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SINTESIS 

El tamarindo (Tamarindus indica L.) es reconocido por su utilidad medicinal; sin embargo, 

no todos los órganos de la planta han sido estudiados con igual profundidad. Sus hojas son 

empleadas en el tratamiento de afecciones hepáticas e infecciosas, aunque no existen 

evidencias científicas de su composición química y efectividad terapéutica que respalden 

su uso etnobotánico. En el presente trabajo, se desarrolló un estudio fitoquímico de las 

hojas de Tamarindus indica L., identificando un total de 35 metabolitos, 21 de los cuales 

constituyeron un primer informe a nivel mundial. Las principales familias de compuestos 

estuvieron representados por: aceites esenciales, ácidos grasos y compuestos polifenólicos, 

principalmente flavonoides. La evaluación de las condiciones de extracción de las 

sustancias activas permitió diseñar un método sencillo, económico y eficiente, que 

combina la utilización de etanol al 70% como solvente y un tiempo de humectación de 90 

minutos, para la obtención de extractos con elevadas concentraciones de metabolitos y una 

fracción significativa de minerales, entre ellos el selenio. La caracterización de la 

formulación (extracto fluido) preparada  en estas condiciones, evidenció diferencias en las 

concentraciones de los compuestos mayoritarios en las diversas etapas del ciclo de vida de 

la planta, observando la mayor acumulación de metabolitos durante la fructificación. El 

extracto fluido se fraccionó en cuatro preparados, de distinta polaridad y naturaleza 

química, para la evaluación in vitro de su actividad antioxidante y antimicrobiana. Se 

demostró que el extracto fluido posee una buena actividad antioxidante en los modelos in 

vitro ensayados, en varios de ellos a concentraciones inferiores a sus fracciones. La 

actividad antimicrobiana, por su parte, se asoció a la acción directa de los componentes 

presentes en los extractos y no a la estimulación del sistema del complemento. Las dos 

actividades farmacológicas estudiadas no dependieron exclusivamente de la concentración 

de fenoles y flavonoides, como sugerían trabajos anteriores. Los resultados de la tesis 

permiten relacionar por vez primera, el fitocomplejo en cuestión con la actividad 

antioxidante y antimicrobiana que sustenta el empleo etnobotánico de las hojas de 

Tamarindus indica L. 
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Control Semántico 

Droga: Todo producto de origen natural que recolectado o separado de su medio tiene una 

composición y unas propiedades tales que dentro de su complejidad constituye la forma 

bruta de un medicamento. 

Droga fresca: El término “fresco” se aplica a aquellas drogas cuyo tiempo de separación o 

recolección de su medio no excede las tres horas, conservando casi intactas sus 

propiedades iniciales. 

Droga cruda: El término “crudo” se aplica a aquellas drogas que no  han sufrido otro 

proceso que no sea la recolección y el secado para su correcto empaquetamiento y 

preservación hasta el preciso momento de su elaboración. Se acepta también el término 

droga seca. 

Decocción: Procedimiento extractivo en el cual la droga es extraída por ebullición en agua 

por al menos 5 minutos. El resultado de este proceso extractivo es también conocido como 

decocción. 

Percolación o lixiviación: Procedimiento extractivo que consiste en el paso del menstruo 

en repetidas ocasiones a través de la droga cruda, previamente humectada, que se 

encuentra en el percolador.  

Extracto Fluido: Formulación farmacéutica obtenida mediante la remoción de los 

componentes activos de las drogas respectivas con menstruos apropiados, la evaporación 

de todo o casi todo el solvente y el ajuste de las masas o polvos residuales para que 

cumplan las normas prescriptas, en la cual cada mililitro de extracto equivale a 1gramo de 

la droga. 

Aceites esenciales: Compuestos de naturaleza volátil y olorosa producido por un reducido 

número de especies vegetales. Desde un punto de vista químico, se presentan en dos 

grandes grupos: los de naturaleza terpenoide (principalmente monoterpenos, 

sesquiterpenos y algunos diterpenos) y los de naturaleza aromática (derivados 

principalmente del fenilpropano). No todos los compuestos volátiles producidos por las 

plantas resultan aceites esenciales. 
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INTRODUCCIÓN 

La medicina natural es un campo terapéutico que parte de la integración del hombre a la 

naturaleza, constituyendo así una vía para contrarrestar los efectos adversos de los 

productos farmacéuticos obtenidos mediante la síntesis química. Su aplicabilidad en la 

terapéutica actual, le permite ser considerada como una de las más importantes 

modalidades de la medicina complementaria. Numerosas enfermedades son tratadas con 

productos fitofarmacéuticos o derivados de los mismos, fundamentalmente aquellas de 

origen infeccioso y las resultantes del desequilibrio REDOX del organismo. Más del 80% 

de los antimicrobianos empleados hoy en día proviene de fuentes naturales, mientras que la 

casi totalidad de las especies antioxidantes tiene un origen vegetal. Ello es causado por la 

necesidad intrínseca de las plantas de disponer de un mecanismo de protección, en un 

ambiente caracterizado por una naturaleza oxidante (atmósfera oxigenada) y una 

diversidad microbiana patógena, para garantizar su adaptación al medio. En consecuencia, 

las especies vegetales son capaces de producir y bioprocesar un sinnúmero de metabolitos 

y elementos inorgánicos, que han sido extraídos y empleados empíricamente durante siglos 

por la población mundial en el tratamiento de estas patologías. 

Cuba cuenta con una flora variada y abundante en la que se hallan numerosas especies con 

propiedades medicinales, entre las que se encuentra el tamarindo (Tamarindus indica L.). 

En nuestro país, esta planta crece de manera espontánea a lo largo de toda la isla, aunque 

se le suele observar cultivada formando parte de sistemas de cortinas rompe vientos.  

El valor medicinal del tamarindo ha sido reconocido desde la antiguedad. La pulpa de su 

fruto es mencionada en el tradicional Sánscrito1, y ha sido incluida además, en varias 

farmacopeas occidentales como un laxante eficaz. Más recientemente, a partir de las 

semillas ha sido aislado un xiloglicano, objeto de numerosas investigaciones y patentes2,3. 

Sin embargo, la distribución de los estudios realizados por órganos no resulta homogénea, 

pues las hojas, tallos, corteza, flores y raíces han sido poco abordados, tanto desde el punto 

de vista químico como farmacológico. En consecuencia, su composición y potencialidades 

como fitofármaco se desconocen en gran medida. De este modo, y a pesar del elevado 

número de artículos científicos publicados relacionados con el fruto y las semillas, el 

tamarindo es considerado en la actualidad como un cultivo subutilizado, según el 

compendio editado por el Centro de Estudios de Cultivos Subutilizados de la Universidad 

de Southampton, Reino Unido4. 
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Desde el punto de vista etnobotánico, tanto a nivel internacional como en Cuba, el 

tamarindo es de reconocido empleo para combatir desórdenes hepáticos5,6,7. Al respecto, 

esta especie figura entre las catorce recomendadas para el tratamiento de las disfunciones 

hepáticas según el Green Pharmacy Herbal Handbook8. 

Las hojas de la planta constituyen el órgano al que con más frecuencia se le atribuye la 

actividad hepatoprotectora, aunque en Cuba la población emplea, además, la corteza del 

tallo y las raíces. Otro uso de las hojas documentado internacionalmente se relaciona con la 

actividad antimicrobiana9; sin embargo, las referencias del empleo del tamarindo con estos 

fines en Cuba son muy limitadas, a diferencia de países étnica y geográficamente cercanos 

como Puerto Rico, México, y Trinidad y Tobago10,11.  

Los estudios desarrollados en Cuba, en un modelo experimental de toxicidad hepática con 

tetracloruro de carbono (CCl4), demostraron la actividad hepatoprotectora de la decocción 

de las hojas frescas12, aunque su efectividad resultó menor en comparación con la de un 

extracto fluido en etanol al 80%. Además, fueron evaluadas dos fracciones del extracto 

fluido ricas en flavonoides, las que resultaron tan activas como el extracto de partida13. En 

este sentido, se ha sugerido que la actividad hepatoprotectora de las hojas de la especie se 

asocia con un mecanismo antioxidante, y que son las fracciones fenólicas y flavonólicas las 

responsables de dicha actividad. Ello fue evidenciado a través de dos técnicas químicas: la 

inhibición del radical 2,2 difenil -1-picrilhidracilo (DPPH) y la inhibición del radical 

superóxido (O2
-)14. Estas propiedades antioxidantes potenciales representarían además, una 

opción a considerar como alternativa terapéutica de diferentes patologías asociadas al 

estrés oxidativo que constituyen en la actualidad un problema de salud. Se ha postulado 

también, a través de un estudio por difusión en placa, que las fracciones de fenoles y 

flavonoides podrían ser las responsables de la actividad antimicrobiana informada en la 

especie. 

Los ensayos anteriores han sido realizados a un extracto obtenido con un menstruo 

seleccionado teóricamente (etanol 80%), para logar una mayor extracción de los 

compuestos flavonólicos, ignorando la riqueza y diversidad de sustancias producidas por 

las hojas del tamarindo y su posible influencia en las actividades etnobotánicas descritas en 

la especie. Múltiples son los mecanismos informados, por los cuales una sustancia o grupo 

de sustancias podrían ejercer su efecto antioxidante y/o antimicrobiano. De este modo, la 

variedad química de los metabolitos responsables de estas propiedades resulta sin dudas, 

extraordinaria. 
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Estos antecedentes destacan la necesidad de estudios más profundos que posibiliten 

determinar la naturaleza química de los metabolitos producidos por las hojas del 

tamarindo, y en consecuencia seleccionar un menstruo que logre una extracción más 

efectiva, tanto cualitativa como cuantitativamente. Ello permitiría la preparación de un 

extracto que concentre metabolitos con una elevada potencialidad farmacológica, y la 

evaluación a partir del mismo de las propiedades etnobotánicas descritas para las hojas de 

la especie en estudio, contribuyendo al esclarecimiento de los posibles mecanismos de 

acción antioxidante y/o antimicrobiana. 

Por este motivo, la tesis aborda como Problema Científico: 

El pobre conocimiento de la naturaleza fitoquímica de los compuestos presentes en las 

hojas de Tamarindus indica L. y las insuficientes evidencias experimentales de su 

actividad farmacológica antioxidante y antimicrobiana, limitan la fundamentación 

científica de su empleo etnobotánico y el desarrollo de formulaciones farmacéuticas 

enriquecidas en metabolitos bioactivos con potenciales aplicaciones terapéuticas. 

A partir de este problema, se formuló la siguiente hipótesis de trabajo: 

La exploración de la diversidad fitoquímica presente en las hojas de Tamarindus indica L. 

permitirá relacionar el fitocomplejo en cuestión con la actividad antioxidante y 

antimicrobiana que sustenta el empleo etnobotánico de la especie, como premisa para su 

introducción en la medicina complementaria. 

El presente trabajo tuvo como objetivo general: 

� Evaluar desde el punto de vista fitoquímico y pre-clínico, las propiedades antioxidantes 

y antimicrobianas de las hojas de Tamarindus indica L. 

Para cumplimentar este objetivo general se trazaron los siguientes objetivos específicos: 

1) Caracterizar químicamente los principales metabolitos producidos y los elementos 

inorgánicos bioprocesados por las hojas de la especie. 

2) Evaluar la influencia de los parámetros concentración de etanol y tiempo de 

humectación en el proceso de extracción de metabolitos activos de las hojas de 

Tamarindus indica L., para su utilización en la preparación de una forma farmacéutica. 
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3) Caracterizar una forma farmacéutica con elevada concentración de principios activos y 

las fracciones obtenidas a partir de ésta, en diversas etapas del ciclo de vida de la planta. 

4) Evaluar la actividad antioxidante in vitro del extracto obtenido de las hojas de 

Tamarindus indica L. y sus fracciones en modelos químicos y celulares. 

5) Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto obtenido de las hojas de Tamarindus 

indica L. y sus fracciones, a través de ensayos de inhibición del crecimiento de cepas 

microbianas y el estudio de la activación del sistema del complemento humano. 

Diversos aspectos destacan la novedad científica de los resultados de esta tesis: 

1. La exploración fitoquímica de las hojas de Tamarindus indica L. permitió la 

identificación de un elevado número de compuestos químicos estructuralmente diversos 

y de elementos inorgánicos. De ellos, veintiuno constituyen una primera referencia 

mundial para la especie y/o para el órgano en estudio. 

2. Se establecen, por primera vez en Cuba, las condiciones de extracción para un conjunto 

de metabolitos potencialmente activos de las hojas de Tamarindus indica L., ofreciendo 

elementos esenciales en la formulación de un preparado farmacéutico de potencial 

actividad farmacológica. 

3. Se demuestra la actividad antioxidante de extractos de hojas de Tamarindus indica L., a 

través de tres ensayos químicos y dos empleando células humanas. Los resultados 

informados en la tesis en células humanas constituyen un primer informe en el mundo. 

4. Se fundamenta, por primera vez en Cuba, la actividad antimicrobiana de las hojas de 

Tamarindus indica L., no sólo desde su diversidad  fitoquímica, sino también desde un 

mecanismo directo de acción (inhibición del crecimiento de cepas microbianas) y un 

mecanismo indirecto (activación del sistema del complemento humano). Este enfoque 

integral en la interpretación de la actividad antimicrobiana de las hojas de tamarindo, se 

informa por primera vez en el mundo. 

La importancia teórica de esta tesis radica en el aporte de nuevos conocimientos sobre la 

composición fitoquímica de las hojas de Tamarindus indica L., lo que permite establecer 

las condiciones de extracción de los metabolitos con mayor interés farmacológico. Por otra 

parte, ofrece evidencias científicas que permiten justificar el empleo de formulaciones con 

actividad antioxidante y antimicrobiana, propiedades éstas en las que se fundamenta el uso 

etnobotánico de la planta por la población cubana y de otras áreas geográficas. En la tesis 

se presenta además, una visión sinérgica e integradora acerca del mecanismo de acción 
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potencial de varios tipos de metabolitos de la planta en las actividades farmacológicas de 

mayor relevancia.  

Desde el punto de vista práctico, la investigación ofrece aportes sociales y económicos. El 

conocimiento de la composición química de las hojas del tamarindo que crece en Cuba, así 

como la evaluación experimental de su actividad antioxidante y antimicrobiana, permite 

sustentar sobre bases científicas el empleo de esta planta por nuestra población 

proponiendo una alternativa para el tratamiento de las múltiples enfermedades asociadas al 

desbalance REDOX del organismo, que constituyen hoy en día importantes problemas de 

salud. La extensión de estos resultados a otros sistemas experimentales, permitiría 

desarrollar nuevos productos nacionales con posibilidades futuras de registro y 

comercialización. 

La tesis cuenta con 93 páginas distribuidas en: introducción, revisión bibliográfica, 

materiales y métodos, resultados y discusión, conclusiones y recomendaciones. El trabajo 

contiene, además: una síntesis, una tabla de contenidos, las referencias bibliográficas 

consultadas, 25 tablas, 18 figuras y 4 anexos. 

Los resultados que reúne la presente investigación se han presentado en 9 eventos 

científicos y están incluidos en 6 artículos publicados en revistas nacionales e 

internacionales. Estos resultados han sido reconocidos como logro científico de la Facultad 

de Ciencias Naturales de la Universidad de Oriente (2007), premio en el Fórum Nacional 

Estudiantil de Ciencia y Técnica (2008) y formó parte del dossier premiado como el logro 

científico de mayor aporte social de la Universidad de Oriente (2010). La tesis se  

pre-defendió ante el Consejo Científico de la Universidad de Oriente, del Instituto Finlay, e 

invitados del Consejo Científico del Instituto de Ciencias Básicas y Preclínicas Victoria de 

Girón y del Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAL) de la Universidad de La Habana. 
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Capítulo I. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

I.1      Metodología de investigación en plantas medicinales. Ruta Crítica 

Desde tiempos remotos, las especies vegetales han sido empleadas con fines terapéuticos 

en el tratamiento de diferentes enfermedades con magníficos resultados, basado 

fundamentalmente en las experiencias empíricas de generaciones precedentes. Este amplio 

uso se mantiene en nuestros días; sin embargo, el desarrollo alcanzado por la ciencia 

actual exige de una investigación científica que garantice el uso racional de las plantas 

medicinales. En este sentido, Cuba ha establecido un Programa Nacional de Medicina 

Tradicional que regula, entre otras cuestiones, las investigaciones científicas con las 

Plantas Medicinales, estableciendo criterios que unifican las etapas principales que 

comprende una investigación en este campo. Ello se conoce como “Ruta Crítica de 

Investigación en Plantas Medicinales”, la cual constituye una guía metodológica de 

carácter orientador. Los aspectos más importantes que abarca son los siguientes15: 

I. Selección de las especies: Se deben considerar varios factores, entre ellos: la 

información bibliográfica existente, la disponibilidad de la especie, la factibilidad de 

su cultivo y el problema de salud que la planta podría resolver. 

II.  Identificación botánica: Debe realizarse por un especialista acreditado en la temática. 

Se conservará una muestra herbaria de consulta. De particular importancia resulta 

además, declarar la parte de la planta en estudio, el estado dentro de su ciclo de vida, 

fechas, lugares y horas de la recolección. 

III.  Caracterización fitoquímica mínima de las preparaciones: Deben considerarse los 

siguientes aspectos: tamizaje fitoquímico, preparación de extractos similares a la 

forma de uso tradicional siguiendo métodos farmacéuticos reconocidos (decocción, 

percolación, etc.) y atendiendo a las Normas Ramales establecidas. Se deben preparar 

extractos de polaridad diversa, los cuales deben reunir un mínimo de requisitos que 

garanticen la calidad y estabilidad de forma cualitativa y semicuantitativa. Estos 

extractos se emplearán para realizar las pruebas farmacológicas y toxicológicas. 

IV.  Estudio  farmacológico  I (preclínico-farmacológico): Se corroboran o identifican la o 

las acciones farmacológicas a investigar de la planta. Debe considerarse el empleo de 

modelos experimentales adecuadamente validados, utilizando siempre un control 

positivo de la actividad. También deberán considerarse extractos que difieran 
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marcadamente en su composición a diversos niveles de concentración o dosis. En 

ensayos con animales, los mismos deben proceder de bioterios estandarizados.  

V. Estudio toxicológico I: Se evalúa preliminarmente la posible toxicidad aguda y 

genotoxicidad del extracto de la planta con actividad farmacológica demostrada. Debe 

considerarse el empleo de modelos experimentales validados, con un control positivo 

de la actividad. Se han de evaluar dosis del extracto considerablemente superiores a las 

que pudieran exponerse en el hombre. Se debe garantizar el trabajo con animales 

sanos, procedentes de bioterios estandarizados, y el empleo de cepas reconocidas de 

microorganismos para la evaluación genotóxica, particularmente la evaluación de 

inducción de daño primario en el DNA. 

VI.  Estudios farmacognósticos y fitoquímicos (continuación): Se desarrollan 

paralelamente a las siguientes tres etapas. Se trabajará en la determinación de la 

naturaleza química del (los) principio(s) activo(s) y su obtención. Se caracterizará 

farmacognósticamente la planta o parte a emplear, desarrollando además, métodos que 

permitan obtener las especificaciones de calidad del extracto activo, con vista a su 

normalización. Para ello se deben desarrollar técnicas analíticas para la determinación 

de la concentración de los compuestos relacionados con la acción farmacológica. 

También se realizarán estudios de dinámica de acumulación de los principales tipos de 

metabolitos.  

VII.  Preparado farmacéutico: Su objetivo es elaborar la(s) forma(s) farmacéutica(s) más 

adecuada(s), atendiendo a la(s) indicación(es) y la(s) vía(s) de administración. En este 

aspecto quedan incluidos todos los estudios que requieren su estandarización. 

VIII.  Agrotecnia: Su objetivo es desarrollar los estudios agrobiológicos necesarios que 

permitan garantizar el material vegetal para la introducción del resultado, incluida la 

comercialización en el sistema de salud. 

IX.  Fitotecnia: Se determinan los aspectos técnicos fundamentales que deberán ser 

abordados en una investigación para elaborar el paquete tecnológico de la especie en 

cuestión, los que dirigirán su explotación a gran escala. 

X. Estudio farmacológico II: Esta fase completa los estudios farmacológicos preclínicos 

iniciados en la farmacología I, que evalúan la farmacodinamia y, de ser posible, su 

farmacocinética. También se determinan la dosis efectiva, el índice terapéutico o 

margen de seguridad, la potencia o actividad relativa, el mecanismo y la duración de la 

acción. 
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XI.  Estudio toxicológico II. Esta  fase completa los estudios preclínicos iniciados en la 

toxicología I. Debe incluir el estudio de la toxicidad subcrónica, además de otras 

pruebas como toxicidad crónica, y carcinogénesis, entre otras. 

XII.  Obtención del Principio Activo (P.A): Se debe obtener el o los principios activos 

responsables de la acción terapéutica atribuida a la planta, y en cuyas investigaciones 

se está trabajando, desde que finalizaron los estudios farmacológicos y toxicológicos I. 

XIII.  Ensayo clínico: Se debe evaluar inequívocamente la actividad terapéutica y efectos 

secundarios en el humano, siguiendo las regulaciones vigentes del MINSAP. 

XIV.  Registro y normalización. Los requisitos a cumplir serán los establecidos por el Centro 

Estatal para el Control de la Calidad de los Medicamentos (CECMED) y la Dirección 

de Normalización, Metrología y Control de la Calidad (NMCC) del MINSAP. La 

documentación será sometida a la comisión evaluadora designada al efecto. 

XV. Farmacovigilancia: Estos estudios se realizarán por el Registro Nacional de 

Farmacovigilancia de la Dirección Nacional de Farmacología. 

Estas regulaciones nacionales están acordes con las directivas internacionales sobre el 

estudio de las plantas medicinales16,17,18,19. 

I.2 Tamarindus indica L. Descripción botánica, clasificación taxonómica y 

aplicaciones etnomedicinales 

Esta especie es un árbol inerme, de hasta 25 m de altura, con un tronco de 1,5 m de grosor 

y ramas ampliamente extendidas. Las hojas miden de 6 a 12 cm de largo, son alternas y 

pinnadas, y están formadas por muchos pares de foliolos lineales (de 10 a 18 pares) de 

hasta 20 mm de longitud. Es una planta muy longeva pudiendo superar los 100 años de 

edad. 

Se plantea que es una especie originaria del África tropical, difundida por el cultivo en los 

trópicos de ambos hemisferios. El tamarindo crece en el África ecuatorial-tropical y se 

cultiva en todos los países de clima cálido y templado con un régimen de precipitaciones 

entre 800 y 1400 mm al año. Se desarrolla preferentemente en suelos de pH comprendido 

entre 6,5 y 7,5, aunque puede lograr la fase vegetativa incluso en suelos ácidos, pobres en 

nutrientes. Tolera desde un suelo aluvial profundo hasta un suelo rocoso y poroso20.  
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El tamarindo es una especie monogenérica. Su ubicación taxonómica es la siguiente21: 

Reino: Plantae 
Subclase: Rosidae      
Supraorden: Eurosidae I 
Orden: Fabales.  
Familia: Fabaceae. 
Subfamilia: Caesalpinioideae 
Género: Tamarindus 
Especie: Tamarindus indica Linneo. 

Esta planta es reconocida y empleada desde tiempos remotos. Existen evidencias 

documentadas de su cultivo en Egipto desde el año 400 AC. En Grecia, el sabio 

Theophrastus escribió en dos ocasiones sobre el tamarindo entre los años 370-287 AC. El 

tamarindo es mencionado en las escrituras santas del Brahmasamhita (1200-200 AC). Los 

comerciantes árabes lo introdujeron en Europa, cuando en sus peregrinaciones lo adquirían 

en la India; es por eso, que durante mucho tiempo se le conoció como “Tamarindo de la 

india”. El nombre deriva del árabe "tamare" = dátil, e "hindi" = indio, que significa dátil de 

la India, siendo éste el que le dio origen a su nombre botánico: Tamarindus indica L. Las 

propiedades de su fruto ya eran conocidas en Occidente en la edad antigua, aunque su 

primera descripción con estos fines la realizó Marco Polo en 1298. Otros informes indican 

que hacia el 1500 las decocciones del fruto eran utilizadas como purgantes, en las fiebres 

gástricas inflamatorias, en la ictericia y en la disentería4. Su introducción en el nuevo 

mundo debió realizarse entre 1700 y 1800 con las primeras expediciones de botánicos 

eslavos desde el África hacia la América. Según Roig6, la especie se naturalizó en nuestro 

país y se encuentra subespontáneamente en muchos lugares de la isla. 

La acidez de su fruto y de sus hojas se debe principalmente a la presencia de ácido 

tartárico, ácido cítrico y ascórbico. El uso del fruto en bebidas refrescantes es muy 

saludable, pues su pulpa también es rica en el complejo vitamínico B. Se emplea además, 

en preparaciones culinarias como acidulante22.  Sus hojas son utilizadas como colorante y 

como fuente nutricional en ensaladas, aprovechando sus elevados niveles de vitaminas y en 

menor medida, proteínas. Las semillas secas y pulverizadas son utilizadas como agentes 

formadores de geles y estabilizantes23, y su goma constituye un excipiente en la producción 

de tabletas como emulgente y humectante24.   

Prácticamente para todos sus órganos han sido referidos efectos medicinales. A la pulpa 

del fruto se le atribuyen propiedades antipiréticas, antiescorbúticas, y es empleada en 

enfermedades relacionadas con el exceso de colesterol y ácido úrico. Los retoños de las 
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hojas se utilizan en la disentería y en infecciones bucales, la corteza del tallo contra el 

asma y la amenorrea, las hojas y las semillas como vermífugas y estomáquicas25, mientras 

que las hojas y el tallo en enfermedades hepáticas, ictericia y hemorragias. Otros informes 

populares indican su efectividad en la tripanosomiasis26. Las hojas son referidas 

frecuentemente en su uso como tratamiento alternativo de enfermedades renales27. La 

corteza y las hojas son empleadas en el África central en el tratamiento del parasitismo 

intestinal28. Casi todas sus partes son empleadas como laxante, antipiréticas, antisépticas o 

antimicrobiana, antimaláricas, antirreumáticas, antidiabéticas, entre otras muchas 

aplicaciones29; aunque las que más se destacan, son la hepatoprotectora y laxante.  Como 

laxante, la pulpa del fruto ha sido una droga oficial en la Farmacopea de los Estados 

Unidos de América y en la Farmacopea Británica30.  

I.3 Procedimientos empleados en la extracción, aislamiento y caracterización 

de productos de especies vegetales 

A pesar de su información genética predeterminada, las plantas pertenecientes a una misma 

especie pero desarrolladas en entornos diversos producen diferentes compuestos, 

generando así un formidable reservorio de sustancias con potencialidades 

farmacológicas31. 

Toda esta diversidad química, se encuentra distribuida en el interior de las células 

vegetales, por lo que para su obtención, y posterior estudio resulta necesario diseñar 

procesos de extracción y aislamiento adecuados. 

La extracción es un proceso que depende de la naturaleza del material a tratar y de los 

compuestos a ser aislados. Un proceso extractivo típico en plantas incluye los siguientes 

pasos: 

1. Secado y disminución del tamaño de partícula. 

2. Selección del solvente: apolares (n-hexano, cloroformo etc.), medianamente polares 

(alcoholes, acetato de etilo, diclorometano etc.) y polares (usualmente el agua). 

3. Elección del método de extracción: Maceración, percolación, extractor Soxhlet, 

sublimación, extracción asistida por microondas o por ultrasonido, por destilación a 

vapor, entre otros. 

Ninguno de los métodos de extracción anteriormente mencionados ofrece ventajas 

apreciables con respecto a los demás, pues todo dependerá de la naturaleza del material y 

del tipo de principio activo que se desea extraer. Algunos métodos emplean agentes físicos 
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y químicos para la extracción, con costos de tiempo muy bajos y rendimientos de 

extracción altos; sin embargo, casi siempre implican una tecnología adicional que puede 

ser económicamente costosa. Además, al desconocer la naturaleza del principio activo no 

se pueden prever las alteraciones que el agente físico o químico empleado pueda producir a 

la muestra: degradación, polimerización, formación de aductos químicos, entre otras32. La 

maceración y la percolación, por su parte, no emplean agentes físicos ni químicos, por lo 

que para lograr elevados rendimientos se debe aumentar significativamente el tiempo de 

extracción, que en el caso de la maceración puede llegar incluso a los 30 días. La 

percolación, sin embargo, ofrece una solución en la que para aumentar la capacidad y 

disminuir los tiempos de extracción, se recambia el solvente cada 24 o 48 horas de 

maceración, de dos a cinco veces. De tal forma, se evita la saturación del menstruo, 

extrayendo hasta el agotamiento los metabolitos solubles. Esto, por supuesto, engendra el 

consumo de elevados volúmenes de solvente33. 

Independientemente del método y solvente empleado, el producto de un proceso extractivo 

en plantas medicinales es una compleja mezcla de compuestos, dificultando la aplicación 

de una sola técnica de separación para aislar al compuesto deseado. Por ello, después de la 

extracción se realiza normalmente un proceso de fraccionamiento, que agruparía 

compuestos de similar polaridad o tamaño molecular. Se prefiere la obtención de pocas 

fracciones para evitar la distribución del principio activo en varias de ellas. El paso 

siguiente es el aislamiento, que concebido desde el propio proceso de diseño de la 

extracción, debe considerar las características generales de la sustancia o grupo de 

sustancias a aislar: solubilidad, características ácido-base, carga neta, estabilidad y el peso 

molecular. En función de ello, se elegirán dentro de una vasta gama de técnicas analíticas, 

aquellas que permitan el aislamiento del o de los productos deseados. Entre las técnicas 

más utilizadas se encuentran las cromatográficas, en cualquiera de sus múltiples variantes, 

y las electroforéticas; aunque también se emplean la filtración con membranas selectivas, 

la  cristalización por gradientes de pH y/o cambios bruscos de solubilidad y la destilación 

fraccionada34. 

Una vez aislado el o los componentes deseados, es necesario realizar una caracterización 

química del producto. Existen numerosas técnicas de caracterización, varias de ellas 

utilizan la radiación electromagnética en sus diferentes frecuencias, como son: la 

espectroscopia Ultravioleta-visible (UV-visible), la espectroscopia infrarroja (IR), la 

espectroscopia RAMAN y la de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Otras, presentan 
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un fundamento diferente como la espectrometría de masas (EM) y la difracción de rayos X. 

Por otra parte, para el análisis elemental es común emplear la espectroscopia de absorción 

atómica (AA) y la Espectrometría por Plasma Inductivamente Acoplada (ICP). Con el 

desarrollo actual del equipamiento tecnológico es común la hibridación instrumental; por 

ejemplo, técnicas cromatográficas combinadas con métodos de caracterización química. 

Son frecuentes el empleo de la cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de 

masas (CG/EM), la cromatografía líquida de alta resolución/detector UV-visible 

(HPLC/UV-visible), entre otras variantes. 

Dada la alta complejidad y costo de las técnicas de caracterización y la diversidad de 

productos químicos producidos por una especie vegetal, entre otros factores, una primera 

aproximación de la composición química de la planta puede lograrse empleando la técnica 

de Tamizaje Fitoquímico. Este método incluye diversos ensayos cualitativos de rápido, 

fácil y económico desarrollo, que permiten evaluar la presencia en la especie estudiada de 

los principales grupos de metabolitos sintetizados en las plantas. De tal forma, proporciona 

información química importante al inicio de la investigación en plantas medicinales. Sin 

embargo, genera comúnmente falsos positivos y falsos negativos, por lo que las evidencias 

encontradas por este método deben ser confirmadas por técnicas analíticas más potentes, 

como las anteriormente mencionadas. A su vez, las técnicas analíticas cuantitativas se 

deberán desarrollar y validar como método de control de la calidad de los extractos 

multicomponentes obtenidos35. 

I.3.1 Métodos de extracción, aislamiento y caracterización empleados en la 

separación de los fitocomponentes de las hojas de Tamarindus indica L. 

El estudio de la composición química del tamarindo es tan antiguo como lo ha sido su 

empleo; sin embargo, no abundan los estudios químicos realizados en las hojas. Además, la 

sensibilidad y eficacia de los métodos de caracterización conlleva lógicamente a considerar 

sólo aquellos desarrollados con posterioridad a 1950. 

Al respecto en 1959, investigadores indios demostraron, a partir de extractos acuosos, que 

la biosíntesis del ácido tartárico en las hojas de Tamarindo varía con las diferentes etapas 

de maduración del fruto, destino mayoritario de este metabolito36. La producción de este 

compuesto es tan elevada, que incluso ha sido considerado como fuente industrial para su 

obtención37. Otros ácidos orgánicos también han sido referidos en las hojas del tamarindo. 
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Ellos son: el ácido oxoglutárico, el glioxílico, el málico, el oxalacético y el 

oxalosuccínico38. 

Los primeros compuestos de naturaleza polifenólica identificados en las hojas del 

tamarindo lo constituyeron cuatro flavonoides C-glicosídicos conocidos por orientina, 

isorientina, vitexina e isovitexina. Ellos fueron extraídos por maceración con acetato de 

etilo, separados por cromatografía de capa delgada y determinados por espectroscopía en la 

región UV39. Posteriormente, otros investigadores aislaron nuevos compuestos con estas 

características, como la apigenina, 7-o-metilluteolina, y los ácidos cis y trans ferúlicos, 

mediante una extracción con etanol en un aparato tipo Sohxlet. En dicho trabajo, se señala 

además, la susceptibilidad de estos compuestos a la biodegradación por infección 

micótica40. 

Más recientemente, a partir de un extracto fluido preparado por percolación con etanol al 

80% fueron identificados además de los compuestos anteriores, la vicenina, la rutina, 

luteolina, la luteolina-7-O-glucósido, y el ácido cafeico, mediante cromatografía 

preparativa en capa delgada de celulosa y un sistema de solventes butanol-acético-agua 

(4:1:5, v/v/v) y posterior análisis por HPLC-EM/EM41. 

