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RESUMEN

El objetivo de la investigacion realizada fue determinar la presencia o ausencia de la actividad
antioxidante en las plantas: Palicourea pilosa, Palicourea amethystina, Palicourea sulphurea,
Psychotria stenostachya y Cinchona sp, para lo cual se recurre a la recoleccion, secado y
extraccion de metabolitos de la planta previamente tratada con método de naturaleza polar
hidroalcohodlico. EI método DPPH el cual tiene como objetivo identificar la capacidad de
captacién de radicales libres por parte de las sustancias antioxidantes que podremos encontrar en
las plantas previamente mencionadas en su extracto, donde el nitrégeno tendra un electro que se
reducira al recibir un &tomo de hidrogeno del antioxidante y asi el resultado sera un compuesto
llamado hidracina. Luego de la reaccion mencionada el color violeta que caracteriza al reactivo
DPPH=* se tornara en un color amarillo el cual nos determinara si existe actividad antioxidante,
luego de realizar esta prueba y verificando que la cuestion es positiva, se procede gracias a un
patrén que en nuestro caso fue el acido ascorbico cuantificar su actividad midiendo en el
espectrofotometro a 517nm. Una vez teniendo los resultados afirmativos del ensayo DPPH*
procedemos a realizar una extraccion de alcaloides totales con el fin de determinar la actividad
antioxidante especificamente con la aplicacion del método NADH/metosulfato de fenazina/NBT
el cual su mecanismo fundamental se basa en la reduccion del metosulfato de fenazina (PMS) por
parte de la coenzima NADH, lo que provoca la generacién de radical superdxido cuyos electrones
son transferidos a la sal de tetrazolio como aceptor final produciendo un formazan pdrpura
insoluble en agua, y consecuentemente medir su actividad a 560nm. Por ultimo, determinado la
actividad antioxidante de los 5 extractos se procede a la tabulacién y aplicacion de ANOVA

unidireccional con un nivel de confianza del 95% para determinar las diferencias significativas.

Palabras clave: <ANTIOXIDANTE> <METABOLITOS> <HIDROALCOHOLICO>
<RADICALES LIBRES> <ESPECTOFOTOMETRO> <ALCALOIDES> <COENZIMA>
<RADICAL SUPEROXIDO> <ANOVA>,

0298-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The aim of the research was to determine the presence or absence of antioxidant activity in the
plants: Palicourea pilosa, Palicourea amethystina, Palicourea sulphurea, Psychotria
stenostachya and Cinchona sp, to do that, it was necessary the collection, drying and extraction
of metabolites of the plant previously treated with hydroalcoholic method. The DPPH method
which aims to identify the free radical scavenging capacity of the antioxidant substances that can
be found in the extracts of the plants previously mentioned, where the nitrogen will have an
electron that will be reduced by receiving a hydrogen atom of the antioxidant and thus the result
will be a compound called hydrazine. After the mentioned reaction the violet color that
characterizes the DPPH* reagent will turn into a yellow color which will determine if there is
antioxidant activity, after performing this test and verifying that the question is positive, the
quantification of its activity, thanks to a pattern which in our case was ascorbic acid, is carried
out by measuring in the spectrophotometer at 517nm. Once the affirmative results of the DPPH*
assay is obtained, the process continues to perform an extraction of total alkaloids in order to
determine the antioxidant activity specifically with the application of the NADH/phenazine
methosulfate/NBT method whose fundamental mechanism is based on the reduction of phenazine
methosulfate (PMS) by the coenzyme NADH, which causes the generation of superoxide radical
whose electrons are transferred to the tetrazolium salt as a final acceptor producing a purple
formazan insoluble in water, and consequently measuring its activity at 560nm. Finally,
determining the antioxidant activity of the 5 extracts, the tabulation and application of one-way
ANOVA at 95% confidence level is necessary to determine the significant differences.
Keywords: <ANTIOXIDANT>, <METABOLITES>, <HYDROALCOHOLIC>, <FREE
RADICALS>, <SPECTROPHOTOMETER>, <ALKALOIDS>, <COENZYME>,
<SUPEROXIDE RADICAL>, <ANOVA>.

Salazar Calderdn Edison Hernan

C.I: 0603184698
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INTRODUCCION

En nuestro pais concurre una flora y fauna muy extensa dentro de las 4 regiones, llegando a ser
un pais con una riqueza muy excelsa gracias a su desenvolvimiento de bosques, al particular clima
y contexto geografico del pais. En este sentido, se puede aludir que las especies vegetales pueden

ser manejadas con fines ornamentales, medicinales o alimentarios.

