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RESUMEN

El presente trabajo se realizé con el objetivo de determi-
nar la capacidad antioxidante en extractos de hojas de
Tamarindus indica L. en los estados fisiolégicos de flo-
racion y fructificacién en el periodo de octubre de 2012 y
febrero de 2013, respectivamente. Posterior a la obtencién
de los extractos fluidos con etanol al 70 %, se cuantifico
espectrofotométricamente la concentracion de fenoles y
flavonoides totales. Luego los extractos fueron sometidos
a un fraccionamiento sucesivo con cuatro solventes. A los
extractos y las fracciones obtenidas se les determind la ca-
pacidad antioxidante por medicion del indice de oxidacién.
Los resultados se procesaron utilizando el programa es-
tadistico InfoStat 2012. Los niveles mds altos de concen-
tracion de fenoles totales se obtuvieron en octubre, y de
flavonoides en febrero. Los diferentes extractos obtenidos
de hojas de Tamarindus indica L. mostraron capacidad
antioxidante en los dos estados fisiolégicos estudiados,
siendo para todos los casos los mds activos, los extractos
de fluido y las fracciones de acetato de etilo.

Palabras claves: Tamarindus indica, fenoles, flavonoides,
antioxidante, Cuba.

INTRODUCCION

Tamarindus indica L. es un arbol tropical de la
familia Caesalpinaceae, de gran tamano, larga
vida y usualmente siempre-verde, nativo de los
tropicos del Viejo Mundo. Conocido comunmen-
te como tamarindo, este arbol se ha plantado
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ABSTRACT

The present work was carried out with the objective of de-
termining the capacity antioxidant of extracts of leaves of
Tamarindus indica L. it indicates respectively in the phys-
iologic states of flowering and fructification corresponding
to October of 2012 and February of 2013. Later to the ob-
taining of the flowing extracts with ethanol to 70 % espec-
trophotometrically was quantified the phenols and total
flavonoids concentration, then the extracts were subjected
to a successive division with four solvents, the extracts and
the obtained fractions were determined the capacity anti-
oxidant by mensuration of the index of oxidation. The re-
sults were processed using the program InfoStat 2012. The
highest levels in total phenols were obtained in the month
of October and those of flavonoids in February. The differ-
ent obtained extracts of leaves of Tamarindus indica L.
they showed capacity antioxidant in the two studied phys-
iologic states, being for all the cases the most active, the
extracts of fluid and the fractions of ethyl acetate.

Key words: Tamarindus indica, phenols, flavonoids, an-
tioxidant, Cuba.

y naturalizado extensamente en las regiones
tropicales y subtropicales, incluyendo la re-
gion del Caribe, América Central y el norte de
América del Sur. El tamarindo se ha extendido
en las sabanas secas del Africa tropical, desde
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el Sudan, Etiopia, Kenya y Tanzania, hacia
el oeste a través de Africa sub-Saheliar hasta
Senegal [Loinert, 2009]. Ha sido empleado con
diferentes fines, entre los que se destacan los
nutricionales, terapéuticos y ecologicos.

En este sentido, Prabhakara et al. (2004) repor-
taron que el polvo seco de las hojas de tama-
rindo, mezclado con aceites de mani y sésamo,
es util como suplemento nutricional debido a
los niveles que presenta de proteinas, grasas,
hierro y calcio.

Desde el punto de vista farmacologico, extractos
foliares de tamarindo han demostrado excelen-
tes propiedades hepatoprotectoras. Notorios son
los experimentos realizados por Wenynger y Robi-
neau (1988), Jouyex y Mortimer (19935), Escalona
et al. (1995) que relacionan estas propiedades
con los mecanismos antioxidantes de los fenoles
y los flavonides presentes en diferentes tejidos
de la planta.

En el caso particular del trabajo de Jouyex y
Motimer, realizaron un estudio comparativo
entre nueve de las especies que con mayor
frecuencia se reportan en el Caribe con fines
antioxidantes. Sus resultados senalan al tama-
rindo como una de las principales elecciones,
llegando a ser comparable en multiples ensayos
al extracto de Rosmarinus officinalis L., una es-
pecie con elevada actividad antioxidante [Jouyex
y Mortimer, 1995].