Las hojas del tamarindo han sido empleadas con frecuencia como fuente alimenticia de 

animales y humanos. Por esta razón, desde hace varios años, se dispone de 

caracterizaciones bromatológicas de las hojas. Se han informado niveles de proteínas entre 

4.0-5.8%, grasas y aceites entre 1.2-2.1%, fibra 1.9-3.0%, carbohidratos totales entre 16-

18%, y cenizas 1.0-1.5%. Además, se ha demostrado la presencia de cantidades 

significativas de vitaminas como: tiamina y riboflavina (0.1-0.2 mg), niacina (1.5-4.1 mg), 

vitamina C (3.0-6.0 mg) y aproximadamente 2.5 mg de β-caroteno. Han sido determinadas 

también las concentraciones de algunos minerales como: calcio (101-250 mg), magnesio 

(71 mg), fosforo (140 mg), hierro (2.0-5.2 mg), cobre (2.0 mg), cloro (94 mg), azufre (63 

mg), sodio (8 mg) y potasio (270 mg)42,43. 

Por otra parte, en estudios realizados en hojas de tamarindo se han informado 139 g/kg de 

proteína cruda, 317 g/kg de nitrógeno soluble, 121 g/kg de lignina, 14 g/kg de fenoles 

totales y 8 g/kg de taninos condensados44. Estas propiedades nutricionales han motivado 

nuevas revisiones del tema, las que confirman los valores anteriormente declarados45,46.  

En un estudio de ácidos grasos presentes en hojas de tamarindo, se evidenció que la 

longitud de las cadenas carbonadas osciló entre 10 y 24 átomos de carbono. Se detectó 

además, la presencia de los tocoferoles α y β. Para extraer estos compuestos apolares se 
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realizó una maceración con una mezcla de cloroformo/metanol (1:2 v/v). Posteriormente se 

aislaron las fracciones mediante una cromatografía preparativa en columna de sílica-gel, 

empleando como eluyentes cloroformo, acetona y metanol. La caracterización de las 

fracciones eluidas se realizó por CG/EM47. Más recientemente, otro estudio informó la 

presencia de 32 ácidos grasos, 21 de ellos insaturados. La longitud de las cadenas de los 

ácidos grasos comprendió desde 8 a 32 átomos de carbono. La extracción de éstos 

compuestos se realizó mediante maceración con etanol por 30 días. Posteriormente, dicho 

macerado fue extraído con acetato de etilo y analizado por CG/EM 48. 

Otros compuestos aislados de las hojas del tamarindo han sido los triterpenos lupanona y 

lupeol. El proceso extractivo empleado en este caso fue la maceración por 30 días con 

metanol, y el extracto resultante fue fraccionado sucesivamente con n-hexano, cloroformo 

y acetato de etilo. La fracción de cloroformo fue separada por cromatografía líquida a 

vacío empleando como eluyentes mezclas al 5, 10 y 15% de cloroformo-n-hexano. Los 

compuestos fueron caracterizados por espectroscopía IR, EM y RMN49 en sus variantes 

protónicas H1 y carbono C13.  

Además de resultar insuficientes los antecedentes acerca de la extracción, aislamiento y 

caracterización de componentes de las hojas del tamarindo, éstos a su vez resultan 

limitados en cuanto a su extensión, pues cada uno se concentra en la determinación de un 

tipo particular de metabolito, sin ofrecer una panorámica general de la composición 

química del órgano. Estudios con esta perspectiva integral resultan necesarios para poder 

evaluar la verdadera riqueza fitoquímica de las hojas del tamarindo. 

I.3.2 Principales metabolitos aislados en otros órganos de Tamarindus indica L. 

Compuestos fenólicos: En los frutos del tamarindo se han aislado los ácidos elágico, 

clorogénico, cafeico y varias flavonas50. Sin embargo, las mayores concentraciones de 

compuestos fenólicos han sido determinadas en las semillas. Del pericarpio de la semilla 

han sido aislados: la 2,3´,4´-trihidroxiacetofenona, el metil-3,4-dihidroxibenzoato, el 3,4-

dihidroxifenilacetato y la (-)epicatequina51, así como la (+)catequina, y proantocianidinas 

polimerizadas (en formas de dímeros, trímeros, tetrámeros, pentámeros y hexámeros) o 

conjugadas con flavonoides, como taxifoleno, apigenina, eriodictiol, luteolina y 

naringenina. En el interior de la semilla sólo se encuentran las proantocianidinas 

polimerizadas con predominio de las tetraméricas52. De la corteza de la raíz fueron aisladas 

la apigenina y la vitexina53.  
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Compuestos volátiles: Para la fruta que crece en Egipto se refieren un total de 61 

compuestos volátiles54, a las de Malawi se les informan 6655, y a las de Cuba 8156. Los 

autores señalan que la mayoría de los compuestos identificados son derivados del furfural 

o de naturaleza acídica, aunque no existen coincidencias desde un punto de vista 

cuantitativo ni cualitativo entre los tres estudios. No obstante, algunos de los compuestos 

mayoritarios determinados en estos trabajos son el 2-fenilacetaldehído, el 2-furfural y el 

ácido hexadecanoico. 

Ácidos grasos: Las semillas contienen ácidos grasos en una proporción elevada. Se han 

aislado los ácidos palmítico (14,8%), esteárico (5,9%), oleico (27%), linoleico (7,5%), 

linolénico (5,6%), araquidónico (4,5%), behénico (12,2%) y lignocérico (22,3%)57. 

Otros compuestos de interés: En las semillas se han aislado compuestos extremadamente 

tóxicos como son el cardenólido uzarigenina58 y el bufadienólido esquilifeosina59. También 

en semillas, se refiere la presencia de xiloglicanos con elevadas potencialidades para la 

formulación de alimentos y preparados farmacéuticos60. Un compuesto de naturaleza 

proteíca con actividad enzimática sobre la quitina fue obtenido también de las semillas61. 

En frutos, por su parte, se aísló el L-(-)-di-n-butilmalato, sustancia con gran actividad 

citotóxica. 

Las diferencias químicas entre las sustancias obtenidas en cada órgano son el reflejo de que 

para una misma especie, la producción y almacenamiento de metabolitos secundarios no es 

idéntica. Por lo tanto, se deben evitar las comparaciones simplistas entre órganos, que al 

presentar una composición química diferente, exhibirán probablemente actividades que 

pueden ser distintas o de diversa intensidad. También son posibles variaciones 

cuantitativas e incluso cualitativas dentro del mismo órgano, por la influencia de factores 

ambientales, como ocurre en el aceite esencial del fruto. 

I.4  Evaluaciones fármaco-toxicológicas de Tamarindus indica L. 

I.4.1 Estudios farmacológicos in vitro-in vivo de las hojas de Tamarindus indica L. 

Al igual que sucede con su composición química, las hojas del tamarindo no han sido muy 

estudiadas desde el punto de vista farmacológico. Sin embargo, las actividades 

etnofarmacológicas atribuidas principalmente a este órgano son precisamente las que con 

mayor frecuencia han sido científicamente abordadas.  

La actividad hepatoprotectora de las hojas es una de las que mayor interés ha recibido 

desde el punto de vista farmacológico. La actividad hepatoprotectora de un extracto acuoso 
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de las hojas de tamarindo se demostró en el modelo de intoxicación por terbutil-

hidroperóxido. También se determinó la actividad antiradicalaria frente al radical 2,2 

difenil -1-picrilhidracilo (DPPH)39. En un trabajo similar, pero empleando un extracto en 

etanol al 50%, se evaluó y comparó su actividad con la de otros ocho extractos procedentes 

de plantas del Caribe con reconocida actividad hepatoprotectora y antioxidante. El extracto 

de las hojas del tamarindo resultó el segundo más activo, superior incluso a los del Romero 

(Rosmarinus officinalis)62, otra de las catorce especies incluidas en el Green Pharmacy 

Herbal Handbook para el tratamiento de las disfunciones hepáticas8. Investigaciones 

desarrolladas en Cuba demostraron por otra parte, el efecto hepatoprotector de un extracto 

hidroalcohólico al 80% de hojas de tamarindo en un modelo de intoxicación hepática por 

tetracloruro de carbono14. 

En estos estudios, fueron empleados modelos de intoxicación hepática que implican en el 

mecanismo de toxicidad la formación de radicales libres. En dos de ellos, se determinó la 

actividad del extracto ensayado ante el DPPH y en el estudio realizado en Cuba, se evaluó 

además, la inhibición del radical superóxido. Estos resultados sugieren que las hojas del 

tamarindo deben ejercer su efecto hepatoprotector mediante un mecanismo antioxidante, 

aunque el limitado número de ensayos no permitió aseverarlo. Los trabajos apuntan 

además, a que los fenoles y flavonoides son los compuestos responsables de dicha 

actividad, aunque podrían estar sesgados por el propio diseño.de la investigación. 

Los informes sobre la actividad antimicrobiana de las hojas datan de la década del ochenta 

del siglo XX. La mayor actividad de los extractos alcohólicos respecto a los clorofórmicos 

fue demostrada frente a cepas de E. coli, B. subutilis y K. pneumoniae; sin embargo, no se 

definieron las concentraciones mínimas inhibitorias y bactericidas de los extractos63.  

En un trabajo más extenso, se prepararon extractos a partir de hojas y de corteza del 

tamarindo que crece en Nigeria, empleando como solventes agua, etanol y acetona, y se 

evaluó su actividad ante 13 cepas de microorganismos, cuatro de ellas pertenecientes a 

especies de hongos o levaduras. Los extractos acetónicos fueron los más activos, mientras 

que los acuosos resultaron los de menor actividad. Además, los extractos procedentes de la 

corteza resultaron, en general, más efectivos que los procedentes de las hojas. Ninguno de 

los extractos evaluados mostró actividad ante las cepas de hongos y levaduras64. Esta 

observación coincide con las evidencias obtenidas en un estudio de acción antifúngica de 

extractos frente a especies del género Fusarium65. Adicionalmente, un extracto de hojas en 

etanol al 80%, mostró actividad contra varias de las cepas bacterianas ensayadas14. 
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Estos últimos trabajos señalan a los fenoles y flavonoides como posibles responsables de la 

actividad antimicrobiana, a pesar de la diversidad fitoquímica del órgano, y del hecho de 

que en la corteza los niveles de fenoles y flavonoides son menores que los determinados en 

las hojas. 

Otras actividades farmacológicas demostradas en las hojas del tamarindo son sus 

propiedades anti-inflamatorias y analgésicas, empleando biomodelos estandarizados de 

ratones66.  

I.4.2  Principales propiedades farmacológicas evaluadas en otros órganos de 

Tamarindus indica L. 

 A diferencia de las hojas, otros órganos del tamarindo han sido más intensamente 

estudiados, especialmente los frutos y las semillas, resultando mayor además, el número y 

diversidad de las actividades informadas.  

I.4.2.1  Perfil antioxidante 

Los componentes presentes en la semilla han sido los más empleados para demostrar la 

actividad antioxidante de la planta. A diferencia de las hojas, en este órgano además de los 

polifenoles y flavonoides, se consideran otras sustancias como las responsables de esta 

actividad.  

En este sentido, se demostró en cultivos de células de córnea la actividad protectora del 

polisacárido de la semilla contra la oxidación del DNA inducida por luz ultravioleta, 

destacando su posible importancia en el empleo de preparaciones farmacéuticas 

oftalmológicas67.  

También se demostró la capacidad antioxidante de un flavonoide polihidroxilado 

(cianidina 3-O-β-D-glucosido) aislado a partir de la semilla, que actuando sinérgicamente 

con otros tres componentes polifenólicos ejercía de manera efectiva un efecto protector in 

vitro sobre la oxidación del ácido linoléico68. Los estudios in vitro e in vivo establecieron 

que dosis superiores a 500 mg/Kg de este glicósido de cianidina modulan la producción de 

óxido nítrico en macrófagos murinos69. 

Por otra parte, un extracto metanólico de la corteza de la semilla, con polifenoles, 

proantocianidinas y (-)epicatequina en su composición, mostró un efecto antioxidante 

similar a un equivalente de 0.5 µg/mL de Trolox en modelos in vitro de inducción de la 

oxidación de lipoproteínas de baja densidad, estimulado por la presencia de Cu2+ y de 
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oxidación del DNA a través del radical hidroxilo70. En función de estas propiedades 

antioxidantes seis extractos diferentes encontraron aplicación en cosmetología, al ser 

incorporados a lociones. Aquellas lociones formuladas con los compuestos extraídos con 

acetato de etilo resultaron las más activas como antioxidantes71. 

El fruto también ha sido descrito como antioxidante. Extractos metanólicos obtenidos a 

partir de éste órgano, mostraron la mayor actividad en comparación con los de otras 13 

especies evaluadas. Las técnicas para estudiar la actividad antioxidante fueron: inhibición 

del radical DPPH, inhibición del catión radical 2,2-azinobis-(3-etilbenyodotiazolin)-6-

sulfonato (ABTS) y la medición del poder antioxidante por reducción del ión férrico 

(FRAP)72. 

 I.4.2.2  Perfil antimicrobiano 

A diferencia de las hojas y la corteza, extractos metanólicos y acuosos de las flores del 

tamarindo mostraron, entre las 30 especies vegetales evaluadas, la mayor actividad sobre 

cinco hongos patógenos oportunistas del hombre. Esta actividad resultó también apropiada 

frente a cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas73.  

La actividad antagonista de hongos y bacterias también se ha informado en extractos 

acuosos de la fruta, con valores superiores a la media del resto de las diez especies 

medicinales evaluadas74. Estos extractos acuosos de la fruta fueron ensayados frente a 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella 

typhimurim, mostrando actividad a bajas concentraciones ante todas las bacterias, con 

excepción de S. typhimurim 75. 

Los extractos obtenidos por maceración de la semilla en etanol al 95%, también mostraron 

potencialidades como antimicrobianos. Ello fue demostrado en un ensayo llevado a cabo 

con aves de corral, donde se manifestó el efecto antibiótico de los extractos evaluados76. 

I.4.1.3  Perfil inmunomodulador 

Los polisacáridos provenientes de varios órganos del tamarindo han encontrado aplicación 

práctica como moduladores de la respuesta inmune. A partir de las pruebas de adhesión 

fagocitaria, inhibición de la migración leucocitaria y la inhibición de la proliferación 

celular, fue demostrada la acción antitumoral de un polisacárido de la semilla77.  

Los polisacáridos del fruto también han demostrado su actividad inmunopotenciadora en 

ratones Balb./c infectados con Actinomadura madurae78. En otros estudios desarrollados 
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en ratas y ratones, administrados con extractos de polisacáridos del fruto, se demostró que 

a bajas dosis (0.005-0.5 µg/mL), disminuyen los niveles de interleucina 1β (IL-1β) a 

valores no detectables; sin embargo, a mayores concentraciones (50-100 µg/mL) 

incrementan estos niveles y disminuyen los de la interleucina 6 (IL-6)79. Los compuestos 

obtenidos en forma de extractos hidroalcohólicos, ejercen su efecto sobre las funciones de 

los neutrófilos humanos, inhibiendo de manera dependiente de la concentración, la 

generación de las Especies Reactivas de Oxígeno. Esta acción la realizan mediante la 

inhibición de la actividad enzimática de la NADPH-oxidasa de neutrófilos, lo que 

evidencia la potencial aplicabilidad de  estos extractos en el tratamiento de enfermedades 

inflamatorias mediadas por la acción de los neutrófilos80.  

I.4.2.4  Regulación del equilibrio mineral y de las propiedades biofarmacéuticas 

Uno de los usos más extensivos del fruto del tamarindo por la población se relaciona con 

su efectividad en la litiasis renal. Desde hace casi tres décadas, se comprobó 

experimentalmente que extractos acuosos e hidroalcohólicos del fruto eliminaban 

significativamente los cálculos renales en humanos, evitando la cristalización del oxalato 

de calcio en la orina81. Unos años más tarde, se demostró que esta actividad se debía a la 

presencia del ácido tartárico82. También se evidenció en humanos que el consumo de estos 

extractos se asocia con la disminución de los niveles de magnesio y zinc y fluoruros en 

orina; mientras que mantiene los de calcio y fosforo en sus valores normales. Un 

comportamiento similar ha sido observado también cuando en extractos de hojas83. Se 

plantea que la apreciable disminución de iones fluoruros ocurre incluso en individuos con 

bajo consumo de este elemento, como resultado de su movilización desde los huesos. Se 

observó además un incremento en la eliminación de cobre84.  

La acción beneficiosa de la eliminación de fluoruros fue evidenciada adicionalmente en un 

estudio desarrollado en conejos que ingirieron agua fluorinada por adición de fluoruro de 

sodio. Los conejos tratados con extractos del fruto no mostraron la toxicidad hepática ni 

nefrológica encontrada en aquellos que formaron parte del grupo control negativo85.  

También se ha demostrado a través de estudios clínicos, la influencia de extractos acuosos 

del fruto del tamarindo en la biodisponibilidad de los antiinflamatorios no esteroidales. 

Investigaciones en voluntarios sanos evidenciaron que la aspirina y su principal metabolito, 

el ácido salicílico, incrementan notablemente sus niveles plasmáticos al consumirse 

conjuntamente con refrescos de tamarindo86. Otro estudio clínico ofreció resultados 
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similares cuando se analizaron las concentraciones plasmáticas de Ibuprofeno y sus 

principales metabolitos: el hidroxi y el carboxi ibuprofeno87. Estas observaciones se 

explican por el desplazamiento que provocan los compuestos acídicos del tamarindo en la 

unión de las proteínas plasmáticas con los antiinflamatorios no esteroidales. La absorción 

es otro de los procesos biofarmacéuticos que resulta modificado. Los extractos del fruto 

afectan notablemente la absorción de metales como el cromo88 y estimulan la del hierro, 

ejerciendo un importante papel regulador en el equilibrio mineral del organismo89.  

Los extractos de las semillas también alteran las propiedades biofarmacéuticas de 

sustancias que se administren de forma simultánea. El polisacárido de este órgano ha sido 

propuesto como un buen candidato de vehículo para formulaciones oftálmicas, al 

incrementar en conejos la absorción de los antibióticos oftálmicos, tanto en corneas sanas 

como infectadas por microorganismos en casos de queratitis. La absorción fue 

directamente proporcional al tiempo de aplicación del antibiótico. Se propone que el 

mecanismo esté asociado con el retardo del “lavado fisiológico” de los ojos90. 

El polvo de semillas del tamarindo es empleado en la formulación de la tableta masticable 

de Nifedipino, aumentando la fuerza de bioadhesión del fármaco, y los porcientos de 

hidratación y liberación91. El polisacárido de la semilla ha sido empleado en la formulación 

de tabletas de diclofenaco sódico con vistas a retardar su liberación. Los resultados 

obtenidos muestran el efecto positivo de esta sustancia en la modificación de las 

propiedades biofarmacéuticas del diclofenaco sódico92. Muchas de las potencialidades que 

posee este producto se informan en un artículo de revisión de la temática93. 

I.4.3  Estudios toxicológicos de Tamarindus indica L. 

Hace apenas unos años, se consideraba erróneamente que los productos naturales estaban 

prácticamente desprovistos de toxicidad y reacciones adversas por su propia definición de 

“natural”. El desarrollo actual de la toxicología experimental ha demostrado lo contrario, y 

se realizan revisiones toxicológicas importantes de plantas tradicionalmente empleadas, 

internacionalmente y también en nuestro país. No obstante, existen precedentes en el 

tamarindo difíciles de ignorar. Como se ha comentado anteriormente, el empleo del 

tamarindo por el hombre data de fechas anteriores a nuestra era, por lo que la experiencia 

práctica acumulada sobre el uso de esta especie apunta hacia una relativa baja toxicidad, o 

al menos aquella toxicidad que se manifiesta en cortos períodos de tiempo.  
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Las evidencias experimentales reunidas hasta la fecha y referidas en la literatura confirman 

lo anteriormente explicado. En un trabajo realizado en la Facultad de Biología de la 

Universidad de la Habana se analizó el estado de las evaluaciones genotóxicas aplicadas a 

plantas medicinales de amplio consumo por nuestra población. Se particularizó qué tipos 

de ensayos in vitro o in vivo han sido utilizados, y los niveles de daño genético detectados. 

Los resultados reflejaron la carencia total de efectos genotóxicos en la planta (no se 

especifica el órgano) en los cinco ensayos in vitro realizados y en tres de los cuatro 

ensayos in vivo. Sólo la prueba de Ames en Salmonella typhimurium resultó ligeramente 

alterada. Estos hallazgos sugieren la relativa seguridad genotóxica de la especie94. 

Desde otro punto de vista, se realizó la evaluación de la actividad mutagénica de extractos 

de la corteza. Los resultados mostraron una apreciable actividad protectora ante el daño 

producido al DNA por el terbutil-hidroperóxido en Escherichia coli IC188 95. 

En un estudio realizado con extractos acuosos de las frutas, se evaluó la actividad 

clastogénica y/o genotóxica en sangre perisférica y en células hepáticas de ratas Wistar y 

en células de la médula ósea de ratones Swiss, empleando el ensayo de micronúcleos. Los 

resultados mostraron la ausencia total de acción clastogénica y/o genotóxica a niveles de 

dosis de hasta 2000 mg/kg de peso corporal96. 

De la bibliografía consultada, sólo dos referencias notifican toxicidad en la especie. Los 

extractos hidroalcohólicos al 70% de la corteza del tamarindo que crece en Cuba se 

presentan como tóxicos al ensayo in vivo de inducción de micronúcleos en médula ósea de 

ratones albinos suizos de ambos sexos, aumentando de manera estadísticamente 

significativa la frecuencia de micronúcleos en los eritrocitos policromáticos de la médula 

para el sexo femenino a partir de dosis superiores a los 500 mg/kg de peso. Sin embargo, 

ese mismo extracto resultó no tóxico en el ensayo de Salmonella/Microsoma (Test de 

Ames) para reversión bacteriana97. El otro informe de toxicidad está relacionado con los 

extractos hidroalcohólicos del fruto, señalados como posibles responsables del aumento del 

riesgo de sufrir cáncer de colon en ratones de experimentación98. 

I.5  Consideraciones generales sobre el estrés oxidativo 

La capacidad de los organismos vivos de emplear el oxígeno molecular (O2) como fuente 

de obtención de energía, resultó un paso trascendental en la evolución y el desarrollo de la 

vida en la tierra. Para ello, el O2 debe reducirse por incorporación de cuatro electrones; 

proceso que culmina con la formación de cuatro moléculas de agua por cada molécula de 
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O2 reducida. Esta importante adaptación se estima ocurrió en el período Cámbrico hace 

aproximadamente 570 millones de años. 

Cada vez que se incorpora un electrón al oxígeno molecular se obtiene una especie 

reducida intermedia, que han sido denominadas Especies Reactivas de Oxígeno (ERO). 

Ellas son: el anión superóxido (O2
-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo 

(OH•). Aunque estas ERO son las derivadas directas de la reducción del O2, no son las 

únicas especies de su tipo. Existen otras ERO de importancia entre ellos se encuentran: los 

radicales peroxilo y alcoxilo (RO2
•, RO•), productos de la interacción con lípidos, el ácido 

hipocloroso (HOCl) y el propio oxígeno en su estado de singlete 1O2. La literatura también 

considera la existencia de las Especies Reactivas de Nitrógeno (ERN) como el Oxido 

nítrico (NO•) y el anión Peroxinitrito (ONOO-); aunque químicamente resultan también 

ERO99. Estas especies químicas presentan una elevada reactividad, con tiempos de vida 

media muy bajos en el orden de microsegundos, y algunos de ellos hasta de nanosegundos. 

Sus blancos o dianas lo constituyen, en general, proteínas y lípidos de membrana, 

lipoproteínas, ácidos ribonucleicos y desoxirribonucleicos, entre otras biomoléculas. 

El oxígeno molecular es uno de los componentes mayoritarios de la atmósfera terrestre 

(21% en volumen), y es fuente de vida para la mayor parte de los organismos vivos. 

Paradójicamente, la existencia de una atmósfera oxigenada es al mismo tiempo un peligro 

para la vida, pues en condiciones determinadas el oxígeno molecular puede provocar la 

oxidación espontánea y total de todos los sillares estructurales de la vida. 

Afortunadamente, éste oxígeno molecular resulta relativamente inerte a las 

concentraciones, temperatura y presión atmosférica que existen en la Tierra. De tal forma, 

resulta utilizable y a su vez controlable por los mecanismos bioquímicos de las células 

aerobias. No obstante, pueden ocurrir desbalances internos dando lugar a lo que se conoce 

como estrés oxidativo. Un concepto convencional que brinda la literatura sobre estrés 

oxidativo es el siguiente: “Es aquella situación en la que las células están expuestas a un 

ambiente prooxidante y los mecanismos defensivos antioxidantes son sobrepasados de 

forma que se llega a afectar el estado redox celular”100.  

I.5.1 Fuentes y Mecanismos Generadores de Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) 

Se ha especulado que cerca del 5% del oxígeno inhalado por el ser humano se convierte en 

ERO, lo que representa aproximadamente 40×1021 moléculas/persona/día o un total de 



23 

25,000,000,000 moléculas/célula/día101. Las fuentes más comunes de generación son las 

siguientes: 

� Cadena de transporte electrónico mitocondrial: Más del 95% del total del oxígeno 

consumido es procesado por esta vía; en consecuencia, es esta la vía de mayor 

capacidad de generación de ERO. De hecho, revisiones actuales del balance REDOX 

sugieren que es la responsable desde un 95 a un 98% de las ERO producidas102. El 

Complejo I (NADH-ubiquinona oxidoreductasa) y el complejo III (ubiquinol-citocromo 

C oxido-reductasa) son dos de las principales fuentes de generación de  ERO en este 

organelo. 

� Reacciones enzimáticas no mitocondriales: Ocurren en otros organelos como los 

peroxisomas, principalemente por la acción de las enzimas acil-CoA oxidasa y la 

xantina oxidasa. Otras de estas enzimas que actúan en diversos niveles del organismo 

son: la monoamino oxidasa, las cicloxigenasas y lipoxigenasas, las óxido nítrico 

sintasas, las aminoácido oxidasas, la  glucosa oxidasa, NADPH oxidasas, entre otras. 

� Fagocitos activados. Bajo la influencia de una serie de factores o estímulos externos, la 

acción fagocítica es activada. Esta activación cursa con la generación de importantes 

cantidades de ERO. A pesar de ser este un sistema de  defensa celular, estudios actuales 

lo relacionan con la aparición de algunos tipos de cáncer103. 

� Metabolismo de fármacos y otros xenobióticos. El metabolismo de muchos fármacos y 

xenobióticos cursa también con la generación de ERO. La producción de ERO ocurre 

fundamentalmente por la actividad de las monooxigenasas de función mixta-citocromo 

P450 y por mecanismos de ciclaje REDOX.  

� Fenómenos de isquemia/reperfusión: Ocurren cuando hay una disfunción mitocondrial, 

o de la xantina oxidasa. También, por un incremento del metabolismo del ácido 

araquidónico, una infiltración de polimorfonucleares (PMN) y una activación de la 

óxido nítrico sintasa. 

� Incremento de la concentración de Oxígeno (Hiperoxia): Un aumento de la presión de 

oxígeno en el medio provoca un incremento proporcional en la producción de ERO. 

� El ejercicio físico intenso. Las sesiones únicas de ejercicio aeróbico y anaerobio pueden 

inducir una condición intensa de estrés oxidativo, especialmente en la generación de las 

Especies Reactivas del Nitrógeno (ERN). El tipo de ejercicio, su duración e intensidad 

son factores determinantes en la cantidad de ERO generadas. Desafortunadamente, se 

ha encontrado que la producción de elevados niveles de ERO ocurre siempre que se 
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pretende lograr maximizar las adaptaciones inducidas por el entrenamiento y el ajuste 

de las funciones fisiológicas durante este proceso104. 

� Radiaciones ionizantes: Como lo describe su nombre, las radiaciones ionizantes son 

capaces de activar los sistemas de generación de ERO. Su incidencia se manifiesta 

cuando se analizan el número de mutaciones y cambios genéticos que éstas provocan. 

El incremento de las ERO y las ERN provocan la inhibición de la enzima tirosina 

fosfatasa, enzima involucrada en los estados de proliferación celular105. También causan 

alteraciones en los mecanismos de reparación del DNA, provocando un proceso de 

neurodegradación progresiva, similar a como ocurre en un tipo de ataxia106.  

� Contaminantes ambientales: Se trata principalmente de gases como el ozono (O3), y el 

dióxido de nitrógeno (NO2), pero también se incluyen otros no gaseosos como son los 

biocidas y los pesticidas, los cuales aparecen como contaminantes del agua, la flora y la 

fauna circundante. Entre los más comunes está el piperonil butóxido (PBO), un 

pesticida que incrementa la expresión del gen CYP1A1, una isoforma del citocromo P-

450 que cataliza el metabolismo de este producto, cuyos derivados son promotores de 

tumores hepáticos107. También inhiben enzimas reguladoras del mecanismo redox 

celular como la glutatión reductasa, y la NADPH: quinona oxido-reductasa, entre otras. 

� Estilos de vida: Resulta éste uno de los factores con mayor influencia en el estrés 

metabólico en los humanos.  Dentro de esta clasificación se encuentran la dieta, y los 

hábitos tóxicos de la persona como el alcoholismo y el tabaquismo, entre otros.  

� Calidad de vida: Dentro de este factor se incluyen el estado de salud de la persona, y la 

incidencia de enfermedades como la obesidad, diabetes, inmunodepresión asociada con 

infecciones recurrentes de virus y bacterias, entre otras.  

� Presencia de iones metálicos: Los metales de transición son elementos capaces de 

existir en diversos estados de oxidación; por ello, su presencia en el medio puede alterar 

el equilibrio REDOX de la célula. Los mayormente reconocidos son el cobre y el hierro, 

los cuales en sus estados de oxidación Cu+ y Fe2+ son capaces de cederle un electrón al 

H2O2 y formar el peligroso radical OH• a través de las reacciones de Fenton y Haber-

Weiss108. A pesar de ser estos dos cationes los más reconocidos, existen otros menos 

notorios por su poca abundancia en la naturaleza, pero que también pueden participar en 

la reacción de Fenton y de Haber-Weiss. Ellos son: el cadmio, el cromo, el cobalto, el 

plomo, el níquel, el manganeso y el vanadio109. 
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I.5.2  Mecanismos antioxidantes del organismo humano 

Como consecuencia de la evolución de las especies, los organismos aerobios desarrollaron 

mecanismos de protección contra las nocivas especies reducidas intermedias que se 

producen en el proceso de reducción completa del oxígeno. En el hombre los principales 

mecanismos antioxidantes son: 

� Enzimas antioxidantes.  Estas enzimas participan en la neutralización de las ERO en 

diferentes puntos del proceso. La primera de ellas es la Superóxido dismutasa (SOD). 

Es la encargada de reducir la primera especie reducida intermedia (O2
-) que se produce 

cuando el oxígeno molecular acepta su primer electrón. En el humano existen tres 

familias de esta enzima: la SOD dependiente de Manganeso que se encuentra en la 

mitocondra, la SOD dependiente de Zinc y Cobre que se encuentra en el citosol, y la 

SOD extracelular. También existe, aunque en menor cuantía, la SOD dependiente del 

níquel. El H2O2 es la segunda especie reducida intermedia. La enzima que por 

excelencia la neutraliza es la catalasa, que presenta en su núcleo casi siempre un átomo 

de hierro, aunque las hay manganeso dependientes. Esta acción también es realizada por 

la glutatión peroxidasa (GPx), una enzima dependiente de selenio, el cual ocupa 

generalmente la posición de un átomo de azufre de la cisteína. Para que pueda 

mantenerse la actividad de la GPx es necesaria la actividad de la Glutatión reductasa 

(GR). Además de la GPx, la Tiorredoxina/Tiorredoxina reductasa también participa en 

la neutralización de H2O2. 

� Antioxidantes preventivos (Secuestradores de metales de transición). Existen en el 

organismo una serie de proteínas encargadas de transportar y almacenar numerosos 

cationes metálicos, indispensables para el funcionamiento celular, pero a su vez 

peligrosos catalizadores de reacciones de generación de ERO. El hierro (el principal 

catalizador de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss) es el metal de transición con 

mayor presencia en el organismo, pudiendo significar el equivalente de 4.2 gramos de la 

masa total de un individuo de 70 kilogramos110. Existe en el organismo un sistema 

proteico para su transporte y almacenamiento; algunas de estas proteínas son: la 

transferrina, la lactoferrina, la hemopexina y la ferritina, entre otras. El cobre es otro 

metal de importancia en la generación de ERO, aunque existe en una proporción mucho 

menor que el hierro. Proteínas como la ceruloplasmina y la albúmina, son capaces de 

regular su concentración circulante. Otras proteínas menos específicas actúan como 
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reguladores de las concentraciones de otros metales; el ejemplo más relevante lo 

constituyen las metalotioneínas.  

� Sustancias Endógenas no proteicas con Capacidad Antioxidante. Otras sustancias de 

naturaleza no enzimática también son responsables del secuestro de las ERO generadas 

en los procesos metabólicos vitales. La más notable de ellas la constituye el tripéptido 

conocido como Glutatión, el cual existe en su forma reducida (GSH) y su forma oxidada 

(GSSG). Su concentración en fluidos es muy baja. Por otro lado, la bilirrubina y la 

albúmina plasmática son los principales compuestos no enzimáticos reguladores de las 

ERO en plasma, aunque también a este nivel ejerce su acción la Ubiquinona  

(coenzima Q). 

�  Antioxidantes exógenos obtenidos de la dieta. Entre los antioxidantes exógenos se 

encuentran las vitaminas E y C, carotenos, licopenos y xantinas, polifenoles, elementos 

inorgánicos integrantes de los sistemas enzimáticos de control endógeno, como el 

selenio, el hierro, el cobre, y el molibdeno, entre otros.  

I.5.3 Efectos del estrés oxidativo en la salud humana 

Dada la elevada reactividad de las ERO, los blancos farmacológicos de los mismos son 

múltiples; y en consecuencia, numerosas las patologías asociadas a la acción nociva de 

estas especies. Internacionalmente es aceptado el hecho de que las ERO son responsables 

de más de 100 desórdenes fisiopatológicos, y se relacionan con la aparición o agudización 

de numerosas enfermedades. A continuación se relacionan ejemplos de las más 

significativas, por sistema de órganos: 

� Sistema cardiovascular: aterosclerosis, infarto del miocardio, cardiopatía alcohólica, 

enfermedad cardiaca coronaria, hipertensión, entre otras111.  

