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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo con la finalidad de determinar
la capacidad antioxidante que presenta el Tamarindus indica; se trabajé con un
disefio no experimental. Se contdé con una muestra de 134.8 gr de pulpa de
Tamarindus indica procedente de Vird. Para la realizacion de los métodos
establecidos, como primer paso se desarrollé la elaboracion del extracto
hidroalcoholico con etanol al 80%, colocado a la estufa a una temperatura de 40 c°,
macerando por dos semanas. Para la determinacion de los compuestos fendlicos
se utilizé el método Folin Ciocalteau obteniendo como resultado 10.82 equivalentes
de acido gélico (AG) por 100 gr de producto. La capacidad antioxidante se
determind mediante el método de 1,1 —difenil-2 picril-hidrazilo (DPPH), el IC50
obtenido de las concentraciones en solidos totales en (ug/ml) fue de 293.93ug/mly
en relaciéon al IC50 expresado en acido gélico por mililitro (AG/ml) el resultado
obtenido es de 31 AG/ml. Los resultados muestran que la pulpa de Tamarindus
indica, contiene compuestos fendlicos y capacidad antioxidante pero que esta no

es suficiente para inhibir los radicales libres, como en el caso del DPPH.

Palabras clave: Tamarindus Indica (Tamarindo), Capacidad Antioxidante,

compuestos fendlicos.
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ABSTRACT

The present research work was carried out in order to determine the antioxidant
capacity of the Tamarindus indica; We worked with a non-experimental design.
There was a sample of 134.8 gr of Tamarindus indica pulp from Vird. To carry out
the established methods, as a first step the elaboration of the hydroalcoholic extract
with 80% ethanol was developed, placed in the oven at a temperature of 40 ° C,
macerating for two weeks. For the determination of phenolic compounds the Folin
Ciocalteau method was used, obtaining as a result 10.82 equivalents of gallic acid
(GA) per 100 g of product. The antioxidant capacity was determined by the 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) method, the IC50 obtained from the total solid
concentrations in (ug / ml) was 293.93ug / ml and in relation to the expressed IC50.
in gallic acid per milliliter (AG / ml) the result obtained is 31 AG / ml. The results
show that the pulp of Tamarindus indica, contains phenolic compounds and
antioxidant capacity but that this is not enough to inhibit free radicals, as in the case
of DPPH.

Key words: Tamarindus Indica (Tamarindo), capacidad Antioxidant, Phenolic

compounds.



INTRODUCCION

1.1REALIDAD PROBLEMATICA

La flora peruana es abundante en especies cuyas propiedades son terapéuticas
y contribuyen a la medicina tradicional, siendo los primeros medicamentos que
conoci6 el ser humano, estando en vigencia al transcurrir los afios, en los
cuales, segun investigaciones se han visto efectos benéficos en la salud

humana.l

En el Peru se han ido desarrollando variedad de estudios en diferentes plantas,
dando a conocer sus componentes como: analgésicas, antiinflamatorias,
antibacteriana, etc. siendo aun escasas las investigaciones que validen estas
propiedades. El papel de los vegetales y productos alimenticios en la prevencion
de enfermedades ha sido atribuido en parte, a las propiedades antioxidantes de

sus compuestos polifendlicos. 2

Los alimentos ricos en compuestos polifendlicos, bebidas y extractos de planta
tales como el vino tinto, el extracto de semilla de uva, té verde, el tamarindo,
son una fuente de componentes con caracteristicas como: hipolipidemicos,

antiarterioesclerosis, antiinflamatorios, inmunomoduladores y antioxidantes. 2

En la actualidad se enfatiza la investigacion acerca de especies vegetales de
zonas endémicas como una opcion hacia el consumo de productos naturales
utilizadas por nuestros antepasados como tratamiento a sus enfermedades,
siendo estas aprovechadas en la medicina moderna debido a los efectos
terapéuticos atribuidos por sus principios activos siendo de gran porcentaje los
polifenoles, flavonoides, etc. El mecanismo béasico de acciéon de los
antioxidantes es retrasar la accion de autooxidacién para inhibir la formacion de

radicales libres o interrumpir la cadena de propagacion de radicales libres.3

El fruto del Tamarindo es una fruta tropical con sabor acido que pertenece a la

familia Leguminosas, considerandose un alimento funcional, el cual posee un



alto contenido de compuestos fendlicos que pueden actuar como antioxidantes

y antimicrobianos.*

Por ello se puede considerar que, debido a las diversas alternativas en relacion
a las diferentes plantas con fines curativos, el costo reducido y el elevado
beneficio que estas poseen son una buena eleccion que la poblacién necesita
para combatir un proceso patolégico; reconociendo la necesidad de introducir a

la salud publica los recursos de insumos en la medicina tradicional.

En relacion con lo mencionado anteriormente, este proyecto tiene como objetivo
determinar el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante

del Tamarindus indica “tamarindo”.

1.2 TRABAJOS PREVIOS (ANTECEDENTES)

Razali et al® Estudiaron los efectos de los solventes, de polaridades variables,
en la extraccién de antioxidantes fendlicos de las hojas, semillas, venas y pieles
de Tamarindus indica (T. indica). Las eficiencias de los disolventes para la
extraccion de los compuestos fenodlicos antioxidantes fueron del orden:
metanol> acetato de etilo> hexano. El contenido fendlico varié de 3.17 a 309 mg
de equivalentes de acido gélico / g. El extracto de hoja de metanol (MEL) tuvo
el mayor contenido fendlico y fue el eliminador mas potente de DPPH y radicales
superéxido. Existe relacion entre el compuesto fendlico y las actividades
antioxidantes de las partes de la planta. Los analisis de HPLC de MEL revelaron
la presencia de catequina, epicatequina, quercetina e isorhamnetin. En general,
el metanol fue el disolvente mas efectivo para la extracciébn de fenoles
antioxidantes de T. indica, particularmente la hoja, puede ser una fuente util de

antioxidantes naturales.

