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RESUMEN

Para la obtencion y cuantificacion de &cido oleandlico presente en la
especie Lampayo castellani M., que presenta un alto contenido de este
metabolito en las hojas de la planta, se us6 métodos de extraccion por
maceracién con etanol al 96% vy técnicas de purificacion empleando
solventes organicos y métodos de cristalizacion.

Para realizar la cuantificacion de acido oleandlico, se uso la técnica de
espectrofotometria UV-Vis, donde se utilizé un patron de acido oleanolico
puro, para después realizar la cuantificacion de acido oleandlico presente
en la muestra obtenida.

Se realizo la obtencidn de aceite de mani por prensado a 80°C, para
luego realizar la respectiva formulacién del producto propuesto (aceite de
mani enriquecido con 4&cido oleandlico), para después hacer la
caracterizacion completa de las propiedades organolépticas y

fisicoguimicas.
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1 Capitulo I: GENERALIDADES

1.1 INTRODUCCION

Los triterpenos pentaciclicos son metabolitos secundarios localizados ampliamente en
numerosas especies del Reino Vegetal. Se encontr6 que dichos compuestos se encontraron
en altas concentraciones en las hojas de la planta lampaya procedentes de la zona centro-sur
del altiplano boliviano.

Este estudio se basara fundamentalmente en los triterpenos (acido oleandlico),
encontrados en hojas de lampaya (Lampayo castellani M.).

Los triterpenos pentaciclicos presentan propiedades analgésicas, antiinflamatorias,
antioxidantes e hipoglicemiantes. Esta Ultima propiedad actualmente se encuentra en el punto
de mira de estudios para la prevencion y tratamiento de la diabetes mellitus, ya que debido a
su gran actividad bioldgica en la regulacion glucosilada en sangre ayudaria a combatir dicha
enfermedad. Basados en los antecedentes a este proyecto y lo encontrado en el mismo se
plantea la elaboracion productos naturales que pueden sustituir o complementar la accion de
farmacos convencionales en el tratamiento de la diabetes.

Para la obtencién de acido oleandlico se usaron técnicas de extraccion por maceracion y
técnicas de purificacion con solventes organico, y para la obtencion de aceite de mani se uso
técnicas de extraccion por prensado a 80 °C. después de elaborar el producto propuesto y
realizar la caracterizacion fisicoquimica y organoléptica se pudo evidenciar que el producto
tiene un gran posibilidad de industrializacion para realizar el aprovechamiento de materias

primas que se encuentran en nuestro territorio.



1.2 ANTECEDENTES

La Lampaya, planta originaria del altiplano boliviano, distribuida entre los departamentos
de Oruro y Potosi, es apreciada por las comunidades donde se la encuentra. En el campo
medicinal tradicional, sirve para tratar la préstata, actia también como un antiinflamatorio
natural, calma el dolor de huesos y articulaciones entre otros males, es por sus grandes
beneficios de tratamientos para diferentes patologias, la gente que conoce las propiedades de
esta planta, tienen definida su posicion sobre esta, como infusién medicinal, lo cual nos
conlleva a decidir su posible industrializacion del extracto obtenido para un mejor
aprovechamiento de la planta y asi poder enriquecer aceite de mani, que también es producido
en nuestro pais, y poder contribuir a la prevencion y tratamiento de la diabetes, y de esta
manera tener un producto que pueda ser vendido en forma competitiva en nuestro mercado,
y de esta manera se pueda contribuir al desarrollo de las comunidades aisladas y
empobrecidas poseedoras de esta planta (Alzérreca, Calle, & Laura, 2002)

El presente proyecto no cuenta con suficiente investigacion formal registrada en el
departamento de La Paz, sin embargo, se ha realizado un compilado de las investigaciones
formales que hasta ahora se han registrado.

Lampaya (Lampayo castellani M.) es un arbusto perenne, que varia en tamafio pudiendo
alcanzar los 8 m de alto, con ramificaciones que van desde su base, estas ramas se extienden
a los costados. Presenta hojas simples, opuestas, gruesas, ovales o elipticas. Las flores son
hermafroditas, de forma tubular, con coloracion blanca o violeta y estan ubicadas en las axilas
de las hojas, en el extremo de las ramitas. Los frutos son carnosos y se separan en cuatro

piezas al madurar. Dentro de cada pieza se encuentra una semilla.



1.3 ESTUDIOS SOBRE EL ACIDO OLEANOLICO PRESENTE EN LA ESPECIE
LAMPAYA

Estudio para la determinacion estructural molecular de la Lampayo castellani M, donde a
partir de hojas de las hojas secas molidas del Lampayo fueron realizadas diversas
extracciones solido- liquido, liquido-liquido en el cual fueron aislados varios compuestos,
dos de los cuales se identificaron por medios espectroscopicos como triterpenos de esqueleto
oleonano, el acido oleandlico y el &cido maslinico. (Herrera Shirley, 2001)

En la region del Altiplano Sur, se ha extendido de manera no planificada el monocultivo
de quinua, causando la pérdida de la vegetacion nativa y el deterioro del agroecosistema. Por
lo que, es importante realizar estudios cientificos de las plantas nativas de la region, que
justifiquen su uso en productos con valor agregado, como fitofarmacos, biopesticidas o
colorantes, entre otros, En este sentido, se realizo el estudio fitoquimico preliminar de cinco
especies vegetales del Altiplano Sur Boliviano, donde se incluye al Lampayo empleado en
medicina tradicional, aplicando una extraccion solido — liquido, seguida de analisis
cromatografico en capa fina y pruebas fitoquimicas preliminares, determinandose que la
Lampaya presentan una interesante composicion de compuestos terpenicos, Acido
Oleandlico y Acido Maslinico, los cuales son de gran interés por sus actividades bioldgicas.
(Chui Tinco, 2021)

El acido oleandlico es un triterpeno pentaciclico ampliamente distribuido en el reino
vegetal, posee diversas propiedades farmacologicas. Las plantas son la principal fuente de
este interesante compuesto, en este sentido, durante este estudio cuantificamos este
metabolito en el Lampayo castellani M, por un método de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC). La cantidad determinada Lampayo castellani fue de (13,87 mg/g), mayor

que la concentracién reportada en frutos de oliva (0,17-0,56 mg/g) y menor a la reportada
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para hojas de oliva (31,00 mg/g), la fuente mas importante de acido olean6lico comercial.
Concluyendo que es una fuente potencial de acido oleandlico en la region. (Lozano, Flores,
& Almanza, 2017)

La importancia del mani como alimento, el mani es una planta anual de la familia de las
leguminosas, nativa del sur de Bolivia y del noreste de Argentina, cuyos frutos son un
alimento muy apreciado. EI mani naci6 en Bolivia. Los incas extendieron su cultivo a otras
regiones sudamericanas y centroamericanas. En las tierras de Per( y México se cultiva hace
mas de 7000 afios, y fue llevado a Europa hace méas de 500 afios. Hoy el cultivo se ha
extendido a muchos paises, particularmente Estados Unidos, China e India, ante la elevada y
creciente demanda por los multiples usos del mani (Tech, 2022)

El Foro del Mani Boliviano, donde los maniceros solicitaron respaldo gubernamental para
darle un valor agregado al que es considerado "el mani con mas calidad en el mundo”, el
boliviano.

Gran parte de esa produccion es exportada en bruto a paises como Holanda o Alemania,
explico el responsable comercial de la Asociacion de Productores de Aji y Mani de Padilla
(Apajimpa), Alcides Ovando. Luego, ese mani boliviano retorna al pais convertido, por
ejemplo, en mantequilla de mani, objeté Ovando, y actualmente, el Unico valor agregado que
los productores bolivianos dan al mani de exportacion es el pelado, clasificado y calibrado.

Es decir, seleccionan el mani por tamafios, de esta manera los compradores calculan su
tiempo de coccidn. "Mientras mas grande es, mas tarda en cocer" (Pérez & Garcia., 2015)

Por medio de la presente investigacion se plantea determinar el proceso adecuado y
optimizado para la obtencion del &cido oleandlico del Lampayo, haciéndolo un producto para

el enriquecimiento del aceite de mani, obteniendo un producto comercial disponible,



considerando que se mantengan las propiedades medicinales que posee la planta del
Lampayo y los beneficios nutricionales del aceite de mani.
14 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro pais existe poco aprovechamiento de productos originarios provenientes de
distintas regiones del pais, como la especie lampaya (Lampayo castellani M.) de origen
silvestre, como también la leguminosa del mani, la lampaya contiene &cido oleandlico que
puede ser aprovechado para el tratamiento y prevencidn de enfermedades como la diabetes y
el aceite comestible de mani que posee grandes beneficios a la salud, ninguno de estos
productos se encuentran actualmente industrializados de manera considerable en nuestro

pais.

El crecimiento de la diabetes en Bolivia

® En el quinquenio 2010-2015, el registro
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Figura 1: Crecimiento de la diabetes en Bolivia hasta el afio 2015 (fuente - pagina 7)
1.5  JUSTIFICACION

El producto que se espera obtener pretende satisfacer una necesidad en la poblacion
enferma de diabetes y con sintomas de prediabetes, que cada afio va en aumento en nuestro

pais, el producto obtenido sera de libre comercializacion en el mercado para consumo, como



aporte para la diversificacion de productos alimenticios de origen natural en el mercado de
nuestro pais.
1.6 JUSTIFICACION TEORICA

Por medio de la presente investigacion se plantea determinar el proceso adecuado para la
obtencion de un aceite de mani comestible enriquecido con extracto de lampaya, que son dos
productos que se encuentran en nuestro pais, haciendo un producto natural y de origen de
productos bolivianos. Sera un producto de necesidad para gente que padece de diabetes como
también como un producto para la prevencidn de esta enfermedad, haciéndolo un producto
comercial disponible en el mercado, considerando que se mantengan las mismas propiedades
medicinales del aceite de mani y de las hojas del Lampayo.
1.7 JUSTIFICACION ACADEMICA

En este proyecto se realizd la optimizacion del metodo de extraccion y cuantificacion del
acido oleandlico por métodos espectrofotométricos, aplicando para la obtencion del
metabolito secundario, técnicas de maceracion, con alcohol etilico, descoloramiento con
carbon activado y técnicas de cristalizacion como técnica de purificacion del extracto
obtenido, y para la obtencidn del aceite de mani se uso técnicas de extraccion por prensado
a 80 °C y se calculo el respectivo rendimiento de ambos procedimientos.

Una vez terminado el proceso de obtencion de acido oleandlico y aceite de mani, se
determin6 las propiedades organolépticas del producto obtenido, también se hizo la
caracterizacion de para metros que deben cumplir los aceites comestibles en Bolivia, segun

norma NB/350.



1.8 OBJETIVOS

1.8.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio integral sobre la obtencion y cuantificacién de &cido oleandlico

presente en la especie Lampayo castellani M., a fin de que el aceite de mani sea enriquecido

con este metabolito secundario y contribuya al tratamiento y prevencion de la diabetes.

1.8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Definir el proceso para la obtencion y cuantificacion de &cido oleandlico para
elaborar un aceite de mani enriquecido con extractos, la hoja de Lampaya
(Lampayo castellani M.).

Realizar la formulacion del aceite de mani obtenido experimentalmente con
extracto de &cido oleandlico.

Determinar las propiedades fisicoquimicas y organolépticas del aceite de mani
enriquecido con extractos de lampaya, con relacion a las caracteristicas propias de
un aceite de consumo tradicional.

Evaluar el producto obtenido a partir de la caracterizacion de sus propiedades

determinadas.



2 Capitulo I1I: MARCO TEORICO

Las comunidades alto andinas han heredado un modo ancestral de comprender su medio
ambiente, lo que les permite integrar multiples facetas de su realidad y experimentar la
naturaleza como cultura, la tierra, las montafias, son sagrados. Son esas deidades quienes
hacen posible la reproduccion de la vida y deben ser respetados, recordados y honrados en
ritos y ofrendas (Murra, 1972).

La percepcién del ambiente, a través del periodo prehispanico, fue influenciada por gentes
de los sefiorios altiplanicos y luego por el Inca. En tiempos coloniales (siglo XVII), estos
territorios pertenecieron al Arzobispado de Charcas (Alto Perd, Bolivia) y estuvieron sujetos
a procesos de extirpacion de idolatrias. Durante el siglo XV111, participaron de las rebeliones
de Tupac Amaru. En el periodo republicano, a fines del siglo XIX, estas tierras fueron
anexadas al estado boliviano. En el presente, la poblacion indigena se reconoce como
descendiente de sus ancestros prehispanicos, siempre presentes en sus tradiciones orales de
vida tradicional, agro pastoril, con actividades de recoleccion, normadas por un calendario
economico, ceremonial y del sincretismo de ritos de origen prehispanico con otros de la
cristiandad (Dijoux, 2009).