� Sistema nervioso: enfermedad de Parkinson, Alzheimer, neuropatía alcohólica, 

isquemia o infarto cerebral, diversos tipos de ataxia, enfermedad de Huntington, 

entre otras112.  

� Sistema respiratorio: distrés respiratorio, enfisema pulmonar, asma, enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica, entre otras113. 

� Sistema osteomuscular: Artritis reumatoidea. 

� Sistema endocrino: Diabetes.  

� Sistema sensorial: cataratas, daño degenerativo de la retina, fibroplasia retrolental. 

� Sistema excretor: nefrotoxicidad. 
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� Sistema inmune: síndromes autoinmunes, SIDA 

� Sistema digestivo: esteatosis hepática, lesiones hepáticas inducidas por el alcohol, 

cirrosis hepática, hepatitis tóxicas, entre otras114,115. 

Otras enfermedades o estados no localizados, multicasuales o generales y que también 

están relacionados con el estrés oxidativo son: el cáncer, la psoriasis116, procesos 

inflamatorios, la apoptosis celular y el envejecimiento, entre otros117. 

I.7. Productos vegetales en la terapia antioxidante 

Las plantas superiores son los organismos vivos más eficientes en la producción de 

oxígeno, pero a su vez los que están sometidos a una mayor influencia nociva de éste, 

debido a las elevadas concentraciones a las que se exponen sus células. Por ello, aunque 

poco estudiado, el mecanismo de defensa contra las ERO de las plantas debe ser uno de los 

más eficientes dentro de las especies vivas. No resulta asombroso entonces, el hecho de 

que la mayoría de los antioxidantes naturales de que dispone el hombre provengan del 

reino Plantae, ni tampoco la diversidad química de los mismos118. 

Entre los compuestos presentes en las plantas con mayor actividad antioxidante informada 

se encuentran: polifenoles (taninos, flavonoides, derivados del ácido cinámico, xantonas, 

coumarinas, lignanos, quinonas, rotenoides, estilbenos, etc.), aceites esenciales 

(terpenoides y aromáticos), los ácidos grasos (saturados e insaturados), algunos alcaloides 

(derivados de la isoquinoleína) y otros compuestos como los carotenos, los ácidos 

benzoicos y ascórbico, tocoferoles, el sitosterol y elementos minerales . Esta diversidad 

estructural influye en el hecho de que múltiples especies vegetales se empleen como 

antioxidantes, resultado de la acción sinérgica de todo el fitocomplejo. Algunas de las 

especies que se cultivan y utilizan en Cuba, y a su vez presentan actividad antioxidante 

demostrada son: 

� Uva (Vitis vinifera): Probablemente sea la planta con mayor número de estudios 

relacionados con la actividad antioxidante. Esta actividad ha sido asociada 

básicamente a la presencia de elevadas concentraciones de polifenoles como 

flavonoides (quercetina, kaemferol, rutina, catequina, epicateqina, procianidinas y 

antocianidinas), derivados del ácido benzoico como el ácido gálico, derivados del 

ácido cinámico (ácidos cafeico, cumárico y ferúlico) y estilbenos como el 

resveratrol119,120,121. 
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� Pimienta negra (Piper nigrum): Produce pequeñas cantidades de ácido ascórbico y 

beta-caroteno; sin embargo, su elevada producción de aceites esenciales y ácidos 

grasos saturados e insaturados, convierten al fruto en un excelente antioxidante122,123. 

� Jengibre (Zingiber officinale): Produce pequeñas cantidades de ácido ascórbico y 

beta-caroteno, pero importantes cantidades de polifenoles como flavonoides, 

derivados del ácido cinámico, aceites esenciales, ácidos grasos saturados, selenio y la 

amina capsaicina124,125. 

� Mejorana (Origanum majorana): Produce elevadas concentraciones del ácido 

rosmarínico, apreciables cantidades de ácido ascórbico, y beta-sitosterol pero 

pequeñas de beta-caroteno. Además, se destaca por la producción de aceites 

esenciales y polifenoles como taninos, hidroxiquinonas, y fenoles simples126. 

� Romero (Rosmarinus officinalis): Produce importantes cantidades de aceites 

esenciales, ácido ascórbico, beta-caroteno, beta-sitosterol, así como compuestos 

polifenólicos como flavonoides, taninos y derivados del ácido cinámico. También se 

le han determinado importantes concentraciones de los politerpenos ácido ursólico y 

ácido rosmarínico127. 

� Mango (Mangifera indica): La corteza de esta planta ha sido extensamente estudiada 

en Cuba, donde sus diferentes formulaciones se comercializan bajo el nombre de 

Vimang®. Presenta elevadas concentraciones de selenio, pero su actividad 

antioxidante ha sido atribuida principalmente a los múltiples polifenoles que produce 

como son derivados del ácido benzoico, ésteres fenólicos, flavonoides (del tipo 

flavanoles), y su principal componente la xantona mangiferina128,129,130.  

Muchas otras especies son empleadas en Cuba como antioxidantes en el tratamiento de 

múltiples patologías; sin embargo, el limitado número de investigaciones tanto en el área 

química como en la farmacológica, limitan su empleo extensivo. Una de estas especies es 

Tamarindus indica L., cuyas hojas aunque empleadas por la población, carecen de estudios 

químicos y farmacológicos profundos que permitan su incorporación al arsenal terapéutico 

de Cuba y del resto de mundo. Las investigaciones realizadas en el presente trabajo 

permiten brindar nuevas evidencias del potencial medicinal que ofrecen las hojas del 

tamarindo al evaluar las propiedades etnobotánicas descritas. Se contribuye así al 

esclarecimiento de su composición fitoquímica y de los posibles mecanismos por los 

cuales muestran acción antioxidante y antimicrobiana, lo que facilitaría su empleo en la 

industria médico-farmacéutica. 
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Capítulo II. MATERIALES Y MÉTODOS 

II.1  Material VegetalLas hojas de Tamarindus indica L. empleadas en la tesis 

proceden de una población localizada en la UBPC "Niña Bonita" del poblado de “El 

Caney” en el municipio de Santiago de Cuba, GPS 20º 2´38.9´´N y 075º 45´25.8´´W. Para 

seleccionar la población de tamarindo en estudio, se tuvieron en cuenta los siguientes 

criterios de inclusión: 

a) Que estuviera alejada de caminos y carreteras para evitar trabajar con material 

contaminado con plomo proveniente de la combustión de gasolina, pues el mismo 

puede precipitar los flavonoides en el proceso de extracción. Esto evita, además, el 

estrés metabólico de la plantas.  

b) Que la población estuviera integrada por más de 5 individuos, y que éstos se 

encontraran en estado adulto (capaces de experimentar los procesos de floración y 

fructificación) para evitar posibles diferencias metabólicas debidas al grado de 

desarrollo de la planta. 

La población fue identificada por el Dr. Jorge Sierra Calzado y se depositó la muestra 

herbario en la sección docente del herbario [BSC] del Departamento de Biología de la 

Universidad de Oriente con el registro 052216. Las colectas se realizaron siempre en las 

primeras horas de la mañana (entre las 7:00 y las 10:00 AM). El material fue secado al sol 

hasta peso constante (humedad residual en estufa de 8 a 12 %), molinado y tamizado hasta 

un tamaño de partículas inferior a los cuatro milímetros, según experiencias anteriores de 

nuestro grupo de investigación131. Las hojas frescas destinadas a la elaboración de 

extractos fueron colectadas varios días después, procurando coincidir con la misma fecha 

de preparación del resto de los extractos.  

II.2  Caracterización fitoquímica de extractos totales de las hojas 

Con el objetivo de identificar los compuestos mayoritarios producidos por las hojas de 

Tamarindus indica L. se realizó su caracterización fitoquímica general. Para ello, se 

seleccionaron solventes de diversa polaridad (según lo establecido por la ruta crítica de 

investigación en Plantas Medicinales)15 , preparando extractos totales que fueron evaluados 

por diferentes técnicas analíticas. Como material vegetal se empleó droga seca, según 

experiencias anteriores de nuestro grupo de investigación131, y droga fresca por tratarse de 

la forma en que tradicionalmente lo emplea la población. 
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II.2.1   Extracción en Soxhlet con cloroformo. Análisis por Cromatografía Gaseosa y 

Espectrometría de Masas (CG/EM) 

En un equipo de extracción Soxhlet se colocaron 20 g de droga seca que fueron extraídos 

hasta el agotamiento con 250 mL de cloroformo (BDH, Inglaterra). El extracto 

clorofórmico se dejó enfriar y posteriormente, se sometió a un análisis químico mediante 

CG/EM. Se empleó un equipo FISONS Trio 1000 (Finnigan, Bremen, Alemania), 

constituido por un cromatógrafo de gases Mega 2 series acoplado a un espectrómetro de 

masas cuadrupolar de impacto electrónico positivo (Modo de ionización) y un intervalo de 

masas entre 10 y 500 u.m.a. Las condiciones de experimentación fueron las siguientes132: 

Columna Capilar de Silicona SPB-1, de 30 m x 0,32 mm y un diámetro interno = 1µm.  

Temperatura de inyección = 2700C  Temperatura de interfase = 2500C 

Temperatura de la fuente= 2500C  Volumen de inyección = 1 µL 

Razón de separación = 100:1   Impacto electrónico positivo 70 e-V 

Flujo del gas portador (He): 1 mL/min. Tiempo de Splitless: 60 seg. 

Programa de temperatura 300C (3min), 40C/min hasta 2500C (10 min.).  

La identificación de los compuestos se realizó comparando los espectros de masas y los 

índices de retención obtenidos con los existentes en la base de datos IDENT. Algunos 

espectros de masa fueron comparados con la bibliografía especializada del tema133. 

II.2.2 Extracción de los componentes volátiles por hidrodestilación. Análisis por 

Cromatografía Gaseosa y Espectrometría de Masas (CG/EM) 

En un balón de destilación se añadió 200 g de hojas frescas recién colectadas y se sometió 

a un proceso de hidrodestilación por dos horas. Luego de enfriarse y determinar el 

rendimiento, la solución fue extraída con cloroformo, el cual fue posteriormente removido. 

El aceite volátil obtenido se sometió a un estudio químico por CG/EM. Se empleó el 

mismo equipo FISONS Trio 1000 con algunas condiciones de experimentación diferentes, 

según experiencias previas de nuestro grupo de investigación134,135:  

Temperatura de inyección = 2900C   Temperatura de interfase = 2700C 

Temperatura de la fuente = 2700C   Volumen de inyección = 1 µL 

Programa de temperatura: 700C (3min), 80C/min hasta 2600C (15 min.).  
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II.2.3  Extracción con solventes de mediana y alta polaridad. Tamizaje Fitoquímico y 

cuantificación de metabolitos secundarios 

En dos percoladores de vidrio ámbar se añadieron 150 g de la droga seca (acápite II.1). La 

droga se extrajo empleando el método de percolación previa humectación (30 min y 

volumen de 1mL/g de droga seca), según la Norma Ramal de Salud Pública 311/91136 y 

tres días de extracción. Se emplearon para ello, dos solventes de mediana polaridad, 

consistentes en mezclas hidroalcólicas al 30 y al 70 %, obteniéndose finalmente sendos 

extractos fluidos. 

Para la obtención de extractos polares se empleó el agua y el método de decocción137 (el 

mayormente empleado por la población). Se añadieron 30 g, tanto de la droga fresca como 

de la secada al sol, a 100 mL de agua en ebullición, dejándose en contacto con la misma 

por 30 minutos. Se dejó reposar, se filtró y a continuación se concentró en un 

rotoevaporador  KIRKA–WERKE (Alemania) hasta obtener 30 mL de cada extracto polar.  

Los extractos fluidos y las decocciones obtenidas fueron analizados cualitativamente a 

través de un tamizaje fitoquímico de rutina. Los metabolitos evaluados fueron: 

 Metabolito Ensayo   Metabolito Ensayo 

1 Alcaloides 
Dragendorff  6 Saponinas Espuma 
Mayer  7 Mucílagos Mucílagos 
Wagner  8 Grasas Fijas Papel + Sudán III 

2 Triterpenos  y esteroides 
Lieberman-Burchard  9 Aceites esencales Papel + olor 
Rosemheim  10 Carotenos Carr-Price 

3 Quinonas Borntrager  
11 Azúcares reductores 

Fehling 
4 Cumarinas Baljet  Benedict 
5 Fenoles y taninos Cloruro férrico  12 Flavonoides Shinoda 

Los resultados positivos de estos ensayos fueron contrastados con los obtenidos para 

soluciones patrones de cafeína (alcaloides), colesterol (triterpenos y esteroides), 

mangiferina (quinonas), warfarina (cumarinas), ácido tánico (fenoles y taninos), glucosa 

(azúcares reductores) y quercetina (flavonoides). 

Para la cuantificación química de los fenoles totales se empleó un método colorimétrico 

con el reactivo de Folin-Ciocalteau138, registrando los valores de absorbancia a 700 nm. 

Los resultados se expresaron como ácido tánico a partir de una curva de calibración 

obtenida para dicho compuesto en el intervalo de 2 a 16 µg/mL. Se utilizó un 

espectrofotómetro UV-Visible Ultrospec III (Pharmacia LKB. Suecia). 

La cuantificación de flavonoides totales se realizó por un método colorimétrico basado en 

la reacción con cloruro de aluminio al 2,5% en metanol139, determinando las absorbancias 

a 430 nm. Los resultados se expresaron como quercetina a partir de una curva de 
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calibración obtenida para dicho compuesto en el intervalo de 0.1 a 1 µg/mL. En las 

mediciones se empleó un espectrofotómetro CECIL CE 7200 (Reino Unido).  

Las evidencias obtenidas en el examen fitoquímico cualitativo y cuantitativo de los 

componentes de las hojas del tamarindo, fueron consideradas en la selección de la 

naturaleza del menstruo con el propósito de alcanzar los mejores resultados extractivos.  

II.2.4 Análisis de elementos minerales por Espectrometría de Plasma Inductivamente 

Acoplado (ICP) 

En este estudio se consideraron elementos esenciales a los que se les reconoce acción 

antimicrobiana y aquellos de valencia múltiple que, por sus posibles cambios de estados de 

oxidación, puedan jugar un papel importante en el balance REDOX de la célula como el 

Cobre (Cu), Hierro (Fe), Selenio (Se), Molibdeno (Mo), Cobalto (Co), Níquel (Ni), 

Manganeso (Mn), Cromo (Cr), y Vanadio (V). Se incluyeron además, aquellos elementos 

que forman parte de enzimas antioxidantes importantes como el Zinc (Zn), y los que por su 

toxicidad deben ser monitoreados como es el caso del Plomo (Pb) y del Cadmio (Cd).  

Se procedió a la digestión de 2 g de droga seca (acápite II.1) en una mezcla de ácidos 

nítrico/clorhídrico concentrados y el material resultante fue filtrado y trasvasado a un 

volumétrico de 25 mL para su posterior análisis por Espectrometría de Plasma 

Inductivamente Acoplado (ICP) en un equipo SPECRO ARCOS (Alemania) de vista axial. 

Igual metodología se empleó para determinar las concentraciones de dichos elementos del 

suelo donde crece la población de tamarindo en estudio. Todos los reactivos empleados 

fueron de calidad espectral.  

En la preparación de las soluciones se empleó agua des-ionizada con una conductividad 

menor de 0.1 µΩ/cm. Las condiciones de experimentación se refieren a continuación: 

 Parámetros Condiciones Parámetros Condiciones 
Frecuencia  27 MHz Tipo de nebulizador Meinhard (concéntrico) 

Energía del plasma 1.4 KW Tipo de antorcha De una sola pieza 

Tiempo de integración 24 seg V. Flujo  del gas portador 0.4-1.5 L/min (optimizada) 

Corrección del fondo dinámica V. Flujo del gas auxiliar 1 L/min 

Preflujo lento 2,28 rpm  V. Flujo del gas formador plasma 12 L/min 

Número de mediciones 3 Preflujo rapido  4,20 mL/min (63 rpm) 

Ranura de entrada 25 µm Distancia de observación 3-10 mm (optimizada ) 

Dispersión  0.55 mm/min Resolución del monocromador 0.0137 mm 

Factor de tiempo 100 % Distancia focal del espectro 750 mm 
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II.3 Influencia de la concentración de etanol y el tiempo de humectación en el 

proceso de extracción de metabolitos 

La experiencia de nuestro grupo de investigación durante 18 años, sugirió que los 

parámetros concentración hidroalcohólica y tiempo de humectación son los que más 

influyen en el proceso de extracción de metabolitos en las hojas de Tamarindus indica L. 

Esta es la razón por lo que en la Tesis sólo fueron considerados estos dos parámetros. 

II.3.1 Selección del solvente con mayor capacidad de extracción de metabolitos 

Para cumplimentar esta parte del trabajo experimental se prepararon extractos fluidos por 

percolación (similar a II.2.3) de las hojas secas y molinadas (acápite II.1), empleando 

concentraciones hidroalcohólicas al 60; 70; 80 y 90 %. Las condiciones de laboratorio y la 

droga con que se prepararon los extractos fluidos fueron las mismas, variando únicamente 

la naturaleza del menstruo a utilizar. Para aumentar la reproducibilidad con relación a la 

composición de las formulaciones, se prepararon extractos fluidos provenientes de hojas de 

plantas en dos etapas diferentes del ciclo de vida: floración y fructificación con vistas a su 

comparación. Para su caracterización se emplearon los siguientes parámetros cuantitativos, 

indicativos de la capacidad extractiva:  

• Sólidos Totales: Se determinaron según la Norma Ramal de Salud Pública 312/91140 

• Cenizas Totales: Se determinaron por modificación de la técnica descrita en la NRSP 

309/91141, sustituyendo los dos gramos de droga por dos mililitros del extracto a 

evaluar. 

• Fenoles Totales: Se empleó la metodología explicada en el acápite (II.2.3) 

• Flavonoides Totales: Se empleó la metodología explicada en el acápite (II.2.3) 

• Carbohidratos Totales: Se realizó empleando el método colorimétrico fenol-

sulfúrico142, midiendo las absorbancias a 490 nm, en un espectrofotómetro Ultrospec III 

(Pharmacia LKB. Suecia). Los resultados se expresaron como D-glucosa a partir de una 

curva de calibración obtenida para dicho compuesto en el intervalo de 0.01 y  

0.1 mg/mL. 

Debido a las diferencias en cuanto a las unidades de las cinco variables cuantitativas 

consideradas, se realizó un procedimiento de conversión de los datos cuantitativos 

continuos en datos ordinales. Además, se efectuó una jerarquización de los datos con vistas 
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a ponderar el valor ordinal en función de la relevancia o potencialidad farmacológica de la 

variable medida. Los patrones de conversión fueron los siguientes:  

• Asignar valores de cuatro, tres, dos y uno, según los valores de la variable 

cuantitativa medida: cuatro al de mayor valor y uno al de menor valor. 

• Establecer tres niveles de importancia de variables, asignándole valores de tres, dos 

y uno. Las variables fenoles y flavonoides totales se consideraron las de mayor 

importancia, asignándoles el valor de tres. A los sólidos totales se les asignó el 

valor de dos, y a las variables cenizas y carbohidratos totales el valor de uno. 

De tal forma, la capacidad extractiva de cada solvente fue definida por un valor 

matemático calculado para cada extracto, el cual fue el resultado de la sumatoria del 

producto del nivel jerárquico de cada variable por los valores ordinales asignados en cada 

caso. El solvente con mayor capacidad extractiva será aquel cuyo valor matemático 

calculado sea mayor. 

Además de estas variables cuantitativas, indicativas de la capacidad de extracción, se 

consideraron otras dos variables de naturaleza cualitativa para, en caso necesario, reforzar 

la selección de uno u otro solvente. Estas variables fueron: 

• pH: Se determinó según la Norma Ramal de Salud Pública 312/91 

• Espectro UV-Visible: Se evaluaron los máximos de absorbancia en la región 

comprendida entre 190 y 900 nm en un espectrofotómetro CECIL CE 7200 (Reino 

Unido) por un analista. El experimento se repitió por un segundo analista en un 

espectrofotómetro Ultrospec III (Pharmacia LKB. Suecia). 

II.3.2   Evaluación de la influencia de la concentración de etanol y tiempo de 

humectación en el proceso extractivo 

Se realizó un diseño de experimentos del tipo compuesto central 23 más principal (8 

experimentos del diseño y dos puntos centrales), en el que se fijaron todas las condiciones 

de extracción (acápites II.1 y II.2.3) modificando exclusivamente los parámetros 

concentración de etanol y tiempo de humectación por las razones antes expuestas. Se 

evaluó la influencia de los mismos sobre cada una de las variables dependientes 

cuantificadas en el acápite anterior (sólidos, cenizas, fenoles, flavonoides y carbohidratos 

totales) en los extractos fluidos preparados. Se empleó el software STATGRAPHICS Plus 

versión 5.1 para Windows (Graphics Software Systems, STCC, 2000, Rockville, MD, 

USA). La calidad de los modelos se evaluó a partir de los valores del coeficiente de 
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determinación (r2), del p-valor de la prueba de Durbin-Watson y el p-valor de la prueba de 

falta de ajuste. Los niveles empleados para cada variable fueron: 

                                                          Niveles de Variable  
Variables independientes Código -1.414 -1 0 1 1.414 
Concentración de etanol (%)  X1 55.86 60 70 80 84.14 
Tiempo de humectación (min) X2 17.57 30 60 90 102.43 

La opción de optimización de respuesta múltiple del programa estadístico 

STATGRAPHICS Plus se empleó para obtener la combinación adecuada de parámetros en 

la que la expresión de las cinco variables dependientes cuantificadas sea un máximo. Para 

esto, el programa tiene implementada la opción de “función de conveniencia”. Al igual que 

en el acápite anterior, se realizó una jerarquización bajo los mismos criterios, de cada una 

de las variables respuesta. 

Se comprobó la efectividad de las predicciones realizadas en la función conveniencia, 

mediante la reproducción experimental de la combinación de factores (concentración de 

etanol y tiempo de humectación) sugerida por el modelo. Se determinaron los valores de 

cada una de las cinco variables respuesta por quintuplicado, y fueron comparados 

estadísticamente con los predichos por la función, empleando una prueba de contraste de 

hipótesis. 

II.4  Formulación y caracterización del extracto fluido en etanol al 70 % 

II.4.1  Formulación de los extractos fluidos. Características organolépticas 

Se prepararon extractos fluidos según las condiciones obtenidas en el proceso de 

evaluación del proceso extractivo desarrollado en el acápite anterior. Se partió de 50 g de 

la droga seca y se realizó el proceso de extracción por percolación durante tres días. Los 

extractos colectados se reunieron y se concentraron en un rotoevaporador KIRKA–

WERKE de procedencia alemana a temperaturas inferiores a los 50 °C hasta los 50 mL 

establecidos. 

Los extractos fluidos se formularon con material vegetal colectado en diferentes etapas del 

ciclo de vida de la planta en un período de dos años. Se tomó muestra los meses de Junio 

2007 y 2008 (Estado vegetativo), Noviembre 2007 y 2008 (Floración) y Marzo 2008 y 

2009 (Fructificación). La recolección y el tratamiento del material vegetal se realizó de 

manera similar a lo descrito en acápites anteriores (II.1). Paralelamente a esto se desarrolló 
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un estudio de dinámica de acumulación en el período comprendido entre Agosto 2007 a 

Junio 2008 bajo las mismas condiciones.  

Las propiedades organolépticas color, olor y sabor, se determinaron según la Norma Ramal 

de Salud pública 312/91. 

II.4.2  Caracterización físico-química de los extractos fluidos en etanol al 70 % 

Cada extracto fue caracterizado desde el punto de vista físico-químico según la 

metodología descrita en la NRSP 312/91. Los parámetros determinados fueron: pH, sólidos 

totales, densidad relativa, índice de refracción. Además, se estimaron las cenizas totales 

según la modificación de la NRSP 309/91 descrita en el acápite II.3.1.  

II.4.3  Caracterización química general del extracto fluido en etanol al 70 % 

Como variables en la caracterización química de los extractos fluidos se consideraron los 

fenoles, flavonoides y carbohidratos totales, cuantificados según las metodologías referidas 

en el acápite II.3.1. Además, se realizó la determinación de los elementos inorgánicos 

previamente estimados en las hojas (acápite II.2.4), pero empleando en vez de dos gramos 

de droga seca, dos mililitros del extracto fluido. 

II.4.4   Fraccionamiento químico del extracto fluido en etanol al 70 %. Caracterización 

espectroscópica 

El extracto fluido se sometió a un fraccionamiento líquido-líquido con solventes de 

creciente polaridad (n-hexano, cloroformo, acetato de etilo y n-butanol). Las fracciones 

más apolares (n-hexano y cloroformo) se analizaron por CG/EM en iguales condiciones a 

las declaradas en el acápite II.2.1. Las fracciones más polares (acetato de etilo y n-butanol) 

se analizaron por cromatografía de capa delgada: método unidimensional con sistema de 

solventes fenol-agua (3:1); y método bidimensional con butanol-acético-agua (4:1:3) y 

(6:1:2) como primer sistema de solvente, y ácido acético al 5% como segundo solvente. 

Luego de optimizado el sistema de solventes, se realizó una cromatografía en placas de alta 

resolución (HPTLC) acoplado a un espectrofotómetro UV-visible LINOMAT IV con 

arreglo de diodo (CAMAG, Suiza). En todos los casos se utilizaron placas de sílica gel de 

dimensiones 20x20 (Merck EMD, Alemania). 

Como reveladores se emplearon el hidróxido de amonio (NH4OH), una lámpara 

ultravioleta de onda larga y el cloruro de aluminio (AlCl3) al 2,5% en metanol. La 
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caracterización parcial se realizó mediante las razones de flujo (Rf) referidas por 

Harbone143. 

La separación cromatográfica por HPTLC se realizó en una cámara horizontal de 10/10 por 

el método bidimensional con los sistemas móviles: n-butanol-acético-agua (6:1:2, v/v/v) y 

ácido acético al 5%, sistema de solventes con mejores resultados resolutivos en la técnica 

de cromatografía de capa delgada (TLC). 

La aplicación de las muestras se desarrolló con un aplicador automático en forma de 

bandas LINOMAT IV (CAMAG, Suiza) con un ancho de bandas de 3 mm y un volumen 

de 10 µl en placas de sílica gel 60F254 (Merck, Alemania) de dimensiones 10x10 con 

indicador interno de fluorescencia. La lectura de las bandas se realizó por absorción a  

254 nm con una velocidad de barrido de 4 mm/s en un densitómetro Scanner II (CAMAG, 

Suiza). 

A las manchas con mayor intensidad de absorción se les registró el espectro de absorción 

en la región ultravioleta-visible. Se empleó la opción “pureza” del software CATS (Planar 

Chromatography Manager) versión 3.20, el cual realiza una medición espectral al inicio, a 

mediados y al final de la mancha. Los valores de las razones de flujo fueron determinados 

automáticamente por el equipo, considerando el centro de la muestra como la zona de 

mayor intensidad de absorción. Todas las determinaciones se realizaron en el densitómetro 

Scanner II (CAMAG, Suiza). 

II.5  Evaluación de la actividad antioxidante del extracto fluido y sus fracciones 

II.5.1  Actividad frente al radical 2,2 difenil -1-picrilhidracilo (DPPH) 

El radical libre 2,2 difenil -1-picrilhidracilo es un radical que permanece estable cuando se 

le disuelve en etanol, presentando un máximo de absorbancia a los 517 nm. El ensayo se 

basa en la reducción del radical libre estable 2,2 difenil -1-picrilhidracilo por los 

antioxidantes que se encuentren en la solución a evaluar144. El extracto fluido al 70% y sus 

fracciones (acápite II.4.3) fueron concentrados a sequedad por liofilización (TELSTAR, 

LIOALFA-6, España) y redisueltos en etanol absoluto, manteniendo la proporción de 1 mL 

por cada gramo de droga seca de partida tanto para el extracto fluido como para sus 

fracciones. El experimento se realizó por triplicado con siete niveles de concentración para 

cada extracto.  

En términos generales, a 2 mL de las disoluciones del extracto a evaluar se les adiciona  

1 mL de solución etanólica de DPPH 0,1 mmol/L (Sigma, ref. D9132), se homogeneizó e 
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incubó 1h a 25 °C. Transcurrido este tiempo, se midió la absorbancia a 517 nm. La 

solución de DPPH se empleó como control de absorbancia, las disoluciones de los 

extractos en etanol como blancos, y soluciones etanólicas de Quercetina (Fluka, Alemania) 

como control positivo. El porciento de inhibición del radical DPPH se determinó por la 

ecuación: 

 % Inhibición DPPH = (AP-AM)/AP *100 

ecuación 1 

Donde: 

AM = Absorbancia del extracto evaluado (Muestra) 

AP = Absorbancia del DPPH (control de absorbancia) 

Los datos fueron normalizados empleando el logaritmo natural de las concentraciones 

ensayadas. Posteriormente, se realizó una regresión lineal entre los logaritmos de las 

concentraciones y los porcientos de inhibición del DPPH. Basado en esta relación se 

calculó la concentración del extracto necesaria para la inhibición del 50% de la cantidad 

inicial de DPPH (IC50). 

A cada una de las fracciones se les determinó además, los valores de concentración de 

fenoles y flavonoides totales (III.1). A partir de los valores de fenoles y flavonoides totales 

calculados para el extracto fluido al 70 % y sus fracciones, se obtuvo la matriz de 

correlación entre la variable farmacológica (porciento de inhibición del DPPH, IC50) vs las 

variables químicas (concentraciones de fenoles y flavonoides totales), para estimar la 

posible influencia de dichos compuestos en la actividad evaluada. 

II.5.2  Determinación del Poder Reductor 

El poder reductor se determinó por la técnica referida por Yen y Chen145 al extracto fluido 

al 70 % y sus fracciones, que fueron concentrados a sequedad en un rotoevaporador 

KIKA–WERKE (Alemania) y redisueltas en etanol al 70% (mL/g de droga seca). Se 

emplearon cinco niveles de concentración de los extractos analizados. A 1 mL de las 

muestras o del solvente (blanco) se adicionó 2,5 mL de tampón fosfato 0,2 mol/L, pH 6,6 y 

2,5 mL de solución de ferricianuro de potasio (10 mg/mL). Se incubó 20 min. a 50 °C y 

una vez frescas las muestras, se añadió 2,5 mL de agua destilada y 0,5 mL de ácido 

tricloroacético 10 mg/mL. A continuación, se tomaron 2,5 mL de esta mezcla, a los que se 

adicionó 2,5 mL de agua destilada y 0,5 mL de cloruro férrico (1,0 mg/mL). Las 
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absorbancias de las muestras se registraron a 700 nm en un espectrofotómetro Ultrospec III 

(PHARMACIA LKB, Suecia). Como sustancia de referencia se empleó la quercetina. 

Los datos fueron normalizados empleando el logaritmo natural de las concentraciones 

ensayadas. Mediante regresión lineal simple entre los logaritmos de las concentraciones y 

la absorbancia del complejo de hierro II formado, se determinó la concentración del 

extracto a la cual se alcanza un valor de absorbancia que resulte común a todas las 

fracciones activas (A= 0,300). En este ensayo, un incremento de la absorbancia es 

interpretado como un incremento del poder reductor. 

De modo análogo al ensayo de reducción del DPPH, fue obtenida la matriz de correlación 

entre la variable Poder de reducción vs concentración de fenoles y flavonoides totales, 

determinándose la posible influencia de estos compuestos en la actividad medida. 

II.5.3   Determinación de la capacidad de acomplejamiento de Fe2+ 

La capacidad de acomplejamiento de Fe2+ se realizó según el método descrito por 

Andjelkovic y col146. Se registró el espectro UV/visible (200-800 nm) de los extractos a 

evaluar, antes y después de añadir alícuotas de sulfato de hierro heptahidratado  

(FeSO4 x 7H2O) a concentraciones de 0,01 y 0,1 mmol/L en un espectrofotómetro RAY 

LEIGH UV-2601 (China). Para ello, se emplearon cinco concentraciones diferentes del 

extracto fluido en etanol al 70%, sus fracciones, etanol al 70% como blanco y la quercetina 

como sustancia de referencia. Las fracciones fueron previamente concentradas a sequedad 

en un rotoevaporador  KIKA–WERKE (Alemania), y posteriormente redisueltas en etanol 

al 70% (mL/g de droga seca). La capacidad de acomplejamiento de Fe2+ se evaluó a partir 

de los corrimientos o saltos batocrómicos experimentados por la muestra en estudio, 

definiendo para cada extracto o fracción las longitudes de onda más significativas. Se 

consideraron preferentemente la generación de nuevos picos de absorbancia y aquellos 

incrementos localizados en zonas donde la fracción o extracto no presenta máximos de 

absorción cercanos. Cada ensayo se realizó por duplicado. 

Todas las soluciones empleadas fueron preparadas periódicamente empleando agua 

bidestilada, la cual posteriormente se somete a baño ultrasónico por 45 minutos para 

eliminar el oxígeno libre que pueda promover la oxidación no sólo del Fe2+ sino también 

de componentes del resto de las soluciones empleadas. La totalidad de las mediciones se 

realizaron en tampón imidazol pH 7,3, preparado según la Farmacopea Británica134. 
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Para cada extracto o fracción se definió la longitud de onda a la cual absorben los 

productos de la reacción con el Fe2+. Se representó gráficamente el inverso de la 

absorbancia (a la longitud de onda definida) vs el inverso de la concentración (1/A vs 1/C), 

y se estimó la ecuación de la recta que describe el fenómeno.  

La capacidad acomplejante de las fracciones se estimó a través de la constante de 

acomplejamiento según la ecuación: 

k= intercepto/pendiente 

ecuación 2 

El secuestro del Fe2+ por agentes quelantes es una vía importante para evaluar la actividad 

antioxidante de una sustancia. Sin embargo, el complejo formado deberá permanecer 

estable reteniendo el ión para que éste no sea cedido nuevamente al medio. Para evaluar la 

estabilidad de los complejos formados, se prepararon soluciones del ácido etilendiamino-

tretracético (EDTA), las que fueron añadidas en concentraciones de 0,01 y 0,1 mmol/L a 

los complejos formados en el ensayo anterior. Se determinó el porciento de complejo 

remanente por medición de la intensidad de absorción de la mezcla, antes y después de 

añadido el EDTA.  