En el estudio de plantas concurren un sin nimero de especies y en este momento tomamos la
variedad Rubiaceae que precedentemente se ha estudiado con terminaciones terapéuticos, ya que
pueden ostentar propiedades antiinflamatorias, antibacteriales, antitumorales, etc. En esta
oportunidad estudiamos las plantas preliminarmente selectas buscando identificar una actividad

antioxidante mediante radicales libres.(Vega, Guzman 2021a)

Los radicales libres son compuestos quimicos que poseen electrones, pero no todos se encuentran
con su respectiva pareja, dando asi lugar a reacciones de oxidacién o reduccién dependiendo de
la situacion a la que se someta y asi busca su estabilidad y evita constituir compuestos
inestables.(Avello, Suwalsky 2006a)

El oxigeno que se encuentra en nuestro cuerpo y es importante para vivir contiene radicales
sueltos o libres, ciertas variedades no radicales que son oxidantes y se convierten expeditamente
en radicales libres, como, por ejemplo: acido hipocloroso, acido hipo-bromoso, ozono, y el
peréxido de hidrogeno.(Avello, Suwalsky 2006a)

El objetivo son la determinacion de los antioxidantes que bien sabemos son captadores de
electrones que no se encuentran en compuesto o también Ilamados radicales libres y gracias a ello
retrasan incluso eliminan momentaneamente el proceso de oxidacién lo cual evita la produccion

de compuestos que ayudan al deterioro como son los aldehidos y cetonas.

El potencial antioxidante los cuales provienen de los compuestos alcaloides y fenoles dependera
de la cantidad de hidroxilos, pero no solo de eso sino de su disposicion en las moléculas que se

localicen en estudio.

Al ingerir estos compuestos se dice que actian como protectores frente a varias enfermedades
entre las mas importantes destacaremos el cancer y enfermedades cardiovasculares, ahora
abarcando otro tema hablaremos del estrés oxidativo el cual se puede definir como un
desequilibrio de las especies reactivas del oxigeno y la respuesta de neutralizar los reactivos

intermedios para asi poder compensar el dafio que se esta ocasionando.(Coronado H. et al. 2015)

1



Investigaciones demuestran que se encuentran asociados a enfermedades como neoplasia,
aterosclerosis y enfermedades neurodegenerativas, para lo cual como lo mencionamos
anteriormente el consumo de estos productos antioxidantes ayudan a combatir diferentes
enfermedades entre las mas mencionadas se encuentran el cancer de colon, mama, y algunos

otros.(Cientifica 2002)

Los compuestos alcaloides son muy mencionados en la ciencia y medicina ya que tienen una
variedad de propiedades fisioldgicas, pero no todo es color rosa ya que los antioxidantes en
distintas concentraciones pueden ser perjudiciales para la salud puesto que pueden ejercer efectos

oxidantes.(Ibarra Estrada et al. 2011)

Ecuador es un pais el cual tiene una gran variedad de plantas y no es una excepcion las de la
familia Rubiaceae la cual en 2018 reporto 45 géneros y mas de 178 especies segun investigaciones
realizadas por Standley, actualmente se prevé que el nimero de géneros encontrados se haya

duplicado incluso triplicado y no se diga el de las especies que quizas se encuentra x5.(Porto,
Henriques, Fett-Neto 2009)

Luego de toda esta informacion el principal problema es la identificacion de la actividad
antioxidante de las 5 plantas de la familia Rubiaceae ya que es una familia que se encuentra en
nuestro pais y es digna de investigacion para procesos aledafios de farmacia que ayudara a varias

personas.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

A partir de esta informacion, como bien sabemos las plantas tienen una habilidad impresionante
de sintetizar compuestos quimicos y en muchos casos los mismos sirven como mecanismos de
defensa, pero en otro aspecto también generan los famosos antioxidantes los cuales se encargan
de retardar o inhibir el proceso de oxidacion para evitar la formacion de aldehidos y centonas el

cual depende del nimero y disposicion de grupos hidroxilo.

Los antioxidantes son compuestos quimicos comUnmente pertenecen al grupo de fenoles y
alcaloides, en el cuerpo de un ser vivo es utilizado para eliminar radicales libres los cuales pueden
llegar a ser perjudiciales para la salud, puesto que los mismos pueden producir oxidacion dentro

del cuerpo, alteraciones en el ADN y peor aun envejecimiento acelerado del cuerpo. (Avello,
Suwalsky 2006a)

Lo anterior se debe a que el oxigeno, que es esencial para la vida como bien sabemos, es también
un elemento quimico dentro de la tabla peridédica muy reactivo. EI cuerpo en si genera radicales
libres para su propio uso como el de: control de musculatura, eliminacion de bacterias, regulacion

de la actividad de los 6rganos, etc.