Durante miles de afios, los habitantes de la zona altiplanica han vivido en un paisaje
marcadamente heterogéneo. A traves de su pronunciada gradiente altitudinal, la cadena
andina despliega una diversidad de zonas ecoldgicas, cada una de las cuales representa
diferentes caracteristicas para la subsistencia de la poblacién andina, que ha tenido la
habilidad para explotar estos niveles ecoldgicos, constituyéndolos en la base de patrones
econdmicos Yy culturales, tanto del pasado como del presente. Estos modos de vida estan

asociados directamente a una percepcion vertical del paisaje (Montes de Oca, 1988)



2.1 UTILIZACION DE ESPECIES NATIVAS

Mallea, J.A. 1996, indica que: en sus zonas ecoldgicas la gente no solo obtiene el forraje
para sus rebafios, sino también han asignado usos a las distintas especies silvestres nativas
del &rea y distinguen diferentes categorias de utilizacion de las plantas. Las mas populares
son aquellas usadas como forraje, luego estan las medicinales, alimenticias y por ultimo las
de eficacia simbdlica utilizadas en ceremonias o rituales.

De las varias especies lefiosas, la yareta es la mas valorizada de todas, ya que conforma
las zonas de mas alta densidad de plantas, sin embargo, la mayoria de las especies que sirven
de forraje se encuentran en los tdlares, documentando la importancia de esta zona para la
mantencion de llamas, especialmente en afos lluviosos cuando la biomasa de hierbas se
incrementa marcadamente. Sin embargo, durante la mayor parte del afio las llamas consumen
preferentemente las plantas del pajonal y particularmente los pastos de los bofedales
(Navarro & Ferreira , 2004)

22 HABITAT
En Bolivia y especificamente en el municipio de Esmeralda, esta especie crece en las

siguientes condiciones ambientales:

Figura 2: Planta Lampayo castellani M. en su habitat natural (Fuente internet)



2.3 CONDICIONES DE AGUA

Areas extremadamente aridas, con precipitaciones <100 mm/afio, lluvias muy raras, la
temporada seca dura 8 - 12 meses y es posible que en algunos afos no haya precipitaciones.
2.4 CONDICIONES DE LUZ

En el municipio de Esmeralda, en el departamento de Oruro, los arbustos de lampaya estan
totalmente expuestos y se hallan mayormente en aéreas planas o laderas a pleno sol, como se
verifica en la Fig. 11 (AFCH, 2022)

2.5 RESISTENCIA AL FRIO:

La especie resiste temperaturas bajas (de hasta -8 °C), ademéas puede tolerar nevadas
ocasionales y cobertura de nieve durante un par de semanas al afio (Ministerio de Medio
Ambiente y Agua, 2012)

26 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y DISTRIBUCION ECOLOGICA
DE LA ESPECIE LAMPAYA

Arbusto perennifolio, hojoso, de hasta 0.8 m de alto, ramificado desde la base, ramas
tendidas, apoyantes. Hojas opuestas, de color verde claro, el sabor de las hojas es algo salado
y agrio, son simples y carnosas, ovales o elipticas, flores hermafroditas, tubulares, blancas o
violetas claras, ubicadas en las axilas de las hojas, el extremo de las ramitas. Frutos
esquizocarpos drupaceos, sub carnosos.

El Lampayo es propia de arenales del altiplano sur de Bolivia, se distribuye y crece entre
3600-4300 metros sobre el nivel del mar, con preferencia en dunas promontorios de arena
suelta, acumuladas por la accién del viento, con humedad subterranea. Se comporta como
pionera de arenales, formando densas colonias en lugares arenosos, cubriendo extensas areas,
estabilizando dunas pequefias, agregando al suelo, aportando materia organica y

favoreciendo el ingreso de otras especies herbaceas y arbustivas, por la consolidacion del
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suelo. Florece de noviembre a diciembre, se encuentran con frutos en marzo y se reproduce
a través de semillas mediante brotes de las raices (Torrico, 1994)
2.7 APLICACIONES TRADICIONALES

Las comunidades originarias donde se encuentra distribuido el Lampayo, le dan un uso de
lefia. También lo usan para consumo, tuestan las hojas, se muelen y se emplean como
sucedaneo del café, como forraje para llamas, ovejas, burrosy cabras, se consumen los brotes
tiernos y las flores.

Su més importante aplicacion es como planta medicinal para el tratamiento de la tos
(Torrico, 1994), para mejorar “el estado de los pulmones”, tambiéen se la usa para tratar golpes
y magulladuras, como infusion de las hojas, previamente tostadas. Se vende en puestos de
medicina natural como diurético, se aplica haciendo hervir 30 a 40 g de las hojas y tallos en
un litro de agua durante 5 minutos, se sirve en un cuarto de taza, cuatro veces al dia antes de
los alimentos, limpia todas las flemas de las vias genitourinarias siendo un fuerte diurético.
También es recomendado para curar problemas de prostata y reumatismo, siendo aplicado
también por via oral por infusion.

28 PRODUCTOS NATURALES A PARTIR DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

Se dividen en dos grupos: metabolitos primarios y metabolitos secundarios y se
caracterizan de la siguiente manera:

- Metabolito primario

e Producto del metabolismo natural
e Ampliamente distribuido en plantas y microorganismos como, por ejemplo:
aminodcidos de proteinas comunes, nucleodtidos, &cidos carboxilicos del ciclo

citrico, lipidos glicéridos.
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- Metabolito secundario
e Producto del metabolismo especial.
e Biosintetizado a partir de metabolitos primarios.

Con distribucion restringida a ciertas plantas y microorganismos, a veces es caracteristico
de un género dado o de una especie. Ejemplos: alcaloides, triterpenoides, flavonoides,
oligosacaridos, etc.

2.9 TRITERPENOS
Los triterpenos son productos naturales cuya estructura consta de 30 atomos de carbono

provenientes de 6 unidades de isopreno.

CH,

o

H,C=C-CH=CH,
ISOPRENO

Figura 3: Unidad de Isopreno (Componente de los triterpenos)

Se distinguen cuatro clases: Triterpenos de cadena abierta, triciclicos, tetraciclicos y
pentaciclicos.
2.10 ACIDO OLEANOLICO

El &cido oleandlico es un acido triterpénico pentaciclico, que se encuentra de forma natural
en numerosas plantas. Es uno de los componentes del aceite de oliva, las aceitunas y las uvas.
Su férmula es 3-betahidroxi-28-carboxioleanano (wikipedia.org, 2019)

Se le han atribuido numerosas propiedades beneficiosas para la salud, por lo cual se estan
realizando estudios en diferentes paises para comprobar si su consumo habitual puede
constituir un tratamiento eficaz para diferentes enfermedades como la diabetes. Los

resultados obtenidos hasta el momento son esperanzadores.
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Figura 4: Férmula estructural del &cido oleandlico

2.11 ACIDO MASLINICO

Elacido maslinico es un lipido pentaciclico de naturaleza terpénica que se puede encontrar
en la piel de la aceituna. Posee numerosas propiedades, muchas de las cuales terapéuticas:
Entre estas destacan su capacidad antioxidante, antitumoral y antihiperlipidémica. Ademas,
aporta grandes beneficios cardivasculares. En cuanto a su naturaleza lipidica, se puede decir
que, concretamente, es un triterpeno, del grupo de los oleananos. Otra de sus propiedades es
la inhibicion de la accidn de proteasas de la serina que intervienen en la difusion el VIH, lo
que es un retardante de este. Ademas, evita la proliferacion de células cancerosas en el cancer

de colon.

Figura 5: Formula estructural del acido maslinico
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2.12 DIABETES Y ANTIDIABETICO

La diabetes es una enfermedad crénica (de larga duracién) que afecta la forma en que el
cuerpo convierte los alimentos en energia.

Su cuerpo descompone la mayor parte de los alimentos que come en azlcar (también
Ilamada glucosa) y los libera en el torrente sanguineo. El pancreas produce una hormona
Ilamada insulina, que actiia como una llave que permite que el azlcar en la sangre entre a las
células del cuerpo para que estas la usen como energia.

Con diabetes, su cuerpo no produce una cantidad suficiente de insulina o no puede usar
adecuadamente la insulina que produce. Cuando no hay suficiente insulina o las células dejan
de responder a la insulina, queda demasiada aztcar en el torrente sanguineo y, con el tiempo,
esto puede causar problemas de salud graves, como enfermedad del corazon, pérdida de la
vision y enfermedad de los rifiones (enfermedades, 2022)

La diabetes mellitus tipo 1 es una enfermedad caracterizada por deficiencia de insulina,
por lo que la insulina es la droga usada en estos pacientes, por via inyectada. La diabetes
mellitus tipo 2 se caracteriza por resistencia a la accion de la insulina, por lo que el
tratamiento de esta enfermedad incluye farmacos que reducen la generacion hepética de
glucosa, farmacos que aumenten la cantidad de insulina secretada por el pancreas, farmacos
que aumenten la sensibilidad celular a la insulina o farmacos que disminuyen la velocidad en
la que la glucosa es absorbida por el tracto gastrointestinal.

Un antidiabético es un medicamento usado para reducir los niveles de glucosa en sangre,
por lo que se indica en el tratamiento de la diabetes mellitus. Con la excepcion de la insulina,
exenatida, liraglutida, lixisenatida y dulaglutida, todos son administrados por via oral. La
seleccion de los diferentes tipos de antidiabéticos depende de la enfermedad, la edad y

condicidn de salud del paciente, asi como otros factores (wikipedia.org, 2022)
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2.13 ACIDO OLEANOLICO PARA LA PREVENCION DE LA DIABETES DE
TIPO 11

En un estudio llamado PREDIABOLE, realizado en Espafia con principios de la medicina
basada en la evidencia exigen disponer de evidencia de alta calidad (ensayos clinicos
aleatorizados y controlados, y estudios de cohortes) antes de que puedan formularse
recomendaciones nutricionales a la poblacion. El nivel de evidencia, de un ensayo particular
depende no solo de su disefio, sino también de la calidad de su ejecucion. El Estudio
PREDIABOLE (acronimo de PREvencion de DIABetes con acido OLEanélico), ha sido un
ensayo clinico pionero, totalmente aleatorizado, controlado y doble ciego, bien disefiado y
ejecutado, desarrollado integramente en atencion primaria en el sistema publico de salud, que
ha demostrado que el consumo regular de este aceite de oliva funcional enriquecido en acido
oleanolico previene la diabetes tipo 2 en individuos prediabéticos.

La eleccion de este colectivo (individuos diagnosticados de glucosa basal alterada y
tolerancia alterada a la glucosa), responde a estudios epidemioldgicos recientes que muestran
que estos individuos tienen un riesgo 45 veces superior de desarrollar diabetes que individuos
normo glucémicos. Por tanto, constituyen una poblacion diana fantastica para evaluar
cualquier estrategia preventiva frente a la diabetes.

En el estudio PREDIABOLE han participado 176 pacientes prediabéticos, que fueron
seguidos por hasta 30 meses (mediana de seguimiento 27.5 meses), mediante un protocolo
de visitas médicas trimestrales y sesiones de formacion nutricional.

El estudio ha permitido demostrar que el riesgo de desarrollar diabetes entre los
prediabéticos que tomaron el aceite de oliva enriquecido en acido oleandlico era un 55.2 %
menor que entre aquellos individuos que ingirieron el mismo aceite de oliva no enriquecido

en el compuesto. Los estudios de regresion llevados a cabo han confirmado la relacién causal
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directa entre la ingesta de acido oleandlico y la proteccion frente a la diabetes (Castellano
Orozco, 2016)
2.14 METODOS DE EXTRACCION Y PURIFICACION

2.14.1 EXTRACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Para extraer los metabolitos secundarios de sus fuentes naturales, se aplica una extraccion
liquido - s6lido por medio de un disolvente adecuado.

La extraccidn con disolventes por maceracion es el método mas utilizado para separar una
clase de productos orgéanicos de una mezcla, La maceracion consiste en sumergir los
materiales vegetales (gruesos o en polvo) en un recipiente tapado con un disolvente y dejarlos
reposar a temperatura ambiente durante un periodo definido con agitacion frecuente hasta
que se disuelva la materia soluble. Este método es el mas adecuado en el caso de los extractos
termosensible (Swami & Singh, 2008)

2.14.2 EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

Es una operacion unitaria que consiste en la separacion de una o varias sustancias (solutos)
contenidas en una matriz solida (fase portadora), usualmente pulverizada, mediante el uso de
disolventes liquidos.

