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ﬁ INTRODUCCION

1.0 INTRODUCCION

El tamarindo (Tamarindus indica) es una leguminosa, que crece en forma natural en regiones
tropicales y subtropicales. En México el tamarindo se produce en grandes cantidades y se usa
para la elaboracion de refrescos; la semilla de tamarindo no tiene ningin uso, por lo que se
considera un desecho industrial. Recientemente se ha determinado que la semilla de tamarindo

presenta actividad hipoglucemiante. "

La Diabetes es un problema de salud a nivel mundial, que presenta altos indices de mortalidad
y se caracteriza por una hiperglucemia. Se ha descrito que la hiperglucemia incrementa los
niveles de radicales libres, provocando un incremento en el estrés oxidativo, el cual es el
responsable de las numerosas complicaciones de la enfermedad. En México existen un gran
numero de especies de plantas medicinales que la poblacion utiliza para tratar la sintomatologia
de la diabetes, sin embargo solo un pequefio nimero de esas especies han sido objeto de estudios
quimicos que conduzcan al aislamiento de nuevos compuestos con actividad antidiabética o

antioxidante. V)

Se ha descrito la presencia de antioxidantes en la semilla de tamarindo, y se ha estudiado la
actividad hipoglucemiante de sus extractos ** En este trabajo se realizd un estudio para
determinar la actividad y el grado de eficacia de los antioxidantes y de los hipoglucemiantes que
se obtienen de la cascara de semilla de tamarindo. La actividad hipoglucemiante de los
extractos acuosos de la céscara de la semilla de tamarindo fue estudiada en ratones sanos, y se
compard con la actividad de la semilla completa; se encontré que en la cascara esta presente el o
los compuestos responsables de la actividad hipoglucemiante, pues el germen de la semilla no

presenta actividad, aunque la actividad de la cascara es menor que el de la semilla completa.

También se estudio el efecto antioxidante de los extractos de acetato de etilo y metanélico de la
cascara de semilla de tamarindo, encontrandose que el extracto de acetato de etilo presenta mayor
actividad antioxidante, evita la formacién de peréxidos en el acido linoleico hasta en un 88.5%,

mientras que el extracto metanélico retarda la oxidacién en un 54.5%.
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Se realizo el fraccionamiento del extracto de acetato de etilo mediante cromatografia en
columna, obteniéndose 11 fracciones, cuya actividad antioxidante también se determind; se

encontré que algunas fracciones presentaron mayor actividad antioxidante que el extracto total,

Por 1ultimo se decidio realizar un Analisis Proximal de la ciscara de la semilla de tamarindo,
para determinar la proporcion de sus metabolitos primarios, encontrandose que es una fuente con
un gran contenido en carbohidratos, asi como de nitrégeno total y fibra lo que justifica su uso

como alimento en algunos paises.

En trabajos posteriores es necesario estudiar si existe una relacion entre la actividad
antioxidante y la actividad hipoglucemiante y tratar de determinar que compuestos son los

responsables de la actividad.
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2.0 ANTECEDENTES

2.1 EL TAMARINDO
2.1.1 DESCRIPCION BOTANICA Y MORFOLOGICA

El Tamarindo pertenece a las leguminosas y se dice que es originario de Africa, ya que fueron los
arabes los primeros en tener conocimiento de las propiedades del fruto de esta especie, el nombre
deriva del drabe “tamare”= datil, e “hindi”= indio que significa détil de la india, siendo este nombre

el que le dio origen a su nombre boténico: Tamarindus indica.

El arbol fue introducido a Egipto, el Medio Oriente y Asia por comerciantes arabes en tiempos
antiguos, porque su multiplicacién se realiza generalmente por semilla ya que presenta la ventaja
de tener un alto porcentaje de germinacion.”) La planta, a los 20 afios, llega a ser un arbol maduro,
de madera compacta, y con un didmetro del tronco de hasta 150 cm., que se caracteriza por tener
una copa redondeada, esparcida y densa, logrando alcanzar una altura de 10 a 25 m, ademas se dice
que es un arbol de larga vida ya que en Hawai se han encontrado arboles de tamarindo que tienen
hasta 150 afios de edad.®

Sus flores son poco visibles porque son muy pequefias, crecen en racimos cortos teniendo
aproximadamente de 5 a 10 cm. de longitud, son de color amarillo palido con una combinacién de
color rosa.®® Su fruto son vainas curvadas e irregulares que crecen en gran abundancia y su tamafio
varia de 5 a 18 cm. de largo y 1.9 a 3.2 cm. de ancho; la corteza que encierra la pulpa es café
grisaceo. A medida que maduran las vainas se llenan un poco mas de pulpa y toman una coloracién
de café a café-rojiza, entonces la piel se convierte en una céscara quebradiza, la pulpa se deshidrata
hasta adquirir la apariencia de una pasta cubierta por algunos hilos de fibra gruesa que se extiende a
lo largo del tallo.

El deterioro del fruto no ocurre tan rapido como en otros frutos debido a su deshidrataci6n natural
y por su composicién quimica (alta concentracién de acidez) que actiia como conservador natural, la
pulpa constituye el 40% de la vaina y es fuente de vitaminas B y C. Por lo general el tamarindo

empieza a producir su fruta entre los 7 y 10 afios de edad, siendo éste su producto principal.'”’
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Las semillas, ya bien formadas, son duras, lisas, ovaladas o cuadradas de 9.5 a 12.7 mm. de
longitud, comprimidas lateralmente y de color pardo brillante, unidas entres si con fibras que se
encuentran en la pulpa cubiertas individualmente por una especie de membrana. En seco las
semillas se conservan por mucho tiempo, ademas se clasifican en dos grupos segiin su color: rojo o

café.”

2.1.2 DISTRIBUCION Y USOS DEL TAMARINDO EN MEXICO

El tamarindo crece en regiones tropicales y subtropicales; en México se cultiva en estados como
Baja California Sur, Campeche, Colima, Chiapas, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan. También se llega a encontrar en forma silvestre en las costas del Pacifico

principalmente en los estados de Jalisco, Colima y Guerrero.®

En nuestro pais la Gnica parte que se usa de este arbol, es el fruto, cuya pulpa carnosa y éacida es
apreciada para elaborar agua fresca. 67 A nivel industrial se elaboran pastas para concentrados,
que se utilizan en la preparacion de bebidas refrescantes, dulces y helados; la pulpa azucarada o
salada con frecuencia se utiliza como postre, por estas razones en la industria alimentaria es muy
apreciada. Tomando en cuenta que en el fruto estdn contenidas las semillas y estas a nivel industrial
no tienen ningn uso, se les considera como un desecho, cuya eliminacion representa a menudo un

problema, ya que por cada kilogramo de tamarindo se obtienen alrededor de 850 a 1000 semillas.”)

Solo un pequefio niimero de personas sabe que la semilla tiene algin uso. En Ixtlahuaca, Estado
de México es utilizada como tratamiento para la Diabetes mellitus, en esta zona las personas utilizan
aproximadamente 8 semillas de Tamarindus indica Linn trituradas y hervidas en un litro de agua, las
personas lo toman como agua de tiempo y tienen mejoria en la enfermedad.””  Ademds,
recientemente se ha comprobado, en la Facultad de Quimica, que los extractos de la semilla de
tamarindo poseen actividad hipoglucemiante en ratones."” Es importante la caracterizacion de las
semillas de tamarindo para la recuperacion de productos que le darian un valor agregado como

hipoglucemiantes o antioxidantes.
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2.1.3 USOS DEL TAMARINDO EN OTROS PAISES

En diferentes paises sobre todo de los continentes Africano y Asiatico, los productos derivados
del tamarindo tienen usos variados: se utilizan en productos alimenticios, y se emplean
extensamente en la Medicina Tradicional. Por ejemplo, en la India y Africa las flores y las hojas se
utilizan como bases para salsas o bien se pueden servir como verdura para ensaladas o sopas,

mientras que las semillas cocidas y pulverizadas las emplean para alimentar al ganado.>

En Japén el germen obtenido de la semilla se usa para manufacturar goma de Tamarindo, que se
afiade a algunos alimentos para aumentar su viscosidad, ya que la semilla sin cascara es un buen
sustituto del almid6n;® se ha encontrado que contiene un polisacarido que se aisla por extraccién
con agua caliente y posterior desecacion. Este polisacarido forma geles estables en un amplio
intervalo de pH, por lo que tiene aplicaciones alimenticias, ya que ayuda a mejorar la textura de
helados, mermeladas, ates y estabiliza cremas, mayonesas y quesos, por este hecho en Japon esta

permitido su uso como aditivo en alimentos.”?)

A nivel medicinal, se sabe que en el norte de Nigeria la raiz se usa junto con otras medicinas
nativas para el tratamiento de la lepra, y en otras partes de Africa para el tratamiento de dolor de
pecho.© En el este del Sudan las hojas se usan para lavar las heridas y reducir la inflamacién.® En
la India las semillas molidas se usan para el tratamiento de la disenteria, hervidas y machacadas se
emplean para el tratamiento de tlceras y la cascara de la semilla molida se usa en el tratamiento de
la diabetes.®

2.2 DIABETES MELLITUS

La Diabetes mellitus (DM) se considera como un serio problema endocrino, que se caracteriza por
tener una elevada concentracion de glucosa en sangre, debido a la insuficiencia en la produccién de
insulina o la resistencia a ésta. Se define como un grupo de enfermedades metabdlicas, en las que se
presenta un deficiente aprovechamiento de los hidratos de carbono, grasas y proteinas, dando como
resultado una imposibilidad de las células para realizar las funciones metabdlicas de manera

adecuada. (10,11,12)
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La Diabetes mellitus se divide en dos tipos:">

Diabetes tipo 1: En la cual hay una deficiencia en la producciéon de la insulina por lo que se
requiere de insulina exdgena para su tratamiento, entonces se dice que el paciente es dependiente

de insulina o insulino-dependientes (/DDM).

Diabetes tipo 2: En la cual la insulina es incapaz de ejercer su actividad normal, estos pacientes se

les conoce como no insulino-dependientes (N/DDM).