También con la ingesta y generacion del propio cuerpo los antioxidantes son usados y vitales para
la eliminacion de radicales libres sobrantes luego del proceso antes mencionado, para entender de
mejor manera el tema indicaremos que es la oxidacion celular, la cual de manera muy general se
puede definir el estado en el que se encuentra un dtomo libre o inestable pierde un electro y asi
quedando dispuesto a formar un nuevo compuesto con otro elemento asi dando lugar a un
desequilibrio entre produccion de especies reactivas del oxigeno y la capacidad del sistema del

ser de eliminar y limpiar su propio organismo de sustancias nocivas. (Vilaplana 2007)

El oxigeno que utilizamos para respirar es uno de los principales responsables de la oxidacion
celular el cual nos da energia de distintas maneras, pero en pequefias porciones de este elemento
producen los radicales libres es decir que se forman de manera normal en el organismo al

momento de metabolizarlo.



El consumo de antioxidantes por su alta capacidad de secuestro de radicales libres ha sido
asociado con la prevencion del estrés oxidativo, estos antioxidantes actan principalmente en
reacciones de terminacion de cadenas de radicales libres, impidiendo la oxidacién de lipidos y
otras moléculas cediendo dtomos de hidrogeno de forma que cortan o inhiben la formacién de

radicales libres. (Coronado H. et al. 2015)

La evaluacion de la actividad antioxidante de las 5 plantas de la familia Rubiaceae contribuira al
ambito de la investigacion ya que son plantas que se pueden encontrar en nuestro pais y asi

ayudara a determinar su actividad antioxidante para posterior dar le uso con fines farmacolégicos.

Para la realizacién de este estudio se cuenta con la disponibilidad de materiales, equipos y
reactivos proporcionado por la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, los cuales ayudaran a la realizacién de este, bajo la instruccién de docentes y

técnicos de laboratorio.

Desde tiempo inmemorables se ha venido realizando investigaciones tanto de los antioxidantes
como de los radicales libres, y quienes se dedicaban a este tipo de investigaciones solo eran
quimicos y bidlogos fundamentalmente, pero dandose que es un tema de mucho interés se ha ido

sumando la medicina y de manera muy drastica.

El presente trabajo es un estudio de experimentacion, todos los seres vivos que utilizan el oxigeno
para la generacion de energia también desatan radicales libres lo cual es perjudicial para la vida a
menos que existan antioxidantes 0 mecanismo de defensa contra este tipo de compuestos. La
defensa se debe realizar a través de los antioxidantes los cuales causan un efecto protector frente

a varias enfermedades ya previamente mencionadas.

El estudio de la familia Rubiaceae especificamente de las 5 plantas previamente mencionadas es
primordial en el ambito investigativo ya que son plantas que se encuentran en nuestro pais y un
estudio de las mismas es primordial para adquirir conocimientos para en un futuro llegar a realizar

estudios e investigaciones mas especificas con fines farmacoldgicos.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante de 5 especies Rubiaceae del Ecuador las cuales son: Palicourea

pilosa, Palicourea amethystina, Palicourea sulfirea, Psychotria stenostachya y Cinchona sp.
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1.2.2. Objetivos especificos

e Determinar si existe propiedades antioxidantes en las moléculas que son consideradas en el
estudio de todos los extractos.

o Obtener el extracto en atencion a las moléculas que potencialmente sean capaces de otorgar
actividad antioxidante.

e Cuantificar la actividad antioxidante de los 5 extractos de las plantas de la familia Rubiaceae
mediante el sistema NADH/NBT/metosulfato de fenasina (PMS) y el método DPPH*.



CAPITULOII

2. MARCO TEORICO

2.1.Familia Rubiaceae

Caracteristicas

llustracién 1-2: Genero Palicourea.
Fuente: Carreterp, 2004.

Son la cuarta familia mas grande estimada por su diversidad donde se redondea a un nimero de
630 géneros y mas de 10 mil especies. Gran parte viven en regiones tropicales las mismas que
tienen un papel muy importante en la vegetacion de estas regiones como se puede apreciar en la
ilustracion 1-2.

Por la diversidad de la familia se dice que ni tan siquiera la mitad ha sido indagada por la ciencia,
y eso que lo poco que se ha estudiado ha resultado util para los beneficios de los humanos, puesto
que en el Caribe se investigaron 100 plantas de esta familia, de las cuales mas de la mitad

trascendieron con propiedades Utiles para el ser vivo luego de un procedimiento no tan complejo.
Distribucion Global
Las Rubiéceas a lo largo del tiempo han logrado adaptarse a condiciones ambientales muy

distintas por lo cual gracias a esa capacidad pueden plantarse y desarrollarse en cualquier habitad

y al igual en condiciones no tan favorables como podemos mencionar condiciones de poca



humedad es decir en ambientes aridos, pero a su vez también pueden desarrollarse en ambientes

contrarios al mencionado previamente como son los de bastante humedad.