Para el proceso de extraccion, nos basamos en la naturaleza del material a analizar y de
los compuestos a ser aislados. Empleando procesos de extraccion para materiales vegetales,
que siguen las etapas de secado, disminucién del material, y extraccién con solvente,
teniendo este Gltimo a ser utilizado para la extraccion por maceracion. La extraccion es del
tipo total, ya que siendo un solvente organico polar (etanol) el empleado para extraer tantos
compuestos como sea posible, lo cual esta basado en la capacidad de estos solventes de
incrementar la permeabilidad celular, facilitar la extraccion eficiente de grandes cantidades

constituyentes polares y de baja polaridad.
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2.14.3 PURIFICACION

La cristalizacion es un método de gran eficiencia en la purificacién de una sustancia solida
en un disolvente adecuado, o mezcla de disolventes. EI compuesto a ser purificado debe ser
soluble en caliente e insoluble en frio, y debe precipitar en frio.

Los cristales separados en la primera cristalizacion se recogen por filtracién a bomba de
vacio y se lavan con un poco de disolvente frio. Las aguas madres se unen y se evaporan,
después se dejan de nuevo en reposo hasta la separacion de una segunda porcién de cristales,
el grado de pureza se determina por puntos de fusion.

La muestra a purificar frecuentemente contiene sustancias extrafas coloreadas, solubles,
las cuales hacen que las disoluciones y cristales tengan un color amarillento a tono sucio, las
que pueden ser absorbidas en algunos casos por carbon activado.

2.15 CROMATOGRAFIA

La cromatografia de afinidad es un método fisicoquimico, que permite la separacion de
compuestos disueltos en un solvente de polaridad afin en movimiento sobre una superficie
estacionaria o inmovil a partir de mezclas de sustancias absorbidas en la superficie
estacionaria. La adsorcion se da por la separacion diferencial de estos compuestos sobre la
fase estacionaria. La fase movil o estacionaria puede ser solida o liquida. Su empleo es
ventajoso en la separacion de numerosos productos naturales. La cromatografia de afinidad
usada es una capa fina, que puede ser analitica o preparativa.

2.15.1 CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Este método es ventajoso por la excelente nitidez, alta sensibilidad y gran rapidez en su

uso, el soporte puede ser una hoja metalica d, de vidrio, o plastico cubierto con un adsorbente

como silica gel o alimina gel.
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2.16 TECNICAS CUALITATIVAS

Se han propuesto muchas reacciones de color para detectar la presencia triterpenos, siendo
las mas usuales reacciones de Liebermann-Burchard, en que las saponinas triterpenoidales
dan color rosado a purpura mientras los esteroidales dan un color azul-verdoso.

2.17 ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICOS

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma
lineal de la concentracion. Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotometro,
en el que se puede seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucién y medir
la cantidad de luz absorbida por la misma.

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para absorber
radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV- visible. Las longitudes de
onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia con la que se
absorben dependen de la estructura atdbmica y de las condiciones del medio (pH, temperatura,
fuerza idnica, constante dieléctrica), por lo que dicha técnica constituye un valioso
instrumento para la determinacion y caracterizacion de biomoléculas. Las moléculas pueden
absorber energia luminosa y almacenarla en forma de energia interna. Cuando la luz
(considerada como energia) es absorbida por una molécula, se origina un salto desde un
estado energético basal o fundamental, a un estado de mayor energia (estado excitado). Cada
molécula tiene una serie de estados excitados (o0 bandas) que la distingue del resto de
moléculas. Como consecuencia, la absorcion que a distintas longitudes de onda presenta una
molécula, esto es, su espectro de absorcion constituye una sefial de identidad de la misma.

(Diaz & Barcena Ruiz, 2008)
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En espectroscopia el término luz no solo se aplica a la forma visible de radiacion
electromagnética, sino también a las formas UV e IR, que son invisibles. En
espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta (UV cercano, de

195-400 nm) y el visible (400-780 nm).

Rayos gamma Rayos X Ultravioleta infratrojo Microondas Radio
Il' 5 ‘. v 1
Menot { Mayor
uz
longitud ’ ongitud
visible para los humanos
390 nm. 450 S0 550 600 650 JOO am.

Violeta Azul Cidn Verde Amanlio Naranja Rojo

Figura 6: Espectro electromagnético (Fuente internet)
2.18 ACEITE DE MANI

El aceite de mani o cacahuete es comestible, dulce y sabroso. Se elabora a partir de Arachis
hypogaea, una planta de crecimiento lento que es el tnico miembro de la Leguminosae de la
familia Fabaceae. EI mani es una legumbre que crece bajo tierra, a diferencia de otros frutos
secos como nueces y almendras, que crecen en los arboles (y, por lo tanto, se llaman frutos
Secos).

El mani o cacahuete se cree que es originario de America del sur. Los Incas del Per(
usaban los cacahuetes como ofrendas de sacrificio y los colocaban junto a sus momias para
ayudar a los espiritus. Los exploradores europeos trajeron la planta a América del norte, Asia
y Africa (Coca Laura, Rodriguez Suarez, & Chavez VVespa, 2019)

2.19 BENEFICIOS DEL ACEITE DE MANI

Si se usa con moderacién y sin calentarlo, el aceite de cacahuete puede tener una multitud

de beneficios para su salud. Este aceite comestible es un ténico natural que aumenta la

inmunidad y tonifica todo el cuerpo.
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Tiene altos niveles de polifenoles antioxidantes que ayudan a eliminar los radicales libres,
causantes de enfermedades crdnicas tales como cancer y enfermedad de Alzheimer. El
resveratrol, uno de los antioxidantes més importantes del aceite, también puede interactuar
con varias hormonas tales como la angiotensina, que ayuda a constrefiir los vasos sanguineos
y las arterias, disminuyendo la presion arterial y reducir el estrés en su sistema cardiovascular
(Aceites esenciales, 2019)

También puede proporcionar beneficios para el corazén debido a su contenido en acidos
grasos monoinsaturados (4cido oleico), que ayudan a bajar sus niveles de colesterol “malo”
mientras aumenta el colesterol “bueno”. Esto ayuda a prevenir dolencias cardiacas
relacionadas, como enfermedades coronarias, ataques cardiacos, trazos y aterosclerosis.

Si se aplica topicamente, puede ayudar a promover la salud de la piel, ya que es rico en
vitamina e. También protege contra los radicales libres causantes de arrugas, manchas y otros
signos de envejecimiento prematuro (Aceites esenciales, 2019)

2.20 INFORMACION NUTRICIONAL

El mani es un alimento con un alto contenido de magnesio, mineral que ayuda a mantener
los niveles de azlcar en sangre mas estables. Ademas, tiene un alto contenido de grasas
insaturadas y otros nutrientes que mejoran la capacidad del cuerpo para regular la insulina.
(Ciappesoni, Colman, & Rodriguez, 2014)

En algunos estudios se ha observado que consumir mani o mantequilla de mani en las
mafianas puede ayudar a controlar los niveles de azUcar en sangre durante el dia.

También, consumir mani puede ayudar a disminuir “los picos”™ de azlcar en sangre que
generan los alimentos con alto indice glicémico (los que se convierten méas rapido en azlcar
en sangre). Por ejemplo, hacer una merienda de solo frutas en comparacién con frutas y un

pufiito de mani.
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Propiedades del aceite de mani para bajar el colesterol.

- Rico en grasas buenas, grasas monoinsaturadas.

- Gran aporte de energia, mejorar las articulaciones y fortalecer los huesos.

- Antioxidante natural.

- El mani tiene un indice glucémico bajo de 14, lo que evita los picos de azlcar en

sangre.

- Contribuye a reducir el colesterol.

Estas propiedades y beneficios logran tratar la hipercolesterolemia de manera favorable,
por ello reemplaza las grasas animales por los aceites vegetales. Estos te permiten mejorar tu
salud cardiovascular.

e 100 cc de aceite de mani aporta:

- 17 g de écidos grasos saturados.

- 46 g de &cidos grasos monoinsaturados.

- 32 g de écidos grasos poliinsaturados.

- 40 mg de Vitamina E.

Figura 7: Leguminosa y Aceite de Mani (Fuente internet)
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2.21 OBTENCION DE ACEITES VEGETALES DE SEMILLA

Existen 2 métodos: prensado y extraccion:

El prensado ha sido el método mas antiguamente utilizado y solo hasta hace poco ha
empezado a ser reemplazado por el método de la extraccion porque da mejores resultados
para la obtencion del aceite en semilla.

En un principio hubo algunas objeciones para el método de extraccion y se decia que el
aceite obtenido de esa forma no era apto para el consumo humano, pero se comprob6 que
después del refinamiento no habria ninguna diferencia entre el aceite extraido y el aceite
prensado. Actualmente, se usa mucho el método de extraccion, el residuo sobrante contiene
menos del 1% del aceite obtenido (Fortuny Santos, 2009)

Luego de la obtencion del aceite bruto viene el proceso de REFINACION que implica el
desgomado, la neutralizacion, decoloracién, winterizacion para precipitar las estearinas,
glicéridos saturados de alto punto de fusion; posteriormente se procede a la desodorizacion,
hidrogenacién y envasado (Giraldo, Velasquez, & Cuartas, 2010)

2.22 ACEITE DE MANI O CACAHUETE

El aceite de cacahuete, aceite de mani o aceite de cacahuete es un aceite vegetal preparado
ya sea mediante coccidn de los manies (Arachis hypogaea) o mediante su extraccion en una
prensa hidraulica. Este aceite es de color muy claro y su idoneidad para aguantar altas
temperaturas le convierte en aceite ideal en la cocina como aceite de freir. Tiene un sabor
suave que le hace apropiado para elaborar ensaladas, mahonesas y vinagretas.

La composicidn de acidos grasos del aceite de mani para consumo humano es la siguiente
(en porcentaje de peso en orden descendente) (Wikipedia, 2018):

Acido oleico (C18: 1 »-9 monoinsaturado): 35 - 72%

Acido linoleico (C18: 2 w-6 poliinsaturados): 13 - 43%
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Acido palmitico (C16: 0 saturado): 7 a 16%

Acido estearico (C18: 0 saturado): 1,3 a 6,5%

Acido behénico (C22: 0 saturado): 1,0 a 5,0%

Acido araquidico (C20: 0 saturado): 0,5 a 3%

Acido ligndcerico (C24: 0 saturado): 0,5 a 3%

Acido gadoleico (C20: 1 ®-9 monoinsaturado): 0,5 a 2,1%

Acido alfa-linolénico (ALA) (C18: 3 »-3 poliinsaturados): <0,6%

Acido ertcico (C22: 1 monoinsaturado): <0,5%
2.23 METODO DE EXTRACCION POR PRENSADO

La mayor parte del aceite de mani se produce por procedimientos mecanicos, en general
mediante prensas de tornillo helicoidal y usando prensas mecéanicas, utilizando granos de
mani “blancheado” (sin tegumento) y tostado. Para llevar a cabo el “blancheado” del mani,
se utiliza energia eléctrica y calor, aunque también se usa medios manuales para hacer el
proceso. En el presente trabajo se propone procesar el grano para la extraccion del aceite
(Fortuny Santos, 2009)

Se realiz6 un disefio multifactorial para evaluar el efecto de los siguientes parametros:

- Contenido de humedad del material (6, 9y 12 %, b.h.),

- Temperatura de prensado (50 a 90 °C),

- Tiempo de prensado (10 minutos)

Ventajas de la obtencion de aceite por prensado:

- Moderado coste de operacién

- Maquinas de sencillo funcionamiento

- Gasto de energia minimo (eléctrico y gas)

- Producto obtenido de alta calidad y con poco post procesamiento
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2.24  ANALISIS FISICOQUIMICOS DEL ACEITE DE MANI

Los pardmetros fisicoquimicos que se analizan en un aceite comestible nos brindan la
informacidn, la calidad de este, es decir, si cumple con las normas de calidad establecidas
por el ente regulador encargado, en este caso el IBNORCA.

En la actualidad, los para metros a cumplir en los aceites comestibles redactadas por el
IBNORCA son:

- Densidad relativa

- Indice de refraccion

- Indice de acidez (Como &cido oleico)

- Indice de saponificacion

- Indice de perdxido

La norma boliviana NB 34056:2017 de Aceites y grasas — Aceite de sésamo, es la norma
en la que se baso el anlisis de calidad del producto final.

Estos pardmetros que se estudiaron ayudaran con los siguientes objetivos:

* [dentificar atributos fisicos y quimicos.

