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Resumen
El presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad comparar la capacidad anti-

oxidante de los extractos naturales de la sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) frente
a la una de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) determinando su porcentaje de inhibicién
de radicales libres. Con respecto a lo antes mencionado el Ecuador posee una gran biodi-
versidad de plantas con alto contenido antioxidante siendo este un factor importante en
cuanto a la prevencion de radicales libres, que causan procesos de envejecimiento y otras
enfermedades. El estudio se basé en la extraccion de los principios activos de los extrac-
tos naturales de la sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) frente a la ufia de gato
(Uncaria tomentosa Wild.DC) mediante maceracion hidro alcohdlica 3:1 al 96%. Poste-
riormente, la verificacion de dichos principios activos a través de un screening fitoqui-
mico determinando los principales grupos quimicos presentes. Finalmente una compara-
cion de los valores mediante el método de captura de radical DPPH en la cual se empleo
concentraciones del 20 ul, 50 ul, 80 ul y 100 ul dando como resultado que la sangre de
drago (Croton lechleri Mill.Arg) posee un valor de ICso del 11.0404 ug/mL vy la ufia de
gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) del 11.0405 ug/mL, de esa forma se determina que
ambos extractos tienen actividad antioxidante. Con respecto al analisis comparativo del
porcentaje de inhibicién de radicales libres para ambas muestras se determina que la
sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) posee el 94.9460%, y la ufia de gato (Uncaria
tomentosa Wild.DC) el 95.2129%, los resultados obtenidos se analizaron estadistica-
mente por bloques completamente al azar en donde se acepta la hip6tesis alternativa que
sefiala que los extractos utilizados en la investigacion poseen mayor capacidad antioxi-

dante.

Palabras clave: capacidad antioxidante, Croton lechleri Mull.Arg, Uncaria tomen-

tosa Wild.DC, radicales libres, DPPH.
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Abstract
The present research work aims to compare the antioxidant capacity of the natural

extracts of the drago blood (Croton lechleri Mill.Arg) against the cat’s claw (Uncaria
tomentosa Wild.DC) determining its percentage of inhibition of free radicals. With regard
to the aforementioned, Ecuador has a great biodiversity of plants with high antioxidant
content, which is an important factor in the prevention of free radicals, that cause aging
processes and other diseases. The study was based on the extraction of the active princi-
ples of the natural extracts of the drago blood (Croton lechleri Mill.Arg) against the cat’s
claw (Uncaria tomentosa Wild.DC) by means of alcoholic hydro maceration 3:1 to 96%.
Subsequently, the verification of these active principles through a phytochemical screen-
ing by identifying the main chemical groups present. Finally a comparison of the values
by means of the DPPH radical capture method in which concentrations of 20 ul, 50 ul,
80 ul and 100 ul were used resulting in the drago blood (Croton lechleri Mill.Arg) having
an 1Cso value of 11.0404 ug/mL and cat’s claw (Uncaria tomentosa Wild.DC) of 11.0405
ug/mL in this way it is determined that both extracts have antioxidant activity. With re-
spect to the comparative analysis of the percentage of inhibition of free radicals for both
samples it is determined that the drago blood (Croton lechleri Mill.Arg) owns 94.9460%
and the cat’s claw (Uncaria tomentosa Wild.DC) 95.2129%, the results obtained were
statistically analyzed by completely randomized blocks where the alternative hypothesis
is accepted that indicates that the extracts used in the research have greater antioxidant

capacity.

Keywords: antioxidant capacity, Croton lechleri Mill.Arg, Uncaria tomentosa

Wild.DC, free radicals, DPPH.
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CAPITULO |

1.1. Introduccién

Desde los mediados del siglo XX, la fitoquimica vegetal o también conocida como
quimica vegetal ha sido una herramienta de interés para la obtencion de extractos natu-
rales de diferentes plantas, ya que muchas de ellas se las utiliza por sus efectos benéficos
sobre la salud, estos principios activos procesados sirven como medicamentos, los cuales
se basan en conceptos basicos de la polaridad de las moléculas. De acuerdo a los mismos,
se han desarrollado diversas técnicas analiticas de separacion, que facilitan la obtencion
de perfiles quimicos detallados (Lunzhao, Danjuan, Xinhui, Jiahui, Yuping, Yizeng,
Zhuchu & Zhigiang, 2011). En el Ecuador alrededor del 80% de la poblacion utiliza para
su bienestar la medicina ancestral o tradicional que se transmite durante generaciones y
por consiguiente los productos naturales derivados de diferentes plantas medicinales
(Armijos & Patifio, 2010). La Organizacién Mundial de la Salud [OMS] definié como
medicina tradicional el conjunto de conocimientos y de creencias basadas en experiencias
indigenas de diferentes culturas, de tal forma que las plantas medicinales se utilicen con
fines terapéuticos para la prevencion, diagnéstico, mejora o tratamiento de enfermedades
fisicas o mentales (Barros, Jaramillo, San Martin & D’ Armas, 2017). Por tanto las plantas
contienen metabolitos secundarios como taninos, alcaloides, cumarinas, saponinas, flavo-
noides, fenoles que poseen caracteristicas unicas, las cuales brindan actividad antioxi-
dante total o capacidad antioxidante total a la medicion analitica de concentraciones de
radicales de diferente naturaleza, en un sistema oxidativo controlado. La presencia de los
compuestos fendlicos en los alimentos de origen vegetal como son los flavonoides, se les

otorga la capacidad antioxidante (Ciappini, Stoppani, Martinet & Alvarez, 2013).



Por lo tanto en esta investigacion se ha visto la necesidad de estudiar la biodiversidad
que existe en el pais a través de pruebas de laboratorio mediante la comparacion de la
sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) y de la ufia de gato (Uncaria tomentosa
Wild.DC) para determinar cuél de ellos posee mayor capacidad antioxidante, ya que am-

bas son plantas medicinales de la Amazonia ecuatoriana.

1.2 Planteamiento del problema

En los ultimos afos, a través de la existencia de la humanidad sobre la Tierra, una de
las preocupaciones que tiene el ser humano es mantener la salud, ya que en la actualidad
la aparicion de nuevas enfermedades ha llevado al hombre a buscar nuevas soluciones
que no perjudiquen al organismo, es por ello que se ha optado el uso de plantas mediante
ensayos con las mismas, en donde varios cientificos empezaron hace pocos afios investi-
gaciones detalladas de los principios activos de diversas plantas con propiedades medi-
cinales o sus actividades bioldgicas que benefician al ser humano en su vida diaria en

donde prevalezca lo natural y no lo sintético (Rivas, Oranday & Verde, 2016).

Dicho esto, el Ecuador posee una gran diversidad de flora que ha sido reconocida y
estudiada a nivel mundial desde hace mucho tiempo, pero no fue sino hace ocho afios
que, con la publicacion del monumental Catalogo de las Plantas Vasculares del Ecuador,
se documento la presencia de mas de 16000 especies de plantas nombrando asi al Ecuador

un pais mega diverso (Cruz & Tapia, 2018).

En este sentido, Uncaria tomentosa Wild.DC es una planta trepadora lignificada de
America del Sur y Central, que bajo el nombre de “Vilcacora” 0 mas conocida en el pais
como “Ufia de gato” se ha vuelto muy popular en muchos paises debido a que posee un
sin nimero de propiedades como son: inmunoestimulantes, antiinflamatorias, y a su vez
varios estudios han determinado que ha dicha planta se le otorga efectos anticancerigenos

y antioxidantes (Bors, Michatowicz, Pilarski, Sicinska, Gulewicz & Bukowska, 2012).



Estudios recientes han informado que la suministracion de pequefias dosis de sangre
de drago (Croton lechleri Mull.Arg) tienen un efecto antioxidante sobre la mucosa gas-
trica, al observar menor lipoperoxidacion lo que potencia su accién cito-protectora
(Espin, 2017). Por lo tanto en los Gltimos afios se ha observado un aumento considerable
en la obtencion de los extractos naturales de plantas, de igual forma el estudio de sus
partes activas permite conocer alin mas los recursos naturales con que se cuenta y asi
tener un mejor aprovechamiento; proporcionadndoles un mayor valor en diferentes areas

industriales.

Hoy en dia el interés de los antioxidantes naturales es méas fuerte que los sintéticos y
unade las razones mas fuertes se debe a las creencias que tiene el ser humano al consumir
productos de origen natural, ademas que los antioxidantes por Gltimo mencionados no

ofrecen la seguridad adecuada para que sean comercialmente aceptados.

Como sustancias de uso alternativo en la medicina ancestral se encuentra el uso de
antioxidantes que son de procedencia natural, en este trabajo experimental se realizara
una comparacion de los extractos de la plantas amazonicas sangre de drago (Croton lech-
leri Mill.Arg) y de la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC), que empiricamente las

comunidades indigenas ecuatorianas han utilizado de generacion en generacion.

1.3 Formulacion de la pregunta de investigacion

¢Cual de los dos extractos naturales de la sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg)
y de la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) contiene mayor capacidad antioxi-

dante?



