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CUANTIFICACION DE TANINOS CONDENSADOS EN
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Iris Giovana Mondragon Tarrillo’, Evelyng Del Rosario Taype Espinoza’.

RESUMEN

Se desarrolld y valido la cuantificacion de taninos del extracto hidroalcohdlico, mediante
espectrofotometria ultravioleta-visible, donde el método resulto ser selectivo, lineal, preciso
(repetible y reproducible) y exacto; se obtuvo como resultado para compuestos fendlicos
totales: 13,5158 0,1825 gde 4cido tanico/100 g de corteza; para taninos: 11,8590 0,5453 gde
acido tanico/ 100 g de corteza; y para taninos condensados: 1,62368 0,0784 g de acido tanico/
100 g de corteza.

Palabras clave: Triplaris americana L., cuantificacion, taninos condensados,
validacion.

QUANTIFICATION OF CONDENSED TANNINS IN
Triplaris americana L. (TANGARANA COLORADA)

ABSTRACT
It was developed and validated the quantification of tannins of the hydroalcoholic extract, by
means of ultraviolet-visible spectrophotometry, where the method turned out to be selective,
lineal, precise (repeat and reproduce) and exact; they were obtained as a result for compound
total phenolic: 13,5158 0,1825 g of tannic acid/ 100 g of bark; for tannins: 11,8590 0,5453 g
oftannic acid/ 100 g of bark, and for condensed tannins: 1,62368 0,0784 g of tannic acid/ 100
gofbark.
Key words: Triplaris americana L., quantification, tannins condensed, validation.

INTRODUCCION
Triplaris americana L., conocida vulgarmente como tangarana colorada, santo palo, cumbi,
palo de hormiga, arbol de hormiga, es un arbol mirmecofilo de casi 16 metros de altura.
Triplaris americana L. es una especie endémica de América; crece a los 350 msnm, en los
departamentos de San Martin, Amazonas, Lima, Pasco, Junin, Hudnuco, Loreto y Madre de
Dios; también crece en paises como Panama, Guyana, Guyana Francesa, Surinam, Venezuela,
Brasil, Bolivia, Colombia y Ecuador'.
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En la medicina tradicional peruana se utiliza la decoccion o infusion de su corteza por via oral
para curar infecciones intestinales, fiebre, diarrea, dolor de muelas’. El PRODAPP (Programa
de Desarrollo Alternativo en las Areas de Pozuzo y Pacalzi) para la atencion primaria de la
salud (APS) recomienda el uso de esta planta para el tratamiento de la malaria, en la region
Huénuco'.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar la presencia de taninos
condensados y para realizar la cuantificacion de fenoles totales, taninos y validacion del
método de cuantificacion se utiliz6 el método de Lastra, H., 2000", y para taninos
condensados, el método de Waterman, P.’

PARTE EXPERIMENTAL
Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de Farmacognosia y
Medicina Tradicional, Bioquimica y Botanica de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos.

Materiales y reactivos

Muestra

El material objeto de nuestro estudio estuvo constituido por la corteza de la especie Triplaris
americana L. (polygonaceae), planta femenina, recolectada en el pueblo de Chazuta,
provincia de Tarapoto, departamento de San Martin, en época de verano (etapa de floracion).
Larecoleccion se realizd con GPS de 900 a 1000 metros y coordenadas: 06°50'S 076° 60" W.
Reactivos

Cloruro de fierro (III), tungstato de sodio dihidratado (Merck), gelatina (Aldrich Chemical
Co.), carbonato de sodio, acido fosfomolibdico hidratado (Merck), caolin, cloruro de sodio,
acido clorhidrico qp. (Merck), acido fosforico 85% (Merck), sulfato ferroso heptahidratado.
Seutilizé agua desionizada pasteurizada para todos los experimentos.

Equipos

Espectrofotometro UV-visible (Spectroquant Pharo 300 Merck), estufa (Memmert),
microscopio dptico, balanza analitica de capacidad de 1 mg - 200 g (Ohaus Pioneer).