II.5.4  Determinación del porciento de inhibición de la producción de Oxido Nítrico 

(NO•) 

En una placa de microtitulación de 96 pocillos de fondo en U (Rubilabor, España) se 

depositaron 300 µL  de una suspensión de leucocitos humanos en solución salina 

balanceada de Hanks (HBSS) (Sigma cod. H8264) preparada a partir de sangre humana 

total. Posteriormente, se añadieron seis niveles de concentraciones decrecientes de las 

fracciones a evaluar. Se adicionaron además, 20 µL de solución de HBSS en los pocillos 

correspondientes a los controles y se incubaron 10 mim a 37 °C con agitación horizontal 

(Incubator SI50, Stuart Scientific, UK). Luego se agregaron 20 µL  del Lipopolisacarido 

bacteriano (LPS) de E. coli 0127:B8 (Sigma cod. L3129) como estimulante de la 

producción de NO• y se incubó la muestra durante una hora a 37°C con agitación 

horizontal. A continuación se centrifugó a 2700 rpm durante 12 min, y se tomaron 100 µL 

del sobrenadante que fue transferido a placas de ELISA de 96 pocillos de fondo plano 

B/UC/50u (Rubilabor, España). Se añadieron 100 µL del reactivo de Griess (Sigma) y se 

incubó la muestra 15 min a temperatura ambiente, procediendo a su lectura a 540 nm en un 

lector de microplacas (Benchmark Plus, Bio-Rad Laboratories Inc., USA)147. 
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Los datos fueron normalizados empleando el logaritmo natural de las concentraciones 

ensayadas. Por regresión lineal entre los logaritmos de la concentración y los porcientos de 

inhibición de producción del óxido nítrico (NO•) se determinaron las IC50, definiéndose 

éstas como la concentración del extracto necesaria para la inhibición del 50% de la 

cantidad inicial de óxido nítrico. La sustancia de referencia utilizada fue la N-monometil 

L-arginina (L-NMMA) (Sigma), que posee actividad inhibidora de la óxido nítrico sintasa 

inducible. Se estimó la matriz de correlación entre las variables químicas: concentración de 

fenoles y flavonoides totales y la variable farmacológica medida, estimándose la posible 

influencia de estos compuestos en la actividad evaluada. 

II.5.5 Determinación del por ciento de inhibición de Especies Reactivas de Oxígeno 

(ERO) en leucocitos humanos por Citometría de Flujo 

En tubos cónicos de polipropileno que contienen 5 mL de la suspensión de leucocitos 

humanos, se añadió 100 µL de una solución de diacetato de diclorofluorescina (DCFH-

DA) a una concentración de 10 µmol/L y 100 µL de solución de azida sódica (NaN3) de 

concentración 10 µmol/L. Se incubó 10 min en la oscuridad a 37ºC, con agitación 

horizontal (Incubator SI50, Stuart Scientific, UK). A continuación, se centrifugó 5 min a 

3000 rpm y el precipitado se resuspendió en solución salina balanceada de Hanks (HBSS). 

De la suspensión resultante se tomaron alícuotas de 300 µL, estableciéndose cómo grupos 

experimentales: un grupo control, un grupo estimulado con 12-miristato 13-acetato de 

forbol (PMA) (Sigma, ref. P-8139) y grupos tratados (el estimulante más las fracciones a 

ensayar); cada muestra se evaluó por duplicado. Primeramente se añadieron los extractos a 

ocho niveles de concentración, y se incubó en la oscuridad durante 5 min a 37 ºC, con 

agitación horizontal (60-70 ciclos/minuto). Seguidamente, se adicionó el PMA como 

estimulante de la producción de las ERO a todos los tubos, excepto al grupo control, y se 

incubó 5 min a 37 ºC con agitación horizontal (Incubator SI50, Stuart Scientific, UK). La 

reacción se detuvo mediante incubación con hielo. Cinco minutos antes del análisis por 

citometría flujo, se añadió ioduro de propidio (IP) a una concentración final de 10 µg/mL, 

para estimar la viabilidad celular. Las células no estimuladas presentaron relativamente 

poca fluorescencia, y sirven de referencia para el análisis de las células estimuladas. La 

lectura se realizó en un citómetro de flujo Coulter Epics Elite (Coulter Corp. Hialeah, 

USA) de la Unidad de Citometría de los Servicios Científico-Técnicos de la Universidad 

de Barcelona, entre cinco y quince segundos después de la estabilización del flujo. 
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Los tipos de células estudiadas fueron poblaciones viables (IP-negativas) de 

polimorfonucleares y monocitos. Los análisis citométricos fueron procesados empleando 

los programas: Epic (R) COULTER ELITE versión 4.01 Flow Cytometer Workstation 

(1994) y WinMDI, versión 2.5 Windows Multiple Document Interface (1997). 

Los datos fueron normalizados empleando el logaritmo natural de los ocho niveles de 

concentración ensayados. Por regresión lineal de los logaritmos de la concentración y los 

porcientos de inhibición de las ERO se determinaron las IC50, definiendo éstas como la 

concentración del extracto necesaria para la inhibición del 50% de las ERO producidas. La 

sustancia de referencia utilizada fue la quercetina.  

De igual modo que en el resto de las variables farmacológicas medidas, se estimó la matriz 

de correlación entre el porciento de inhibición de ERO y los valores de fenoles y 

flavonoides totales en el extracto fluido al 70% y sus fracciones para evaluar la posible 

influencia de estos compuestos en la actividad medida. 

II.6  Evaluación de la actividad antimicrobiana del extracto fluido y sus 

fracciones 

Se elaboraron un total de cinco extractos primarios o totales y cuatro secundarios o 

fracciones. Se definieron como extractos primarios o totales aquellos que fueron obtenidos 

a partir de la extracción directa de las hojas del tamarindo (M1-M5), y como extractos 

secundarios o fraccionados (M6-M9) los que se obtuvieron por fraccionamiento de un 

extracto primario.  

Los extractos M1 y M2 reproducen métodos de extracción sencillos empleados por la 

población. En ambos casos, se obtuvieron por decocción según refiere la Enciclopedia de 

Tecnología Farmacéutica148, a partir de 10 g de hojas frescas en 100 mL de agua para el 

caso de M1 y 10 g de hojas secas en 100 mL de agua para M2. Los extractos M3 y M4 son 

extractos fluidos a partir de la droga seca (30 g) en etanol al 30 y al 70 %, respectivamente. 

En ambos extractos, el método de obtención empleado fue la percolación, según la Norma 

Ramal de Salud Pública 311/91. Se seleccionaron estas dos concentraciones etanólicas, al 

estar comprendidas en niveles intermedios de polaridad entre el agua y el etanol, 

garantizando así la obtención de extractos de diferente polaridad, y por lo tanto, la 

existencia de una probable diferencia en cuanto a composición química. Por su parte, M5 

es un extracto de compuestos volátiles, obtenido por hidrodestilación de las hojas frescas 

de la especie. 
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Los extractos secundarios (M6-M9) corresponden a las fracciones de n-hexano, cloroformo, 

acetato de etilo y n-butanol, derivados del extracto fluido al 70 %. Las mismas fueron 

concentradas a sequedad en rotoevaporador y redisueltas en 300 mL de etanol 70 %. 

Nuevamente se concentró a presión reducida a 45ºC hasta 30 mL, para un equivalente de 

un mililitro por cada gramo de droga seca de partida. 

Todos los extractos fueron caracterizados en cuanto a la concentración de polifenoles y 

flavonoides, a excepción del extracto M5, el cual fue analizado por cromatografía gaseosa 

y espectrometría de masas. En todos los casos se empleó la misma metodología que en los 

ensayos anteriormente descritos. 

II.6.1  Cepas microbianas y sustancias controles 

Se emplearon cepas de referencia procedentes de la ATCC (American Type Culture 

Collection), excepto la levadura Candida albicans, perteneciente a la colección de cultivos 

del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente. 

Staphylococcus aureus  ATCC 25923  Bacillus subtilis  ATCC 6633 

Enterococcus faecalis  ATCC 29212  Escherichia coli ATCC 25922 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853  Candida albicans CCEBI 2048 

Salmonella typhimurium ATCC 14028 

Como sustancias de referencia se emplearon discos de antimicrobianos: Gentamicina (10 

UI)  para la totalidad de las bacterias, y Ketoconazol (30 ug) para la levadura Candida 

albicans, procedentes de la Empresa de Productos Biológicos “Carlos J. Finlay”, 

(La Habana, Cuba). Se contempló además, un control de crecimiento del solvente 

utilizado, el cual consistió en 30 mL del resultado de la concentración a presión reducida 

de 300 mL de etanol al 70 % en rotoevaporador (45 ºC); procedimiento similar al realizado 

al extracto fluido y sus fracciones. 

II.6.2  Pruebas de susceptibilidad microbiana. Acción antimicrobiana directa 

II.6.2.1 Ensayo de difusión en disco 

Se empleó el método recomendado por el Sub Comité de Ensayos de Susceptibilidad del 

NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), basado en el 

procedimiento descrito originalmente por Kirby-Bauer149.  
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De forma general, se inoculó 0,1 mL de las suspensiones de los microorganismos 

ensayados a la concentración aproximada de 1-2 x 108 unidades formadoras de colonias 

(UCF)/mL en placas de Agar Mueller-Hinton (BIOCEN) para las bacterias, y agar Papa-

Dextrosa (SIGMA) para la levadura. 

A continuación, se colocaron los discos sobre la superficie de las placas inoculadas con los 

microorganismos, las que se incubaron a 35 ºC durante 16-24 h. Transcurrido este tiempo, 

fueron medidos los diámetros (mm) de la zona de inhibición. Se consideraron como activas 

aquellas muestras con halos de inhibición mayores de 6 mm de diámetro150. Este 

procedimiento fue realizado por triplicado para cada uno de los extractos primarios y 

secundarios frente a cada microorganismo. 

II.6.2.2 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración 

mínima bactericida (CMB) 

Este ensayo se realizó a través del método de microdilución en caldo para  los extractos 

primarios o totales que resultaron positivos en la prueba de Kirby-Bauer.  

La concentración mínima inhibitoria (CMI) corresponde a la menor concentración del 

extracto capaz de inhibir in vitro el crecimiento visible del microorganismo. Para su 

estimación, se prepararon ocho diluciones seriadas de los extractos en caldo nutriente 

estéril. Los intervalos de concentración resultaron de 0,15 a 0,001 g/mL para los extractos 

M1 y M2 y de 1,5 a 0,01 g/mL para los extractos M3 y M4. Se incluyeron además, un 

control de esterilidad y un control de crecimiento. Se añadieron a continuación, 100 µL de 

los inóculos microbianos ajustados a 0,5 en la escala de MacFarland, excepto al de control 

de esterilidad, y se inoculó a 35ºC durante 16-20 h. 

La  CMI se estimó como la menor concentración de los extractos que a simple vista inhibió 

completamente el crecimiento del microorganismo estudiado. La interpretación de los 

resultados, se facilitó tomando como referencia el crecimiento observado en los tubos 

usados como control de crecimiento151.    

Una vez obtenida la CMI, se procedió a la determinación de la Concentración Mínima 

Bactericida (CMB) mediante subcultivos en placas con medio Mueller-Hinton de los tubos 

inoculados previamente, en los que no se observó crecimiento. Las placas fueron incubadas 

a 35ºC durante 24 horas. La concentración mínima bactericida se refirió a la mínima 

concentración de los extractos que permite sobrevivir a menos del 0,1% del inóculo 

original. 
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II.6.2.3  Correlación de la actividad con la composición de polifenoles y flavonoides 

Basado en que las muestras de los extractos para la determinación de las CMI y las CMB 

se prepararon por el método de doble dilución, se estimó la concentración de fenoles y 

flavonoides presentes en las CMI y CMB para cada extracto, definiéndolas como Cx,y 

donde: 

x  se refiere al metabolito considerado (fenoles o flavonoides)  

y  se refiere a la cepa considerada. 

Posteriormente, se determinó el coeficiente de variación (CV) entre las Cx,y de cada 

extracto (ecuación 3). Se partió de la premisa que de ser los fenoles o los flavonoides los 

responsables únicos de la actividad, entonces independientemente del método de 

preparación y el menstruo empleado, los valores de Cx,y deberán ser similares. Se 

consideró que la concentración de fenoles o flavonoides influye cuantitativamente en la 

actividad del extracto cuando el coeficiente de variación calculado no excedió el 15%.  

Coeficiente de variación = (Desviación estándar/ media) * 100 

Ecuación 3 

II.6.3 Actividad in vitro sobre el sistema del complemento. Acción antimicrobiana 

indirecta 

Se evaluó la actividad in vitro del sistema de complemento por la vía clásica y la vía 

alternativa mediante el ensayo de hemólisis eritrocitaria. El método se fundamenta en la 

estimación espectrofotométrica de la lisis de los eritrocitos por el complejo de ataque a la 

membrana (CAM).  

Para los experimentos de la vía clásica, se utilizaron eritrocitos obtenidos a partir de sangre 

fresca de carnero (SRBC), procedente de la granja de la Facultad de Veterinaria de la 

Universidad Autónoma de Barcelona. Las células fueron lavadas dos veces con solución 

salina y sensibilizadas con anticuerpos anti-eritrocitos de carnero (ShEA) (ICN Ibérica, 

España). Como fuente de proteínas del complemento se empleó suero humano, obtenido de 

sangre procedente de voluntarios sanos.  

En los ensayos de la vía alternativa se emplearon eritrocitos (no sensibilizados) de conejo 

(New Zeland White, PiPetit/Harlan-Ibérica). La activación de la vía clásica se inhibió 

mediante la adición de etilenglicol-bis (2-aminoetileter)-N,N,N',N'-ácido tetracético 

(EGTA), agente quelante del calcio. Como fuente de proteínas del complemento, se 

empleó igualmente, suero humano, obtenido de sangre procedente de voluntarios sanos. 
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En placas de fondo en U (Rubilabor, España) se incubaron 100 µL de diluciones dobles 

seriadas en tampón de barbital sódico (Veronal, VSB++ para la vía clásica y Veronal, 

EGTA-VB, para la vía alternativa) de las muestras correspondientes al extracto fluido al  

70 % de las hojas de Tamarindus indica L. y sus fracciones, con 50 µL de suero humano 

inactivado. Se incubó a 37 0C durante 30 min. y a continuación se añadió a cada pocillo  

50 µL de los eritrocitos (de carnero sensibilizados con anticuerpos para la vía clásica, y de 

conejo no sensibilizados para la vía alternativa), incubando a 370C (60 min. para la vía 

clásica y 30 min. para la vía alternativa). Transcurrido ese tiempo, se centrifugó dos 

minutos a 2500 rpm y se transfirió 50 µL del sobrenadante de la hemólisis a una placa de 

fondo plano que contiene en sus pocillos 200 µL de agua milli-Q. Se procedió al registro 

de las absorbancias en un lector de microplacas (Benchmark Plus, Bio-Rad Laboratories 

Inc., USA) a 405 nm. 

En los experimentos se incluyeron controles correspondientes al suero, controles de 

hemólisis espontánea y de hemólisis total. Los datos fueron expresados como el porciento 

de inhibición de la lisis en función de las concentraciones de las muestras evaluadas. A 

partir de esas curvas fueron estimados los valores de IC50. Se empleó como sustancia de 

referencia para ambos métodos la quercetina. 

II.7  Análisis estadístico 

Todos los análisis de los resultados se realizaron empleando el software 

STATGRAPHICS-plus versión 5.1 para Windows (Graphics Software Systems, STCC, 

Inc., Rockville, MD, USA). En la evaluación del proceso de extracción de metabolitos se 

empleó un diseño de experimentos de compuesto central 23 más principal así como su 

expresión gráfica en la forma de superficie respuesta. También se empleó la prueba de 

contraste de hipótesis para comprobar diferencias entre los valores predichos y observados. 

Las diferencias entre grupos de tratamiento se evaluaron mediante la prueba de la t de 

Student para el caso de la comparación entre dos muestras, y el análisis de varianza 

(ANOVA) acoplado a la prueba de las máximas diferencias significativas de Tukey (HSD) 

para las comparaciones múltiples.  

Los datos correspondientes a los diferentes ensayos antioxidantes fueron normalizados por 

transformación logarítmica de los valores de concentración empleados. Las IC50 de cada 

actividad considerada se determinaron por análisis de regresión lineal entre los logaritmos 

de las concentraciones y la actividad medida. Además, se estimaron las matrices de 
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correlación existentes entre las IC50 calculadas y los valores de concentración de fenoles y 

flavonoides totales determinados al extracto fluido al 70 % y sus fracciones, para evaluar la 

posible influencia de estos compuestos en la actividad medida. 
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Capítulo III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

III.1 Caracterización fitoquímica de extractos de hojas de Tamarindus indica L. 

La exploración fitoquímica de las especies medicinales a estudiar resulta de especial 

importancia, pues permitirá determinar aquellos metabolitos mayoritarios que 

potencialmente podrán participar en la actividad/toxicidad de la especie investigada. Se 

prefiere por ello, que el estudio fitoquímico se desarrolle explorando más de un método de 

extracción y más de un solvente, para garantizar así el conocimiento de los diferentes 

componentes mayoritarios de la planta152. 

III.1.1   Extracción en Soxhlet con cloroformo. Análisis por Cromatografía Gaseosa y 

Espectrometría de Masas (CG/EM) 

La extracción con cloroformo en Soxhlet rindió un total de 18 compuestos mayoritarios 

que representaron el 90,83% del total extraído (Tabla I, Anexo I).  

Las hojas del tamarindo han sido poco estudiadas con relación a su composición química, 

por lo que 11 de los 18 compuestos identificados constituyen un primer informe para el 

órgano, y algunos el primero para la planta. Analizando su naturaleza, se observa que los 

compuestos designados desde el 1-5 así como el 9 y el 10 son compuestos volátiles. Ello 

constituye una primera referencia mundial para el órgano en experimentación. Estudios 

anteriores han informado aceites esenciales en los frutos55,56, pero de los compuestos 

determinados en el presente trabajo, sólo el p-cimeno y el limoneno coinciden con los 

referidos por otros autores. Este tipo de comportamiento es característico de los aceites 

esenciales, pues existe una variabilidad importante de producción de estos metabolitos, 

incluso dentro de un mismo órgano. Desde el punto de vista químico, los compuestos 

volátiles determinados se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, a 

excepción de la farnesilcetona (compuesto 9), una cetona lineal tri-insaturada de 

distribución restringida, aunque ha sido anteriormente aislada del tomate y el tabaco153. 

Los aceites esenciales han sido frecuentemente descritos como agentes antimicrobianos154, 

antifúngicos155, antivirales156 e incluso como acaricidas157 y larvicidas158. Diferentes 

autores han evaluado la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de mayor 

distribución en la naturaleza159; sin embargo, otros consideran que esta actividad de las 

plantas, radica en la acción sinérgica de sus aceites esenciales y no en su efecto 

individual160. El mecanismo de acción que con mayor frecuencia ha sido informado es la



 

 
Tabla I. Compuestos identificados por CG/EM en hojas de Tamarindus indica L. secadas 

al sol y extraídas en Soxhlet con cloroformo 

Pico Compuesto (Estructuras químicas en el anexo I) FM MM IR % 

1 p-cimeno C10H14 134 1046 4,76 
2 Limoneno C10H16 136 1054 9,05 
3 Difenil-éter C12H10O 170 1396 5,47 
4 Longifoleno  C15H24 204 1402 7,51 
5 α-cariofileno  C15H24 204 1438 5,56 
6 2,6-di-ter-butil-4-metil fenol (BHT)  C15H24O 220 1519 7,24 
7 Metil 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibenzoato C16H24O3 264 1872 2,76 
8 Éster metílico del ácido Palmítico (C16:0) 

 
C17H34O2 270 1909 6,41 

9 Farnesilcetona C18H30O 262 1918 2,93 
10 Linalool antranilato C17H23O2N 274 1959 3,96 
11 3-eicosino 

 
C20H38 278 1987 4,62 

12 Éster metílico del ácido 9,12,15-octadecatrienoico (C18:3) C19H32O2 292 2089 2,26 
13 Fitol C20H40O 296 2106 4,06 
14 Ester metílico del ácido 7,10- octadecadienoico (C18:2)  C19H34O2 294 2149 3,49 
15 Ácido 10-octadecenóico o Ácido Oleico (C18:1) C18H34O2 282 2170 2,83 
16 Criptopinona C20H30O 286 2177 5,28 
17 Éster metílico del ácido 15-tricosenoico (C23:1) C24H46O2 366 2681 8,39 
18 β-Sitosterol C29H50O 414 3114 4,25 

Total                                                                                          90,83% 
FM→ Formula Molecular  MM→ Masa Molecular  IR→ Índice de retención 
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alteración de la estabilidad de la membrana celular, a la cual penetran debido a su carácter 

apolar, interfiriendo así con las importantes funciones biológicas que se realizan a este 

nivel161.  

Además de su actividad antimicrobiana, los aceites esenciales también son considerados 

importantes agentes antioxidantes162,163,164. De manera análoga a la actividad 

antimicrobiana, existen datos individuales de la actividad antioxidante de aceites 

esenciales; sin embargo, se dispone de evidencias experimentales de que la acción 

sinérgica de estas sustancias resulta más efectiva que la de un compuesto en particular165. 

Aunque estructuralmente existe una variedad muy amplia de aceites esenciales, su 

actividad antioxidante debe estar fundamentada por la presencia de múltiples funciones 

oxigenadas e insaturaciones. 

Otro grupo importante de compuestos identificados lo constituyen los ácidos grasos 

(compuestos 8; 12; 14; 15 y 17), metabolitos que han sido descritos no sólo en hojas, sino 

también en los frutos47 y semillas166. Estudios realizados señalan que las hojas del 

tamarindo producen mayoritariamente ácidos grasos de naturaleza C16:0, C18:1, C18:2 y C18:3, 

coincidiendo con las características de los compuestos 8; 12; 13 y 14 47. No obstante, en 

dicho trabajo no se detectaron ácidos grasos con cadena de 23 átomos de carbono como 

presenta el compuesto 17. En estudios más recientes, se determinó en muestras procedentes 

de Pakistán el ácido tricosanoico49, análogo saturado del referido compuesto 17. En esta 

publicación, se refirió también, la presencia del β-sitosterol (compuesto 18), sustancia a la 

cual se le han atribuido características antioxidantes167. 

El último grupo de compuestos químicos identificado en este extracto correspondió a los 

derivados fenólicos. Este tipo de metabolitos, ha sido descrito con anterioridad en las hojas 

del tamarindo; sin embargo, ninguno de los compuestos identificados en la tesis 

(compuestos 6 y 7) ha sido informado previamente en ningún órgano de la planta, 

constituyendo una primera referencia mundial para la especie en estudio. El BHT 

(compuesto 6) es un antioxidante natural de gran poder inactivante de virus con envolturas 

lipídicas168; por ello, es comúnmente empleado como preservante y antioxidante en varios 

productos alimenticios169. Tanto el BHT como el compuesto 7 presentan escasa 

distribución en el reino Plantae. En general, la mayoría de los compuestos fenólicos 

muestran en alguna medida actividad antioxidante y antimicrobiana. 
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El difenil-éter (compuesto 3) es un importante componente aislado del té verde, aunque 

también ha sido identificado en varias especies como Isatis tinctoria, Capparis spinosa L., 

Rosa damascena Mill, y Mangifera indica L170. 

Por su parte, el 3-eicosino (compuesto 11) es un acetileno de amplia distribución en 

plantas. Los poliacetilenos constituyen los productos finales de la vía biosintética del 

acetato, ruta altamente desarrollada en aquellas especies pertenecientes a las subclases 

taxonómicas de la parte media-alta del árbol filogenético, como es el caso de la subclase 

Rosidae, a la cual pertenece el tamarindo.  

El último de los compuestos determinados que constituye una novedad química para la 

especie es la criptopinona (compuesto 16). Desde el punto de vista estructural, es un 

diterpeno tricíclico, tipo aldehídico, aislado principalmente en especies de Pinus sp., 

aunque otros géneros como el Crotton, Eritroxilum y Aralia también lo producen. 

El fitol (compuesto 13), por su parte, es un alcohol de cadena larga que forma parte de la 

clorofila, por lo que su presencia en el extracto está relacionada con la actividad 

metabólica del órgano en estudio. 

Esta variedad de compuestos: fenólicos, volátiles (esenciales o no), ácidos grasos; casi 

todos con actividad antioxidante y/o antibacteriana informada en la literatura, apoya la 

hipótesis de que en las hojas del tamarindo existe una riqueza estructural tal que las 

propiedades etnobotánicas descritas para la especie, podrían ser explicadas por la acción 

sinérgica de sustancias de diferente naturaleza química. 

III.1.2  Extracción de los componentes volátiles por hidrodestilación. Análisis por 

Cromatografía Gaseosa y Espectrometría de Masas (CG/EM) 

La extracción de los componentes volátiles suele realizarse a partir del material vegetal 

fresco, para evitar su pérdida por evaporación o degradación química. Sin embargo, en el 

acápite anterior (III.1.1) a pesar de utilizar material vegetal secado al sol, se determinó la 

presencia de compuestos volátiles. Por tal motivo, se procedió a la extracción de los 

mismos por el método de hidrodestilación de las hojas. Como resultado de este proceso se 

identificaron 13 componentes volátiles (Tabla II, Anexo I), con un rendimiento de  

0.8 mL/kg de droga fresca. Los compuestos identificados representaron el 97.7 % del total 

extraído. El informe de estos compuestos constituye una novedad mundial, pues con 

anterioridad no habían sido descritos este tipo de compuestos en las hojas del tamarindo. 



 

Tabla II. Compuestos volátiles identificados por CG/EM en hojas frescas de Tamarindus 

indica L., como resultado de una hidrodestilación y posterior extracción con cloroformo 

Pico Compuesto (Estructuras químicas en el anexo I)  FM MM IR %  

1 2-hexenal  C6H10O 98 848 1,7 

2 α-Pineno  C10H16 136 937 1,0 

3 β-Pineno  C10H16 136 979 1,4 

4 (E)-β-Ocimeno  C10H16 136 1037 Trazas 

5 p-Cimeno  C10H14 134 1045 0,6 

6 Limoneno  C10H16 136 1055 24,4 

7 Linalool  C10H18O 154 1113 1,0 

8 α-Terpineol  C10H18O 154 1194 0,7 

9 Nerol  C10H18O 154 1211 1,0 

10 Benzoato de bencilo  C14H12O2 212 1725 40,6 

11 Pentadecanol  C15H32O 228 1773 8,2 

12 Hexadecanol  C16H34O 242 1866 12,4 

13 Antranilato de Linalol  C17H23O2N 274 1959 4,7 

                                                      Total                                                                                    97,7 % 

                                                       Rendimiento                                                          0,8 mL/kg 

FM→ Formula Molecular  MM→ Masa Molecular  IR→ Índice de retención 
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De los compuestos identificados, el 2-hexanal y el benzoato de bencilo son los de 

distribución más restringida. El 2-hexanal es un aldehído insaturado que ha sido 

encontrado en las hojas de varias plantas y en algunas glándulas de muchos insectos; 

mientras que el Benzoato de Bencilo se puede encontrar en el bálsamo de Perú y también 

en el tabaco como uno de los agentes odorizantes con funciones repelente de insectos. El 

resto de los compuestos son de amplia distribución en la naturaleza, incluyendo al 

limoneno que constituye el aceite esencial con mayor distribución en el reino vegetal. Son 

precisamente el limoneno y el benzoato de bencilo los compuestos mayoritarios, 

representando el 24.4 y el 40.6% del total identificado, respectivamente. 

Al comparar estos resultados con los descritos en la fruta, resulta evidente que los 84 

compuestos y el rendimiento superior a los 3 mL/kg de pulpa de fruto son apreciablemente 

mayores que los obtenidos para las hojas56. Esto indica que, a pesar de ser las hojas el 

órgano donde se sintetiza la mayor parte de los compuestos de la planta, el destino de este 

tipo de metabolito es preferentemente el fruto, al cual enriquecerán con su aroma 

característico. 

III.1.3  Extracción con solventes de mediana y alta polaridad. Tamizaje Fitoquímico y 

cuantificación de metabolitos secundarios 

A los extractos fluidos en etanol al 30 y al 70 % y las decocciones al 10 % de las hojas 

frescas y secadas al sol, se les determinó la composición química por técnicas cualitativas 

(Tabla III). Los metabolitos secundarios de mayor importancia farmacológica (fenoles y 

flavonoides totales) fueron cuantificados (Tabla IV).  

A pesar de que el tamizaje fitoquímico ofrece información cualitativa, permite identificar 

los tipos de sustancias mayoritarias presentes en los extractos, y en consecuencia discernir 

cuáles de los solventes son capaces de extraer las sustancias que ofrecen una mayor 

probabilidad de actividad farmacéutica. Esta información representa un antecedente de 

estudios químicos más profundos. 

De los tipos de metabolitos extraídos, los fenoles y flavonoides han sido anteriormente 

referidos en la especie y asociados a la actividad farmacológica que le atribuye la 

población40,41,64.  También algunos fenoles simples fueron aislados en el presente trabajo en 

la extracción con Soxhlet, por lo que sin dudas, es un tipo de metabolito ampliamente 

producido por las hojas de la especie. Las saponinas, así como los triterpenos y esteroides 

son sustancias químicamente muy relacionadas, difiriendo una de otra sólo en la presencia



 

 
Tabla III. Metabolitos identificados cualitativamente en el Tamizaje Fitoquímico de 

extractos de hojas de Tamarindus indica L. 

Extracto  
Decocción 

Hojas Frescas 
Decocción 

Hojas Secas 
Extracto Fluido 

etanol 30% 
Extracto Fluido 

etanol 70% 

Alcaloides - - - - 

Triterpenos y Esteroides - - + ++ 

Carotenos - - - - 

Coumarinas - - - - 

Quinonas - - + + 

Aceites Esenciales - - - - 

Flavonoides +/- +/- ++ +++ 

Grasas Fijas - - - + 

Fenoles y Taninos ++ ++ ++ +++ 

Azúcares Reductores ++ +++ ++ + 

Saponinas ++ ++ ++ ++ 

Mucílagos - - - - 
      (-) Resultado negativo  (+/-) Resultado dudoso  (+) Resultado positivo leve  
  (++) Resultado positivo evidente  (+++) Resultado positivo intenso 
  
 
 
 
 
Tabla IV. Concentración de fenoles y flavonoides totales en extractos fluidos y 

decocciones de hojas de Tamarindus indica L. 

Extracto  Fenoles (mg/mL) Flavonoides (mg/mL) 

Decocción Hojas Frescas  al 10 % 14,83 ± 0,03c 0,049 ± 0,01c 

Decocción Hojas Secas al 10 %   9,80 ± 0,04d 0,058 ± 0,01c 

Extracto Fluido etanol 30 %  16,52 ± 0,05b 1,106 ± 0,02b 

Extracto Fluido etanol 70 %  25,24 ± 0,11a 2,474 ± 0,02a 

Letras distintas indican diferencias significativas entre los extractos para cada metabolito (ANOVA, Tukey 
(HSD), p< 0,05) 
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de unidades sacáridas enlazadas por enlaces glicosídicos. Al respecto, el lupeol es un 

triterpeno que ha sido aislado de las hojas del tamarindo49. 

Los azúcares reductores son sustancias producidas en el metabolismo primario de las 

plantas, el cual es prácticamente el mismo en todas las especies del reino. Existen además, 

numerosos polisacáridos con importantes actividades farmacológicas como las descritas 

para un compuesto de esta naturaleza, aislado de las semillas del tamarindo. Las grasas 

fijas son también un producto del metabolismo primario; dentro de ellas se encuentran los 

ácidos grasos, cuyas actividades antioxidantes han sido descritas188. Estos compuestos 

fueron determinados por CG/EM en la extracción con Soxhlet (acápite III.1.1).  

Las quinonas son el único tipo de compuesto identificado cualitativamente del cual no se 

tiene información previa. Son productos biosintéticamente relacionados con los 

flavonoides, con los que comparten cierta similitud estructural. Su determinación en los 

extractos hidroalcohólicos podría ser resultado de un falso positivo, pues los muchos tipos 

de flavonoides en estado de disolución pueden formar tautómeros quinónicos171. 

De todos los metabolitos determinados, los fenoles y flavonoides son los que mayor 

importancia han recibido desde el punto farmacológico en el tamarindo; y además, se 

extraen en todas las formulaciones preparadas. Es por ello, que la cuantificación química 

de metabolitos se centró en este tipo de compuesto. 

En el extracto fluido en etanol al 70 % se logró extraer significativamente las mayores 

cantidades de fenoles y de flavonoides. Esta observación, unida a las evidencias aportadas 

en el análisis cualitativo, señala al solvente con menor polaridad (etanol al 70%) como el 

de mejores resultados  extractivos (Tabla IV). 