Siddhuraju ® Examinaron las propiedades antioxidantes y el contenido fenélico
total de la cubierta de semilla calentada seca de Tamarindus indica. Las
muestras calentadas en crudo y en seco se extrajeron con metanol seguido de
70% de acetona, después de tratar con éter de petréleo, los disolventes se

eliminaron usando un evaporador de vacio rotatorio y los extractos que



contenian humedad residual se liofilizaron, respectivamente. Los extractos de
metanol para las muestras de la cubierta de semilla calentada tanto en crudo
como en seco contenian un nivel mas alto de compuestos fendlicos y taninos
totales que los extractos acuosos de acetona. Los extractos se cribaron para
determinar sus posibles actividades antioxidantes usando sistemas modelo de
emulsion de Og, radical hidroxilo (OH); a, a-difenil-B-picrilhidrazilo (DPPH), y
acido linoleico. A diferentes concentraciones de los respectivos extractos de
disolventes, se observo el nivel maximo de actividad de eliminacion de radicales
anion superoéxido (79-85%) a 200 ug de los extractos de la cubierta de la semilla
calentados en seco y sin procesar en la mezcla de reaccién. El radical DPPH y
las actividades de barrido de radicales de cationes ABTS se probaron bien con
la capacidad antioxidante reductora férrica de los extractos. Curiosamente,
entre los extractos, el metanol y los extractos acuosos de acetona de la muestra
calentada seca mostraron la mayor actividad de eliminacién de radicales
hidroxilo de 56,6 y 45,7%, respectivamente. Todos los extractos exhibieron una
buena actividad antioxidante (64.5-71.7%) contra el sistema de emulsion de
acido linoleico y los valores fueron mas bajos y mas altos que el antioxiantivo

sintético, el BHA y el acido ascérbico, respectivamente.

Escalona’ Se determind un estudio basado en lo fotoquimico, en el cual se
establecieron que tamarindus indica (hojas) se identifican un conjunto de
metabolitos. El extracto fluido utilizado el cual se separd en cuatro preparados,
los cuales tenian diferente polaridad y naturaleza distinta, para la evaluacion in
vitro de su actividad antimicrobiana y antioxidante. Las fracciones de n-hexano
y cloroformo formaron parte de las de menor actividad inhibitoria del DPPH en
relacion a las anteriormente evaluadas. Se definen quimicamente por un alto
contenido de &cidos grasos; la fraccion de n- hexano demostré una elevada
actividad antioxidante con un IC50=136.28 ug/mL menor que la obtenida para
la fraccién de cloroformo IC50=191,56 pug/mL. En la preparacién de un extracto
antioxidante de la pulpa del fruto se empleé como menstruo etanol al 70 %. A la
concentracion de 100 pg/mL, este extracto capturo el 42 % del DPPH afiadido,

actividad significativamente menor que la obtenida en las hojas.



Piloto et al® El propésito de la investigacion fue estimar el potencial antioxidante
y muta génico del extracto hidrolcoholico al 70 % de la corteza del Tamarindus
Indica, el cual mostro en la actividad antioxidante valores del IC 50 < 30 ug/mly
IC50 < 32 ug/ml en la reduccion de DPPH y en la inhibicion de la peroxidacion

lipidica lo que indico el potencial que posee ante los radicales libres.

Luanne®, en su tesis titulada Fendlicos Totales y Capacidad Antioxidante En
Vitro De Pulpas de Frutos Tropicales mostraron como resultado en relacion a la
eficiencia del solvente de extraccion, en que se mostrd0 que el agua pura
presentd mejor poder extractor para los compuestos fendlicos de las pulpas de
frutas, en comparacion con la solucion hidroalcédlica (19%). Se evidencia, por
lo tanto, que la mayor parte de los compuestos fendlicos de estas frutas
presentan mayor polaridad, por lo tanto, son mas hidrosolubles. Se evalué la
capacidad antioxidante mediante el método de captura de los radicales DPPH,
de los extractos acuosos e hidroalcodlicos de las pulpas de frutas evaluadas en
este estudio. Los resultados fueron expresados en EC50 (concentracion de
extracto en yg / mL capaz de reaccionar con 50 % del radical presente en la
solucion de DPPH). Por lo tanto, cuanto menor el valor del EC50, mayor seré la
actividad antioxidante del extracto analizado. El total de compuestos fendlicos
gue presento la pulpa de tamarindo en mg de acido galico/ 100 gr de pulpa fue
de 23, 35. La capacidad antioxidante (EC 50 en ug/ml del extracto
hidroalcoholico de la pulpa de tamarindo utilizando el radical DPPH fue de
1431,47.

Mourice M.2° En su estudio para establecer las Cantidades y actividad
antioxidante en frutas y hojas de Tamarindus indica L recolectadas de tres zonas
agroecoldgicas de Tanzania representada por las regiones de Morogoro, Tanga
y Dodoma. Las cuales estudiaron las muestras por sus contenidos fendlicos
expresados en equivalente de &cido gdlico (EAG), asi como su actividad
antioxidante. El contenido fendlico total en todos los extractos de frutos y hojas
fue significativamente diferente. (p <0.05) y varié de 1994.4 + 530.77 a 17874.67
+ 5234 mg de AEG / 100 g. similar el contenido total de flavonoides en hojas de
tamarindo. Hubo una diferencia significativa (p <0.05). En el estudio se

menciono que el crecimiento y la maduracion de los tejidos de las plantas



involucran una serie de reacciones complejas, que llevan a los cambios en la
fitoquimica. En general, entre los seis extractos de muestra, la hoja de
tamarindo y el fruto extractos de la zona costera (17799.25 + 4825.05 mg EAG
/100 gy 4755 £ 1699.25 mg AG / 100 g respectivamente) demostraron niveles
mas altos de contenido fendlico en comparacion con el Oriental (17874.67 +
5234 mg EAG / 100 g de extractos de hojas 'y 2073.33 £ 287.39 mg AG / 100 g)
y zonas centrales (6144.6 £ 2205.23 mg EAG / 100 g de extractos de hojas y
1994.4 + 530.77 mg EAG / 100 g de extractos de fruta) muestras. En todos los
casos, se reveld que, hubo una alta variacién en el contenido fendlico entre las
partes morfolégicas del tamarindo (es decir, frutos y hojas). El extracto de hoja
de tamarindo de la zona costera tuvo significativamente mayor concentracion (p

<0.05) de compuestos fendlicos en comparacion con frutos del mismo.