Métodos de analisis

Elaboracion de extracto

Mil cuatrocientos gramos (1400 g) de la corteza seca y molida de la planta fueron macerados
en aproximadamente 5 L de alcohol etilico 70° durante 10 dias; la solucion resultante se filtro y
se llevé a sequedad total, obteniéndose 400 gramos de extracto seco.

Andlisis histoquimico

En el estudio micromorfologico de la corteza, se realizaron cortes transversales a mano libre,
en los cuales se observaron los caracteres anatomicos internos. El analisis fue realizado en
colaboracion del laboratorio de Botanica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
UNMSM; se empled para el analisis un microscopio optico.

Con el objeto de determinar la localizacion de las proantocianidinas, se efectuaron cortes
sobre partes de la corteza de tangarana colorada. Posteriormente se efectud sobre ellos la
reaccion de la vainillina-HCI. Las células que contienen proantocianidinas tomaron un
intenso color rojizo’.
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Ensayos de caracterizacion para taninos’
Para determinar la presencia de taninos en el extracto hidroalcohoélico desecado, se realizaron
las siguientes reacciones caracteristicas:

Cloruro de fierro (I1I) 5% Gelatina 1%

Bicromato de potasio 5% Polvo de piel

Acetato de plomo 5% Prueba de catequina

Formol clorhidrico Acetato de zinc

Agua de bromo saturado Ferrocianuro de potasio y amonio
Solucion atropina 1% en agua desionizada.  Amonio

Caracterizaciony conversion de proantocianidinas en antocianidinas

La conversion de proantocianidinas en antocianidinas se efectué mediante tratamiento acido.
Se tomo 1 gramo del extracto hidroalcoholico desecado en un tubo de ensayo y se disolvio en
50 mL de HCI 2N. Luego se colocé el tubo con la solucion en bano Maria a 100°C durante una
hora. Las proantocianidinas se transformaron asi en antocianidinas, y fueron extraidas en
alcohol amilico’.

Cuantificacion de compuestos fenolicos mediante método espectrofotométrico

Para la cuantificacion de los compuestos fenolicos del extracto hidroalcohdlico desecado de la
corteza de tangarana colorada, se utilizé el método de Lastra, H., 2000% el extracto
hidroalcohélico desecado fue diluido en agua desionizada pasteurizada (30 mg %). El método
consta de dos etapas: la etapa A donde se cuantifican los polifenoles totales en el extracto
hidroalcohélico desecado, y la etapa B donde se cuantifican los polifenoles residuales después
del secuestro de los taninos con gelatina.

- Ensayo A: Cuantificacion de polifenoles totales

Se midieron exactamente 4 mL del extractoy fueron transferidos a un matraz aforado de 250
mL, diluyendo con agua desionizada pasteurizada hasta enrase. De la solucion anterior se
tomaron porcionesde 1,2, 3,4y 5 mLy sellevaron a matraces aforados de 25 mL.

- Ensayo B: Cuantificacion de polifenoles residuales

Se midieron exactamente 20 mL del extracto y fueron transferidos a un matraz aforado de 250
mL con tapa, adicionandole posteriormente 60 mL de agua desionizada pasteurizada, 50 mL
de solucion de gelatina al 25 %, 100 mL de solucion saturada de cloruro de sodio acidificado y
10 g de caolin; la mezcla se enrasé con agua desionizada pasteurizada. Se tapd y agitd durante
1 hora, dejandose reposar para posteriormente filtrar. Del filtrado se toman 10 mL y se
transfirieron a un matraz aforado de 50 mL completando con agua desionizada pasteurizada.
Luego setomaron 1,2,3,4y5mLy sellevaron amatraces aforados de 25 mL.