III.1.4  Análisis de elementos minerales por Espectrometría de Plasma Inductivamente 

Acoplado (ICP) 

En la tabla V se muestran las concentraciones de los elementos determinados en las hojas 

de Tamarindus indica L. y en el suelo donde crece la población estudiada, comparadas con 

informes previos en la literatura del tema. Tradicionalmente, el análisis elemental de las 

drogas vegetales incluye la determinación de elementos comunes como sodio, calcio, 

potasio y magnesio, entre otros. Sin embargo, el alcance del presente trabajo no se limitó a 

un análisis elemental de esta naturaleza, sino que se enfocó al estudio de los elementos que 

usualmente forman parte de enzimas y proteínas celulares involucrados en el sistema 

defensivo antioxidante y de aquellos con un grado de oxidación múltiple que pudieran



 

Tabla V. Concentración de los diferentes elementos inorgánicos presentes en hojas de 

Tamarindus indica L. y suelo donde crece, determinado por Espectroscopia de Plasma 

Inductivamente Acoplada (ICP) 

Elementos 
(µg/g) 

Cu Fe Se Zn Mo Co Ni Mn Cr V Pb Cd 

Hojas 
(Fructificación) 7,90 16,16 4,723 7,990 0,260 0,880 0,461 2,510 0,250 0,330 0,703 0,019 

El-Siddig et al. 
(2006) 2,00 5,20 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 

Khanzada et al. 
(2008) 0,76 14,07 nd 8,520 nd nd nd 25,900 nd nd 0,270 3,360 

Suelo 0,96 34,60 0,303 0,835 0,086 0,199 0,188 14,500 0,214 0,483 0,312 0,030 

Relación 
Hoja/Suelo 819 46,7 1561 956 302 442 245 17,3 117 68,3 225 63,3 

nd→ No determinado por los autores   
Los resultados se comparan con informes previos de otros autores. 
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estar involucrados en el equilibrio REDOX del organismo, o bien les hayan sido atribuidas 

propiedades antimicrobianas. Por esta razón, muchos de los elementos incluidos en el 

estudio no se encuentran referidos en trabajos anteriores. Se consideran además el plomo y 

el cadmio por sus posibles efectos tóxicos. 

A modo de comparación, aquellos elementos definidos como posibles reguladores del 

equilibrio REDOX del organismo mostraron un comportamiento variable. Mientras el 

cobre se encontró en concentraciones superiores a las referidas en los trabajos precedentes, 

el manganeso se determina en niveles inferiores. Por su parte, el hierro y el zinc mostraron 

concentraciones similares a las determinadas por Khanzada y col48.  

Con relación a los metales considerados por su posible toxicidad, también se observó un 

comportamiento variable con respecto a los estudios precedentes. Mientras el plomo se 

determinó en mayores concentraciones en el presente estudio, el cadmio se presentó en 

cantidades casi veinte veces inferiores a la del informe de Khanzada y col48. No obstante a 

las diferencias encontradas, las concentraciones de estos metales se hallan muy por debajo 

de los límites tóxicos permitidos, 500 mg/día y 250 µg/día para plomo y cadmio 

respectivamente110. 

Por otra parte, se evidencia las propiedades reguladoras y bioacumuladoras del tamarindo 

(homeostasis); pues la relación entre las concentraciones en las hojas y el suelo varía desde 

un 17,3% para el manganeso hasta un 1561 % para el selenio. Se destacan también los 

elevados porcientos de bioacumulación de cinc (956 %) y cobre (819 %), dos de los 

elementos de mayor trascendencia en las propiedades farmacológicas atribuidas al 

tamarindo.  

Adicionalmente a la importancia que se le pueda dar al hecho de que muchos de estos 

metales no habían sido informados con anterioridad en las hojas del tamarindo, se destacan 

los elevados valores de selenio, cobre y cinc, por tratarse de elementos de especial 

relevancia en el equilibrio REDOX de los organismos vivos. El cobre y en particular, el 

cinc, adquieren relevancia por su reconocida acción antimicrobiana172,173,174. 

III.2  Influencia de la concentración de etanol y tiempo de humectación en el 

proceso de extracción de metabolitos 

III.2.1  Selección del solvente con mayor capacidad de extracción de metabolitos. 

Considerando los resultados obtenidos en los acápites III.1.1 y III.1.3 se infiere que 

mientras más polar sea el solvente, menor cantidad y calidad de principios activos logra 
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extraer. El empleo de solventes orgánicos para la preparación de extractos farmacéuticos 

tiende a evitarse, pues deberá ser eliminado de forma total antes de incorporar las 

sustancias por él extraídas a una formulación. Esto genera no sólo un gasto económico, 

sino también posibles daños ecológicos. El etanol, por su parte, es una sustancia de 

polaridad media, pero económicamente más asequible y de menor impacto ecológico. 

Además, pequeñas cantidades del mismo son tolerados por el organismo, constituyendo un 

solvente de excelencia para la preparación de formulaciones farmacéuticas en las que se 

pretenda extraer sustancias apolares. Por ello, se seleccionó para continuar el estudio, 

preparándose soluciones hidroalcohólicas al 60, 70, 80 y 90 %, que fueron empleadas en la 

obtención de extractos fluidos por percolación. 

Los resultados de las variables cualitativas consideradas se presentan en las tablas VI  

y VII. A una mayor concentración de etanol, la acidez de los extractos preparados 

aumenta, independientemente de la época del año en que se colecte el material vegetal. En 

la etapa de fructificación la acidez de los extractos es menor. 

En la tabla VII se observa que los máximos de absorbancia resultaron esencialmente 

similares en los diferentes extractos, diferenciándose sólo por la intensidad de absorción. 

Esta observación es invariable independientemente del cambio de analista y de equipo. 

Como tendencia general se apreció, que los máximos valores de intensidad de absorción se 

determinaron en el extracto fluido donde se empleó etanol al 70 %. De ello se infiere que 

los metabolitos que absorben a estas longitudes de onda se extraen en mayor proporción 

con este solvente. La etapa del año donde mayor intensidad se observó es la fructificación, 

pues aunque se obtienen valores de absorbancia similares a los de la etapa de floración, la 

solución medida se preparó a una menor concentración (12 µL/100 mL para la 

fructificación y 18 µL/100 mL para la fructificación). 

Los resultados de la caracterización cuantitativa de los extractos fluidos en las dos etapas 

consideradas del ciclo de vida de la planta se muestran en la tabla VIII. Se observó que el 

comportamiento de las variables estudiadas varió de un extracto a otro, posibilitando una 

comparación de las características particulares de cada formulación. Esta variación fue 

evidente independientemente de la etapa en que se colectó el material vegetal. Por otro 

lado, se apreciaron diferencias entre las etapas del ciclo de vida de la planta, resultando 

superiores las concentraciones de los metabolitos estudiados durante la fructificación. 

Para seleccionar el solvente de mayor capacidad de extracción de metabolitos y debido a 

las diferencias en cuanto a las unidades de medida de cada una de las cinco variables 



 

Tabla VI. Valores de pH determinados a los diferentes extractos fluidos preparados a partir 

de hojas de Tamarindus indica L. en las etapas de floración (noviembre) y fructificación 

(marzo) 

Etapa/Extracto Extracto Fluido 
en etanol 60 % 

Extracto Fluido 
en etanol 70 % 

Extracto Fluido 
en etanol 80 % 

Extracto Fluido 
en etanol 90 % 

Floración 3,15 ±0,02a 3,04 ±0,01b 2,90 ±0,01c 2,75 ±0,02d 

Fructificación 3,84 ± 0,02a 3,85 ± 0,01a 3,65 ±0,01b 3,30 ±0,02c 

Letras distintas indican diferencias significativas entre los extractos (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0,05). 
 

 

 

 

Tabla VII. Valores máximos y mínimos de absorbancias en la región UV-Visible de los 

extractos fluidos de hojas de Tamarindus indica L. preparados a diferentes concentraciones 

de etanol. Comparación entre dos analistas y equipos 

Extracto 
Evaluado 

Floración Floración Fructificación Fructificación 

Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2 

λ A λ A λ A λ A 

Extracto Fluido 
EtOH 60% 

202 1,940 202 1,354 203 1,098 202 1,365 

277 0,279 276 0,189 275 0,153 276 0,132 

- - - - 325 0,099 324 0,088 

Extracto Fluido 
EtOH 70 % 

203 1,756 202 1,171 202 1,244 202 1,543 

276 0,250 276 0,170 274 0,171 275 0,145 

324 0,139 324 0,095 326 0,100 325 0,098 

Extracto Fluido 
EtOH 80 % 

203 1,687 202 0,965 203 1,127 202 1,425 

275 0,256 273 0,149 273 0,162 274 0,138 

326 1,161 324 0,091 327 0,100 326 0,077 

Extracto Fluido 
EtOH 90 % 

202 1,229 202 0,756 202 0,912 203 1,057 

275 0,235 273 0,129 272 0,163 275 0,111 

- - - - 323 0,128 325 0,069 
Nota: En el período de floración se emplean 18 µL/100 mL, mientras que en fructificación 12 µL/100 mL. 
 

 



 

 

Tabla VIII. Caracterización química de extractos fluidos en etanol 60; 70; 80 y 90 % de 

hojas de Tamarindus indica L. correspondientes a los estados de floración (noviembre) y 

fructificación (marzo) de la planta 

FLORACIÓN 

Extracto Sólidos  
Totales (%) 

Cenizas 
Totales (%) 

Fenoles  
(mg/mL) 

Flavonoides 
(mg/mL) 

Carbohidratos 
(mg/mL) 

E.F.60% 17,01 ±0,07a 0,79 ±0,01a 23,19 ±0,07c 2,031 ±0,11c 40,01 ±0,89a 
E.F.70% 17,05 ±0,05a 0,55 ±0,02b 25,24 ±0,11a 2,474 ±0,02b 33,65 ±0,05b 
E.F.80% 16,02 ±0,03b 0,51 ±0,02b 24,23 ±0,30b 2,885 ±0,03a 31,82 ±0,09c 
E.F.90% 12,70 ±0,22c 0,23 ±0,02c 17,07 ±0,04d 2,919 ±0,04a 25,60 ±0,90d 

FRUCTIFICACIÓN 

Extracto Sólidos  
Totales (%) 

Cenizas 
Totales (%) 

Fenoles  
(mg/mL) 

Flavonoides 
(mg/mL) 

Carbohidratos 
(mg/mL) 

E.F. 60% 21,95 ±0,08a 1,74 ±0,02a 38,69 ±0,05c 2,424 ±0,01d 64,90 ±1,53a 
E.F. 70% 22,11 ±1,49a 1,51 ±0,04b 43,71 ±0,07a 2,768 ±0,01c 57,02 ±2,01b 

E.F. 80% 19,67 ±0,05b 1,03 ±0,03c 40,43 ±0,05b 3,525 ±0,02a 49,07 ±0,62c 

E.F. 90% 16,96 ±0,84c 0,73 ±0,01d 27,26 ±0,03d 3,097 ±0,01b 36,38 ±1,63d 

Letras distintas indican diferencias significativas entre extractos dentro de una misma etapa del ciclo de vida 
de la planta. (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05) 
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consideradas, se realizó un procedimiento de conversión de los datos cuantitativos 

continuos en datos ordinales, homogeneizando de esta manera los mismos. Además, se 

decidió realizar una jerarquización de datos con vistas a ponderar el valor ordinal en 

función de la relevancia o potencialidad farmacológica de la variable medida. Los valores 

asignados a cada una de las variables cuantitativas consideradas, a partir de los datos 

reflejados en la tabla VIII, se presentan en la tabla IX. 

De la tabla IX se concluye que con la combinación hidroalcohólica al 70% se consiguen 

los mejores parámetros extractivos, pues la misma adquiere la máxima puntuación en dos 

de las cinco variables y mantiene valores intermedios en las tres restantes. Esta 

observación se cumplió en ambas etapas del ciclo de vida de la planta, logrando en las dos 

un valor total de 32 puntos, equivalente a un 80 % del total de puntos asignados. Los 

extractos preparados empleando el menstruo etanol al 80 %, se ubicaron en una segunda 

posición; alcanzando un 75 y 73 % de los puntos en las etapas de floración y fructificación 

respectivamente. Esta diferencia se acentúa cuando consideramos el resto de las variables 

no incluidas en el análisis cuantitativo. En ambas etapas del ciclo de vida, el pH del 

extracto al 70 % fue menos ácido que el del 80%, lo que propiciaría que la formulación a 

preparar con este solvente causara una menor irritabilidad. En cuanto al comportamiento 

espectroscópico, con el etanol al 70 % se alcanzaron mayores concentraciones de los 

metabolitos que absorben en esta región. Ello potencia aún más la conclusión de que bajo 

las condiciones del estudio,  el etanol al 70 % resultó el solvente más efectivo para la 

extracción de los metabolitos de las hojas de tamarindo.  

Tomando en consideración estas observaciones, el etanol al 70 % fue seleccionado como el 

menstruo con mayor capacidad extractiva, y se propone su utilización en la elaboración de 

una formulación con fines farmacéuticos. 

III.2.2  Evaluación de la influencia de la concentración de etanol y tiempo de 

humectación en el proceso extractivo 

En la tabla X se muestra la matriz experimental y los valores de las variables respuesta en 

el diseño de experimentos, del tipo compuesto central 23 más principal, propuesto para la 

evaluación de la influencia de la concentración de etanol y el tiempo de humectación en el 

proceso de extracción de metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. Las diferentes 

combinaciones de las variables independientes genera variación en las variables respuesta, 

demostrando su influencia sobre las mismas. 



 

 

Tabla IX. Valores asignados por escala ordinal jerarquizada a las cinco variables 

consideradas en la selección del solvente con mayor capacidad de extracción de 

metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. 

FLORACIÓN  FRUCTIFICACIÓN  
Extracto TA TC ST TP TF Total 40 TA TC ST TP TF Total 40 

E.F. 60 % 4 4 8 6 3 25 (63 %) 4 4 8 6 3 25 (63 %) 

E.F. 70 % 3 3 8 12 6 32 (80 %) 3 3 8 12 6 32 (80 %) 

E.F. 80 % 3 2 4 9 12 30 (75 %) 2 2 4 9 12 29 (73 %) 

E.F. 90 % 1 1 2 3 12 19 (48 %) 1 1 2 3 9 16 (40 %) 
TA Cenizas Totales TC Carbohidratos Totales  ST Sólidos Totales TP Fenoles Totales 
TF Flavonoides Totales E.F. Extracto Fluido 
 
 

 

Tabla X. Matriz experimental y valores de las variables respuestas (variables dependientes) 

en el diseño de experimentos del tipo compuesto central 23 más principal, propuesto para la 

evaluación de la influencia de las variables independientes en el proceso de extracción de 

metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. 

Variables Independientes Variables dependientes 

Exp. X1 (%) X2 (min) TP (mg/mL) TF (mg/mL) ST (%) TA (%) TC (mg/mL) 

1 70,00 60,00 25,24 2,474 17,05 0,55 43,80 

2 84,14 60,00 19,32 2,919 12,70 0,23 18,25 

3 70,00 102,43 26,07 2,533 19,27 0,55 49,48 

4 60,00 90,00 23,88 2,256 18,87 0,75 52,54 

5 70,00 17,57 17,56 1,627 12,34 0,21 30,15 

6 55,86 60,00 23,19 1,656 16,89 0,81 67,32 

7 80,00 90,00 24,47 3,001 16,81 0,48 22,69 

8 80,00 30,00 21,63 2,221 13,33 0,18 19,03 

9 70,00 60,00 25,86 2,378 16,78 0,51 44,10 

10 60,00 30,00 21,05 1,876 14,29 0,38 44,14 

Exp. → Experimento   X1→ Concentración de Etanol  X2→ Tiempo de Humectación  
TP→ Fenoles Totales  TF→ Flavonoides Totales  ST→ Sólidos Totales  
TA→ Cenizas Totales  TC→ Carbohidratos Totales 
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El uso del programa estadístico STATGRAPHICS Plus reveló que las variables respuestas 

(VR) tienen una dependencia cuadrática con las variables independientes (X1 y X2), dada 

por el siguiente polinomio 

215
2
24

2
132211 XXaXaXaXaXaaVR o +++++=        

ecuación 4 

donde an (n = 0, …, 5) son los coeficientes del polinomio, cuyos valores se muestran en la 

tabla XI para cada variable respuesta. Se presentan también, los estadígrafos r2 (%), los  

p-valores de Durbin-Watson y el Test de falta de ajuste. 

En la tabla XI se evidencia un predominio de la influencia de los términos constantes y 

lineales, siendo más evidente para la variable X1. Este resultado confirma que la 

concentración de etanol ejerce la mayor influencia en el proceso de extracción de 

metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. Ello se corresponde con observaciones 

previas, y fundamenta la decisión de realizar en una primera instancia la evaluación de la 

influencia de la variable concentración de etanol sobre el proceso de extracción. 

Según los estadígrafos seleccionados, todos los modelos explican un elevado porcentaje de 

la varianza del fenómeno extractivo, por lo que bajo este criterio todas las ecuaciones 

pueden ser aceptadas. Los valores del coeficiente de determinación (r2) varían desde un 

81,43 % para los sólidos totales hasta un 95,15 % para las cenizas totales. 

El estadígrafo de Durbin-Watson permite conocer si existe correlación entre los residuales. 

Cuando el p-valor es superior a 0,05, no hay indicios de correlación de serie en los 

residuos, como ocurre en los modelos obtenidos para cada variable respuesta. Bajo esta 

premisa, se puede afirmar que todas las ecuaciones obtenidas describen el proceso 

extractivo de metabolitos presentes en las hojas de tamarindo en las condiciones 

experimentales desarrolladas. Por último, la prueba de falta de ajuste permite determinar si 

el modelo seleccionado es adecuado para describir los datos observados. Cuando el p-valor 

es superior a 0,05, se interpreta como que el modelo parece ser adecuado para describir los 

datos observados al 95 % de confianza.  

A juzgar por los resultados presentados en la tabla XI, el modelo obtenido para la variable 

respuesta carbohidratos totales (TC) no cumple con este requisito y por tanto debe ser 

rechazado. Este hecho puede estar relacionado con la alta variabilidad observada durante 

los experimentos y a su vez, a la cercanía de los valores de las dos determinaciones 

realizadas a los compuestos centrales (experimentos 1 y 9). 



 

Tabla XI. Coeficientes del polinomio y estadígrafos obtenidos con el programa estadístico 

STATGRAPHICS Plus para cada una de las variables respuestas en el proceso de 

extracción de metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. 

Factor/Variable TP TF ST TA TC 

Constante -71,59200 -1,3357 -1,2237 0,54805 0,7323 

X1 2,52484 0,0587 1,2937 -0,00474 1,8431 

X2 0,28139 0,0047 0,14090 0,01896 0,9396 

X1
2 -0,018422 - 0,0003 -0,0099 -0,00006 -0,0225 

X1*X 2 0,00001 0,0003 -0,0001 -0,00006 -0,0039 

X2
2 -0,00174 -0,0002 -0,0005 -0,00008 -0,0041 

r2 (%) 81,4299 94,3109 94,049 95,1532 93,8124 

Durbin-Watson p-valor 0,4533 0,4028 0,3984 0,0824 0,2443 

Test falta de ajuste p-valor 0,1481 0,2497 0,1374 0,2457 0,0221 

X1→ Etanol (%)      X2→ Tiempo de Humectación    TP→ Fenoles Totales     TF→ Flavonoides Totales 
ST→ Sólidos Totales  TA→ Cenizas Totales  TC→ Carbohidratos Totales 
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Los gráficos de superficie respuesta constituyen una vía sencilla de interpretar los modelos 

obtenidos. Las figuras 1, 2, 3 y 4 representan los gráficos de superficie respuesta para las 

variables fenoles, flavonoides, sólidos y cenizas totales, respectivamente. No se considera 

la variable carbohidratos totales, pues según lo expuesto anteriormente, el modelo que la 

describe no cumple con las exigencias estadísticas para su aceptación. 

La figura 1 sugiere que la región donde se obtiene una mayor concentración de fenoles 

totales es próxima a una concentración etanólica del 70 % y de un tiempo de humectación 

de 81 minutos, como se muestra en la tabla XII. Un comportamiento similar a éste se 

observó para la variable sólidos totales (Figura 3, Tabla XII), pero con valores de 

concentración alcohólica ligeramente más bajos (65 %) y tiempo de humectación 

superiores (102 minutos).  

Para la variable flavonoides totales, el programa refiere el máximo de extracción fuera del 

intervalo definido en el experimento: 84 % de concentración de etanol y 102 minutos de 

tiempo de humectación, (Tabla XII, Figura 2). En toda la región espacial comprendida en 

el experimento no aparece ningún punto de inflexión apreciable, sugiriendo que para esta 

variable, pudiera ser necesario un estudio en los que se considere un intervalo que 

comprenda una mayor variación de los parámetros independientes.  

A diferencia de las figuras 1-3, en la figura 4 se observó que un incremento de la 

concentración alcohólica trae aparejado una rápida disminución del porciento de cenizas 

totales extraídas, en correspondencia con el valor negativo del coeficiente que modifica 

esta variable (Tabla XI). Para el parámetro tiempo de humectación, la inflexión de los 

valores de la variable dependiente cenizas totales se logra en un valor cercano a los 93 

minutos.  

Para obtener una visión general del proceso extractivo que se evalúa, se estimó la función 

de conveniencia, que no es más que la opción de respuesta múltiple implementada en el 

programa estadístico empleado. Esta función expresa el compromiso entre los parámetros 

(variables independientes) del modelo, de forma tal que maximice los valores de las 

variables respuestas; asume valores entre 0 y 1, donde 1 corresponde a la maximización 

total de todas las variables respuestas. 

El valor de la función de conveniencia estimada de 0,8377 se obtuvo cuando en el proceso 

extractivo se combinan una concentración de etanol de 71,73 % con un tiempo de 

humectación de 92,37 min (Figura 5). 



 

 

 

Figura 1. Gráfico de Superficie-Respuesta estimada para la variable fenoles totales en el 
diseño de experimentos compuesto central 23 más principal, en la optimización del proceso 
de extracción de metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L.  
 
 
 

 
 
Figura 2 Gráfico de Superficie-Respuesta estimada para la variable flavonoides totales en 
el diseño de experimentos compuesto central 23 más principal, en la optimización del 
proceso de extracción de metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. 



 

 
Figura 3 Gráfico de Superficie-Respuesta estimada para la variable sólidos totales en el 
diseño de experimentos compuesto central 23 más principal, en la optimización del proceso 
de extracción de metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 4 Gráfico de Superficie-Respuesta estimada para la variable cenizas totales en el 
diseño de experimentos compuesto central 23 más principal, en la optimización del proceso 
de extracción de metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. 
 



 

Tabla XII. Combinación de factores a los cuales se obtienen valores máximos para las 

variables dependientes consideradas en el proceso de extracción de metabolitos de hojas de 

Tamarindus indica L. 

Factor/Variable Fenoles  Flavonoides Sólidos Totales Cenizas Totales 

Concentración de etanol (%) 68,54 84,14 64,81 55,86 

Tiempo de Humectación (min) 81,26 102,43 102,43 93,44 

Valor máximo predicho 26,373 3,236 19,19 0,841 

 
 

 

 

 

 
Figura 5 Gráfico de Superficie-Respuesta estimada para la función de conveniencia en el 
diseño de experimentos compuesto central 23 más principal, en la optimización del proceso 
de extracción de metabolitos de las hojas de Tamarindus indica L. 
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Los valores predichos por esta función de conveniencia bajo las condiciones anteriormente 

descritas para cada una de las variables respuesta analizadas fueron: 25,97 mg/mL y 

2,68 mg/mL para las variables fenoles y flavonoides totales; así como 18,42 % y 0,57 % de 

sólidos y cenizas totales, respectivamente. Si se comparan estos valores con los máximos 

determinados experimentalmente para cada variable (Tabla X), se observa que todos se 

encuentran cercanos al máximo, con la excepción de la variable cenizas totales, cuyo valor 

máximo determinado experimentalmente fue de 0,81 %. Este hecho es una expresión de la 

jerarquización realizada, donde el modelo está condicionado a tratar las cenizas totales 

como la variable respuesta de menor nivel jerárquico y por tanto, la que deberá ejercer 

menor influencia sobre el resultado de la función de conveniencia. 

Para evaluar la capacidad de predicción del modelo de conveniencia, se realizaron cinco 

experimentos donde se fijaron las condiciones establecidas por el modelo (etanol al 72 % y 

92 min de tiempo de humectación). A los extractos obtenidos bajo estas condiciones se le 

determinó cada una de las variables respuesta consideradas en el diseño experimental. La 

media y desviación estándar correspondientes a cada variable respuesta, se muestran en la 

tabla XIII, conjuntamente con los valores predichos por la función conveniencia y los 

errores absolutos. El error absoluto fue calculado mediante la expresión: 

100*])[( OOEer −=  

ecuación 5 

donde er, E y O son el error absoluto, el valor predicho por la función conveniencia y el 

valor medio observado, respectivamente. 

Se encontró que para las variables fenoles totales, sólidos totales y cenizas totales los 

valores observados son estadísticamente similares a los predichos por la función 

conveniencia para el nivel de significación α = 0,05. Esto es consistente con los errores 

absolutos asociados a cada una de estas variables (≤ 1,4 %). Sin embargo, esto no se 

cumple para la variable flavonoides totales que adquiere su máxima expresión cuando se 

consideran valores extremos de 84,14% de concentración alcohólica y de 102,43 minutos 

de tiempo de humectación (Figura 2, Tabla XII). Este comportamiento se corresponde con 

el alto error absoluto calculado (11 %), sugiriendo que: en el caso de la respuesta de 

flavonoides totales se requiere explorar una región más amplia del intervalo de variación 

de los parámetros estudiados para encontrar su máxima expresión. 



 

Tabla XIII. Valores predichos por la función conveniencia y observados 

experimentalmente (n = 5) al fijar las condiciones de optimización del proceso de 

extracción de metabolitos en hojas de Tamarindus indica L. 

Parámetro 
Variables Dependientes 

Fenoles (mg/mL) Flavonoides (mg/mL) Sólidos T. (%) Cenizas T. (%) 

Valor Predicho 25,972 2,678 18,417 0,566 
Valor Observado 

(desviación estándar) 
25,687 

(± 0,337) 
2,409* 

(± 0,141) 
18,158 

(± 0,926) 
0,574 

(± 0,034) 

Error absoluto (%) 1,1 11,2 1,4 1,4 
* Diferencias significativas entre el valor predicho por la función conveniencia y el observado (t de Student, 
p<0,05). 
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La buena correspondencia entre los valores predichos por la función de conveniencia y los 

observados experimentalmente indican, en una buena aproximación, que los parámetros 

concentración de etanol y tiempo de humectación tienen una contribución importante, 

principalmente el primero, al proceso de extracción de los metabolitos activos de las hojas 

de Tamarindus indica L. 

Un estudio futuro en el que se consideren otras regiones de exploración y parámetros que 

puedan tener influencia en el proceso extractivo aportaría nuevos elementos al problema 

abordado. Para esto, se pueden proponer diseños factoriales de k3 (k es el número de 

parámetros) o el método probabilístico de Monte Carlo. Este último, permite obtener el 

máximo absoluto de todos los máximos relativos que se encuentren en la región de 

variación de los parámetros que tengan significación desde el punto de vista práctico. 

III.3  Formulación y caracterización del  extracto fluido en etanol al 70 % 

III.3.1  Formulación de los extractos fluidos. Características organoléticas 

El extracto fluido formulado a partir de las hojas de tamarindo en etanol al 70% es de color 

verde-marrón intenso, ligeramente denso y untuoso al tacto. Su olor es el característico de 

las hojas de la planta y su sabor ligeramente amargo, ácido y astringente. A pesar de que 

las propiedades declaradas se mantienen invariables en los extractos preparados en las 

diferentes etapas del ciclo de vida de la planta, es posible observar diferencias entre ellos. 

La intensidad del color varía de una etapa a otra, siendo más oscuro, hacia el negro, en los 

meses correspondientes a la fructificación y más verdes, en los meses correspondientes al 

estado vegetativo de la planta. Este comportamiento puede estar condicionado al hecho que 

después del período de fructificación, el árbol del tamarindo sufre un proceso importante 

de defoliación. Las hojas comienzan a ser regeneradas inmediatamente después, o sea en el 

período vegetativo. En esta etapa abundan las hojas frescas, tiernas, y ricas en clorofila, 

transmitiéndole ese color a los extractos formulados.  

III.3.2  Caracterización físico-química del extracto fluido en etanol al 70 % 

Casi todos los parámetros físico-químicos evaluados en los extractos difieren 

estadísticamente en las diferentes épocas del ciclo de vida de la planta e incluso de un año 

al otro (Tabla XIV). Ello corrobora la decisión inicial de considerar diversos estadios de 

vida de la planta para realizar una caracterización físico-química más objetiva, tomando en 

cuenta las variaciones fisiológicas, climatológicas y del ecosistema que pudieran influir en 



 

Tabla XIV. Caracterización físico-química del extracto fluido en etanol al 70 % de hojas 

de Tamarindus indica L. colectadas en las diferentes etapas del ciclo de vida de la planta.  

Parámetro  
Período 2007-2008 Período 2008-2009 

E.Vegetativo Floración Fructificación E.Vegetativo Floración Fructificación 

pH  3,01 ±0,01c 3,04 ±0,01b 3,85 ±0,01a 3,76 ±0,01b 3,88 ±0,02a 3,53 ±0,02c 

Densidad  0,912 ±0,01b 0,927 ±0,02a 0,932 ±0,01a 0,926 ±0,01a 0,899 ±0,003b 0,907 ±0,001b 

Indice de Refracción  1,393±0,001b 1,394±0,001b 1,397 ±0,001a 1,394±0,001b 1,390±0,001c 1,399 ±0,001a 

Sólidos Totales  18,85 ±0,65b 17,05 ±0,05b 22,11 ±1,49a 14,01 ±0,15b 15,63 ±0,34a 12,58 ±0,33c 

Cenizas Totales  0,83 ±0,11b 0,55 ±0,02c 1,51 ±0,04a 0,44 ±0,02b 0,35 ±0,04b 1,06 ±0,14a 

Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre las diferentes etapas del ciclo de vida de la planta en un mismo 
período (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05) 
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su producción metabólica. Los parámetros con mayor coeficiente de variación fueron las 

cenizas y los sólidos totales con un 55,6 y 20,6% respectivamente, mientras que la variable 

de menor coeficiente de variación fue el índice de refracción con un 0,22 %. Los valores de 

pH confirman la sensación de acidez detectada en el estudio organoléptico, aún cuando los 

mismos resultan no irritantes para la mucosa oral y gástrica, según resultados obtenidos en 

los ensayos toxicológicos de Irritabilidad aguda de la mucosa oral e Irritabilidad aguda de 

la mucosa gástrica (Anexos II y III).  

A pesar de que en el período 2008-2009 se observó cierta dispersión en las variables, la 

etapa de fructificación al parecer, es la más indicada para lograr los mejores parámetros 

físico-químicos en los extractos fluidos de hojas de tamarindo.  

III.3.3  Caracterización química del extracto fluido en etanol al 70 % 

Con el objetivo de ofrecer un ensayo químico fiable para el control de la calidad de la 

formulación propuesta, se realizó la validación del método de cuantificación de fenoles 

totales en el extracto fluido de etanol al 70% de hojas de Tamarindus indica L., con el 

reactivo de Folin-Ciocalteau (Anexo IV).  

En la tabla XV, se muestran las concentraciones de las variables químicas Fenoles, 

Flavonoides y Carbohidratos totales en los extractos fluidos preparados. Al igual que en los 

parámetros físico-químicos, existe una gran variabilidad entre los diferentes estados del 

ciclo de vida de la planta, y de un año a otro. Los coeficientes de variación fueron altos y 

oscilaron entre 50,9 y 23,2% para los fenoles y flavonoides totales, respectivamente. No 

obstante, estos parámetros químicos apuntan a que el período de fructificación parece ser la 

mejor etapa de recolección para preparar un fitofármaco con elevadas concentraciones de 

estos metabolitos. 

La caracterización química del extracto fluido incluyó además, un análisis de los elementos 

inorgánicos presentes en los extractos en dos etapas diferentes del ciclo de vida de la 

planta. Los resultados obtenidos para esta variable comparados con los determinados en las 

hojas se muestran en la tabla XVI. 

Se observó que a excepción del hierro, manganeso, y níquel, para el resto de los metales 

las concentraciones determinadas en el período de fructificación fueron mayores que en el 

de floración. Se destacan en particular los incrementos alcanzados en el selenio, cobre y 

cinc de una etapa a la otra. El selenio es un constituyente fundamental de múltiples 

enzimas175, las que superan el número de 30; varias de las cuales se encuentran 



 

Tabla XV. Caracterización química del extracto fluido en etanol al 70 % de hojas secas de 

Tamarindus indica L. en las diferentes etapas del ciclo de vida de la planta 

Variable 
(mg/mL) 

Período 2007-2008 Período 2008-2009 

E.Vegetativo Floración Fructificación E.Vegetativo Floración Fructificación 

Fenoles Totales 15,29 ±0,06c 22, 46 ±0,07b 43,77 ±0,07a 11,75 ±0,24c 25,28 ±0,08b 34,75 ±0,05a 
Flavonoides Totales 1,727 ±0,04c 2,474 ±0,02b 2,768 ±0,01 a 1,426 ±0,01c 2,422 ±0,01a 2,189 ±0,03b 

Carbohidratos Totales 23,88 ±1,25c 31,40 ±0,09b 57,02 ±2,01a 17,97 ±0,96c 40,35 ±0,88b 42,83 ±1,03a 

Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre las diferentes etapas del ciclo de vida de la planta en un mismo 
período (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05) 

 
 
 
Tabla XVI. Concentración de los diferentes elementos inorgánicos en el extracto fluido al 

70 % de hojas de Tamarindus indica L. en dos etapas de su ciclo de vida 

Etapa Elementos metálicos (µg/g de droga) 

Cu Fe Se Zn Co Ni Mn Cr V Mo Pb Cd 

Extracto Fluido 
Floración 

0,857 1,107 0,991 0,292 0,108 0,052 0,75 0,079 - - 0,05 0,013 

Extracto Fluido 
Fructificación 1,173 0,726 1,65 1,875 0,139 - 0,229 0,144 0,03 - 0,15 0,026 

Hojas 
Fructificación 

 

7,90 16,6 3,07 7,99 0,88 0,461 2,51 0,25 0,33 0,26 0,703 0,19 

 (-) → no detectado 
Los resultados se comparan con el contenido determinado en las hojas.  
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involucradas en el balance REDOX del organismo y en el metabolismo de la hormona 

tiroidea176. Ha sido establecida una cantidad óptima de 55 µg de selenio por día, con un 

amplio margen terapéutico que puede llegar hasta los 400 µg177. Estudios clínicos han 

incluido cantidades variables de selenio en formulaciones  antioxidantes con resultados 

terapéuticos esperanzadores178,179,180. También ha sido evaluada la influencia del selenio en 

las enfermedades hepáticas, demostrando que existe una carencia de este elemento en las 

cirrosis alcohólicas, las no alcohólicas y en las virales181, y que su suministro acelera la 

remisión del paciente. Adicionalmente, se ha referido la importancia de su empleo en las 

necrosis hepáticas182. 