La diabetes es una enfermedad crénica que no puede ser completamente curada y que ademas,
puede desarrollar complicaciones si no se lleva un adecuado control de la enfermedad. Los
padecimientos vasculares (enfermedades coronarias y vasculares periféricas) son las principales

complicaciones asociadas con la diabetes, y son causa primordial de muerte en los diabéticos."!'*!¥

Recientemente se ha relacionado el estrés oxidativo con las complicaciones de la enfermedad. En
estudios sobre diabetes inducida en animales 6 en personas que presentan la enfermedad, se ha
visto que existe un aumento en el estrés oxidativo, debido a la hiperglucemia persistente y cronica,

ya que ésta trae como consecuencia la formacion de Radicales Libres (RL).!*'*'9)

Los avances en las investigaciones bioquimicas y moleculares han demostrado que en sistemas
biolégicos los RL son un fenémeno natural debido a que se producen por el transporte de electrones
en la mitocondria. Los componentes mas susceptibles de sufrir dafios por estos radicales son los
lipidos, las proteinas y el DNA; en condiciones normales las enzimas de las células son suficientes
para neutralizar a los radicales libres. Las enzimas mas importantes del sistema antioxidante celular
como son: Glutation peroxidasa (GPx), Glutation reductasa (GR), Superoxido dismutasa (SOD) y
la Catalasa (CAT), pueden ser susceptibles a la oxidacion y por lo tanto su capacidad antioxidante
disminuye."'®!1”) En la célula el estrés oxidativo se produce cuando el ataque oxidativo, supera
las defensas antioxidantes, dando como resultado una sobreproduccion de RL como pueden ser: el
Ion superéxido (O7), el peréxido de Hidrégeno (H;0;) y el radical hidroxilo (:OH), por lo que los
tejidos de las personas diabéticas sufren dafios, uno de estos dafios es la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad provocando peroxidacidn lipidica, siendo ésta un factor de riesgo en

el desarrollo de la ateroesclerosis.
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Se ha descrito que el tratamiento con diferentes antioxidantes, mejora las anormalidades
metabolicas que ocurren en personas diabéticas; se ha encontrado que la vitamina E es un excelente
antioxidante a nivel celular porque reduce la formaci6n de especies reactivas de oxigeno.(!32%2!: 2
Considerando que las plantas son una buena fuente de antioxidantes entre los que se pueden
encontrar tocoferoles, carotenoides, acido ascérbico, flavonoides y taninos, éstas pueden se

considerarse como un tratamiento para evitar complicaciones en la diabetes.*”

22.1 MEDICAMENTOS PARA EL TRATAMIENTO DE LA DIABETES MELLITUS Y SUS
LIMITACIONES

Actualmente la insulina y los hipoglucemiantes orales son los principales medicamentos para el
tratamiento de la diabetes y son efectivos para el control de la hiperglucemia, pero algunas veces
llegan a presentar reacciones secundarias o no tienen el efecto deseado en ciertos pacientes, ya que
prevalecen dificultades en su uso dado los problemas de dosificacion que presentan, pues resulta
muy dificil reproducir la funcién de liberacion de insulina llevada a cabo por las células beta
pancreéticas.'? El uso de insulina tiene sus limitaciones se ha encontrado que el 30 al 50% de
pacientes con Diabetes tipo 1 tiene anticuerpos antiinsulina al inicio de su padecimiento y antes de
recibir insulina exogena, ademés el tratamiento inadecuado de insulina puede llevar a un riesgo de
hipoglucemia extrema."!” Las sulfonilureas y las metforminas se usan en el tratamiento de
pacientes con diabetes mellitus no insulino-dependientes, pero frecuentemente estos medicamentos
son incapaces de disminuir la glucosa a concentraciones normales y pueden llegar a producir
acidosis lactica y diarrea.?” Otros medicamentos como el Acarbosa, Miglitol y Voglibiosa son
inhibidores de las alfa glucosidasas intestinales pero se ha visto que presentan un efecto retardado

para la disminucién de la glucosa y algunas veces no se logra llegar a valores normales.®”

Dentro de la medicina moderna ain no existe un tratamiento que pueda ser considerado ideal para
este padecimiento, esta claro que debido a los efectos laterales de las drogas actualmente usadas,
hay una necesidad de buscar algun agente seguro con efectos adversos minimos. Algunas plantas
son una fuente potencial de medicamentos antidiabéticos, por lo que podrian ser candidatas para
estudios sobre los mecanismos de la actividad hipoglucemiante, asi como la para la identificacién y

el posible aislamiento de los compuestos responsables de dicha actividad.®**
7
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2.2.2 PLANTAS ANTIDIABETICAS

El estudio Quimico y Bioldgico de las plantas ofrece un medio para el descubrimiento de nuevos
compuestos bioactivos y la obtencion de otros, que aunque ya sean conocidos, puedan aislarse en
mayor cantidad. En la Medicina Tradicional mexicana las plantas y flores han jugado un papel
importante en la vida de los mexicanos; desde hace algunos afios se sabe que las personas tienden a
usar plantas para el tratamiento de la Diabetes meflitus. ® Se han descrito cerca de 800 plantas que
se emplean para el tratamiento de esta enfermedad, de las cuales aproximadamente 150 existen en
Meéxico, pero unicamente el 20% ha recibido algun tipo de estudio para determinar su efecto

hipoglucémico, mientras que el otro 80% no ha recibido ninguna investigacion farmacolégica.?”

Los mecanismos empleados por las plantas antidiabéticas para disminuir los niveles de glucosa
en sangre son diversos: hay plantas que exhiben propiedades similares como las Sulfonilureas o la
glibenclamida en las que el efecto hipoglucemiante en animales normales se debe al estimulo para la
liberacion de insulina proveniente de las células pancreéticas B."? Otras plantas presentan actividad
semejante a la Metformina o a las Biguanidas que aumentan la accién de la insulina por que

incrementan el nimero de transportadores de glucosa.

Existen también las dietas a base de vegetales recomendadas antiguamente, que han mostrado
tener un elevado contenido de carbohidratos ricos en fibras y su efecto retarda la hiperglucemia por
lo que se puede justificar sus propiedades antidiabéticas.®® De algunas otras plantas antidiabéticas

no se han definido el mecanismo de accion que presentan.(m

En 1979 se realizaron algunas investigaciones acerca de las plantas antidiabéticas mas
cominmente usadas por la poblacién mexicana, y la investigacion etnobotanica demostré que el
“nopal” (Opuntia streptacantha), es una de las plantas mas utilizadas para este propésito, sobre todo
por las poblaciones con influencia cultural nihuatl. En cualesquiera de sus formas de preparacion, el
nopal es administrado via bucal de una a tres veces al dia (en ayunas o antes de cada comida) en

cantidades dependientes de la gravedad sintomatologica del paciente diabético.?’*”
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En los estudios realizados al nopal, se determindé que efectivamente tiene propiedades
hipoglucemiantes al ser administrado via bucal tanto en conejos con diabetes experimental, como
en conejos sanos con hiperglucemia fisiolégica, lograindose confirmar la base del uso popular de
esta planta. Sin embargo no se encontr6 el mecanismo de la actividad hipoglucemiante, asi como

tampoco se han identificado la o las sustancias responsables de dicha actividad.?® "%

En 1998, se estudiaron 28 plantas las cuales son usadas por la poblacién mexicana para el
tratamiento de la diabetes, se clasificaron y se procesaron de la misma manera que se usan
tradicionalmente; sus extractos se administraron en forma intragastrica en conejos sanos con
hiperglucemia inducida por medio de la prueba de Tolerancia de la Glucosa. Los resultados
obtenidos determinaron que 7 de las 28 plantas presentaban una disminucién significativa de
glucosa en sangre.(m En la siguiente tabla se mencionan las plantas con el efecto hipoglucemiante

mas significativo.?®

Tabla No. 1 Plantas con efecto hipoglucemiante significativo

Nombre Cientifico Nombre Popular Parte que se Usa % de disminucién
Familia de glucosa
G. ulmifolia Lam. Sterculiaceae Guacima hojas 222
Lagrimas San
T. hirsutissima L. Boraginaceae Pedro Tallo 21.7
L. caulescens Labiatae Salvia Flores 209
T. foenum-

graceum L. Leguminosae Fenogreco Semilla 17.7
M. sap M Plétano Flores Frescas 17.0
R. mangle L. Rizophoraceae Mangle rojo Tallo 16.1
T. diffusa Willd. Tumeraceae Damiana Hojas 159

otras 13 plantas la disminucion de glucosa no fue significativa.

De las 21 plantas restantes 8 no presentaron disminucién de la hiperglucemia, mientras que las
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En el afio 2002, en la Facultad de Quimica de la UNAM, se estudio el efecto hipoglucemiante de
la semilla de Tamarindo en ratones sanos asi como en ratones diabéticos, encontrandose que el
extracto acuoso a una concentracién de 2 mg/mL tiene un porcentaje de respuesta de 63.8%,
mientras que a una concentracion de 4 mg/mL presenta 86.3% de disminucion de glucosa en sangre

en ratones diabéticos.'"

Uno de los propésitos de este trabajo fue estudiar la actividad hipoglucemiante de la cascara de
la semilla de tamarindo asi como de sus extractos en ratones normales, asi como determinar cuanto

tiempo permanece la actividad del extracto.

2.3 ANTIOXIDANTES

Los Radicales Libres son metabolitos comunes en sistemas alimentarios y biolégicos. En los
sistemas alimentarios los radicales libres pueden atacar los dobles enlaces de los lipidos,
provocando una serie de cambios durante el procesamiento o almacenamiento de los alimentos,
causando el desarrollo de la rancidez, olores desagradables y una disminucion en el valor nutritivo
de los productos. Estos cambios son causados por varios factores que incluyen reacciones de
oscurecimiento y oxidacion de lipidos.ﬂm La oxidacion de lipidos depende de condiciones como:
Luz (hv), Temperatura (t), Oxigeno (O;), acidez (pH), actividad del agua (aw) y presencia de

metales (Fe?*, Cu?") bajo las cuales se encuentra el alimento.

Para evitar la formacion de los radicales libres durante la etapa de iniciacién en la autooxidacién
de lipidos, se ha recurrido a la utilizacion de los antioxidantes, que retardan el inicio o bien
disminuyen la velocidad de oxidacién de los materiales autooxidables, evitando la propagacion de

los radicales libres y por consiguiente la formacién de los hidroperéxidos.®"

En la industria alimentaria los antioxidantes son un grupo de aditivos indispensables por que
incrementan la vida de almacenamiento y estabilizan los lipidos contenidos en los alimentos sin
cambiar sus cualidades sensoriales. La mayor parte de los antioxidantes que se conocen se han
aislado de plantas, sin embargo los que més se usan en la industria de alimentos, de cosméticos y

farmacéutica son los provenientes de sintesis quimica.*?
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2.3.1 ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Entre los antioxidantes sintéticos mas utilizados en la industria alimentaria se encuentran el
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), terbutilhidroquinona (TBHQ) y el galato de
propilo (PG). ®® Las ventajas que presentan estos tipos de antioxidantes es que son baratos, activos a
concentraciones bajas, solubles en sistemas liposolubles y actian como sinergistas para incrementar
la actividad antioxidante, ya sea con ellos mismos o con antioxidantes naturales como el acido
ascorbico, tocoferoles, carotenoides, etc.”” Las desventajas que presentan son que en particular el
BHA y BHT son muy volatiles e inestables a temperaturas elevadas asi como en presencia de vapor

de agua, ademas de que se les ha asociado con posibles efectos téxicos.®Y

Debido a estos problemas y a la tendencia creciente de la gente por consumir productos naturales,
hay interés por la obtencién de nuevos antioxidantes que puedan contrarrestar los efectos que
presentan los antioxidantes sintéticos, algunas veces los antioxidantes naturales por ejemplo el

acido rosmarinico son menos volatiles y mas estables que el BHT y el BHA.®*%

2.3.2 ANTIOXIDANTES NATURALES

Entre los grupos de antioxidantes mas importantes aislados de fuente natural se encuentran los
tocoferoles, carotenoides, flavonoides, acido ascérbico, fenoles 4cidos, aminoécidos y proteinas; sin
embargo los que tienen mayor actividad antioxidante son los que presentan en su estructura una

parte fendlica con los grupos hidroxilos en posicion orto o para.®?

11



A continuacion se presentan las caracteristicas y usos de estos antioxidantes

ANTECEDENTES

(9.36).

ANTIOXIDANTES
SINTETICOS

CARACTERISTICAS

USOS

Butilhidroxianisol (BHA)

OH

C(CH3)
C(CH3)
CH; CH;

3-terbutil-4-hidroxianisol 2-terbutilhidroxianisol

Es una mezcla de dos isomeros, el
3-terbutil-4-hidroxianisol y el
2-terbutil-4-hidroxianisol.
Contiene un grupo hidroxilo y un
grupo terbutilo que ocasiona su

relativa no-polaridad.

Estabiliza emulsiones de
aceites puros, es un
antioxidante grado
alimentario y el cuerpo
humano tiende a
eliminarlo

apropiadamente.

2,6-diterbutil-4-metilfenol {BHTI')
OH

(CHy)S CHs)

H;

Buen  antioxidante cuando es
usado solo, aunque normalmente
se usa en mezclas con otros
antioxidantes como el (BHA),
acido citrico, acido fosforico y

propilgalato.