1.4 Justificacién

Desde hace décadas se han llevado a cabo considerables investigaciones de plantas
medicinales, asi como en la actualidad varios estudios determinan que las especies vege-
tales son fuente potencial de diversas sustancias con propiedades biolégicas. De modo
que uno de los constituyentes principales de las plantas son los antioxidantes, los cuales
se definen como elementos o sustancias en ciertas cantidades dependiendo de cada espe-
cie que retarda la oxidacion de otras moléculas. Asi mismo, determinados alimentos con-
tienen antioxidantes que acttan protegiendo al organismo de la accién de los radicales
libres los mismos que ocasionan el proceso de envejecimiento, de igual manera el estrés
oxidativo esta relacionado con el origen y evolucién de graves enfermedades como el

cancer entre otras (Benitez, Jaramillo, Rojas de Astudillo, Matute & D'Armas, 2018).

Varias investigaciones se enfocan en la utilizacion de extractos naturales en las que
destacan principalmente los antioxidantes, por lo que un estudio realizado en la sangre de
drago (Croton lechleri Mull.Arg) evaluo la actividad antioxidante, resultando la fraccion
etanolica con mayor actividad antioxidante, a su vez cuenta con propiedades antimicro-
bianas y el latex de la planta posee mayor contenido de polifenoles totales (Salguero,

2016).

Por otra parte las caracteristicas que se le atribuyen a la ufia de gato (Uncaria tomen-
tosa Wild.DC), como inmunoestimulantes y antioxidantes estan probablemente relacio-
nadas con la alta concentracion de flavonoides que intervienen contra las especies reacti-
vas del oxigeno, reduciendo el estrés oxidativo en el proceso inflamatorio (Fernandes &

Oliveira da Silva, 2011).

En ese sentido, se ejecutd el estudio, pretendiendo valorar la biodiversidad del Ecuador
mediante la comparacion de los extractos naturales con el fin de aportar cual de los dos

extractos posee mayor capacidad antioxidante para usos diversos.



1.5 Limitacion del problema

La presente investigacion se realiza en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana sede Cuenca, durante un periodo de seis meses por lo
cual las limitaciones son: espacio fisico, tiempo y reactivos necesarios para llevar a cabo

la investigacion.

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo General

Comparar los extractos naturales de sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) frente
a la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) para la valoracién de mayor capacidad

antioxidante.
1.6.2 Objetivo Especifico

e  Extraer los principios activos de los extractos naturales de la sangre de drago (Cro-
ton lechleri Mill.Arg) y uiia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) por medio de mace-
racion hidro-alcohdlica para valorar sus componentes.

e Verificar los principios activos de los extractos naturales de la sangre de drago
(Croton lechleri Mull.Arg) y de la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) mediante
un screening fitoquimico determinando los principales grupos quimicos presentes.

e Comparar los valores de la capacidad antioxidante mediante un analisis estadistico

estableciendo cuél de los dos extractos tiene mayor capacidad antioxidante.

1.7 Hipotesis

Si uno de los extractos obtenidos de la sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) y
de la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) tienen mayor capacidad antioxidante

entonces se podrian considerar una alternativa natural.



CAPITULO 1l

2.1 Estado Arte

Los estudios realizados de la capacidad antioxidante con respecto a los extractos de
sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) y de ufia de gato (Uncaria tomentosa

Wild.DC) encontramos:

Segun lo indica Altamirano (2015), evaluaron la capacidad antioxidante de cuatro es-
pecies de género Croton en donde cada una de las especies a diferentes concentraciones
se usaron en el espectrometro con el reactivo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) dichas
concentraciones del extracto de cada planta son del: 50 ug/mL, 100 ug/mL, 150 ug/mL,
200 pg/mL, en la investigacion realizada usan como patron de referencia al acido ascor-
bico conocido como vitamina C en las mismas concentraciones dando como resultado
que el género Croton posee mayor capacidad antioxidante frente al mismo. Ademas, para
determinar con mayor precision gque especie contiene mas capacidad antioxidante, se
realizd un analisis estadistico con la ayuda del método de Disefio de Bloques Completa-
mente al Azar-ADEVA- y a su vez el método Analisis de dos series de datos, concluyendo
que en el caso del Croton lechleri Mull.Arg posee mayor capacidad antioxidante con un

porcentaje cerca del 98.65% a 99.55% en la concentracion de 200 ug/mL.



Otros estudios en los ultimos afios que han llevado a cabo los investigadores por sus
propiedades antiinflamatorias, antigenotdxicas son los flavonoides, ya que estos metabo-
litos secundarios brindan proteccién frente a diversos procesos de dafio oxidativo, por
tanto se les otorga una gran capacidad antioxidante. En la actualidad aportan una cierta
cantidad dentro del valor nutricional al ser humano, de cierta forma volviéndose produc-
tos naturales novedosos que busca la sociedad dentro del area alimenticia, en esa misma
linea tenemos a la industria farmacéutica donde el uso de plantas gracias a sus propieda-
des logra que los fitoquimicos sean productos viables al ser humano sin el uso de sintéti-

cos que puedan ocasionar dafios a la salud (Pérez, 2016).

Por otro lado en esta investigacion se determina el contenido de &cido ascorbico,
flavonoides y compuestos fendlicos totales; asi como la evaluacion de la actividad anti-
oxidante de los extractos hidro-alcohélicos de seis plantas peruanas entre ellas la Uncaria
tomentosa Wild.DC, dando como resultado una gran cantidad de capacidad antioxidante
de la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) los cuales concluyeron que el extracto
hidro-alcohdlico al 50% es mas activo que el extracto acuoso en el test de inhibicion de
radicales superoxido y peroxilo, asi como en su capacidad antioxidante total (Doroteo,

Diaz, Terry & Rojas, 2013).

Muchos estudios para medir la capacidad antioxidante utilizan el método DPPH, el
mismo que fue desarrollado por BRAND-WILLAMS, en donde se utilizo el radical del
DPPH que se torna color violeta que tienden a tefiirse generalmente a color amarillo du-
rante el proceso. No obstante, varios estudios corroboran la eficacia de este método en
cuanto a la medicion de la capacidad antioxidante de los extractos de diferentes plantas
de interés, debido a que es mas rapido y econdmico frente a otros métodos (Aparcana &

Villarreal, 2014).



Finalmente el método DPPH es una técnica comunmente aceptada para la deteccion
de compuestos anti radicales, uno de los estudios que respalda a este método es la pro-
duccion de metabolitos secundarios de cultivos celulares en suspension de Ocimum sanc-
tum L, de Giraldo (2015), donde determina que el radical DPPH se torna amarillo en la
presencia de un barrido de radicales libres, por tanto en dicho estudio concluye que los
extractos con alto potencial de eliminacion DPPH pueden denominarse antioxidantes de
ruptura gracias al mayor contenido de compuestos fendlicos ya que disminuyen grupos

alcoxilo o peroxilo.

2.2 Marco Tedrico

2.3 Bases Teoricas

A través de la historia el hombre se ha visto involucrado en diversos medios segun
avanza el tiempo, por esta razon ha empleado una serie de fuentes naturales, no sélo para
su alimentacion sino también para aliviar una serie de dolencias que afecta al organismo

en su diario vivir (Suarez, Castro & Ale, 2014).

Los antioxidantes naturales son sistemas bioldgicos que poseen diferentes mecanismos
para afrontar los diversos procesos de oxidacion ocasionados por el estrés oxidativo los
cuales proceden de su interaccion con el medio. Por este motivo los mecanismos de los
antioxidantes tienden a clasificarse en enzimaticos y no enzimaticos, los cuales depende

del tipo de interaccién que pueden llevar a cabo.

En el caso de los antioxidantes enziméaticos como ejemplo tenemos: superdxido dis-
mutasa, catalasa, tioredoxina- reductasas, por el contrario tenemos a los antioxidantes no
enzimaticos, son moléculas de diversos grupos quimicos que actan retardando y/o inhi-
biendo la formacion o propagacion de especies radicales, que ocasionan dafio a nivel ce-
lular entre los grupos mas comunes se pueden mencionar: polifenoles, flavonoides, toco-

feroles y tocotrienoles (Decker, Elias & McClements, 2010).



Por consiguiente los antioxidantes tienen como finalidad primero inhibir radicales li-
bres, segundo eliminar las enzimas que generan los radicales libres y por Gltimo reparar

los dafios oxidativos generados en el organismo (Choque, 2013).

2.3.1 Sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg)

Fig. 1 Sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg)

Fuente: Revista ebm (Lara, 2010). https://bit.ly/2GEgi04

Las especies vegetales conocidas como sangre de drago se encuentran en las zonas
tropicales y subtropicales desde el sur de México hasta América del Sur. De igual manera
la sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) es nativo de Bolivia, Colombia, Ecuador,
Per( y Brasil, por tanto en el Ecuador se encuentra en la Amazonia, este latex de color
rojo que produce la planta tiende a ser un buen sustento econémico, es decir; que algunos
paises han optado por cultivarla para la produccion del mismo he aqui de porque se ha
vuelto tan popular hoy en dia con fines comerciales, se dice que la sinonimia popular es

muy amplia: palo de grado, sangre de palo, huampo, topa roja, sangre del arbol, sangrado,



palo sangriento, etc., dependiendo de la zona geogréafica y de los grupos étnicos varia el

nombre de la planta (Intriago, 2014).