En climas tropicales, también tenemos conocimientos que se han logrado desarrollar incluso en
climas frios como en el Artico, un dato importante es mencionar que estas plantas podemos
encontrarlas como especies herbaceas en climas templados, mientras que en climas tropicales se

las observa como estructuras lefiosas. (Ehrendorfer et al. 2018)

Género Palicourea

llustracién 2-2: Género Palicourea

Fuente: Frohne, 2005.

Las plantas faner6gamas asi también llamadas a las de este género que se puede apreciar en la
figura 1-2, se las ha ubicado en los neotrdpicos, tras distintas investigaciones se ha logrado
conseguir informacion valiosa como que el género Palicourea es toxico para varios animales y
gracias a la experimentacion animal se descubri6 que un arbusto que crece en laregion Amazoénica

causa una muerte stbita a los animales de experimentacion.

Los conejos eran los animales de experimentacion de aquel proyecto de investigacion que con
solo 2 gramos de ingesta de material seco de la planta por su peso en kilogramos causo su muerte.



Estudios también indican que los frutos pueden llegar a ser incluso mas toxicos, las hojas de este
género también fueron diagnosticadas como toxicas no solamente con los conejos sino con las
vacas cabras y distintos animales que las ingerian, estudios realizados dieron con que el toxico
presente en la planta era un &cido monofluoroacético que se encontraba en la planta. (Fronhe, 2005)

Género Psychotria

llustracion 3-2: Género Psychotria.
Fuente: Colmeiro, 2001.

Psychotria es un género que habitualmente tiene flores y cominmente se encuentran debajo de
distintos arboles como se aprecia en la figura 1-3, en su mayoria de bosques tropicales. Existen

diferencias de este género y el de Cephaelis los cuales no son de mucho interés.

Muchas especies, como Psychotria ipecacuanha o Psychotria viridis, tienen compuestos

quimicos muy importantes y beneficiosos para el ser vivo.(Colmeiro 1858)



Género Chinchona

lustracion 4-2: Forma general del género Cinchona.
Fuente: Acosta 2019.

Este género de plantas también denominadas fanerégamas pertenecientes a la familia de las
Rubiaceae posee especies no mas de 25 y sus aspectos son de grandes arbustos o también
denominados pequefios arboles los cuales pueden alcanzar no més de 15 metros de altura como
se puede apreciar en la ilustracion 4-2.

Los aspectos fisicos a destacar son que tienen hojas opuestas, redondeadas y de una longitud de
1 a 4 decimetros, comunmente sus flores son color beige o blanco, pero también existen especies
que tienen de color rojo, ahora hablando de su fruto son generalmente como capsulas los cuales
contienen muchas semillas.

Este género fue nombrado por el famoso Carlos Linneo en honor al conde de Chinchon.(Colmeiro
1858)

Permisos de recoleccion

Con la finalidad de apoyar los procesos encaminados al uso, seguimiento y conservacion de la
biodiversidad a nivel nacional el Sistema Unico de Informacion Ambiental-SUIA proporciona un
documento con el objetivo de proporcionar la informacion necesaria para la operacion del Sistema
de Biodiversidad en su modulo de “Autorizacion de recoleccion de especimenes de especies de
la diversidad biologica sin fines comerciales”.

Se registrara los datos en la siguiente pagina web: http://suia.ambiente.gob.ec, por consiguiente,

registrara su solicitud y propuesta, en la opcion “proyectos” y luego “solicitudes”, donde constara



de cuatro partes, los datos del estudiante, del tutor, del representante legal de la institucion

cientifica nacional de apoyo y el titulo de la investigacion a desarrollar.

Luego se procederd a enviar junto con la propuesta de recoleccion de especimenes de especies, el
componente a recolectar, la duracion del proyecto, datos de la propuesta como el titulo, objetivos
generales y especificos y las técnicas de laboratorio, metodologia en el campo y en el laboratorio,
equipos y materiales, el cronograma de actividades, los resultados esperados, presupuesto de la

investigacion, se guarda y finaliza la propuesta.

El trdmite sera enviado a revision de autoridades y técnicos del Ministerio del Ambiente del
Ecuador, durante este periodo el trdmite podra ser negado, observado o aceptado, en el caso de
aceptacion se cancela el monto de veinte délares americanos y finalmente podréa descargarse el

permiso.

2.2. Etnobotanica

Una de las especies mencionadas previamente es utilizada de manera muy amplia en el

tratamiento de un sin numero de enfermedades como, por ejemplo:

e Trastornos cardiovasculares.
e Actividad antimicrobiana.

e Trastornos que se pueden suscitar en el post parto.