Es mas efectivo para
estabilizar emulsiones
que aceites puros, es
ideal para grasas

animales

2-5-di(terbutil)hidroquinona

Tiene buena solubilidad y puede
mezclarse con el BHA y BHT
para permitir combinaciones de

antioxidantes altamente efectivas.

Es un antioxidante grado
alimentario y exhibe una
excepcional potencia en
aceites vegetales
altamente insaturados y
en grasas animales

comestibles

OH
C
(CHy); CHs)
OH
Galatos de Alquilo
—0—CsH

Propilgalato

Los galatos son ésteres del acido
galico y los que mas se emplean
son los de propilo, octilo y

dodecilo.

Se puede mezclar con
BHA y écido citrico para

mejorar su accion
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ANTIOXIDANTES NATURALES

CARACTERISTICAS

USOS

Tocoferoles y Tocotrienoles

Son los antioxidantes mas
ampliamente distribuidos en
la naturaleza encontrandose
principalmente en la fase

lipidica de los alimentos

Son considerados
antioxidantes efectivos. Sin
embargo la actividad relativa
de estos compuestos se ve

influida significativamente

SRy ™ N

La estructura quimica de la
mayoria de estos compuestos

es poliénica de 40 atomos de

a-tocoferol como: semillas, aceites por la temperatura y luz.
vegetales, granos de cereales,
frutas, hortalizas.
Carotenoides Los carotenoides estan

sujetos a muchos cambios
quimicos inducidos por las

diferentes condiciones de

Flavona

encontrados en los vegetales,
frutos y algunas plantas. Son
glicosidos formados
principalmente por una
aglucona que contienen varios
grupos fendlicos en su

estructura.

carbono. procesamiento
p-Caroteno (principalmente por las altas
temperaturas y el oxigeno).
Flavonoides Son pigmentos cominmente Normalmente los

flavonoides son estables al
calor y a las reacciones de
oxidacion, resisten la
mayoria de los tratamientos
térmicos realizados en la

manufactura de alimentos.

Acido Ascorbico

0H
oH OH

Es un agente reductor muy
fuerte y en algunos sistemas
se oxida a acido

dehidroascorbico

Debido a su elevada
solubilidad y a sus
excelentes caracteristicas
aromaticas se utiliza en la
industria elaboradora de
bebidas, para impartirles un

agradable sabor acido.

13
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2.4 TECNICAS DE EVALUACION PARA EL ANALISIS DE RANCIDEZ OXIDATIVA

Con el fin de evaluar el deterioro de los lipidos, se han desarrollado diversos métodos tanto
fisicos como quimicos, siendo necesario considerar las diferentes etapas en las que puede
encontrarse el proceso oxidativo y la gran diversidad de compuestos generados, asi como las
caracteristicas de la matriz alimenticia, esto aunado al manejo y tipo de almacenamiento al que ha
sido sometida, por lo que es recomendable, y en ocasiones necesario, realizar mas de una
determinacion analitica para obtener la visién mas amplia posible del estado que guardan los

lipidos en la muestra.®”

Existe una gran diversidad de métodos empleados en la caracterizacién de los productos de
oxidacion, ya sean primarios o secundarios, el método mas comin para monitorear la oxidacion
primaria es midiendo los cambios en el valor del indice de perdxidos, el cual consiste en medir la
cantidad de peroxidos presentes en la muestra. El valor encontrado por medio de esta
determinacion es una indicacion del grado de deterioro en etapas tempranas del proceso oxidativo,
ya que los peroxidos son los productos primarios mas abundantes. Durante el almacenamiento la
formacion de peroxidos es lenta en un principio, durante el periodo de induccién, el cual puede
variar desde unas semanas a varios meses dependiendo de la composicion de la grasa evaluada y de
las condiciones de almacenamiento, el indice alcanza un valor méaximo, para posteriormente

disminuir resultado de su descomposicién.

Para medir los productos secundarios de la oxidacion se recomienda el indice de 4cido

tiobarbitirico, o el indice de Kreis.

El indice de Kreis involucra la producciéon de un color rojo cuando el floroglucinol reacciona
con la grasa oxidada en solucién 4cida, cuya intensidad aumenta con el deterioro.®® Las sustancias

responsables de la reaccién son epoxialdehidos o sus acetales,*” de acuerdo con Patton*”

el color
formado parece estar relacionado con la formacion creciente de epihidrinaldehido (2,3-
epoxipropanal), segin este autor el malonaldehido también puede reaccionar dando prueba positiva,
lo cual la hace una prueba inespecifica, pero que relaciona bien el grado de oxidacién de los lipidos.
Normalmente esta prueba se realiza de manera cualitativa, en donde el desarrollo del color rojo

indica enranciamiento de los lipidos de la muestra, determinandose el rechazo de la misma.
14
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3.0 JUSTIFICACION

La Diabetes es un problema de salud muy extendido a nivel mundial, presenta altos indices de
mortalidad. Se caracteriza por una hiperglucemia crénica siendo el resultado de una deficiencia
en la secrecion o en la funcion de la insulina dando como resultado un mal funcionamiento de la
utilizacién de los carbohidratos, lipidos y proteinas. Se sabe que la hiperglucemia incrementa los
niveles de radicales libres, provocando un incremento en el estrés oxidativo, el cual es el
responsable en las complicaciones de la enfermedad como puede ser enfermedades
cardiovasculares (aterosclerosis) y dafio al tejido de las células. El tratamiento farmacolégico de
la Diabetes esta basada en insulina 6 hipoglucemiantes orales, sin embargo en México la Diabetes
mellitus también se trata por medicina tradicional a través de plantas antidiabéticas.
Considerando que algunas de estas plantas son fuente de antioxidantes, éstas podrian ser un
complemento en el tratamiento de la enfermedad. Se ha descrito en un trabajo anterior la
actividad hipoglucemiante de la semilla de tamarindo,"” por lo que se requiere estudiar de qué
depende esa actividad que potencialmente pueda dar lugar al desarrollo de nuevos
hipoglucemiantes orales. El efecto antioxidante que pudiera presentar la semilla aumentaria su
valor como complemento de antioxidantes naturales para evitar complicaciones en la

enfermedad.

15



g ! i I i OBJETIVOS

4.0 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GENERALES

» Evaluar y Comparar el efecto hipoglucemiante de los extractos de la cascara de la

semilla de Tamanndus indica en ratones sanos con la actividad de la semilla

completa.

> Intentar aislar el o los compuestos responsables de la actividad hipoglucemiante.

» Evaluar el efecto antioxidante de los extractos de la cdscara de semilla de Tamarindus
indica.

» Realizar el Andlisis Proximal de la Céscara de la Semilla de Tamarindo

16
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4.1.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

» Realizar un fraccionamiento de la Semilla de Tamarindo para determinar en cual

fraccion se encuentra la actividad hipoglucemiante en ratones sanos.

» Administrar diferentes concentraciones de los extractos para determinar el

porcentaje de respuesta que presentan.

» Determinar el tiempo de actividad hipoglucemiante de los extractos de Semilla

completa asi como de la Céscara en ratones normales.

» Determinar la capacidad Antioxidantes de los extractos de la Céscara de la Semilla

de Tamarindo por medio de pruebas quimicas cuantitativas.

» Realizar un fraccionamiento del extracto con mayor capacidad antioxidante por

medio de Cromatografia en Columna.

» Evaluar cuantitativamente la actividad antioxidante de las fracciones del extracto

de acetato de etilo.

» Hacer el Analisis Proximal de la cascara de semilla de tamarindo para evaluar su

contenido de metabolitos primarios.

17
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5.0 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 PREPARACION DE EXTRACTOS PARA LA DETERMINACION DEL EFECTO
HIPOGLUCEMIANTE DE LA SEMILLA COMPLETA Y FRACCIONADA

5.1.1 MATERIAL BIOLOGIiCO

El material biolégico (tamarindo) se obtuvo de manera comercial, posteriormente se extrajeron

las semillas de la vaina del fruto.

5.1.2 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA:

La semilla de tamarindo consta de una capa externa de cascara, una capa intermedia y el germen,
se decidio preparar un extracto acuoso para cada fraccion asi como un extracto de la semilla

completa por lo que se realizo lo siguiente:

5.1.3 FRACCIONAMIENTO DE LA SEMILLA:

Para obtener la cascara completa de la semilla de tamarindo, unicamente se desprende del
germen por medio de un cutter. Para desprender la capa externa de las semillas (se caracteriza por
presentar un brillo), éstas se frotaron contra una lija (del tipo que se emplea para lijar madera), se
obtuvo la capa externa y la capa intermedia mas el germen. Para desprender la capa intermedia del

germen se utilizo un cutter. Se prosiguio a preparar los extractos.
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EXTRACTO (I). DE LA SEMILLA COMPLETA

Se pesaron 1.2056 g de semilla de tamarindo, se tritur6 manualmente hasta un tamafio de
particula de 3 mm, se puso en un vaso de precipitados de 250 mL, se agregaron 120 mL de agua
destilada, se calent6 la suspensi6n a ebullicién, con el fin de evaporar la mitad del volumen inicial
de agua, se dejo enfriar y después se agregaron 50 mL de metanol; posteriormente la muestra se
filtré por gravedad y el filtrado se evapor6 a presion reducida para eliminar el metanol, se midié
el volumen final que debidé ser menor a 50 mL, para asegurar que todo el metanol se evapor6, se

ajusto al volumen inicial de 100mL.
Se prepararon con el mismo procedimiento los siguientes extractos:

EXTRACTO (II). Cdscara completa de la semilla (a partir de 1.5737 g)

Concentracion. [10.5 mg/mL]

EXTRACTO (III). Fraccion externa de la cdscara (a partir de 0.3021 g)

Concentracién [10 mg/mL]

EXTRACTO (IV). Fraccion intermedia de la cdscara mds germen (a partir de 1.0173 g)
Concentracion. [10 mg/mL]

EXTRACTO (V). Fraccion intermedia de la cdscara (a partir de 0.5002 g)
Concentracion. [10 mg/mL]

Dependiendo de la cantidad de muestra empleada se adicion6é 100 veces su peso de agua, se
evaporaron hasta 50 veces el volumen inicial, se agregd 50 veces el volumen evaporado de
metanol, para precipitar carbohidratos y proteinas, se evapord el metanol a presién reducida y se
ajusto al volumen inicial con agua. Con estos extractos se realizaron los bioensayos para

determinar actividad hipoglucemiante, cada bioensayo se realizo por triplicado.
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52 PREPARACION DE UN EXTRACTO METANOLICO DESENGRASADO APARTIR
DE LA CASCARA DE LA SEMILLA DE TAMARINDO (EXTRACTO VI)

5.2.1 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA:

Separacion de los componentes de la cascara de la semilla de tamarindo por extraccién continda

en Soxhlet.

Se pesaron 27.1770 g de céscara de semilla de tamarindo y se colocaron en un cartucho de
celulosa que se tapé ligeramente con un trozo de algodén, se coloco en el extractor. En un matraz
redondo de 250 mL previamente pesado, se introdujo un agitador magnético, se agregaron 150 mL
de hexano destilado. Se conectd el matraz al extractor y éste al refrigerante. El matraz se colocé

en la canastilla de calentamiento a ebullicién suave.

La extraccion se dejo por 15 hrs., transcurrido ese tiempo, el cartucho con la muestra se retiré del
extractor para ser secada a temperatura ambiente y el disolvente se evapord6 mediante un
rotavapor. El residuo de la extraccion con hexano, se extrajo con acetato de etilo destilado y
después con metanol destilado. Los extractos orgdnicos se evaporaron y se determiné el

rendimiento de cada extraccidon.