El cobre es otro microelemento que aparece en concentraciones apreciables en el extracto 

fluido al 70% de Tamarindus indica L. Este elemento ha sido descrito como prooxidante, 

participando al igual que el hierro en la reducción del peróxido de hidrógeno para formar el 

radical hidroxilo183,184. Sin embargo, el cobre es un cofactor de varias enzimas 

involucradas en el balance REDOX del organismo, entre ellas la superóxido dismutasa 

cobre y cobre-zinc dependientes, la ceruloplasmina, la citocromo oxidasa y la 

monoamínoxidasa. Su presencia/ausencia es importante en las enfermedades hepáticas, no 

sólo por su incorporación en la ceruloplasmina y excreción en la bilis, sino también porque 

se ha demostrado que la administración de pequeñas cantidades de cobre en animales de 

experimentación disminuye la formación de hepatomas en modelos inducidos. Se ha 

encontrado, además, que en su unión con el tripéptido Glicil-Histidil-Lisina puede regular 

el crecimiento y adhesividad de las células hepáticas normales185. Adicionalmente, el cobre 

resulta importante dada su reconocida actividad antimicrobiana frente a microorganismos, 

especialmente en bacterias; aunque también es muy activo frente a hongos. Sus niveles de 

toxicidad para el humano son elevados (600 mg/kg de peso). Ello ha propiciado que se 

desarrollen medicamentos que incluyan este metal en su estructura, como algunos 

fármacos antimicrobianos y anti-inflamatorios.186 

El cinc por su parte, mucho menos tóxico que el cobre, es cofactor de más de 300 enzimas, 

siendo un elemento indispensable en todas las formas de vida. De hecho, es el único 

elemento metálico para el que se conocen enzimas en cada una de las seis categorías en 

que éstas se clasifican. El cinc desempeña un papel esencial en la división celular, estando 

asociado su déficit a problemas en el crecimiento y desarrollo de los humanos. Su acción 

antimicrobiana, la cual ha sido descrita más de un mecanismo de acción, ha sido 

extensamente abordada187,188. En virtud de esta actividad, múltiples fármacos 



62 
 

antimicrobianos han sido ligados en forma de sal o complejos a este elemento con vistas a 

potenciar su acción189,190 siendo utilizado además en filtros de agua comerciales191.  

Otros microelementos de interés en el balance REDOX del organismo y que han sido 

determinados en el presente trabajo fueron el manganeso y el níquel, aún cuando este 

último sólo se detectó en una etapa del ciclo de vida de la planta. El níquel se ha referido 

como hepatoprotector, al incrementar la acción de la superoxido dismutasa eritrocítica Cu-

Zn dependiente192.  

Por otro lado, elementos de relevancia toxicológica, como el plomo y el cadmio se 

encuentran en valores inferiores a los límites toxicológicos establecidos para el ser humano 

(500 mg/día y 250 µg/día respectivamente)110.  

Paralelamente a la caracterización físico-química y química de los extractos, se realizó un 

estudio de dinámica de acumulación con una frecuencia mensual. La tendencia de la 

acumulación de los metabolitos considerados, se representa en la figura 6. Los meses de 

febrero y marzo (fructificación) mostraron incrementos en los valores de la mayoría de las 

variables estudiadas, mientras que en los meses de Junio y Agosto (ciclo vegetativo) se 

detectó una baja producción metabólica. Incrementos discretos en la producción 

metabólica media fueron observados en los meses de Octubre-Noviembre. 

La acumulación metabólica concentrada en los meses donde la fruta está en crecimiento y 

desarrollo, puede estar relacionada con las necesidades energéticas de la planta. En los 

árboles frutales, la fruta se convierte en un almacén de glúcidos y otros requerimientos 

nutricionales que aportarán a la semilla los recursos necesarios para una germinación 

exitosa, garantizando así la reproducción de la especie. Para que esto ocurra, la biofábrica 

metabólica de las plantas (las hojas) deberá incrementar su proceso fotosintético en función 

de la producción de glucosa como primer eslabón de materia orgánica, y posteriormente 

otros carbohidratos, proteínas y sustancias del metabolismo primario. 

Esta acumulación metabólica primaria aumenta el peligro de ataque de depredadores 

heterótrofos, obligando a la planta a potenciar también su metabolismo secundario hacia la 

producción de compuestos con actividad fitoalexínica que le permitan protegerse de ese 

entorno agresivo. En este sentido, los compuestos fenólicos, los flavonoides y los 

mineralocomplejos, son entre otras, las sustancias repelentes y antimicrobianas por 

excelencia; ello explicaría el incremento en su producción por la planta durante la 

fructificación. De manera general, tanto las variables físico-químicas como las químicas 

señalan el período de fructificación como el de mayor producción de metabolitos. 



 

 

 
 

Figura 6. Dinámica de acumulación de metabolitos en el extracto fluido en etanol al 70 % 
de hojas de Tamarindus indica L., colectadas en el período comprendido entre agosto del 
2007 y junio del 2008.  
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III.3.4  Fraccionamiento químico del extracto fluido en etanol al 70%. Caracterización 

espectroscópica 

Como parte de la necesidad de una caracterización química más profunda, el extracto 

fluido en etanol al 70% fue fraccionado por separación líquido-líquido, empleando cuatro 

solventes de polaridad creciente. La fracción de n-hexano presentó un color verde oscuro y 

su rendimiento de extracción fue de 12,35% del residuo seco total. Su análisis por CG/EM 

rindió un total de seis picos identificados (Tabla XVII). Por su parte, la fracción 

clorofórmica presentó un color verde-carmelita y un rendimiento de extracción del 32,75% 

del residuo seco total. El análisis por CG/EM reveló la presencia de siete compuestos 

mayoritarios identificados (Tabla XVII). 

Los compuestos identificados en la fracción de n-hexano fueron, a excepción del 3-

eicosino y la farnesilcetona, ácidos grasos en su estado libre o esterificados, como 

comúnmente se les encuentran dentro del reino vegetal. Los poliacetilenos (3-eicosino) son 

compuestos de reconocida actividad antimicrobiana y citotóxica193, mientras que los 

compuestos volátiles (farnesilcetona) son también metabolitos muy relacionados con la 

actividad antioxidante y antimicrobiana194.  

Desafortunadamente para la actividad farmacológica, la farnesilcetona es el único de los 

compuestos volátiles identificados anteriormente en la planta que logra ser extraído en esta 

fracción; ya que como se describió en el acápite III.1.1, la actividad antimicrobiana y 

antioxidante de los aceites volátiles suele ser mayor cuando actúan de modo sinérgico195. 

Dos factores influyen directamente en este hecho: el primero radica en que se trabaja con 

la droga secada al sol, y al ser estos compuestos de naturaleza volátil, los mismos pueden 

perderse en el proceso de secado; el segundo factor es relativo al solvente, los aceites 

volátiles son solubles en solventes apolares y el etanol es un solvente de mediana 

polaridad. No obstante, las condiciones empleadas en la investigación cumplen un 

esquema lógico de relación beneficio/riesgo.  

En la fracción clorofórmica fueron identificados siete compuestos. Los primeros tres son 

ácidos orgánicos de cadena corta. Tanto el ácido málico como el tartárico son componentes 

que han sido informados con anterioridad en las hojas de tamarindo. El ácido tartárico es el 

principal responsable del sabor ácido en hojas y frutos de tamarindo. Este es un ácido 

inusualmente distribuido en el reino vegetal, pues es biosintetizado a partir de los 

carbohidratos producidos en la fotosíntesis, y una vez sintetizado no puede ser reutilizado,



 

Tabla XVII. Caracterización química por CG/EM de las fracciones de n-hexano y 

cloroformo resultantes del fraccionamiento líquido-líquido del extracto fluido en etanol al 

70 % de las hojas de Tamarindus indica L. 

Fracción de n-hexano  

Pico Compuesto Identificado FM MM IR % 

1 Farnesilcetona C18H30O 262 1916 9,70 

2 Ácido Hexadecanoico (ácido palmítico) C16H32O2 256 1968 20,99 

3 3-eicosino C20H38 278 1989 21,99 

4 Éster metílico del ácido 9,12,15-octadecatrienoico(C18:3) C19H32O2 292 2091 13,57 

5 Éster metílico del ácido 7,10- octadecadienoico (C18:2) C19H34O2 294 2150 16,13 

6 Ácido 10-octadecenóico o Ácido Oleico (C18:1) C18H34O2 282 2169 12,74 

Fracción de Cloroformo  

Pico Compuesto Identificado FM MM IR % 

1 Ácido Málico  C4H6O5 134 944 15,95 

2 Ácido Tartárico  C4H6O6 150 1262 21,96 

3 Ácido Ftálico (Acido 1,2 di-carboxil benceno) C8H6O4 166 1643 9,45 

4 Metil 3,5-di-ter-butil-4-hidroxibenzoato C16H24O3 264 1872 11,06 

5 Ácido Hexadecanoico (ácido palmítico) C16H32O2 256 1968 18,39 

6 Ácido 10-octadecenoico o Ácido Oleico (C18:1) C18H34O2 282 2169 7,77 

7 Ácido n-Nonadecanoico C19H38O2 298 2236 7,57 

FM→ Fórmula Molecular  MM→ Masa Molecular  IR→ Índice de retención 
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por la ausencia en la planta de las enzimas necesarias para ello. El ácido tartárico es 

producido en las hojas y su destino final es el fruto196. El ácido ftálico también es un ácido 

con muy podre distribución en las plantas. Nunca ha sido descrita su presencia en el 

tamarindo.  

El cuarto compuesto es un fenol; mientras que el resto de los metabolitos identificados son 

ácidos grasos, dos de ellos (ácido palmítico y ácido oleico) aislados con anterioridad en la 

fracción de n-hexano. A pesar de que estas dos fracciones aparentemente extraen el mismo 

tipo de metabolitos, resulta evidente que en la fracción de n-hexano quedan retenidos 

aquellos compuestos más apolares como los poliacetilenos, aceites volátiles, y ácidos 

grasos esterificados; mientras que en la fracción clorofórmica se extraen los más polares 

como los fenoles y los ácidos grasos libres y ácidos orgánicos de cadena corta.  

Cinco ácidos grasos fueron determinados en el extracto fluido en etanol al 70 %, 

comprendiendo las categorías ácido libre/esterificado y saturado/insaturado. Los ácidos 

grasos han sido ampliamente descritos en la literatura por su actividad antioxidante197,198,. 

De manera específica, los ácidos palmítico (C16:0)
199, oleico200 (C18:1) y linoleico (C18:2)

201 

presentan un mayor número de informes. La actividad antioxidante de estos compuestos se 

atribuye con mayor frecuencia a los ácidos grasos libres que a los conjugados o 

esterificados. Esto obedece al hecho de que el grupo carboxilo resulta indispensable para 

esta actividad. La participación del grupo carboxilo en la actividad antioxidante al parecer 

es lógica, pues éste es el único grupo funcional que podría estabilizar la pérdida de un 

electrón al ser atacado por ERO, aunque existen referencias que plantean que tanto los 

ácidos grasos libres como los esterificados presentan una buena actividad antioxidante202. 

Por otra parte, la actividad antioxidante/pro-oxidante de los ácidos grasos 

insaturados/saturados resulta aún más controversial. Se conoce que una de las primeras 

dianas de los ERO son los ácidos grasos insaturados de la membrana, los cuales una vez 

atacados inician una serie de reacciones en cadena, debido fundamentalmente a su 

incapacidad química de estabilizar la pérdida de un electrón. Bajo esta premisa, mientras 

más insaturaciones presente un ácido graso, mayor sería su vulnerabilidad al ataque de las 

ERO; sin embargo, existen evidencias que indican que cuando se le adiciona a un sistema 

oleoso un aceite rico en ácidos grasos insaturados estos últimos retardan la oxidación203. 

Este hecho puede ser interpretado de dos formas: primero, que la actividad 

antioxidante/pro-oxidante es relativa al entorno químico, por lo tanto, lo que en un medio 

se puede considerar antioxidante en otro puede actuar como pro-oxidante; la segunda 
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interpretación, es que al adicionar un nuevo elemento (de elevada susceptibilidad a ser 

oxidado) al medio que se estudia, éste será el primer blanco de ataque de las ERO, 

preservando así por algún período de tiempo la estabilidad del material objeto de estudio. 

Esto permitiría, en caso de tratarse de un organismo vivo, recuperar a través de los 

mecanismos endógenos su equilibrio REDOX con una mínima afectación de sus elementos 

constituyentes. Observaciones recientes sugieren una tercera interpretación: el consumo de 

ácidos grasos poli-insaturados puede recambiar el contenido de ácidos grasos de las 

membranas, reciclando los ya oxidados en la síntesis de eicosanoides113. Tomando en 

cuenta cualesquiera de las posiciones anteriores, podría interpretarse que una combinación 

de ácidos grasos libres y esterificados, insaturados y saturados, constituiría una mezcla 

adecuada con potencial actividad antioxidante. Esto resulta lógico, pues precisamente una 

mezcla como esta es la que aparecen en la mayoría de las plantas, las cuales son capaces de 

mantener su balance REDOX interno. 

El perfil antimicrobiano de los ácidos grasos también ha sido documentado en la 

literatura204,205. Existen informes de actividad, incluso ante el virus de inmunodeficiencia 

humana (VIH)206. En las plantas, los ácidos grasos inactivan a los microorganismos 

invasores, no sólo por una acción directa, sino que también sirven como precursores 

biogénicos de compuestos más activos, como el ácido jasmónico, uno de los principales 

reguladores del sistema defensivo contra herbívoros207.  

Han sido descritas múltiples vías a través de las cuales los ácidos grasos desarrollan su 

actividad antimicrobiana. Se ha demostrado que son capaces de reducir la expresión de 

factores virulentos de las bacterias, aspecto esencial en el establecimiento de la infección, 

como son la β-lactamasa y la hemolisina208. Existen, además, evidencias experimentales 

que indican que los ácidos grasos pueden interrumpir la comunicación célula a célula y 

prevenir la adhesión bacteriana209,210,211. Su importancia como antimicrobianos en las 

células humanas de la piel y en mucosas, así como en el sistema inmune innato humano 

también ha sido informada212, llegando algunos autores a considerarlos como los agentes 

antimicrobianos más potentes de la piel humana213,214. La acción antimicrobiana no sólo se 

logra por acción bactericida directa, sino también porque mantienen el pH acídico de la 

superficie de la piel215. 

Desde el punto de vista estructural, existen evidencias que indican que los ácidos grasos 

libres presentan una mayor actividad con respecto a los esterificados. Por su parte, las 
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insaturaciones de los ácidos grasos influyen de manera positiva en su actividad 

antimicrobiana, siendo la configuración cis la más activa216. 

En la bibliografía consultada, no existe consenso sobre el mecanismo de acción de estos 

compuestos, aunque existe coincidencia en cuanto a que su blanco primario es la 

membrana celular. Dadas sus características anfipáticas, los ácidos grasos pueden 

embeberse en las biomembranas creando poros temporales o permanentes en las mismas. 

A concentraciones más altas, su acción detergente puede solubilizar la membrana, en tal 

grado que ocurra la lisis celular217,218, o que se dispersen las proteínas presentes en la 

bicapa lipídica. En consecuencia, se afectarían los múltiples procesos que ocurren a este 

nivel, como el desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones219, la interrupción 

de la fosforilación oxidativa por inhibición directa de la ATP sintasa y/o por incremento de 

la permeabilidad de los protones a través de la membrana mitocondrial220, y la inhibición 

de la actividad enzimática. En relación con este aspecto, múltiples son las enzimas de 

membrana que son inhibidas por los ácidos grasos insaturados221. Ellos son capaces de 

inhibir la propia síntesis de ácidos grasos en la membrana de las bacterias, produciendo 

alteraciones en su fluidez y en la permeabilidad222.  

Las dos restantes fracciones del extracto fluido en etanol al 70 % de hojas de Tamarindus 

indica L. fueron analizadas por TLC y HPTLC/UV-visible. La fracción de acetato de etilo 

mostró un color amarillo-anaranjado y su rendimiento de extracción fue de 20.72% del 

residuo seco total. El análisis por TLC empleando el sistema de solvente fenol-agua 3:1 

(v/v) y el método unidimensional fraccionó, tanto en el extracto de acetato de etilo como 

en el de n-butanol, un total de tres manchas dispuestas a la misma altura y con idénticos 

valores de razones de flujo (Rf). El revelado de las placas evidenció la presencia de 

compuestos flavonólicos del tipo de las flavonas y/o flavonoles.  

Los otros dos sistemas de solventes fueron desarrollados por el método bidimensional con 

las mezclas butanol-acético-agua 4:1:3 (v/v/v) ó 6:1:2 (v/v/v) como primer solvente y 

ácido acético al 5 % como segundo. Los resultados obtenidos en estos dos sistemas fueron 

similares, con la ventaja de que para la segunda mezcla (al igual que en el sistema fenol-

agua 3:1) existen valores de Rf informados en la literatura para los principales fenoles y 

flavonoides. 

Con estos sistemas, el extracto de acetato de etilo presentó nuevamente tres manchas 

mayoritarias y cinco minoritarias; en cambio el de n-butanol (color rojo pardo intenso y 
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30.14% de rendimiento) evidenció cuatro mayoritarias y cinco minoritarias. Con estos 

elementos, se realizó el análisis por HPTLC/UV-Visible (Figura 7). 

Los resultados de las razones de flujo y las principales características espectrales de los 

compuestos mayoritarios aislados en las fracciones de acetato de etilo y n-butanol se 

presentan en la tabla XVIII. Se aprecia que los seis primeros compuestos presentaron un 

comportamiento similar, característico de los flavonoides del tipo flavona/flavonol. Estos 

compuestos exhiben picos de absorción  cercanos a los 270 nm (banda II) y entre 330-360 

nm (banda I)223. En cambio, el compuesto siete presentó sólo un máximo de absorción 

quedando, excluido del grupo de los flavonoides. Probablemente se trate de un compuesto 

polifenólico, que comúnmente aparecen asociados a los extractos flavonólicos por sus 

características químicas similares. Una información importante del espectro UV de los 

flavonoides consiste en la diferencia aritmética entre las longitudes de onda de ambos 

picos de absorbancia, a partir de la cual se puede definir el patrón de sustitución del  

anillo B224. Cuando estos valores son inferiores a 83, en el anillo B existe una sustitución 

hidroxílica (OH) única (manchas 3 y 6), mientras que valores por encima de 83 reflejan 

una doble sustitución hidroxílica (manchas 1; 2; 4 y 5). El compuesto 3 presentó 

coincidencia con los valores cromatográficos (Rf) y espectroscópicos (λ) con la apigenina. 

Los compuestos 1, 2 y 5 presentaron características espectroscópicas casi idénticas, pero 

diferentes razones de flujo. Es de inferir que se tratan de una misma aglicona, pero con 

diferentes gliconas. La luteolina 7-o-glucósido, luteonina y orientina, respectivamente, 

fueron las asignaciones realizadas atendiendo a sus razones de flujo. Sobre la base de los 

valores cromatográficos (Rf) y espectroscópicos (λ) fueron asignados a las manchas 4 y 6 

las sustancias isorientina y vitexina (anexo I). 

De las manchas minoritarias, las tres últimas de cada fracción presentaron iguales razones 

de flujo, pero su baja concentración no permitió determinar sus espectros de absorción. Su 

estudio empleando los agentes reveladores sugiere que se trata también de compuestos 

polifenólicos, preferentemente del tipo flavonólico. En general, se puede afirmar que el 

método empleado detectó un mínimo de 13 compuestos de naturaleza polifenólica y un 

máximo de 16 en el extracto fluido en etanol al 70 % de las hojas de tamarindo.  

En trabajos precedentes se detectaron 11 compuestos polifenólicos empleando 

cromatografía líquida de alta resolución acoplado a dos espectrómetros de masas 

(HPLC/MS/MS) en un extracto fluido de las hojas en etanol al 80%. Nueve de dichos



 
 

x

B
A

W
 6

:1
:2

Acido acético 5%

Fracción de Acetato de Etilo

Acido acético 5%

B
A

W
 6

:1
:2

x

Fracción de n-butanol

 

Figura 7. Esquemas de los cromatogramas bidimensionales obtenidos por HPTLC para las 
fracciones de acetato de etilo y n-butanol del extracto fluido en etanol al 70% de hojas de 
Tamarindus indica L.   
Se utilizó como sistema de solventes n-butanol-acético-agua 6:1:2 (v/v/v) y ácido acético al 5%. Se empleó 
placas 10x10 de sílica gel (60F254). 
 

 

 

Tabla XVIII. Caracterización química por HPTLC-UV de las fracciones de acetato de etilo 

y n-butanol resultantes del fraccionamiento líquido-líquido del extracto fluido en etanol al 

70 % de hojas de Tamarindus indica L. 

Fracción de acetato de etilo Fracción de n-butanol 

No. Compuesto determinado Rf λ1 λ2 λ3 No. Compuesto determinado Rf λ1 λ2 λ3 

1 luteolina 7-o-glucósido 0,31 212 267 358 4 isorientina 0,26 205 260 357 

2 luteolina 0,45 212 267 357 5 orientina  0,44 214 266 358 

3 apigenina  0,62 205 267 336 6 vitexina 0,62 213 270 342 

- - - - - - 7 ácido cafeico 0,63 - - 322 

Las estructuras químicas se muestran en el anexo I. 
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compuestos presentaron naturaleza flavonólica (8 flavonas y 1 flavonol) y dos fueron 

compuestos fenólicos43.  

Sobre la base de la similitud de los resultados obtenidos entre ambas técnicas, del 

comportamiento UV-Visible obtenido en el análisis espectral realizado (III.2.1) y de la 

concentración de fenoles y flavonoides totales determinada para los extractos fluidos al  

70 % y al 80 % de etanol (III.2.1), es posible inferir que el número y la naturaleza de 

compuestos fenólicos aislados en los extractos fluidos al 70 y al 80 % de etanol son 

similares, diferenciándose sólo en cuanto a su concentración. 

En sentido general, se observó que el acetato de etilo extrae principalmente agliconas y 

compuestos poco glicosilados (más liposolubles), mientras que el n-butanol extrae 

preferentemente flavonoides diglicosilados (más polares), acorde con la naturaleza química 

de los mismos. 

Como consecuencia de éste fraccionamiento y caracterización química del extracto fluido 

al 70 % en etanol, se lograron identificar diversos tipos de metabolitos que permiten 

predecir una buena respuesta en los estudios preclínicos a desarrollar en el tamarindo, y 

además ofrecen información importante en el esclarecimiento de los posibles mecanismos 

de acción asociados a la actividad. 

III.4  Evaluación de la actividad antioxidante del extracto fluido y sus fracciones. 

III.4.1  Actividad frente al radical 2,2 difenil -1-picrilhidracilo (DPPH)  

El radical conocido como DPPH es un radical estable, por tal motivo ha sido empleado 

ampliamente en la determinación de las características antioxidantes de una sustancia o 

extracto. Si la sustancia evaluada posee actividad antioxidante directa, entonces la misma 

será capaz de reducir al 2,2 difenil -1-picrilhidracilo por acción directa sobre él, ya sea por 

transferencia de un electrón o de un radical hidrógeno225. El DPPH absorbe 

significativamente a 517 nm, por lo que la disminución de la absorción a esta longitud de 

onda se interpreta como la desaparición del mismo, producto de la acción del antioxidante. 

Este ensayo fue realizado tanto para el extracto fluido en etanol al 70% como para las 

fracciones obtenidas en el proceso de separación líquido-líquido. En el experimento se 

empleó quercetina como sustancia antioxidante de referencia.  

Los resultados relacionados con la reducción de radicales DPPH por el extracto fluido y 

sus fracciones, así como los valores de IC50 estimados, se muestran en la figura 8. 



 

(A)

 

 
(B) 

 
(C)   
Figura 8. Actividad antioxidante frente al radical DPPH del  extracto fluido en etanol al 
70% de hojas de Tamarindus indica L., sus fracciones y la quercetina (A y B). Valores de 
IC50 y matriz de correlación entre las variables químicas y farmacológicas (C).  
Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05). 
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Las fracciones de n-hexano y cloroformo constituyeron las de menor actividad inhibitoria 

del DPPH con respecto al resto de las evaluadas. Las mismas se caracterizan químicamente 

por un elevado contenido de ácidos grasos; no obstante, la fracción de n-hexano mostró 

una mayor actividad antioxidante, con una IC50=136,28 µg/mL significativamente menor 

que la obtenida para la fracción de cloroformo IC50=191,56 µg/mL (p<0,05). Como se 

planteó con anterioridad, la actividad antioxidante de los ácidos grasos libres es superior a 

la de los ácidos grasos esterificados, debido a la probable capacidad del grupo carboxilo 

(R-COOH) de ceder un radical hidrógeno. Bajo esta premisa, resultaría lógico suponer que 

al disponer de mayor número de compuestos acídicos, la fracción de cloroformo fuese la 

más activa. Sin embargo, los ácidos málico, tartárico y ftálico, según sus pKa, se deben 

encontrar disociados en el medio de experimentación. Esto provoca que el protón 

hidrógeno del grupo carboxilo se encuentre donado al medio o esté comprometido en la 

formación de enlaces por puentes de hidrógeno con el etanol, imposibilitando que pueda 

ser cedido como radical hidrógeno. Algunos ejemplos de este tipo de comportamiento 

radicalario de los ácidos orgánicos aparecen explicados en un excelente artículo de revisión 

publicado en 1997 por el reconocido internacionalmente como “el padre de la modelación 

molecular” Corwin Hansch226. Dado que estos tres ácidos de cadena corta representan casi 

el 50% del total extraído, resulta lógico aceptar el hecho que la fracción de n-hexano sea 

más activa, máxime cuando en ella se identifica además el compuesto volátil 

farnesilcetona, con una probada acción antioxidante227.  

Ambas fracciones mostraron acción antioxidante dependiente de la concentración, aún 

cuando ésta puede considerarse como moderada o débil, si se compara con la actividad de 

la quercetina y de las otras dos fracciones del tamarindo. Sin embargo, la actividad 

observada fue superior a la informada para extractos de otras especies de plantas 

productoras de ácidos grasos, como ocurre en una variedad de bananas (Musa 

acuminata)228. 

Las fracciones de acetato de etilo y n-butanol se caracterizan por contener flavonoides y 

fenoles, sustancias descritas como potentes antioxidantes. Los valores de IC50 calculados 

confirmaron esta observación: 69,41 µg/mL para la fracción de acetato de etilo, y 33,73 

µg/mL para la fracción de n-butanol. Ambas fracciones, por tanto, son significativamente 

más activas que las fracciones apolares de n-hexano y cloroformo (p < 0,05). Sus valores 

de IC50 fueron similares a los de extractos considerados muy activos para este tipo de 

ensayo como el abedul amarillo, entre otros229.  
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La fracción de n-butanol fue mucho más activa que la de acetato de etilo, y de actividad 

comparable a la sustancia de referencia quercetina. Desde el punto de vista cualitativo, los 

fenoles tipo catecol son mucho más activos que aquellos de naturaleza fenólica simple. Al 

analizar los compuestos mayoritarios de cada fracción, se evidenció que ambos solventes 

extraen tres flavonoides, dos de naturaleza catecólica y uno de naturaleza fenólica. No 

obstante, la fracción de n-butanol logró extraer además, el ácido cafeico, polifenol de 

naturaleza catecólica. Los ácidos p-hidroxicinámicos, particularmente el ácido cafeico han 

mostrado una potente actividad secuestrante del radical DPPH con valores de IC50 

similares a la quercetina230,231. El mecanismo por el cual el ácido cafeico puede ejercer su 

acción antioxidante es similar al descrito para los flavonoides. La pérdida del electrón en 

su reacción con la especie oxidante, es compensada por una deslocalización electrónica 

estabilizada por resonancia y favorecida por la conjugación adicional que ofrece la función 

propenoica al grupo catecol232. Bajo estas premisas, la fracción de n-butanol a juzgar por 

los compuestos mayoritarios, debería resultar cualitativamente más activa que la fracción 

de acetato de etilo, como ocurrió experimentalmente. Los resultados de la cuantificación de 

fenoles y flavonoides del extracto fluido y sus fracciones (Tabla XIX), corroboró esta 

evidencia experimental. 

La actividad antioxidante de estas dos fracciones está bien documentada, a juzgar por su 

composición química. Los compuestos polifenólicos ocupan el centro de atención mundial 

en cuanto a actividad antioxidante respecta233,234,235, y entre ellos los flavonoides 

constituyen el tipo de compuesto mayormente estudiado236,237. 

La bibliografía muestra un elevado número de publicaciones que incluyen la medición de 

la actividad frente al DPPH, tanto de extractos totales de plantas como de sustancias 

aisladas. Para extractos totales, las actividades referidas como IC50 varían desde 25 hasta 

2021 µg/mL238, aún cuando la mayoría de las especies comúnmente informadas como 

antioxidantes exhiben valores entre los 50 y 250 µg/mL239,240,241. Existen productos de 

algunas especies muy activos, cuyos valores son inferiores a 15 µg/mL242. La variación en 

la actividad de las sustancias puras puede resultar mayor, pero en general las más activas 

presentan valores bajos de IC50 como el ácido gárlico con 3,4 µg/mL243. Precisamente, 

empleando el ácido gárlico como control se realizó un estudio donde se evaluaron las 

actividades de varios flavonoides aislados de la especie Inula britannica. De ellos, la 

luteonina, compuesto presente en la fracción de acetato de etilo de Tamarindus indica L., 

resultó ser la tercera más activa con un valor de IC50 igual a 11,7 µg/mL, mientras que un



 

 

Tabla XIX. Valores de fenoles y flavonoides totales en el Extracto Fluido en etanol al 70% 

de hojas de Tamarindus indica L. y sus fracciones 

Extracto/fracción Fenoles Totales (mg/mL) Flavonoides Totales 
(mg/mL) Media Desv. Estándar Media Desv. Estándar 

n-Hexano 0,82 0,01 0,01 0,00 
cloroformo 1,32 0,02 0,20  0,01 

acetato de Etilo  6,08 0,05 0,89  0,01 

n-Butanol  10,03 0,06 1,35  0,01 

Extracto fluido en etanol al 70% 18,49 0,05 2,49  0,01 
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derivado 7-o-glucosilado diferente al aislado en esta misma fracción mostró una IC50 de 

10,6 µg/mL244. 

Múltiples autores han intentado establecer una correlación entre la concentración de 

especies antioxidantes cuantificadas en forma de fenoles totales y la actividad antioxidante 

frente al radical DPPH. Los resultados son divergentes, mientras algunos obtienen buenos 

parámetros de correlación245,246,247, otros refieren poca correlación entre estas dos 

variables248. Una posible explicación a este comportamiento podría estar relacionada con la 

variación en la composición cualitativa de los extractos. Mientras las técnicas de 

cuantificación de fenoles no discriminan en la naturaleza de los mismos, la actividad 

intrínseca de cada uno de ellos es muy diferente. Trabajos recientes establecen la siguiente 

escala de actividad antioxidante para polifenoles: dímeros de proantocianinas> 

Flavonoles> Flavonas> ácidos hidroxicinámicos> fenoles simples249,250. De tal forma, 

extractos con bajos niveles de fenoles pueden mostrar una buena actividad antioxidante 

debido a la actividad intrínseca de los mismos, mientras que otros con elevada 

concentración no resultan tan efectivos como se esperaría. No obstante, es prácticamente 

una regularidad el hecho de que extractos con elevados niveles de fenoles muestren buena 

actividad antioxidante235. 

En la figura 8 se muestran también los resultados obtenidos para el extracto total en 

experimentación (extracto fluido 70%) y para la quercetina. El valor estimado de IC50 de 

este extracto fue 44,36 µg/mL, similar desde el punto de vista estadístico al de la fracción 

butanólica, la más activa (p < 0,05).  

Al comparar el valor de IC50 del extracto fluido de Tamarindus indica L. con respecto a los 

valores medios de extractos totales de plantas referidos anteriormente, se evidencia que 

dicho extracto presentó una muy buena actividad en cuanto a la captura del radical DPPH 

respecta. 

Extractos de varios órganos de la especie Tamarindus indica L han sido evaluados por este 

ensayo antioxidante. En este sentido, un extracto hidroalcohólico al 80% de las hojas del 

tamarindo que crece en Cuba fue evaluado frente al DPPH, pero los resultados fueron 

expresados en función del volumen añadido y no en base a la concentración del extracto, lo 

que imposibilita la comparación de los datos14. También de las hojas se preparó un extracto 

acuoso que a una concentración de 250 µg/mL inhibió el 57% del radical DPPH63, valor 

aproximadamente seis veces superior a los obtenidos en el presente trabajo. Se confirma 
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así la observación de que los solventes de mediana polaridad presentan una mayor 

capacidad extractiva de compuestos con potencial antioxidante.  

En la preparación de un extracto antioxidante a partir de la pulpa del fruto se empleó como 

menstruo etanol al 70 %. A la concentración de 100 µg/mL, este extracto capturó el 42 % 

del DPPH añadido, actividad significativamente menor que la obtenida en las hojas, aún 

cuando la concentración de polifenoles determinada para el extracto del fruto fue de  

32 mg/mL251. Extractos de corteza de la semilla y de la semilla entera también han sido 

evaluados con este ensayo. El extracto de la corteza de semilla seca extraída con metanol 

resultó muy activo con una IC50 de 38,66 µg/mL, similar a la obtenida para las hojas. Este 

extracto metanólico fue a su vez, el que mayor concentración de fenoles logró extraer 

32.96 mg/mL252. Asimismo, existen informes de extractos de la semilla completa con 

valores de IC50 de 2000 µg/mL, lo que confirma el hecho de que las especies antioxidantes 

de las semillas se encuentran en su pericarpio253. 

La matriz de correlación elaborada a partir de los valores de la variable biológica y de las 

correspondientes variables químicas medidas (Figura 8), demostró que la actividad 

secuestrante de este radical está igualmente relacionada con la concentración de fenoles 

que con la de flavonoides. Aunque en ambos casos el coeficiente de correlación fue 

elevado, el p-valor del mismo no es significativo, por lo que bajo estas condiciones no se 

puede afirmar que la actividad intrínseca de inhibición del DPPH por el extracto de las 

hojas de tamarindo dependa exclusivamente de la concentración de fenoles y/o 

flavonoides. 