1.3 TEORIAS RELACIONADAS AL TEMA

El arbol del tamarindo (Tamarindus indica L.) se considera originario de la India,
Medio Oriente o Africa. Sin embargo, la mayoria de las fuentes hacen mencion
que proviene de paises como Etiopia (pueblos indigenas de las sabanas)
Sudan, Kenia y Tanzania. Pertenece a la familia Fabaceae, y a la subfamilia
Caesalpinioideae 1%; crece en climas secos y puede alcanzar una altura entre

20 a 30 m, con una vida media de 200 afios. 12

Se estima la produccion nacional de tamarindo en el 2015 en el Perl es de 2144
toneladas, en el departamento de amazonas se calcula 41 toneladas de
produccion en el mismo afo; en la zona norte del Peru la Unica en produccion
se estima 656 toneladas en Lambayeque, 1299 toneladas en Piura y 149
toneladas de produccién en Tumbes. 13

El tamarindus indica es un fruto compuesto por una vaina linear, indehiscente,
curvada, el cual posee una capa externa delgada, de color pardo caracteristico,
presenta el epicarpio, crustaceo seca y escamosa, que al secarse se quiebra
con facilidad; una capa mediana (mesocarpio) pulposa combinada con fibras y
una capa coriacea interna (endocarpio)de 1.7 a 15 cm de largo por 2 a 3.5 cm

de ancho y 1.5 cm de espesor; conteniendo 1 a 12 semillas. 14

El tamarindo es de los pocos frutos tropicales que presenta un bajo contenido
de agua y como consecuencia, tiene un elevado contenido de proteina,
carbohidratos y minerales, mayor a ningun otro fruto. Ademas, la pulpa presenta
distintos tipos de &cidos organicos libres entre los cuales se incluye el acido

tartarico, citrico y malico. *°

La pulpa de tamarindo se caracteriza por tener un sabor &cido el cual se atribuye
a la presencia del acido tartarico, ademas de ser buena fuente de vitaminas
como A, C y complejo B (Tiamina, Riboflavina, Acido Fdlico). El fruto de
tamarindo es ampliamente consumido debido a la presencia de los compuestos

antes mencionados que le brindan un sabor caracteristico. 1°

En la medicina tradicional, se ha atribuido al fruto de tamarindo diversas

propiedades curativas entre las que se encuentran: laxante, antimicrobianas,



antihelminticas, prevencion de célculos renales, infecciones urinarias, entre

otras; y que han hecho que este fruto sea objeto de estudio. 1’

El radical libre es altamente reactiva, su vida media es de microsegundos
produciendo un dafio potencial; es una figura quimica con una estructura en

donde se encuentran uno o mas electrones que no estan apareados. 8

Los radicales libres poseen un electron desapareado o considerado también
libre el cual proporciona una elevada reactividad, captando electrones estables
con el propoésito de lograr estabilizarse electroquimicamente. Cuando ha
logrado obtener el electron que le hacia falta, la molécula estable que le confiere
se convierte en un radical libre por haber guedado con un electron

desapareado.?®

Una sustancia que puede prevenir las consecuencias adversas de especies
reactivas sobre las funciones fisiolégicas de los seres humanos son los
antioxidantes dietéticos, los cuales forman parte de los alimentos que son

consumidos cotidianamente.?°

Existe una amplia gama de compuestos en diversos alimentos que presentan
este tipo de clasificacion. Sin embargo, algunos de los compuestos bioactivos
gue se destacan y se han identificado en el fruto de tamarindo son los
carotenoides, fibra dietética (FD) y compuestos fendlicos (CF), que estos

contribuyen en un efecto positivo en la salud humana.??

Los carotenoides son fotopigmentos liposolubles que estan presentes en el
organismo producto de la alimentacion. La fotoproteccion del sistema
fotosintético es la principal actividad de estos compuestos en el organismo
humano, la actividad provitamina A, donde esta actividad es reconocida en los
carotenoides, siendo el B-caroteno el mas importante porque su estructura tiene
un mejor rendimiento en retinol.l” Ademas, estos compuestos pueden ejercer
otras actividades de importancia en la salud humana como son la antioxidante,
la potenciacion del sistema inmune y la fotoproteccion de tejidos. Sin embargo,
en la pulpa de tamarindo no se han cuantificado estos compuestos, sino ha sido

en las hojas del arbol de tamarindo donde se encontraron carotenoides, tales



como el B-caroteno (7.46 mg/100 g base seca), a-caroteno (0.23 mg/100 g base
seca), luteina (30.8 mg/100 g base seca), zeaxantina (0.85 mg/100 g base

seca), B-criptoxantina (0.13 mg/100 g base seca), entre otros. 2*

Un compuesto fendlico se caracteriza por tener en sus moléculas uno o mas
grupos hidroxilos el cual estéan unidos a un anillo aromatico; el fenol presente en
este compuesto forma parte de un anillo aromatico (fenil) que esta unido a un
grupo hidroxilo (OH). La presencia de este anillo aromatico genera que los
acidos débiles tengan un efecto inductivo en el hidrogeno del grupo hidroxilo;
jugando asi un papel importante en las propiedades antioxidantes. 22

En la actualidad los compuestos fenélicos, son consideradas antioxidantes en
la alimentacién diaria, encontrandose en las diferentes hortalizas, frutas, raices
entre otras; los compuestos fendlicos forman parte de diferentes funciones
metabdlicas en las plantas tanto en el crecimiento y reproduccién, asi como
también en la proteccion contra patdgenos externos y el estrés como la
radiacion UV. Asimismo, estos le confieren el color y caracteristicas sensoriales

de las plantas, proporcionando la astringencia de hortalizas y frutas.??