Extracto (VI). Metandlico Se prepard el extracto acuoso de la fraccion metandlica de la
cascara, se pesaron 0.040g del sélido (residuo de la evaporacion del metanol) y se disolvieron en
135 mL de agua, presentando una concentracion de 0.296 mg/mL posteriormente se realizé el

bioensayo.
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5.3 PREPARACION DIRECTA DE UN EXTRACTO METANOLICO DIRECTO
EXTRACTO VI1 Y VIII

Se pesaron 5.022 g de cascara de semilla de tamarindo se adicionaron 500 mL de agua, se
evaporaron 450 mL, una vez evaporada esta cantidad, se dejo enfriar la solucion acuosa. Se
adicionaron 70 mL de metanol destilado, formandose un precipitado el cual se filtro por gravedad,
posteriormente se evaporo el metanol y el agua del filtrado a presion reducida; al residuo obtenido
se le adicionaron 50 mL de metanol, se dejo en agitacion por 12hr. Se filtro el solido de la
suspension formada y el filtrado se evaporo a sequedad. Tanto el solido como el filtrado se

utilizaron para preparar los extractos VII y VIII,

EXTRACTO (VI).- Para la fraccion soluble metanol:

1.- Se pesaron 0.0175g y se disolvieron en 10mL de agua. Concentracién [1.75mg/mL]
2.-Se pesaron 0.0196g y se disolvieron en SmL de agua. Concentracion [3.92mg/mL]

EXTRACTO (VIIl).-Para la fraccion insoluble en metanol:

Se pesaron 0.004 g de la fraccion insoluble y se disolvieron en 5 mL de agua.
Concentracion [0.8mg/mL]

Para estos extractos se realizo el bioensayo por triplicado.
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5.4 DETERMINACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE EN RATONES
NORMALES “BIOENSAYOS”

54.1 MATERIAL BIOLOGICO:

Para el estudio preliminar se utilizaron 100 ratones macho cepa CFW (25-30 %+ 2.5g) en ayuno de

24hr. y con ingesta de agua ad-Libitum.

5.4.2 MATERIAL DE LABORATORIO:

Vidrio de reloj Balanza para animales de laboratorio
Hoja de bisturi Tiras reactivas Dextrostix II (Bayer)
Cajas contenedoras Insulina accién réapida 100 regular (Eli Lilly)
Rejilla de metal Extractos de tamarindos indica Linn

Jeringa de insulina (plastipack)

Procedimiento:

Los ratones utilizados se pesaron, marcaron y se separaron en las cajas contenedoras de acrilico en
grupos (Control positivo, Control negativo, Extracto 1, Extracto I, Extracto IIl, Extracto IV, Extracto
V, Extracto IV, Extracto VII, Extracto VIII, N =3). Al grupo control positivo se le administré insulina
de acci6n rapida 100 regular (neutra bovina) solucién inyectable 100U/mL, 0.1mL por via subcutanea.
A cada raton se le cuantificé la glucosa inicial (antes de la administracion intragéstrica de los extractos
acuosos o insulina) y la glucosa final (30 min. después de la administraci6n de los extractos o insulina),
ésta se cuantifico por el método de tiras reactivas, para lo que se requiere colocar una gota de sangre
en la tira reactiva: el raton se coloca en la rejilla de metal, se realiza un pequefio corte en la parte final
de la cola con una hoja de bisturi ejerciendo presion para permitir la salida de la sangre con mis
facilidad, sobre un vidrio de reloj y una vez que sale la gota de sangre se coloca en el drea indicada de

la tira reactiva y se deja transcurrir 30 seg.
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Después de este tiempo se coloca la tira reactiva (con el drea reactiva hacia arriba) y se limpia la
sangre con el papel (tipo kleenex) presionando ripido y firmemente de modo que quede limpia de
sangre la tira reactiva, se esperan 90 seg. mas (un total de 120seg.) y se comparan las dreas reactivas de
la tira con la carta de colores impresa en el frasco. Una vez que se obtuvo el valor de la glucosa inicial
se administro el extracto por via intragastrica y se dejaron transcurrir 30 min. después de este tiempo,
se determind nuevamente la concentracién de glucosa en sangre aplicando el método descrito. Se

sigui6 el mismo método para cada uno de los 7 extractos que se obtuvieron.

5.5 DETERMINACION DEL EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE LA SEMILLA
COMPLETA Y LA CASCARA SIN FRACCIONAR

Se llevo a cabo también la determinacion del tiempo de permanencia de la actividad en la semilla
completa y en la cdscara. Se dio seguimiento a la actividad durante 30 dias, este estudio se realizé en

ratones sanos realizando los bioensayos correspondientes, en los extractos 1 y I1.

5.6 OBTENCION DE ANTIOXIDANTES DE LA CASCARA DE LA SEMILLA DE
TAMARINDO

5.6.1 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA:

De 4 Kg. de vainas de Tamarindo que esta constituida de pulpa y semilla, se separaron manualmente
las semillas y se sometieron a una hidratacion para separar la cascara, para lo cual se hizo una pequefia
perforacién con un cutter (aprox. 4 perforaciones por semilla) y se dejé en agua destilada fria por
aproximadamente 7 horas de esta manera se desprendié la cascara con mayor facilidad. Una vez

desprendida la céscara esta se secO por medio de una estufa de vacio.
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Procedimiento:

Se pesaron 307.48 g de cascara de semilla de tamarindo, y se sometieron a una extraccion
continua en Soxhlet empleando en primer lugar hexano posteriormente acetato de etilo y por
ultimo metanol, todos los disolventes empleados fueron previamente destilados. Una vez que se
obtuvieron los extractos crudos se procedio a realizar las evaluaciones cuantitativas de actividad

antioxidante.

5.7 EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS
EXTRACTOS DE ACETATO DE ETILO Y METANOLICO ©3

5.7.1 MATERIAL/REACTIVOS

Matraz Erlenmeyer 250 mL Diclorometano

Vaso de precipitados de 600 mL Solucién de Tiosulfato 0.1 N
Bureta de 25 mL Solucién Saturada de KI
Pinzas para bureta Solucién de Almidén 1 %
Tubos de ensaye Solucién de Floroglucinol 1 %
Pipetas volumétricas Etanol'

Espectrofotémetro Sequoia Turner Mod. 340 Buffer de fosfatos
Acido Acético Glacial Etanol al 99 %
a-Tocoferol (sigma chem.) BHT

Acido Linoleico (sigma chem.)
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o Solucion de Tiosulfato 0.1N: se pesan 12.5 g de Na,S,0; se disuelven en agua destilada y se
hierve por 5min. Valoracion: Se pesan 0.14-0.16 g de K>Cr,04, se disuelven en 50 mL de
agua hervida y fria a temperatura ambiente, se adicionan 2 g de KI y 8 mL de HCI conc. y
2mL de almidon 1% como indicador. La valoracion se realizé por triplicado.

o Solucion de Almidén 1%: se pesan 1.013 g de almidén y se disuelven en 100 mL de agua
caliente

o Solucién Acido Acético/Diclorometano (3:2)

o Solucién de Floroglucinol 1%: se pesan 1 g de floroglucinol y se disuelven en 100 mL de

acido acético glacial.

5.7.2 INDICE DE PEROXIDOS. Método volumétrico “"

Se utilizo6 4cido linoleico como sistema, BHT y a-Tocoferol como controles. Se midieron
0.182mL de 4cido linoleico se adicionaron 14 mL de etanol al 99% y 14 mL de buffer de fosfatos
50 mp pH=7, el volumen se ajusto a 35 mL con agua destilada, a esta mezcla se le adicionaron 0.3
mg de cada extracto o de los controles, posteriormente la mezcla se puso a incubacién a 40°C en

bafio maria por 10 dias. El ensayo se realizo por triplicado.

Se colocaron 5 £ 0.1 mL de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se adicionaron
25mL de una solucién de acido acético/diclorometano (3:2), se disolvieron perfectamente. Una vez
disueltos se adicion6é 1 mL de una solucién saturada de yoduro de potasio y se dejo reposar en la
oscuridad durante 60seg. Después de este tiempo se afiadieron 75 mL de agua destilada hervida y
fria, se titulo lentamente con una solucion de tiosulfato de sodio 0.1 N. Se agit6 vigorosamente
durante la titulacién hasta obtener un color amarillo palido. Se adicionaron 0.5 mL de solucién de
almidén como indicador y se contintio con la titulacién hasta la desaparicién del color azul por 30
seg. Si se gastaban menos de 3 mL, se tenia que diluir el titulante a 0.01 N. en todos los casos fue

necesario hacer esta dilucion.
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5.7.3 INDICE DE KREIS “*

Se disolvieron de 0.05 mL a 5 mL de muestra en 5 mL de diclorometano, se adicionaron 10 mL
de la solucion de acido tricloroacético al 30 % en 4cido acético glacial y 1mL de floroglucinol en
4cido acético al 1 %, se agité y se incubé por 15 min. en bafio maria a 45°C, transcurrido este
tiempo se dejo enfriar y se adicionaron 4 mL de etanol. Se midié absorbancia a 540 nm frente a un

blanco de reactivos.

58 FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO OBTENIDO CON
ACETATO DE ETILO

MATERIAL REACTIVOS
Columna cromatografica de 2.5 cm. de diametro Hexano (Destilado)
Placas de aluminio de gel de silice con un espesor de 0.2mm  Acetato de Etilo (Destilado)

Gel de Silice tamafio de particula 230-400 mallas Lampara de UV

5.8.1 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA:

El extracto de acetato de etilo 1.1070 g fue adsorbido en 2 g de gel de silice y se secd en un
rotavapor a vacié. Posteriormente se aplicé a una columna cromatogréfica de 2.5 cm. de didmetro
la cual fue empacada con 33 g de gel de silice de tamafio de particula (230-400 mallas) El proceso
de elucion se inicié con hexano y posteriormente se eluyé con una mezcla de hexano-acetato de
etilo de polaridad creciente en diversas proporciones. Se obtuvieron un total de 151 fracciones de
5 mL cada una, reuniéndose las que fueron de composicion semejante por analisis cromatografico
El control de la separacion se realizé por medio de cromatografia en capa fina (CCF), eluyendo las
cromatoplacas en mezcla de hexano-Acetato de etilo (9:1) y revelandolas con luz U.V. Las
fracciones que contenian la misma sustancia, se reunieron en un matraz bola de 50mL para
recuperar la sustancia, el disolvente se evaporé en rotavapor y se calculo el rendimiento.
Obtenidas las fracciones se realizaron las evaluaciones cuantitativas de su actividad antioxidante,

por medio del ndice de Peréxidos e indice de Kreis descritos anteriormente.
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5.9 PRUEBAS ANALITICAS DEL FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DEL
EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO.

Las fracciones que constaban de un solo producto se analizaron con medios analiticos infrarrojo

(IR) y Espectrometria de masas (EM)).

Los espectros de (IR) se obtuvieron en un Espectrofotometro de rejilla Perkin-Elmer (FTYR)
modelo 1605, en pelicula.

Los Espectros de Masas se determinaron en un aparato JEOL modelo SX-102, tipo doble sector,

geometria inversa, mediante impacto electrénico a 70 eV.

La complejidad por CCF de las demas fracciones y aunado a la cantidad de muestra insuficiente

impidio su andlisis subsiguiente.