2.3.1.1 Taxonomia
Tabla 1 Taxonomia de la planta sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg). Fuente: (Allaica,

2015)

Reino: Plantae

Division: Angiospermas

Clase: Dicotiledoneas

Orden: Geraniales

Familia: Euphorbiaceae

Género: Croton

Especie: lechleri

2.3.1.2 Composicion Quimica

La composicion de la sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) es compleja y va-
riada, siendo asi que en su corteza posee el latex, en el cual se determin6 que contenia
una variedad de metabolitos secundarios como son los esteroides, cumarinas, alcaloides
de tipo isoquinoléico y fenantrénico o denominado taspina, flavonoides, taninos en un
54%, antocianinas, finalmente tenemos a las saponinas con una baja concentracion

(Tupiza, 2016).
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Sin embargo los componentes mayoritarios en un noventa por ciento son: derivados
poli fendlicos, abundantes derivados galicos y catéquicos, diversas proantocianidosidos
como: beta-1 y beta-4, ademas contiene alcaloides: en donde destaca la taspina, lignanos
dihidrobenzofuranos: dimetilcedrusina, metilcedrusina, a su vez también contiene diter-

penoides tipo clerodano: korberinas A y B, b-sistosterol (Pérez, 2017).

2.3.2 Una de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC)

Fig. 2 Ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC)

Fuente: (Fitoterapicos, 2014). https://bit.ly/2RPCV63

En el Ecuador la Uncaria tomentosa Wild.DC es conocida como ufia de gato la cual
ha sido utilizado durante siglos por las etnias indigenas de la selva tropical del Amazonas,
por tanto es una planta tipo escaladores arbustos que pueden alcanzar hasta 30 m de al-
tura, con sus espinas, presenta un tronco lefioso de color marrén-café en donde se en-
cuentran las espinas ganchudas en forma de ufia de gato por el cual deriva su nombre
comun. También sus hojas son oblongas de color verde amarillento opaco en el haz y

verde en el envés (Fernandes & Oliveira da Silva, 2011).

11



De acuerdo con varios estudios farmacoldgicos la ufia de gato (Uncaria tomentosa
Wild.DC) tiene efectos antiinflamatorios, antimutagénicos y actividad antioxidante de esa
forma a esta especie se le atribuye diversas propiedades medicinales (Quintela & Lock de
Ugaz, 2014).
2.3.2.1 Taxonomia

Tabla 2 Taxonomia de la planta ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC). Fuente: Autora

Reino: Vegetal

Division: Antofitos

Clase: Dicotiledoneas

Orden: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Género: Uncaria

Especie: tomentosa.

2.3.2.2 Composicion Quimica

Esta planta ha revelado que contiene alcaloides, isoteropodina uncarina E, pteropodina
uncarina C, isomitrafilina ajmalicina-oxindol A, mitrafilina, isorinchofilina, rinchofilina,
uncarina F, especiofilina uncarina D. Asi tambiéen encontramos al acido quinovico, glico-
sidos, flavonoides, taninos, vitaminas, minerales como el calcio, fésforo, magnesio, po-

tasio, sodio y manganeso (Cervantes, 2016).
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2.3.3 Antioxidantes

En los seres humanos, el estrés oxidativo esté relacionado con un sin nimero de en-
fermedades en la mayoria de los casos cronicas como el cancer y diversas enfermedades
cardiovasculares, entonces cuando el organismo contiene ciertas cantidades de antioxi-
dantes se dice que favorece al organismo ya que protege al mismo contra la oxidacién
celular ya que intervienen en los procesos de enfermedades graves ya antes mencionadas.
De igual modo los antioxidantes pueden clasificarse en dos tipos de sustancias: nutritivas
y no nutritivas, las mismas neutralizan la oxidacion de los radicales libres por tanto los
efectos ya no seran tan dafiinos como en su primera instancia. Un ejemplo claro es la
vitamina C ya que este potencial antioxidante interacciona con especies reactivas de oxi-

geno (Jauregui et al., 2014).

De la misma forma tenemos que aquellas sustancias en bajas concentraciones respecto
a la molécula oxidable previene la oxidacion es un concepto perteneciente a los antioxi-
dantes, entonces el organismo de todos los seres vivos cumplen con funciones y procesos
que utilizan oxigeno para generacion de energia, que como resultado de este proceso es
la liberacion de radicales libres lo cual no es beneficioso para el mismo a menos que
exista mecanismo de defensa que retrasen o inhiban este proceso. Por ello, se considera
que los antioxidantes son un mecanismo defensa contra los radicales libres ya que posee
una afinidad mayor para interactuar que cualquier otra molécula. Finalmente, se puede
considerar un concepto de antioxidante, a toda sustancia que hallandose en bajas concen-
traciones respecto a las de una molécula oxidable o biomolécula, retarda o previene la

oxidacion de este sustrato (Castafio & Hernandez, 2018).
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2.3.3.1 Clasificacién

Los antioxidantes se clasifican en endégenos y exdgenos, entre los primeros tenemos
a los que son elaborados por la propia célula, y como segundo tenemos a los que son mas
conocidos ya que estos ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos

con formulaciones antioxidantes (Vallejo, Rojas & Torres, 2017).

Exdgenos Enddgenos Cofactores

Vitamina E Glutation Cobre

Vitamina C Coenzima Q Zinc

Beta caroteno Acido tidctico Manganeso
Enzimas:

Superdxidodismu-

tasa(SOD)
Flavonoides Hierro
Catalasa

Glutation peroxi-

dasa

Licopeno Selenio

Fig. 3 Clasificacion de los antioxidantes

Fuente: Revista SANED https://bit.ly/2DikQT6
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2.3.4 Principios Activos

Son aquellas sustancias que tienen actividad farmacoldgica o conocida como actividad
bioldgica, es decir; que una planta contiene principios activos que la vuelven caracteris-
tica de dicha especie y es por esa razon que las plantas se convierten mas interesantes
para los investigadores. Entre los cuales se generan efectos benéficos o adversos de la
droga sobre la materia viva, en dichas interacciones se dice que una de ellas puede servir
para modular la accion de la otra. Por lo que dichos principios activos pueden ayudar en
las diversas dolencias que en la actualidad consumen al ser humano por esa razon es que
las plantas son estudiadas y aplicadas en industrias alimenticia, farmacoldgica entre otras

(Estrada, 2010).
2.3.4.1 Metabolitos Primarios

Se define como metabolismo al conjunto de reacciones quimicas que tienen una deter-
minada accién en un organismo, al hablar de reacciones quimicas decimos que es todo
proceso donde se obtiene un producto a partir de un proceso termodindmico de dos sus-
tancias. Ademas el organismo necesita de ciertos elementos como el carbono, nitrégeno

entre otras para su funcionamiento correcto (Valencia, 2013).

En el caso de los aminoacidos, nucleotidos, azucares y lipidos, presentes en todas las
plantas colaboran en ciertas funciones necesarias para que un organismo sea estable; he
aqui lo que los vuelve atractivos para la realizacion de nuevos estudios, por esa razén se

los denominan metabolitos primarios (Valares, 2011).
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2.3.4.2 Metabolitos Secundarios

Asi mismo en la naturaleza encontramos los metabolitos secundarios los cuales se
describen como sustancias organicas que se encuentran en las plantas. A diferencia de los
metabolitos primarios en donde desempefian un papel fundamental en los diversos pro-
cesos del organismo vegetal, estos metabolitos no ejercen una funcién especifica en los
procesos de respiracion, asimilacion y transporte (Garcia, Aguilar, Gutiérrez, Rodriguez,

Morales, Guerrero, Madrigal & Sanchez, 2016).

No obstante estos metabolitos son de gran relevancia cientifica ya que son productos
naturales de los mismos los cuales se utilizan para diferentes aplicaciones como medica-
mentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros, que son necesarias

en una sociedad (Canepa, 2018).
2.3.5 Taninos

Una de las caracteristicas que han determinado varios estudios de los taninos es su
sabor amargo y astringente que resulta de una mezcla variable y compleja de compuestos
quimicos, pero en general, son esteres de un azucar con un nimero variable de acidos
fenolicos un ejemplo claro de tanino mas conocido es el pentagaloilglucosa, a estas mez-
clas de ésteres fendlicos se les conoce como &cido tanico. Por tanto son sustancias con
estructura polifendlicas solubles en agua, alcohol, acetona e insolubles en éter, benceno,
a su vez cuenta con proteinas que permiten la flexibilidad y resistencia al momento de
curtir la piel de la piel de diferentes animales. La accion farmacoldgica que poseen es de:
cicatrizante, antimicrobiano, antidoto ya que actia como inhibidor enzimatico lo que le

permite ejercer las diversas acciones (Guerrero, 2014).
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2.3.6 Fenoles

Son aquellos compuestos que poseen al menos un grupo fenol —hidroxibenceno-, es
decir, un benceno como sustituyente en un grupo hidroxilo los cuales se forman a partir
de la adicion de un anillo aromatico. También se les denomina como fenoles, polifenoles
o compuestos fenolicos, cualquiera de estos nombres comunes hacen referencia a este
grupo fendlico. Aproximadamente existe mas de 1000 compuestos fendlicos con diversas
propiedades como de proteccion, repeler-herbivoros-, entre otros, por lo cual varias in-
vestigaciones han determinado estudios acerca de mas informacion especifica de este
grupo para ampliar conocimientos y con ello la gran relevancia de los mismos en la vida

humana (Fuente, 2018).