« Identificar si la adicion de acido oleandlico al aceite de mani provoca alteraciones en los
parametros fisicoquimicos que debe cumplir un aceite comestible

* Detectar adulteraciones y falsificaciones

* Caracterizar calidad frente a NORMAS

2.24.1 DENSIDAD RELATIVA A 25 °C.

Es la relacion entre la masa de un volumen dado de sustancia a 25 °C y la masa de un

volumen idéntico de agua a 25 °C. La temperatura ambiente del lugar donde se calibre el

picnometro y se realice la determinacion deberd ser menor a 25 °C. Durante la calibracion
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del picnémetro y durante la determinacion de la densidad relativa, el picndmetro deberd estar
completamente limpio y no deberd entrar en contacto directo con las manos del operador.

2.24.2 INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion (IR) se define como la relacion entre la velocidad de la luz en el

aire (técnicamente, un vacio) y la velocidad de la luz en el aceite. El IR esté relacionado con
el grado de saturacion; el IR disminuye linealmente conforme disminuye el indice de yodo.
El IR se utiliza también como una medida de la pureza y como un medio de identificacién,
puesto que cada sustancia presenta un IR caracteristico. Sin embargo, el IR es influido por
factores, como el contenido en &acidos grasos libres, la oxidacion, calentamiento de la grasa
y el aceite (Martinez Carrillo, 2016)

2.24.3 INDICE DE ACIDEZ

El indice de acidez (1A) refleja la cantidad de &cidos grasos hidrolizados a partir de los

trigliceroles. El grado de acidez es el porcentaje en peso expresado en funcion de un &cido
graso especifico (el oleico). El indice de acidez se define como los miligramos de hidroxido
de potasio necesarios para neutralizar los acidos libres presentes en 1 g de aceite. Se analiza
volumétricamente una muestra liquida de grasa disuelta en etanol del 95% neutralizado, con
hidroxido de sodio valorado, hasta el punto final de la fenolftaleina. Se usan el volumeny la
normalidad del hidroxido de sodio consumido, junto con el peso de la muestra, para calcular
el indice de acidez (Manrique, 2010)

2.24.4 INDICE DE SAPONIFICACION
El indice de saponificacion (IS) es expresado como el numero de miligramos de KOH
requeridos para saponificar los acidos grasos libres y combinados, presentes en un gramo de
grasa, y ofrece una medida del peso molecular promedio de los triglicéridos que constituye

la grasa (Chatterjea & Shinde, 2012; Nielsen, 2003)
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2.24.5 INDICE DE PEROXIDO

El indice de peroxido se define como los miliequivalentes de oxigeno activo contenidos
en un kilogramo de grasa, tal y como se determina en un procedimiento volumétrico para
medir la cantidad de grupos perdxidos o hidroperéxidos. A una cantidad conocida de grasa o
de aceite, se le afiade un exceso de yoduro de potasio, el cual reacciona con los peréxidos
contenidos en la muestra. El yodo liberado se determina volumétricamente con una
disolucién de tiosulfato de sodio, previamente valorada frente a un patrén, utilizando como
indicador la disolucién de almidon. Para determinar el indice de peroxidos, se utiliza la
cantidad calculada de yoduro de potasio necesaria para reaccionar con los peroxidos
presentes (Brumovsky & Horianski, 2016)

2.25 CONSUMO DE ACIDO OLEANOLICO

En el estudio PREDIABOLE 176 personas prediabéticas (glucemia basal alterada y
tolerancia alterada a la glucosa) de ambos sexos y de edades comprendidas entre 30 y 80
afios, fueron aleatorizadas para recibir 55 ml / dia de aceite de oliva enriquecido con acido
oleanodlico (dosis equivalentes a 30 mg / dia en el grupo de intervencidn), o el mismo aceite
no enriquecido (grupo control). El resultado principal fue la incidencia de diabetes tipo 2 en
ambos grupos. Los participantes fueron reclutados por sus medicos de familia, pertenecientes
a 25 centros de salud, y seguidos durante una mediana de 27,5 meses.

Los resultados del estudio pusieron de manifiesto que el consumo del aceite de oliva
enriquecido en &cido oleandlico, a la dosis diaria indicada anteriormente, reduce a la mitad
el riesgo de desarrollar diabetes en individuos prediabéticos (Ver Anexo D). No se
informaron efectos adversos relacionados con la intervencion.

El estudio ha sido financiado por la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia y por el

Instituto de Salud Carlos Ill. EI grupo olivarero ACESUR (Dos Hermanas, Sevilla) ha
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colaborado aportando el aceite de oliva necesario para la realizacion del ensayo (Lapetra,
Castellano, & Santos, 2021)

2.26 MECANISMO DE ACCION DEL ACIDO OLEANOLICO PARA LA
REGULACION DE LA GLUCEMIA

La diabetes mellitus se caracteriza por el aumento cronico de los niveles de glucosa y
afecta aproximadamente al 6% de la poblacién occidental adulta. Se estima que existira un
aumento del 46% en diez afios. Este significativo aumento se espera en paises en desarrollo
de Africa, Asia y América del Sur (Rojas & Molina, 2012)

La diabetes mellitus se clasifica en dos formas:

A) DIABETES TIPO 1, es una enfermedad autoinmune caracterizada por una deficiencia
de insulina y puede ser tratada con insulina exégena.

B) DIABETES TIPO 2, implica una secrecion anormal de insulina, y/o resistencia a la
insulina donde los niveles de glucosa para estos pacientes son controlados principalmente
por dieta, ejercicio e hipoglicemiantes orales y/o administracion de insulina.

2.26.1 GLUCOGENO FOSFORILASA A Y SU RELACION CON
TRITERPENOS

La regulacion de la produccién hepatica de glucosa a través de la glucogendlisis es un
importante blanco para la terapia de la diabetes tipo 2. La glucogenolisis es catalizada en el
higado, musculo y cerebro por isoformas tejido especifico de enzimas glicégeno fosforilasa
(GP). Numerosos estudios han demostrado que la produccion hepatica de glucosa es mayor
en diabetes mellitus 2 en el estado post-pandrial y se correlaciona directamente con la
hiperglicemia en ayunas. La principal enzima reguladora de la glucogendlisis es la GP y solo
la forma fosforilada tiene actividad significativa (GPa). La GPa libera glucosa-1-fosfato a

partir de glucégeno, el cual juega un papel importante para la glucogendlisis en la produccion
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de glucosa hepética. Por lo tanto, la inhibicion de la GPa hepética podria suprimir la
produccion de glucosa derivada tanto de la glucogendlisis como de la gluconeogénesis. En
vista de los mecanismos expuestos anteriormente la inhibicion de GPa ha sido considerada
como una estrategia terapéutica para el control de la glucosa en sangre, varios estudios han
demostrado la eficacia de los inhibidores de GPa en reducir la glicemia en modelos animales
de diabetes y ensayos clinicos. Hasta la fecha se han evaluado varias clases estructurales de
inhibidores de GPa, entre ellos los triterpenos pentaciclicos puros, mostrando que la mayoria

presenta moderada actividad inhibitoria sobre GPa (Queupil Carrasco, 2011).
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Figura 8: Representacion esquematica del proceso de regulacion de glicemia (Fuente

biologiaterceroiem.blogspot.com)
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2.27 TOXICIDAD DEL ACIDO OLEANOLICO
2.27.1 TOXICIDAD AGUDA (DOSIS LETAL MEDIA).

La evaluacion toxicoldgica de una mezcla de AU/AQ obtenida a partir de B. ternifolia fue
superior a 300 mg/kg en ratones, de ambos sexos, de acuerdo con el método usado para la
evaluacion. A esta dosis no se observaron signos de toxicidad o muerte durante los 14 dias
posteriores al tratamiento cuando los animales son administrados por via s.c. No se realizaron
evaluaciones a dosis superiores, tomando en cuenta que las concentraciones que tienen
actividad bioldgica para este tipo de compuestos son mucho menores; por ejemplo, la DE50
como agente antinflamatorio es de 56 pg/cm2 para AU y 132 pg/cm2 para AO. Como agente
anti micobacteriano la CMI es <50 pg/ml y como agente hepatoprotector 200 pmol/kg.
(Cornejo  Garrido, AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y EVALUACION
TOXICOLOGICA Y ANTIMICOBACTERIANA DE ACIDO URSOLICO Y ACIDO
OLEANOLICO., 2012)

2.27.2 TOXICIDAD SUBAGUDA (DOSIS REPETIDA POR 28 DIAS).

En el estudio de toxicidad subaguda no se encontraron signos o sintomas de toxicidad
(como piloereccion o alteraciones en la actividad motora) o casos de muerte en los grupos
tratados cuando fueron comparados con los grupos control para animales de ambos sexos.
Los pesos de los ratones no presentan variaciones significativas durante el periodo de
tratamiento. Los pesos de los diferentes Grganos no presentan diferencias significativas al ser
comparados con el grupo control y el grupo vehiculo. Los drganos internos no muestras
ningun tipo de lesion morfoldgica macroscopica. Los resultados obtenidos indican que la
mezcla de AU/AO no afecta el crecimiento de los ratones durante el periodo de tratamiento

ni afecta el peso de los diferentes 6rganos.
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3 Capitulo I11: METODOLOGIA DEL DESARROLLO

31 METODOLOGIA DE DESARROLLO

Separar hojasy tallos

Fase Extraccion solido -liquido por maceracion Fase
Sélida con etanol al 96% durante 72 hrs. Liquida

Agregar 200ml de acetato de etilo
hasta disolver el extracto

Decolorar agregando 100g de carbdn activado

Recuperar
el carbon
activado

Fase Organica

Separacion de fase organicay acuosa

Recuperar en
rotaevaporador el Fase Organica Separar Fase Acuosa
acetato de etilo

Proceso de purificacion por cristalizacion

Cristalizar con mezcla de acetato de etilo y diclorometano:8/2

Pesar para
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Cuantificacion del
acido oleanolico por
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Figura 9: Diagrama de flujo para la obtencion de acido oleandlico (Elaboracion propia)
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Figura 10: Diagrama de flujo para la obtencion de aceite de mani (Elaboracion propia)

3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 MATERIA PRIMA:
1200 g de Hojas secas de lampaya (Lampayo castellani M.)

1000 g de mani (Arachis hypogaea)



3.2.2 REACTIVOS:
Etanol 96% de pureza.
Acetato de etilo.
Diclorometano.
Carbon activado.
Agua destilada.
3.2.3 EQUIPOS Y MATERIAL DE LABORATORIO
Equipos. -
(1 Balanza Analitica. Capacidad 210 g, sensibilidad 0.0001 mg.
1 Analizador de humedad HE53
(1 Rotaevaporador 500 ml
] Horno
[ Prensa hidraulica
[ Cilindro de plastico
Materiales. -
(1 Frascos de vidrio de 500 ml
(] Pipetas de 1, 5, 10 ml
[0 Matraz Erlenmeyer de 250 ml
[0 Embudo de separacion de 250 ml
[0 Embudo de vastago corto
(1 Vasos de precipitado de 50, 150 y 250 ml
0 Vidrio de reloj
(] Goteros

[J Tubos de ensayo



3.3 OBTENCION DE ACIDO OLEANOLICO
3.3.1 OBTENCION DE LA MUESTRA VEGETAL
La recoleccién de la especie vegetal se realizd en un viaje de colecta al municipio de
Challapata en la provincia de Avaroa en el departamento de Oruro.

Se recolecto 1200g de materia prima aproximadamente.

Figura 11: Lampaya recolectada

3.3.2 SECADO
Una vez recolectada la materia prima se procedio al secado de esta, dejando la muestra en
un lugar seco y apartado de la luz solar por dos meses.
Luego se separd hojas y tallos, para luego determinar la humedad del material utilizando

un equipo METTLER TOLEDO HES53, el analisis nos dio una humedad del de 5.88%.
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Figura 12: Secado de las hojas de lampaya y determinacion de humedad
3.3.3 MACERADO
Terminado el desengrasado se filtra las hojas y el éter, estas se dejan secar a ambiente
hasta la total volatilizacién del éter, se recupera el éter separado por rota evaporador, una vez
secas las hojas se procede a la maceracion de la materia prima, este proceso se realiz con

etanol al 96% durante 72 horas.

Figura 13:Proceso de extraccion solido-liquido por maceracion

34



Terminado el proceso de extraccion solido - liquido por maceracion, se procede a

recuperar el solvente por rota evaporador, para asi obtener el extracto vegetal.