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar en acidos fendlicos, flavonoides
y taninos que son establecidos como los principales compuestos fendlicos que
se encuentran en la alimentacion diaria. Los acidos fendlicos se dividen en dos
subgrupos tales como los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos. Los
acidos hidroxibenzoicos que forman parte de acido galico, p-hidroxibenzoico,

vanilico y siringico, que en similitud tienen la estructura C6-C1. 2

La capacidad para erradicar los radicales libres, atomos de hidrogeno o donar
electrones, es gracias a la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos.
Esta sustancia tiene capacidad de minimizar la presencia de especies reactivas
antes de su ataque a diversos sustratos tales como lipidos, proteinas; siendo un
importante proceso ya que las especies reactivas de oxigeno generan diferentes

acciones sobre el metabolismo que puede ser el origen del dafio celular.??

La técnica en el que se emplea el 2,2-difenil-1- picrilhidrazilo como radical, es el

método de DPPH, el cual se accede directamente disolviendo el reactivo en un



medio organico. La reduccién de este se evalla por la disminucion de la
absorbancia a una longitud de onda caracteristica. EI DPPH en su forma comun
de radical libre absorbe a 515 nm y cuando este sufre una reduccion por un
antioxidante, esta absorcion se desaparece. Para finalizar, la desaparicion de
DPPH otorga un indice para determinar la capacidad del compuesto para captar
radicales; estos antioxidantes actian como anti radical donando atomos de
hidrogeno, como resultado se establecen estructuras estables que detendran la

reaccion en cadena, como en el caso de los fenoles.?3

Cuando la muestra o el sustrato antioxidante reacciona con el DPPH el cual al
donar un atomo de hidrogeno, la coloracién violeta desaparece, esta

modificacion en el color debe ser monitoreado a través del espectrofotometro,

El método desarrollado por Brand — Williams tiene como principio béasico en el
gue el radical tiene un electrén desapareado, de coloracién azul — violeta, el cual
va reduciendo su color hacia amarillo palido al reaccionar con una sustancia
antioxidante, el resultado de la absorbancia se mide a través del
espectrofotometro a una longitud de 515 nm. El cual es indispensable para
determinar los parametros de las propiedades antioxidantes que son
obligatorias para lograr el estado estacionario y lograr la reaccion redox. La

diferencia de absorbancia, reporta el porcentaje de captacion de radicales libres.
24,25



1.4 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cuél es el contenido de compuestos fendlicos totales y la capacidad

antioxidante del Tamarindus Indica?

1.5 JUSTIFICACION

Es conveniente realizar la investigacion debido a que se conocerd las
propiedades antioxidantes y como estos benefician el estado de salud en la
poblacién, las cuales no han tenido un estudio cientifico que prueben su
capacidad. Asimismo, Es de importancia relevante determinar un estudio
acerca de los alimentos que combaten los radicales libres ya que estos son
causantes de enfermedades crénicas degenerativas, siendo preponderantes

en la actualidad aumentando estadisticas dia a dia.

Beneficiara a la poblacion puesto que es una planta accesible y de bajo costo
con gran repercusion en la salud publica debido a que se tratara enfermedades

comunes de manera natural.

Las implicancias que tendra la investigacion ayudaran a generar en la poblacién
el aumento del uso de la medicina tradicional, generando asi accesibilidad a los

productos naturales y a la mejoria de sus problemas de salud

Asi también a partir de la investigacion servira de apoyo a diversos estudios,
contribuyendo con la difusion de plantas medicinales disponibles y asi utilizarlas

como una opcién terapéutica en la atencién primaria de salud.

1.6 HIPOTESIS

La hipotesis es implicita
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1.7 OBJETIVOS

a. OBJETIVO GENERAL

e Determinar el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad

antioxidante del extracto Hidroalcoholico del Tamarindus Indica.
b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el contenido de compuestos fendlicos del Tamarindus

Indica

e Establecer la capacidad antioxidante del Tamarindus Indica

. METODO

2.1 DISENO DE LA INVESTIGACION

No experimental
< (OF]
G
02
G: El fruto de Tamarindo “Tamarindus Indican”
O 1: Variables (contenido de compuestos fendlicos )

O 2: variable (actividad antioxidante)
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2.2 VARIABLES, OPERACIONALIZACION

e Contenido de compuestos fendlicos

e Actividad antioxidante

12



VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONALIZACION INDICADOR ESCALA DE MEDICION
Los principales componentes | Determinacion de compuestos
antioxidantes presentes en los | fendlicos segun el método de Folin | pg &cido galico /100gr de
Compuestos | alimentos son los fenoles o poli | Ciocalteu. fruto
fendlicos | fenoles los cuales son metabolitos Cuantitativa de razon
secundarios de procedencia
vegetal.?®
La actividad antioxidante consiste en
dos momentos bésicos en el cual la
Actividad | oxidacion se encuentra en relacién a | Observacion de la capacidad IC 50 ug/mL Cuantitativa de razon

antioxidante

la disminucion de electrones de
hidrogeno con la obtencién de una
molécula de oxigeno, y la reduccion
gue determina la ganancia de
electrones de hidrogeno con la

perdida de oxigeno. 2°

antioxidante a través del método 2,2-
difenil-1-picril-hidracil (DPPH).
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2.3 POBLACION Y MUESTRA

e POBLACION

Fruto de Tamarindo (“tamarindus indica”) provenientes de la

(l
zona de cultivo de Viru

e MUESTRA

Una muestra de pulpa 134.8 gr de tamarindo “Tamarindus
Indica” provenientes de la zona de cultivo de Vird; para la

elaboracion del extracto hidroalcoholico.
e MUESTREO

Muestreo no probabilistico

2.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS,
VALIDEZ Y CONFIABILIDAD

e Técnica

La técnica aplicada en la investigacién es la observacion. Como
instrumento mecanico — objetivo. Se utilizdé el espectrofotometro
para la determinacion de las absorbancias de las reacciones entre
el extracto hidroalcohdlico del Tamarindus indica y el DPPH. Para
la determinacion de los compuestos fendlicos se utilizé el método
Folin Ciocalteau. Asi mismo, el método del DPPH se utiliz6 para la

determinacién de la capacidad antioxidante.
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e Instrumento

Ficha de recoleccion de datos en la que considerara los datos de
fruto a utlizar en el estudio, procedencia y los datos
correspondientes para el calculo de la capacidad antioxidante como

son las absorbancias.

e Procedimiento

a) PREPARACION DEL EXTRACTO

Para la preparacion del extracto hidroalcohélico de Tamarindus
indica, se desinfectd el Tamarindo con 0.5 ml de hipoclorito de
sodio en un litro de agua, posteriormente se peld 134.8 gramos de
pulpa de fruta para luego ser colocada a la estufa a una
temperatura de 40 c° por dos semanas.

