacion de reactivos

Para el desarrollo de la técnica se preparo:

A. Solucién tampén 50 mM TRIS, pH 8.0

Se prepararon 100 ml de soluciéon madre de tris de concentracién 50 mM.
Se pesaron 6,06 g de TRIS y se agrega poco a poco a 100 ml con agua
destilada, previamente colocados en un vaso de precipitacion limpio. Se
coloca la solucién en el pHmetro y se ajusta el pH a 8.0 con 1M HCI. Se

conserva a 4°C.

B. 67 mM Solucion buffer de Fosfato de Potasio (PBS), pH 6.8 at 37°C
Se prepararon 100 ml en agua destilada usando 67 mM de Fosfato de
Potasio. Se pesaron 0,912 g de fosfato de potasio y se afora a 100 ml
con agua destilada. Se coloca la solucion en el pHmetro y se ajusta el pH
a 6.8 con 1M NaOH.

C. 0,914 mM de solucién p-nitrofenil-a-D-Glucosidasa (PNP-G)

Se pesaron 0,028 g de PNP-G y se afora en 100 ml de PBS Buffer pH
6.8.

D. Solucién enzimética a-glucosidasa, 5,7 U

Por cada ensayo se preparé una solucién enzimatica de 5,7 U (1mg). Se
pesaron 1mg de enzima o-glucosidasa en un volumen de 3,22 ml de

agua destilada fria. Después de cada ensayo, la enzima se mantiene en

congelacién (-18°C).

3.5.1.4.2 Preparacion de diluciones

Se prepararon 20 mg/ml de solucién madre de cada extracto alcohdlico.

Las diluciones fueron realizadas mediante la siguiente formula:
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V1X61:V2XC2

_V2><C2
1~ Cl

Donde,

V, = volumen del extracto
C, = Concentracion de la solucién madre (20 mg/ml)
V, = volumen de aforo (500 ul)

C, = Concentracion requerida (10,50, 100,500y 1000 pg/ml)

3.5.1.5 Célculo del % inhibicion para los ensayos espectrofotométricos de a-

glucosidasa
El porcentaje de inhibiciobn para la enzima fue expresado usando la siguiente
ecuacion:
% inhibicién = {1 — [(B—D)/(A - C)]} x 100%
donde B fue la absorbancia de la muestra, D fue absorbancia del blanco, A fue la

absorbancia del control 1 (sin inhibidor) y C fue la absorbancia del control 2 (sin

inhibidor y sin solucion enzimatica) (Alejandro-Espinoza et al., 2013).

3.5.2 Ensayo de inhibicion de B-glucosidasa

La actividad inhibitoria de la enzima [-glucosidasa se determiné mediante una
prueba espectrofotométrica que cuantificdé los productos de reaccién del sustrato

B—D glucésido en presencia de la enzima en estudio (A = 410 nm).
3.5.2.1 Principio

B-D-Glucésido + H,0  B-Glucesidasa _ - D-Glucosa + un Alcohol




3.5.2.2 Condiciones

T =37°C, pH =5.0, Ag10nm

3.5.2.3 Materiales, reactivos y equipos
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A continuacion se describen (Tabla 12) los materiales, reactivos y equipos que se

utilizaron para los ensayos de inhibicion de -glucosidasa:

Tabla 12: Materiales, reactivos y equipos utilizados en los ensayos de

inhibicién de B-glucosidasa.

Materiales

Reactivos

Equipos

Celdas de cuarzo para

espectrofotébmetro

Sustrato: Salicina, Sigma

Prod. No. S-0625

Balanza analitica
OHAUS

Vasos de precipitacion

DMSO

Incubadora Memmert

Varillas de vidrio

Tween 20 o SDS

Espectrofotémetro
UV-Vis Thermo

Matraz de aforo de:
25 ml, 50 ml, 100 ml

Agua desionizada

Sonicador (dispositivo de

ultrasonido)

Frascos ambar de
250 mly 500 mi

Inhibidor: Extractos

acuosos y alcoholicos

Vortex (agitador)

Tubos falcon de 15 ml

Enzima: b-glucosidasa,

Sigma Chemical Co.