Nuestro organismo depende de diferentes compuestos, los cuales ayudan al ser hu-
mano a llevar a cabo actividades diarias, ya que aportan ricos nutrientes para mantener
un cuerpo estable (Reyes, Galicia & Carrillo, 2011). Dicho de otra manera, estos com-
puestos tratan de prevenir ciertas enfermedades a nivel: cardiovascular, hipertension, can-
cer, diabetes. En su mayoria, los fenoles se encuentran en la naturaleza en forma de glu-
cosido, siendo soluble en agua y en solventes organicos (Rojas, Jaramillo & Lemus,

2015).

OH

Fig. 4 Hidroxilo-OH- unido anillo aromaético.

Fuente: https://bit.ly/2T5zGZ4.
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2.3.7 Flavonoides

Son compuestos por lo general de color amarillo responsables del pigmento en las
flores, frutos y hojas, en su gran mayoria biosintetizan las plantas terrestres asi como
también en algunas algas carofitas, conociéndose ademas, en la mayoria de las plantas la
ruta biosintética central, esto determina la diferente composicion y la concentracion de
flavonoides en la mayoria de especies asi como en respuesta al medioambiente. Puesto
que posee en cada anillo bencénico una cadena propanica que a su vez estd unida a otro
anillo bencénico -C6-C3-C6-. Entre las propiedades que se le atribuyen son: antibacteria-

nas, antiinflamatorias y antiespasmadicas (Pérez, 2016).
2.3.8 Saponinas

Estos metabolitos se caracterizan por tener acciones amplias a nivel bioldgico y far-
macologico, entre los cuales encontramos propiedades como insecticida, anti-protozoos,
antiinflamatorio, leishmanicida, anti-trichomonas, broncolitico, hipo-colesterolémico, asi
como su actividad citotdxica frente a varias neoplasias. Por lo general, se encuentran en
la parte subterranea de las plantas y lo mas caracteristico de este grupo es tras agitar pre-
senta espuma. De tal manera, se definen como glicésidos hidrosolubles, con propiedades
tensoactivas y hemoliticas, ambas atribuidas a sus caracteristicas estructurales de natura-

leza anfifilica. (Mena, Tamargo, Salas, Plaza, Blanco, Otero & Sierra, 2015).
2.3.9 Extraccién de principios activos

Para la extraccidn de principios activos podemos encontrar los siguientes métodos:
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2.3.9.1 Maceracion

Es considerado el método mas simple de extraccion, en donde existe una relacién sol-
vente-planta, por lo general esta relacion es 2:1 mezclando continuamente en diversas
direcciones, de tal forma que sus principios activos se disuelven hasta obtener un equili-
brio adecuado con el contenido celular. El conjunto de solvente-droga se debe proteger
de la radiacion solar para evitar reacciones, entonces el extracto se coloca en frascos &m-
bar, a su vez debe mantenerse en agitacion, adicionalmente el tiempo en que permanece
la muestra es alrededor de cinco dias a diez dias. Segun las diferentes farmacopeas este
método trata de que las muestras obtenidas no lleguen al agotamiento al momento de su

extraccion (Carrion & Garcia, 2010).
2.3.9.2 Percolacion

Existen una variedad de métodos para la extraccion de especies vegetales, pero para la
Farmacopea Americana existe un método oficial conocido como percolacion, dicho esto,
es un método que se basa a partir de las muestras vegetales interactien con solventes
generalmente presentan un estado alcohdlico o hidro-alcohdlico. De tal manera que los
solventes penetran la masa pulverizada de la especie vegetal, alcanzando altas concen-
traciones, por lo que la droga bafiada en dichos solventes cede todos sus componentes

solubles de forma progresiva (Barrera, 2015).
2.3.9.3 Decoccion

Es un procedimiento sencillo y economico, en el cual la planta de interés reposa apro-
ximadamente por un dia, de tal manera que la materia prima ya sean hojas, tallos pueda
ser fresca o seca, las mismas se colocan en un recipiente en donde hierven a fuego lento
por 20 a 30 minutos y se deja enfriar el liquido en el mismo recipiente, tratando de que el

vapor se mantenga dentro del mismo (Olivo, 2016).
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2.3.9.4 Infusion

Es un procedimiento donde no se modifica drasticamente la estructura quimica de la
planta, es decir, que mantiene sus propiedades de la mejor manera al momento de su
extraccion. La infusidn es una forma de obtener extractos de la forma mas natura ideal de

las partes delicadas de las plantas: hojas, flores, tallos tiernos (Gonzalez, 2016).
2.3.10 Screening fitoquimico

También conocido como tamizaje fitoquimico consiste en la extraccion de una planta
por medio de solventes apropiados, es decir, permite determinar cualitativamente los prin-
cipales grupos quimicos presentes. Por tal razon, es una de las etapas iniciales de la in-
vestigacion fitoquimica, y a partir de alli, orienta a la extraccion de diferentes extractos

para el aislamiento de los grupos de mayor interés (Palacios, 2013).
2.3.11 Método DPPH

Multiples estudios recomiendan que para determinar la capacidad antioxidante se
acude a varios métodos, siendo uno de ellos el método DPPH, el cual en presencia de un
antioxidante captura el material radicalario, estudiando los comportamientos de dicho ra-
dical como: la medicion del potencial de inactivacion en medio acuoso (Jiménez, Sanchez

& Martinez, 2012).

El método se basa en una solucion de DPPH aproximadamente de 990 mL, la cual se
deja reposar alrededor de 30 minutos con la reaccién de 10 mL de la muestra de interés a
temperatura ambiente, posteriormente la determinacion de la disminucion de la absorban-
cia a 517 nm relacionada con una reduccion de la concentracion de DPPH (Boom,

Orozco, Alean & Rojano, 2018).
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CAPITULO 111

3.1 Nivel de la Investigacion

En la presente investigacion de acuerdo con el alcance, es un nivel descriptivo, debido
a que no se mueve factores internos dentro de las variables, la cual se realizara a través

de pruebas de laboratorio para la determinacion de mayor capacidad antioxidante.
3.1.1 Disefio de Investigacién

Se desarrollara una investigacion con un disefio de investigacion experimental en
donde se tomara las variables dependiente, independiente e intermitente para lograr un

control completo durante el desarrollo de la investigacion.
3.1.2 Poblacion y muestra

Se obtendra materia prima a partir del mercado “Arenal” que se encuentra en el sur de
la ciudad de Cuenca caracterizado por tener un sin numero de especies vegetales de gran
interés. Se realizard una muestra por cada una de las plantas, a partir de una muestra madre
de 200 g de tal forma que la materia prima tiene que estar en las mejores condiciones

para su debido proceso.
3.1.3 Variables
En el presente trabajo investigativo se identificaron las siguientes variables:

e Independiente: los metabolitos secundarios de interés en la muestra vegetal.
e Dependiente: actividad antioxidante que posee la muestra.
¢ Intervinientes: temperatura, infraestructura, equipos, tiempo.

e Extrana: condiciones ambientales.
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3.1.4 Técnicas e Instrumentos de recoleccidon de datos

Dentro de las técnicas de recoleccion de datos estan el analisis documental, de conten-
dido y diagramas de flujo, en caso de la metodologia emplear instrumentos como: articu-

los cientificos de bases digitales como de revistas, seccién de libros, documentos de tesis.
3.1.5 Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

Para las técnicas de procesamiento y anélisis de datos se van a aplicar analisis estadis-
tico para comparar la capacidad antioxidante de los extractos naturales mediante disefio
completamente al azar para determinar cuél de estos dos extractos posee un mejor poten-
cial antioxidante.

3.2 Procesos

Fase 1. Recoleccion de la muestra

En esta etapa se da paso al cumplimiento del primer objetivo con la diferente especi-
ficacion de los métodos y procesos realizados durante nuestra investigacion.

Toma de la muestra vegetal

Toma de la muestra sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg)

Se toma la muestra a partir del tallo de la sangre de drago aproximadamente 200 g, ya

que varios autores como Espin (2017) y Mendive (2013), estiman que la planta posee

gran cantidad de antioxidantes.
Toma de la muestra ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC)

De igual forma se realiza una toma de muestra de 200 g de ufia de gato, algunos autores
como Aguilar, Flores (2018) y Sandoval (2012), han descrito que posee gran capacidad

antioxidante.
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Tratamiento de la muestra vegetal

Al material vegetal adquirido de ambas muestras se escoge el de mejor aspecto, si es
necesario dejar secar en temperatura ambiente donde no lleguen directamente los rayos
del sol. Posteriormente remover con frecuencia a las muestra para acelerar el secado. Una
vez seco se procede a moler la muestra la cual es conservada en bolsas plésticas etique-

tadas previamente.

Fig. 5 Seleccidn de sangre de drago como materia prima.

Fuente: Autora.

UNA 2= GATO

Fig. 6 Seleccion de ufia de gato como materia prima.

Fuente: Autora.
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Fig. 7 Muestras pulverizadas de amabas muestras.

Fuente: Autora.