Bathia et al. (1980) reportaron la presencia de
cuatro flavonoides de naturaleza C-glicosidi-
ca, cuyas estructuras se corresponden con la
orientina, vitexina, isorientina e isovitexina.
Ademas, se han realizado estudios bioquimicos
que demuestran la presencia de otros elementos
antioxidantes en las hojas como la apigenina,
7-o-metilluteolina, y los acidos cisy trans feru-
licos [Arya, 1999]. También se ha demostrado
la presencia del compuesto fenolico Lupeol, el
cual muestra alto poder antioxidante [Ali y Ah-
mad, 1998]. Aunque Siddhuraju (2007) reporto
que los compuestos de las hojas de la especie
con mayor potencial antioxidante son aquellos
de naturaleza flavonolica y polifendlica.

En un estudio preclinico farmacologico en ratas,
se evaluo el efecto hepatoprotector del extracto
fluido de hojas del tamarindo y de las fracciones
de acetato de etilo y n-butanol a partir de dicho
extracto fluido ante ratas Wistar macho por el
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modelo de intoxicacion hepatica por tetracloruro
de carbono. Los resultados de las fracciones
evaluadas demostraron que las fracciones de
acetato de etilo y n-butanol son las que mayor
poder antioxidante presentan, debido a la ma-
yor presencia de fenoles y flavonoides en dichas
fracciones [Escalona et al., 1995].

Escalona et al. (1995) demostraron, en estudio
preclinico farmacolégico en ratas, que el ex-
tracto fluido hidroalcohélico (70 %) de hojas del
tamarindo y las fracciones de acetato de etilo y
n-butanol obtenidos a partir de dicho extracto,
presentan un mayor poder protector de células
hepaticas ante el efecto toxico de tetracloruro
de carbono debido a la mayor concentracion
de sustancias antioxidante con respecto a las
fracciones de cloroformo, n-hexano y acuosa.

Canizares (2008) demostro que el etanol al 70 %
es la combinacion hidroalcohélica que mayor
cantidad de fenoles y flavonoides extrae de
las hojas del tamarindo en la formulacion de
extractos fluidos, y Urdeneta (2008) determino
quimicamente que la fraccion de acetato de
etilo, a partir de este extracto, es la que mayor
concentracion de fenoles y flavonoides presenta,
incluso superior al n-butanol.

Grotewold (2008) concluyé que la biosintesis de
sustancias antioxidantes en la planta de Tama-
rindus indica L. varia en dependencia del estado
fisiologico en que se encuentre la misma.

Al considerar lo antes mencionado, se realizo la
siguiente investigacion con el objetivo de deter-
minar la capacidad antioxidante de extractos de
hojas de Tamarindus indica L. en dos estados
fisiologicos.

MATERIALES Y METODOS

Las plantas estudiadas correspondian con
individuos fisiologicamente sanos y en estado
adulto. Se encontraban localizadas en la finca
Nina Bonita del poblado El Caney, en Santiago
de Cuba.

Se seleccionaron dos meses en los que la pobla-
cion se encuentra en su estado de floracion y
de fructificacion: octubre de 2012 y febrero de
2013, respectivamente. En cada caso las hojas
se colectaron en el horario de la manana, y se
sometieron posteriormente a un secado al sol.
Una vez secas, se procedio a la disminucion del



tamano de particulas para facilitar los procesos
extractivos.

Se pesaron 150 g de hojas secas y pulverizadas
para la preparacion de cada uno de los extractos
fluidos correspondiente a cada estado fisiologi-
co. Los mismos se obtuvieron por el método de
percolacion, tal y como se describe en la Norma
Ramal de Salud Publica 311/91. A los extractos
obtenidos se les determiné de forma cuantitati-
va los fenoles y flavonoides totales por técnicas
espectrofotométricas.

