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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo comparar los principales
metabolitos activos presentes en flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor
blanca” para aprovechar sus propiedades medicinales.

El material vegetal se obtuvo del distrito de San Marcos, provincia de San Marcos,
Region Cajamarca; utilizando las técnicas de recoleccion, y de acuerdo a los
criterios de inclusion y de exclusion. Para la metodologia se trabajé con 100 g de
polvo de hojas y 100 g de polvo de flores. Para la determinacion de flavonoides se
utilizo la reaccién de cianidina o shivata, para los taninos se utilizé la reaccion de
cloruro férrico al 1%, y para los polisacaridos se utilizé la solucién yodo — diyodo
o0 reaccion de lugol. Para la cuantificacion de flavonoides se utilizd el método
espectrofotométrico, para los taninos se utiliz6 el método tungsto — molibdico —
fosforico, y para los polisacaridos se utiliz6 el método de DNS (acido 3,5 —
dinitrosalicilico). Los resultados mostraron que el polvo de las flores contiene
2,64% de flavonoides, 1,80% de taninos, y 0,1645% de polisacaridos; en el polvo
de las hojas se obtuvo 4,24% de flavonoides, 1,51% de taninos, y 0,1675% de
polisacaridos. En conclusién, las hojas contienen mayor concentracion de
flavonoides vy las flores mayor concentracion de taninos, los que pueden utilizarse

para el tratamiento de muchas dolencias en los humanos dentro de la sociedad.

Palabras Clave: Robinia pseudoacacia “flor blanca”, metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

The present work of research aimed to compare the main active metabolites present
in flowers and leaves of Robinia pseudoacacia "white flower" to take advantage of
its medicinal properties.

The vegetal material was obtained from the district of San Marcos, province of San
Marcos, Cajamarca Region; using the collection techniques, and according to the
inclusion and exclusion criteria. For the methodology we worked with 100 g of leaf
powder and 100 g of flower powder. For the determination of flavonoids the
reaction of cyanidin or shivata was used, for the tannins the ferric chloride reaction
was used at 1%, and for the polysaccharides the iodine-diiodo solution or lugol
reaction was used. For the quantification of flavonoids the spectrophotometric
method was used, for the tannins the tungsto - molybdic - phosphoric method was
used, and for the polysaccharides the DNS method (3,5 - dinitrosalicylic acid) was
used. The results showed that flower powder contains 2,64% flavonoids, 1,80%
tannins, and 0,1645% polysaccharides; in the powder of the leaves, 4,24% of
flavonoids, 1,51% of tannins, and 0,1675% of polysaccharides were obtained. In
conclusion, the leaves contain a higher concentration of flavonoids and the flowers
have a higher concentration of tannins, which can be used to treat many ailments in

humans within society.

Keywords: Robinia pseudoacacia "white flower", secondary metabolites.
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INTRODUCCION

Desde hace muchos afios el hombre ha tenido un papel importante en la busqueda de
informacion de las plantas medicinales, descubriendo sus propiedades y dandole un
valor farmacol6gico. Sin embargo, en la actualidad existen muchos vegetales de los
cuales falta conocer sus componentes fitoquimicos, y que siguen siendo utilizados en
beneficio de la salud por los pobladores rurales, asi tenemos, a Robinia
pseudoacacia “flor blanca”, una especie empleada mayormente como conservadora
de suelos, considerada como leguminosa y que en sus raices posee bacterias fijadoras
de nitrgenol. Cabe mencionar que esta planta es considerada por muchos
pobladores como una planta sagrada por sus propiedades y beneficios medicinales.
La obtencion de estructuras farmacoquimicas nuevas a partir de vegetales superiores,
con actividad biolégica, permite realizar investigaciones en farmacognosia para la
obtencidn de sus principales metabolitos secundarios; y del adiestramiento en el uso
de métodos y técnicas farmacéuticas para su identificacion y cuantificacion?.
Ademas, el conocimiento herbario de las distintas culturas ha ido profundizando y
enriqueciéndose durante muchos afos, consiguiendo clasificar muchas de las
especies vegetales segun sus propiedades medicinales.

El uso de las plantas medicinales es el pilar fundamental de la farmacoterapia actual
y se sabe que su utilizacion, constituye la base de la salud y bienestar, quizas es por
ello que el uso de estas ha ido en aumento en los Gltimos afios en todo el mundo.

Sin embargo, es necesario conocer los metabolitos secundarios que constituyen las



plantas permitiendo asi aplicar estrategias de control de enfermedades,
convirtiéndolas en fuentes potenciales de compuestos que podrian ser empleados en
los campos de Biologia, Agronomia, Medicina Humana y Veterinaria. El interés de
investigar los principales metabolitos secundarios permitird diferenciar sus
propiedades bioldgicas con un valor medicinal y econémico.

Por todo lo anteriormente mencionado, en el presente trabajo de investigacion, se

formul6 la siguiente pregunta:

¢Hay diferencia entre las concentraciones de los principales metabolitos
activos en flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca” para aprovechar

sus propiedades medicinales?

Para dar respuesta al problema planteado se formularon los siguientes objetivos:

Como objetivo general:

- Comparar los principales metabolitos activos presentes en flores y hojas de
Robinia pseudoacacia “flor blanca” para aprovechar sus propiedades
medicinales.

Y como objetivos especificos:

- Identificar metabolitos activos presentes en flores y hojas de Robinia
pseudoacacia “flor blanca” para aprovechar sus propiedades medicinales.

- Cuantificar flavonoides como metabolitos activos presentes en flores y hojas
de Robinia pseudoacacia “flor blanca” para aprovechar sus propiedades

medicinales.



- Cuantificar taninos como metabolitos activos presentes en flores y hojas de
Robinia pseudoacacia “flor blanca” para aprovechar sus propiedades
medicinales.

- Cuantificar polisacaridos como metabolitos activos presentes en flores y
hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca” para aprovechar sus propiedades

medicinales.

Ante lo cual se postuld la siguiente hipdtesis:
- Los principales metabolitos activos de Robinia pseudoacacia “flor blanca” se

encuentran en cantidades mayores en las hojas frente a las flores.



MARCO TEORICO

2.1. Teorias que sustentan la investigacion

Joong K, Myung B, Young K (1995)3 en su investigacion “Composicion
quimica de la flor de acacia (Robinia pseudoacacia)” determinaron la
composicion quimica para utilizar la flor de acacia como alimento. La
composicion quimica mostrd 24,55% de proteina, 8,51% de ceniza, 40,97%
de aztcar total y 160,44 mg de 4cido ascorbico en base a materia seca.’

El azlcar libre estaba compuesto principalmente de fructosa, sacarosa y
glucosa. En la composicion de &cidos grasos, la proporcion de acidos grasos
saturados e insaturados fue de 1,7:1. Los acidos insaturados estaban
compuestos principalmente por acido polienoico en mas del 90%. El
amino&cido se distribuy6 con una relacion de 0,32 de aminoéacidos esenciales
a totales. Elementos importantes de la flor de acacia fueron K, Mg, Ca, Fe y
Na. Los componentes del sabor tales como 24,19% de acido octadecanoico,
9,41% de alcohol bencilico, 7,05% de linalol, 5,43% de heptacosano y 4,28%
de geraniol fueron identificados como los principales compuestos volatiles de

la flor de acacia.

Talas-Ogras T et al (2005)* en el estudio “Actividad antibacteriana de las

proteinas de la semilla de Robinia pseudoacacia” mencionaron que se



aislaron un péptido catidnico de bajo peso molecular a partir de la semilla;
concluyendo que esta especie vegetal contiene metabolitos secundarios que
podrian actuar como antibioticos frente a: Corynebacterium michiganense,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Erwinia carotovora subespecie
carotovora, Pseudomonas syringae pv syringae, Xanthomonas campestris pv

campestris y Escherichia coli.

Nigel C, Peter C, Geoffrey C, Gwilym L (2009)°, en su estudio “Flavonoid
glycosides of the black locust tree, Robinia pseudoacacia (Leguminosae)”
encontraron cuatro glicosidos de flavona aislados a partir de extractos de las
hojas, se caracterizaron por métodos espectroscopicos y quimicos,
encontrando 7 - O - beta - D — glucurono piranosil - (1 - > 2) [alfa - L — ramno
piranosil - (1 - > 6)] — beta — D - glucopiranésidos de acacetin (5,7 —dihidroxi
- 4 - metoxiflavona), apigenina (5,7,4 - trihidroxiflavona), diosmetina (5,7,3 -
trihidroxi 4 - metoxiflavona) y luteolina (5, 7, 3, 4 - tetrahidroxiflavona).
También realizaron la comparacion de la quimica de flavonoides de hojas y
flores de Robinia pseudoacacia utilizando LC - UV y LC - MS mostrando que
la flavona 7 — O - glucdsidos, en particular de acacetin, predominaba en el

primero, mientras que el flavonol 3,7 - di — O - gluc6sidos no predominaba.