III.4.2  Determinación del Poder Reductor 

El método del poder reductor se basa en la capacidad de la sustancia que será evaluada de 

reducir las especies férricas (Fe3+) a ferrosas (Fe2+) por una transferencia electrónica 

directa. Este ensayo se presenta en la literatura en dos variantes: la conocida como FRAP 

(Ferric Reducing/Antioxidant Power) y la conocida como Reduction Power que es la 

empleada en nuestro trabajo, diferenciándose una de otra principalmente en la fuente de 

Fe3+ que se adiciona al sistema254. Ambas técnicas han sido referidas como métodos 

dependientes del solvente255, por lo que se evitaron comparaciones. En este experimento, 

se realizó una medición espectrofotométrica a 700 nm, longitud de onda donde absorbe el 

complejo de Fe2+ formado. El incremento de la absorbancia a esta longitud de onda es 

proporcional a la cantidad de Fe3+ reducido a Fe2+ por la especie antioxidante evaluada.  
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Este ensayo fue realizado tanto para el extracto fluido en etanol al 70% como para las 

fracciones obtenidas en el proceso de separación líquido-líquido. Se refirió el poder 

reductor como la concentración de la fracción o extracto a la que se alcanza un valor de 

absorbancia de 0,3 (Figura 9). Se omitió la fracción clorofórmica, por no presentar 

actividad a las concentraciones evaluadas. 

Los resultados evidenciaron una moderada actividad, llegando a ser baja, en la fracción de 

n-hexano, si las comparamos con la de la sustancia de referencia.  

Para el ensayo de captación del radical DPPH se planteó que el mismo podía ser 

neutralizado por transferencia de un electrón o de un radical hidrógeno; sin embargo, para 

este ensayo, la reducción del Fe3+ a Fe2+ sólo es posible por transferencia electrónica. De 

tal manera, la actividad antioxidante aportada por el grupo carboxilo de los ácidos grasos 

libres frente al DPPH queda totalmente anulada cuando se evalúa el Poder Reductor. 

Resulta lógico que la fracción clorofórmica sea inactiva o poco activa, pues tres de sus 

cuatro componentes con posible actividad antioxidante quedan inhabilitados químicamente 

de reducir el ión Fe3+ a Fe2+. 

La fracción de n-hexano presenta algunos elementos coincidentes con los de la fracción 

clorofórmica; sin embargo, existen algunos que las diferencian. Esta fracción extrae de las 

hojas del tamarindo principalmente ácidos grasos (libres o esterificados) insaturados, 

mientras que en la fracción clorofórmica predominan los de naturaleza saturada. Como se 

ha explicado, la actividad antioxidante de los ácidos grasos también ha sido asociada a la 

presencia de insaturaciones múltiples, donde existe una elevada disponibilidad de 

electrones debido a la naturaleza química del enlace π-π. En particular, los derivados 

metilados del ácido linolénico y linoleico extraídos en la fracción de n-hexano, son ricos en 

electrones y poseen una elevada capacidad de reaccionar con las especies oxidantes. Igual 

comportamiento puede ocurrir con el 3-eicosino, una sustancia con elevada densidad 

electrónica en su triple enlace, y al aceite volátil farnesilcetona (tres insaturaciones), los 

cuales son aislados exclusivamente en la fracción de n-hexano.  

No obstante, desde un punto de vista químico, el hecho de que un ácido graso insaturado o 

un alquino sea capaz de transferir un electrón, y de esta forma reducir al Fe3+ es un evento 

químico de baja probabilidad de ocurrencia. Por esta razón no se descarta el hecho de que 

los compuestos minoritarios no identificados por la técnica empleada puedan aportar a la 

actividad evaluada. 



 

 
(A) 

 
(B)  
Figura 9. Poder de Reducción del  extracto fluido en etanol al 70% de hojas de Tamarindus 
indica L., sus fracciones y la quercetina (A). Valores de concentración a los cuales se 
obtiene una absorbancia de 0,3, y matriz de correlación entre las variables químicas y 
farmacológicas (B).  
Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05). 
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En cuanto a las fracciones de acetato de etilo y de n-butanol, nuevamente la fracción de n-

butanol resultó más activa que la de acetato de etilo. Al igual que ocurre en el ensayo de 

captación del radical DPPH, la actividad determinada puede estar relacionada con la mayor 

concentración de fenoles y flavonoides en el sistema (Tabla XIX).  

A pesar de que los valores del coeficiente de correlación entre los flavonoides y fenoles 

totales versus el poder reductor (Figura 9) son elevados, no se encontró significación 

estadística (p< 0,05). Además, en su estimación no fue incluida la fracción de cloroformo, 

pues pese a contener concentraciones apreciables de fenoles y flavonoides totales no 

presentó actividad farmacológica medible. Algo similar ocurrió con la fracción de n-

hexano a la cual no se le determinan flavonoides; sin embargo, presentó actividad, por lo 

que no se puede afirmar que el poder reductor del extracto de las hojas de tamarindo 

elaborado y de sus fracciones dependa exclusivamente de la concentración de fenoles y/o 

flavonoides. 

La observación más llamativa de este experimento es el hecho de que el extracto fluido 

resultó más activo que el resto de sus fracciones (Figura 9). El análisis de la metodología 

experimental empleada evidencia que en la misma la concentración de la especie Fe3+ es 

elevada, la cual actúa como sustancia en exceso. Si la fracción en experimentación resulta 

poco activa y además, funge como sustancia limitante, entonces la actividad individual 

observada será baja y dispersa entre las fracciones256. Sin embargo, el extracto fluido 

concentra a todos los compuestos activos en una única formulación, los cuales 

independientemente de su velocidad de reacción podrán interaccionar con el exceso de la 

especie Fe3+ existente en el medio, logrando una actividad superior por la acción sinérgica 

de los diferentes compuestos activos. 

Precisamente en esta acción sinérgica de los compuestos antioxidantes de igual y diferente 

polaridad química se basa la hipótesis antioxidante de los naturalistas que defienden el 

enfoque conocido como “Polymeal”. Este enfoque consiste en la aplicación de extractos 

totales de plantas (multicomponentes) en vez de fracciones élites aisladas, ya que al utilizar 

el extracto total, se emplearía todo el sistema del balance redox de la planta. Debido a que 

la capacidad antioxidante/pro-oxidante de una sustancia depende del entorno químico, con 

esta hipótesis naturalista se evitaría que uno o unos pocos componentes, por su marcado 

carácter antioxidante, pudieran en un medio adverso constituir per se especies pro-

oxidantes. Ello ha sido informado para la quercetina y para las antocianinas213. 
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Esta observación corrobora el hecho de que las hojas del tamarindo producen una diversa 

gama de antioxidantes con estructura y actividad química diversa, y que la separación de 

los mismos en “fracciones bioactivas” disminuye su utilidad práctica. 

III.4.3  Determinación de la capacidad de acomplejamiento de Fe2+ 

El ión hierro II (Fe2+) participa como catalizador de numerosas reacciones de oxidación-

reducción en el organismo. En algunas de ellas, como en la reacción de Haber-Weiss y en 

la reacción de Fenton, el resultado es la formación del radical hidroxilo (OH.) que es la 

especie químicamente más agresiva a las biomoléculas de la célula. Por tal motivo, el 

empleo de agentes que logren formar complejos estables con dicho metal, constituye un 

enfoque promisorio en la terapia antioxidante. Aunque considerados como antioxidantes, 

los agentes secuestradores del ión Fe2+ ejercen su acción de una forma indirecta, pues a 

diferencia de los ensayos anteriores, se previene la formación de una especie oxidante.  

Se realizaron tres experimentos, uno para determinar el intervalo de concentración a la cual 

se acompleja todo el Fe2+ añadido como sustancia limitante, otro en el que el Fe2+ es 

añadido en exceso para calcular la constante de acomplejamiento, y el último donde se 

evalúa la estabilidad de los complejos formados ante dos concentraciones diferentes del 

agente quelante EDTA.  

Tanto el extracto fluido como cada una de las fracciones absorbieron en mayor o menor 

grado en el intervalo espectral evaluado, y todos modificaron su comportamiento basal 

cuando se añadieron al medio, concentraciones de Fe2+. Los espectros de absorción del 

extracto fluido y la fracción de n-butanol fueron similares, de modo análogo a su 

comportamiento frente a la adición de Fe2+. Los comportamientos basales de las fracciones 

de n-hexano y cloroformo también resultaron similares entre ellos; sin embargo, difieren 

ante la adición del Fe2+ (Figura 10).  

El intervalo de concentración del extracto fluido y sus fracciones a las que se secuestra la 

totalidad de Fe2+ añadido se presenta en la tabla XX. Se puede inferir que la naturaleza de 

la interacción entre los extractos evaluados y el Fe2+ no es la misma en todos los casos. 

Para la quercetina, el extracto fluido y las fracciones de acetato de etilo y n-butanol, el 

producto formado genera un máximo de absorbancia (salto batocrómico) a longitudes entre 

los 400 y 450 nm, región donde no absorben ninguno de los reactantes. De manera 

contraria, en las fracciones de cloroformo y n-hexano, el salto batocrómico producido por



 

 

Tabla XX. Determinación de la capacidad acomplejante de Fe2+ por los extractos de hojas 

de Tamarindus indica L. a través de la medición de la absorbancia en la región UV-visible.  

Extractos  λmax (nm) de la 
fracción 

λmax (nm) de la 
fracción + Fe2+ 

Concentración (mg/mL) necesaria para 
acomplejar 0,01 mmol/L de Fe2+.  

quercetina 237, 338 450 0,227≤ C ≤0,265 

Extracto fluido 235, 273, 338 418 0,8 ≤ C ≤ 1,6 

n-Hexano 237, 256 312 56 ≤ C ≤ 112 

cloroformo 237 280 28 ≤ C ≤ 56 

acetato de etilo 265, 334 406 28 ≤ C ≤ 56 

n-butanol 234, 276, 350 418 1,6 ≤ C ≤ 3,2 

 



 

 

(A) Quercetina                    (B)    Acetato de Etilo 

  
(C) Extracto Fluido etanol 70%   (D)    n-butanol 

 
(E) n-hexano                     (F)    cloroformo 

 
 

Figura 10. Espectros UV-visible de la quercetina, del extracto fluido en etanol al 70% de 
hojas de Tamarindus indica L. y sus fracciones. Se presentan además, los espectros 
correspondientes a las interacciones con el Fe2+ y las diferencias de absorbancia entre los 
espectros.

λ= 450 ηm 

λ= 418 ηm 

λ= 312 ηm 

λ= 280 ηm 

λ= 406 ηm 

λ= 418 ηm 
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la adición de Fe2+ no es lo suficientemente pronunciado como para desplazar el máximo de 

absorbancia hasta dichas longitudes de onda (Figura 10). 

La formación de complejos con el Fe2+ por parte de los compuestos polihidroxilados, 

especialmente aquellos que contienen un agrupamiento catecol, ha sido extensamente 

debatida en la literatura consultada257,258. Se refiere que a pH 7.4, los catecoles forman 

rápidamente bi-complejos termodinámicamente estables con el hierro, el cual se une a los 

hidroxilos adyacentes actuando así como un ligando bidentado259. La formación de dicho 

complejo resulta fácil de detectar, pues provoca saltos batocrómicos que desplazan los 

máximos de absorbancia de los fenoles catecólicos hasta la región visible143.  

Un comportamiento similar a lo anteriormente descrito se observó con la quercetina, el 

extracto fluido y las fracciones de acetato de etilo y n-butanol. La quercetina es un 

flavonoide catecólico, al igual que la luteolina-7-o-glucósido, la luteolina, la orientina, la 

isorientina y el ácido cafeico, compuestos aislados en la fracción de acetato de etilo o en la 

de butanol, y por ende, presentes en el extracto fluido analizado. Sin embargo, las 

fracciones de n-hexano y cloroformo no logran este desplazamiento, por lo que se deduce 

que el producto de la reacción de esta fracción frente al Fe2+ es de naturaleza diferente a la 

del resto de las evaluadas. 

Las fracciones de n-hexano y cloroformo son ricas en ácidos grasos y en ácidos orgánicos 

de cadena corta, respectivamente. Estos compuestos pueden reaccionar con el Fe2+ no por 

la formación de complejos, sino probablemente por formación de sales o por formación de 

un agregado químico debido al efecto umbral (Threshold)260. De tal forma, este mecanismo 

constituye una vía alternativa para disminuir la concentración de Fe2+ del medio, aspecto 

por el cual se consideran importantes los resultados obtenidos con estas fracciones.  

El análisis de los resultados apoya las predicciones anteriores. La fracción clorofórmica, 

con seis de los siete compuestos identificados con grupos carboxilos libres y la de menor 

capacidad antioxidante en los dos ensayos anteriores, presentó una mayor actividad (menor 

intervalo de concentración a la que logra secuestrar el Fe2+ añadido) que la de n-hexano, e 

igual a la de la fracción de acetato de etilo (rica en compuestos polifenólicos de naturaleza 

catecólica). Por su parte, la fracción de n-hexano con sólo dos ácidos grasos libres 

identificados, aparece como la fracción menos activa. 

A pesar de que la actividad de la fracción de n-butanol resultó notable, la misma resulta 

inferior nuevamente a la del extracto fluido, apuntando a que la actividad debe ser 

enfocada desde una visión global y no desde un punto de vista de “compuestos élites”. La
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superioridad en la actividad de la fracción de n-butanol con respecto a su homóloga de 

acetato de etilo, puede deberse a las diferencias cuantitativas con relación a la 

concentración de fenoles y flavonoides (Tabla XIX), pues al añadirse Fe2+ en defecto; las 

sustancias con capacidad acomplejante de la fracción evaluada, podrán acomplejar el Fe2+ 

independientemente de su velocidad de reacción. 

Por otra parte, los resultados de los experimentos, donde se emplearon concentraciones 

elevadas de Fe2+, demostraron que el proceso de acomplejamiento de Fe2+ es dependiente 

de la concentración. 

El valor de la constante de acomplejamiento (k) para la quercetina (sustancia de referencia) 

fue de 2,00 mol L-1 (Figura 11). Este valor es equivalente al informado para otras 

sustancias catecólicas con similares características estructurales, como el ácido 3,4 

dihidroxi-benzoico (k=1,81 mol L-1) y el ácido 3,4 dihidroxi-bencílico (k=2,66 mol L-1). 

De las muestras en experimentación, el extracto fluido en etanol al 70% mostró los mejores 

valores (k=1,085 mol L-1). Su constante de acomplejamiento estimada resultó 

aproximadamente 30 veces superior a la calculada para la fracción de acetato de etilo 

(k=0,035 mol L-1), y poco más del doble de la correspondiente a la fracción de n-butanol 

(k=0,426 mol L-1). Si bien es cierto que estas diferencias entre las constantes de 

acomplejamiento parecen notorias, este comportamiento es normal entre compuestos 

catecólicos de estructura incluso similar. Así ocurre, con el valor de 1,81 mol L-1 del ácido 

3,4 dihidroxi-benzoico y el de 20,31 mol L-1 del ácido clorogénico143. Dado que las 

fracciones de n-hexano y cloroformo no secuestran al Fe2+ por un mecanismo de formación 

de complejos, sus valores no fueron considerados en este análisis.  

En contraste con el primer experimento, las diferencias de actividad entre las fracciones de 

n-butanol y acetato de etilo podrían estar sustentadas más en los aspectos cualitativos de su 

composición química que en los cuantitativos, aunque estos últimos no deben ser 

ignorados. En el segundo experimento, el Fe2+ fue añadido en exceso, de tal forma que 

aquellos compuestos capaces de acomplejarlo pudieran reaccionar totalmente, 

independientemente de su cinética de reacción, pues al ellos representar la sustancia 

limitante superarían los procesos de competencia por el sustrato.  

En términos generales, se observó que el extracto fluido fue el que mayor capacidad 

acomplejante del Fe2+ presenta, tanto cuando se añade Fe2+ por defecto como por exceso. 

En su calidad de extracto total, reúne todas las sustancias con capacidad secuestrante de 

Fe2+, mientras que en las fracciones, los compuestos se separan en función de su afinidad



 

 
(A) 

 
(B)           

Figura 11. Representación gráfica de los dobles inversos (1/A vs 1/C) empleado en la 
determinación de la constante de acomplejamiento de Fe2+ por el extracto fluido en etanol 
70% de hojas de Tamarindus indica L., sus fracciones y la quercetina (A). Valores 
estimados para las constantes de acomplejamiento (B). 
Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05). 
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química. De tal forma, el extracto fluido se concibe como un sistema multicomponente en 

el cual la heterogeneidad química interactúa por diversos mecanismos con el Fe2+ añadido 

eliminándolo del medio, ya sea por acomplejamiento, o formación de agregados químicos 

debido al efecto umbral (Threshold). Las fracciones, por su parte, son la expresión 

fragmentada de esa acción total observada en el extracto fluido. 

Si bien la formación de complejos u otro mecanismo capaz de secuestrar el Fe2+ es 

importante por el papel que este metal de transición juega en la generación de las ERO, 

más relevante es aún la capacidad de la nueva sustancia formada de mantenerlo retenido en 

condiciones adversas. Por tal motivo, resultó de interés la evaluación de la estabilidad de 

las sustancias formadas al añadir al medio EDTA, molécula con gran afinidad por el Fe2+.  

En este ensayo, la mayor concentración de la fracción a evaluar se hizo reaccionar con Fe2+ 

sí 0,1 mmol/L. Posteriormente se añadieron concentraciones de EDTA a 0,01 y 0,1 

mmol/L, y se evaluó el comportamiento de la absorbancia en el máximo establecido para 

cada extracto en el experimento anterior (Tabla XXI). 

A concentraciones bajas de EDTA (0,01 mmol/L), la estabilidad de los complejos 

formados, tanto para la quercetina como para el extracto fluido y las fracciones evaluadas, 

resultó ser superior al 50 %. De modo que, cuando se emplea esta concentración de EDTA, 

el equilibrio químico permanece desplazado hacia el producto formado entre la fracción en 

estudio y el Fe2+. Sin embargo, cuando se añade EDTA a 0,1 mmol/L, solamente el 

complejo entre la quercetina y el Fe2+ permanece en concentraciones apreciables, pues para 

el resto de las fracciones evaluadas el complejo desaparece casi en su totalidad.  

Del análisis anterior se deduce que los polifenoles y flavonoides producidos por las hojas 

del tamarindo y extraídos mayoritariamente en las fracciones de acetato de etilo y n-

butanol, no son capaces de retener el hierro quelado frente a concentraciones de EDTA de 

0.1 mmol/L. Sin embargo, los complejos que se forman entre el extracto fluido y el hierro 

añadido son mucho más estables (10.20 % remanente) que los formados entre las 

fracciones de acetato de etilo y n-butanol. Incluso a la concentración de 0,01 mmol/L de 

EDTA el extracto fluido  se comportó de manera similar a la quercetina. La causa de este 

comportamiento puede ser la misma a la expuesta para la formación del complejo, pues la 

heterogeneidad química del extracto fluido le brinda la posibilidad de reunir a todos los 

compuestos, mientras que las fracciones presentan sólo algunos de ellos por separado. 

Para las fracciones de n-hexano y cloroformo se describió la sustracción del ión Fe2+ a 

partir de otro mecanismo químico, el cual se manifiesta a menores longitudes de onda 



 

 

Tabla XXI. Estabilidad de los complejos formados entre el Fe2+ y el extracto fluido en 

etanol al 70% de hojas de Tamarindus indica L. y sus fracciones al añadir EDTA 

Fracción 
[mg/mL] 

Longitud 
de onda. 

Absorbancia 
 sin añadir 

EDTA        

Absorbancia al 
añadir EDTA       
[0,01 mmol/L] 

% 
remanente 

Absorbancia al 
añadir EDTA       
[0,1 mmol/L] 

% 
remanente 

Quercetina [0,227] 450 1,030 0,809 78,54 0,711 69,03 
Extracto fluido  [6,4] 418 0,441 0,345 78,23 0,045 10,20 

Acetato de etilo [224,0] 406 0,629 0,350 55,64 0,019 3,02 
n-butanol [12,8] 418 0,346 0,240 69,36 -0,008 0,00 
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(312 nm para la fracción de n-hexano y 280 nm para la de cloroformo). Para estas 

fracciones, la cantidad de Fe2+ cedido ante la adición de EDTA es baja a las dos 

concentraciones del agente quelante, lo cual demuestra que el producto de la interacción 

(fracción apolar-Fe2+) permanece relativamente estable aún ante concentraciones elevadas 

de EDTA. Este efecto amplia la capacidad del complejo extracto fluido-Fe2+ de 

permanecer estable ante las situaciones adversas, manteniendo secuestrado el Fe2+. De tal 

manera, garantiza la no participación de este metal en la generación de ERO, ofreciendo 

una vía única de actividad imposible de alcanzar por ninguna de las restantes fracciones. 

III.4.4  Determinación del porciento de inhibición de la producción de Oxido Nítrico 

(NO•) 

El NO• es producido por varios tipos de células activadas por agentes pro-inflamatorios 

como los lipopolisacáridos (LPS), el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), la  

interleucina-1 (IL-1) y el interferón-γ (IFN-γ ), actuando como un medio de defensa del 

hospedero. El NO es generado a partir del nitrógeno terminal del aminoácido L-arginina 

por medio de distintas isoformas de la NO-sintasa (NOS), las constitutivas y las inducibles. 

Las formas inducibles son las responsables de incrementos sustanciales de este radical 

libre. Las isoformas de NOS no sólo producen NO, producto primario de la reacción, sino 

también un grupo de especies reactivas de nitrógeno (ERN) que pueden nitrar u oxidar 

ciertas biomoléculas. Sin embargo, un exceso en la producción de NO es patogénico para 

los tejidos del hospedero, al ser esta molécula un radical. Es por ello, que una inhibición 

efectiva de la acumulación del NO por estímulos inflamatorios representa una estrategia 

terapéutica beneficiosa261.  

La evaluación de la inhibición de la formación de NO empleada en nuestro trabajo, parte 

de la incubación de los diferentes extractos de tamarindo con una suspensión de leucocitos. 

La activación de la producción de NO se realiza por adición de lipopolisacáridos 

bacterianos (LPS), estimándose el porciento de inactivación del radical NO producido.  

Los resultados obtenidos para el extracto fluido y sus fracciones activas, así como para la 

sustancia de referencia empleada, la NG-monometil-L-arginina (L-NMMA) se presentan en 

la figura 12. La fracción de cloroformo, aunque mostró una actividad dependiente de la 

concentración, al igual que la de n-hexano y n-butanol, no alcanzó valores de inhibición 

cercanos al 50%, aún a la máxima dosis de experimentación (2000 µg/mL). La fracción de 

acetato de etilo; por su parte, mostró un comportamiento variable (Figura 13). 



 

 
(A) 

 
(B)                
Figura 12. Actividad inhibitoria de la producción de óxido nítrico por el extracto fluido en 
etanol 70% de hojas de Tamarindus indica L., sus fracciones y la N-monometil L-arginina 
(A). Valores estimados de las de las IC50, y matriz de correlación entre las variables 
químicas y farmacológicas (B).  
Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05). 

 
Figura 13. Comportamiento de la fracción de acetato de etilo del extracto fluido en etanol 
al 70% de hojas de Tamarindus indica L. en el ensayo de inhibición de la producción de 
óxido nítrico.
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El extracto más activo estuvo representado por la fracción de n-hexano. En ninguno de los 

ensayos antioxidantes anteriores, esta fracción figuró como la más activa. La inactivación 

de NO dependerá de dos factores: la inactivación directa del NO luego de sintetizado a 

través de un proceso de reducción química del radical, y la inhibición de la síntesis del 

mismo a nivel de la enzima NO-sintasa. Bajo estas condiciones, consideramos que 

probablemente algún compuesto de los extraídos en la fracción de n-hexano aporta 

actividad inhibitoria de la NO-sintasa, como lo hace la sustancia de referencia la  

NG-monometil-L-arginina (L-NMMA).  

Desde un punto de vista químico, la composición de la fracción de n-hexano es similar a la 

de cloroformo; sin embargo, existen algunos elementos que las diferencian. En la fracción 

de n-hexano, se extraen ácidos grasos con un mayor número de insaturaciones, además de 

dos metabolitos: el poliacetiteno 3-eicosino, y el aceite volátil farnesilcetona. Dada la poca 

actividad de la fracción de cloroformo, se infiere que uno o más de estos dos tipos de 

compuestos ha de ser el responsable de la actividad, a no ser que se trate de alguna 

sustancia minoritaria no caracterizada por las técnicas espectroscópicas empleadas. Existen 

informes bibliográficos que señalan la actividad inhibitoria de compuestos de naturaleza 

poliacetilénica sobre la NO-sintasa262. También ha sido referida la actividad de un 

diterpeno tricíclico inhibidor de la NO-sintasa263. Al respecto, la farnesilcetona (aislada en 

la fracción de n-hexano) es un diterpeno acíclico ligeramente relacionado estructuralmente 

con el citado inhibidor, pero a su vez resulta un compuesto volátil, los cuales han sido 

referidos sistemáticamente en la literatura como importantes agentes inhibidores del óxido 

nítrico264,265. Aún cuando en esta fracción sólo se determinó la farnesilcetona, las hojas del 

tamarindo producen aceites esenciales (Tablas I y II), de los cuales el α-pineno266 y el 

limoneno267 son reconocidos entre los más activos. Debido a las características apolares de 

estos compuestos, los mismos podrían formar parte de los compuestos minoritarios no 

detectados en el extracto, e influir en la actividad medida.  

La fracción de n-butanol es abundante en flavonoides y otras sustancias polifenólicas. 

Estos compuestos, así como otros estructuralmente relacionados, han sido extensamente 

referidos como antioxidantes frente al NO268,269,270. Particularmente, el ácido cafeico 

(principal elemento diferenciante entre las fracciones de acetato de etilo y n-butanol), ha 

sido documentado por su actividad inhibidora del NO271,272. Así, la actividad detectada en 

esta fracción puede estar asociada a la presencia de este tipo de compuesto.  
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Sin embargo, en la fracción de acetato de etilo también se extraen cantidades apreciables 

de estos compuestos, pero su comportamiento es totalmente diferente al del resto de las 

fracciones (Figura 13). Este comportamiento particular de la fracción de acetato de etilo 

puede ser explicado por la presencia en el extracto de sustancias que ejerzan una acción 

antagónica. A bajas concentraciones la actividad no se modifica; sin embargo, a 

concentraciones superiores existe una tendencia a aumentar la producción de NO que luego 

es nuevamente contrarrestada hasta lograr niveles de inhibición. Un artículo de revisión 

consultado, intentó hallar una respuesta lógica a las actividades variables relacionadas con 

el NO en diferentes extractos sin una conclusión definitoria273. 

En la figura 12 también se muestra la matriz de correlación estimada entre los flavonoides 

y fenoles totales versus la inhibición de la producción de oxido nítrico. Los resultados 

muestran una correlación no significativa entre ambas variables, influenciado 

probablemente por el comportamiento irregular de la fracción de acetato de etilo (elevada 

concentración de fenoles y flavonoides, tabla XIX) y la apreciable actividad de la fracción 

de n-hexano (baja concentración de fenoles y flavonoides). Considerando estos resultados, 

no existe evidencia de que la concentración de estos metabolitos afecte significativamente 

la inhibición de la producción de óxido nítrico. 

III.4.5    Determinación del porciento de inhibición de Especies Reactivas de Oxígeno 

(ERO) en leucocitos humanos por Citometría de Flujo 

El diacetato de 2',7'-diclorofluorescina (DCFH-DA) es un marcardor de fluorescencia 

ampliamente utilizado para detectar la producción de ERO en neutrófilos y macrófagos. 

Este marcador, por sus propiedades lipófilas, difunde rápidamente hacia el interior de la 

célula donde las esterasas citoplasmáticas lo desacetilan a 2'7'-diclorofluorescina (DCFH), 

compuesto no fluorescente. La DCFH queda atrapada en el interior de la célula por su 

mayor polaridad, concentrándose en el citoplasma. Este compuesto reacciona 

cuantitativamente con las ERO y se oxida a 2'7'-diclorofluoresceína (DCF), altamente 

fluorescente (530 nm), en una acción mediada por la peroxidasa (Figura 14).  

Cuando la célula es tratada con estimulantes de la producción de ERO, el incremento de 

éstos producirá una mayor oxidación. Se observará una mayor fluorescencia, proporcional 

a la producción de ERO, que será cuantificada por citometría de flujo, a través de los 

histogramas de intensidad de fluorescencia (Figura 15). Uno de los compuestos más 

frecuentemente empleados para estimular la generación de ERO es el 12-miristato, 



 

 

 

 

 

Figura 14. Mecanismo de activación de la fluorescencia por reacción con ERO en el 
citoplasma celular.  
Adaptado de Risco, E. Estudio de la actividad farmacológica de Sangre de Drago (Croton lechleri) Tesis 
doctoral. Universidad de Barcelona. 2004.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 15. Histogramas representativos de la  intensidad de fluorescencia (FITC LOG) 
para una población de polimorfonucleares marcados con diacetato de 2',7'-
diclorofluorescina, estimulados con 12-miristato, 13-acetato de forbol y tratados con el 
extracto fluido en etanol al 70% de hojas de Tamarindus indica L. 
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13- acetato de forbol (PMA), el cual actúa a través de la activación de la proteína cinasa C 

y provoca una marcada fosforilación de la proteína p47phox. Los neutrófilos estimulados 

con óptimas concentraciones de PMA, liberan cantidades de superóxido comparables a las 

observadas con agonistas fisiológicos. Debido a que todos estos procesos ocurren en el 

interior del leucocito humano, la técnica permite además estimar la capacidad de las 

sustancias evaluadas como antioxidantes de atravesar las membranas biológicas. 

Debido a que solamente es apreciable la actividad de estimulación de ERO por la acción 

del PMA en células polimorfonucleares y monocitos/macrófagos, es que fueron escogidas 

las mismas para evaluar la acción antioxidante del extracto fluido en etanol al 70 % y de 

sus fracciones. 

Los resultados relacionados con la inhibición de las ERO por acción de los extractos de las 

hojas de tamarindo evaluados en células polimorfonucleares y monocitos se presentan en 

las figuras 16 y 17.  

Se evidenció nuevamente que las fracciones más activas son aquellas ricas en fenoles y 

flavonoides, probablemente por las mismas causas que han sido explicadas en los otros 

ensayos antioxidantes. Por otra parte, las concentraciones inhibitorias del 50% de las ERO 

en cada muestra evaluada resultaron menores en monocitos que en polimorfonucleares, 

comportamiento que se relaciona con los niveles de ERO producidos en cada tipo celular. 

La población de células polimorfonucleares produce mayor fluorescencia (oxidación de la 

DCFH por las ERO) que la población de monocitos, al ser estimuladas por PMA. En 

consecuencia, para neutralizar el  50% de las ERO producidas por los monocitos, se 

precisa una menor concentración de sustancias antioxidantes. 

En los dos tipos celulares se encontró un comportamiento diferente para la fracción de  

n-hexano y el extracto fluido al 70%. Mientras que las IC50 del resto de las fracciones 

decrecen ligeramente, cuando se comparan monocitos y polimorfonucleares, en las 

fracciones de n-hexano y del extracto fluido, las IC50 decrecen de manera pronunciada en 

los ensayos con monocitos. Este comportamiento puede deberse a diferencias en cuanto a 

la permeabilidad de la membrana celular a determinados tipos de constituyentes del 

tamarindo, en monocitos y polimorfonucleares. La actividad medida en este experimento, 

depende del paso al citoplasma celular de la sustancia antioxidante, por lo que en el caso 

de los monocitos, la membrana celular podría resultar más permeable a alguno(s) de los 

componentes de la fracción de n-hexano, permitiéndole ejercer su actividad antioxidante en 

el citoplasma.  
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(C)                 
Figura 16. Inhibición de la producción de ERO por el extracto fluido en etanol al 70% de 
hojas de Tamarindus indica L., sus fracciones y la quercetina en polimorfonucleares 
estimuladas con PMA (A y B). Valores estimados de las IC50, y matriz de correlación entre 
las variables químicas y farmacológicas (C).  
Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05). 
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Figura 17. Inhibición de la producción de ERO por el extracto fluido en etanol 70% de 
hojas de Tamarindus indica L., sus fracciones y la quercetina en monocitos estimulados 
con PMA (A y B). Valores estimados de las IC50, y matriz de correlación entre las 
variables químicas y farmacológicas (C).  
Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0,05).      * Correlación significativa α= 0,05 
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Al ser la fracción de n-hexano, parte integrante del EF 70%, este incremento de actividad 

tiene su repercusión directa sobre el extracto fluido, reflejándose en la disminución 

marcada de las IC50 estimadas. En monocitos, el extracto fluido representó la muestra con 

mayor actividad antioxidante, a niveles incluso similares a los obtenidos para la sustancia 

de referencia (quercetina). Los resultados evidenciaron que la acción antioxidante de una 

sustancia está influenciada por las condiciones en las que se evalúa la actividad, en 

particular cuando las determinaciones se realizan en células vivas, donde los procesos de 

transporte constituyen un elemento de extrema importancia, al actuar las membranas como 

una barrera selectiva. Además, se corrobora experimentalmente el hecho de que los 

extractos totales, donde se incluye la diversidad química producida por las plantas (el 

fitocomplejo), ofrecen una mayor perspectiva de aplicación clínica que aquellos extractos o 

fracciones que incluyen un limitado número de sustancias con actividad acentuada.  

Las figuras 16 y 17 también muestran las matrices de correlación estimadas entre la 

concentración de flavonoides y fenoles totales, versus la inhibición de ERO en células 

polimorfonucleares y monocitos. Los resultados reflejan la existencia de correlación entre 

estas variables y la actividad medida; resultando significativa sólo para la variable 

concentración de flavonoides y la IC50 determinada en monocitos.  