Al terminar el secado de la muestra himeda se procedié a colocar
en el mortero, posteriormente se machacO hasta obtener el
producto seco en total de 95 gr. Se realizé una disolucién del
extracto con 200 cc de etanol al 80%, macerandose por una
semana para luego ser filtrada con papel Whatman N° 40. Al
obtener el extracto final se midié los grados Brix el cual dio como

resultado 26.8° Brix.

b) Método de folin Ciocalteau

El reactivo de Folin Ciocalteau se caracteriza por una mezcla de
acidos de color amarillo, mencionado método se justifica en la
capacidad que poseen los fenoles para reaccionar ante agentes

oxidantes.
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En este método se produce una reaccion en donde el molibdeno es
disminuido a en el complejo y se da la reaccién de transferencia de
electrones. Este procedimiento mide la capacidad para disminuir el
reactivo fosfomolibdico/fosfotungstico a una coloracion azul el cual

es vista a través del espectofometro.?’

El contenido de polifenoles se determind mediante el método de
Folin-Ciocalteu desarrollado por Dewanto et al®®. El ensayo se
realizé midiendo 125 pL de la solucion patron de acido galico, se le
adicion6 0,5 mL de H20 destilada y 125 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu; dejando reaccionar por 6 min y se agregé 1,25 mL de
una solucion de Na2COs al 7 %, para finalizar, se agregé agua
destilada para ajustar a 3 mL de solucién total, y se dejo reposar
por 90 min. Las soluciones patron y un blanco se llevé a un
espectrofotometro para realizar las lecturas de las absorbancias a

la longitud de onda de 760 nm.

Se utilizé el macerado inicial para determinar el contenido de
compuestos fendlicos. Por ultimo por interpolacion de las
absorbancias del extracto en la curva del acido galico se determino
el contenido de polifenoles totales. Las determinaciones realizadas

se dieron por ocho repeticiones.?®

c) Determinacion de la actividad antioxidante in vitro frente a
DPPH

El método DPPH, es conocida como la técnica que emplea el 2,2-
difenil-1- picrilhidrazilo como radical. Este es un radical libre que
se puede obtener directamente disolviendo el reactivo en un medio
organico. La reduccién del mismo se monitorea por la disminucion
en la absorbancia a una longitud de onda caracteristica. En su
forma de radical libre, el DPPH absorbe a 515 nm y cuando sufre
reduccion por un antioxidante, esta absorcion desaparece. En

consecuencia, la desaparicion del DPPH proporciona un indice
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para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar
radicales; un antioxidante que actua como anti radical dona atomos
de hidrégeno, dando como resultados radicales con estructuras
moleculares estables que detendran la reaccién en cadena, tal es

el caso de los fenoles.?®

El método del DPPH, se caracteriza por ser un radical que posee
un electron desapareado lo que le otorga una coloracion azul —
violeta en su estado normal; dicha coloracion frente a un
antioxidante se ve alterada tornandose amarillo palido; este cambio
permite medir la absorbancia mediante un espectrofotometro a una
honda de longitud de 515nm. %

Se evaluara la actividad antioxidante in vitro de los extractos
hidroalcohdlicos de los frutos a utilizar en el presente proyecto. Se
preparara diluciones en etanol acuoso (80%) para los extractos
hidroalcohodlicos hasta obtener concentraciones de 0,0 a 150,0
pug/mL. Se mezclard 1,0 mL de cada una de las diluciones con 0,5
mL de una solucién 0,3 mM de DPPH en etanol y se dejara
reaccionar a temperatura ambiente por 60 minutos; al término de
los cuales se medira la absorbancia de la mezcla a 517 nm. Todas
las pruebas se realizaron por quintuplicado. Se determinara la
capacidad antioxidante de cada muestra de acuerdo a la siguiente

formula:

i -_‘ :’l" —
Actividad antioxidante (%) [4JL 1; 43}‘& 100

Donde:

AM: Corresponde a la absorbancia de la mezcla de 1 ml de muestra
+ 0,5 ml DPPH
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AB: Corresponde a la absorbancia del blanco (1 ml de muestra + 0,5
ml de metanol)
AC es la absorbancia del blanco del reactivo (0,5 ml de DPPH + 1 ml

de etanol).

La concentracidon del extracto hidroalcohdélico que inhibe al 50 por
ciento de los radicales de DPPH (ICso, concentracion inhibitoria
media) se obtiene de la recta obtenida al graficar el porcentaje de
actividad antioxidante versus la concentracion de cada una de las

diluciones del extracto hidroalcohdlico de cada fruto expresada en
pg/mL).

Se utilizara el intercepto y la pendiente de la linea de regresion lineal

para calcular el valor de IC50, aplicando la siguiente féormula.3?

Ic, - 50-D
m
Donde:
ICso : cantidad necesaria de la muestra para reducir
en un 50% la concentracion inicial del radical
DPPH (uL)
b : Intercepto de linea de regresion lineal
m : Pendiente de la linea de regresion lineal

2.5 METODOS DE ANALISIS DE DATOS
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Se realiz6 la prueba estadisticas IBM Spss Statitics para evaluar los datos
obtenidos de los compuestos fendlicos y actividad antioxidante del extracto

hidroalcoholico del fruto Tamarindus indica.

2.6 ASPECTOS ETICOS

Se tomd en cuenta como aspecto indispensable la originalidad y veracidad
de la informacion, asi como también la proteccion del ambiente y de la

propiedad intelectual.

Se tomé en cuenta que los resultados sean obtenidos no hayan sido

plagiados.