Tubos eppendorf de
1,5 ml

pH 5 buffer (Acetato de
Sodio)

Pipetas automaticas de:

100 pl, 1000 pl, 5000 pl

pH 10 buffer
(Amoniaco/cloruro de

amonio)

Puntas desechables

1M HCI

Espatulas

Gradillas
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3.5.2.4 Procedimiento

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: 25 yl de DMSO, 25 ul de la
solucion de 1% de Tween 20 y 2450 ul de agua destilada se afiadieron a 50 pl de
extracto. Después de la adicibn de cada disolvente, y con el fin de mejorar la
disolucion del extracto, las muestras se sometieron a ultrasonidos durante 20 min
usando un aparato de ultrasonidos. Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm
durante 10 min y el sobrenadante se utilizé para el ensayo (Sanchez-Medina et al.,
2001).

El ensayo se llevdo a cabo de la siguiente manera: 0,4 ml de sustrato (p-
nitrophenyl--D-glucopyranoside, Sigma Chemical Co., 2mg/ml), 0,2 ml de muestra
y 0,4 ml de solucion tampén pH 5 se colocaron en un tubo y se incub6 a 37° C
durante 10 minutos; se afiadieron 0,2 ml de solucién de enzima (f—glucosidase
Sigma Chemical Co., 20mg/ml) y la mezcla se incubé durante otros 30 min a 37° C.
Después de este tiempo la reaccidon se termind mediante la adicién de 2,6 ml de
solucion tampén a pH 10. En el control positivo, se afadid6 una mezcla de
disolventes en lugar del extracto, mientras que en el control negativo, se afiadio
solucién tampon pH 10 en el inicio de la prueba con el fin de bloquear la actividad

de la enzima (Sanchez-Medina et al., 2001).

Figura 15: Procedimiento de los ensayos de inhibicion de B-glucosidasa
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3.5.2.4.1 Preparacion de reactivos

Para el desarrollo de la técnica se preparo:

A. Solucion buffer 100 mM Acetato de Sodio (CH;CO,Na), pH 5.0 a 37°C

Se pesaron 8,203 g de acetato de sodio y se aforé en 200ml con agua
destilada; el pH se ajusté a 5.0 en 37°C con 1 M HCI.

B. Solucién tampon amoniaco pH 10 (20°C)

Se pesaron 6,75 g de NH,Cl en 57 ml de Amoniaco concentrado y se

afora en 100ml con agua destilada.

C. 1% (p/v) de solucion SDS

Para la solucién se pesaron 1 g de dodecilsulfato sédico (SDS) en 100 ml

de agua destilada.

D. Solucion de sustrato Salicina, 2mg/ml

Se prepar6 en 25 ml de solucion; pesando 50 mg de salicina y se afor6
con agua destilada. Después de cada prueba de ensayo la solucion de

salicina es refrigerada a 4°C para evitar la degradacioén del reactivo.

E. Solucion de enzima B-glucosidasa, 20 mg/mi

Por cada ensayo se preparé una soluciéon enzimética de 20 mg/ml. Se
pesaron 20 mg de la enzima B-glucosidasa en agua destilada. Después

de cada ensayo, la enzima se mantiene en congelacion (-18°C).

3.5.2.5 Calculo del % inhibicion para los ensayos espectrofotométricos de -

glucosidasa

La absorbancia de las muestras de ensayo se midi6 a 410 nm y la actividad se

calcul6 usando la siguiente férmula:
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o o (Abs test — Abs negativa control)
% inhibicién enzimatica = 100 — — x 100
Abs positiva control

(Sanchez-Medina et al., 2001).

3.6 Evaluacién del potencial de los frutos en estudio

Para cada fruto en estudio se evallo el potencial enzimatico de los ensayos de
inhibicién “in vitro” y los resultados permitieron caracterizar a tres de los frutos como
inhibidores de las enzimas ay P glucosidasa. La fruta promisoria que obtuvo los
mejores resultados en los ensayos fue evaluada como materia prima para el

desarrollo del producto alimenticio.