5.10 DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA DE LA CASCARA DE LA
SEMILLA DE TAMARINDOQ %4

5.10.1 MATERIAL:

Espectrofotometro SEQUOIA TURNER MOD. 340 Desecador

Tubos para digestion de 75mL Marca Tecator Digestor Tecator Mod. ab-20/40
Estufa de vacié Marca lab-line mod. 3620 Aparato de digestién Labconco
Balanza Analitica Marca Ohaus GA200 Matraces de bola fondo plano
Cartuchos de Celulosa de 22 x 80 mm Canasta de calentamiento
Unidad de destilacion Buchi k-314 Parrilla de agitacion

Vasos de Berzelius de 600mL Refrigerante

Céamara de Extraccion Soxhlet Tubos Buchi

Pesafiltros Crisoles de Porcelana

Pinzas para crisol Termostato
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REACTIVOS.

Sulfato de potasio Rojo de metilo

Sulfato de cobre Solucién de NaOH al 1.25% (m/v)
Oxido de mercurio Solucién de H2S0;, al 1.25% (m/v)
NaOH 0.1 N Eter de petréleo R.A

NaOH 0.1 N Acido sulfirico

NaOH 4M Metanol (Destilado)

Acido clorhidrico 0.IN més gotas de Indicador H,S0;4 conc.

5.10.2 HUMEDAD
Procedimiento:

Los pesafiltros se colocaron en una estufa de vacio a una temperatura de 130 c por 2 horas. Una
vez que los pesafiltros estuvieron a peso constante, se pesaron de 2 a 5 gramos de muestra
molida y homogénea, se colocaron nuevamente en la estufa por 2 horas a una temperatura de
100°C a 110°C, los pesafiltros se transfirieron a un desecador, hasta que se enfriaron a temperatura

ambiente y se pesaron rdpidamente.

5.10.3 PROTEINA CRUDA
Procedimiento

Se pesaron de 20-70 mg de muestra en un papel delgado, la muestra y el papel se introdujeron
en un tubo de digestion, se agregaron 0.1 g de CuSQOs, 0.03 g de HgO, 1 g de K2SO4 y 3 mL de
H,S04 conc. se afiadieron perlas de vidrio, el tubo se colocé en el digestor (previamente calentado
a una temperatura de 370°C) para una predigestion de 15 min. después de este tiempo el tubo fue
retirado del digestor y se dejé enfriar, posteriormente se adicion6 1.5 mL de H;O; y el tubo se
volvié a colocar en el digestor, se calentd hasta la total destruccion de la materia orgénica, es decir,

hasta que el liquido tomo una coloracion azul verdosa, se agregaron 60 mL de agua destilada fria.
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La muestra se pasé cuantitativamente a un tubo Buchi para llevar a cabo la destilacion, una vez
colocado el tubo en el equipo de destilacion se le afiadié aprox. 40 mL de NaOH conc. El
destilado se recibi6é en un matraz de 250 mL que contenia 50 mL de HCI 0.1 N y gotas de rojo de
metilo hasta que se obtuvo un volumen de 150 mL, se retir6 el matraz y la alargadera se lavo con
agua destilada recogiendo sobre el destilado. El exceso de acido se titulé con una solucién de

NaOH 0.1 N. Se efectuaron dos pruebas “blanco” donde se emple6 la misma cantidad de papel.

5.10.4 GRASA CRUDA

Procedimiento:

Se colocaron a peso constante tres matraces de bola fondo plano con perlas de ebullicién en la
estufa a 100°C, aproximadamente 2hr. Se pesaron de 4 a 5 gramos de muestra sobre un papel (tipo
kleenex), se enrollé y se colocé en un cartucho de celulosa, se tapé ligeramente con un algodén a
manera de que unicamente cubriera la muestra, se colocé el cartucho en el extractor. Se conecto el
matraz al extractor y éste al refrigerante de un equipo Soxhlet. Se afiadieron aproximadamente
200ml de éter etilico por el refrigerante y se calenté el matraz a ebullicion suave. Una vez
extraida toda la grasa, se retir¢ el matraz y se elimin6 el éter, el extracto se sec6 a 75-80°C por 30
min. Después de este tiempo el matraz se colocé en un desecador hasta que se enfrio a temperatura

ambiente para pesarlo.

5.10.5 FIBRA CRUDA
Procedimiento:

Se pesaron de 3-5 gramos de muestra desengrasada en un vaso de Berzelius que contenia 0.5
gramos de silicato de aluminio y unas perlas de vidrio. Se adicionaron 200 mL de H,SO4 al 1.25%
que se encontraba hirviendo. Se colocd el vaso en el digestor y se dejé en ebullicion durante 30min
Se retiré el vaso del digestor y se filtré con ayuda de vacio sobre un filtro California. El residuo

se lavo con agua destilada caliente hasta eliminar el 4cido (aprox. 500 mL).
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Una vez lavado el residuo se transfiri6 nuevamente al vaso de Berzelius, se le adicionaron
200mL de sosa hirviente al 1.25 %, se colocé el vaso en el digestor, se dejo en ebulliciéon durante
30 min. Al término de ese tiempo se retir6 el vaso del digestor y se procedi6 a filtrar el residuo a
través del filtro California. El residuo se lavo con agua destilada caliente (aprox. 500 mL) hasta
eliminar el alcali, se retiraron las perlas de vidrio. Por ultimo, al residuo se le adicionaron 25 mL
de alcohol etilico. El residuo lavado se trasvaso a un crisol de porcelana a peso constante, se
colocé en la estufa de vacio para su secado (2 hrs.) a una temperatura de 130°C después de este

tiempo la muestra se coloco en un desecador hasta que se enfriara y se determind su peso.

Posteriormente la muestra se carbonizé con ayuda de un mechero antes de meterlo en la mufla,
para su incineracion, después de realizada dicha operacion se volvio a pesar el crisol. La

determinacion concluy6 cuando el crisol estuvo a peso constante.

5.10.6 CENIZAS (Método cenizas totales)

Procedimiento:

Se colocaron tres crisoles de porcelana en una mufla a 600°C por 2 horas, una vez que los crisoles
estuvieron a peso constante, se pesaron de 2 a 5 gramos de muestra en el crisol. Posteriormente la
muestra se calciné por medio de un mechero en la campana hasta que no se desprendieron humos.
Los crisoles se metieron en la mufla por 2 horas a una temperatura de 550 °C o hasta que la
muestra presentaba un color blanco. Los crisoles se enfriaron en un desecador y posteriormente se

pesaron. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

5.10.7 CARBOHIDRATOS ASIMILABLES

Se obtuvieron por diferencia:
% de carbohidratos asimilables =

100 — (% humedad + % de fibra + % de grasa + % de proteina +% de ceniza).
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5.11 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES Y NO REDUCTORES POR
ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO (DNS)

511.1 REACTIVOS

Solucion estandar de glucosa: se disolvieron 2 gramos de glucosa anhidra G.R. en agua destilada

aforando a 100mL.

Solucién de DNS: se disolvieron 5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico en 200 mL de agua destilada,

posteriormente se adicionaron 5 g de NaOH, después que se disolvid, se adicionaron 91 g de

tartrato de sodio, 1g de fenol y 0.25 g de bisulfito de sodio, se afor6 a 500 mL. Esta solucion se

almacend en un frasco ambar para ser protegida del bidéxido de carbono y luz. Se prepard una

soluciéon madre de glucosa de 20 mg/mL y se realizaron las siguientes diluciones.

511.2 PREPARACION DE LA CURVA PATRON

Curva Patrén de Glucosa: solucién de 0.2- 2 mg/mL

Concentracion Alicuotas (r.rfL)
final (mg) de la solucién Aforo(mL)
madre

0 0 25
0.2 0.25 25
0.5 0.6 25
0.8 1.0 25
1.1 1.4 25
1.4 1.8 25
17 2.1 25

2 2.5 25
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5.11.3 AZUCARES SOLUBLES TOTALES EN AGUA

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA:

En un vaso de p.p. de un 1L se colocaron 5.0047 g de céascara de semilla de tamarindo, se
afiadieron 500 mL de agua destilada, la muestra se puso a ebullicion hasta la evaporacién de la
mitad del volumen inicial, se dejé en reposo 24 hrs. Una vez transcurrido este tiempo la muestra se
filtrd, el filtrado se trasvasé a un vaso de precipitados de 500 mL al cual se le adicion6 1.02 g de
acetato de zinc para clarificar la solucion, se agit6 y se dejo sedimentar, una vez mas se filtro y el
filtrado se trasvasé cuantitativamente a un matraz aforado de 250 mL, se aforé a este volumen y se

le realiz6 el andlisis de azucares solubles en agua determinando:

5.11.4 AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS:

Procedimiento:
Se tomo 1 mL de soluci6n, se adicioné 1 mL de DNS y se calent6 en bafio maria por 5 min., se

enfrié y se diluy6 con 10 mL de agua destilada, se ley6 la absorbancia a 540 nm. La absorcion se
ajusté con un blanco de reactivos y agua tratado igual que la muestra a 54 Onm.
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5.11.5 AZUCARES REDUCTORES TOTALES:
Procedimiento:

Se midieron 10 mL de la solucién, se pusieron en un matraz erlenmeyer de 125 mL, se
adicion6 1 mL de HCI conc., la muestra se calent6 a 60°C en bafio maria por 45 min., una vez
transcurrido este tiempo se retiro del bafio y se tomaron 5 mL de muestra, se le afiadieron 2 mL
de NaOH. 4M.

Cuantificacién:

Se tomo 1 mL de solucion, se adicioné 1 mL de DNS y se calenté en bafio maria por 5 min., se
enfrié y se diluyé con 10 mL de agua destilada, se ley6 la absorbancia a 540 nm. La absorcién se
ajusto con blanco de reactivos y agua igualmente tratado que en la muestra a 540nm. Los azicares
reductores directos y totales se cuantificaron interpolando los valores de absorbancia obtenidos en

la curva estandar de glucosa en concentraciones de 0.2-2 mg/mL
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6.0 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 COMPOSICION DE LA SEMILLA DE TAMARINDO Y EFECTO
HIPOGLUCEMIANTE DE LA SEMILLA COMPLETA Y FRACCIONADA

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar la posibilidad de aislar el o los
compuestos responsables de la actividad hipoglucemiante de la semilla que se habia
probado con anterioridad,'" con esta finalidad se separ6 la c4scara de la semilla, en la tabla
2 se presenta el porcentaje de cada componente después del fraccionamiento de la semilla

de tamarindo.

Tabla2.- Promedios y desviacidn estandar de la composicion de la semilla de tamarindo

Componente Yo
Germen 69 + 0.45
Cascara Completa 30+0.25
Fraccion Interna de la cascara 17.21£0.3
Fraccion Externa de la cascara 12.63 £0.15

Se puede observar que la semilla consta del 69% de germen y 30% de cascara, hay que
considerar que la céscara es tunicamente la fuente de proteccion. Con respecto al
fraccionamiento de la cascara, tenemos que la fraccion interna de estd es 5% mayor que la

fraccion externa.

Después de esta determinacion, se probd la actividad hipoglucemiante de cada fraccion y
se compar6 con la actividad de la semilla completa. La metodologia que se siguié para
preparar los extractos se describe en la parte experimental, las concentraciones de los

. extractos se calcularon de acuerdo con el trabajo anterior y de acuerdo con el uso

tradicional que se da a la semilla en Ixtlahuaca, Estado de México.
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La semilla o las fracciones se hirvieron en 100 veces su peso de agua y se evapord el
agua hasta la mitad del volumen inicial, a la infusién obtenida se adicionaron 50 veces su
volumen de metanol destilado, para precipitar proteinas y carbohidratos complejos.
Posteriormente se evaporé el metanol y se recuperé el volumen inicial con agua. Sin
embargo, los extractos asi preparados son mas concentrados que el extracto preparado
directamente de la semilla, porque, como ya se mencioné, cada fraccion se hirvié en 100
veces su peso en agua, y las fracciones provienen de un peso determinado de semilla
completa disuelta en 100 veces su peso en agua. Se toma en cuenta este hecho para
comparar el efecto hipoglucemiante de la semilla y las fracciones, en la tabla 3 se muestra

el aumento de la concentracion de las fracciones con respecto a la semilla.