Los fenoles totales se determinaron empleando
el reactivo de Folin-Ciocalteau a 700 nm. Los
resultados se expresaron como acido tanico a
partir de una curva de calibraciéon obtenida para
dicho compuesto en el rango de 0,2 a 1,6 ppm
(partes por millon). Los flavonoides totales se
determinaron por reaccion con cloruro de alu-
minio en metanol a 430 nm. Los resultados se
expresaron como quercetina a partir de una
curva de calibracion obtenida para dicho com-
puesto en el rango de 1 a 7 ppm.

Los extractos fluidos fueron sometidos a un
fraccionamiento sucesivo liquido-liquido con
cloroformo, acetato de etilo, n-butanol y final-
mente el residuo resinoso que quedo6 en las
paredes del embudo separador se disolvieron
en etanol al 70 %. Se generaron asi cuatro sub-
fracciones de polaridad y composicion diferente,
evaluando en cada una de ellas y al extracto
fluido de partida el poder antioxidante, por
medicion del indice de oxidacion.

La evaluacion de la capacidad antioxidante de
los diferentes extractos obtenidos se determino
a través del indice de oxidacion por modifi-

TABLA 1
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cacion de la Norma Ramal de la Agricultura
1129/1994 MINAG. A 2 mL del extracto a eva-
luar previamente diluido en agua destilada, se le
anadio 1 mL de acido sulfurico (H,SO,) al 20 %,
se agitdo y posteriormente se le adicionaron
30 uL de solucion de permanganato de potasio
(KMnO,) al 0,1 N. La variable indice de oxida-
cion se determiné midiendo el tiempo (en se-
gundos) en que desaparece la coloracion rosada
provocada por la adicion del permanganato
de potasio. Para cada caso se realizaron tres
réplicas (T,, T,, T,). Las fracciones se diluyeron
en agua hasta obtener tiempos comprendidos
entre los 5y 120 s. Como positivo se empleo
la solucion de quercetina.

Los resultados se procesaron utilizando el pro-
grama InfoStat 2012. Las concentraciones de
fenoles y flavonoides totales en los extractos flui-
dos obtenidos a partir de Tamarindus indica L.
con etanol al 70 % correspondientes a octubre
y febrero se analizaron mediante el test de stu-
dent, para muestras independientes. Para el
analisis del indice de oxidaciéon entre fraccio-
nes se realiz6 un ANOVA, y posterior Test de
los Rangos Multiples de menores diferencias
significativas de Fisher (LSD).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos estados fisiologicos
evaluados para la concentracion de flavonoides
totales. En el estado fisiologico de fructifica-
cion se produjeron mayores concentraciones
(1,79 mg/mL) de flavonoides totales que en la
floracion (0,98 mg/mL) (Tabla 1). Resultados si-
milares fueron reportados por Canizares (2008).

Prueba t para muestras independientes para concentracion de flavonoides totales
expresados como quercetina (mg/mlL) correspondientes a los estados fisiolégicos de
floracion (octubre) y fructificacion (febrero)

o Variable .
Estado fisiolégico Concentracion de flavonoides Estadigrafo
.. . 0,98
Floracion Media EE: 0,01 t: -47,66
179 p < 0,0001
i 16 ; ) Var. Hom.): 0,5385
Fructificacién Media EE: £0,01 D )
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El resultado en este experimento esta dado por-
que durante la fase de fructificacion la planta
presenta mayor probabilidad de ser afectada por
multiples organismos vivos (bacterias, hongos,
insectos, aves y mamiferos), y la obligan a pro-
ducir mayor cantidad de sustancias flavonodlicas
como mecanismo de defensa [Grotewold, 2008].
Los flavonoides presentan gran importancia
para el desarrollo fisiologico de la planta y con
varias propiedades farmacologicas. Por ejemplo,
El-Siddig (2007) reporto, debido a la presencia
de flavonoides en los extractos de esta especie,
actividad fungicida frente a cultivos de Aspergi-
llus nigery de Candida albicans, y fuerte activi-
dad bactericida hacia los cultivos de Salmonella,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Esche-
richia coliy Pseudomonas aeruginosa.

TABLA 2

También se ha demostrado la capacidad
antioxidante del flavonoide polihidroxilado
presente en la semilla y hojas del Tamarindus
indica L. Los estudios se realizaron tanto in
vitro como in vivo, en los cuales se demostro
que dosis superiores a los 500 mg/kg pue-
den modular los radicales libres en presencia
o ausencia de toxicidad aguda debido a la
capacidad antioxidante de dicho flavonoide
[Komutarin, 2004].