La forma mas facil de preparar es mediante decoccién o a su vez por infusion.
Esta especie también es utilizada externamente en forma de sauna es decir por vapor para lo cual
tenemos que tener en cuente su efectividad en tratamientos relacionados con la piel, ojos e incluso

dolores de cabeza y oido.(Dal-Souto Frescura et al. 2013)

Como ejemplo podemos tener en cuenta el uso de la P. colorata la cual en las amazonas en
distintas tribus es utilizado de manera muy comin para problemas relacionados con dolor de oido,

incluso se ha visto efectiva en dolores abdominales. (Verotta et al. 1999)

En nuestro pais también tienen uso este tipo de plantas de forma ancestral y medicinal incluso se
ha visto caso que se ha usado de forma alimenticia, ciertas plantas y frutos son considerados en
lo que previamente mencionamos que seria problemas con infecciones de piel, asi mismo para

tratar infecciones he incluso se ha visto efectiva en el tratamiento de lesiones en mucosas.
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Tenemos también conocimientos que se han utilizado esta planta socialmente, pues en esta
especie tenemos plantas que algunos shamanes la utilizan para curar el mal aire incluso con sus
tradiciones se dice que otras plantas pueden ayudar a mejorar su suerte, es decir atraer nuevas

vibras y recargar las energias.

2.3. Antioxidantes

Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales son principalmente, los compuestos tanto alcaloides como fenoles.
En general, los antioxidantes se pueden dividir en varios grupos diferentes en funcién de su
estructura basica. Entre los naturales y mas conocidos podemos encontrar a la vitamina C que su

nombre cientifico es el cido ascorbico y sus distintos derivados.(Amores, José, Benavides 2018)

Los tocoferoles, flavonoides y como no podian faltaron los fenoles también son dignos de estudio
puesto que son los antioxidantes naturales mas comulnmente utilizados en aplicaciones
alimentarias, otros compuestos presentes de forma natural también con actividad antioxidante son
carotenoides y compuestos nitrogenados como los alcaloides, aminoacidos y aminas, asi como

ciertas proteinas.(Avello, Suwalsky 2006)

Fuentes de antioxidantes

Los antioxidantes naturales se encuentran presentes en numerosas fuentes del reino vegetal, como

frutas, vegetales, etc.

Los méas importantes, los materiales ligno - celuldsicos provenientes de residuos agroalimentarios
y forestalesl pueden ser también considerados como fuentes naturales de este tipo de

antioxidantes, a pesar de tratarse de matrices previamente procesadas.

Diversas matrices de fuentes de antioxidantes naturales se investigaron, entre ellas cabe destacar
los residuos de productos vegetales, los cuales resultaron contener una considerable concentracién

de polifenoles y sobre todo alcaloides que ayudan a retrasar la oxidacion de las grasas.(Coronado
H. et al. 2015)

Entre todas las matrices de fuentes de antioxidantes naturales, los tés constituyen una de las mas

importantes, no sélo en funcién del nimero de antioxidantes presentes en 10s mismos como se
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puede apreciar en la figura 5 (principalmente compuestos poli-fendlicos y alcaloides) sino
también por la capacidad antioxidante de éstos. (Almajano, Delgado, Gordon 2007)

llustracién 5-2: Fuentes de antioxidantes.

Fuente: Temrout, 2020.

2.4. Moléculas que otorgan la propiedad antioxidante
2.4.1. Grupo Fenol

Los fenoles son compuestos organicos aromaticos que por indiscutiblemente debe tener un grupo
hidroxilo es decir un (OH*) como grupo funcional de este compuesto, el grupo fendlico tiene una
acidez demasiado débil, las concentraciones normalmente de este compuesto en planta es inferior

a 1 pg/l.. (Pefiarrieta et al. 2014)

De forma general podemos decir que el fenol puro se encuentra en estado sélido y tiene un color
blanquecino, cosa muy contraria al fenol comercial puesto que el mismo se lo adquiere de forma

liquida y su estructura es un anillo como se puede apreciar en la figura 1-6.

OH OH

lustracién 6-2: Estructura basica de un fenol.
Fuente: Weber et al, 2004-
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Se puede acotar que los fenoles se forman y se obtiene por una oxidacion parcial a la que es
sometido el benceno y como es un compuesto aromatico su aroma es agradable y dulce, en la

tabla 1-1 realizaremos una identificacion de las propiedades fisicas del fenol.

Tabla 1-2: Propiedades fisicas del Fenol.

Propiedades fisicas.
Formula Quimica. CeHsOH
Masa molecular.

94,1 g/mol
Punto de ebullicion 182°C
Punto de fusion 43°C
Densidad relativa del liquido (agua =
1,06
1g/ml)
Solubilidad en agua (g/100 ml) 7
Solubilidad en agua Moderada
Presion de vapor (Pa a 20°C) 47
Densidad relativa de vapor (aire = 1g/ml) 3,2
Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 1,001

20°C (aire = 1g/ml)
Punto de inflamacion 79°C
Realizado por: Tasan Luis.