Figura 14: Recuperado del extracto etandlico por rota evaporacién
34 PRUEBAS FITOQUIMICAS PRELIMINARES
Al extracto etanélico obtenido se realizaron pruebas cualitativas para la identificacion de
alcaloides, azucares, saponinas, compuestos fenélicos, taninos, flavonoides. A continuacion,
se describen los métodos utilizados:
Método de identificacion de alcaloides:
3.4.1 Test de Mayer
Una pequefia cantidad de extracto se disuelve con etanol, luego se afiade una o dos gotas
del reactivo de Mayer por la pared del tubo de ensayo. Un precipitado blanco o crema indica
que el test es positivo.
Método de identificacion de azucares:
3.4.2 Test de Fehling
Una pequefia cantidad de extracto se disuelve en etanol, luego se afiade 1 ml de la solucion
Ay B Fehling, para el test, agitar y calentar a ebullicién. un precipitado de color rojizo o

naranja muestra que la prueba es positiva.
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Método de identificacion de saponinas:
3.4.3 Test de espuma
Una pequefia cantidad de extracto disuelto con agua destilada y se afora a 5 ml. La
suspension se agita en una probeta de 10ml y se deja reposar 15 minutos. Una columna de 2
cm de espuma indica la presencia de saponinas.
Método de identificacién de compuestos fenélicos:
3.4.4 Test de cloruro férrico
El extracto (5mg) es disuelto en 1 ml de etanol. A esta mezcla se le afiaden algunas gotas
de cloruro férrico al 5%. Un color verde oscuro, azul, azul oscuro indica la presencia de
polifenoles.
Método de identificacion de taninos:
3.4.5 Test de acetato de plomo
El extracto (50mg) es disuelto en agua destilada y a esta solucion se le afladen 3ml, de una
solucion de acetato de plomo al 10%. Un precipitado blanco y voluminoso indica la presencia
de compuestos fendlicos
3.4.6 Meétodo de identificacion de flavonoides
El extracto (10mg) es disuelto en 4 ml y algunos fragmentos de magnesio metalico son
afiadidos seguidos de acido clorhidrico concentrado (por goteo) esta reaccion produce una
coloracién naranja, rosa, roja a purpura, si se reemplaza con zinc en lugar de magnesio solo
dan como resultado positivo los flavonoles de color rojo intenso a magenta, flavononas y
flavonoles dan una coloracion rosa débil a magenta o directamente ningun color.

Método de identificacidn de triterpenos:

36



3.4.7 Reaccidn de Liberman — Burchard
Extracto (5mg) se le agrega 1 ml de cloroformo y disolver en un tubo de ensayo, después
agregar pocas gotas de acido acético mas 3 ml de anhidrido acético/H>SO4 (50:1) en
proporcién de cada uno, esperar unos 10 minutos a la coloracién de la muestra, compuestos
triterpenoidales dan color rosa o purpura y compuestos esteroidales dan un color azul

verdoso.

Figura 15: Pruebas cualitativas hechas en el extracto etandlico
35 PRUEBAS CROMATOGRAFICAS PRELIMINARES
3.5.1 Cromatografia en Capa Fina
En la cromatografia en capa fina (CCF) la fase estacionaria consiste en una capa delgada
de un adsorbente (como por ejemplo gel de silice, alimina o celulosa) depositada sobre un
soporte, una lamina de aluminio o de plastico. La fase movil (liquido o eluyente) se introduce
en una cubeta cromatogréfica, de forma que solo la parte inferior de la placa queda sumergida

en el liquido y asciende por la placa de CCF por capilaridad. Cuando son visibles las
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fracciones, se puede determinar el valor de Rf (factor de retencidn), o la distancia que cada

compuesto se desplaza en la placa (Jorrin Novo & Barcena Ruiz, 2001).

Distancia de la sustancia al origen
~ Distancia del frente del eluyente al origen

Rf

Fase movil: acetato de etilo- diclorometano 8/2
Fase estacionaria: placa de Silica Gel G F254 (Merck) e .

Revelador: Acido sulfarico al 10%

Distancia recorrida por el solvente: 6 cm -
Fracciones Rfencm
1 0.68
2 0.75
3 087
4 0.90

Figura 16: Cromatografia en capa fina al extracto etanolico

La cromatografia en capa fina se realiz6 con una fase estacionaria Silica Gel y una fase
movil de acetato de etilo- diclorometano 8/2 en relacion de volumen, sembramos el aceite
sobre la placa y se introdujo a una cubeta cromatografica, se esper6 que recorra la fase movil
sobre la fase estacionaria, se activd la placa y se reveld con acido sulfurico al 10%.
Posteriormente, se realizd la medicidn de la distancia recorrida por el compuesto y disolvente.

3.6 DECOLORACION

Al extracto vegetal seco obtenido se le agreg6é 100ml de acetato de etilo para disolver este,
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una vez disuelto el extracto se pesé 100 g de carbdn activado granular y este se agrego a la
solucion dejando reposar durante 24hrs para que el carbon activado absorba la mayor

cantidad de colorante vegetal que contenga el extracto vegetal obtenido.

Figura 17: Proceso de decoloracion del extracto etandlico

La porosidad facilita la absorcion, mediante el cual la materia se adhiere a la superficie de
un absorbente, en este caso el carbén activado. Gracias a esta absorcién es que el carbon
activado llega a tener una gran capacidad de retencion.

El carbdn activado actua atrapando impurezas, pesticidas, colorantes y también remueve
los contaminantes que generan olores.

3.7 EXTRACCION LIQUIDO - LIQUIDO

El procedimiento se realizé empleando solventes no polares y agua destilada, los solventes
utilizados fueron una mezcla de acetato de etilo y diclorometano en una proporcion 8/2, que
luego se agregd 100ml de esta mezcla al extracto vegetal, se disolvié y se trasvasé a un
embudo de separacion, se agregd 100ml de agua destilada, se agité durante 15 minutos, luego
se dejoé decantar durante media. Se procedi6 a recuperar las fases organica y acuosa, el acido

oleandlico se encontraba en la fase organica permitiendo desechar la fase acuosa.
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Figura 18: Extraccion Liquido-liquido (Separacion de azucares)
3.8 PROCESO DE PURIFICACION POR CRISTALIZACION
Se recuperd el extracto obtenido llevando la fase orgéanica en rotaevaporador, para luego
realizar el proceso de purificacion por cristalizacion del extracto obtenido, usando acetato de
etilo, como disolvente para purificar el extracto, se procedié a calentar el acetato de etilo,
para asi aumentar la solubilidad del extracto en este, para luego por un cambio brusco de

temperatura poder cristalizar el &cido oleandlico presente en la muestra.

Figura 19: Proceso de purificacién (Cristalizacion con solventes organicos)

40



3.9 PRUEBAS FITOQUIMICAS FINALES

Al extracto obtenido se aplicaron nuevamente pruebas cualitativas para la identificacion
de alcaloides, azlcares, compuestos fendlicos, flavonoides y triterpenos. En las cuales se
pudo denotar que aplicando los métodos de aislamiento y purificacion utilizados ayudaron a

aislar el 4cido oleandlico de la manera mas viable.

Figura 20: Pruebas cualitativas finales

3.10 PRUEBAS CROMATOGRAFICAS FINALES
Aplicando la técnica de cromatografia en capa fina se pudo ver que la purificacion de la
muestra fue efectiva, es decir, que los otros componentes obtenidos en el extracto etanélico

fueron eliminados casi por completo hasta la fase final del proceso de purificacion.
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Fase movil: acetato de etilo- diclorometano 8/2 ﬁ" EXES
Fase estacionaria: placa de Silica Gel G F254 (Merck) r 1
Revelador: Acido sulfdrico al 10

Distancia recorrida por el solvente: 6 cm

Fracciones Rs en

cm |
1 0.80
2 0.83

Figura 21: Pruebas cromatograficas finales

3.11 ESPECTROSCOPIA UV- VISIBLE

Se realizd los barridos espectrales para cada aceite con el espectrofotometro UV- Vis.
Doble haz (PERSEE). Se definié parametros en modo Spectrum con la lampara de Deuterio,
entre longitud de onda 170 — 340 nm. Para la determinacion de la longitud de onda de
absorcion del acido oleandlico. Utilizando la longitud de onda de mayor absorciéon y un
patrén de acido oleandlico obtenido en la Carrera de Quimica-Facultad de Ciencias Puras y
Naturales de la UMSA. Se prepar6 soluciones patron de 100, 200, 300, 400 ppm de

concentracion, utilizando acetato de etilo como disolvente.
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Figura 22: Espectrofotometro UV-Visible (PERSEE)

3.12 RENDIMIENTO

Para la determinacion del rendimiento del proceso de obtencion de acido oleandlico y
también para la obtencion de aceite de mani por prensado, se aplicaron las siguientes
expresiones matematicas, y se aclaran los valores numéricos:

Rendimiento para la extraccién sélido-liquido:

masa final

%Rendimiento = —— —x100%
masa inicial

3.13 OBTENCION DE ACEITE DE MANI
3.13.1 RECOLECCION DE MATERIA PRIMA
Para la recoleccion de materia prima (mani), se buscé en los mercados de la ciudad de La
Paz y El Alto, se aprovecho los meses de julio y agosto que es temporada del producto y este

llega desde el departamento de Chuquisaca.
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Se selecciono la materia prima de c&scara oscura, ya que en bibliografia presentaria mayor

rendimiento al momento de la obtencién de aceite de mani.

Figura 23: Mani recolectado

3.13.2 LIMPIEZA Y DESCASCARADO
Se limpid y selecciono la materia prima que no presentara defectos, es decir producto seco,

producto malogrado por el transporte realizado.

Figura 24:Mani descascarado
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3.13.3 MOLIENDA
Es una operacion unitaria que implica una transformacion fisica de la materia sin alterar
su naturaleza, reduce el volumen promedio de las particulas de una muestra sélida, al dividir

o fraccionar la muestra por medios mecanicos hasta el tamafio deseado

Figura 25: Proceso de Molienda del mani
3.13.4 TRATAMIENTO TERMICO
La extraccion de aceite de mani aumenta a 80° C, por lo que se empled un horno de cocina
para el tratamiento térmico, empleando un termémetro se controlé la temperatura del mani,

para luego llevar a una prensa hidraulica, y proceder con el prensado.

Figura 26: Proceso de tratamiento térmico del mani a 80°C
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3.13.5 EXTRACCION POR PRENSADO

Con el método de extraccion de aceite por prensado se basa en el principio de aplicar una
fuerza sobre una determinada superficie de la pulpa de mani dentro de una cavidad para
extraer aceite (6leo) de consumo doméstico.

Se presiona la masa molida de mani dentro de un cilindro-criba por medio de un piston de
tornillo. El aceite se recolecta dentro de un tarro que lo dirige hacia el envase.

Aumenta la cantidad de aceite extraido por kilo de masa, ya que las pérdidas son minimas,
comparadas con la extraccion tradicional.

Como una de las ventajas de usar este método de obtencidn, se tiene un bajo costo y mayor
rapidez en el proceso. Permite envasar directamente en un recipiente al mismo tiempo y como
desventaja se tiene que, aunque el porcentaje de aceite es mayor que con la técnica
tradicional, una buena parte queda atrapado en la fibra y no puede ser extraido por este

método.

Figura 27: Proceso de prensado para la obtencion de aceite de mani (Ver Anexo E)
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3.13.6 FILTRADO
La filtracion es una operacion unitaria donde se consigue la separacion de los sélidos que
se encuentran suspendidos en un medio liquido, haciendo pasar la suspension a través de un

medio poroso, el cual va a retener las particulas solidas dejando pasar el liquido.

Figura 28: Proceso de filtrado del aceite obtenido después del filtrado

3.14 PREPARACION DEL PRODUCTO FINAL

En este caso, “enriquecer” significa agregar de este componente natural al aceite de mani.
Podemos agregarlos niveles “normales” de acido oleandlico al aceite de mani, mediante la
adicién del compuesto altamente purificado procedente de la hoja de Lampayo y
aprovechando la naturaleza “lipofilica” del acido oleandlico se hizo la adicién de este al
aceite de mani, para aprovechar el elevado potencial farmacolédgico del acido oleandlico,
debemos conseguir dosis terapéuticas del compuesto.

3.14.1 DOSIS DE CONSUMO DEL PRODUCTO FINAL
Basandonos en el estudio del potencial antidiabético del cido oleandlico. Se sugiere que

la cantidad de acido oleandlico que se debe consumir es de 30mg de ingesta diaria
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solubilizados en 55ml de aceite de mani. Que se sugieren distribuir libremente este volumen
de aceite entre las tres comidas principales (desayuno, almuerzo y cena), incorporandolo a

su eleccion en tostadas, ensaladas, pescados o carnes a la plancha, etc.