Segun el analisis estadistico realizado, existen
diferencias significativas entre los estados fisio-
logicos de la especie en cuanto a concentracion
de fendlica, favoreciendo a la etapa de floracion
(octubre) como la de mayor produccion de fla-
vonoides (Tabla 2).

Prueba t para muestras independientes para concentracion de fenoles
totales expresados como acido tanico (mg/mlL) correspondientes a los
estados fisioldgicos de floracion (octubre) y fructificacion (febrero)

Eetad Lo Variable Estadi
stado fisiologica Concentracién de fenoles stadigrafo
. . 2,42

Floracion Media EE: £0,01 £ 10,32

p <0,0005
p (Var. Hom.):
. . . 2,19 0,3043
Fructificacion Media EE: 0,02

Este hecho contrasta con resultados previos en
donde se senala la etapa de fructificacion como
la de mayor produccion de fenoles totales [Ca-
nizares, 2008]. Las causas de estas diferencias
estan relacionadas con los aspectos climatolo-
gicos y ecologicos, ya que estas sustancias son
sintetizadas por la planta en dependencia del
medio en que se encuentre, presentando varias
funciones, muchas de ellas de capital impor-
tancia para la supervivencia de la misma. Una
de las funciones de los fenoles es la atraccion
de vectores para la polinizacion y dispersion
de las semillas [Andersen y Kenneth, 2006].
Teniendo en cuenta esta funcion, la planta
aumento la biosintesis de este metabolito en el
periodo de floracion (octubre), lo cual explica
los resultados que se muestran en la Tabla 2.
Los fenoles se han convertido en un grupo de
compuestos con potencialidades desde el punto
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de vista fitoquimico y farmacologico [Andersen
y Kenneth, 2006].

Estos resultados permiten conocer en qué eta-
pa fisiolégica de la especie se deberia realizar
la coleccion del material vegetal si se quisiera
obtener la mayor concentracion de alguno de
estos metabolitos para realizar alguna formu-
lacion, un estudio fitoquimico o farmacologico,
con lo cual se logra un aumento de la actividad
farmacologica. En el caso de los fenoles totales,
se determinoé que la especie en estudio sintetiza
mayor cantidad de esta sustancia en la etapa
de fructificacion.

El tiempo que necesito el extracto fluido y las
fracciones (acetato de etilo, n-butanol, clorofor-
mo y etanol al 70 %) para reducir la solucion
de permanganato de potasio, se muestra en la
Tabla 3.



TABLA 3

Tiempo para la decoloracion del permanganato de
potasio con 2,0 mL de extracto fluido y sus fracciones

en el periodo de floracion (octubre)

Extractos t(s) Error estandar
Quercetina 18 a 2,10
Extracto fluido 13,3 a 2,10
Acetato de etilo 14,0 a 2,10
N-butanol 72,7 Db 3,63
Etanol al 70 % 79,3 b 3,63
Cloroformo 14,0 a 2,10

Quercetina: se prepar6 en concentracion de 0,005 mg/L.

El extracto fluido fue el que menor tiempo (13,3 s)
utilizoé para reducir todo el permanganato ana-
dido sin diferenciarse significativamente de la
fraccion de acetato de etilo y de la fraccion de
cloroformo que no diferenciaron del tratamiento
testigo utilizado (quercetina).

Esto esta dado por la presencia de mayores
concentraciones de flavonoides en los extrac-
tos anteriormente mencionados. Estos tipos
de metabolitos presentan un esqueleto comun
de difenilpiranos, compuesto por dos anillos de
fenilos ligados a través de un anillo de pirano
(heterociclico) que le permite establecer un equi-
librio electronico, evitando la oxidacion de una
determinada molécula, los cuales muestran su
presencia en alta concentracion en las hojas de
la especie en estudio [Urdeneta, 2008]. Komuta-
rin (2004) demostro la capacidad antioxidante
de un flavonoide polihidroxilado presente en las
semillas y hojas del Tamarindus indica L.