-Sustancia de referencia

Se peso 25 mg de acido tanico, se transfirieron a un matraz aforado de 100 mL y se completo el
volumen con agua desionizada pasteurizada. Posteriormente se midieron exactamente 20 mL

Rev Soc Quim Peru. 76 (2) 2010



Cuantificacion de taninos condensados en Triplaris americana L. (tangarana colorada) 141

y se pasaron a un matraz aforado de 100 mL, la mezcla se enras6 con agua desionizada
pasteurizada. De la solucion anterior se transfirieron 0,5; 1; 2; 3;4; 5;6; 7; 8; 9y 10 mL a
matraces aforados de 25 mL.

-Blanco (método A)

Seanaden 1,2, 3,4y 5 mL de agua desionizada pasteurizada a matraces aforados de 25 mL.

- Blanco (método B)

Se adicionaron 80 mL de agua desionizada pasteurizada, 50 mL de solucion de gelatina al
25%, 100 mL de solucion saturada de cloruro de sodio acidificada y 10 g de caolin, la mezcla
se enrasO con agua en un matraz aforado de 250 mL con tapa. Se tapd y agito durante 1 hora, se
dejo reposar y posteriormente se filtro. Del filtrado se tomaron 10 mL y se transfirieron a un
matraz aforado de 50 mL, la mezcla se enrasé con agua desionizada pasteurizada, del que se
tomaron 1,2, 3,4y 5 mLy sellevaron a matraces aforados de 25 mL.

Solucion tungstato-fosfomolibdico

Se disolvieron 10 g de tungstato de sodio dihidratado, 0,2 g de acido fosfomolibdico hidratado
y 5,0 mL de 4cido fosforico al 85% en 75 mL de agua desionizada pasteurizada. La solucion se
llevo a reflujo por 2 horas (hasta aparicion de color amarillo; no verde, ni azul) y se completd
con agua desionizada pasteurizadaa 100 mL.

Desarrollo de color

A cada matraz, se agregd 2 mL de solucion tungstato-fosfomolibdico, se agitd y se dejo
reposar durante 5 minutos. Luego se afiadio 1 mL de solucion de carbonato de sodio  al 20%,
se agitd, enras6 con agua desionizada pasteurizada y homogenizo6. La absorbancia de las
soluciones se leyeron a 700 nm después de transcurridos 2 minutos de la reaccion.

Validacion del método analitico

Para la validacion del método propuesto se siguieron normativas reconocidas de validacion™".
Especificidad

La especificidad del método esta basada en la especificidad de la gelatina por los taninos", por
lo cual los taninos son determinados por la diferencia del contenido total de fenoles y fenoles
residuales luego del secuestro por gelatina.

Con el objetivo de corroborar la eficacia del secuestro de los taninos por la gelatina, se realizo
un analisis por cromatografia en capa fina. Se aplicaron microlitros del extracto
hidroalcohdlico, el extracto tratado con gelatina 5% y el acido tanico, como el patron tratado
con gelatina 5% en cromatofolios con silicagel GF,;,, para luego realizar la separacion de
sustancias por la fase movil: acetato de etilo: metanol: agua (100: 13.5: 10 v/v). Luego fueron
evaluados con reveladores como el cloruro de hierro (IIT) 1%, acido fosfomolibdico 5% y el
reactivo de Folin, el cual se emplea en el desarrollo de color del presente método.

Linealidad

Para comprobar la linealidad del método analitico se probo la linealidad de la sustancia de
referencia (acido tanico) en un rango de concentraciones de 1 a 20 ppm, calculandose la recta
de regresion, el coeficiente de correlacion, el coeficiente de variacion de los factores
respuestas, y los tests de linealidad y proporcionalidad. Los resultados fueron procesados por
el programa microsoft excel 2007 y stat plus 2008.

La linealidad para las etapas A y B del método fueron analizadas realizandole las mismas
evaluaciones.
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Precision
Este parametro incluye la repetibilidad y reproducibilidad.

-Repetibilidad
La repetibilidad se comprobo con 15 réplicas de ensayo, evaluandose el coeficiente de
variacion.