Obtencion de extractos etandlicos

Para la obtencion de los extractos etanélicos se procede a pesar por separado las mues-
tras aproximadamente 200 g de cada una para colocarlas en frascos ambar, adicionando
600 mL de etanol al 96%, relacién 3:1 hasta cubrir las muestras vegetales. Agitar ocasio-
nalmente los frascos durante los catorce dias de maceracion, los frascos &mbar permane-
cen en un lugar oscuro y envueltos con papel aluminio si es necesario. Una vez cumplidos
los catorce dias se procede a colar cada uno de los extractos etandlicos a través de un
embudo buichner con papel filtro el cual esta colocado en un matraz de filtracién conec-
tado a la bomba de vacio -Figura 10-, finalmente los extractos se coloca en el rota vapor

a 75°C -Figurall-.
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Fig. 9 Muestra de ufia de gato (Uncaria

Fig. 8 Muestra de sangre de drago tomentosa Wild.DC).

(Croton lechleri Mull.Arg).

Fuente: Autora. Fuente: Autora.

. Fig. 11 Filtrado al vacio de los extrac-
Fig. 10 Colocando etanol al 96% en la tos etanélicos.

muestra.

Fuente: Autora.
Fuente: Autora.
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Fig. 12 Rota vapor con extracto de san- Fig. 13 Rota vapor con extracto de ufia
gre de drago. de gato.

Fuente: Autora. Fuente: Autora.

Fase 2. Caracterizacion cualitativa

En esta etapa se cumple con los procesos de screening fitoquimico o tamizaje fitoqui-

mico de los extractos etandlicos obtenidos a través del rotavapor.
3.2.1 Caracterizacion de los extractos

A continuacion se procede a realizar el screening fitoquimico de los extractos etanoli-

cos a través de diferentes pruebas.

Fig. 14 Screening fitoquimico.

Fuente: Autora
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3.3 Screening Fitoquimico
Para las diferentes pruebas se procede a realizar lo descrito a continuacion:

3.3.1 Prueba para Taninos

Tabla 3 Taninos. Fuente: Autora

Reactivo Procedimiento Resultado

Con cloruro  Se coloca 1 mL del extracto tanto de san- Coloracion:

férrico gre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) Verde —marrén intensa:
como de ufia de gato (Uncaria tomen- taninos pirocatecolicos.
tosa) en tubos de ensayo por separado Azul: taninos pirogalota-
adicionalmente 3 gotas de cloruro férrico  nicos.

al 5%.

3.3.2 Prueba de Fenoles

Tabla 4 Fenoles. Fuente: Autora

Reactivo Procedimiento Resultado

Con cloruro Se coloca 1 mL del extracto tanto de san- Prueba positiva si se torna
férrico gre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) verde, azul, violeta o ne-
y como de ufia de gato (Uncaria tomen- gro.
tosa Wild.DC) en tubos de ensayo por se-
parado méas gotas de solucién de cloruro

férrico al 1%.
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3.3.3 Prueba para Flavonoides

Tabla 5 Flavonoides. Fuente: Autora

Reactivo Procedimiento Resultados

Ensayo de Shidona Se coloca 1 mL del extracto tanto Prueba positiva si se torna
de sangre de drago (Croton lech- rojiza, amarilla, naranja.
leri Mull.Arg) y de ufia de gato
(Uncaria tomentosa Wild.DC) en
tubos por separado, en cada uno se
diluye 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado mas un pedazo de
cinta de magnesio, esperar aproxi-

madamente 5 minutos.

3.3.4 Prueba para Saponinas

Tabla 6 Saponinas. Fuente: Autora

Reactivo Procedimiento Resultado

Prueba de espuma Se coloca 1 mL del extracto tanto La prueba es positiva
de sangre de drago (Croton lech- cuando el liquido presenta
leri Mull.Arg) y de ufia de gato mas de dos mm de altura'y
(Uncaria tomentosa Wild.DC) en es constante durante mas
tubos por separado y se diluye en de dos minutos.
cada uno 5 mL de agua destilada

la misma se agita fuertemente.
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3.3.5 Prueba para Alcaloides

Tabla 7 Alcaloides. Fuente: Autora

Reactivo Procedimiento Resultados
Ensayo de Dragen- Se coloca 1 mL del extracto Es positivo cuando se pre-
dorff tanto de sangre de drago (Cro- senta un precipitado o se

ton lechleri Mull.Arg) y de ufia torna a un color naranja
de gato (Uncaria tomentosa
Wild.DC) en tubos por sepa-
rado mas &cido clorhidrico al
1% se evapora en bafio maria
y se agrega 3 gotas del reactivo

Dragendorff.

3.4 Valoracion capacidad antioxidante a través del método DPPH

Se analiz6 la capacidad antioxidante a través del método DPPH, el cual se fundamenta
en que el donador de hidrégeno tiende a ser el antioxidante de tal manera que al aceptar
el hidrégeno da como resultado que el antioxidante es proporcional a la desaparicién de
DPPH. Este radical presenta una absorcién de 517 nm y cuando ya se forma el DPPH
presenta un color amarillento por tanto la pérdida de absorbancia puede ser evaluada

facilmente (Diaz & Moncada, 2017).
Preparacion del reactivo para la curva de Calibracion

Se prepara una solucién DPPH en etanol al 96%, por tanto se pesa 49 mg de DPPH en
la balanza analitica marca: Mettler Toledo y se afor6 a 250 mL, colocamos en un frasco

ambar, etiquetamos y mantenemos en un lugar oscuro. Luego se toma 1 mL del extracto
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vegetal de interés y se afora con etanol al 96% en balones de aforo de 10 mL, en este caso
se realiza para los dos extractos tanto para Croton lechleri Mull.Arg y Uncaria tomentosa
Wild.DC, a su vez se prepara una solucion de 1000 ppm de acido ascérbico, después se
enciende el espectrofotometro UV-VIS (Jasco V-630) para la lectura de las soluciones de

interés las mismas que se realiza en una longitud de onda de 517 nm.
Preparacion de extracto de sangre de Drago (Croton lechleri Mull.Arg).

Se prepara 1 mL del extracto de Croton lechleri Mill.Arg el cual se aforaa 10 mL en
etanol al 96%, posteriormente se prepara siete frascos pequefios color &mbar con las si-

guientes soluciones que indica la tabla:

Tabla 8 Soluciones del extracto. Fuente: Autora

Frascos DPPH Procedimiento:

Blanco 2.9 mL 100 ul etanol al 96%
1 2.9 mL 1 ul extracto de sangre de drago + 99 ul etanol al 96%
2 2.9 mL 5 ul extracto de sangre de drago + 95 ul etanol al 96%
3 2.9 mL 10 ul extracto de sangre de drago + 90 ul etanol al 96%
4 2.9 mL 20 ul extracto de sangre de drago + 80 ul etanol al 96%
5 29 mL 50 ul extracto de sangre de drago + 50 ul etanol al 96%
6 29 mL 80 ul extracto de sangre de drago + 20 ul etanol al 96 %
7 2.9 mL 100 ul extracto de sangre de drago
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Una vez preparada las soluciones en frascos ambar se colocan en un vaso de precipi-

tacion, y se deja agitar a 200 rpm durante una hora a temperatura ambiente.

Encerar el espectrofotometro con etanol al 96%, luego medimos la absorbancia a tra-

vés de las celdas con las soluciones de forma ordenada.

Para calcular el porcentaje de inhibicién de la actividad antioxidante segin (Diaz,
Méndez, Oliveira, Zaldivar, Mancini & Vidal, 2015) para cada mezcla fue calculada de

acuerdo con la siguiente formula:

A
% Inhibicién = (1 _ A—m) 100
b

Donde:

A, Representa la absorbancia del DPPH con extracto.

Ay Representa la absorbancia del DPPH sin el extracto o llamado blanco.
Preparacion de extractos de ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC).

Se prepara 1 mL del extracto de Uncaria tomentosa Wild.DC el cual se aforaa 10 mL
en etanol al 96%, posteriormente se prepara siete frascos pequefios color ambar con las
siguientes soluciones que indica la tabla 9. Una vez preparada las soluciones en frascos
ambar se colocan en un vaso de precipitacion, y se deja agitar a 200 rpm durante una hora

a temperatura ambiente.

Encerar el espectrofotdmetro con etanol al 96%, luego medimos la absorbancia a tra-

vés de las celdas con las soluciones de forma ordenada.
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Tabla 9 Soluciones del extracto. Fuente; Autora

Frascos DPPH Procedimiento:

Blanco 2.9 mL 100 ul etanol al 96%
1 2.9 mL 1 ul extracto de ufia de gato + 99 ul etanol al 96%
2 2.9 mL 5 ul extracto de ufia de gato + 95 ul etanol al 96%
3 2.9 mL 10 ul extracto de ufia de gato + 90 ul etanol al 96%
4 29 mL 20 ul extracto de ufia de gato + 80 ul etanol al 96%
5 29 mL 50 ul extracto de ufia de gato + 50 ul etanol al 96%
6 29 mL 80 ul extracto de ufia de gato + 20 ul etanol al 96%
7 29 mL 100 ul extracto de ufia de gato

Para calcular el porcentaje de inhibicion de la actividad antioxidante segun (D. Diaz

et al., 2015) para cada mezcla fue calculada de acuerdo con la siguiente férmula:

A
% Inhibiciéon = (1 - A—"‘) * 100
b
Donde:

A,,: Representa la absorbancia del DPPH con extracto.

A, Representa la absorbancia del DPPH sin el extracto o Ilamado blanco.