3.7 Elaboracién y evaluacion del producto alimenticio

Se elabor6 un jugo de frutas a base de mortifio preparado a la misma concentracion
agua-fruta (2:1) de los extractos acuosos. El jugo fue elaborado y sometido a tres
niveles de temperaturas y tiempos diferentes de acuerdo al grado de pasteurizacion
(baja, media, alta). Posteriormente, se evalud la actividad inhibitoria de la enzima B-
glucosidasa segun la técnica estandarizada en esta investigacion. Se establecio
una comparacioén entre la actividad de la fruta y del jugo tratado térmicamente para

establecer diferencias significativas en la actividad enzimética determinada.

A continuacién se describe las muestras de jugos que fueron analizadas a

temperaturas y tiempos diferentes de acuerdo al tratamiento térmico:

Tabla 13: Temperaturas y tiempos de tratamiento térmico.

Muestra Tratamiento térmico
M1 Sin pasteurizar (fruto crudo)
M2 60°C x 30 min. (baja)
M3 72°C x 15 seg. (media)
M4 90°C x 5 seq. (alta)
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3.7.1 Procedimiento para elaboracion del producto alimenticio

Mediante un diagrama se describe el procedimiento de preparacion del jugo de

frutas que fue sometido a tres niveles de temperaturas y tiempos diferentes:

1. Pesar la cantidad de fruta necesaria para

obtener el volumen deseado del jugo; y

adicionar el agua potable a la mezcla en

una relacion agua-fruta (2:1).

2. Licuar la muestra.

3. Obtener el volumen deseado de
muestra para cada tratamiento;
en nuestro caso se obtuvo un
volumen ideal para envases de
vidrio con capacidad de 235 ml

de jugo.

4. Esterilizar los envases

de vidrio y las tapas.
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5. Someter al producto alimenticio
los diferentes tratamientos
térmicos descritos en la
Tabla 9.

6. Envasary cerrar el
producto final para

cada muestra.

3.7.2 Procedimiento para evaluacion inhibitoria del producto alimenticio

Mediante un diagrama se describe el procedimiento de evaluacion de la capacidad
inhibitoria de la enzima B-glucosidasa en el jugo de frutas sometido a diferentes

tratamientos térmicos:

1. Medir un volumen cualquiera
de cada muestra y colocar

en tubos falcon de 15 ml.

2. Centrifugar la muestra
a 5000 rpm x 5 min.
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3. Recoger la muestra del
sobrenadante y colocar
en los tubos eppendorf
de 1,5 ml.

4. Tomar varias muestras de
cada tratamiento, etiquetar
y conservar en congelaciéon

para las pruebas de ensayo.

A\ 4
5. Desarrollo y evaluacion de los

ensayos de inhibicién enzimética
para B-glucosidasa en las

diferentes muestras de jugo

tratados térmicamente.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Introduccion

En el siguiente capitulo se presentan los rendimientos totales de los extractos
alcohdlicos obtenidos a partir de los frutos en estudio, los resultados de los
extractos acuosos y alcohodlicos en los ensayos de inhibicion “in vitro” de las
enzimas a y P glucosidasa, y los datos obtenidos de la evaluacion del producto

alimenticio elaborado a diferentes temperaturas y tiempos de tratamiento.

4.1 Rendimiento de los frutos en extractos alcohdlicos (etanol)

Después de haber obtenido los extractos alcohdlicos (etanol) de las muestras de
joyapa, mortifio, uvilla y ciruelo, se procedié a realizar la diferenciacion de los pesos
iniciales (fruta + etanol) con los finales (después de la filtracion y evaporaciéon del
alcohol) de cada fruta. En la siguiente tabla se muestran los datos obtenidos de los

rendimientos totales de cada muestra.

Tabla 14: Rendimiento de los frutos en extractos alcohdlicos

% Rendimiento
Fruto
total
joyapa 8.56
mortifio 19.20
uvilla 28.71
ciruelo 19.69
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4.2 Ensayos de inhibicion “in vitro” de las enzimas ay B glucosidasa

4.2.1 Ensayos de a-glucosidasa

A continuacién se presentan (Tabla 15) los resultados obtenidos de inhibicion de la

enzima a-glucosidasa, para los extractos alcohdlicos de los frutos en estudio.