Tabla 3.- Aumento de la concentracion de los extractos con respecto a la semilla.

l-ilxtrncto Aumento de la concentracién con
respecto a la semilla

(I) Semilla completa s

(1) Céscara sin Fraccionar 3 veces

(III) CAscara Externa 17 veces

(IV) Céscara Interna mds 5 veces
Germen

(V) Céscara Interna 10 veces

(VI) Extracto Metanélico 0 veces

(VII) Soluble en metanol 0 veces

(VIII) Insoluble en metanol 4 veces

Para los extractos VI y VII, no hay aumento de las concentraciones, ya que en estos casos
se consider6 inicialmente el peso la semilla completa y por lo tanto la concentracion de los

extractos es igual a la semilla.
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En las tablas 4, 5, 6 se hace un resumen del efecto hipoglucemiante de los extractos que
fueron estudiados. Los primeros experimentos Tabla 4, se hicieron con extractos de la
semilla completa (extracto I), cascara (extracto II) y cascara externa (extracto III)
administrados via intragastrica en ratones sanos en concentraciones de 1 y 3 mg/mL. El
control negativo, corresponde a la administraciéon de 0.1 mL de agua destilada y el control

positivo a la administracion de 0.1 mL de insulina acci6n rapida.

La Tabla 5 muestra los resultados del fraccionamiento de la cdscara y en la Tabla 6 los
resultados de extractos metanélicos de la cascara completa. Los resultados en las tablas se
expresan como el promedio (X) # la desviacion estandar (o). El porcentaje de disminucién
de la glucosa en sangre en los ratones se obtuvo con respecto al control negativo, la
diferencia significativa entre el control negativo y la media de los extractos que presentaron
actividad hipoglucemiante, se calculé por medio de una prueba no parametrica (prueba

de Wilcoxon), dando como el criterio de aceptacion diferencias significativas para un valor
de a <0.05.

Tabla No. 4.-Efecto hipoglucemiante de la Semilla completa, Céscara sin Fraccionar, Cascara Externa, los resultados

se describen como el promedio de tres experimentos. * Diferencia significativa a < 0.05.

Concentracién Promedio Promedio Disminucién
Extracto Volumen |mg/mL] Glucosa Inicial | Glucosa Final de Glucosa
mL (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(I
Semilla 0.1 1e 70£0 5040 20+
completa 03 e 700 2340 47+
Control (+) 0.1 —-—-- 700 40+0 30*
Control (-) 0.1 0 70£0 7040 0
(In
Céscara sin 0.1 1¢ 700 700 0
Fraccionar 03 * 700 50+0 20*
Control (+) 0.1 70£0 40£0 30+
Control (-) 0.1 0 7040 70+0 0
(1)
Cascara Externa 0.1 1a 70+0 70+£0 0
0.3 3a 830 83+0 0
Control (+) 0.1 —eeee 70£0 40£0 30*
Control (-) 0.1 0 70+£0 70£0 0

4 (I) Semilla completa, (II) #Cascara sin Fraccionar, (1I1) A Céiscara Externa, los resultados se describen como el

promedio de tres experimentos. * Diferencia significativa a < 0.05.
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Griifica 1.-Promedio de glucosa inicial y final, después de la administracién de los extractos I, I1 y III asi

como los controles positivo y negativo

i _ S, o L
| Efecto Hipoglucemiante del extracto |, Il y Il
|

| 100- DOGlucosa Ini. ‘
| B Glucosa Fin.
|

X [Glucosa] (mg/dL)

o1 (O3 (o1 (o3 (mo1 ()03 Ctl(+) Ctl()

Volumen mL |

En la grafica 1 se observa que la administracion de insulina (control +) disminuy6 la
glucosa en 42.9%. El control negativo no presenté cambio alguno. El extracto I a un
volumen de 0.1 mL (concentracion 1 mg/mL) de semilla completa, presenté una
disminucion de glucosa en 28.6%, esta disminucion fue significativa, pero menor que el
control (+), mientras que un volumen de 0.3 mL (concentracion 3 mg/mL) de semilla, el

porcentaje de respuesta fue de 67.1% mayor que el control (+).

El extracto II (ciscara completa) presenté una actividad diferente al de la semilla
completa: a un volumen de administracién de 0.1 mL (concentracién 1 mg/mL) de cascara
sin fraccionar no presenta actividad, mientras que a un volumen de 0.3 mL (concentracién 3
mg/mL) de cascara, la actividad hipoglucemiante es de 28.6%, siendo significativa. La
actividad del extracto II es menor en comparacion con la semilla completa, considerando

que el extracto Il es 3 veces mas concentrado que el extracto .
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Fraccionando la cascara se observa que el extracto III (cascara externa), no presenta
actividad hipoglucemiante a las dosis administradas, a pesar de que este extracto fue 17

veces mas concentrado que el extracto de semilla completa ().

La gréfica 1 muestra que la fraccion con mayor actividad es el de la semilla completa
(extracto I), también se puede observar que hay una disminucién en la actividad del
extracto I con respecto al extracto I. Existe la posibilidad de que haya una relacion entre la
cascara y el germen y al momento de fraccionar la semilla esta relacién se rompa, dando
como resultado un efecto débil en la cascara completa (extracto II), mientras que en el
extracto III, no pueden estar los compuestos responsables del efecto hipoglucemiante, por

que no hay actividad alguna.

Al observar que en la céscara existe la actividad hipoglucemiante se realiz6 un nuevo
experimento usando la cascara interna mas el germen y tinicamente la céscara interna. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 5 y en la grafica 2.

Tabla No. 5.- Efecto hipoglucemiante de los extractos » (1V) Cascara Interna mas Germen, ¥ (V) Cascara
Interna, los resultados se describen como el promedio de tres experimentos. * Diferencia significativa

a <0.05 en la disminucién de la glucosa

Promedio Promedio
Extracto Volumen Concentracién | Gl Inicial | Gl Final | A to de
mL [mg/mL] (mg/dL) (mg/dL) Glucosa
(mg/dL)
av) 0.1 I» 700 110£0 40
Céscara Interna mas 0.3 3> 700 110£0 40
Germen 0.5 5 7040 1100 40
Control (+) 0.1 — 70+£0 400 30*
Control (-) 0.1 0 70£0 700 0
) 0.1 v 70+0 1100 40
Céscara Interna 0.3 3v 700 1100 40
0.5 5v 60+14 96.7+18 36.7
Control (+) 0.1 e 120+0 400 80*
Control (-) 0.1 0 70£0 70£0 0
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Grafica 2. Promedio de glucosa inicial y final, después de la administracion de los extractos IV (cdscara
interna + germen), V (céscara interna) asi como los controles positivo y negativo.
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Se observa que el extracto IV (cascara interna mas germen) provoca una hiperglucemia
en los ratones a las dosis administradas, presentando un aumento del 57.1%. Es posible que
los carbohidratos presentes en el germen 6 en la cdscara, sean los responsables de este
aumento. Se observé el mismo comportamiento en el extracto V (céscara interna), a las
dosis de 0.1 mL, 0.3 mL el aumento de glucosa fue de 57.1%, mientras que para la dosis de
0.5 mL se tiene un incremento del 61.2%, probablemente por la administraciéon mayor de
extracto. Es importante tomar en cuenta que el extracto IV y V también son extractos

concentrados, quiza ésta sea la razon de la hiperglucemia.

Analizando los resultados, los carbohidratos de la semilla se encuentran probablemente
en la fraccion interna de la cascara (extracto V), ya que en esta fraccion el aumento de
glucosa es semejante al del extracto IV. Considerando el contenido de 10.7 % de

carbohidratos presentes en la cascara, estos pueden ser la causa de la hiperglucemia.
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Tratando de localizar el o los compuestos responsables de la actividad hipoglucemiante
en la cdscara completa, se realizaron los siguientes experimentos con fracciones preparadas
por extraccioén con disolventes orgédnicos. El extracto metandlico (VI) se preparé a partir
de la cascara desengrasada, extraida con metanol, evaporando el metanol y disolviendo en

agua.

El extracto VII se obtuvo por una extraccién directa con metanol, del residuo de
extraccién acuosa: la cdscara estudiada se hirvié en 100 veces su peso en agua hasta la
evaporacion del 95% del volumen inicial, se adicioné metanol, se filtr6 el extracto, se
evaporé el metanol y el agua a presion reducida obteniéndose un residuo al cual se le
adicion6 metanol, para posteriormente dejarlo en agitacion, dando como resultado un
precipitado que se filtrd, obteniéndose asi dos fracciones una soluble en metanol (extracto
VII) y la otra insoluble (extracto VIII), estas fracciones se disolvieron en agua, extracto VII
10 y 5 mL respectivamente, extracto VIII en 5 mL, posteriormente estos extractos se
administraron a los ratones para determinar su actividad. Los resultados pueden verse en la

tabla 6 y en la grafica 3.

Tabla 6.- Efecto hipoglucemiante de los extractos < (VI) Extracto Metanélico, 0 (VII) Soluble en metanol, © (VIII)
Insoluble en metanol, los resultados se describen como el promedio de tres experimentos.
*Diferencia significativa a < 0.05.

Volumen Concentracion | Promedio Glucosa Promedio Disminucién de
Extracto mL [mg/mL] Inicial (mg/dL) Glucosa Final Glucosa
(mg/dL) (mg/dL)
(VD) 0.3 0.088« 103.3+9.4 733124 30*
Extracto 05 0.148 « 96.6+9.4 70+0 26.6*
'gem’;lzﬂ; 0.1 v 12040 40+0 80*
ontrol (+ ¢
Control (- 0.1 __D 700 70+0 0
(VID 03 0.5250 116.6£9.4 96.6+18 20*
Soluble en 03 1.20 700 53.3+12.4 16.7*
metanol 0.5 1.90 70+0 43.3+4.7 26.7*
Control (+) 0.1 o 75435 30410 45+
Control (- 0.1 0 700 7040 0
Vi)
Insoluble en 03 0240 86.7+30 60+0 26.7*
metanol
Conirol (1) 0.1 75435 30£10 45+
Control ) 0.1 0 7040 700 0
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El extracto VI (Extracto metandlico), presenté efecto hipoglucemiante a las
concentraciones administradas, para 0.88 mg/mL extracto metandlico presentd 29% de
actividad, mientras que a una concentracién mayor 1.48 mg/mL extracto metandlico el
efecto fue similar que el anterior 27.5%, se esperaba que al ser mayor la concentracién se
tuviera un mayor efecto. Estas concentraciones son similares al Extracto I (semilla
completa) y su efecto hipoglucemiante también es similar, por que a la concentracién

1 mg/mL de semilla completa, presenta una disminucion de glucosa del 28.6%.

La fraccion VIII (insoluble en metanol) inicamente se prob6é a una concentracion 0.24
mg/mL insoluble en metanol, y se obtuvo una disminucion del 30.8%, pero este extracto es

4 veces mas concentrado que el extracto |

El extracto VII (soluble en metanol) presenté una actividad hipoglucemiante interesante,
en la grafica 3 se muestra dicha actividad.

Grifica 3 Porciento de disminucién de la glucosa en sangre de ratones sanos del extracto VII (soluble en

metanol), extracto I (Semilla completa), extracto I (ciscara completa) a diferentes concentraciones.
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Para el extracto VII (fraccion soluble en metanol) a la concentracion de 0.525 mg/mL de
fraccion soluble, la glucosa disminuyo significativamente en 17.2%, por lo que se decidi6

aumentar la concentracion de este extracto para determinar el porcentaje de respuesta.