XN

Figura 29: Preparacion deproducto final (Aceite de man‘l’ + Acido oleandlico)
3.14.2 FORMULAC“ILC')NDELPROBUCTO FINAL
El producto final se elabor().en un recipiente dvehpléstic‘dj de capacidad de 120ml de aceite
de mani, donde se le agregaron i60mg de &cido olean(’)lic-o‘,'ven donde se procedid a disolver

este.

Figura 30: Mezclado de aceite de mani y &cido oleanolico
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3.15 CONTROL DE CALIDAD PRODUCTO FORMULADO.
3.15.1 PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

Las caracteristicas organolépticas del aceite (sabor, color, olor, textura) dependen de los
componentes del fruto y los procesos de extraccion que se utilicen, permitiéndoles conservar
su color y variedad de nutrientes, si no es expuesto a un proceso de refinacion.

3.15.2 PARAMETROS FISICOQUIMICOS

Los parametros de control de calidad que se aplicaron al producto obtenido, estan basados
en la NB 161:2016 de la norma boliviana para aceites comestibles enriquecidos. Los
parametros que se evaluaron fueron: densidad relativa, indice de acidez, indice peroxido,
indice saponificacidn, indice de refraccion, punto de congelacion y rancidez.

3.15.2.1 DENSIDAD RELATIVA

Densidad a 20 °C. La densidad relativa es la masa de la unidad de volumen, dado del
aceite a 20 °C con respecto a la masa de un volumen igual de agua destilada. La densidad
relativa no tiene dimensiones siendo su simbolo "p".

Se prepard un picnometro de 5 ml, se limpid y se pesd vacio en una balanza analitica
(METTLER TOLEDO). Se llend el picnémetro con agua destilada y se peso. Se llend con
aceite de mani y se realizé la pesada. Se vacio el picnometro y se lavé con etanol para
eliminar todo vestigio de aceite esencial. Segin la NB 34021:2007 Aceites y grasas -

Determinacion de la densidad relativa a 20 °C £ 5°C (Primera revision). La densidad relativa

viene dada por la siguiente expresion.

m; — My

Pr m, — m,

Donde:

mo= es la masa, en gramos, del picnémetro vacio.
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m1l = es la masa, en gramos, del picnémetro lleno de agua.

m2 = es la masa, en gramos, del picnémetro lleno de aceite esencial.

Figura 31: Medicion del peso especifico del producto obtenido
3.15.2.2 INDICE DE ACIDEZ

La acidez de las sustancias grasas es muy variable. Generalmente, las grasas frescas o
recién preparadas no contienen acidos grasos libres o si los contienen los tienen en muy
pequefias cantidades, al envejecer, especialmente sino han estado protegidos de la accion del
aire y la luz su acidez crece lentamente al principio y con cierta rapidez después.

En un matraz Erlenmeyer se depositd 2 gramos del aceite obtenido y 5ml de alcohol
absoluto. Se adicion6 3 a 5 gotas de indicador fenolftaleina y se agitd completamente. Sin
detener la agitacion, se fue titulando con la base ya preparada de (KOH) desde la bureta, gota
a gota, hasta que aparezca color rosa que persista 30 segundos. Se anotd el volumen de (KOH)
gastados y se aplico la expresion segun NB 34004:2007 Aceites y grasas - Determinacion del
porcentaje de acidez en relacion al acido oleico.

La determinacion del 1A, se emplea la siguiente expresion:

_ VxCx Pmeq Ac.Oleico * 100
m

1A
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Donde:

V = es el volumen en mililitros de hidroxido de potasio utilizado en la neutralizacion.

c = es la concentracion exacta, en moles por litro de la solucion de hidréxido de potasio.
Pmeq Ac.Oleico = es el peso miliequivalente del Acido Oleico

m = es la masa en gramos de la porcion de ensayo

Figura 32: Titulacion acido - base para la determinacion de la acidez del producto obtenido
3.15.2.3 INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion de los aceites esenciales es la relacion entre la velocidad de un haz
de luz en el vacio y la velocidad del haz de luz cuando esta pasa por el aceite esencial, el que
se mide con el refractometro. Se verifico la calibracion del refractometro ABBE DE
BANCADA (QUIMIS ISO 9001), con agua destilada y luego de limpiar y secar se depositd
una o dos gotas de aceite sobre el prisma principal y se cerré dejando la muestra entre dos
prismas. Una vez ajustado el campo se tomo el dato de la escala a temperatura de 20°C. Las

mediciones se realizaron por triplicado de cada muestra.

ny = nh +0,0004 (t" —t)
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nk”" =es el valor de la lectura, obtenida a la temperatura de trabajo t” la cual se ha efectuado

la determinacion. t = es la temperatura de referencia es de 20°C.

Figura 33: Refractometro ABBE DE BANCADA (QUIMIS ISO 9001)
3.15.2.4 INDICE DE PEROXIDO

Mide el grado de oxidacion primaria de un aceite y nos indica el estado de conservacion
del aceite.

Se determina por la capacidad que tiene el oxigeno activo de oxidar al yoduro de potasio
(K1) y liberar yodo(l2)

Que se valora con tiosulfato (Na2SO3)

Utilizando una solucion de almidén como indicador

ROOH + 2 KI — ROH + 1>

2 52032 + 12— S40672 + 21

El indice de perdxidos se define como los miliequivalentes de oxigeno activo contenido
en ul Kg de aceite o grasa

El calculo se lo hace empleando la siguiente férmula:

Vinuestra — Vbianco * N * 1000

IP (mEq 0;/Kg) = g de aceite
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Donde:

V muestra = Ml de Na=S:0s gastado en la muestra
V blanco = MI de NazS-0s gastado en el blanco
N = normalidad del Na.S:0s

g de aceite = peso en gramos del aceite

Figura 34: Determinacion del indice de perdxido

3.15.25 INDICE DE SAPONIFICACION

El indice de saponificacion, o namero de saponificacion, representa la cantidad de
miligramos de hidréxido de potasio (KOH) o hidréxido de sodio (NaOH) necesarios para
saponificar un gramo de grasa en las condiciones especificadas. Es una medida del peso
molecular promedio (o longitud de cadena) de todos los &cidos grasos presentes en la muestra
como triglicéridos. Cuanto mayor sea el indice de saponificacion, menor sera la longitud
media de los &cidos grasos, menor sera el peso molecular medio de los triglicéridos y
viceversa. En la practica, las grasas o los aceites con alto valor de saponificacion (como el

aceite de coco y de palma) son mas adecuados para la fabricacion de jabén.
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Para la determinacion se usa la siguiente expresion:

(Nkon * Vkorn — Nuci * Vuer) * 56.1

K
IS (mg de muestra) =

g de aceite

Donde:
Nkon = Normalidad del KOH
Vkon = Volumen usado de KOH

Nucr = Normalidad del HCI

Vhel = Volumen gastado de HC
PM KOH = Peso mo Ieculaf»a'g!il;,‘KOH

g de aceite = masa de acgité,'ﬁfilizado

Figura 35: Determinacién del indice de saponificacion
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4 Capitulo 1V: ANALISIS Y RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACION BOTANICA

La identificacién botanica de la especie colectada, fue realizada en el herbario nacional de
Bolivia (La Paz-Bolivia) (Ver anexo 1), por la Lic. Rossy de Michel, identificandose la
siguiente especie:

Tabla 1: Identificacion boténica (\Ver Anexo A)

Muestra vegetal Nombre cientifico Familia

Lampayo Lampayo castellani M Verbenaceae

4.2 DETERMINACION DE MASAS OBTENIDAS Y RENDIMIENTO DE LA
EXTRACCION DE ACIDO OLEANOLICO
4.2.1 CALCULO DEL RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO
Para el calculo del rendimiento de extracto preliminar obtenido, es decir, el extracto
etanolico se tomo6 como base las masas obtenidas en la fase de extraccion por maceracion:

Tabla 2: Masas empleadas para la maceracion

N° de Masa de hojas Masa del
extraccion | de lampayo en “g” | extracto etandlico
en “g”
1 110.05 12.09
2 114.20 13.20
3 121.85 16.01
4 110.60 12.30
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5 118.11 14.21
6 113.77 12.57
7 115.32 12.89
Total 803.90 93.27

- Célculo del rendimiento total:

masa final total

%Rendimiento = x100%

masa inicial total

803.90

%Rendimiento = x100%

%Rendimiento = 11.60%

4.2.2 PRUEBAS CUALITATIVAS INICIALES
Pruebas cualitativas evaluadas con diferentes metodos para la identificacion de diferentes
metabolitos secundarios posibles en el extracto etandlico obtenido.

Tabla 3:Detalle de pruebas fitoquimicas cualitativas preliminares en el extracto etandlico

obtenido.
Especie Alcaloides Azucares Saponinas Compuestos Taninos Flavonoides Triterpenos
vegetal fenolicos
Pruebas Mayer Fehling Espuma FeCls AcOPb Shinoda Liebermann-
cualitativas Burchard
Lampayo Presencia Presencia
castellani M Negativa Negativa




43 PROCESO DE PURIFICACION
4.3.1 PRUEBAS CROMATOGRAFICAS
Para determinar el solvente o mezcla de solventes adecuados se realizaron mezclas usando
diferentes solventes organicos como: Eter de petroleo (40-60°C), metanol (CHsOH), acetato
de etilo (C4HgO2) y diclorometano (CH2Cl,).

Primer analisis cromatografico:

Figura 36: Pruebas cromatogréaficas para la identificacion del mejor solvente para realizar

la purificacion del extracto (prueba Al, A2, A3, A4, Ab)

Al: CH,Cly/Eter de petrdleo (50:50)
A2: C4HsO,/ Eter de petroleo (50:50)
A3: C4HsO2/ CH:Cl (50:50)

A4: C4HsO; puro

A5: CHCl, puro

Se vio una mejor separacion en la placa cromatografica A3.
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Segundo andlisis cromatogréfico:
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Figura 37: Cromatografia capa fina con la mezcla de mejor separacion de componentes del
extracto etanolico

E1: C4HgO2/ CH2Cl: (7:3)

E2: C4HgO2/ CH:Cl: (8:2)

E3: C4HgO2/ CH2Cl (9:1)

Se vio una mejor separacion en la placa cromatografica E2, y esta sera la mezcla con la
que se procedié a hacer la purificacion del extracto etandlico

Las pruebas cromatograficas aplicadas en el extracto etandlico nos dio preliminarmente
cinco compuestos preliminares, es decir, que coinciden con las pruebas cualitativas hechas
con anterioridad.

Con la ayuda de esta técnica podemos deducir cuantas fases de purificacion
aproximadamente se deben hacer al extracto obtenido.

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas cualitativas como en las pruebas
cromatograficas en capa fina, se procedié a aplicar métodos que ayuden a purificar la

muestra, métodos como la decoloracién y cristalizacion.
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4.3.2 EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO
Se realiz6 una extraccion liquido - liquido del extracto obtenido, para quitar compuestos
solubles en agua que contenga el extracto obtenido después de la decoloracion, para este
proposito se uso en un embudo de separacion donde empleando solventes no polares y agua
destilada, se extrajo compuestos solamente no polares donde se encontraria el acido
oleandlico.
Llevando a sequedad la fase organica en el rotaevaporador se obtuvo una masa, que luego
se llevé a purificar por proceso de cristalizacion.
4.3.3 PROCESO DE CRISTALIZACION
La técnica méas eficaz para purificar compuestos sélidos es la cristalizacion siempre y
cuando el contenido de impurezas sea moderado, el método se basa en que la solubilidad de
un sélido aumenta al aumentar la temperatura del disolvente, la cristalizacion es un proceso
muy selectivo, ya que la formacion de cristales esta dada por moléculas del mismo tipo, forma
y tamario y asi excluye las impurezas.
Usando una mezcla de solventes (Acetato de etilo/Diclorometano) se procedio a cristalizar
el &cido oleandlico contenido en el extracto decolorado, y al terminar el procedimiento se
pudo obtener:

Tabla 4: Masa obtenida después del proceso de cristalizacion

Masa obtenida 11.79¢

- Obteniendo una masa con caracteristicas organolépticas:
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Tabla 5: Evaluacion de parametros organolépticos del extracto obtenido

44  PRUEBAS FITOQUIMICAS CUALITATIVAS FINALES

Tabla 6: Detalle de pruebas fitoquimicas cualitativas finales en el extracto etandlico

Parametros Evaluacién

Olor Sin Olor

Color Color Blanco con verde claro
Sabor Sin Sabor

Pruebas Liebermann- Fehling FeCls AcOPb Shinoda
cualitativas Burchard

Especie Presencia Presencia Presencia Presencia Presencia
vegetal:Lampaya Positiva Negativa Negativa Negativa Negativa
castellani MOLD

Se realizo la prueba cualitativa de Liebermann-Burchard, para la identificacion de

triterpenos esteroidales, la cual arrojo positivo.