Varios fenoles tienen un papel demasiado importante en el tema de estrés oxidativo, es decir que
son demasiado susceptibles a la oxidacion, definiendo asi como antioxidantes, estos compuestos
presentaron una oxidacion antes que otras especies con la finalidad de proteger de los distintos

ataques oxidativos los cuales podemos apreciar a continuacion y son los mas comunes:

Radicales libres, luz, radiacion, reacciones quimicas, también cabe recalcar que algunas
estructuras ya mas complejas, pero aun pertenecientes al grupo de los fenoles tienen una
capacidad demasiado importante la cual consigue recuperar su estado que ya se encuentra

reducido por un equilibrio llamado “redox” como se aprecia en la figura 1-7.

Después de que se cumpla el proceso de oxidacion pueden lograr recuperar su grupo hidroxilo
para asi conseguir nuevamente su actividad antioxidante con el fin de no orillar a la oxidacion de
distintos elementos que son de mucho interés como pueden ser las proteinas o azlcares de la

planta.
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lHustracion 7-2: Equilibrio redox.

Fuente: Morrison, 2006

Podemos plantearnos otra situacion para determinar el poder antioxidante cuantitativamente para
lo cual se puede aplicar su potencial de reduccion, el cual nos da el resultado en voltios y ahi se
logra interpretar de manera correlacional puesto que mientras este negativo y mas alejado del cero

su actividad antioxidante es mas fuerte.(Weber et al. 2004)

2.4.2. Grupo dentro los Fenoles con mayor actividad antioxidante

Dentro del grupo de los fenoles la mayoria posee actividad antioxidante segun bibliografia, pero
el que més se ha estudiante dentro de este tema son los flavonoles el cual su estructura base
podemos apreciar en la figura 8, pues es extendido dentro de la botanica, especificamente los
flavonoles son los que pueden llegar a presentar mayor actividad antioxidante en comparacion a

otros.

llustracién 8-2: Estructura de los flavonoles.

Fuente: Velazco, 2016
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Estos compuestos también pueden otorgar propiedades distintas a la estudiada como puede ser
una accién antiespasmddica, el cual hace referencia a la accién de evitar la contraccion del
musculo liso del intestino para asi evitar dolores y sobre todo es una excelente alternativa para el

tratamiento del sindrome de intestino irritable.

2.4.3. Grupo alcaloide

Son compuestos organicos nitrogenados que se obtienen basicamente de las plantas, su estructura
general es compleja, la mayoria por no decir su totalidad ejerce acciones farmacolégicas, pero
también se puede decir que en su mayoria son toxicas, en la figura 1-9 se puede apreciar la

estructura base de los alcaloides.(Hu et al. 2016)

Se encuentra una gran distribucién dentro del reino vegetal y mas aln en las aéreas, generalmente
se puede mencionar que hay algunos alcaloides que se encuentran de manera especifica en cierta
planta como tenemos el claro ejemplo de la cocaina que la encontramos en las hojas de coca y
toma como denominacion especifico, pero también tenemos alcaloides que podemos encontrar en

varias plantas y a esos de les denomina inespecificos.(Hu et al. 2016)

llustracién 9-2: Estructura de los alcaloides.
Fuente: Robinson, 2002

2.4.4. Grupos o compuestos con mayor actividad antioxidante

Por lo general la especie Rubiaceae tiene acumulado un sin nimero de fenoles y alcaloides, los
principales patrones que podemos sobresaltar es el Acido ascérbico y Acido galico los cuales son
los mas estudiados segun bibliografia y otorgan las propiedades antioxidantes a un sin nimero de

plantas.
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2.4.5. Estudio de los alcaloides en base al compuesto Dimetiltriptamina (DMT)

Dimetiltriptamina (DMT) La N,N-dimetiltriptamina (DMT) es un alcaloide aminoinddlico, una

triptamina enddgena de los mamiferos y varias plantas, incluidos varios géneros. (Carbonaro, Gatch
2016)

Esta molécula es interesante por su capacidad de producir alucinaciones visuales temporales e
irregulares en altas concentraciones, asi como por su presencia en diversas preparaciones
chaménicas como la ayahuasca, la hoasca o el yagé, que han sido utilizadas por los indigenas
durante siglos. Sur. America. Su uso como droga recreativa se ha informado recientemente en

Europa y América del Norte. (Carbonaro, Gatch 2016)

La actividad alucinégena del DMT exdgeno se debe a su afinidad por el receptor serotoninérgico
5-HT2A. Sin embargo, esta teoria ha sido refutada por compuestos que carecen del efecto visual
de la DMT vy tienen una mayor afinidad por los receptores 5-HT2A, por lo que este mecanismo
no explica completamente los efectos psicodélicos de la DMT. Se concluyd que los efectos
alucindgenos de los receptores 5-HT2A sobre los receptores DMT, 5-HT2C y 5-HT1A, asi como
los receptores ionotrépicos y metabotropicos de glutamato, dopamina, acetilcolina, TAAR y
sigma-1 son necesarios, pero no suficientes. Juega un papel importante. (Dean et al. 2019)

2.4.6. Captacion de radicales libres

Los seres humanos poseen un sistema antioxidante de defensa que incluye antioxidantes

enddgenos (enzimaticos y no enzimaticos) y exégenos, siendo la dieta la principal fuente exdgena.