Sarikurkcu C, Kocak M, Tepe B, Uren M (2015)® en su investigacion
“An alternative antioxidative and enzyme inhibitory agent from Turkey:
Robinia pseudoacacia L.” tuvo como objetivo evaluar las actividades

antioxidantes y enzimaticas inhibidoras de los extractos de acetato de etilo,



acetona, metanol y agua de las flores de Robinia pseudoacacia L., asi como sus
fenoles totales, flavonoides, taninos condensados y &cidos grasos. Los
compuestos fendlicos y flavonoides totales se encontraron en las cantidades
mas altas en extractos de acetona y metanol, respectivamente. El extracto
acuoso tuvo los niveles mas bajos de tanino fendlico y flavonoide en
comparacion con los otros. En el ensayo de fosfomolibdeno, el extracto de
metanol que se encuentra como el més rico en flavonoides exhibid la actividad
mas alta (110,41 mg de extracto). Por otro lado, el extracto de acetona que es
rico en compuestos fendlicos exhibié el potencial de reduccién mas alto en
ferricianuro de potasio y ensayos FRAP (The ferric reducing ability of plasma)

(300,45 y 231,90 mg de extracto, respectivamente).

Yang S et al (2017), en su estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos
inmunopotenciadores de los polisacaridos de Robinia Pseudoacacia (TRPPS)
en conejos inoculados con una vacuna inactivada contra el virus de la
enfermedad hemorragica del conejo (RHDV). Los conejos se administraron
con la vacuna RHDV junto con concentraciones variables de TRPPS, y sus
muestras de sangre se recogieron en diferentes momentos para analizar la
relacion y el numero de linfocitos sanguineos. Ademas, los sueros se
prepararon y analizaron para determinar el titulo total de anticuerpos y el nivel
de IL - 2, una citocina comunmente utilizada como un indicador de la actividad
inmune. Se demostrd que las diversas vacunas suplementadas con TRPPS son
mas efectivas para mejorar las funciones inmunes de los conejos inoculados en

comparacion con sus equivalentes libres de polisacaridos, con 200 mg/mL de



TRPPS que presentan los beneficios méas pronunciados que eran
comparables a los del propdleo. Ademas, las vacunas inactivadas con RHDV
suplementado con TRPPS podrian mejorar significativamente las tasas de
supervivencia de los conejos inmunizados contra la infeccion por RHDV. El
estudio ofrecié evidencia experimental convincente para el desarrollo de

TRPPS como un nuevo tipo de inmunopotenciador derivado de plantas.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Robinia pseudoacacia “flor blanca”
Arbol originario del centro y Este de Estados Unidos (Pennsylvania y Ohio
por el Norte, Missouri y Alabama por el Sur y Oklahoma por el Oeste)
Actualmente esta naturalizado desde el sur de Canada hasta California,
llegando hasta el norte de Chile y Argentina. Se encuentra muy distribuido
por todo el Perd, especialmente en los andes peruanos. Considerado como
arbol caducifolio de copa ancha y tronco corto muy fisurado. Ramas jovenes
espinosas. Esta leguminosa es un arbol de rapido crecimiento, de corteza
gris y agrietada. EI nombre de Robinia esta dedicado al jardinero francés
Jean Robin, que fue el primero en cultivar este arbol en Europa, y la
palabra pseudoacacia quiere decir ‘falsa acacia’, que es el que le da el

nombre comun®.

Florece en Abril — Mayo, sus flores salen al final de la primavera en racimos

numerosos, blancos, aromaticos y colgantes. Fruto en legumbre de



5 - 10 cm de longitud, aplanado, castafio cuando madura, permaneciendo en

el arbol bastante tiempo. Semillas oscuras®.

Figura 01: Robinia pseudoacacia “flor blanca”

Fuente: Swamy S, Puri S, Kanwar K. Propagacion de
Robinia pseudoacacia. Rev. Agroforestry Systems.
[Internet] 2002; 3 (55): 231 — 78.

2.2.1.1. Descripcién taxonémica

REINO : Plantae.
SUBREINO : Tracheobionta.
DIVISION : Magnoliophyta.
CLASE : Magnoliopsida.
SUBCLASE : Rosidae.
ORDEN : Fabales.
FAMILIA : Fabaceae.
SUBFAMILIA : Faboideae.



2.2.1.2.

TRIBU : Robinieae.

GENERO : Robinia
ESPECIE : Robinia pseudoacacia
Biologia

Arbol caducifolio que puede medir hasta 25 m, espinoso, tiene sistema
radicular robusto, es rastrero y largo, con capacidad para emitir
retofios. Entre los meses de marzo a julio produce una inflorescencia
amplia, con flores en racimos colgantes de 10 - 20 cm de longitud,
con la corola de color blanco y una mancha amarilla. Son muy olorosas
y visitadas por las abejas®.

Su reproduccion es principalmente por semilla, sin embargo, se puede
realizar brotes de la raiz. Tiene un mejor crecimiento y desarrollo en
suelos siliceos, profundos y fértiles. Su longevidad puede llegar entre
200 a 300 afos, cuando crece entre otros arboles opta por una
competencia territorial. Su simbiosis lo realiza con bacterias del género
Rhizobium, formando nodulos radiculares que fijan nitrogeno
atmosférico. En sequias prolongados no soporta su supervivencia, por
lo que busca la frescura de los ambientes fluviales. Tiene resistencia a
las bajas temperaturas del invierno y a las atmoésferas contaminadas,
por lo que muchas ciudades lo utilizan como arbol ornamental urbano.*?
Tiene hojas alternas, de hasta 30 cm de longitud. Poseen 9 - 19 foliolos

elipticos de 3 - 4 cm de longitud, de color verde intenso en el haz y



2.2.1.3.

algo grisaceos en el envés, contraste que se aprecia cuando el viento

agita la copa®.

Distribucion

Originaria de los Estados Unidos, mé&s precisamente de los
montes Apalaches, se ha naturalizado en gran parte de los Estados
Unidos, en el sur de Canaday en Europa, desde el surde
Inglaterra y de Suecia hasta Grecia, Chipre, los montes del sur de Italia
y de Espafia (sobre todo en la vertiente cantabrica y el este)®.

Muy frecuente en el centro de Europa: Francia, Alemania, Bélgica,
Paises Bajos, Rumania, Hungria, norte de Italia, Suizay este de
Austria. Se encuentra también en Turquia, Israel, Tinez, China, Corea
del Sur, Australia, Nueva Zelanda y Chile®.

Esta abundantemente difundida en Argentina, donde se ha
naturalizado en el medio rural. Encuentra buenas condiciones para su
crecimiento en la Region de la Pradera Pampeana de Republica
Argentina, comprendida por las provincias de Buenos Aires, Entre
Rios, Centro - Sur de Santa Fe y Cordoba, y Este de La Pampa. En la
peninsula ibérica, la robinia tuvo uso forestal, restringido a las zonas de
clima mas favorable para la especie. Las plantaciones mas importantes
se realizaron en el norte de la costa atlantica y en el norte de la costa
mediterranea, lugares en los que se naturalizo. No obstante, el uso mas

extendido de la robinia en la peninsula ibérica ha sido el ornamental®.
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2.2.1.4. Uso historico o tradicional
La acacia falsa, originaria de América, fue introducida en Europa a
principios del siglo XVII por Jean Robin, de donde toma su nombre
botanico.®
Sangrando las ramas de las especies Acacia nilotica y la Acacia
arabica se obtiene la goma arabiga utilizada en la composicion de
varios preparados farmacéuticos por sus propiedades emolientes, (til

contra la inflamacion de las mucosas digestivas'®

2.2.1.5. Modo de empleo

- Infusion: Flores: Para la preparacion se hierve 10 gramos en
medio litro de agua y se endulza con miel. Tomar de 1 a 3 tazas

al dia. Se recomienda para casos de bronquitis o tos®.

- Decoccion: Hervir en 250 mL de agua, 25 gramos de flores
secas, durante 15 minutos. Tomarse caliente dos veces al dia en

caso de fiebre8.

- Unguento: Mezclar un poco de goma arabiga en polvo y una clara
de huevo. Aplicar en caso de quemadura como cataplasma

sobre la zona afectada. Evita las ampollas®.

11



2.2.2.

2.2.3.

Metabolitos secundarios

Las plantas contienen productos sintetizados de su metabolismo primario y
secundario, en funcion de su beneficio, a los componentes segundarios son
Ilamados principios activos, provenientes de reacciones Yy oxidaciones
produciendo  polimeros  como  taninos, ligninas, flavonoides y
oligosacaridos.! Los metabolitos secundarios son sustancias quimicas que
pueden o no intervenir en el proceso de desarrollo de las plantas.'? Es
decir no intervienen directamente en el desarrollo, crecimiento y
reproduccion’®. Las principales rutas de biosintesis de metabolitos

secundarios derivan del metabolismo primario del carbono®®,

Clases de metabolitos secundarios

Se tiene cuatro agrupaciones*:

- Terpenos: hormonas, pigmentos o aceites esenciales.

- Compuestos fenolicos: cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

- Glicésidos: saponinas,  glicésidos cardiacos, glicésidos
cianogénicos y glucosinolatos.

- Alcaloides.

12
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Figura 02: Via sintética de los metabolitos primarios y secundarios

Fuente: Llorente B. Aislamiento, purificacion, caracterizacion y produccion in vitro
de peptidasas de alcaucil coagulantes de la leche. Buenos Aires: Universidad
Nacional de La Plata; 2002*°.
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2.2.4. Funcion de los metabolitos secundarios

La mayoria de los metabolitos secundarios cumplen la funcion de:

- Ecologicas, son atrayentes o repelentes de animales, insectos.

Elaboran pigmentos que dan color a flores y frutos.