32



3.5 Método estadistico: Actividad Antioxidante

3.5.1 Actividad Antioxidante

Es un proceso por el cual una sustancia es capaz de reducir o atrapar los radicales libres

del ambiente.
3.5.2 Caracteristicas de los tratamientos

En la tabla 8 representa los tratamientos segun la concentracion del tipo de extracto

que se realizara por cada muestra vegetal para comprender la capacidad antioxidante.

Tabla 10 Caracteristicas de los tratamientos para cada planta

Tratamiento Tipo de extracto
T, Extracto 20
T, Extracto 50
T; Extracto 80
T, Extracto 100

3.6 Tipo de Analisis Estadistico

Para el andlisis de los resultados obtenidos a través de las diferentes pruebas realizadas
a las dos muestras vegetales de interés y al acido ascérbico se opta por proceder con el

siguiente analisis estadistico:
3.6.1 Disefio de Bloques Completamente al Azar

Es uno de los analisis estadisticos que se basa en el disefio experimental, el cual es
equivalente a los tratamientos que se asignan de forma al azar a un conjunto de bloques
o repeticiones. El bloque contiene de forma al azar los tratamientos, lo que quiere lograr
este disefio es seleccionar los bloques de tal manera que la variabilidad interna sea minima

(Fallas, 2012).
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Por lo tanto en tabla 11 se presenta la recoleccion de los datos obtenidos de las mues-

tras vegetales de interés.

Tabla 11 Datos obtenidos de muestras vegetales

Extractos: Sangre de drago Ufa de gato

Repeti- T T3 T3 Ty Ty T, T3 Ty

cion 20pul 50ul  80ul 100ul 20ul 50ul 80ul 100 ul

Donde:

Tratamientos: T;,T,, T3 Yy T, representan a los diferentes tratamientos de concentra-

ciones de 20 ug/mL, 50 ug/mL, 80 ug/mL y 100 ug/mL de las sustancias experimentadas.

Bloque 1: se refiere al porcentaje de inhibicion de radicales libres del extracto por
ejemplo de Croton lechleri Mull.Arg y el otro al porcentaje de inhibicion del radical del
patron de referencia en este caso de acido ascorbico-vitamina C-que permite su compa-
racion.

Repeticiones: es el nimero de veces-dos-que se realizan las pruebas por cada concen-
tracion en cada bloque.

3.6.2 Andlisis de Varianza

Este método estadistico de andlisis de varianza permite determinar un conjunto de

muestras aleatorias a partir de una variable que es de la misma poblacion a su vez este
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conjunto de muestras se ve afectado por un tratamiento en especifico, es decir permite la
comparacion de dos bloques para determinar sus diferencias o similitudes (Fernandez,

2010).
La relacion de F, en la tabla 12, representa la hipotesis Nula:
e Todos los promedios de tratamientos-concentracion-son iguales.

e Todos los promedios de bloques-porcentajes de inhibicion de radicales libres de la

sustancia experimentada y del patron de referencia-son iguales.

De esta manera se quiere evaluar si el porcentaje de Inhibicion de Radicales Libres

de Croton lechleri Miill.Arg es similar o diferente al cido ascorbico.

De igual forma se quiere evaluar si el porcentaje de Inhibicidn de Radicales Libres de

Uncaria tomentosa Wild.DC es similar o diferente al &cido ascérbico.

Por ultimo se valora si el porcentaje de Inhibicion de Radicales Libres de Croton le-
chleri Mill.Arg es similar o diferente de la Uncaria tomentosa Wild.DC para determinar

cudl de los dos extractos posee mayor capacidad antioxidante.
Se utilizara la siguiente tabla:

Tabla 12 ANOVA de los extractos naturales. Fuente: Autora

FV SC GL CM Fo Valor-p
Tratamientos SCTRAT k-1 CMTRAT CMTRAT/CME P(F>Fo0);0,05
Error SCE N-k CME
Total SCT N-1
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CAPITULO IV

4.1 Fase 1 Recoleccion de muestra vegetal

Al principio de la investigacion se realizd la recoleccion de las muestras vegetales, por
tanto cada planta fue sometida a procesos de secado y molido, posteriormente la muestra
vegetal pulverizada se somete con etanol al 96%. En el caso de la sangre de drago (Croton
lechleri Mull.Arg) presenta un color café a diferencia de la ufia de gato (Uncaria tomen-
tosa Wild.DC) que presenta un color naranja oscuro hasta la obtencion de los extractos
etanolicos. De acuerdo con Florian (2016), propone que el mejor método de extraccién
es la maceracion alcohdlica a su vez menciona que se obtiene una buena extraccion si se

deja por mas de siete dias.
4.2 Fase 2 Caracterizacion

Posteriormente con estos extractos se realizé el tamizaje fitoquimico o screening fito-

quimico, en la cual se determinan los posibles metabolitos secundarios.
4.2.1 Caracterizacion cualitativa

El screening fitoquimico realizado a los extractos etandlicos presenta como resultado

lo siguiente:

Tabla 13 Resultados screening fitoquimico en Taninos. Fuente: Autora

Taninos Sangre de drago(Croton lechleri  Ufia de gato(Uncaria tomentosa

Miill.Arg) Wild.DC)

Resultado + +

(+) Presencia del metabolito secundario (-) Ausencia del metabolito secundario

La presencia de taninos en la sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) se determina
al reaccionar con cloruro férrico, la misma que dio positiva ya que se torna de color ma-

rrdn segun el autor los taninos catéquicos se tornan de dicho color (Allaica, 2015).
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La presencia de taninos en la ufia de gato (Uncaria Tomentosa Wild.DC) se determina
al reaccionar con cloruro férrico, la misma que dio positiva a diferencia de la sangre de
drago (Croton lechleri Mill.Arg) se torna de color verde intenso de acuerdo con el autor
indica que son taninos hidrosolubles ya que se tornan de dicho color (Rojas, Santana,

Roman, Reyes & Sanchez, 2010).

Tabla 14 Resultados screening fitoquimico en Fenoles. Fuente: Autora

Fenoles  Sangre de drago(Croton lechleri ~ Ufia de gato(Uncaria tomentosa

Miill.Arg) Wild.DC)

Resultado + +

(+) Presencia del metabolito secundario (-) Ausencia del metabolito secundario

De acuerdo con los autores Romero, Dominguez y Guzman (2014), la presencia posi-
tiva de fenoles se torna de color negro y en ambos casos los extractos tanto de la sangre
de drago (Croton lechleri Mull.Arg) como en la ufia de gato (Uncaria tomentosa

Wild.DC) son de dicho color.

Tabla 15 Resultados screening fitoquimico en Flavonoides. Fuente: Autora

Flavonoides Sangre de drago(Croton lechleri  Ufa de gato(Uncaria tomentosa

Miill.Arg) Wild.DC)

Resultado + +

(+) Presencia del metabolito secundario (-) Ausencia del metabolito secundario

A los flavonoides se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, antibacterial, anti-
alérgica de acuerdo con la prueba realizada es positiva para ambos extractos etanoélicos

variando su color, en el caso de la sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) se visualiza
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un color naranja y en la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC ) se visualiza un color

rojizo ladrillo (Horna & Aguirre, 2011).

Tabla 16 Resultados screening fitoquimico en Saponinas. Fuente: Autora

Saponinas  Sangre de drago(Croton lechleri  Ufa de gato(Uncaria tomentosa

Miill.Arg) Wild.DC)

Resultado + +

(+) Presencia del metabolito secundario (-) Ausencia del metabolito secundario

En esta prueba ambos extractos presentan espuma con mas de 2 mm de altura por un
tiempo prolongado, para las muestras tanto de sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg)
como de ufa de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) consecuentemente son positivas

(Cevallos et al., 2016).

Tabla 17 Resultados screening fitoquimico en Alcaloides. Fuente: Autora

Alcaloides  Sangre de drago(Croton lechleri  Ufia de gato(Uncaria tomentosa

Miill.Arg) Wild.DC)

Resultado + +

(+) Presencia del metabolito secundario (-) Ausencia del metabolito secundario

La presencia de alcaloides contribuye a propiedades inmunoestimulantes, en caso de
los dos extractos analizados en el tamizaje fitoquimico son positivos ya que presentaron
un precipitado tanto en el extracto de la sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) como

en la ufa de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) tornandose un color mas oscuro del

extracto inicial (Rojas et al., 2010).
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Tabla 18 Resumen del screening. Fuente: Autora

Principio Activo Interpretacion

Taninos Positiva  En Croton lechleri Mull.Arg: marron.

En Uncaria tomentosa Wild.DC: verde.

Fenoles Positiva  En Croton lechleri Mull.Arg: negro.

En Uncaria tomentosa Wild.DC: negro.

Flavonoides Positiva ~ En Croton lechleri Mull.Arg: naranja.

En Uncaria tomentosa Wild.DC: rojizo la-

drillo.

Saponinas Positiva ~ En Croton lechleri Mull.Arg: espuma nor-

mal.

En Uncaria tomentosa Wild.DC: espuma

abundante.

Alcaloides Positiva  En Croton lechleri Mill.Arg: precipitado.

En Uncaria tomentosa Wild.DC: precipi-

tado.