El descubrimiento de nuevas fuentes antioxidantes podria detener el desarrollo de las

enfermedades relacionadas a ROS y otros radicales libres.(Quevedo et al. 2003)

Tipos

Enddgeno

Los antioxidantes enddgenos incluyen vias enzimaticas y no enziméticas. Las enzimas
antioxidantes mas importantes son el superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y el
glutation peroxidasa (GSH-Px). SOD convierte el anion superéxido en H202, que CAT

descompone en agua y oxigeno, evitando asi la formacion de radicales hidroxilos. GSH-Px, por

otro lado, libera peroxidos y grupos hidroxilo al oxidar el glutation reducido (GSH) a disulfuro
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de glutation, que luego es reducido por el glutation reductasa a GSH.base lo convierte en una

forma no téxica.

Otras enzimas antioxidantes incluyen glutatién-S-transferasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
Por el contrario, los antioxidantes no enzimaticos son moléculas que interactlan con especies
reactivas de oxigeno e interrumpen las reacciones en cadena de los radicales libres, siendo los
mas destacados la bilirrubina, el alfa-tocoferol (vitamina E), el betacaroteno, la albimina y el

acido arico. 85% de capacidad antioxidante en plasma.(Liguori et al. 2018)

Exo6geno

Los antioxidantes exdgenos incluyen el acido ascérbico (vitamina C), que elimina los grupos
hidroxilo y los aniones superdxido, el alfa-tocoferol (vitamina E), que promueve la peroxidacion
lipidica en las membranas celulares, y los antioxidantes fendlicos, incluidos los derivados del
estilbeno (veratrol blanco, &cidos fendlicos y flavonoides), lecitina oleosa, selenio, zinc y

acetilcisteina. (Liguori et al. 2018)

2.5. Mecanismos de accion

Se han propuesto dos mecanismos principales de accion de los antioxidantes. EIl primero es un
mecanismo de escision de cadena en el que el antioxidante principal dona electrones a los

radicales libres para su estabilizacion.

El segundo mecanismo implica la eliminacion de iniciadores de ROS/especies de nitrdgeno
reactivo mediante la desactivacion de catalizadores iniciados en cadena. Los antioxidantes pueden
afectar los sistemas bioldgicos a través de una variedad de mecanismos, que incluyen la donacion
de electrones, la quelacion de iones metalicos, los co-antioxidantes o la regulacidn de la expresion

génica.(Lobo et al. 2010)

2.6. Determinacion de captadores de radicales libres

Para la comunidad cientifica, la produccion y deteccion de ROS no ha sido facil debido a la
complejidad de sus reacciones; puesto que definir el tipo de especies quimicas presentes en un
punto determinado de la reaccion es complicado. Este hecho incrementa la complejidad
experimental y plantea el desarrollo de varios sistemas o métodos que permitan conocer con
certeza el comportamiento de las ROS para el descubrimiento de sustancias capaces de inhibirlas.
(Greenwald 2018)
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2.7.0tras propiedades de la especie Rubiaceae con fines terapéuticos.

Actividad antimicrobiana.

Se realizo estudios donde especificamente la planta fue Farema occidentalis, perteneciente a la
familia Rubiaceae la cual presento atividad antimicrobiana en su extracto seco frente a Salmonella

y Bacillus, con una concentracion de disco a 1240 pg/disco.

En la especie Uncaria Tomentosa, tuvo un resultado favorable puesto que evalud el crecimiento
de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, lo cual es un punto favorable en el estudio de esta
familia puesto que contiene varios metabolitos los cuales podemos apreciar en la tablaque el

humano puedo usarlos a su favor.(Vega, Guzman 2021b)

Tabla 2-2: Grupos quimicos mas importantes con actividad antimicrobiana

Grupo quimico. Compuestos mas efectivos Actividad.

Fenoles. Timol, 4cido antémico, terpenoide Antimicrobiana.

Taninos. Antimicrobiana y antiviral.
Alcaloides. Piperina, coca y mescalina Antimicrobiana.

Realizado por: Tasan Luis. 2022.

Actividad antiinflamatoria

En esta actividad tenemos especificamente al género Palicourea, el cuan presenta propiedades
gue ayudan en la inflamacion (edemas), el estudio realizado por Samara et al. 2019 demostro6
gue tiene esta actividad realizando experimentacion en ratos los cuales fueron inducidos a una
inflamacidn gracias a la carragenina y luego de aplicar el extracto hidroalcohélico fueron

mejorando significativamente.(Vega, Guzman 2021b)
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Lugar de investigacion

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias de

la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

3.2. Tipo y disefio de la investigacion

La investigacion propuesta es de tipo correlacional y el disefio de investigacion experimental,
basado en la evaluacion de la actividad antioxidante de las 5 plantas Rubiaceae previamente
mencionadas, en las cuales se utilizara los métodos mencionados, y los resultados seran

expresados de manera cuantitativa.