- Fundamentalmente para la reproduccion, permitiendo atraer a insectos
polinizadores, o a animales que consumen frutos favoreciendo la

dispersion de semillas®.

2.2.5. Componentes activos de Robinia pseudoacacia “flor blanca”

Las hojas y las flores, contienen glucésidos (robinia), flavonoides, tanino y
aceite esencial y se usan para aliviar los espasmos de las visceras
(antiespasmédicas); facilitan el vaciamiento de la bilis (colagogas) y
suavizar la piel y las mucosas (emolientes) en casos de exceso de acido. Se
usan también como estomacales en casos de digestion pesada (dispepsia).
Las irritaciones de la garganta se alivian con gargarismos de infusion de

Acacia®.
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2.2.6. Flavonoides
Son compuestos polifendlicos derivando del fenol (anillo aroméatico con un
grupo hidroxilo), aroméaticos con un grupo cetona y pigmentos de coloracion
amarilla4,
a. Localizacion de la planta
Se encuentran distribuidos en: flores, semillas, frutas. También se

ubican en hojas y exterior de la plantaZ®.

b. Caracteristicas
Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales
cuya funcién es la de proteger al organismo de agentes medio
ambientales como: agentes oxidantes, rayos ultravioletas, polucion
ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos, etc'®.
El ser humano no puede producir estas sustancias quimicas
protectoras, por lo que deben consumirse durante la alimentacion o en

forma de suplementos?®.

c. Estructura quimica
Los flavonoides poseen en su estructura quimica: grupos hidroxilo
fendlicos y de quelacion del hierro, ademas otros metales de transicion,
(con gran capacidad antioxidante). Son caracterizados por ser de bajo

peso molecular®®,
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Figura 03: Estructura base de los flavonoides

Fuente: Pérez G. Los flavonoides: antioxidantes o
prooxidantes. Rev. Scielo. [Internet]. 2003; 22 (1): 48 —
5717,

Los flavonoides son considerados como compuestos de bajo peso
molecular que contienen un esqueleto comdn de difenilpiranos (C6-
C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través
de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los

anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6"'.

d. Clasificacion

- Flavonas: como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en
posicién 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion

C3%,

O

Figura 04: Estructura base de la flavona

Fuente: Cancela M. Flavonoides. [sede Web]. [s.1.]:
Cancela M; 2018,
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- Flavonoles: representados por la quercetina, que posee un
grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo -OH en posicion 3 del
anillo C*°.

OH

Figura 05: Estructura base de los flavonoles

Fuente: Google map. Commons W. Flavan-3-ol. 2018%°.

- Catequinas: conocidos como flavanol, con un grupo -OH en

posicion 3 del anillo C*°.

Figura 06: Estructura de la catequina

Fuente: Google map. Commons W. Flavan-3-ol.
2018%,

- Antocianinas: son pigmentos vegetales de color azulados, rojos
oscuro o0 morado, que contienen las plantas, tienen unido el grupo -
OH en posicion 3 pero ademas poseen un doble enlace entre los

carbonos 3 y 4 del anillo C%.
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Figura 07: Estructura general de las antocianinas

Fuente: Aguilera M, Reza M, Chew R, Meza J.
Propiedades funcionales de las antocianinas. Rev. Ciencias

Bioldgicas y de Salud. [Internet]. 2011; 2 - 720
e. Sintesis
La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina. La
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) cataliza la formacion de acido
cindmico por eliminacion de una molécula de amonio de la
fenilalanina. Esta enzima estda situada en un punto de
ramificacion entre el metabolismo primario y secundario por lo que la
reaccién que cataliza es una importante etapa reguladora en la formacion
de muchos compuestos fenolicos. Los acidos trans - cindmico y p -
cumarico se metabolizan para formar acido ferulico y acido caféico cuya
principal funcidn es ser precursores de otros derivados mas complejos:

cumarinas, lignina, taninos, flavonoides e isoflavonoides*.
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Figura 08: Ruta de sintesis de los flavonoides

Fuente: Soto M. Clase de metabolitos secundarios y
ruta de acido shikimico. [Educacion]. 2013%.

f. Accion farmacoldgica

Los flavonoides tienen alta capacidad de accion farmacoldgica en los
sistemas bioldgicos. Se unen a polimeros biolégicos, como: enzimas,
transportadores de hormonas, y ADN; tienden a quelar iones metalicos
transitorios, tales como Fe?*, Cu?*, Zn?*, catalizar el transporte de
electrones, y depurar radicales libres.! De manera general se podria
decir que presentan las siguientes acciones?®:

- Accidn vitamina P (Factor antiescorbutico)

- Antihemorragicos

- Antiarritmicos
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Protectores de la pared vascular o capilar

Vasodilatador (naringenina, eriodictyol y luteolina)
Antiinflamatoria (isoflavanquinonas, biflavonoides)
Antioxidante (antirradicales libres)

Antihepatotdxicos (flavona, lignanos, derivados de catequinas,
biflavonas, flavolignanos)

Antiviricos

Antimicoéticas (chalconas, Isoflavonas y flavanonas)
Astringentes

Diuréticos

Antiurémicos

Antiespasmadicos (flavonoles)

Antitumoral (algunos flavonoles, flavonas y biflavonas)
Anticancerigeno (quercetina y la rutina)

Antialérgica (Isoflavanquinonas)

Antiagregante plaquetario (antocianosidos y derivados de

flavonas y flavonoles)

g. Meétodo de cuantificacion

Método espectrofotométrico para cuantificar flavonoides
totales expresados como quercetina:

Este método mide la cantidad de intensidad de luz absorbida después
de pasar a través de una solucion muestra en funcion a la longitud de
onda. Es decir, se basa en la relacion que existe entre la absorcion

de luz por parte de un compuesto y su concentracion. Cuando se
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hace incidir luz monocromatica (de una sola longitud de onda) sobre
un medio homogéneo, una parte de la luz incidente es absorbida por
el medio y otra transmitida. La radiacion electromagnética puede
entenderse a partir de los pardmetros de onda sinusoidal clasicos
(como longitud de onda, frecuencia, amplitud de onda y velocidad),
se representa como un campo eléctrico y otro magnético que
estan en fase, con oscilaciones sinusoidales en angulo recto de uno
respecto a otro y respecto a la direccién de propagacion; y no
necesita un medio de apoyo para transmitirse. La componente
eléctrica de la radiacion es la responsable de la mayoria de los
fendmenos que interesan como la transmision, la reflexion, la

refraccion y la absorcion?.

2.2.7. Taninos

Los taninos son compuestos pertenecientes a la familia de los fendlicos
poliméricos, al igual que los flavonoides. Se wunen a proteinas
desnaturalizandolas. Estos compuestos son de origen vegetal, con masa
molecular relativamente elevada, y de sabor astringente!#2,
a. Caracteristicas

- Su caracter hidrosoluble permite que sea de facil extraccion y de

utilidad en diversos usos en la industria quimica y farmacéutica.
- Son de composicion quimica variable distinguiéndose por la

caracteristica comun de ser astringentes.
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- Sus propiedades coagulantes permiten ser utilizados para
interferir en la absorcion de alcaloides y metales pesados.

- Algunas personas con dificultades digestivas pudieran
presentar alguna intolerancia, por lo que deben ser administradas con
precaucion en estos casos Yy las plantas que contienen taninos no
deben ser consumidas por periodos prolongados pues inhiben la
absorcion de algunas vitaminas y minerales.

- Estas propiedades de precipitar los compuestos complejos
(Metales pesados: Fe, Pb, Zn, Cu; Agua de cal y de barita;
Wolframato sodico; Molibdato aménico; Proteinas: polvo de piel,
gelatina, albmina, etc.; Alcaloides, los taninos son contravenenos
eficaces) son utilizadas en la industria para la elaboracion de vinos,
cervezas, para curtir pieles, la elaboracién de tintas y como

mordiente en la industria textil.

b. Estructura quimica
Los taninos son solubles en agua, fécilmente precipitables, al
oxidarse forman flobafenos?.

OH
OH COOH

OH
Figura 09: Acido galico (tanino representativo)

Fuente: Medc. Diccionario  médico ilustrado:
Medciclopedia. [sede Web]. [s.l.]: Medc; 2017%,
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c. Clasificacion
- Los taninos condensados, son polimeros unidas por enlaces C -
C, estos polimeros y oligobmeros de unidades de flavonoides

(unidades flavan - 3 - oles o catequinas) no pueden ser

hidrolizados pero si oxidados, gracias a un 4&cido fuerte
especialmente para la obtencion de antocianidinas®.

El mas estudiado es pentagaloil glucosa (PGG), al que se le reconoce
cierta actividad anticancerigena, antidiabética y antioxidante en

modelos experimentales in vitro?*,

o ¢ ° A__on
HO. ’,J-H e, =0 |
~ AP
r - DH" '#D.- (] g H}H
OH = ‘-
L M
Ho” Y o /o
OH HO OH

Figura 10: 1,2,3,4,6 — pentagaloil - glucosa (PGG)

Fuente: Google. Pentagaloil Glucosa, 2013%.