La segunda concentracion fue 1 mg/mL del extracto soluble en metanol, disminuyendo la
glucosa en 23.9%, a esta misma concentracion el Extracto I (semilla completa) presenta el

28.6% de respuesta, el efecto hipoglucemiante es parecido en ambos casos.

La tercera concentracion del extracto VII (1.75 mg/mL soluble en metanol) presentd un
efecto de 38.1%, para el extracto | a la concentracion de 3mg/mL de semilla completa la
actividad es de 67.1%, quiza el extracto VII pudiera llegar a tener esta misma actividad, se

observa que conforme aumenta la concentracién de dicho extracto aumenta su actividad.

6.2 TIEMPO DE ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DE LOS EXTRACTOS DE
SEMILLA COMPLETA Y DE LA CASCARA

Se estudio el tiempo de actividad hipoglucemiante de los extractos de semilla completa
(I) asi como de la cascara sin fraccionar (II) en ratones sanos, los extractos fueron
almacenados en refrigeracién a una temperatura de 4°C desde el inicio de la prueba hasta el
final de ésta. El ensayo se realizé durante 30 dias. En la tabla 6 y grafica 4 se hace un

resumen del efecto hipoglucemiante de los extractos que fueron estudiados.
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Tabla No. 7 Tiempo de actividad hipoglucemiante de los extractos de semilla completa asi como de la
céscara, los resultados se describen como el promedio de tres experimentos, se expresa el promedio (X)  la
desviacion estdndar (c).* Diferencia significativa a < 0.05

Yolumen Concentracién Promedio Promedio Disminucién
Extracto mL |mg/mL]| Glucosa Inicial | Glucosa Final de
(mg/dL) (mg/dL) Glucosa
m 0.1 1 pia1 70£0 500 20*
Semilla completa 0.3 3 70+0 230 47*
Control (+) 0.1 - 70+0 40+0 30*
Control (-) 0.1 0 70£0 700 0
(1) 0.1 1 70+0 70+0 0
Cascara completa 0.3 3 70£0 500 20*
Control (+) 0.1 - 70+0 40+0 30*
Control (-) 0.1 0 | 700 700 0
(1)) 0.1 1 Dia 15 70+0 50£16 20*
Semilla completa 0.3 3 70£0 30£0 40*
Control (+) 0.1 700 40£0 30*
Control (<) 0.1 0 70£0 70£0 0
(11) 0.1 1 70+0 700 0
Cascara completa 0.3 3 1000 T0£16 3o0*
Control (+) 0.1 7040 40£0 30*
Control 0.1 0 70+0 70£0 0
D) 0.1 1 70+0 700 0
Semilla completa 03 a PEE g5 40£12 30*
Control (+) 0.1 - 70£0 400 30*
Control (-) 0.1 0 70£0 7040 0
an 0.1 1 700 70£0 0
Ciéscara completa 0.3 3 70+0 70+0 0
Control (+) 0.1 - 70+0 40+0 30*
Control 0.1 0 70£0 700 0
(U] Dia 30
Semilla completa 03 3 70+0 600 10
Control (+) 0.1 - 70£0 40£12 30*
Control (-) 0.1 0 70+0 7040 0
(In
Cascara completa 0.3 3 700 70+£0 0
Control (+) 0.1 - 70£0 40£12 30*
Control 0.1 0 70+0 70£0 0

43



5; iﬁ ANALISIS DE RESULTADOS

Grafica 4.-Promedio del % del efecto hipoglucemiante de los extractos | y II, durante un periodo de 30 dias,

asi como los controles positivo y negativo.
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Se observa que el extracto I a una concentracion de (I mg/mL de semilla completa)
presenta efecto hipoglucemiante hasta los 15 dias, posteriormente este efecto se pierde.
Pero a una concentracion mayor (3 mg/mL de semilla completa), el efecto es mas
prolongado, disminuyendo conforme avanza el tiempo, el primer dia presenté un efecto del
67.1%, mientras que a los 30 dias fue de 14.3%. Con respecto a la céscara el volumen
administrado de 0.1mL nunca presenté actividad hipoglucemiante. Para el volumen de
0.3mL, unicamente present6 efecto hasta los 15dias, siendo el mismo que el primer dia

28.5% después de los 15 dias el efecto se pierde.
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6.3 PORCENTAJES DE RENDIMIENTO DE LA CASCARA TRATADA EN SECO
Y HUMEDO:

Como era necesaria una cantidad representativa de muestra para la extraccion de
antioxidantes, el tratamiento de la muestra fue diferente, se realizo un cambio en el pelado
de la semilla, en este caso la semilla se hidraté. Para comprobar que no existia perdida de

metabolitos secundarios se determing el rendimiento obtenido del pelado en seco y humedo

En las tablas 8 y 9, se muestran los rendimientos del pelado de la semilla en seco que
corresponden a la preparacion de un extracto metandlico desengrasado y en hiimedo que

corresponde a la hidratacién de la semilla, se presentan los X + o.

Tabla No. 8 Tabla No.9
Extraccion de céscara separada en seco Extraccién de cascara separada en himedo
% de % de
Disolvente Disolvente
Rendimiento Rendimiento
Hexano 0.205 £ 0.054 Hexano 0.251 £ 0.029
Acetato de Etilo 0.226 + 0.007 Acetato de Etilo 0.233 £ 0.002
Metanol 30.60+0.8 Metanol 28.91 £ 0.454

Se puede observar que no afecta el tratamiento de la muestra ya que los rendimientos son
similares para el extracto Hexanico y el de Acetato de Etilo, inicamente se observa una
variacién del 2% en el extracto Metandlico, lo cual puede atribuirse a la disolucion de
algunos metabolitos solubles en agua. Para la obtencion de los antioxidantes la cascara se

hidrato, debido a que el pelado en himedo es mas fécil y rapido.
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6.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTES DE LOS
EXTRACTOS DE LA CASCARA DE LA SEMILLA DE TAMARINDO

Los antioxidantes son importantes en la diabetes, ya que los niveles de antioxidantes
disminuyen en personas diabéticas. Se ha visto que las personas que presentan la
enfermedad muestran un incremento en el estrés oxidativo, por que incrementan la
formacion de radicales libres, siendo estos los causantes de las complicaciones en la
enfermedad.“>* Se ha estudiado el efecto que presenta la vitamina E y C en diabetes
experimental y se ha observado que estos antioxidantes disminuyen el estrés oxidativo
evitando asi dafios por los radicales libres.'>?? Se determiné la capacidad antioxidante de
la céscara de la semilla de tamarindo, probandose el efecto antioxidante de dos extractos

acetato de etilo y el metandlico.

En la tabla No. 10 se presenta la actividad antioxidante de los extractos organicos via

hiimeda

Tabla No.10 Se muestra el indice de Peréxidos de los extractos orgénicos, asi como los controles (-) y positivo (BHT),

(Vit. E), se presentalaX + o

Extracto 1P P
5 dias 10 dias
Control (-) 100 + 5.7 100 +3.7
AcOEt 1.5+ 191 18.5+0.63
Metanol 455+1.66 | 685 £2.34
VitE 8§+0.14 10+0.13
BHT 00 4+041
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Grifica 5 Promedio del % de Perdxidos formados en el sistema de 4acido linoleico, al sistema se afiadié

0.3mg de cada extracto, asi como a los controles (+), el control (-) no se afiadié extracto alguno.

In_dica de Peréxidos

100 [
ODia 5 ‘
EDia 10
80
P |
Q |
§ 60 |
9 |
5 |
o
w 40
g ‘
20 [
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0 .
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En la gréfica 5 se observa que a los 5 dias el sistema con el extracto de acetato de etilo,
muestra un alto poder antioxidante, con respecto al control negativo y al extracto
metanolico, ya que este retarda el deterioro oxidativo en un 88.5%, mientras que el
extracto metandlico tan solo retarda 54.5%, observando al antioxidante vit.E, retarda el
92% la formacion de peréxidos, parecido al extracto AcOEt, mientras que el BHT es el que

presenta mayor poder antioxidante, ya que a los 5 dias en el sistema no hay deterioro.

A los 10 dias se observa que el sistema con el extracto de AcOEt, continua retardando la
formacién de peréxidos pero ahora en un 81.5%, el extracto metanolico tan solo retarda el
31.5%, para la vit.E la formacion de peréxidos es de 10%, y en el sistema con BHT
comienza el deterioro. Para que el extracto de AcOEt tenga la misma actividad que el
BHT, se requeriria de una mayor concentracion, ya que el BHT a los 5 dias es 12 veces
mas efectivo que el extracto de AcOEt, y a los 10 dias es 14 veces. No existe una

diferencia significativa entre la Vit. E y el extracto de AcOEt.

En la tabla 11 se presenta la formacién de compuestos secundarios, determinados por el

indice de Kreis
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Tabla No.11 Se muestracl Indice de Kreis de los extractos organicos, asi como los controles (-) y positiva (BHT),

(Vit. E), se presenta laX + o

TK abs/g de aceite | 1K abs/g de aceite
Extracto
5 dias 10 dias
Control (-) 65+0.15 79.4+0.9
AcOEt 12+0 13+£03
Metanol 16 £0.92 22+0.34
VitE 2£0.025 8+0.06
BHT 0+0 0.4+ 0.07

Grifica 6 Se presenta el promedio de formacién de compuestos carbonilicos en un sistema de 4cido linoleico

con o sin adicién de antioxidantes.

Indice de Kreis
—a—Control (-}
100 —a—AcEl0
—a— Metanolico

—w—BHT
——Vit.E

Absorbancia 540nm

Como los peroxidos estan sujetos a reacciones secundarias de degradacién, dando lugar a
compuestos carbonilicos, en la grafica 6 se observa el aumento en la concentracién de
dichos compuestos, los cuales se  pueden a preciar en el control negativo, conforme

aumenta el tiempo, la formaci6n de los compuestos carbonilicos aumenta.

No en todos los casos se tiene el mismo comportamiento, el extracto metanélico presenta

un deterioro 3 veces menor que el control a los 5 dias, mientras que para el extracto de

AcOEt es 4 veces menor.
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Obteniéndose un mejor resultado con la Vit. E ya que retarda la formacién 24 veces y el
BHT a los 5 dias no presenta formacion de estos compuestos. A los 10 dias aumenta la
concentracion de compuestos carbonilicos en todos los extractos; esto indica que el
deterioro esta avanzando, pero este aumento no es muy alto con respecto al control

negativo.

6.5 PURIFICACION DEL EXTRACTO OBTENIDO CON ACETATO DE ETILO

El extracto de Acetato de Etilo fue el que presenté mayor actividad antioxidante, por lo se
realizO su fraccionamiento mediante cromatografia en columna, obteniéndose 12

fracciones. En la tabla 11 se presentan los resultados obtenidos

Tabla No. 12 Se presentan los mg obtenidos del fraccionamiento del extracto de Acetato de Etilo y los

resultados de CCF.
[ Fracciones mg de Fracciones | Componentes
muestra primarias CCF
A 366.1 1-16 1
B 297.1 17-48 1
C 50 49-59 Mezcla
D 10 60-70 Mezcla
E 122.3 71-91 Mezcla
F 579 92-99 2
G 133 100-116 2
H 432 117-119 Mezcla
1 27 120-124 Mezcla
J 537 135-148 Mezcla
T 0.3 149-151 Mezcla

Mediante el analisis por CCF, se determin6 que las fracciones A, B constaban de un solo

compuesto, por lo que se utilizé un estudio espectroscopico.
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6.6 ANALISIS ESPECTROSCOPICOS DE LOS EXTRACTOS A, B,Fy G.

Tabla 13.- datos espectroscopicos de las fracciones A, B, F y G.