4.3 Determinacion de capacidad antioxidante

Los extractos etanolicos de esta investigacion demostraron mayor capacidad para
atrapar al radical DPPH, con ello se tomé en cuenta el valor de ICs, que corresponde a la

concentracion necesaria para disminuir en un 50% la absorbancia inicial del DPPH.
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Seguidamente para la determinacién de la capacidad antioxidante de los extractos
etandlicos de interés y del patron de referencia siendo este el acido ascorbico, se logro

indicar en las tablas 19, 20, 21 los siguientes resultados:

Tabla 19 Resultado de actividad radical del acido ascorbico. Fuente: Autora

Concentra-  Absorban- Absorban- Absorban- Prome-  %lnhibi- ICgq(ug/mL)

cion cial cia2 cia 3 dio cion

20 1.2432 1.2956 1.2468 1.2619 45775

50 1.1905 1.191 1.2005 1.1940 9.7096 51499
80 1.048 1.049 1.0495 1.0488 20.6871 '

100 0.9763 0.975 0.985 0.9788 25.9856

De acuerdo con los porcentajes obtenidos de acido ascorbico o llamada vitamina C en
la inhibicidn de radicales libres, se determina que la mayor concentracion de porcentaje
de radicales libres posee el 25.98%, la misma que se obtuvo después de esperar una hora
en el agitador a 200 rpm, a su vez se identifico la concentracion minima necesaria para
inhibir al 50% el DPPH con un valor de 5.1499 que se expresa en microgramos sobre
mililitro.

Tabla 20 Resultado de la actividad radical de la sangre de drago. Fuente: Autora

Concentra-  Absor- Absor- Absor- Prome-  %lInhibi- 1Cgo(ug/mL)

cion cion cion cion dio cion
1 2 3
20 0.1386 0.1410 0.1409 0.1402 94.9460
50 0.1654 0.1675 0.1672 0.1667 93.9893
80 0.1859 0.1868 0.1865 0.1864 93.2790 11.0404
100 0.2047 0.2068 0.2060 0.2058 92.5783

En el caso de la sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) el porcentaje de inhibicion
de radicales libres es de 94.9460%, el cual se obtuvo al esperar una hora en el agitador a
200 rpm, posteriormente se encerd con etanol al 96% en el espectrofotometro y se proce-
dio a obtener las absorbancias tomando en cuenta el blanco de 2.7734 dando como resul-

tado que la concentracion minima para inhibir al 50% al DPPH tiene un valor de 11.0404
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el cual se expresa en microgramos sobre mililitro. Segun indica el autor Carrion et al.,(
2009) en su estudio con la planta sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) refiere que
la actividad antioxidante es mayor en los extractos etandlicos obteniendo un porcentaje
de 90.6% de inhibicion de radicales libres en una concentracion de quince microgramos

sobre mililitro.

Tabla 21 Resultado de la actividad radical de la ufia de gato. Fuente: Autora

Concentra-  Absor- Absor- Absor-  Promedio  %lnhibi- 1Cgq(ug/mL)

cion cion cion cién cion
1 2 3
20 01333 01325 01325 01328 952129
50 01634 01668 01678 01660  94.0146
80 01747 01779 0481 01779 935867 110405
100 01988 02008 02110 02035  92.6612

Al evaluar la actividad radical por medio del porcentaje de inhibicion de radicales li-
bres de la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) se determiné que la mayor concen-
tracion es de 95.2129%, tomando en cuenta el blanco de 1.9890 dando como resultado
que la concentracion minima para inhibir al 50% el DPPH tiene un valor de 11.0405 el
cual se expresa en microgramos sobre mililitro. De acuerdo con el autor Doroteo et al.,
(2013) se refiere que para calcular la actividad antioxidante se determind por medio del
porcentaje de inhibicion de radicales en donde interviene la regresion lineal, de forma que
el eje de las “x” expresa la concentracion de los extractos hidro-alcoholicos y la ordenada
el eje “y” el porcentaje de inhibicion de radicales, en este estudio el valor de la ufia de
gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) posee alrededor de 10.45 ug/mL, por tanto el autor

concluye que el extracto posee un gran contenido de capacidad antioxidante.
4.4 Valoracion capacidad antioxidante a través del método DPPH

Al evaluar la capacidad antioxidante entre los dos extractos por el método DPPH, se

obtuvo los siguientes valores:
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Tabla 22 Valores capacidad antioxidante de los extractos. Fuente: Autora

Muestras IC50(mg/mL)
Sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg) 11.0404
Ufa de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) 11.0405
|Cso(ug/mL)

11,0405
11,04045
11,0404
11,04035

Sangre de  Ufia de
Drago Gato

IC50(ug/ml)

Grafica 1 Comparacion de valores ICso de los extractos. Fuente: Autora

Finalmente en un andlisis estadistico descriptivo de barras se identifico los valores de
IC5o(ug/mL) de los diferentes extractos, siendo la sangre de drago (Croton lechleri
Mull.Arg) la que posee mayor capacidad antioxidante con un valor de 11.0404 ug/mL
frente la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) ya que mientras sea menor el valor

del IC5, mayor seré la capacidad antioxidante ( Diaz & Moncada, 2017).
4.5 Comparacion de la capacidad antioxidante entre los dos extractos

Para cumplir con el objetivo nimero tres de esta investigacion se realiza brevemente
un analisis estadistico tanto inferencial como descriptivo con la ayuda del programa in-

formatico como Excel e Infostat.
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Tabla 23 Relacion de la concentracion con %lnhibicion. Fuente: Autora

% Inhibicion de radicales libres
Concentracion

I IGESHAN  Croton IesHIer WUlTATG " Uncaria fomentoss Wild.DC

95.0025 93.2981
20 94.9160 93.3384
94.9196 93.3384
94.0362 91.7848
50 93.9605 91.6139
93.9713 91.5636
93.2970 91.2167
80 93.2646 91.0558
93.2754 90.8999
92.6192 90.0050
100 92.5434 89.9045
92.5723 89.3917

120
100

4
I
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Concentracion

%Inhibicion
(o)) 0]
o o

o O

B Concentracidon Muestra
B %Inhibicion de radicales libres Croton lechleri Mull.Arg

B %Inhibicion de radicales libres Uncaria tomentosa Wild.DC

Gréfica 2 %lInhibicion de ambas muestras. Fuente: Autora

Para el analisis interferencial se utiliza la prueba de normalidad Shapiro-Wilks debido
que las muestras no poseen datos mayores a 50, a partir de la variable dependiente -capa-

cidad antioxidante-, planteando lo siguiente:
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Ho: las observaciones tienen distribucién normal

Ha: las observaciones no tienen distribucion normal

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n HMedia D.E. W* p(Unilateral D)
Muestra 12 62,50 31,66 0,82 0,022%9
Croton lechleri 12 93,70 0,92 0,85 0,0702
pncaria tomentosa 12 1,45 1,35 0,89 0,1528

Fig. 15 Prueba de Shapiro-Wilks. Fuente: Captura tomada del programa Infostat

A través de los datos obtenidos en este caso no hay evidencias para rechazar el su-
puesto de distribucion normal. Por tanto se aplica un disefio completamente al azar, ya
que este posee un factor de entrada -variable independiente- y uno de salida -variable
dependiente-, con un nivel de confianza del 95% donde el factor de entrada seran las tres
lecturas de absorbancias para las cuatro concentraciones a las que se sometid el extracto.
Por lo tanto, en las tablas 25 y tabla 26, las pruebas se plantearon con las siguientes hipo-
tesis en donde se realiza un resumen de analisis de varianza de dos factores con varias

muestras explicado:

HO =U; = Uy = U3 ... .

Ha¢u1¢u2¢u3 .....
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Tabla 24 Anélisis de varianza por bloques de los dos extractos. Fuente Autora

Croton lechleri Uncaria tomentosa

Concentracion Mull.Arg Wild.DC Total
20 ul
Cuenta 3 3 6
Suma 284.8381 279.9749 564.8130
Promedio 94.9460 93.3250 94.1355
Varianza 0.0024 0.0005 0.7895
50 ul
Cuenta 3 3 6
Suma 281.9680 274.9623 556.9303
Promedio 93.9893 91.6541 92.8217
Varianza 0.0017 0.0134 1.6420
80 ul
Cuenta 3 3 6
Suma 279.8370 273.1724 553.0095
Promedio 93.2790 91.0575 92.1682
Varianza 0.0003 0.0251 1.4907
100 ul
Cuenta 3 3 6
Suma 277.7349 269.3012 547.0361
Promedio 92.5783 89.7671 91.1727
Varianza 0.0015 0.1082 2.4148
Total
Cuenta 12 12
Suma 1124.3780 1097.4108
Promedio 93.6982 91.4509
Varianza 0.8388 1.8114



Tabla 25 Resultados de los analisis de las varianza por bloques. Fuente: Autora

Origen de Promedio .
las varia- Suma de Gfados de de los cua- F Probabilidad \_/alor cri-
. cuadrados libertad tico para F
ciones drados
Muestra 27.7678 3 9.2559  483.6610 6.65259E-16 3.2389
Columnas 30.3014 1 30.3014 1583.3735 1.97879E-17 4.4940
Interaccion 1.0779 3 0.3593 18.7746 1.71661E-05 3.2389
Dentro del
grupo 0.3062 16 0.0191
Total 59.4533 23

Se determina segun los resultados obtenidos que F calculada es mayor que F tabulada

por lo cual se acepta la hipotesis alternativa, es decir que hay una diferencia entre el ex-

tracto de sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) frente a la ufia de gato (Uncaria

tomentosa Wild.DC). Esto se debe a que el extracto hidro-alcohdlico de Croton lechleri

Mull.Arg presenta un porcentaje de inhibicion de radicales libres mayor que la ufia de

gato (Uncaria tomentosa Wild.DC).