La actividad anti cancerigena in vivo de la PGG se ha probado para
cancer de préstata y pulmon. No solo impide el crecimiento de
tumores, sino también disminuye su tamafio, impidiendo procesos de
angiogénesis, y supresion de la expresion de oncoproteinas. Otros
estudios exhiben a estos taninos con actividad antitumoral contra

sarcomas?”.
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OH
OH

Figura 11: Procianidina B1

Fuente: Yikrazuul L. [sede Web].
[s.l.]:  Yikrazuul.  Procyanidin
Bl.svg. 20172,

Los taninos hidrolizables, son polimeros heterogéneos,
contienen &cidos fendlicos, sobre todo &acido galico y azucares
simples; son mas pequefios que los condensados y se
hidrolizan maés facilmente®. Esta clase de taninos son los mas
utilizados en la farmacéutica, especialmente por sus propiedades

nutraceuticas.

HO OH
OH

Figura 12: Estructura quimica del &cido 3, 4, 5-
trihidroxibenzoico (tanino hidrolizable)

Fuente: Girbés T, Jimenez P. Avances en Medicina: nuevas
terapias contra algunos tumores. Anales de la Real
Academia de Medicina y Cirugia. 2008; 45: 261-74%7.
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Figura 13: Estructura quimica del acido elagico
Fuente: Commons W. Acido elagico google map. [sede
Web]. [s.I.]: Commons W; 20072,

Florotaninos, esta tercera clase de taninos, recientemente
descubiertos en algas se encuentra presente en algas oscuras del

phyllum Phaeophyta®.

OH
OH
© OH
HO O
O OH
OH

Figura 14: Estructura quimica de ecol (florotanino)

Fuente: Nono N. Chemical structure of eckol. In: Eckol.PNG
[sede Web]. [s.I.]: Nono N; 2010. [Citado el 04 de octubre
del 2018]%.

25



d. Sintesis

Los taninos hidrolizables se producen por una derivacion de la via del
acido shikimico que conduce a la produccion de acido galico (unidad
monomérica fundamental), los florotaninos derivan por la via de la
malonil CoA que produce el bloque de construccion floroglucinol;
mientras los taninos condensados derivan por biosintesis mixta de las
dos rutas anteriores que producen flavan - 3,4 - dioles (unidades

monomeéricas) que luego polimerizan por condensacion®.

| Ciclo de Calvin > Shiquimato

| Fenilalanina |

lFenilalanina Amino Liasa

Salicilatos
& Cinamato — > Cumarinas
Lignanos
\I(Chaloona Sintetasa (CHS)
Chalconas

Dihidroxiflavonoles €— Flayanonas —> Isoflavonoides

7
\]’ Isoflavanos
Antocianidinas Isoflavonas

Cumestanos

Taninos <= gjayan-3 4-diol
condensados

Figura 15: Sintesis de los taninos

Fuente: Leyva E, Navarro G, Loredo S,
Santos M. Ruta de sintesis de
Fenilpropanoides In: fitoesteroides

Byabdfy, ed. Research Gate 2011%,
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. Accion farmacoldgica

Las acciones farmacoldgicas de los taninos podemos destacar sus
propiedades astringentes, tanto por via interna como topica,
hemostaticas, antisépticas y tonificantes. Asi tenemos las siguientes
propiedades medicinales®::

- Para coagular las proteinas de los tejidos y mucosas.

- Crea una capa aislante y protectora que calma la irritacion y el dolor

sobre la piel.

Detener pequefias hemorragias locales.

- Inflamaciones bucales.

- Bronquitis.

- Quemaduras.

- Escaras en piel, heridas.

- Se utilizan para contener las diarreas.

- Antioxidantes.

- Previenen la aparicion de enfermedades degenerativas (cancer) y
cardiovasculares.

- También tiene acciones como: antitumorales, antibacterianas,

antivirales e inhibidores de enzimas, agentes hepatoprotectores,

inhibicion de peroxidacion lipidica, vasodilatacion dependiente de

6xido nitrico, entre otros®.
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f. Método de cuantificacion
- Meétodo del tungsto — molibdico - fosférico
Este método se basa en la reaccion de los compuestos fenolicos con el
reactivo de Folin (tungsto - fosfomolibdico; carbonato de sodio al
20%), el cual produce un complejo de color azul, cuya extincion es
medida a 700 nm, determinando el contenido total de fenoles.
Posteriormente se utiliza una solucion de gelatina al 25 % para
garantizar el secuestro de los taninos, obteniéndose de la diferencia de
ambas determinaciones el porcentaje de taninos reportados como

acido tanico®.

2.2.8. Polisacéaridos

Polimeros de alto peso molecular formados por unidades monosacaridicas.
a. Caracteristicas
- Las pectinas son galacturonanos substituidos muy complejos®3.

- La estructura béasica de la cadena lineal &cida representa el
nacleo de las pectinas, asi como la de las pectinas con

metilacion variable?’.

- Se utilizan tres plantas ricas en inulina, el agave (Agave azul
tequilana), la aguaturma (Helianthus tuberosus) y la achicoria

(Cichorium intybus). El agave se utiliza para la fabricacion de tequila
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mediante fermentacion del jugo de agave por la levadura
Kluyveromyces marxianus que se encuentra de manera natural en la
superficie de la planta. La achicoria es la fuente méas utilizada para

la obtencion de inulina?’.

- Los oligosacaridos no se hidrolizan ni en el estomago ni en el
intestino delgado, por lo que al igual que las inulinas, gomas y
mucilagos, llegan intactos al intestino grueso en donde son

fermentados por la flora intestinal?’.

b. Estructura quimica

Las pectinas estan constituidas por una cadena lineal de &cido D-
poligalacturénico con uniones a (1 -4) con ramificaciones de azlcares

de distinto tipo?’.

COO0OH COOCHS3

OH OH
O Q
,\ OH OH OH OH ‘f
O o o o O o O
OH COOCH3 OH COOH

Figura 16: Estructura basica de las pectinas

Fuente: Zegada V. Extraccién de pectina de residuos de
cascara de naranja por hidrdlisis éacida asistida por
microondas. Rev. Scielo. [Revista en Internet]. 2015; 1
(15): 65 — 7%,
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La inulina de achicoria estd formada por dos tipos de estructuras,

mezcladas, denominadas GpyFn y FpyFn.
GpyFn: a - D - glucopiranosil -[B - D - fructofuranosil] n-1-D
- fructofuranosido FpyFn: (B - D - fructopyranosil -

[a - D - fructofuranosil] n - 1 - D - fructofuranosido. EI numero de

unidades de fructosa va desde 2 a méas de 70%’.
HO——CH,
'—o 0
. >Q>(
HO — HO —
OH e OH | r\u,
"°—”:‘><o "0—”:‘><o o
& ] - |i °'=:|
m—u)cXOM HO—H,C o) o
7 ><L- o
l

GpyFn FpyFn

)
)
o

Figura 17: Estructura basica de la inulina

Fuente: Girbés T, Jimenez P. Avances en Medicina:
nuevas terapias contra algunos tumores. Anales de la
Real Academia de Medicina y Cirugia. 2008; 45: 261

- 7497,

Los fructooligosacaridos mas habituales en los alimentos son

kestosa (GF2), nistosa (GF3) y fructosil - nistosa (GF4).
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Figura 18: Estructura basica de los fructooligosacaridos

Fuente: Girbés T, Jimenez P. Avances en Medicina: nuevas terapias contra
algunos tumores. Anales de la Real Academia de Medicina y Cirugia. 2008; 45:
261-7497,

Los galactooligosacaridos (GOS) son carbohidratos formados por
unidades de galactosa formados a partir de lactosa, por lo que tienen
una glucosa terminal. El proceso consiste en la transferencia de unidades
de galactosa a una unidad de lactosa [B-D-Gal (1-4)-a-D-glu] con
lo que se obtiene el galactooligosacarido [a.-D -Glu (1-4) -

((B - DGal (1 - 6) -) n], siendo n = 2 - 527,

La enzima responsable de esta transferencia es la B - galactosidasa
denominada también lactasa. Estos productos se encuentran en la leche
pero se puede preparar facilmente mediante la incubacion de la lactosa

con el enzima?’.
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Lactosa
B-D-Gal(1-4)-a-D-glu

B-galactosidasa
{lactasa)

Galactooligosacaridos
a-D-Glu(1-4)-((B-D-Gal(1-6)-)n n=2-5

Figura 19: Estructura basica de los galactooligosacaridos

Fuente: Girbés T, Jimenez P. Avances en Medicina: nuevas terapias contra
algunos tumores. Anales de la Real Academia de Medicina y Cirugia. 2008; 45:
261-74%,

c. Clasificacion
- Por caracteristicas estructurales

e Pectinas
Estdn presentes en las paredes celulares de todas las plantas.
Actualmente para su comercializacion se estan utilizados las pieles
de naranjas, limones y manzanas por su riqueza en pectinas y
disponibilidad y por ser subproductos en la fabricacion de zumos.

La extraccion se realiza en caliente y con soluciones acidas?’.
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e [nulinas

Las inulinas o fructanos tipo inulina son carbohidratos

polidispersos de unidades de fructosa unidas porenlaces (3 (2-1)

de origen vegetal?.

e Fructooligosacéridos y galactooligosacéaridos

Los fructooligosacaridos (FOS) son carbohidratos formados por
unidades de fructosa en nimero variable (de 3 a 5) unidas a una
unidad de glucosa terminal, que se encuentran en los vegetales y

que pueden aparecer en procesos de degradacion industrial?’.

e Hemicelulosa
Mezcla de polimeros quimicamente heterogéneos Representan
15-35% de la biomasa vegetal Las mas abundantes son xilanos,
glucomananos y galactoglucomananos (paredes celulares

secundarias)?’.