-Reproducibilidad
Para el analisis de la reproducibilidad se realizaron 6 réplicas por analista, en 2 dias de analisis;
realizandose 12 determinaciones en total, a las cuales se les determino el coeficiente de
variaciony las pruebas estadisticas de Fisher y Student.
Exactitud
Para el estudio de la exactitud se emple6 el método de adicion de patrdn a diferentes niveles:
2,0; 2,5 y 3,0 ppm (80, 100 y 120%). Aplicandose las pruebas "t" de Student y la "G" de
Cochran para determinar si existen diferencias significativas entre la recuperacion media y el
100% y si el factor concentracion tiene alguna influencia en los resultados.

Cuantificaciéon de taninos condensados

- Determinacion de taninos condensados (método de la proantocianidina)

Se sigui6 el método de Waterman, P.*"*

-Solucion reactivo para taninos condensados

Se prepara agregando 0,7 gramos de sulfato ferroso heptahidratado a 50 mL de acido
clorhidrico concentrado, llevando a 1000 mL con butanol.

- Obtencion de muestray estandar para andlisis

Se prepar6 una solucion de extracto hidroalcohdlico desecado en agua desionizada
pasteurizada (100 mg %). Se colocan 100, 250, 500 L del extracto diluido en tubos con tapa
rosca. Se pesod 15 mg de acido tanico, se transfirieron a un matraz aforado de 100 mL; la
mezcla se enrasé con agua desionizada pasteurizada. Posteriormente se midieron exactamente
10 mL y se pasaron a un matraz aforado de 100 mL, la mezcla se enrasé con agua desionizada
pasteurizada. De la solucion anterior se transfirieron 100, 200, 300, 400 y 500 L, en tubos
contaparosca.

- Tratamiento de la muestray estindar

Luego se agregaron 7 mL del reactivo a cada tubo (estandar y extracto) y se llevo a ebullicion
en bafio de agua por 40 minutos. Se enfridé y midi6 la absorbanciaa 550 nm.

Analisis estadistico

Los resultados fueron procesados usando los programas microsoft excel 2007 (windows
office) y Minitab statistical software english (versiéon 15.00 para windows XP). Todos los
experimentos se realizaron por triplicado y los resultados expresados como valores promedios
+ desviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION
Del analisis histoquimico
En el estudio micromorfolédgico se visualizo en el corte transversal de la corteza: parénquima
cortical, parénquima medular, xilema, floema, colénquimay epidermis.
En el floema se observo una coloracion rojiza, debido a la reaccion de vainillina con las células
que almacenan taninos; se demuestra la presencia de proantocianidinas.
Del ensayo para caracterizar taninos
En el extracto seco se analizé la presencia de taninos con reacciones cromogénicas y de
precipitacion (tabla 1)
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Tabla 1. Resultados de la determinacion de taninos del extracto hidroalcohdlico desecado

Ensayo Reaccion  Ensayo Reaccion
FeCl; 5% +++ Agua de bromo +++

R. Gelatina +++ Piel de venza +++
Bicromato de potasio 5% +++ Prueba de catequina +++
Acetato de plomo 5% +++ Acetato de zinc +++
Formol clorhidrico Ferrocianuro de potasio

Alcaloide atropina T y amonio e

Leyenda:  +++ Abundante  ++  Moderado + Leve  (-) Ausencia

Del analisis de las antocianidinas
El colorrojo en la fase amilica sugiere la presencia de antocianidinas.

Dela cuantificacion de compuestos fenélicos

Se obtuvieron 13,5158 0,1825 g de acido tanico/ 100 g de corteza para compuestos fendlicos
totales; y 11,8590 0,5453 g de 4cido tanico/ 100 g de corteza para taninos.