Tabla 15

Inhibicion a-glucosidasa

EXTRACTOS ALCOHOLICOS

Joyapa Mortifio Uvilla Ciruelo
Conc. % Conc. % Conc. % Conc. %
(ug/ml) Inh (ug/ml)  Inh (ug/ml) Inh (ug/ml) Inh
10 17.95 10 21.82 10 13.27 10 7.27
50 39.50 50 43.37 50 29.57 50 13.43
100 50.42 100 58.63 100 47.17 100 27.03
500 61.02 500 75.13 500 64.51 500 46.10
1000 76.89 1000 80.18 1000 74.79 1000 53.07

Conc.: Concentracion del extracto

% Inh: Porcentaje de inhibicion de la enzima

4.2.2 Ensayos de B-glucosidasa

A continuacién se presentan (Tabla 16) los resultados obtenidos de inhibicién de la

enzima B-glucosidasa, para los extractos acuosos y alcohdlicos de los frutos en

estudio.

Tabla 16

Inhibicion B-glucosidasa

% inhibicién enzimatica
Muestra = exTRACTO | EXTRACTO
ACUOSO ALCOHOLICO
joyapa 53.43 76.06
mortifio 76.96 87.50
uvilla 62.75 73.33
ciruelo 31.82 57.14
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4.3 Evaluacion del potencial de los frutos en estudio

Los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicion enzimética permitieron
caracterizar a tres frutos como inhibidores de las enzimas oy B glucosidasa. Los
frutos que tienen una actividad inhibitoria promisoria son: la joyapa, el mortifio y la
uvilla.

La fruta promisoria que fue evaluada como materia prima para el desarrollo del

producto alimenticio tipo jugo de frutas fue el mortifio (Vaccinium floribundum), por
obtener los mejores resultados en los ensayos de ay [ glucosidasa en extractos
acuosos y alcohdlicos. La fruta de mortifio tiene el potencial de inhibir mas del 85%

a las enzimas de a y 3 glucosidasa.

4.4 Evaluacion del producto alimenticio

En la Tabla 17 se muestran los porcentajes de inhibiciébn para la enzima -
glucosidasa de cada muestra de jugo de mortifio tratado térmicamente. La actividad
inhibitoria de las diferentes muestras de jugo (Tabla 17) frente a B-glucosidasa,
indica que la muestra de jugo a 60°C x 30 min. (pasteurizacién baja) tiene un valor
de 83.95% frente a 73.42% de 90°C x 10 seg. (pasteurizacion alta) y 68.16% de

72°C x 15 seg. (pasteurizaciéon media).

A continuacioén se presentan (Tabla 17) los resultados obtenidos de inhibicion de la
enzima B-glucosidasa, para las muestras de jugo en fruto crudo y tratados

térmicamente.

Tabla 17

Inhibicion B-glucosidasa del producto alimenticio

_ o % inhibicién
Tratamiento Térmico

enzimatica
Sin pasteurizar (fruto crudo) 73.42
60°C x 30 min. (baja) 83.95
72°C x 15 seg. (media) 68.16

90°C x 5 segq. (alta) 73.42
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CAPITULO V

DISCUSION DE RESULTADOS

Introduccion

En este capitulo se analizan los resultados obtenidos en la investigacion, sefialando
los frutos mas relevantes como inhibidores de oy 3 glucosidasa y su implicaciéon en

el area de desarrollo de nutracedticos.

4.1 Discusioén

El objetivo de una terapia antidiabética en pacientes insulinodependientes (Diabetes
Tipo 1) e insulinoindependientes (Diabetes Tipo 2) es alcanzar la normoglicemia y
reducir la resistencia a la insulina con la intencién de mejorar el control metabdlico y
prevenir al paciente diabético futuras complicaciones (Onal et al., 2005). Una
estrategia efectiva para el manejo de la diabetes Tipo 1 y 2 es la inhibicion de las
enzimas oy P glucosidasa, a fin de retardar la absorcion de los carbohidratos,
moderando asi la elevacion postprandial de azucar en la sangre y minimizando los

efectos de la dieta en la hiperglicemia (Bischoff, 1994).

La actividad inhibitoria de los extractos alcohdlicos (Tabla 15) de cada fruto frente a
a-glucosidasa, muestra que el mortifio a una concentracion de 1000 pg/ml tiene un
valor de 89.18% frente al 76.89% de joyapa y 74.79% de uvilla, esto sugiere que el
extracto alcohdlico de mortifio tiene una actividad inhibitoria promisoria relevante
frente a a-glucosidasa. Los datos de los extractos alcohdlicos de ciruelo no se

presentan ya que no demostraron actividad inhibitoria importante.