- Por su composicién

e Homopolisacaridos
Tienen un tipo de monosacaridos, tenemos: Glucano (almiddn,

glicdgeno, celulosa), Fructano (inulina), Galacturonano?’.
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e Heteropolisacaridos

Tienen mas de un tipo de monosacéridos, tenemos: Xiloglucano,

Arabinoxilano, Galactomanano?’.

d. Sintesis

Las pectinas son sintetizadas en el cis - Golgi, posteriormente son
metilesterificadas en su carboxilo C-6 en el Golgi medio por las pectin
metiltransferasas (PMT) y modificadas por la adicion de cadenas
laterales al esqueleto en el trans Golgi, dando lugar a RGI, RGII y

xilogalacturonanos®.

Las inulinas se sintetizan de manera natural y artificial a partir de
unidades de sacarosa con donadores de fructosa mediante las enzimas

sacarosa-sacarosa fructosil-transferasa?’.

La sintesis de los polisacaridos se da por la union de las moéleculas de

glucdgeno hasta formar el almidon?”.

e. Accién farmacoldgica

- Las pectinas poseen diversos efectos en la ingestion de los alimentos.
Unos son por la naturaleza polisacarida polihidroxilada que les
permite retener grandes cantidades de agua y ademas de otras

substancias, en particular toxicos y metales?”.
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- Las pectinas reducen la velocidad de digestion en el estbmago y en
el intestino delgado al inmovilizar nutrientes por adsorcion con
lo que reducen también la velocidad de la absorcion de los productos

de la digestion por la mucosa intestinal?’.

- Laingestién de oligosacaridos, al promover la reduccion del pH por
la incrementan fermentacion la absorcion de dos minerales esenciales

como son el calcio y el hierro?’.

f. Técnica para su identificacion y cuantificacion

Los azucares reductores poseen un grupo carbonilo libre formando un
grupo hemiacetal que le confiere la caracteristica de poder reaccionar con
otros compuestos. A través del método de Miller o DNS (&cido
dinitrosalicilico) como reactivo tiene la capacidad de oxidar los azucares
reductores mostrando un comportamiento diferencial hacia mono y
disacéridos, dando resultados colorimétricos que se puede medir con una

longitud de onda de 575 nm.

Su fundamento es a través de la disolucion alcalina el azlcar, se hidroliza
produciendo un compuesto que se reduce a un grupo nitro del DNS, para
dar el producto monoamino correspondiente. Esta reaccion da un

producto colorido en solucion alcalina®.
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I1l. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1. Unidad de analisis, universo y muestra

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

Unidad de anélisis

Flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”, procedente del
distrito de San Marcos, provincia de San Marcos, Region Cajamarca.
Universo

Constituido por todas las plantas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”.
Muestra

- Muestra Vegetal

Se utilizd 5 kg de flores y 5 kg de hojas de Robinia pseudoacacia
“flor blanca”, procedentes del distrito de San Marcos, provincia de
San Marcos, regioén de Cajamarca, para obtener extracto acuoso al
20% en cada muestra.

La muestra se recolect6 durante los meses de setiembre a noviembre,
en horas de la mafiana (antes del medio dia).

Para la seleccién de la muestra, se tuvo en cuenta los siguientes

criterios:

a. Criterio de inclusion: se seleccionaron flores y hojas libres de
enfermedades, exentas de microorganismos y en buenas
condiciones.

b. Criterio de exclusion: flores y hojas con presencia de

enfermedades, con microorganismos, y maltratadas.
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3.2. Método de investigacion
3.2.1. De acuerdo al fin que se persigue
Basica, ya que estuvo encaminada a ampliar el conocimiento cientifico,
explorando mas y nuevas teorias para transformar las ya existentes.
3.2.2. De acuerdo al disefio de contrastacion
Experimental, porque buscé identificar y cuantificar los principales
metabolitos para aprovechar sus propiedades medicinales manipulando
las variables independientes.
Nivel Exploratorio, porque buscdé demostrar sus propiedades y
beneficios en la medicina tradicional.
3.3. Técnicas de investigacion
3.3.1. Obtencion y preparacion de la muestra vegetal
- Recoleccidn y seleccion de la muestra vegetal:
Las flores y hojas verdes se recolectaron directamente de la planta
dentro del valle de Cajamarca, y se colocaron en un recipiente de
madera, luego se seleccionaron las flores y hojas que no estuvieron
maltratadas.
Se recolectaron aproximadamente 5 kg de las flores y 5 kg de hojas
de Robinia pseudoacacia “flor blanca”, luego se acomodaron en
recipientes no sintéticos y rotulados, los que fueron trasladados hacia
el laboratorio en condiciones frescas sin exponerlos directamente al

sol.
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Una vez en el laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la
Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo, se procedi6 a la
limpieza y seleccion de las flores y hojas verdes segun los criterios
de inclusion.
Limpieza de la muestra:
Las flores y hojas verdes se sometieron a un procedimiento de
limpieza, utilizando hipoclorito de sodio al 0,5% extraido de
un producto comercial llamado “Clorex” (cuya concentracion es de
4%). Para obtener dicha solucion, se utilizé la siguiente formula:
V1= (V2*C2)/C1
V1 = (1000 mL * 0,5%)/4%
V1=125mL
Donde:
V1 =Volumen del producto Clorex
V2 = Volumen a utilizar para la nueva solucion
C1 = Concentracion del V1
C2 = Concentracion del V2
Por lo tanto, se necesitd 125 mL de hipoclorito de sodio del producto
comercial al 4% para la solucion respectiva. Y de agua destilada se
necesito c.s.p. 1000 mL.
Secado
Para el secado se colocO bajo sombra y extendidas sobre el papel

Kraft, aproximadamente por 15 dias.
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- Pulverizacion de la muestra
Las hojas y flores de Robinia pseudoacacia “flor blanca” fueron
trituradas en partes pequefias hasta hacerse polvo.
Para realizar la pulverizacion se utilizd dos morteros, que a través
del pilén se forzaron mecanicamente sobre las hojas y flores (por
separado) hasta obtener polvo grueso con particulas entre 355 -
1000puM. Esto permitié ser mas polar con el agua durante la

extraccion acuosa.

3.3.2. Preparacion y obtencién del extracto:

Este procedimiento se realiz6 por separado:

Se pesd 100 g de polvo de las flores de Robinia pseudoacacia “flor
blanca”, luego se le agregd 500 mL de agua destilada a 70°C,
dejandose dos horas a bafio maria, después de lo cual se filtré tres veces
hasta obtener un extracto purificado.

Se pes6 100 g de polvo de las hojas de Robinia pseudoacacia “flor
blanca”, luego se le agregd 500 mL de agua destilada a 70°C,
dejandose dos horas a bafio maria, después de lo cual se filtré tres veces
hasta obtener un extracto purificado.

Para calcular la concentracion de las muestras se tomd 1 mL de cada
muestra, se colocé en luna de reloj y se llevd a sequedad para
mediante calculos determinar la cantidad de muestra seca por cada mL

de extracto.
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3.3.3. ldentificacion de metabolitos secundarios para las flores y hojas de

Robinia pseudoacacia “flor blanca”

Una vez obtenidos los extractos acuosos de las flores y hojas de

Robina pseudoacacia “flor blanca” se procedid a realizar la

identificacion de los metabolitos secundarios: flavonoides totales,

taninos (condensados e hidrolizables), y polisacaridos.

3.3.3.1L

3.3.3.2.

Determinacion de flavonoides

Para las flores y hojas por separado, se utilizd la reaccion de
cianidina o shivata, para lo cual, se colocé en un tubo de ensayo 3
mL del extracto acuoso de las flores y 3 mL del extracto acuoso de
las hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”, luego se agrego6 5
mL de acido clorhidrico (37%) a cada muestra, y por ultimo se
agregd trozos de cinta de magnesio a cada uno. La reaccion
identifico flavonoides por el cambio de color; la presencia de color

anaranjada - rojiza, indico positivo.

Determinacion de taninos

Para las flores y hojas se utilizo la reaccién de cloruro férrico al 1%
por separado, se colocd 3 mL del extracto acuoso de las flores vy
3 mL del extracto acuoso de las hojas de Robinia pseudoacacia “flor
blanca”, luego se agregd 3 gotas de solucion de cloruro férrico 1% a
cada muestra. La reaccién identificd taninos por el cambio de color,
la presencia de color verde identifico taninos catéquicos, y el azul

para taninos galicos.
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3.3.3.3. Determinacion de polisacaridos

La solucion de yodo - diyodo disuelto en una solucion acuosa
de yoduro de potasio al reaccionar con el almidén produjo un
color violeta. Para las flores y hojas se utilizo la reaccion de
Lugol. Se colocd por separado 3 mL del extracto acuoso de
las flores y 3 mL del extracto acuoso de las hojas de Robinia
pseudoacacia “flor blanca”, se coloco de 2 a 3 gotas de Lugol
(disolucién de yodo y yoduro potasico). La reaccion identifico
polisacaridos por el cambio de color, el azul - violeta indico

la presencia de polisacaridos.