Fracciones IR cm™ EM # de compuestos
3007,1746,1464,

A 1163,722 Mezcla de grasas 6 aceites
2925,2553,1736,1464,1

B 245,1175,1030,723,699 | Mezcla de grasas 6 aceites
3396,2918,1710,1463,

F 1260,1166,1720 8
3380,2925,2853,1712,

G 1261,1027 4

Los espectros de infrarrojo muestran que para las fracciones A y B existe la presencia de
grupos metilos y metilenos, asi como posibles grupos carbonilos de éster. Con respecto al

espectro de masas en ambos espectros se observa una mezcla de grasas.

Las fracciones F y G también se analizaron por medio de infrarrojo se detecté la
presencia de grupos metilos, metilenos y posibles grupos cetonicos, con respecto a los
espectros de masas para la fraccion F hay 8 compuestos uno en mayor proporcién que
corresponde a un compuestos que present6 un ion molecular de M* 279 el cual no se logré
identificar. El extracto G consta de 4 compuestos, uno en mayor proporciéon siendo el

mismo compuesto que esta presente en la fraccién F, ion molecular de M* 279g/mol.

La complejidad por CCF en el resto de las fracciones, aunado a la cantidad de muestra

insuficiente impidi6 su analisis subsiguiente.
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6.7 EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
DEL FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

Una vez fraccionado el extracto se realizé una evaluacién del efecto antioxidante de cada
fraccién en el sistema de 4cido Linoleico. En la Tabla No. 14 se muestra el indice de
Per6xidos e indice de Kreis de las fracciones del extracto de acetato de etilo, asi como los

controles (-) y positivo (BHT), (Vit. E), se presenta la X + o.

Tabla No. 14 indice de Peroxidos e indice de Kreis

Fraccion % IP % IP IK abs/g de aceite | IK abs/g de aceite
5 dias 10 dias 5 dias 10 dias
Control (-) 100+ 1.6 100+ 0.8 67+1.5 77£09
D 28+32 68+3.2 2+0.025 27+ 0.006
E 40+2.8 51+0.20 5+045 19+0.0715
F 4+£0 T7+0.68 1+04 2+0.031
G 4£0 9+0.46 1+£0 2 +0.056
H 4+0 10+ 0.46 1+£0.12 2+0.29
| 6+0 18+0 1+£0.1 11+0.021
J 15+£1.91 28+£0 4+0.2 6+0.25
K 9+191 690 1+£0.2 12+ 1.15
VitE 8+0.14 10+0.13 2+0.025 8+0.06
BHT 0£0 3£041 00 0.4x0.07

Grifica 7 Promedio del % de Perdxidos formados en el sistema de 4cido linoleico del fraccionamiento de

Acetato de Etilo

% De Perdxidos

ol ()

*]

Indice de Peréxidos

Fraccién
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Se observa un alto poder antioxidante en las fracciones F, G y H, en un 96%,
presentando mayor efectividad que la Vit. E (92%), sin embargo el BHT no presenta
formaciéon de peréxidos a los 5 dias. Para la fraccion I la formacién de peroxidos se retrasa
un 94%, el cual es 2% mayor que la Vit. E. El extracto J presenta una efectividad de 85%,
3% menos que el extracto de AcOEt, pero el extracto K a los 5 dias retrasa un 91%
parecido a la Vit.E. El retraso en la formacion de per6xidos para los Extractos D (72%) y E
(60%) es bajo, pero comparandolos con el extracto metanolico (54.5%) se tiene un mejor

poder antioxidante.

A los 10 dias encontramos que los extractos F, G y H continian presentando poder
antioxidante, retrasando la formacién de perdxidos en un 93%, 91% y 90%
respectivamente, la Vit. E retrasa un 90%, en el BHT comienza el deterioro, pero se tiene
una efectividad del 96%.

El extracto I presenta un 82% de efectividad, menor que el Extracto de AcOEt, mientras
que el extracto J presenta un 72%, sin embargo el extracto K no presenta efectividad ya
que se pueden observar un alto porcentaje de peréxidos, asi como también en los extractos
EyD.

A continuacién se presenta la grafica del comportamiento de los compuestos secundarios

(Indice de Kreis) en el fraccionamiento del extracto de AcOEt
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Grifica 8 Se presenta el promedio en la formacion de compuestos carbonilicos del fraccionamiento del

extracto de AcOEt, asi como a los controles (+) y (-)

Indice de Kreis
100 —e—Control (-)

Absorbancia (540nm)

Dias

En la grafica 8 se observa que todos las fracciones presentan similitudes en la formacion
de compuestos carbonilicos a los 5 dias comparados con el control negativo, a los 10 dias
aumentan estos compuestos, siendo significativo con las fracciones Dy E. Enla fraccion
I y K también se observa un incremento significativo en los compuestos carbonilicos pero

es menor que en las fracciones anteriores.

Para las fracciones F, G y H, se tiene una minima concentracion de estos compuestos,

siendo menor que la Vit. E.
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6.8 ANALISIS PROXIMAL DE LA CASCARA DE LA SEMILLA DE TAMARINDO

Para complementar el estudio de la cascara de semilla de tamarindo se decidié analizar su

Composicion Proximal de acuerdo a la AOAC 1980, se presentan los X +/- o.

Tabla 15. Composicion Proximal de la cdscara de la Semilla de Tamarindo.

Determinaciones | %Base himeda % Base seca
Humedad 14298+ 0.045 | = -
Proteina 17.920 £ 0.472 20910
Grasa 1.172£0.119 1.368
Fibra 17.415 £ 0.534 20.320
Cenizas 1.346 + 0.022 1.570
Carbohidratos
asimilable por 47.849 55.832
diferencia

Al realizar el fraccionamiento de la semilla se determiné que esta formada por 70% de
Germen y 30 % de Cascara. En la Tabla 15 se presenta el Analisis Proximal de la cdscara
de la semilla de tamarindo, comparando este analisis con la semilla completa que se ha

descrito anteriormente ¥

se observa que: el contenido de proteina en la cdscara es alto
(17.92%), ya que la semilla completa presenta (12.87%) de acuerdo a Balogun M. “? y este
corresponde al valor total de la semilla, se esperaba un valor menor o igual, hay que
considerar que el contenido de metabolitos primarios puede variar de un fruto a otro,
debido a las diferentes condiciones de cultivo. Comparando el contenido de proteina de la
cascara y el que generalmente presentan las leguminosas (17-30%) concuerda, aunque no

necesariamente este porcentaje de proteina nos indica su eficacia nutricional.

De acuerdo al contenido de Grasa, la semilla presenta (11.1%) siendo mayor que la
cascara, posiblemente la cantidad faltante se encuentre en el germen, tomando en cuenta el
contenido de grasa de la cascara, concuerda con el que presentan las leguminosas de

consumo comun, el cual varia de 1-3%, a excepcion del cacahuate (43%) y la soya (18%).
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Con respecto a la fibra el contenido es alto, la semilla presenta un (15.78%) y en general
para las leguminosas es de 3-5%, posiblemente este valor inusual de fibra se deba a que la
cubierta o testa es muy gruesa y dura en esta leguminosa. Para las cenizas el contenido
reportado en la semilla es de (5.0%) y el que presenta la cascara es muy pequefio, existe la
posibilidad que la cantidad faltante se encuentre en el germen, o también se puede justificar
por el alto contenido de proteina, las leguminosas generalmente presenta un valor de 2.5-
4.2 %. En cuanto al contenido de carbohidratos asimilables la semilla presenta (55.25%),
similar al obtenido en la cascara, las leguminosas contienen del 57-65% de carbohidratos y

el valor obtenido es muy semejante.

En la tabla 16 se presenta el contenido de azicares en la cascara de la semilla,
determinando azicares reductores y no reductores por el método acido 3,5-dinitro salicilico
(DNS).

% Aziicares Reductores | % Aziicares No % Azicares
Directos Reductores Totales
0.686 £ 0.012 11.413 £0.451 10.727

Tabla No. 16 Determinacién de azicares totales en la ciscara de la semilla de Tamarindo.

Aproximadamente el 94 % de los azucares solubles en agua de la cdscara son aziicares
no reductores, mientras que el 6% son azucares reductores directos, no existe reporte

alguno acerca de los azucares solubles en la semilla.
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7.0 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

» El extracto acuoso después de precipitar proteinas y carbohidratos de la semilla de
tamarindo (extracto I) a diferentes concentraciones presenta mayor actividad que los

extractos similares de la cascara.

» La extracciéon con metanol de la céscara produce un residuo que se puede fraccionar por
disolucion en agua. El producto soluble en agua tiene una actividad hipoglucemiante similar

que el extracto de semilla completa

> La actividad hipoglucemiante de la cascara desaparece después de 2 semanas de

almacenamiento a 4 °C.

» La semilla de tamarindo tiene antioxidantes que evitan la formacién de perdxidos y de
compuestos secundarios en 4cido linoleico. En el fraccionamiento cromatogrifico del
extracto de acetato de etilo se encontraron algunas fracciones con mayor actividad

antioxidante que el extracto completo.

» Para identificar los compuestos antioxidantes y/o hipoglucemiantes de la cascara, es

necesario trabajar con una mayor cantidad de muestra.

» Con respecto al anlisis proximal se encontré que la cdscara de la semilla de tamarindo es

una fuente rica en carbohidratos, asi como nitrégeno total y fibra.
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10.0 ANEXOS

HUMEDAD
Calculos:
Donde:
% Humedad = (Pi-Pf) x 100 Pf = Peso del pesafiltro mas muestra
" seca
Pi = Peso del pesafiltro mdas muestra
himeda

m = Peso de la muestra

PROTEINA CRUDA
Calculos:
Donde:
P = volumen gastado en la titulacion de la
muestra (mL)
% Nitrégeno = (P-B) x N x meq x 100 B = volumen gastado en la titulacién del
- blanco (mL)

N = Normalidad de la NaOH

% Proteina cruda = % N, x F meq = miliequivalentes de nitrégeno
(0.014)

m = peso de muestra en gramos
F = factor de conversion (6.25)
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GRASA CRUDA ( Método Soxhlet)

Calculos:
Donde:
% Grasa cruda = Pf- Po x 100 Pf = peso del matraz después de la
" extraccion
Po = peso del matraz vacio con perlas
m = peso de la muestra en gramos
FIBRA CRUDA
Calculos:
Donde:
% Fibracruda= Pgs-Pc x 100 Py= peso del crisol con el residuo seco
- P .= peso del crisol con el residuo calcinado
m= peso de la muestra en gramos
CENIZAS (Método cenizas totales)
Calculos:
Donde:
% Cenizas = Pf—Po x 100 Pf = peso del crisol con las cenizas

Po= peso del crisol vaci6

m= peso de la muestra en gramos
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DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES Y NO REDUCTORES
POR ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO (DNS)

Calculos:
Determinacion de azucares reductores:

% de az. red. = mg de glucosa x aforo x 1g gluc. x 100
g de muestra x 1000mg gluc.

% de az. red. totales = mg de azicar invertido x aforol x aforo2 x 1g gluc. x 100
g de muestra x alicuota x 1000mg gluc.

% Azucares totales solubles en agua = %Azucares reductores directos - %Azucares
rectores totales
INDICE DE PEROXIDOS. METODO VOLUMETRICO

mEq = (mL de Tiosulfato mtra.. - mL de Tiosulfato bco.) x N de Tiosulfato x 1000
g de muestra

INDICE DE KREIS
Calculos: Donde:
Am = es la absorbancia de la muestra
I Kreis = Am — Ab = indice / g grasa Ab = es la absorbancia del blanco de
bxgrdegrsa reactivos

1= es la longitud de la celda (1cm)
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