Asi mismo, se demuestra que a las concentraciones de 10, 50, 100 y 500 pg/ml los
porcentajes de inhibicion frente a a-glucosidasa (Tabla 15) de los extractos
alcohdlicos del mortifio, poseen una actividad inhibitoria relevante en comparacion

con la joyapa y uvilla. Los extractos alcohodlicos del mortifio, joyapa y uvilla
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demuestran tener una actividad inhibitoria prometedora frente a a-glucosidasa

siendo el extracto del mortifio el mas inhibitorio a una concentracion 1000 pg/ml.

La actividad inhibitoria de los extractos acuosos (Tabla 16) frente a -glucosidasa,
muestra que el fruto de mortifio tiene un valor de 76.96% frente 62.75% de la uvilla,
esto sugiere que el extracto de mortifio tiene una actividad inhibitoria promisoria
relevante frente al control positivo. Los datos de los extractos acuosos de joyapa
con 53.43% vy ciruelo con 31.82%, demostraron actividad inhibitoria muy baja, por lo
que no tienen el suficiente potencial de inhibir a la enzima B-glucosidasa. Sin
embargo, se demuestra que en los extractos alcohdlicos (Tabla 16) los porcentajes
de inhibicidbn son mayores en comparacién con los extractos acuosos. Asi mismo, la
actividad inhibitoria de los extractos alcohdlicos frente a -glucosidasa, muestra que
el fruto de mortifio tiene un valor de 87.50%, posee una actividad inhibitoria
relevante en comparaciéon con la joyapa que tiene el 76.06% y la uvilla con el
73.33%.

Los extractos alcohodlicos en etanol demuestran tener una actividad inhibitoria
prometedora frente a -glucosidasa siendo el extracto del mortifio el méas inhibitorio.
En la Tabla 16 nos muestra que los datos obtenidos en los extractos alcohdlicos
son mayores a los extractos acuosos, por tanto, para el desarrollo de los ensayos

de B-glucosidasa es mejor la obtencién de extractos mediante solventes.

Algunos autores evidencian la consideracion del fruto de mortifio como medicinal ya
gue al ser consumido crudo ayuda a restablecer los niveles normales de azlcar en
la sangre y al consumir el fruto cocido trata problemas de hipoglicemia, gripe y
diabetes. También sirve para problemas digestivos, vasculares, entre otros (Aguilar,
2009), informacion etnobotanica cita que el fruto cocido es util para el tratamiento
de los diabéticos (Rios et al., 2007), por tanto, en comparacion con las hipétesis de
los autores sobre la consideracién del fruto de mortifio y los datos obtenidos en esta
investigacion de las muestras de mortifilo en extractos acuosos y alcohdlicos y en

los jugos tratados térmicamente es correcta.

Hoy en dia nos encontramos inmersos en un cambio en el concepto de alimento y
en nuestra forma de alimentarnos. Actualmente, al momento de elegir los alimentos
gue se va a consumir no solo se esta considerando las propiedades nutritivas y

sensoriales sino también se reconoce el papel que toman los alimentos como
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protectores de la salud. Los extractos acuosos y alcohdlicos, y las muestras de jugo
tratados térmicamente de la especie Vaccinium floribundum al poseer una actividad
inhibitoria relevante frente a dichas enzimas demuestran ser candidatos

prometedores que puedan ser utiles en el tratamiento de la diabetes Tipo 2.

La muestra de jugo a 60°C x 30 min. tiene una actividad inhibitoria promisoria
relevante frente al control positivo de -glucosidasa. En lo que respecta al resultado
obtenido (Tabla 17) de la muestra de jugo sin haber sido sometido a tratamiento
térmico (fruta cruda), indica un 73.42% de actividad inhibitoria frente a J-
glucosidasa, por tanto, en comparacion con las muestras tratadas térmicamente, no
existe una pérdida significativa del potencial inhibidor. Sin embargo, se demuestra
gue a 60°C x 30 min. el porcentaje de inhibicibn es mayor en comparacion con la
muestra sin pasteurizar; a 90°C x 10 seg. el porcentaje de inhibicién se mantiene;y
a 72°C x 15 seg. la actividad inhibitoria es menor significativamente. Las muestras
de jugo de la Tabla 17 demuestran tener una actividad inhibitoria prometedora
frente a B-glucosidasa siendo el jugo de mortifio a 60°C x 30 min. el de mayor

potencial.