- Delaespecificidad

En el caso de ambos secuestros (acido tanico y extracto hidroalcoholico), se obtuvo leve
coloracion para el 4cido tanico mas no para el extracto, con los reactivos empleados.
-Delalinealidad

La curva de calibracion del acido tanico en el rango de concentraciones estudiadas responde a
la ecuacion y=0,0432 x + 0,0163 y un coeficiente de correlacion igual a 0,9993. Al realizar la
significacion estadistica de la varianza de la pendiente se rechazd la hipétesis Ho: (b=0) y el
cero quedd incluido en el intervalo de confianza del término independiente. Los factores
respuestas fueron similares entre si y cercanos al valor de la pendiente y su coeficiente de
variacion fue de 4,67% (tabla 2). De igual modo, en el grafico absorbancia versus acido
tanico, se muestra la linealidad del acido tanico. (figura 1)

Tabla 2. Test de linealidad para el acido tanico

X (ppm) vy (abs) F (y/x)

1 0,050 0,0500

2 0,097 0,0485

4 0,182 0,0455 Desviacion estandar: 0,0021

6 0,278 0,0463 Promedio: 0,0459

8 0,383 0,0479 Coeficiente de correlacion: 0,9993
10 0,464 0,0464 Ecuacion de recta: y =0,0432 x + 0,0163
12 0533 00444 VI =467%

14 0,617 0,0441 Criterio c.v.f. < 5%

16 0,702 0,0439

18 0,798 0,0443
20 0,870 0,0435
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11 y =0,0432 X + 0,0163
0,8

0,6 -
0,4

Absorbancia

0,2

0' — T 1© T 1T 71 L
1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Acido ténico (ppm)

Figura 1. Linealidad para el acido tanico.

Lacurvade calibracion para la etapa A en el rango de concentraciones estudiadas responde a la
ecuacion y=0,1254 x + 0,019 y a un coeficiente de correlacion igual a 0,9994. Al realizar la
significacion estadistica de la varianza de la pendiente se rechaz6 la hipdtesis Ho: (b=0) y el
cero quedo incluido en el intervalo de confianza del término independiente.

Los factores respuestas fueron similares entre si y cercanos al valor de la pendiente y su
coeficiente de variacion fue de 4,29% (tabla 3). De igual modo en el grafico absorbancia
versus extracto, se muestra la linealidad del extracto, en la etapa A. (figura 2)

Tabla 3. Test de linealidad para el extracto, etapa A

x (mL) y (abs) f(y/x)  Desviacion estandar: 0,0058
1 0,143 0,143 Promedio: 0,1339
2 0,270 0,135 Coeficiente de correlacion: 0,9994
3 0.392 0.131 Ecuacion de recta: y =0,1254 x + 0,019
4 0.532 0133 SVL=429%
5 0,639 0’128 Criterio c.v.f. < 5%
0,7
06 4 y =0,1254 X + 0,019
s 05
S
S 04
=
o 03 -
2
< 02
01 -

1 2 3 4 5

Extracto (mL)

Figura 2. Linealidad para método A (polifenoles totales)
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Lacurva de calibracion para la etapa B en el rango de concentraciones estudiadas responde a la
ecuaciony =0,0222 x + 0,0014 y a un coeficiente de correlacion igual a 0,9950. Al realizar la
significacion estadistica de la varianza de la pendiente se rechaz6 la hipdtesis Ho: (b=0) y el
cero quedo incluido en el intervalo de confianza del término independiente.

Los factores respuestas fueron similares entre si y cercanos al valor de la pendiente y su
coeficiente de variacion fue de 4,77% (tabla 4). De igual modo en el grafico absorbancia
versus extracto, se muestra la linealidad del extracto, en la etapa B. (figura 3)

Tabla 4. Test de linealidad para el extracto, etapa B

x (mL) y (abs) f(y/x)  Desviacion estandar: 0,0011
1 0,024 0,024  Promedio: 0,0228
2 0.044 0.022 Coeficiente de correlacion: 0,995
3 0.067 0.022 Ecuacion de la recta: y =0,0222 x + 0,0014
4 0.096 0.024 cvf. =477%
S 0’109 0’022 Criterio c.v.f. < 5%
0,12 y =0,0222 X + 0,0014
5 o1
43 0,08
2 0,06
£
< 0,04
0,02
0
1 2 3 - 5
Extracto (mL)
Figura 3. Linealidad para método B (polifenoles residuales)
-Delaprecision