Posteriormente al obtener los resultados por el método de bloques al azar, como adi-

cional en esta investigacion se hace un analisis para varianzas de dos muestras -Prueba

F-mas un andlisis para media de dos muestras suponiendo que sus varianzas son iguales

-Prueba t-, ya que brinda un mejor detalle del comportamiento del antioxidante en las

siguientes tablas 27, 28:

Hipétesis Nula: H, = 0, = 0,

Hipotesis Alternativa: H, # 0, # 05
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Tabla 26 Prueba F para varianzas de dos muestras de 100 ug/mL. Fuente: Autora

Croton Uncaria
lechleri  tomentosa
MallLArg  Wild.DC

Media 92,5783 89.767052
Varianza 0.0015 0.1082205
Observaciones 3.0000 3
Grados de libertad 2.0000 2

F 0.0135

P(F<=f) una cola 0.0133

Valor critico para F (una cola) 0.0526

Condicidn: Si F >Fcrit, Se rechaza Hipotesis Nula
Determinacion: Como F < Fcrit, 0.0135< 0.0526, podemos
aceptar la hip6tesis Nula, esto quiere decir que la varianza de las
dos poblaciones son similares.

Tenemos que: H, = u; = u,
H, #ui #u,

Tabla 27 Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales. Fuente: Autora

Croton Uncaria to-

lechleri mentosa

Mall.Arg  Wild.DC
Media 92,5783  89.7670521
Varianza 0.0015  0.10822048
Observaciones 3.0000 3
Varianza agrupada 0.0548
Diferencia hipotética de las medias 0.0000
Grados de libertad 4.0000
Estadistico t 14,7026
P(T<=t) una cola 0.0001
Valor critico de t (una cola) 2.1318
P(T<=t) dos colas 0.0001
Valor critico de t (dos colas) 2.7764

Condicion: Si t>tcrit, Se rechaza Hipotesis Nula
Determinacion: Como t > tcrit, 14.7026 > 2.7764, rechazamos la
hipotesis Nula, y aceptamos la hipotesis alternativa, por lo tanto
no hay igualdad en las medias de las muestras.
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De los resultados obtenidos tanto en la prueba “F” y prueba “t” de las muestras hidro-
alcohdlicas con una concentracion de 100 ug/mL se determina que F calculado es menor
que F critico por tanto las varianzas no presentan diferencias estadisticas significativas.
Mientras que los resultados obtenidos de t calculada es mayor que t critico por lo que se

rechaza la hipotesis nula de homogeneidad de las medias de las muestras.

Finalmente de los andlisis estadisticos realizados para esta investigacion, podemos
concluir que el comportamiento de Inhibicidn de radicales libres de la sangre de drago
(Croton lechleri Mull.Arg) frente a ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) no son

significativamente similares.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

A partir de la comparacién de la capacidad antioxidante de sangre de drago (Croton
lechleri Mill.Arg) frente a la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) se concluye lo

siguiente:

De acuerdo con el screening o tamizaje fitoquimico se obtuvo la presencia de: taninos,
fenoles, flavonoides, saponinas, alcaloides en ambos extractos, por lo tanto se puede con-
cluir que cada una de las plantas en estudio presentan principios activos lo que permite

justificar la capacidad antioxidante otorgada a las mismas.

Los resultados analizados en esta investigacion demuestran que el porcentaje de inhi-
bicion de radicales libres sobrepasa el 90%, de tal forma que dichas muestras poseen un
alto porcentaje de capacidad antioxidante, siendo 0.0001 ug/mL el valor de diferencia
entre la sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) frente a ufia de gato (Uncaria tomen-

tosa Wild.DC).

Mediante el analisis estadistico de bloques al azar, el valor de F calculado es mayor
que F tabulado por lo que se rechaza la hipétesis nula, dando lugar a que se acepte la
hipdtesis alternativa, por tanto se determina que la capacidad antioxidante de la sangre de
drago (Croton lechleri Mill.Arg) es diferente a la ufia de gato (Uncaria tomentosa

Wild.DC).

Se concluye que las plantas analizadas son mejores antioxidantes que el acido ascor-
bico-vitamina C-patron de referencia-, por lo tanto este antioxidante comercial contiene
otras sustancias las cuales pueden afectar al grado porcentual de inhibicion de radicales

libres.
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Se confirma la capacidad antioxidante-inhibicion de radicales libres- de los dos ex-
tractos de las plantas analizadas al observar el cambio de color morado-amarillo al mo-

mento de colocar las celdas en el espectrofotometro por el método DPPH.

La planta analizada que presenta mayor capacidad antioxidante es la sangre de drago
(Croton lechleri Mill.Arg) con valores que van desde 94.95%, 93.99%, 93.28%, 92.58%

para las concentraciones de 20 ug/mL y 100 ug/mL respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Para confirmar la capacidad antioxidante de las plantas: sangre de drago (Croton lech-
leri MuUll.Arg) y ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) se recomienda usar otras me-
todos como el método de decoloracion del cation radical-ABTS- o poder de reduccion

antioxidante del hierro-FRAP-.

Continuar con estudios sobre la capacidad antioxidante de la sangre de drago (Croton
lechleri Mull.Arg) asi como de la ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) extrayendo
los metabolitos secundarios para cuantificar los mismos, ya que ademas de sus propieda-

des antioxidantes también posee propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas.

Para obtener una buena lectura de la capacidad antioxidante se debe realizar los anali-

sis en el menor tiempo posible, debido a que los extractos con los reactivos se degradan.

Para la lectura de las absorbancias en el espectrofotometro los tubos que contienen el
reactivo mas los extractos a diferentes concentraciones se recomiendan dejar por una

hora en el agitador a 200 rpm.

Probar diferentes métodos de extraccion con solventes para obtener los metabolitos

secundarios de ambas plantas de esta investigacion.
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ANEXOS

Anexos 1 Lista de abreviaturas
ABTS Acido 2,2", azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico.

DPPH 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo

°C Grado Celsius.

ICs0 Concentracidn necesaria para disminuir en un 50% la actividad antioxidante.
CPF Compuestos poli fendlicos.

TC Taninos hidrolizados.

FeCls Cloruro férrico.

% Simbolo denota porcentaje.

mm Longitud de medida: milimetro.
ug Unidad de masa: microgramos.
mL Unidad de volumen: mililitro.
rpm Partes por millon.

nm Longitud de onda.
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Anexos 2 Screening o tamizaje fitoquimico

Fig. 16 Sangre de drago (Croton lechleri Mull.Arg) prueba de Flavonoides

Fuente: Autora

Fig. 17 Ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC) prueba Flavonoides

Fuente: Autora
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Fig. 18 Prueba de Fenoles en sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg)

Fuente: Autora

Fig. 19 Prueba de Fenoles ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC)

Fuente: Autora
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Fig. 20 Prueba de Saponinas en sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg)

Fuente: Autora

Fig. 21 Prueba de Saponinas en ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC)

Fuente: Autora
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Fig. 22 Prueba de Taninos en sangre de drago (Croton lechleri Mill.Arg)

Fuente: Autora
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Fig. 23 Prueba de Taninos en ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC)

Fuente: Autora
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Fig. 25 Resumen de las pruebas del screening fitoquimico de ambas plantas.

Fuente: Autora
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Anexos 3 Método DPPH

Fig. 26 Reactivo DPPH aforado con etanol al 96% en 250 mL. Fuente: Autora

Fig. 27 Uncaria tomentosa Wild.DC aforado con etanol al 96%. Fuente: Autora
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Fig. 28 Patron de referencia vitamina C. Fuente: Autora

Fig. 29 Frascos para las muestras preparadas. Fuente: Autora
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Fig. 30 Celda del Blanco. Fuente: Autora

Anexos 4 Curva de calibracion para acido ascérbico

%Inhibicion de radicales libres
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Fig. 31 Concentracion vs %lInhibicion del acido ascorbico.

Fuente: Autora
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Anexos 5 Curva de calibracion para sangre de drago (Croton lechleri MUll.Arg).

Croton lechleri
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Fig. 32 Concentracion vs %Inhibicion de radicales libres.
Fuente: Autora

Anexos 6 Curva de calibracién para ufia de gato (Uncaria tomentosa Wild.DC)

Uncaria tomentosa
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Fig. 33 Concentracion vs %lInhibicion

Fuente: Autora
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Anexos 7 Gréficos de Normalidad

83,70

Cuantiles observados(Crotan lechleri)

Fig. 34 Croton lechleri Mill.Arg: Concentracién vs % Inhibicion en el programa de Infos-
tat

Fuente: Autora
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91,45

Cuantiles observados{Uncaria tomentosa)

Fig. 35 Uncaria tomentosa Wild.DC: Concentracion vs % Inhibicién en el programa de In-
fostat

Fuente: Autora
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