En los diferentes ensayos antioxidantes ninguna fracción en particular resultó superior al 

resto. La distribución de la actividad entre las diferentes fracciones, la evidencia de que el 

extracto fluido fuese en varios de los ensayos el más activo, y la baja significación 

estadística en las matrices de correlación estimadas, señalan que la actividad antioxidante 

de las hojas del tamarindo, es resultado de una acción sinérgica de varios de los 

componentes del fitocomplejo, y no un efecto mediado exclusivamente por fenoles y 

flavonoides, como ha sido sugerido con anterioridad. 

III.5  Evaluación de la actividad antimicrobiana de extractos de las hojas de 

Tamarindus indica L., y del extracto fluido al 70 % y sus fracciones 

Tradicionalmente, la actividad antimicrobiana del tamarindo ha sido atribuida a los fenoles 

y flavonoides producidos por la especie10,14,64; sin embargo, a la luz de los resultados 

fitoquímicos obtenidos en el presente trabajo, resulta difícil aceptar que esta actividad esté 

asociada exclusivamente a estos metabolitos. Para dar respuesta a dicha interrogante se 

prepararon un total de nueve extractos, cinco extractos primarios o totales y cuatro 

secundarios. Se definieron como extractos primarios o totales a aquellos obtenidos a partir 
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de la extracción directa de las hojas del tamarindo (M1-M5), y como secundarios o 

fraccionados (M6-M9) los que fueron obtenidos por fraccionamiento de un extracto 

primario. Los extractos M1 y M2 provienen de decocciones de las hojas frescas y secas, 

respectivamente; mientras que M3 y M4 corresponden a extractos fluidos en etanol al 30 y 

al 70%. Por último, el M5 es un extracto de compuestos volátiles extraídos por 

hidrodestilación. Por su parte, los extractos secundarios (M6-M9) son aquellas fracciones 

de n-hexano, cloroformo, acetato de etilo y n-butanol producto del fraccionamiento 

químico del extracto M4.  

III.5.1 Pruebas de susceptibilidad microbiana. Acción antimicrobiana directa 

III.5.1.1 Ensayo de difusión en disco 

Los resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos del tamarindo empleando el 

método de difusión en disco se presentan en la tabla XXII. En general, se encontró que los 

extractos provenientes de las hojas del tamarindo son más efectivos frente a las bacterias 

Gram positivas que ante las bacterias Gram negativas, siendo B. subtilis y E. coli las de 

mayor susceptibilidad ante los extractos evaluados. El extracto más activo fue el de aceites 

volátiles (M5), mostrándose efectivo frente a los mismos microorganismos susceptibles a la 

sustancia natural de referencia (aceite esencial de Thymus vulgaris). Los extractos en cuya 

preparación se empleó agua como solvente, presentaron actividad sobre un número 

limitado de microorganismos. El extracto de menor actividad fue la decocción de las hojas 

frescas (M1). 

La bacteria S. typhimurium sólo resultó sensible a los extractos (M2 y M5), mientras que el 

microorganismo más resistente fue Candida albicans. 

Algunas de estas observaciones anteriores han sido descritas en investigaciones 

precedentes. Los ensayos realizados en hojas y corteza de la planta, revelan una pobre 

actividad de los extractos acuosos para ambos órganos. Otra evidencia coincidente, es la 

inefectividad de los extractos de las hojas del tamarindo frente a Candida albicans64. 

Resultó llamativa la pobre actividad de los extractos procedentes de las hojas frescas (M1) 

si la comparamos con la actividad del extracto de igual preparación, pero a partir de hojas 

secas (M2). Estos resultados experimentales fundamentan las ventajas que ofrece el secado 

de la droga para la facilitación de los procesos extractivos, y la decisión de preparar los 

extractos experimentales a partir de un material vegetal seco. Además, este hecho podría 

servir como evidencia experimental  de las razones por las cuales en Cuba, en contraste



 

 

Tabla XXII. Prueba de susceptibilidad microbiana frente a los diferentes extractos de hojas 

de Tamarindus indica L.  

Cepas  M 1 M 2 M 3 M 4 M 5 M 6 M 7 M 8 M 9 TyO Gt Kt  Sol 

S. aureus  + + + + + + + - - + + - - 

E.  faecalis  - - + + + - - + + + + - - 

B. subtilis  + + + + + - + + + + + - - 

P. aeruginosa  - - + + - + + + + - + - - 

E. coli  - + + + + + + + + + + - - 

S. typhimurium  - + - - + - - - - + + - - 

C. albicans  - - - - + - - - - + - + - 

La prueba se realizó por el ensayo de difusión en disco (Kirby-Bauer). 
M1→ Decocción de hojas frescas         M2→ Decocción de hojas secas       M3→ Extracto Fluido Etanol 30% 
M4→ Extracto Fluido Etanol 70%     M5→ Extracto aceites esenciales   M6→ Fracción de n-hexano 
M7→ Fracción de cloroformo           M8→ Fracción de acetato de etilo  M8→ Fracción de n-butanol 
TyO→ Aceite esencial de Thymus vulgaris  Gt→ Gentamicina     Kt→ Ketoconazol 
Sol. → Control negativo (Solvente) 
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con otras partes del hemisferio y del mundo, el tamarindo es poco utilizado para combatir 

enfermedades infecciosas por parte de la población, pues en nuestro país la droga fresca es 

la que comúnmente se emplea. 

Por otro lado, al analizar los resultados obtenidos en la cuantificación de fenoles y 

flavonoides totales (Tabla IV) se coincide con lo planteado por otros autores en cuanto a la 

relación de la actividad antimicrobiana con la producción y concentración de estos 

compuestos, pues los extractos con mayor concentración de dichos metabolitos fueron los 

más activos14,64. Sin embargo, la actividad antimicrobiana del extracto de aceites volátiles 

del tamarindo, reveló una vez más que este tipo de compuesto es activo contra numerosas 

cepas microbianas, y que su presencia en las hojas aporta significativamente a la actividad 

evaluada.  

El aceite volátil del tamarindo presenta dos compuestos mayoritarios bien definidos: el 

benzoato de bencilo y el limoneno (Tabla II). Estas dos sustancias no han sido informadas 

con frecuencia como antibacterianas; sin embargo, a otros compuestos como el α y el β-

pineno, el linalool y el nerol se les atribuye una importante actividad. En particular, el 

linalool y el antranilato de linalool, que representan casi un 6% del aceite esencial del 

tamarindo, muestran un perfil antimicrobiano similar al del extracto M5 del presente 

estudio156.  

Independientemente de estos resultados que identifican al extracto M5 como el más activo, 

el cual no presenta fenoles ni flavonoides, el análisis de los extractos secundarios ofrece 

nuevos puntos de vista con respecto a los establecidos por otros autores. Estos extractos 

secundarios fueron obtenidos precisamente a partir del extracto primario con mayor 

concentración de fenoles y flavonoides (extracto fluido en etanol al 70%, M 4). 

Mientras que para las bacterias Gram (+) existen fracciones activas y fracciones inactivas, 

en las bacterias Gram (-) sensibles no existe tal especificidad (Tabla XXII). En el caso 

particular de Staphylococcus aureus, la actividad se observó en las fracciones más apolares 

(M6 y M7). En la fracción de n-hexano (M6) la concentración de fenoles totales fue muy 

baja, y no se detectaron compuestos flavonólicos (Tabla XIX); sin embargo, se le 

determinaron cantidades importantes de ácidos grasos (Tabla XVII), al igual que a la 

fracción M7.  

La marcada susceptibilidad de esta bacteria ante los ácidos grasos ha sido documentada 

con anterioridad202, y algunos autores, incluso, aseveran que los ácidos grasos constituyen 

el principal mecanismo de defensa con que cuenta la piel humana frente a S. aureus 203.  
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Si consideramos de manera integral, la escasa o nula concentración de fenoles y 

flavonoides en estas fracciones, la elevada concentración de ácidos grasos, y lo referido 

respecto a la susceptibilidad de esta bacteria a estos compuestos, resulta lógico vincular los 

ácidos grasos con la actividad experimental demostrada frente a S. aureus por estas 

fracciones. Asimismo, es posible reconocer que esta bacteria no es sensible o es poco 

sensible a los fenoles y a los flavonoides, pues las fracciones con mayor concentración de 

estos metabolitos resultaron inactivas (M8 y M9).  

De manera contraria, Bacillus subtilis resultó sensible ante las fracciones que presentaron 

mayores concentraciones de fenoles y flavonoides totales, y sólo la fracción M6 resultó 

inactiva ante ella, señalando una posible incidencia de estos compuestos en la actividad 

antimicrobiana. Para el resto de las bacterias, no existe una clara influencia de los 

metabolitos determinados en las hojas del tamarindo con relación a la actividad 

antimicrobiana evaluada. 

III.5.1.2 Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración 

mínima bactericida (CMB) 

La determinación de las CMI y CMB a los extractos evaluados se llevó a cabo por el 

método de microdilución en caldo, y se exploraron ocho niveles de concentración. Los 

resultados de estos experimentos se presentan en la tabla XXIII para los extractos 

primarios y en la tabla XXIV para los secundarios. 

Para las dos soluciones hidroalcohólicas, las CMI resultaron iguales frente a la bacteria  

S. aureus; sin embargo, las CMB difieren, favoreciendo al extracto preparado con etanol al 

70 %. Anteriormente se refirió la posible influencia de los ácidos grasos sobre dicha 

bacteria, y este comportamiento aporta una evidencia experimental adicional, pues como se 

conoce, los ácidos grasos son solubles en sistemas apolares e insolubles en solventes 

polares. Dado que el etanol al 70 % presenta una menor polaridad con relación al etanol al 

30%, puede extraer en mayor grado los ácidos grasos producidos por el tamarindo. Sin 

embargo, las fracciones que emplearon agua como solvente (M1 y M2) también resultaron 

activas y en ellas no se extraen los ácidos grasos. Ello nos permite suponer que la actividad 

ante esta bacteria depende de dos tipos de metabolitos diferentes: uno de naturaleza apolar 

(los ácidos grasos) y el otro de naturaleza muy polar, que no se logra extraer en el extracto 

fluido en etanol al 70%. 



 

Tabla XXIII. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima 

Bactericida (CMB) estimada para los extractos primarios de hojas de Tamarindus indica L. 

Cepas 
M 1 (g/mL) M 2 (g/mL) M 3  (g/mL) M 4 (g/mL) M 5 (µL) 

CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI 

S. aureus - >0,15 >0,15 0,075 1,5 0,094 0,75 0,094 20,0 2,50 

E. faecalis - - - - >1,5 0.094 0,75 0,094 10,0 1,25 

B. subtilis 0,15 0,019 >0,15 0,038 1,5 0,187 1,5 0,187 10,0 0,62 

P. aeruginosa - - - - 1,5 0,187 1,5 0,187 - - 

E. coli - - >0,15 0,075 1,5 0,187 1,5 0,187 10,0 1,25 

S. typhimurium - - >0,15 0,075 - - - 1,5 10,0 1,25 

C. albicans - - - - - - - - 40,0 10,0 
Las CMI y CMB se determinaron en los extractos que resultaron activos en el ensayo de difusión en disco. 
 

 

 

Tabla XXIV. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima 

Bactericida (CMB) estimada para los extractos secundarios de hojas de Tamarindus  

indica L.  

   Cepas 
M 4 (g/mL) M 6 (g/mL) M 7 (g/mL). M 8 (g/mL) M 9 (g/mL) 

CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI 

S. aureus 0,75 0,094 1,5 0,38 1,5 0,38 - - - - 

E. faecalis 0,75 0,047 - - - - 1,5 0,75 1,5 0,75 

B. subtilis 0,75 0,094 - - >1,5 0,38 >1,5 0,38 0,75 0,19 

P. aeruginosa 1,5 0,187 >1,5 0,75 >1,5 0,75 >1,5 0,38 >1,5 0,38 

E. coli 1,5 0,187 1,5 0,75 >1,5 0,75 >1,5 0,75 1,5 0,75 

S. typhimurium - - - - - - - - - - 

C. albicans - - - - - - - - - - 
Las CMI y CMB se determinaron en los extractos que resultaron activos en el ensayo de difusión en disco. 
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Por su parte, la tabla XXIV muestra las CMI y CMB correspondientes a los extractos 

secundarios de hojas de tamarindo. Se destaca el hecho de que ninguna de las fracciones en 

las cepas evaluadas manifestó actividad a valores de concentración inferiores a las 

evidenciadas por el extracto fluido de partida. Desde el punto de vista químico, esto resulta 

lógico, pues ninguna fracción logra ser la única activa frente a los microorganismos 

evaluados. Ello significa que los metabolitos activos se distribuyeron entre las fracciones 

(ninguna es químicamente igual). En la actividad antimicrobiana, también es válido el 

hecho de que el empleo del extracto total (extracto fluido en etanol 70 %) resulta de mayor 

utilidad en comparación con fracciones activas por separado. 

III.5.1.3 Correlación de la actividad con la composición de polifenoles y flavonoides 

Si se parte del supuesto de que son los fenoles y/o flavonoides los metabolitos responsables 

de la actividad, entonces es de esperar que los diferentes extractos en análisis presenten 

valores similares de estos metabolitos en el nivel de dilución que se define como activo 

(CMI o CMB) y por ende, bajos valores del coeficiente de variación (CV). Los resultados 

estimados para estos coeficientes de variación se muestran en la tabla XXV.  

Se encontraron bajos valores de CV para la concentración de fenoles en los ensayos de 

CMI y CMB frente a Bacillus subtilis, máxime cuando para su estimación se tuvieron en 

cuenta valores procedentes de al menos tres extractos. Esto implica la aceptación del hecho 

de que la actividad antimicrobiana sobre esta bacteria está relacionada con la concentración 

de fenoles totales que es capaz de extraer el solvente, lo cual se reflejó en las dos 

expresiones de la actividad evaluada (CMI y CMB). Otro factor a considerar es que en el 

análisis de los extractos fraccionados, la actividad frente a esta cepa la presentan los tres 

extractos que exhibieron mayor concentración de fenoles (M7, M8 y M9). 

Por otra parte, en la tabla XXV se aprecian los altos coeficientes de variación obtenidos en 

todos los casos para la variable concentración de flavonoides totales, sugiriendo que la 

actividad antimicrobiana de las hojas del tamarindo no depende de su concentración, al 

menos en las cepas empleadas. Estas observaciones son válidas para la concentración total 

del metabolito evaluado, pues no se descarta la participación de algún flavonoide y/o fenol 

en particular, que aporte a la actividad frente a ciertos microorganismos.  

Es bien conocida la actividad antimicrobiana que fenoles y flavonoides confieren a 

extractos vegetales. Probablemente, sea éste uno de los tópicos más referenciados en las 

publicaciones en el campo de las plantas medicinales, por lo que los resultados aquí 



 

 

Tabla XXV. Coeficientes de variación estimados para la concentración de fenoles y 

flavonoides totales presentes en las CMI y CMB de los extractos activos 

Cepas 

CMB CMI 

CV 
[Fenoles] 

CV 
[Flavonoides] 

CV 
[Fenoles] 

CV 
[Flavonoides] 

Staphylococcus aureus 39,90 35,49 153,16** 95,81** 

Enterococcus  faecalis - - 7,95 76,20 

Bacillus subtilis 11,04* 116,01* 11,99** 137,37** 

Pseudomonas aeruginosa 7,99 76,24 7,99 76,15 

Escherichia coli - - 50,81* 107,32* 

Salmonellas typhimurium - - 82,30 139,24 
*  obtenido a partir de valores de tres extractos  CV→ Coeficiente de variación 
**  obtenido a partir de valores de los cuatro extractos 
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presentados podrían introducir nuevos enfoques. La posición taxonómica de Tamarindus 

indica L., brinda algunos elementos que justifican los resultados experimentales obtenidos. 

En el reino Plantae, existen bien definidas dos estrategias defensivas. Las plantas 

pertenecientes a los niveles evolutivos bajos (Subclases Magnolidae, Hammamelidae, 

Cariophylidae y Dillenidae), basan su sistema defensivo contra patógenos en la síntesis y 

acumulación de sustancias antimicrobianas (polifenoles como lignanos, neolignanos, 

taninos, proantocianidinas y algunos tipos de alcaloides), las cuales estarán listas para ser 

empleadas cuando ocurra el ataque274. Este sistema defensivo se conoce como “defensa 

cuantitativa o defensa estática” de la planta, pues estos productos se concentran en cada 

uno de los órganos a defender. Para lograr esta bioacumulación, las especies pertenecientes 

a estos niveles taxonómicos, necesitan dedicar cantidades importantes de energía y 

precursores que le permitan mantener éstos altos niveles de antimicrobianos en la planta. 

Por otra parte, las especies pertenecientes al nivel evolutivo más desarrollado (Subclase 

Asteraceae) mantienen solamente en sus órganos un nivel basal de sustancias 

antimicrobianas, las cuales por lo general cumplen, además, otras funciones275. En caso de 

que ocurra el ataque de un patógeno, la planta sintetizará y movilizará rápidamente 

sustancias de actividad antimicrobiana intrínseca muy elevada (Poliacetilenos, lactonas 

sesquiterpénicas, aceites esenciales, y algunos tipos de saponinas) que les permiten 

contrarrestar el ataque276,277. Este tipo de defensa se conoce como “defensa móvil o defensa 

cualitativa”, pues se basa en la rápida síntesis y movilización de sustancias muy activas. De 

esta manera, racionalizan la energía y los recursos, destinándolos a otras funciones 

importantes en el desarrollo de la planta278. 

El Tamarindus indica L., se encuentra ubicado en la parte media-alta del árbol filogenético 

(Subclase Rosidae)21. En ella confluyen remanentes de la defensa cuantitativa, y aparecen 

los niveles iniciales de la defensa cualitativa. El análisis químico del extracto fluido en 

etanol al 70 % reveló lo anteriormente expuesto. En los estudios de caracterización 

química, se identificaron poliacetilenos (defensa móvil), aceites esenciales, ácidos grasos, 

flavonoides (compuestos con actividad antimicrobiana que cumplen otras funciones en la 

planta, característicos de la defensa móvil), pero también polifenoles que a elevadas 

concentraciones actúan como antimicrobianos (defensa estática, como ocurre frente a  

B. subtilis). 

De tal forma, el papel protagónico asignado por la bibliografía precedente a la elevada 

producción de fenoles y flavonoides en la actividad antimicrobiana de las hojas del 



89 
 

tamarindo es cuestionable ante la coincidencia de los resultados experimentales 

presentados en este trabajo (composición química y actividad antimicrobiana evaluada) 

con los aspectos taxonómicos de la planta. En sentido general, se puede aseverar que: bajo 

las evidencias experimentales presentadas, la actividad antimicrobiana de las hojas del 

tamarindo no depende exclusivamente de la concentración de los fenoles totales, menos 

aún de los flavonoides totales, sino de un conjunto de metabolitos como los aceites 

esenciales y los ácidos grasos, que también contribuyen a esta actividad. La hipótesis de 

que la utilización de un extracto total de la planta ofrece mayores perspectivas 

farmacológicas que el empleo de fracciones por separado, que contengan sustancias élites, 

prevalece nuevamente. 

 III.5.2  Actividad in vitro sobre el sistema del complemento. Acción antimicrobiana 

indirecta 

La actividad antimicrobiana de un extracto no sólo puede deberse a la acción directa de sus 

componentes sobre el microorganismo, sino también por activación del sistema 

inmunológico humano, el cual eliminará finalmente el patógeno. Este es un mecanismo 

indirecto de acción antimicrobiana, pero en muchas ocasiones más efectivo y menos tóxico 

que la acción directa.  

El sistema del complemento juega un papel central en el sistema inmune innato, 

participando en la defensa ante el ataque de patógenos invasores y en la eliminación de 

células apoptóticas y complejos inmunes de la sangre y otros tejidos279,280. Está compuesto 

por más de 30 proteínas y glicoproteínas plasmáticas solubles o unidas a receptores de 

membrana que tienen una función inflamatoria e inmunoreguladora281. La activación del 

complemento ocurre a través de tres vías fundamentales: la vía clásica (mediada por el 

complejo C1 que se une directamente al patógeno o por unión a los complejos antígeno-

anticuerpo), la vía de la lectina (se une a los carbohidratos de la superficie del patógeno) y 

la vía alternativa (con un mecanismo independiente de anticuerpos). Estas tres vías 

convergen en un punto central: la proteína C3
282. Independientemente de cuál sea la vía 

activada, este mecanismo de defensa ante el ataque de patógenos, resulta de la activación 

en el huésped de toda una cascada enzimática y celular, resultando por ende, una vía 

indirecta de actividad antimicrobiana. 

El ensayo de inhibición de la activación del sistema del complemento (vía clásica) se 

realizó al extracto fluido en etanol al 70% y a sus fracciones. Tanto el extracto fluido como 
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las fracciones de acetato de etilo y n-butanol inhibieron la lisis de los eritrocitos de manera 

dosis dependiente. Sin embargo, las fracciones de n-hexano y cloroformo resultaron 

inactivas. Las IC50 estimadas fueron 31,05 µg/mL, 33,65 µg/mL y 55,8 µg/mL para las 

fracciones de n-butanol, acetato de etilo y el extracto fluido, respectivamente; mientras que 

para la quercetina (sustancia de referencia) fue de 27,15 µg/mL (Figura 18). 

Estos resultados revelan que el extracto fluido y sus fracciones, en vez de ejercer un efecto 

estimulador sobre el sistema del complemento (vía clásica), inhiben su activación. Esta 

inhibición resulta para el caso de la fracción de n-butanol casi tan potente como la obtenida 

para la quercetina. Desde un punto de vista químico, la fracción de n-butanol es la que 

mayor concentración de polifenoles y flavonoides presenta, seguido por la de acetato de 

etilo. Estos compuestos se detectaron en muy bajos niveles en las otras dos fracciones que 

permanecieron inactivas (n-hexano y cloroformo) (Tabla XIX), por lo que el papel de estos 

compuestos parece determinante en la actividad anticomplementaria evaluada.  Este 

comportamiento de compuestos polifenólicos y flavonólicos ha sido referido para otros 

extractos de plantas283,284. Se ha informado que los grupos hidroxilo de los fenoles y 

flavonoides pueden actuar como aceptores para las enzimas C3b y C4b. Esta acción ha 

sido descrita además, en polímeros hidroxilados, como la celulosa y el dextrano no 

modificado285, así como en el zymozano286, que interaccionan con el sitio lábil del C3b 

naciente, actuando así como inhibidores de la formación de la convertasa287.  

Por otro lado, en el ensayo de la activación del sistema del complemento (vía alternativa), 

el extracto fluido y sus fracciones no lograron modificar los niveles de hemólisis a las 

concentraciones evaluadas (las mismas que las empleadas para la vía clásica), resultando 

inactivas (datos no mostrados).  

La actividad del tamarindo sobre el sistema de complemento ha sido poco estudiada. En la 

literatura consultada sólo se encontró un informe relativo a un extracto hidroalcohólico del 

fruto, en el cual se describió un comportamiento divergente entre los resultados, mostrando 

efectos opuestos cuando fueron consideradas las vías clásica y alternativa (acción 

estimulante para la vía clásica e inhibitoria para la vía alternativa). Se informó también, 

una acción dependiente de la concentración sobre la actividad lítica in vitro, no observada 

en los experimentos in vivo. Esta contradicción ha sido explicada en función de la 

complejidad química de los extractos, en los que las acciones de las diferentes sustancias 

en diversos sitios de la cascada de activación del complemento pudieran resultar 

antagónicas288. 



 

 
(A) 

 
(B)           

Figura 18. Inhibición del sistema del complemento (vía clásica) por el extracto fluido en 
etanol 70% de hojas de Tamarindus indica L., sus fracciones de acetato de etilo y  
n-butanol, y la quercetina (A). Valores estimados de las IC50 (B).  
Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey (HSD), p< 0.05). 
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Aunque en órganos diferentes, estas evidencias experimentales permiten suponer que, la 

diversidad y complejidad del fitocomplejo del tamarindo actúa de manera simultánea y 

opuesta en diversos puntos de la cascada de activación del sistema del complemento. 

A la luz de estos resultados, se puede afirmar que el extracto fluido de hojas de tamarindo 

y sus fracciones, no aportan a la actividad antimicrobiana por activación del sistema del 

complemento (vía indirecta). Por ello, la acción antimicrobiana de las hojas del tamarindo 

debe ser valorada como resultado de la acción citotóxica directa del conjunto de 

metabolitos que producen, cuyas influencias fueron explicadas en el acápite anterior.  

No obstante, a pesar de no tener influencia sobre la actividad antimicrobiana, la acción 

anticomplementaria (vía clásica) mostrada por los extractos del tamarindo, unida a las 

evidencias de inactivación del óxido nítrico, permiten considerarlos como posibles agentes 

antiinflamatorios, potencialmente efectivos contra diversas patologías, entre ellas, las 

autoinmunes. La potencial acción farmacológica sería el resultado de una mezcla de 

diferentes sustancias que ejercen su efecto mediante una compleja red de mecanismos de 

acción. A estas evidencias experimentales se le adiciona además, el hecho de que las hojas 

del tamarindo son altas productoras de flavonoides, compuestos reconocidos como agentes 

antiinflamatorios289,290 al ser potentes inhibidores de la ciclo-oxigenasa 2 (Cox-2)291. En 

consecuencia, el estudio de la modulación de la relación balance oxidativo-respuesta 

inflamatoria por formulaciones de las hojas de Tamarindus indica L., introduciría nuevas 

perspectivas con relación a las potencialidades terapéuticas de la planta. 

El empleo de las hojas de Tamarindus indica L. por parte de la población cubana 

permanece aún en un nivel empírico. El presente trabajo constituye una contribución al 

estudio de su composición fitoquímica y de sus propiedades antioxidantes y 

antimicrobianas. Se demuestra que ambas actividades están sustentadas por la acción de 

varios tipos de metabolitos y no exclusivamente por los fenoles y flavonoides como se 

había sugerido con anterioridad. La diversidad química de los metabolitos presentes, y su 

variabilidad estacional requiere continuar profundizando en el papel, a nivel molecular, 

que éstos aportan a las actividades etnobotánicas atribuidas a la planta, lo que permitirá 

además de fundamentar el uso etnomedicinal que tradicionalmente ha recibido, establecer 

las premisas científicas para su introducción como alternativa terapéutica en el sistema de 

salud cubano. 
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CONCLUSIONES 

1. El estudio fitoquímico de las hojas de Tamarindus indica L., reveló la existencia de 

veintiún compuestos orgánicos estructuralmente diversos, y de elementos 

inorgánicos, que constituyen un primer informe para la especie y/o órgano en estudio. 

Su presencia y la de otros compuestos químicos identificados, como flavonoides y 

ácidos grasos, permite relacionar el fitocomplejo en cuestión con la potencial 

actividad antioxidante y antimicrobiana referida por la población en el empleo 

etnobotánico de la especie.  

2. La evaluación de la influencia de las variables concentración de etanol y tiempo de 

humectación en el proceso de extracción de los metabolitos activos de las hojas de 

Tamarindus indica L., permitió diseñar un método sencillo, económico y eficiente, 

que combina la utilización de etanol al 70 % como solvente y un tiempo de 

humectación de 90 minutos, para la obtención de una forma farmacéutica con 

elevadas concentraciones de fenoles y flavonoides totales, sólidos totales, y una 

fracción significativa de minerales.  

3. La caracterización del extracto fluido en etanol al 70% de hojas de Tamarindus 

indica L. y sus fracciones, permitió comprobar la existencia de una amplia diversidad 

fitoquímica, en la que se destaca la presencia de compuestos mayoritarios como 

ácidos grasos, sustancias flavonólicas y minerales, cuyas concentraciones varían en 

las distintas fases del ciclo vegetativo-floración-fructificación. La mayor 

acumulación de metabolitos se observó en la etapa de fructificación. 

4. El extracto fluido en etanol al 70% de hojas de Tamarindus indica L. mostró una 

buena actividad antioxidante en los modelos in vitro ensayados, en varios de ellos a 

concentraciones inferiores a sus fracciones. La evaluación de la inhibición de la 

producción de óxido nítrico evidenció un comportamiento diferente al resto de los 

ensayos, confirmando que la capacidad antioxidante, no depende exclusivamente de 

la concentración de fenoles y flavonoides totales.  

5. La actividad antimicrobiana de las hojas de hojas de Tamarindus indica L.  se asocia 

a la acción directa de los componentes presentes en los extractos y no a la 

estimulación del sistema del complemento. La fracción más activa resultó ser la de 

aceites volátiles, mientras que los extractos de menor efectividad correspondieron a 

aquellos que emplean la droga fresca y métodos domésticos para su elaboración. 
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RECOMENDACIONES 

1. Extender los estudios de la actividad antioxidante de hojas de Tamarindus indica L. a 

modelos in vivo, en los que se demuestre además, la actividad hepatoprotectora de 

los extractos, así como investigar los mecanismos moleculares mediante los cuales 

ejerce su acción. 

2. Evaluar el posible efecto antiinflamatorio de hojas de Tamarindus indica L. sugerido 

de la combinación de los efectos inhibitorios sobre el óxido nítrico y de la acción 

inhibitoria del sistema de complemento. 

3. Introducir el extracto de hojas de Tamarindus indica L. como terapia alternativa al 

tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo en la atención 

primaria de salud. 

4. Diseñar formulaciones farmacéuticas sólidas que permitan la eliminación del 

solvente alcohólico y la acidez del extracto, aumentando así las posibilidades de 

introducción en el mercado. 
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ANEXO I 

I.a  Estructuras químicas de los metabolitos identificados en las hojas de Tamarindus indica L. 
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I.b  Estructuras químicas de los polifenoles y flavonoides informados en las hojas de 
Tamarindus indica L. 
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ANEXO II 

Evaluación de la toxicidad aguda oral del extracto fluido en etanol al 70% de hojas de Tamarindus 
indica L. 
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ANEXO III 

Evaluación de la irritabilidad de la mucosa oral producida por extracto fluido en etanol al 70% de 
hojas de Tamarindus indica L. 
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ANEXO IV 

Validación del método de determinación de fenoles totales por reacción con el reactivo de Folin 
Ciocalteau en el extracto fluido en etanol al 70% de hojas de Tamarindus indica L. 

 

Registro de datos en el cálculo de la linealidad del sistema y del modelo. 

Sistema (ácido Tánico) Método (3mL Muestra + ácido tánico) 
Ca (µg) Abs Cr (µg) CVFR % Rec. Ca (µg) Abs Cr (µg) CVFR % Rec. 

4 0,228 3,99 0,06 99,75 15 0,018 14,79 0,26 98,60 
6 0,333 6,01 0,05 100,17 30 0,052 29,90 0,29 99,67 
8 0,446 8,187 0,06 102,34 45 0,090 45,47 0,35 101,04 
10 0,555 10,28 0,05 102,80 60 0,120 60,59 0,21 100,98 
12 0,637 11,863 0,05 98,86 75 0,154 76,16 0,11 101,55 
14 0,739 13,827 0,05 98,76 90 0,180 90,36 0,19 100,40 
- - - - - 105 0,216 105,02 0,18 100,02 

Coeficiente de Correlación = 0,9991 Coeficiente de Correlación = 0,9999 
Coeficiente de Determinación= 0,9983 Coeficiente de Determinación= 0,9998 
Intervalo del intercepto= - 0,424/0,423  Intervalo del intercepto= - 1,0481/1,0452  
Intervalo de la pendiente= 0,953/1,0472 Intervalo de la pendiente= 0,9898/1,0210 
Análisis de Varianza  pvalor= 0,000 Análisis de Varianza  pvalor= 0,000 

Ca→ Cantidad Añadida Abs→ Absorbancia  Cr→ Cantidad Recuperada 
CVFR→ Coeficiente de Variación del Factor Respuesta % Rec. Por ciento Recuperado 

 

Registro de datos en el cálculo de la selectividad. 

Ca (µg) 0 15 30 45 60 75 90 105 
Absorbancia 0,384 0,402 0,436 0,474 0,504 0,538 0,564 0,600 
D. Estándar 0,0010 0,0012 0,0015 0,0010 0,0006 0,0010 0,0010 0,0006 
CVFR 0,26 0,29 0,35 0,21 0,11 0,19 0,18 0,10 

Coeficiente de Correlación = 0,9984 
Coeficiente de Determinación= 0,9968 

Intervalo de confianza del intercepto= 0, 3738/0,3848 
Prueba C de Cochran , pvalor= 0,8024    

Ca→ Cantidad añadida  CVFR→ Coeficiente de Variación del Factor Respuesta 
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Registro de datos en el cálculo de la exactitud. 
 

Cantidad Añadida (µg) Absorbancia Cantidad 
recuperada (µg) 

Desviación 
Estándar 

CVFR % Recuperación 

0 0,384 0,830 0,001 0,26 - 
45 0,474 43,83 0,001 0,21 97,41 
75 0,538 74,41 0,001 0,27 99,21 
105 0,600 105,47 0,001 0,19 100,44 

Coeficiente de Correlación = 0,9985 
Coeficiente de Determinación= 0,9969 

Intervalo de confianza del intercepto= - 4,1457/4,3209 
Intervalo de confianza de la pendiente= 0, 9344/1,0583 

CVFR→ Coeficiente de Variación del Factor Respuesta 
 

Registro de datos en el cálculo de la precisión. 

Cantidad Réplicas/absorbancia 

Añadida(µg) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 CVFR 

15 0,401 0,403 0,403 0,406 0,407 0,407 0,407 0,406 0,406 0,54 

60 0,503 0,504 0,504 0,504 0,505 0,505 0,507 0,507 0,505 0,27 

105 0,600 0,600 0,601 0,603 0,603 0,603 0,605 0,605 0,604 0,32 

Prueba C de Cochran pvalor= 0,4987 

CVFR→ Coeficiente de Variación del Factor Respuesta 

 

 

Registro de datos en el cálculo de la Robustez. 

Experimento Tiempo (días) Analista Experimento Tiempo (días) Analista 
A1 A2 A1 A2 

1 0 0,339 0,347 3 0 0,339 0,347 
1 0 0,340 0,348 3 0 0,340 0,349 

1 0 0,341 0,349 3 0 0,341 0,348 

2 15 0,347 0,343 4 15 0,349 0,345 

2 15 0,347 0,344 4 15 0,349 0,343 

2 15 0,349 0,345 4 15 0,347 0,344 
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