4.1 PRUEBAS CROMATOGRAFICAS FINALES

Se realizo una cromatografia comparativa, usando el patron de acido oleandlico como

referencia para identificar que el extracto obtenido sea el correcto
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Cromatografia en capa fina del extracto cristalizado obtenido

Fase mévil: acetato de etilo- diclorometano 8/2 F- =
Fase estacionaria: placa de Silica gel G F254 (Merck) ‘1

Revelador: Acido sulfdrico al 10

Distancia recorrida por el solvente: 6 cm

Fracciones Rt en
1 0.80 |
2 0.83

Figura 38: Cromatografia capa fina del patrén de &cido oleandlico

Cromatografia en capa fina del patron de acido oleandlico

Fase mavil: acetato de etilo- diclorometano 8/2 ]
Fase estacionaria: placa de Silica gel G F254 (Merck)
Revelador: Acido sulfurico al 10

Distancia recorrida por el solvente: 6 cm
Fracciones Rs en

cm

1 0.83

Figura 39: Cromatografia capa fina extracto cristalizado

Se puede observar un comportamiento similar en el analisis cromatogréafico, es decir

que el patron recorri6 casi la misma distancia que la muestra obtenida
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4.2 CALCULO DEL RENDIMIENTO DEL PROCESO DE PURIFICACION
Para el célculo del rendimiento de extracto purificado obtenido, es decir después de aplicar
los diferentes métodos de purificacion empleados se obtuvo el siguiente rendimiento:
Masas empleadas fueron:

Tabla 7: Rendimiento (proceso de purificacion)

Masa del extracto Masa del extracto

etandlico en “g” purificado en “g”

Total 93.07 11.79

- Calculo del rendimiento total:

masa final total

%Rendimiento = — x100%
masa inicial total

93.27

%Rendimiento = x 100%

%Rendimiento = 12.64%

43  ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

El analisis espectrofotométrico para determinar la cantidad de acido oleandlico obtenido
en el proceso de extraccion, ya que en la placa cromatogréafica se puede ver que existen dos
tipos sustancias, este andlisis nos ayudd a conocer la concentracion de acido oleandlico
contenida en la muestra obtenida.

4.3.1 BARRIDO ESPECTRAL

Este procedimiento se realiz6 para obtener la longitud de onda de absorcion del acido

oleandlico se trabajo con la muestra patron, haciendo el barrido espectral desde los 140 nm

hasta 365nm:
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Figura 40: Barrido espectral

En el barrido espectral se encontré que el punto maximo de absorcién se da dentro del
espectro UV, a 251nm (Ver Anexo B), se trabajara a esta longitud de onda al momento de
realizar la curva de calibracién y evaluar el contenido de acido oleandlico en el extracto.

4.3.2 ELABORACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

Se trabajo con la maxima absorbancia obtenida anteriormente y se elabor6 la curva patron
con soluciones preparadas de 100, 200, 300, 400 ppm de concentracion, y se obtuvieron los
siguientes datos de absorbancia:

Tabla 8: Datos obtenidos absorbancia vs. concentracion

Absorbancia Concentracion
0 0

0,051 100

0,112 200

0,135 300

0,181 400
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Figura 41: Gréfico obtenido en el equipo de espectrofotometria

Obteniendo las concentraciones corregidas se tiene:
Usando la ecuacion de la recta para determinar factores de linealidad:

y=bx+a
A=-10,71
b =2213,362
r=0.99021
Teniendo el dato de (r “coeficiente de correlacion lineal””), es mayor a 0.96, se puede decir

que las lecturas que se haran con esta curva de calibracion son fiables.

Empleando la ecuacion de la recta para determinar las verdaderas concentraciones:
- Para el primer dato de absorbancia:

y=bx+a

y = (2213.362 % 0.051) + (—10.71)

y =102.18 ppm
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- Para el segundo dato de absorbancia:
y=bx+a
y = (2213.362 % 0.112) + (—10.71)
y = 237.19 ppm
- Para el tercer dato de absorbancia:
y=bx+a
y = (2213.362 * 0.135) + (=10.71)
y = 288.09 ppm
- Parael cuarto dato de absorbancia:
y=bx+a
y = (2213.362 % 0.181) + (—10.71)
y = 389.91 ppm
Datos corregidos para la curva de calibracion:

Tabla 9: Datos corregidos de absorbancia vs. concentracion

Absorbancia Concentracion
0 0

0,051 102.18

0,112 237.19

0,135 288.09

0,181 389.91
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Curva de calibracion

450

400 0.181, 389.91

350

300 <71 0.135, 288.09

250 <1 0.112,237.19

200

150

CONCENTRACION EN PPM

100 <71 0.051,102.18
50

0 <¢10,0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16 0.18 0.2

ABSORBANCIAS

Figura 42: Grafico elaborado a partir con los datos corregidos obtenidos en laboratorio

Para la determinacion de la concentracion de la muestra problema se prepar6 la muestra
diluida en acetato de etilo, pesando 0.0156g aforando con 10ml de acetato de etilo, tuvo los
siguientes datos:

Tabla 10: primer dato de lectura obtenida de la muestra purificada

Absorbancia Concentracion

0.353 811.88
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El resultado obtenido se encuentra fuera de la curva, por lo que se procedio a graficar una

extrapolacion en Excel con el valor de absorbancia dada por el equipo:

Curva de calibracion

900 0.353,811.88
800 o)

700
600
500

400 ©

300 ©
200

100 @)

0@
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

ABSORBANCIAS

CONCENTRACIONESEN PPM

Figura 43: Grafico obtenido a partir del dato obtenido del extracto
Al obtener la primera lectura de la muestra se tiene que este sale de la curva de calibracion,
por lo cual se procede a realizar una dilucién de %, es decir que se tomaron 2.5ml de la
solucion madre de muestra, y se aford en otro matraz Erlenmeyer de 10ml con 7.5ml de
acetato de etilo.
Obteniéndose las siguientes lecturas:

Tabla 11: dato de absorbancia obtenida después de hacer la dilucion de la muestra

Absorbancia Concentracion

0.143 313.06
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- Grafico con los nuevos datos obtenidos:

Curva de calibracion

450
400
350
300
250
200
150
100

50

0G@0,0
59 O 0.02

© 0.051,104.22

CONCENTRACIONESEN PPM

0.04 0.06 0.08 0.1

ABSORBANCIAS

0.12

© 0.173,385.12

@ 0.143,313.06
© 0.127,279.2

© 0.112,244.67

0.14 0.16 0.18 0.2

Figura 44: Grafico obtenido con el dato de absorbancia de la dilucion de la muestra

Una vez hecha la dilucion, la muestra ya se encuentra dentro de la curva de calibracion.

Para el célculo de la concentracién de acido oleandlico en la muestra, el equipo de

espectrofotometria nos da ya el dato calculado, y para comprobar se usa la formula de la recta

para el respectivo célculo:

- Usando la ecuacion de la recta para determinar factores de linealidad con los datos

corregidos:

y=bx+a
A =-3,7087
b =2162.659

r=0.99979
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Reemplazando datos para encontrar la concentracion con la absorbancia obtenida en

el equipo:
y = (2162.659 * 0.143) + (—3.7087)
y =310.26 — 12.13
y = 305.55 ppm

Es decir que realizando céalculos manuales se obtiene una concentracion parecida a la

obtenida en el equipo:

Concentracion

en ppm

305.55

44 CALCULO DE CONTENIDO DE ACIDO OLEANOLICO POR CADA 100
GRAMOS DE EXTRACTO PURIFICADO OBTENIDO:

- Con los datos obtenidos:

C =305.55 ppm

V=10ml— 0.01 L

Masa inicial de muestra = 0.0156 g

Factor de dilucion =4 0 ¥4

- Volviendo la concentracion (ppm) obtenida por célculos, a la dilucion original:

C ppm = 305.55 * 4 =1222.20 ppm

Célculo de la cantidad inicial que se tiene en la solucion de la muestra preparada:

1222.20 mg 1L

X mg 0.01L

X'mg =12.22 mg
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- Relacionando la masa obtenida con la masa usada para preparar la muestra:

12.22 mg de AO/Muestra lg

1
0.0156 g de extracto i 1000mg* 00

x % =

x % = 78.36 % P/P
- Lainterpretacién de los resultados obtenidos nos dice que hay 78.36 g de AO en 100
g de extracto seco purificado obtenido.
45 CALCULO EL CONTENIDO DE ACIDO OLEANOLICO POR GRAMO
OBTENIDO DE EXTRACTO DE LAMPAYA:

Se pesaron 803.90 g de hojas de lampaya, de las cuales después de realizar el proceso de
extraccion solido — liquido se obtuvo 93.27 g, aplicando procesos de purificacion se obtuvo
una masa de 11.79 g y por analisis espectrofotométrico se obtuvo que el 78.36% de la masa
de este extracto es acido oleandlico, lo que seria 9.24 g de acido oleandlico hay en 11.79 g
de extracto purificado.

- Siguiendo una ruta de masas pesadas y masas obtenidas después de cada proceso:

803.90 g — de hojas de lampaya pesado

93.27 g — de extracto etanolico obtenido

11.79 g — de extracto purificado obtenido

9.24 ¢ — de AO usando el porcentaje P/P obtenido del

analisis espectrofotométrico
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- Parael calculo del contenido de AO en el extracto purificado obtenido:

11.79 ¢ 100%
Xg 78.36%
‘= 11.79 x 78.36
100
x=924g

- Para relacionar la cantidad de AO obtenido a partir de las hojas de lampaya se tiene

que:

9.24 gde AO

% A0 en hoia IEd + 100
% en hojas de lampaya 803_90gdehojaslampa}’a*

% AO en hojas de lampaya = 1.15 %

- Interpretando los resultados se obtiene que por cada 100 g de hojas de lampaya se

obtiene solamente 1.15 g de &cido oleandlico.

46  OBTENCION DEL ACEITE DE MANI

Después del descascarado y pelado de la cubierta de las semillas, se obtuvo una masa de
1168.74 g de mani tostado.

El cual fue sometido a tratamiento térmico y prensado para la obtencion del aceite de
mani.

Obteniéndose asi una masa de 39.84¢g de aceite de mani
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4.7

Para el calculo del rendimiento:

R = masa final < 100%
masa inicial
R % 39.8%g 100
= *
° T 116874 ¢

R% =341%

OBTENCION DEL PRODUCTO FINAL

Para la elaboracién del producto final se tomé 76.57 mg del acido oleandlico del extracto

obtenido y 110 ml aceite de mani obtenido. El acido oleandlico obtenido se procedié a

pulverizar para asi facilitar la disolucion de este en el aceite de mani, se realizo el célculo de

ajuste para agregar la cantidad necesaria de acido oleanélico:

100 mg puro
60 mg puro x

78.36mg puro

Figura 45: Extracto purificado y aceite de mani obtenido

= 76.57mg de extracto obtenido
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4.8 EVALUACION DE PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

Se evaluaron propiedades como sabor, color y olor del producto final, para mostrar si el
acido oleandlico agregado al aceite de mani causaba algin cambio de las propiedades
iniciales del aceite de mani:

Tabla 12: Pardmetros organolépticos del producto obtenido

Parametro Aceite  de  mani Aceite de mani +
obtenido acido oleandlico)

Olor Sin olor/inodoro Sin olor/inodoro

Sabor Ligero sabor a mani Ligero sabor a mani

Color Color naranja tenue Color naranja tenue

Textura Grasosa Grasosa

49 EVALUACION DE CONTROL DE CALIDAD DEL PRODUCTO OBTENIDO

Se valuaron los siguientes parametros para realizar el control de calidad del producto final:
4.9.1 DENSIDAD RELATIVA

La densidad relativa de una sustancia es la relacion existente entre su densidad y la de

otra sustancia de referencia: en consecuencia, es una magnitud adimensional (sin unidades):

Densidad relativa del producto final

(Aceite de mani + acido oleandlico)

251017 — 15.8632
Pr = 261370 — 15.8632

p, = 0.8992
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El resultado de la densidad relativa obtenida es aceptable de acuerdo al pardmetro tedrico

que se puede obtener en la bibliografia
4.9.2 INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion de un aceite se define como la razon de la velocidad de la luz en el
vacio con respecto a la velocidad de la luz en el aceite evaluado.