Entre las fracciones de n-butanol y etanol al
70 % no existieron diferencias significativas de
actividad antioxidante.

Estos resultados muestran similitud con un
estudio preclinico farmacolégico, donde se
evaluo el efecto hepatoprotector por actividad
antioxidante del extracto fluido de hojas del ta-
marindo y de las fracciones de acetato de etilo
y n-butanol a partir de dicho extracto fluido, y
los resultados demostraron que la fraccion de
acetato de etilo fue la que mayor poder antioxi-
dante presenta [Escalona et al., 1995].

En la fase fenologica de fructificacion se obtu-
vieron diferencias significativas entre el extracto
fluido y sus fracciones (Tabla 4). La fraccion
de acetato de etilo necesito 8 s solamente para
reducir el permanganato de potasio, superando
al resto de los tratamientos utilizados, inclu-
yendo al tratamiento testigo, que necesito 18 s,
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y posteriormente le sigue el extracto de fluido.
Este resultado convierte a la fraccion de acetato
de etilo en la mas activa en cuanto a actividad
antioxidante, resultados que son similares a
los obtenidos por Escalona et al. (1995). Debido
a la alta capacidad que presenta el acetato de
etilo de extraer fenoles totales, en los dos esta-
dos fisiologicos estudiados fue la fraccion que
presentd mayor actividad antioxidante, y entre
ambos periodos (floracion y fructificacion) dicha
fraccion mostréo mayor activad en la etapa de
fructificacion, resultado que esta correlacionado
con los obtenidos en la cuantificacion de fenoles
totales, ya que las mayores concentraciones de
este metabolito se obtuvieron en la etapa de
fructificacion, y dichos metabolitos presentan
alta actividad antioxidante.

TABLA 4

Tiempo para la decoloracion del permanganato de
potasio con 2,0 mL de extracto fluido y sus fracciones
en el periodo de fructificacion (febrero)

Extractos t(s) Error estandar
Quercetina 18 b 1,90
Extracto fluido 17,0 b 1,90
Acetato de etilo 8,00 a 1,32
N-butanol 55,7 ¢ 1,95
Etanol al 70 % 103,3d 2,01
Cloroformo 58,3 ¢ 1,96

Quercetina: se prepard en concentraciéon de 0,005 mg/L.

Sin embargo, para esta etapa las fracciones de
n-butanol y cloroformo presentan una mayor
actividad que la de etanol al 70 %, segun lo
revela el analisis estadistico realizado, ya que
dicha fraccion redujo el permanganato de pota-
sio en 103,3 s, resultado que la convierte en la
fraccion de menor actividad antioxidante.

Los resultados demuestran el poder antioxi-
dante que presentan las hojas del Tamarindus
indica L., coincidiendo con los trabajos reali-
zados por Jouyex y Mortimer (1995) y Escalona
et al. (19995), lo cual reafirma el empleo de esta
especie como candidato a una determinada
formulacion con actividad antioxidante. Se
demostro que la etapa de fructificacion es el
estado fisiologico ideal para realizar la coleccion
del material vegetal para asi lograr la mayor
actividad farmacologica en una determinada
formulacion; ademas, se logré correlacionar
la actividad antioxidante correspondiente al
periodo de fructificacion con la concentracion
de flavonoides totales correspondientes a dicha
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etapa, ya que el extracto mas activo fue el de
acetato de etilo correspondiente al estado feno-
logico de fructificacion, el cual necesito solo 8 s
para reducir el permanganato de potasio.

CONCLUSIONES

* Los extractos de hojas de Tamarindus indi-
ca L. mostraron capacidad antioxidante en
los estados fisiologicos de floracion y fructi-
ficacion, siendo para todos los casos los mas
activos, los extractos de fluido y las fraccio-
nes de acetato de etilo.

* La mayor concentracion de fenoles totales
en hojas del Tamarindus indica L. se produjo
en la floracion; sin embargo, en la etapa de
fructificacion la concentracion de flavonoi-
des fue mayor, lo cual esta estrechamente
relacionado con la actividad antioxidante de
los extractos evaluados.
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