Se tomo en cuenta los principios de bioseguridad al momento de realizar los
analisis de laboratorio.

Asi como también la priorizacion de la proteccion de los recursos naturales
tomando en cuenta que las especies pueden ser aprovechadas en la
investigacion en los aspectos de prevencidn y/o tratamiento de enfermedades
teniendo en cuenta el valor que los productos que se utilizaran en dicha

investigacion.

19



lll.  RESULTADOS

Tabla 1. Contenido de compuestos fendlicos en la pulpa de tamarindus indica

expresado en mg/100g

Ac Galico ug/ ml
Tamarindo de extracto

Contenido mg/100 g
de producto

X 00 N O Ul b WN B

O
(7]

47,87
48,2
47,71
48,29
47,74
47,8
48,22
47,82
47.93
0.24

10,84
10,95
10,8
10,93
10,8
10,82
10,92
10,82
10.86
0.06

Tabla 2. Capacidad antioxidante del extracto hidroalcoholico del Tamrindus

Indica mediante el método del DPPH expresado en IC50

Extracto

Tamarindus Indica

IC 50 (ug/ml) IC 50 (AG/ml)

283.93

31
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IV. DISCUSION

En diferentes estudios se ha venido demostrando que una adecuada ingesta de
antioxidantes que se encuentran en las diferentes frutas, verduras etc. favorecen
a la prevencion de enfermedades degenerativas crénicas, asi como también de

enfermedades inflamatorias y cancer.

La investigacion de los alimentos antioxidantes y de los compuestos fendlicos
forman parte de una de las ramas de estudio de los ultimos afios debido a la gran
importancia en salud que posee en salud y en la prevencién de mudltiples

enfermedades de origen oxidativo.

El tamarindo es una especie vegetal de la familia de las Leguminosas, es una
vaina linear curvada con una capa en la parte externa de color pardo, la pulpa
forma parte del 40 % de la vaina y es considerada una fuente de vitaminas,
pectinas y minerales, esta tiene una buena fuente de antioxidantes relacionadas
a la presencia de compuestos biactivos, principalmente de compuestos poli
fendlicos, las cuales se encuentran en sus diferentes partes como en las hojas,
cascara, semillay fruto. La pulpa de tamarindo se caracteriza por tener un sabor
acido el cual se atribuye a la presencia de acido tartarico, ademas ser una fuente
de Vitaminas como A, C y complejo B. Entre los compuestos biactivos

identificados son los carotenoides, fibra dietética y los compuestos fenélicos.*®

Los fenoles se encuentran en las frutas y los vegetales con un comportamiento
antioxidante relacionado con su capacidad para quelar metales, poseen un anillo

aromatico con uno o mas grupos hidroxilo.

El acido galico es un polifenol que se encuentra en una amplia gama de frutas y

hortalizas en un rango de 0.5 -15 mg/100 gr de fruta.®?

La actividad antioxidante de un fruto se debe a las propiedades redox que este
posee debido a la absorcion y neutralizacién de los radicales libres quelando al

oxigeno.33

En la presente investigacion se determiné el contenido de compuestos fendlicos
mediante el método de Folin Ciocalteau el cual se utiliza como reactivo en una

mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio basico que se
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reducen al oxidar los compuestos fendlicos originando Oxidos azules de
wolframio y molibdeno; Para la determinacion de la actividad antioxidante del
Tamarindus indica se someti6 al radical libre sintético el 2.2 difenil-1-
Picrihidrazilo (DPPH).

Como se puede observar en la tabla 1. nos determina el contenido de
polifenoles totales en la pulpa de Tamarindus indica expresado en equivalente
de acido galico es de 10.86mg/100 g de pulpa y 47.93 pg/ml en el extracto
hidroalcohdlico. Estos datos se contrarrestan en el caso de Luanne® que en su
investigacién encontré 23.25 mg de acido gélico por cada 100 gr de pulpa de
fruta en el extracto hidro alcohodlico. Los procedimientos utilizados en la
preparacion de los extractos de las pulpas de frutas fueron obtenidos utilizando
agua destilada y alcohol etilico (95%) para la obtencién del extracto acuoso e
hidro alcodlico. Para la preparacién de los extractos, se utilizaron 50 g de pulpa
de fruta y 100 mL de agua destilada. La mezcla fue homogeneizada durante 1
hora, en frascos Erlenmeyer, usando el agitador magnético. Después, la mezcla
fue centrifugada a 3.000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante fue almacenado en

vidrio ambar bajo refrigeracion a + 8 °C hasta el momento de los analisis.

Por otro lado, Mourice'® cita a Yean-Soon y Barlow quienes encontraron en pulpa
12 mg EAG/100 g*°©

Los resultados obtenidos de &cido gélico encontrados son menores a los
reportados en otras investigaciones que van desde 110 a 320 mg EAG/100g de
pulpa de Tamarindus indica. las cuales pueden deberse a la zona de cultivo,
clima, proceso de almacenamiento de la muestra entre otros. Posiblemente el
contenido de polifenoles en fruta se ve afectado por el grado de madurez en la
cosecha, diferencias genéticas (cultivar), precosecha condiciones ambientales,
y condiciones de almacenamiento y procesamiento poscosecha. Varios autores
han documentado que las condiciones previas a la cosecha, tales como clima,
temperatura, intensidad de luz, tipo de suelo, compost, fertilizacion, aumentando
concentracion de diéxido de carbono en la atmdsfera y aplicaciéon de sustancias
naturales pueden interferir en la determinacion de los compuestos fendlicos.°A
Su vez se tiene en cuenta los azucares y acidos organicos, debido a que esta

fruta de sabor agridulce es susceptible a Reacciones de pardeamiento durante
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el manejo postcosecha causando modificaciones variables en los contenidos