Por razones précticas, normalmente los instrumentos comparan con la velocidad de la luz
en el aire en lugar del vacio. El indice de refraccion es caracteristico dentro de ciertos limites
para cada aceite, por lo que es un indicador de pureza del aceite.

Este valor esté relacionado con el grado de saturacion, con la razon cis/trans de los dobles
enlaces y puede estar influenciada por el dafio que sufre el aceite tras la oxidacion. La
medicion del indice de refraccién se realizé con refractometro ABBE DE BANCADA

(QUIMIS 1SO 9001), a 15.4 °C (Ver Anexo C):

indice de refraccion (Aceite de mani +

acido oleandlico)

Ir = 1467

4.9.3 INDICE DE ACIDEZ
La medicién del parametro de acidez del producto final obtenido se hace con titulaciones
acido-base, en consecuencia, de su contenido de acidos grasos libres, provenientes de los
glicéridos. Se expresa normalmente como grado de acidez o acidez libre, que representa el
tanto por ciento de dichos acidos expresados en acido oleico. También puede expresarse

como indice de acidez:
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Se prepar6 una solucion de KOH a 0.1 N, el cual se procedi6 a estandarizar con Ftalato
de potasio, donde se obtuvo una concentracion real de 0.091 N, luego se prepard la muestra
a titular con 2.5ml de aceite + 12.5 ml de éter y alcohol 1:1 +3 gotas de fenolftaleina. Se
realiz6 el procedimiento por triplicado para obtener una medida mas fiable:

Se evaluo la acidez con los siguientes datos:

Masa de muestra de aceite = 2.2480g

Volumen gastado = 2.90ml

Normalidad de KOH real del 0.084N

Volumen gastado de KOH =2.9ml

Peso meq Ac. Oleico = 0.282 g/meq

Empleando la siguiente expresion:

_ VxCx Pmeq Ac. Oleico * 100

IA
m
Reemplazando datos:
2.9ml * 0.084 E‘]{u‘ %0.282g/mequ * 100
4= 2.2480

IA = 3.0558 %
4.9.4 INDICE DE SAPONIFICACION
El indice de saponificacion (IS) es una medida de acidos grasos libres y combinados que
existen en la grasa y es directamente proporcional a su masa molecular media, es decir, que
cuanto menor es la proporcion de acidos grasos de cadena corta, tanto mayor sera el indice

de saponificacion. EI IS se utiliza para comprobar la pureza de las grasas.
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Se estandariz6 el HCI 0.5 M, con carbonato de sodio, para conocer el valor de la
concentracion real del HCI que fue de 0.53 M.

Se gastd un volumen de 10.2 ml en la valoracién del KOH en exceso.

Obteniéndose el siguiente resultado:

Datos:

Masa de muestra = 1.0391g

Volumen de Solucién alcohélica de KOH= 20mli

Concentracion de Solucién alcohélica de KOH = 0.48 M

Concentracion de Solucion de HCl = 0.53 M

Volumen gastado en la valoracion de KOH en exceso = 10.2 ml

B (Nxon * Vikon — Nuct * Vger) * 56.10
Pm

IS

_ (0.48 eq/1 = 20ml — 0.53eq/1 * 10.2ml) = 56.10g/eq
B 1.0391g

IS

IS = 226.43mg KOH/ g
4.9.5 INDICE DE PEROXIDO

El indice de perdxidos mide el estado de oxidacion inicial de un aceite. Se expresa en
miliequivalentes de oxigeno activo por kilo de grasa.

Para el analisis se estandariz6 una solucion de tiosulfato de sodio 0.1 N a 0.06 N como
concentracion real.

Se gasto un volumen de 2.9 ml de tiosulfato de sodio 0.06 N

Se gasto un volumen de 0.9 ml en la titulacion del blanco

Y se usa una masa de 3.1865 g de aceite

Empleando la siguiente expresion:
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IP =

(Vmuestra - Vblanco) * NTiosulfato *1000

Masa de muestra de aceite en g

p_ (2:9-0.9) 006+ 1000

3.1865

IP = 37.73 mEq de Oxigeno activo /Kg

4.10 ANALISIS DE RESULTADOS

Teniendo todos los datos de los analisis de control de calidad del producto final obtenido,

se concluyé que los resultados de los parametros analizados, son muy similares a datos

obtenidos en bibliografia, estos datos ayudan a decir que el producto obtenido es de buena

calidad y que la adicion del &cido oleandlico no afecto a la calidad del aceite de mani, es

decir que aun adicionando el &cido oleandlico no interfiere en los parametros de calidad que

se le exige a aun aceite comestible.

Tabla 13: Parametros fisicoquimicos de calidad obtenidos del producto obtenido

Parametro fisicoquimico

Aceite de mani

(Datos de bibliografia)

Producto final (Aceite de

mani + acido oleandlico)

Densidad relativa 0.912 - 0.920 0.8992

Indice de refraccion a 1.47 —1.48 1.467
20°C

Indice de acidez 3% maximo 3.0558%
(respecto al &cido oleico)

Indice de saponificacion 187 - 196 226.43
mg KOH/g

indice de peroxido 10 meqg/Kg méximo 37.73
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411 EVALUACION DE LA CALIDAD DEL PRODUCTO FORMULADO

Respecto a la densidad obtenida en el producto propuesto, presenta muy poca
diferencia entre la densidad relativa tedrica y densidad relativa del producto.

El indice de refraccion es muy parecido al tedrico, aunque cabe resaltar que la
lectura del dato se hizo a 16.5°C y el dato tedrico es a 20°C.

El indice de acidez respecto al acido oleico presente en el aceite de mani, es
practicamente el mismo, lo cual indicaria una buena calidad del producto y su
preservacion a través del tiempo.

El indice de saponificacién se obtuvo un dato mayor al teérico, lo que significaria que
la adicién del AO aumentaria el peso molecular promedio del aceite de mani.

Respecto al indice de peréxido, este valor dio un valor alto, lo cual indicaria que la
oxidacion del aceite seria mas rapida, es decir que el tiempo de vida del producto seria
mas corta si no se aplican cuidados al momento del almacenaje del producto y también
el tipo de uso que se le daria.

Lo que indicaria que el producto formulado se encuentra dentro de parametros de

calidad aceptables para aceites comestibles, segtin la norma boliviana de aceites NB

161:2016.
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5 Capitulo V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

51 CONCLUSIONES

e El proceso de obtencion de &cido oleandlico de la muestra de hojas de lampaya se
optimizé para obtener la mayor concentracién del metabolito secundario y también este
pueda ser apto para consumo humano; el proceso presentd un rendimiento 11.60 % de
extracto obtenido de las hojas de lampayo, y por analisis espectrofotométrico se determind
que 78.10 g de AO/En 100 g; es decir que en cada 100g de extracto obtenido 78.10g es acido
oleandlico.

e Debido a las propiedades liposolubles del &cido oleandlico se facilit6 la formulacién del
producto final al agregar este al aceite de mani obtenido; la formulacion se hizo agregando
30mg de acido oleandlico a 55ml de aceite de mani, que serian segun estudios en Espafia la
cantidad de ingesta diaria que deberia tener una persona para que la actividad antidiabética
tenga un efecto esperado.

e Los parametros fisicoquimicos y organolépticos evaluados para determinar la calidad
del producto, mostraron resultados 6ptimos comparando con la norma NB 161:2016, asi se

evaluo el tiempo de vida media del producto gracias a los pardmetros determinados.

Parametro fisicoquimico Aceite de mani + acido oleandlico
Densidad relativa 0.8992
indice de refraccion a 20°C 1.467
indice de acidez (respecto al 4cido oleico) 3.0558%
indice de saponificacion 226.43
indice de peroxido 37.73
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e Con todos los resultados obtenidos, las aplicaciones del producto formulado, permitiran

una viable propuesta de elaboracion de aceite de mani enriquecido con &cido oleandlico, para

asi contribuir a la lucha y prevencion de la diabetes en Bolivia.

5.2

RECOMENDACIONES

Se recomienda profundizar el estudio de la actividad bioquimica que ejerce el
acido oleandlico sobre el cuerpo, para asi poder determinar su potencial
farmacolégico, el cual ayudaria a muchas personas con diferentes afecciones
clinicas.

Con los subproductos generados de este estudio, se recomienda realizar
propuestas de estudios para aprovecharlos, para asi tener un proceso integral de
aprovechamiento en la elaboraciéon de aceite de mani enriquecido con acido
oleandlico obtenido de las hojas de lampaya.

Se recomienda un estudio sobre el impacto que podria tener la explotacion
indiscriminada del Lampaya en las zonas originarias de esta, asi poder
determinar un aprovechamiento sostenible en el tiempo, de este producto u

otros.
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7 ANEXOS

Anexo A

Documento de identificacion de la especie vegetal recolecta por el herbario nacional

HERBARIO NACIONAL DE BOLIVIA
Casilla 10077 Correo Central, La Paz— Bolivia / Campus Universitario, Calle 27 Cota Cota
Teléfonos (591 -2) 2121751 — 2792582 — 2792416 * Fax (591-2) 2770962
e-mail: direccion.herbariobolivia@gmail.com

Herbario Nacional
de Bolivia (LPB)

PLANTAS COLECTADAS POR:  Remmel Daniel Arandla Tiiopa

Determinado por: Rossy de Michel (LPB)
Fecha : 25 de julio de 2018

1 Verbenaceae Lampayo castellani Moldenke
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Anexo B

Barrido espectral realizado con el patron de AO
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Anexo C

Lectura del indice de refraccion del producto elaborado
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Anexo D

Articulo de la revista diabetes donde se menciona el potencial antidiabético del AO
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PERSPECTIVES IN DIABETES

Biochemical Basis of the Antidiabetic Activity of
Oleanolic Acid and Related Pentacyclic Triterpenes

Jose M. Castellano, Angeles Guinda, Teresa Delgado, Mirela Rada, and Jose A. Cayuela

Oleanolic acid (OA), a natural component of many plant food and
medicinal herbs, is endowed with a wide range of pharmacolog-
ical properties whose therapeutic potential has only partly been
exploited until now. Throughout complex and multifactorial
mechanisms, OA exerts beneficial effects against diabetes and
metabolic syndrome. It improves insulin response, preserves
functionality and survival of B-cells, and protects against diabetes
complications. OA may directly modulate enzymes connected to
insulin biosynthesis, secretion, and signaling. However, its major
contributions appear to be derived from the interaction with im-
portant transduction pathways, and many of its effects are con-
sistently related to activation of the transcription factor Nrf2.
Doing that, OA induces the expression of antioxidant enzymes
and phase II response genes, blocks NF-«B, and represses the
polyol pathway, AGEs production, and hyperlipidemia. The man-
agement of type 2 diabetes requires an integrated approach,
which includes the early intervention to prevent or delay the
disease progression, and the use of therapies to control glycemia
and lipidemia in its late stages. In this sense, the use of functional
foods or drugs c ining OA is doubtedly, an interesting path.
Diabetes 62:1791-1799, 2013

ype 2 diabetes affects 220 million people world-
wide. This number will be doubled by 2030
without urgent action. Diabetes prevalence has
burst by the aging of population, socioeconomic
disadvantages, and lifestyles that trend toward physical
SRR T N 5o 0 P R S I W 4 e

widely distributed in the plant kingdom as free acid or as
aglycone of triterpenoid saponins. More than 120 plant
species have been described by their relevant OA con-
tents (3), but few of them are socioeconomically impor-
tant crops as is olive (Olea europaea L.). OA is a component
of the cuticle waxes that cover fruit and leaf epidermis. It is
especially abundant in the olive leaf, where it represents up
to 3.5% of the dry weight (4).

OA and related triterpenes possess interesting pharma-
cological properties, including the antioxidant, micro-
bicide, antidiabetic, anti-inflammatory, hypolipidemic, and
antiatherosclerotic actions (5-7). They interfere in the
development of different types of cancer (7) and neuro-
degenerative disorders (8). OA is therapeutically effective
without apparent side effects (9-11). The aim of this re-
view is to summarize the most significant knowledge ex-
isting to date on the molecular basis of the OA antidiabetic
activity.

REDUCTION OF POSTPRANDIAL HYPERGLYCEMIA
Reducing postprandial hyperglycemia in diabetic people
prevents glucose absorption after food intake. Carbohy-
drate digestion is facilitated by enteric enzymes, such as
a-glucosidase and a-amilase, in the brush border of the
small intestine cells. Their inhibition permits a better
control of postprandial hyperglycemia and originates, at
long term, a modest reduction of glvcosylated proteins.
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Anexo E

Prensa hidraulica utilizada para la obtencion del aceite de mani
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Anexo F

Proceso de digestion al momento de realizar el indice de saponificacion
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