3.3.4. Cuantificacion de metabolitos secundarios

3.3.4.1. Flavonoides

Con el método espectrofotométrico para cuantificar flavonoides

totales:’

Se refluj6 0,5 g de muestra del extracto acuoso 2 h con 20 mL de
acido sulfurico al 10 % y 20 mL de etanol al 50 %, luego se enfrid y
se filtr6 con ayuda de vacio. El residuo se lavé con 30 mL de etanol
al 50 % para desecharlo finalmente; el filtrado se evapor6 en bafio
de agua hasta la mitad del volumen inicial, se enfri6 sobre bafio de
hielo durante 30 min y luego se filtr6, lavando el precipitado
formado con 4 porciones de 10 mL de agua destilada fria (10 a
15 °C). Se eliminé el filtrado y los lavados, y el residuo tanto del

filtro como del recipiente se disolvidé con 70 mL de etanol al 96 %,
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3.3.4.2.

calentando previamente a 50 °C; la solucion se pasé a un
volumétrico de 100 mL y se completd volumen con etanol al 96 %
(solucion muestra). Posteriormente se leyeron las absorbancias a
258 nm empleando como patrén 0,04 g de quercetina, los cuales
se disolvieron con etanol al 96 % hasta completar un volumen de
50 mL; de esta solucion se tomd 1 mL y se diluyé a 100 mL con
etanol al 50 %. El blanco consistio en una solucion de etanol al

50 %.

La expresion empleada para el calculo fue la siguiente:

Am x PR x5
X= x 100
Ar
Donde:
X = Contenido de flavonoides totales expresados como

quercetina (%)

Am = Absorbancia de la solucién muestra (nm)

PR = Peso de la sustancia de referencia (g)
Ar = Absorbancia de la solucién de referencia (hm)
Taninos

Con el método del tungsto — molibdico — fosférico?.

Se agit6 10 g de muestra con 500 mL de etanol al 50 % durante 6 h,

se dejé en reposo 8 h y se agitd nuevamente por 30 min, para
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posteriormente se filtrd. Se transfirieron 3 mL del filtrado a un

matraz aforado de 50 mL y se diluyd con agua destilada hasta enrase.

Fundamento: en este método, los taninos reaccionan con el reactivo
de tungsto — molibdico - fosférico (Folin Ciocalteu) a pH baésico,
dando lugar a una coloracion azul susceptible de una determinacion
espectrofotométrica a 700 nm. Para la cuantificacion de los taninos,
se utiliza una solucion de gelatina al 10% para garantizar el secuestro
de los taninos. El porcentaje de taninos se determina por la diferencia
de los valores de la cuantificacion de los fenoles, a las soluciones
antes y después de la reaccién con la gelatina, cuya absorbancia es

referida al acido tanico y leidas a 700 nm.

Preparacion de la solucion patron:

a) Soluciones patrones de &cido galico y/o tanico: Se preparan una
serie de soluciones patrones con concentraciones de 10, 20, 30,

40 y 50 mg/L, usando la siguiente tabla:

Tabla 1: Preparacion de las soluciones patron para taninos

Patrones Volumen de la Volumende Concentracion

solucién de 50 agua mg/L

mg/L de &cido  destilada

galico/tanico (mL)

(mL)

1 2 8 10
2 4 6 20
3 6 4 30
4 8 2 40
5 10 0 50

Fuente: Gutiérrez Y, Miranda M, Varona N, Tania A. Validacion de 2 métodos
espectrofotométricos para la cuantificacion de taninos y flavonoides (quercetina)
en Psidium guajaba. Rev. Cubana de Farmacia. [Revista en Internet]. 2000; 50 —
522,
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Preparacion del complejo coloreado a partir de las soluciones

patrones para la lectura espectrofotométrica 760 nm.

Tabla 2: Preparacién del complejo coloreado

Concentraciones Vol. Reactivo Solucion  Vol.
Patrones (mg/L) solucion para de final
patron  taninos(mL) Na2COs (mL)
(mL) al
5%

10 2,0 1,0 0,5 10

20 2,0 1,0 0,5 10

30 2,0 1,0 0,5 10

40 2,0 1,0 0,5 10

50 2,0 1,0 0,5 10

Fuente: Gutiérrez Y, Miranda M, Varona N, Tania A. Validacion de 2 métodos
espectrofotométricos para la cuantificacion de taninos y flavonoides (quercetina)
en Psidium guajaba. Rev. Cubana de Farmacia. [Revista en Internet]. 2000; 50 —
52,

Finalmente se prepar6 matraces aforados de 50 mL, los cuales

contuvieron:

Tabla 3: Preparacion de las soluciones para taninos

Reactivo Blanco Patrén Muestra
Solucién muestra (Sm) - - 1,0mL
Solucidn de referencia de 4cido - 3,0mL -
tanico
Agua destilada 50mL 2,0 mL 4,0 mL
Reactivo para taninos 2,0 mL 2,0 mL 2,0mL

Se agita y se deja en reposo 5 minutos

Solucidn de carbonato de sodioal 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
20%

Fuente: Gutiérrez Y, Miranda M, Varona N, Tania A. Validacion de 2 métodos
espectrofotométricos para la cuantificacion de taninos y flavonoides (quercetina)
en Psidium guajaba, L. Revista Cubana de Farmacia. 2000: 50 — 5%,

Se completd con agua destilada hasta enrase, se mezcld bien y se

ley6 cada uno a 700 nm.
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Solucion de referencia de acido tanico: se disolvieron 25 mg de acido
tanico en 100 mL de agua destilada, de ahi se cogieron 20 mL y se
completo volumen hasta 100 mL.

Reactivo para taninos: 10 g de tungstato de sodio dihidratado, 0,2 g
de acido fosfomolibdico y 5 mL de &cido fosforico al 85 % en 75 mL
de agua destilada. Se reflujo 2 h y después se complet6 a 100 mL con
agua destilada.

La expresion para los célculos es la siguiente:

Am X P x 1000 x 100
X =

Ap x PM x (100 - p)

Donde:

X = Contenido de taninos en la droga (%)

P = Masa de la sustancia de referencia (g)

Am = Absorbancia de la muestra (hm)

Ap = Absorbancia de la solucion de referencia (nm)
PM = Masa de la droga (Q)

p = Humedad de la droga (%)

3.3.4.3. Polisacaridos

- ldentificacion de los polisacaridos:

Se realizaron extracciones al material vegetal con alcohol etilico
(para eliminar los compuestos fendlicos) y posteriormente los

polisacaridos fueron extraidos con agua a ebullicion hasta por 3
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veces. Los extractos acuosos fueron concentrados hasta obtener
residuos de aspecto ligeramente espeso y los polisacaridos se
precipitaron por adicion de etanol (5 volimenes) y separados

mediante centrifugacion®.
Cuantificacion de polisacaridos. Método de Miller

En este método se utilizd el DNS (4cido 3,5 - dinitrosalicilico)
con la implementacion de una curva patrén, cuyo fundamento
es la capacidad de oxidar los azUcares reductores, mostrando un
comportamiento diferencial hacia mono y disacéridos, dando
resultados colorimétricos que se pudo medir con una longitud de

onda de 575 nm.
e Preparacion del reactivo DNS

Se afiadio 10 g de &cido dinitrosalicilico (DNS) y 300 g de
tartrato de sodio y potasio (sal de Rochelle) a 800 mL de
NaOH 0,5 N, luego se calent6 suavemente hasta disolver los
reactivos. El volumen se complet6 hasta 1,0 L con agua

destilada.
e Preparacion de la curva patron

Se procedi6 a determinar las diferentes concentraciones de
glucosa partiendo de 0,01 % que indica 0,1 gramos en 1000
mL de agua. Posteriormente se tomd alicuotas de 0,1; 0,2; 0,3

y se completd a volumen para 1,0 mL con agua destilada.
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Por dltimo, se afadié el DNS, para ser leidas en el

espectrofotometro.

Tabla 4: Preparacion de las soluciones patrones para elaborar
una curva patron

N°de  Patronde  Agua DNS Concentracion  Absorbancia

Tubos Glucosa ImL 1mL mg/mL
(0,1 g/1000
mL)
1 0,2 0,8 0,5 200 0,062 nm
2 0,4 6 0,5 400 0,078 nm
3 0,6 4 0,5 600 0,120 nm
4 0,8 2 0,5 800 0,161 nm
5 1,0 0 0,5 1000 0,248 nm

Fuente: Cristancho L, Monroy R. Manual de métodos generales para
determinacion de carbohidratos. Primera ed. Colombia 2014. 31 p®%.

e Preparacion de la muestra

Se tom0 1 mL de la solucion acuosa de la muestra, enseguida
se adicion6 1mL del reactivo de DNS y se calentd por 15
minutos en bafio maria. Se dej6 enfriar para luego diluirlo
con 10 mL de agua destilada. Por altimo, se procedi6 a
leer la absorbancia junto con el blanco a la misma longitud
de onda que las muestras para la curva patrén. Para obtener
el resultado se graficd la concentracion en ppm de la
glucosa vs absorbancia de las muestras diluidas a

diferentes concentraciones.
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3.3.5.

Recopilacion y evaluacion de estudios de las propiedades medicinales
de Robinia pseudoacacia “flor blanca”

Los estudios e investigaciones de las propiedades medicinales de Robinia
pseudoacasia “flor blanca” fueron recopilados de buscadores de base
de datos y paginas de journal en internet, entre ellas: Elsevier, Scopus,
Redalyc, Dialnet, Janium. Cuyas citas bibliograficas ampli6 y reforz6
esta investigacion, ademas aclaré la discusion de este trabajo.