fenolicos.3*

Asimismo, en relacién a los Contenidos comparativos en el estudio Total de
polifenoles, flavonoides y propiedades antioxidantes en las diferentes partes del
Tamarindus indica Linn originario de Nigeria, las cuales analizaron la corteza del
tallo, la pulpa y la corteza de la fruta tenia estadisticas significativamente (P =
0,05) mas alta en el total de contenidos de compuestos fendlicos; 158 + 2.5, 152
+22y94 + 21 ug GAE / g. Sin embargo, el extracto de corteza del tallo y el
extracto de pulpa de fruta demostraron la mayor actividad de captacion de
radicales mientras que las hojas y las raices que tenian la mas baja los
contenidos de polifenoles y flavonoides mostraron la actividad de captacion de
radicales menor. El andlisis de correlacion revela ademas que existia una buena
correlacion entre el polifenol contenido y actividad antioxidante (r2 = 0,97), y
entre los contenidos totales de flavonoides y la actividad antioxidante (r2 = 0.77),
lo que sugiere fuertemente que los radicales libres y la capacidad de eliminacion
de los extractos de T. indica esta directamente relacionada con la presencia de
polifenoles. Esta correlacién positiva entre el contenido de polifenoles y la
actividad antioxidante no es demostrada en los resultados obtenidos en la
investigacion ya que los valores son menores a los mencionados en el proyecto
desarrollado. Es de importancia la determinacion de compuestos fendlicos pulpa
de la fruta de T. indica debido a que se usa ampliamente tradicionalmente para
el tratamiento de la ictericia y las enfermedades gastrointestinales que se sabe
gue progresan con el estrés oxidativo. Por lo tanto, los altos niveles de
polifenoles y flavonoides en la pulpa de la fruta de la planta sugieren que la
eficacia terapéutica de esta pulpa en la medicina tradicional podria ser a través
del mecanismo de eliminacion de radicales libres. Esto es consistente con los

altos contenidos de polifenoles y flavonoides de la pulpa de la fruta.3®

Los datos que se encontraron acerca de los componentes que forman parte de
los compuestos fenolicos (polifenol) del pericarpio de semilla de T. indica estan
dominados por proantocianidinas (73.4%) en varias formas, catequina (2.0%),
procianidina B2 (8.2%), epicatequina (9.4%), procianidina trimero (11.3%),

procianidina tetramero (22.2%), procianidina pentamero (11.6%), procianidina
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hexamer (12.8%) junto con taxifolina (7.4%), apigenina (2.0%), eriodictiol (6.9%),
luteolina (5.0%) y naringenina (1.4%). También se informé que el contenido de
polifenoles de las semillas de tamarindo contenian solo procianidinas,
representadas principalmente por procianidina oligomérica tetramero (30.2%),
procianidina hexamero (23.8%), procianidina trimero (18.1%), procianidina
pentdmero (17.6%) con menores cantidades de procianidina B2 (5.5%) y
epicatequina (4.8%). 3°

Asimismo, en un estudio se manifiestan que estos efectos antioxidantes se
deben probablemente a la presencia de polifenoles como n-hexacosano, acido
eicosanoico, b-sitosterol, octacosanilo ferulado, 21- Acido oxobenénico, pinitol y
antioxidantes fendlicos para proantocianidinas. T. indicus incluye una variedad
de compuestos bioactivos en las hojas, semillas, corteza, pulpa y flores con
efectos beneficiosos para la salud humana y la posibilidad de aplicacién en la
industria farmacéutica. Otros autores mostraron que el extracto crudo de pulpa
de tamarindo tiene compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes que han
mejorado la eficiencia de la superdoxido dismutasa, catalasa y glutation

peroxidasa.3®

Otro estudio que refuerza lo mencionado nos refiere que el tamarindo presenté
el mayor contenido total de antocianinas (3.16 = 0.40 mg / 100 g), seguido de
ciruela (1.35+0.04 mg/ 100 g) y murici (1.02 £ 0.00 mg/ 100 g). Estos resultados
para el contenido total de antocianinas son compatibles con otros ya registrados

para pulpas de frutas. 3’

Por otro lado, se determiné en otros estudios tales como “Aplicacién de Diversos
Métodos Quimicos para Determinar Actividad Antioxidante en Pulpa de Frutos”
escrito por Kukoski®® que no solo describié al Tamarindo si no otros de los frutos
tropicales en donde determina un elevado contenido de polifenoles totales en la
pulpa de mango 544.9 mg/ 100 gr, fresa (132.1 mg/100gr), uva (117.1 mg/100gr)

los cuales a comparacion de los datos obtenidos son realmente elevados.

En la tabla 2, se presenta la actividad antioxidante del Tamarindus indica la que
fue evaluada por el método del DPPH el cual tuvo una reaccion a los 60 minutos
presento un valor de actividad antioxidante IC50 correspondiente a 293.93 ug/mi
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de extracto. Por otro lado, corroboran con Escalona’ en un estudio fitoquimico
de las hojas de Tamarindo mostraron in IC 50 =136.28 ug/ml, por ultimo Piloto®
en su investigacion demostré que en el extracto hidroalcoholico al 70 % de la
corteza de Tamarindo mostro valores de IC 50 < 30 ug/mly IC 50 < 32 ug en la

reduccion de DPPH, los cuales son resultados que difieren de los obtenidos.

Para Luanne ° en su investigacion se encontr6 EC 50 en ug /ml del extracto

hidroalcoholico de Tamarindus indica de 1431.47 ug/ml.

Narendra V.*° en su articulo Potencial antioxidante de tamarindus indica semilla
encontré un valor IC50 para el extracto etandlico de la capa de semilla de T.
indica para ser 25.24 + 0.044 ug / mL a concentraciones de 20 a 100 ug/ml. En
el cual concluyeron De los resultados anteriores que la capa de semilla de T.

indica del extracto etandlico posee una importante actividad antioxidante.

Por otro lado, El objetivo del estudio fue investigar el potencial antioxidante de
las hojas de T. indica L. Los resultados obtenidos en cuanto a la actividad
antioxidante del extracto y las fracciones de hojas de T. indica L por el método
DPPH tienen demostrado que el extracto y las fracciones en cuestién inhibio
significativamente el DPPH en todas las concentraciones. El extracto etandlico y
la fraccion acuosa de las hojas tuvieron las mejores actividades antioxidantes.
seguido de las fracciones de diclorometano y hexano. Esto puede explicarse por
la extraccién de polifenoles por los disolventes polares asi, la mejor capacidad
antioxidante puede ser asignada, en donde Al extracto etandlico y la fraccién
acuosa en dicho estudio presentaron un IC50 de 60.53 y 71.66 pg / mL,

respectivamente.