El coeficiente de variacion de las 15 réplicas de ensayo para el estudio de repetibilidad fue de
2,48 % (tabla 5) y 1,52 % (tabla 6) en el caso de la reproducibilidad; realizandose en este
ultimo los tests de Fisher y Student de los cuales se obtuvieron los valores 0,55 y 1,81,

respectivamente.
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Tabla 5. Estudio de repetibilidad

Numero de réplica % Taninos (t/c)* Numero de réplica % Taninos

1 53,289 9 54,736
2 54,012 10 56,665
3 51,842 11 55,218
4 54,977 12 53,530
5 56,665 13 53,771
6 53,771 14 53,289
7 52,566 15 54,253
8 54,977

Numero de réplicas: n=15 Desviacion estandar de réplicas: 1,3471

Promedio de réplicas: 54,2374 Coeficiente de variacion: 2,48% criterio c.v.f < 3%

* g acido tanico/ 100 g extracto seco tal cual (t/c)

Tabla 6. Estudio de reproducibilidad

Dia % Taninos (t/c)*
Analista 1 Analista 2
53,2890 53,2890 Numero de réplicas: 6 por analista
1 55,9414 53,7712 Desviacion estandar: 0,8297
54,4946 54,7357 Promedio: 54,4343
55,4591 540123 | cvi=152%
2 54.2535 552180 Criterio c.v.f. < 5%
54,0123 54,7357

Prueba t de Student: 0,55 < 1,81 (t calculada < t tabulada) (GL = 10; p = 0,05)
H, aceptada: No existen diferencias estadisticas significativas

Prueba F de Fisher: 1,81 < 5,05 (F calculada < F tabulada) (GL = 5/5; p = 0,05)
H, aceptada: No existen diferencias estadisticas significativas

* g acido tanico/ 100 g extracto tal cual (t/c)

-Dela exactitud
De los resultados de recuperacion en porcentaje se obtuvo una "t" de Student igual a 1,72.
Al aplicar la prueba de Cochran el valor de la "G" experimental resulté 0,14 (tabla 7).
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Tabla 7. Estudio de exactitud por el método de adicion de patron

Concentracion (ppm) % de recuperacion Varianza
2,0 107,6389 100,9259 97,9938 0,4465
2,5 108,7963 101,8519 99,5370 6,0014
3,0 107,6389 97,2222 101,0802 2,3815
8,8294

% recuperacion media (n =9): 102.5206

Prueba t de Student: 1,72 < 1,86 (¢ calculada < ¢ tabulada) (GL = 8; p = 0,05)

H, aceptada: No existen diferencias estadisticas significativas

Prueba Q de Cochran: 0,14 < 0,87 (¢ calculada < ¢ tabulada) (k=3; n=3; p = 0,05)
H, aceptada: No existen diferencias estadisticas significativas

Dela cuantificacion de compuestos fendlicos
Como resultado de la cuantificacion de los compuestos fendlicos, taninos y taninos
condensados, se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 8 y figura 4.

Tabla 8. Fenoles totales, fraccion de polifenoles que precipitan proteinas y taninos
condensados de corteza de Triplaris americana L.

Determinacion Corteza de tangarana colorada
Fenoles totales (g acido tanico/100 g corteza) (700 nm) 13,5158 £0,1825
Fraccion de polifenoles que precipitan proteinas
(taninos: g acido tanico/100 g corteza) (700 nm)
Taninos condensados (método de la proantocianidina.
(550 nm)

11,8590 +0,5453

1,62368 +0,0784

Contenido de compuestos fendlicos

Fenoles Taninos Taninos
totales condensados

Figura 4. Analisis dimensional del contenido de compuestos fenélicos.

CONCLUSIONES
La cuantificacion del extracto hidroalcohoélico dio como resultado: para compuestos fendlicos
totales: 13,5158 0,1825 gde acido tanico/ 100 g de corteza; para taninos: 11,8590 0,5453 gde
acido tanico/ 100 g de corteza; y la determinacion de taninos condensados: 1,62368 0,0784 g
de acido tanico/ 100 g de corteza.
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