Esta informacion base contribuye como guia, sistematiza y organiza la
investigacion para dar una explicacion sobre las propiedades medicinales
de Robinia pseudoacacia “flor blanca” y el uso que de ella hace la
poblacién. El estudio fitoquimico de Robinia pseudoacacia “flor blanca”
es importante ya que mediante €l, es posible la identificacion de los
metabolitos responsables de su accion terapéutica mediante métodos de
extraccion. El interés por determinar la presencia de flavonoides,
taninos y polisacaridos, contribuye a ampliar la informacion de sus
propiedades medicinales, ya que actualmente es insuficiente los estudios

de ensayos clinicos de las bondades que presenta esta especie vegetal.

3.4. Instrumentos, equipos, materiales y reactivos

3.4.1.

3.4.2.

Instrumentos

Ficha de recoleccion de datos.
Software Microsoft Excel.
Equipos

- Agitador magnético (IKA RCT)
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- Balanza analitica (OHAUS)

- Bafio maria (MEMMERT)

- Bomba de vacio de membrana (VACUUBRAND).
- Cocina eléctrica (TELESONIC)

- Espectrofotometro (TERMO SPECTRONIC)

- Estufa (MEMMERT)

- Refrigeradora (COLDEX)

3.4.3. Material

- Materiales de vidrio y otros de uso comun en el Laboratorio de
Tecnologia Farmaceutica.
3.4.4. Reactivos y farmacos
- Cianidina
- Cloruro férrico al 1%
- Lugol 5%
- Carbonato de sodio al 20%
- Acido tanico al 5%
- Acido clorhidrico 0,5%
- Acido sulfurico al 10%
- Acido fosfomolibdico
- Acido fosférico
- Acido 3,5 - dinitrosalicilico (DNS)
- Etano al 50%
- Trozos de cintas de magnesio

- Quercetina
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3.5.

3.6.

- Tungstato de sodio dihidratado
- Tartrato de sodio
- Tartrato de potasio (Sal de Rochelle)

- Hidréxido de sodio 0,5N

Técnicas de analisis de datos
El analisis de datos se realizd en una matriz, mediante comparacion de

tablas, graficos o cuadros informativos utilizando el programa Excel.

Aspectos éticos de la investigacion

Se tuvo en cuenta el cuidado del ambiente, y destreza en la recoleccion de la
muestra vegetal necesarios para no afectar el habitat natural de la especie
Robinia pseudoacacia “flor blanca”, en concordancia con el inciso 3.1, 3.2 del
articulo 3° de la Ley N° 27308, Ley Forestal y de Fauna Silvestre (Norma
actualizada al 03 de agosto del 2010), cuyo contenido dice: “Inciso 3.1. El
Estado promueve el manejo de los recursos forestales y de fauna silvestre en el
territorio nacional, como elemento fundamental para garantizar su desarrollo
sostenible, con la activa participacion de los sectores sociales y economicos del
pais”, “Inciso 3.2. El Estado fomenta la conciencia nacional sobre el manejo
responsable de las cuencas, bosques y fauna silvestre y realiza acciones de
prevencion y recuperacion ambiental”. La Ley tiene por objeto normar, regular
y supervisar el uso sostenible y la conservacién de los recursos forestales y de

fauna silvestre del pais, compatibilizando su aprovechamiento con la
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valorizacion progresiva de los servicios ambientales del bosque, en armonia

con el interés social, econdmico y ambiental de la Nacion.
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IV. RESULTADOS

Tabla 5: Identificacion de metabolitos en flores de Robinia pseudoacacia “flor

blanca”
Flavonoides Taninos Polisacaridos
Extracto acuoso ++ . 3
de flores

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Leyenda:

Muy intenso ++++ (Color anaranjado — rojizo)
Intenso +++  (Color rojizo)

Regular ++ (Color anaranjado)

Poco intenso + (Color anaranjado claro)
Ausente - (sin color anaranjado — rojizo)

Interpretacion: Se observa el resultado de la identificacion de flavonoides, taninos
y polisacéridos en flores de Robinia pseudoacacia “flor blanca”. Teniendo mayor
intensidad de color para taninos, seguidos de los flavonoides, y finalmente estan los

polisacéridos. El nimero de cruces indica referencialmente su presencia.
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Tabla 6: Identificacion de metabolitos en hojas de Robinia pseudoacacia “flor

blanca”
Flavonoides Taninos Polisacaridos
Extracto acuoso ++++ +++ -
de hojas

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Leyenda:

Muy intenso ++++ (Color anaranjado — rojizo)
Intenso +++  (Color rojizo)

Regular ++ (Color anaranjado)

Poco intenso + (Color anaranjado claro)
Ausente - (sin color anaranjado — rojizo)

Interpretacion: Se observa el resultado de la identificacion de flavonoides, taninos
y polisacéridos en hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”. Teniendo mayor
intensidad de color para flavonoides, le sigue los taninos, y finalmente estan los

polisacaridos. EI numero de cruces indica referencialmente su presencia.
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Tabla 7: Concentracion de flavonoides en flores y hojas de Robinia

pseudoacacia “flor blanca”

Flavonoides totales
(Expresados en porcentaje de
Quercetina)

Absorbancia Concentracién
(%)
Flores 1,447 2,64
Hojas 0,901 4,24

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Interpretacion: La tabla 7 muestra la concentracion de flavonoides totales
(expresados en porcentaje de Quercetina) en flores y hojas de Robinia pseudoacacia

“flor blanca”; teniendo las hojas en mayor concentracion.
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Tabla 8: Absorbancia y concentracion de flavonoides en flores y hojas de

Robinia pseudoacacia “flor blanca”

Flavonoides Totales
(Expresados en porcentaje de Quercetina)

Absorbancia

Blanco Patron Muestra Concentracion de
la muestra (%)
Flores 1,241 1,707 1,447 2,64
Hojas 1,241 1,707 0,901 4,24

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Interpretacion: Se observa la absorbancia y concentracion de flavonoides totales
(expresados en porcentaje de Quercetina) en flores y hojas de Robinia pseudoacacia

“flor blanca”; teniendo las hojas mayores porcentajes.
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Tabla 9: Concentracion de taninos en flores y hojas de Robinia pseudoacacia

“flor blanca”

Taninos
Absorbancia Concentracion %
Flores 0,065 1,80
Hojas 0,054 1,51

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Interpretacion: Se observa la concentracidn de taninos en flores y hojas de Robinia

pseudoacacia “flor blanca”; teniendo las flores mayor concentracion.
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Tabla 10: Absorbancia y concentracion de taninos en flores y hojas de Robinia

pseudoacacia “flor blanca”

Taninos Totales

Absorbancia

Blanco Patron Muestra Concentracion de
la muestra (%)
Flores 0,050 0,190 0,065 1,80
Hojas 0,041 0,192 0,054 1,51

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Interpretacion: Se observa la absorbancia con sus respectivas concentraciones de
taninos totales en flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”; teniendo

las flores mayores porcentajes.
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Tabla 11: Concentracion de polisacaridos en flores y hojas de Robinia

pseudoacacia “flor blanca”

Polisacaridos

Absorbancia Concentracién %
Flores 0,357 0,1645
Hojas 0,363 0,1675

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Interpretacion: Se observa la absorbancia con sus respectivas concentraciones de
polisacaridos en flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”; teniendo las

hojas mayores porcentajes.
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Tabla 12: Absorbancia y concentracion de polisacaridos en flores y hojas de

Robinia pseudoacacia “flor blanca”

Polisacaridos Totales

Absorbancia

Blanco Patron Muestra Concentracion de
la muestra (%)
Flores 0,0 0,004 0,357 0,1645
Hojas 0,0 0,004 0,363 0,1675

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Interpretacion: Se observa la absorbancia con sus respectivas concentraciones de

polisacaridos totales en flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”;

teniendo las hojas ligeramente mayores porcentajes.
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Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio.

Figura 20: Curva patron para la cuantificacion de polisacaridos en
flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”

Interpretacion: Se observa la regresion lineal de la curva patrén de polisacaridos
en flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor blanca”, existiendo una relacion
directa de la concentracion de polisacaridos, es decir, a mayor absorbancia se tiene
mayor concentracion. La curva patrén alcanzé un valor de R? de 0,9917, esto

representa el porcentaje de la varianza justificado por la variable independiente.
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DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad comparar los principales
metabolitos activos presentes en flores y hojas de Robinia pseudoacacia “flor
blanca” para aprovechar sus propiedades medicinales, trabajdndose con 100 g de
polvo de hojas y 100 g de polvo de flores. En la tabla 5 se muestran los resultados
de la identificacion de metabolitos en flores, observandose poca presencia de
flavonoides y taninos, y nulo de polisacaridos; resultados similares a los obtenidos
por Joong K et al (1995), quien determind poco contenido de flavonoides en flores.
Mientras que en la tabla 6, la identificacion de metabolitos en hojas arroja presencia
importante de flavonoides y taninos con ausencia de polisacaridos; esto puede ser
corroborado con Nigel C et al (2009), que durante su investigacion para la
caracterizacion de flavonas y otros metabolitos de las hojas de robinias, menciona
haber encontrado en altas cantidades de flavonoides en hojas y flores. Es innegable
la importancia de los flavonoides y taninos vegetales que han logrado a través del
tiempo la utilizacion en diversas dolencias del ser humano, y conforme se ha
ahondado su conocimiento y encontrado aplicaciones multiples de sus propiedades
medicinales se esta logrando utilizarlo progresivamente para rescatar la medicina

tradicional®.