La importancia del desarrollo de investigaciones en frutos nativos no tradicionales
como es el caso de la joyapa, el mortifio y la uvilla, ayudara a enfatizar estas
nuevas tendencias de alimentarnos mejor cada dia, procurando la salud ante todo.
Como experiencia de este proceso de investigacion se demuestra que los frutos de
joyapa, mortifio y uvilla son frutos promisorios para el desarrollo de alimentos
funcionales ya que dichos frutos aportarian un valor extra a los alimentos que se

puedan manufacturar a base de éstos, presentando altos beneficios en el control de

la diabetes, por su actividad inhibitoria frente a las enzimas de ay [ glucosidasa.



Moncayo Loor 55

CONCLUSIONES

El desarrollo de la presente investigacion condujo a las siguientes conclusiones:

1. Las especies de Macleania rupestris, Vaccinium floribundum y Physalis
peruviana L. han demostrado tener actividades antihiperglucemiantes
promisorias que muestran la potencialidad de los extractos acuosos y
alcohdlicos frente a las enzimas de ay f glucosidasa como agentes

nutracéuticos en el tratamiento de esta enfermedad.

2. El consumo de los frutos de joyapa, mortifio y uvilla son fuente de

inhibidores de a.y 3 glucosidasa en la dieta de pacientes diabéticos.

3. Por medio de procesos conocidos y adecuados al medio de fabricacién se
consiguié elaborar un producto alimenticio (jugo de frutas) a base de mortifio
gue fue sometido a varios tratamientos térmicos entre éstos 60°C x 30 min.
(pasteurizacion baja), 72°C x 15 seg. (pasteurizaciébn normal o media) y

90°C x 5 seg. (pasteurizacion alta).

4. Realizando los mismos ensayos, utilizados para evaluar la capacidad
inhibitoria de las enzimas a y B glucosidasa, se determiné que el jugo en su
estado natural y tratados térmicamente tienen la capacidad de inhibir las
enzimas involucradas en el mecanismo de la diabetes 1 y 2. Sin embargo,
cabe indicar que el jugo de mortifio tratado térmicamente a 60°C x 30 min.

en comparaciéon con el jugo en su estado natural, es de mayor potencial.

5. Se demuestra que la hipotesis de las propiedades antihiperglucemiantes de

los frutos de mortifio fue valida.
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RECOMENDACIONES

Mediante un andlisis del trabajo de investigacion realizado se llegé a las siguientes

recomendaciones:

1. Se recomienda realizar estudios similares ya que existe poca informacion y
trabajos de investigacion de este tema. Ademas seria de gran valor
cientifico lograr identificar otras propiedades beneficiosas de las especies
Macleania rupestris, Vaccinium floribundum, Physalis peruviana L. y

Spondias purpurea L.

2. Se recomienda el consumo de estos frutos como componentes de la dieta

de pacientes diabéticos.

3. La fruta mas recomendada para el consumo como alimento crudo, cocido o
industrializado (jugos, mermeladas, jaleas, enlatados, etc.) es el mortifio ya
gue dicho fruto son de cosecha estacional. La cosecha se da desde el mes
de octubre hasta noviembre, por esta razon se recomienda manufacturar

productos de larga vida.

4. En la generacion e innovacion de nuevos productos de alimentos
funcionales se puede considerar la mezcla de algunas frutas entre éstas la
joyapa, mortiio y uvilla, como antihiperglucemiantes en pacientes

diabéticos.

5. Una de las dificultades de este proyecto fue la no existencia de grandes
cantidades de cultivos de joyapa y mortifio en zonas propicias cercanas a la
ciudad de Cuenca, todas las plantas encontradas se encuentran en estado
silvestre, por lo que la disponibilidad de estos frutos se da durante una sola
vez al afio. Se recomienda el cultivo de estas frutas para su posterior

industrializacion.
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