Esta claro que la potente actividad de los extractos se debe a la abundancia de
componentes fendlicos, de los cuales el extracto de etanol tiene el mayor
contenido de dosis (polifenoles, flavonoides y taninos), seguido de la fraccién
acuosa. En el cual concluyeron que La capacidad antioxidante evaluada por
DPPH indica que los mejores valores de CI50 se obtuvieron de la Extracto (60.53

ug / ml) seguido por la fraccidén acuosa (71.66 ug / ml).4°

Tres posibles razones pueden ser responsables de esto: en primer lugar, longitud

de onda de 515 nm para DPPH. Esta subestimacion de TEAC por los radicales

25



DPPH, es de esperar ya que la region visible, con compuestos coloreados, como
las antocianinas y carotenoides, presentados en la muestra de prueba, puede
tener el espectro que se superpone con DPPH a 515 nmy, por lo tanto, interfiere
con la Mediciones. Una segunda razon posible podria deberse a los mecanismos
de reaccion del DPPH y los eliminadores de radicales libres, que también estan
influenciados por las conformaciones estructurales de los antioxidantes. Por lo
tanto, las moléculas pequefas que tienen un mejor acceso al sitio radical tienen
una mayor actividad antioxidante aparente con esta prueba. La tercera
explicacion posible podria deberse a que las reacciones de DPPH con ciertos
fenoles, como el eugenol y sus derivados, son reversibles, lo que da como

resultado lecturas bajas para la actividad antioxidante.3®

V. CONCLUSIONES

e La pulpa de Tamarindus indica contiene compuestos fendlicos expresado

en acido galico 10.86 mg/ 100g

e La actividad antioxidante del fruto del Tamarindus indica frente al radical
del DPPH es de un IC 50 correspondiente a 293.93 ug/ml.

VI. RECOMENDACIONES

e A los estudiantes que desarrollan su carrera en el campo de la salud que
implementen investigaciones en referencia a los frutos aun no estudiados

para que de esa manera se pueda implementar la medicina tradicional.
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VII.

La evaluacion de los alimentos étnicos y tradicionales puede ofrecer
muchos beneficios en la promocion de salud humana. Con el fin de utilizar
tales fuentes de antioxidantes, para evaluar productos, desarrollar bases

de datos que sirvan de antecedentes para nuevos estudios.

Promover la investigacion brindando las facilidades a los estudiantes con

respecto a la prestaciéon de laboratorios y materiales.

Las autoridades de agricultura fomentar la comercializacién del fruto

Tamarindus indica debido a los diferentes beneficios que este posee.

Promover el consumo de alimentos de origen vegetal que permitan incluir

en la dieta los antioxidantes para el bienestar del ser humano.
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ANEXOS

Anexo 1. Concentracion de acido galico vs Absorbancia

Concentracion de Acido Galico vs Absorbancia
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Anexo 2. Obtencién de ug AG en el filtrado del extracto hidroalcoholico del

fruto del Tamarindus indica

1ml 47.82 ugAG
215 ml X
1ml _ 47.82 ug AG
215 ml X

X =10281.30ug

10281.30x10-6 g
10281.30 x10-3x 10-3 g
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10.28130x 10-3 g

10.28 mg
Anexo 3. Obtencion de mgAG en 100 gr de Tamarindus indica

215 ml del extracto Tamarindus indica ------------- 10.28 mg de AG
95 g Tamarindus indica  ------------- 10.28 mg de AG
100 g Tamarindus indica -------------- X
X=10.82 mg AG

Anexo 4. Curva de Absorbancias del Reactivo DPPH frente al extracto
hidroalcoholico del Tamarindus Indica

ABSORBANCIAS DEL REACTIVO DPPH
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Anexo 5. Absorbancias del Reactivo DPPH frente al extracto hidroalcoholico del
Tamarindus Indica

ABSORBANCIA DE REACTIVO (DPPH) =0.997
Concentracion AM | AB %
ug/mL

DPH 0 0 0 0

5 0.528 | O 2.4

0.541 25 0515 | O 4.8
50 0.618 | O 11.4
0.698 75 0.603 | O 13.61
150 0.509 | O 27.08

Anexo 6. Porcentaje de Inhibicion del DPPH frente a las diferentes

concentraciones del Extracto de Tamarindus Indica (ug/ml)

Concentracion del % de inhibicién
Extracto (ug/ml) del DPPH
) 2.4
25 4.8
50 11.4
75 13.61
150 27.08

Anexo 7. Ecuacién de la capacidad antioxidante del extracto hidroalcoholico

mediante el IC50 expresado en ug/ml

IC50
IC50

283.928697
283.93 ug/ml

IC50 = 31ng AG/ml

X=31.005 mg x 10-6
X=31.005x10-3x10-6 g
X=31.005x10-9¢g

X=31ng AG
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Anexos 8. Procedimiento Preparacion del Extracto Hidroalcoholico

Pelado de la pulpa de Tamarindus Indica




Colocacién de la pulpa de Tamarindo a la estufa a 40c®

Disolucion del extracto con etanol 80 %

38



Luego de la maceracién por dos semanas se llevé a cabo la filtracidén y
posteriormente la medicion de grados Brix 28.6

Anexos 9. Método para determinar los compuestos fendlicos — Folin
Ciocalteau

El procedimiento inicial fue medir el contenido de filtrado para posteriormente
colocar en los tubos de ensayo la muestra
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Tubos de ensayo con la muestra del extracto hidroalcoholico y el reactivo Folin
Ciocalteau para posteriormente ser medido a través del espectrofotémetro.

Anexos 10. Método para determinar la capacidad Antioxidante - DPPH

Preparacion del DPPH
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Medicién de los grados Brix del extracto hidroalcoholico de Tamarindus Indica

Mezclado de las disoluciones con DPHH dejando reposar por 60 minutos para
luego ser medido por el espectrofotémetro.
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