Con respecto a la identificacion de flavonoides, la coloracion rojo intenso indica
presencia de éstos mediante la reaccion shivata. La tabla 5 muestra poco contenido
en flores, mientras que en la tabla 4 se evidencia alto contenido en hojas; este

resultado concuerda con lo mencionado por Nigel C et al (2009), quienes realizaron
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una comparacion de contenidos de flavonoides mostrando que predominaba mas en
hojas que en flores.® La cuantificacion de flavonoides, de acuerdo a la tabla 5, se
evidencia una importante concentracion en flores y hojas, siendo estas ultimas las
que contienen mayor porcentaje; siendo de vital importancia para su uso en
medicina natural. Los flavonoides tienen en su estructura quimica un numero
variable de grupos hidroxilo fenélicos con excelentes propiedades de quelacion del
hierro y otros metales de transicion, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante y antibidtica. Lo cual indica que las hojas pueden ser una alternativa
inhibitoria de agente antimicrobianos, tal como lo demuestra Sarikurkcu C et al
(2015), cuyo estudio marcé actividad antioxidante e inhibitoria de las flores de
robinias en ciertos crecimientos poblaciones de cultivos bacterianos. Esto puede
deberse a que tienen funciones inmunoestimulantes, disminuyendo de manera
significativa los niveles de interleucinas 6 y 8 y del factor de necrosis tumoral,
incrementando la sintesis de interleucina 2 como lo demuestra Yang S et al (2017),
en su investigacion con conejos administrados con extracto de Robinia
pseudoacacia “flor blanca” contra el virus de la enfermedad hemorragica del
conejo.” Por otro lado, Sarikurkcu C et al (2015), al evaluar el contenido de
flavonoides encontré altas cantidades en hojas, lo que concuerda con el presente

estudio; sin embargo, no sucedié con el contenido de taninos siendo lo contrario®.

En tanto, la concentracion de taninos de acuerdo a la tabla 9, indica menor
proporcidn tanto en hojas como en flores, en comparacion con los flavonoides. al
identificarse el contenido de taninos basado en un modelo patrén positivo de

comparacion establecidos, es validada por estudios de la presencia de estos
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metabolitos, tal como ha sido investigado por Nigel C et al (2009), quien identifico
taninos y flavonoides a partir de extractos de hojas de robinias®. Los taninos son
compuestos quimicos complejos resultantes de la combinacién de fenoles y
azUcares, tienen masas moleculares relativamente elevadas, capaces de precipitar
ciertas macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosa, gelatina), son también
agentes quelantes; se oxidan con facilidad, sobre todo en medio acido, y pueden
actuar como reductores de ciertos compuestos. Los taninos se disuelven en agua
formando disoluciones coloidales, son solubles en alcoholes y en acetonal®. Tienen
actividad anticancerigena, probandose en tumores de prostata y pulmon; muchos
estudios indican que los taninos de las acacias tienen actividad antitumoral contra
sarcomas.?* El tanino se distingue por una reaccion cromatica, con una solucion
FeCls, que al exponerse a la luz se colorea rapidamente al azul con precipitado
negruzco. Estas caracteristicas son de plantas con propiedades antioxidantes y
antinflamatorias procedentes de las semillas de robinias, con efectos protectores en
enfermedades ulcerosas, tal como lo explica Talas T et al (2005)%, los taninos estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, encontrandose mayormente en las
hojas, tallos y frutos, cuya funcién es proteger la especie vegetal de heridas que
sufren y asi evitar el ingreso de microrganismos que puedan causarles dafio”, segun
lo dicho, la accién cicatrizante que posee la especie vegetal en estudio esta

proporcionada por la presencia de estos taninos®.

Por otro lado, en esta investigaciéon, se ha observado minimas cantidades de
concentracion de polisacaridos, tal como se aprecia en la tabla 11, encontrandose
0,1645 %y 0,1675% en flores y hojas, esto concuerda con la investigacion de Yang

S et al (2017), quien demostrd polisacaridos en flores y hojas; las que se utilizaron
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como inmuno estimulante en organismos eucarioticos con equivalentes libres de
polisacaridos a 200 mg/mL.” Mientras que los polisicaridos con cadenas lineales
no se hidrolizan en el estomago ni en el intestino delgado, por lo que llegan intactos
hasta el intestino grueso, en donde son fermentados por la flora bacteriana
intestinal. Por lo que, las hojas y flores de esta especie en estudio se pueden utilizar
en diversos efectos de la digestion, ya que reducen la velocidad funcional en el
estdbmago e intestino durante la digestion de los alimentos?’. Los azlcares
reductores poseen un grupo carbonilo libre formando un grupo hemiacetal que le
confiere la caracteristica de poder reaccionar con otros compuestos. A traves del
método de Miller o DNS (&cido dinitrosalicilico) como reactivo tiene la capacidad
de oxidar los azucares reductores mostrando un comportamiento diferencial hacia
mono Y disacaridos, dando resultados colorimétricos que se puede medir con una
longitud de onda de 575 nm. Cuyo fundamento es a través de la disolucidn alcalina
el azlcar, se hidroliza produciendo un compuesto que se reduce a un grupo nitro
del DNS, para dar el producto monoamino correspondiente. Esta reaccion da un

producto colorido en solucion alcalina®.

Se deduce que los componentes encontrados en las hojas y flores de la robinia son
suficientes para el tratamiento de muchas dolencias en los humanos, siendo una
alternativa como antioxidante, antibacteriano, antitumoral, inmunoestimulante,

astringente, antinflamatorio, cicatrizante y digestivo.

El empleo de plantas medicinales y de productos derivados de las mismas esta
aumentando de manera importante desde hace muchos afios. Esto se debe a una
serie de factores, entre los cuales debemos destacar el conocimiento preciso de su

composicion quimica, y el hecho de que en la actualidad dicha utilizacion se
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fundamenta en numerosos ensayos farmacoldgicos in vivo como in vitro, asi como
en ensayos quimicos. De esta forma, el uso de las especies vegetales medicinales
que se ha venido haciendo en forma empirica y basada en la tradicion tiene hoy una

base cientifica.

De acuerdo con los antecedentes y resultados observados se dice que los
compuestos identificados y cuantificados de la Robinia pseudoacacia “flor blanca”
se encuentran en cantidades mayores en las hojas que en las flores. Por lo tanto, los

resultados pueden justificar el aprovechamiento de propiedades medicinales.
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VI.

CONCLUSIONES

Los principales metabolitos activos estan presentes tanto en hojas como en flores
de Robinia pseudoacacia “flor blanca” para aprovechar sus propiedades

medicinales.

La identificacion y cuantificacion de flavonoides y taninos se encuentran en
mayores concentraciones tanto en hojas como en flores. La cuantificacion de
flavonoides arroj6 en 2,64 % para flores y 4,24 % para hojas. La cuantificacion de

taninos arrojo en 1,80 % para flores y 1,51 % para hojas.

La cuantificacion de polisacaridos estan presentes en Robinia pseudoacacia “flor

blanca” en concentraciones de 0,1645% para flores y 0,1675% para hojas.
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VII. RECOMENDACIONES

Promover la investigacion en especies vegetales para determinar sus propiedades

farmacoldgicas en el tratamiento de afecciones en la salud.

Realizar estudios experimentales con animales de laboratorio para evaluar el efecto

terapéutico por los flavonoides, taninos y polisacaridos.

Continuar con la basqueda de mas metabolitos secundarios con otros métodos
especificos para enriquecer la investigacion en la Robinia pseudoacacia “flor

blanca”.

Ampliar el estudio con Robinia pseudoacacia “flor blanca” para determinar dosis

efectivas y dosis tdxica con el fin de utilizarlos en el control de enfermedades.

Ensayar la identificacion y cuantificacion de pectinas en lugar de polisacaridos

generales.
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ANEXOS



PANEL FOTOGRAFICO

Foto 01: Recoleccion de hojas y flores de Robinia
pseudoacacia “flor blanca”
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Foto 02: Lavado y desinfeccion de hojas y
flores de Robinia pseudoacacia “flor blanca”

Foto 03: Secado de hojas y flores de Robinia pseudoacacia
“flor blanca”
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Foto 04: Preparacion y obtencion del
extracto de hojas y flores de Robinia
pseudoacacia “flor blanca”

Foto 05: Identificacion de flavonoides, taninos y polisacéridos

79



Foto 06: Cuantificacion de flavonoides y taninos
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RESULTADOS CUALITATIVOS DE LOS METABOLITOS ACTIVOS

b

Foto 07: Extracto acuoso de flores y hojas de Robinia pseudoacacia
“flor blanca”

Foto 08: Cuantificacion de flavonoides de flores y hojas de Robinia
pseudoacacia “flor blanca”
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Foto 09: Cuantificacién de taninos de
flores y hojas de Robinia pseudoacacia
“flor blanca”

Foto 10: Cuantificacién de
polisacaridos de flores y hojas de
Robinia pseudoacacia “flor blanca”
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