3.3.Poblacién de estudio y/o tamafio de muestra y/o método de muestreo

La poblacion de estudio fueron las 5 plantas de la familia Rubiaceae que son: Palicourea pilosa,
Palicourea amethystina, Palicourea sulfurea, Psychotria stenostachya y Cinchona sp. La

recoleccion del material vegetal se realiz6 en el Ecuador, mediante un muestreo aleatorio simple

para obtener aproximadamente 500 g de las diferentes especies vegetales.

Para la recoleccion del material vegetal se tomaran en cuenta los siguientes criterios:

3.3.1. Criterios de inclusion

Las mejores fracciones de las hojas de las distintas plantas de la familia Rubiaceae que presenten

buen estado, preferentemente apices de hojas con superficies y bordes integros.

3.3.2. Criterios de exclusion

Toda planta incluyendo las hojas que presenten dafios por accién de animales o insectos,
ejemplares que presenten deterioro por agua o viento. Plantas que se encuentren en proceso de
descomposicién o con contaminacién microbioldgica, se incluye aqui tallos, vainas, nudos, yemas

axilares y entrenudos.
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3.4.Equipos, materiales y reactivos

3.4.1. Equipos

Estufa de
conveccion natural
RedLine by Binder

balanza analitica
HDM

pH-metro

micropipeta
multicanal F1-Clip

Tip Thermo

Scientific™

Molino de
cuchillas Arthur H.
Thomas C.O

sonicador

termoagitador
magnético Thermo
Scientific™

refrigerador
General Electric®

lustracion 1-3: Equipos a utilizar

Realizado por: Tasan, Luis. 2022.

3.4.2. Materiales

Microplacas de 96 pocillos CITOTEST®.

20

balanza de
precision HDM

rotavapor
Heidolph®

mezclador de
vortice

congelador General
Electric®

estufa Memmert
SNB400

sorbona

termometro digital

lector de
microplacas

Thermo
Scientific™



3.4.3. Reactivos

éter dietilico etanol 96% metanol absoluto éter de petroleo
H2S04, NH40H goma arabiga sulfato de sadio agua destilada
’ anhidro

Trietilamina, 2,2- metosulfato de

difenil-1- ;
. fenazina (PMS,
p”{g?gg%zy' >90% UV)

llustracion 2-3: Reactivos
Realizado por: Tasan Luis. 2022.

»  Compuestos de referencia:

Acido ascorbico (> 99 % TLC) adquiridos Acido galico (> 99 % TLC) adquiridos en
en Sigma Aldrich Chemical Co. (USA). Sigma Aldrich Chemical Co. (USA).

llustracion 3-3: Compuestos de referencia

Realizado por: Tasan Luis. 2022.

3.5. Técnicas y métodos
3.5.1. Acondicionamiento de la materia vegetal
Se realizo la limpieza del material vegetal y se desec a una temperatura de 35°C en una estufa

de conveccidn natural durante 48 horas. Se triturd la muestra en un molino de cuchillas, para la

obtencion de un tamafio de particula aproximado de 2-3mm.
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El material seco fue conservado en bolsas de papel a 25°C en condiciones de oscuridad hasta su

posterior anélisis.

3.5.2. Control de calidad

El control de calidad del material vegetal se realiz6 mediante los procedimientos descritos por
Miranda et al. (1992, pp. 31-45).

A partir de 2 g de material vegetal seco en polvo, se calculd la humedad higroscopica como
pérdida de masa en % p/p. El contenido total de cenizas se obtuvo calentando a 600°C, y luego el
contenido de cenizas solubles en agua y el contenido de cenizas insolubles en &cido clorhidrico
se determinaron por el método gravimétrico. El procedimiento se realiz6 3 veces.

3.6. Extraccién del extracto para alcaloides

Se realizaron cinco extracciones a partir de 50g de planta seca de las 5 plantas seleccionadas.
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Se agregar la planta seca con
500mL de metanol absoluto como
solvente de extraccion, durante un

periodo de 48 horas.

Se obtuvo el extracto crudo seco.

Se obtiene una fase organica que
contiene otro tipo de metabolitos y
una fase acuosa acida en la que se
encuentran los alcaloides en forma

protonada.

Se afiadié goma arabiga y sulfato
de sodio anhidro para eliminar el
agua residual.

_El macerado se sometid a
sonicacion durante 1 hora por dia.

El extracto crudo se reconstituy6
con 200mL de H2S04 (1% v/v)

La fase acuosa acidificada se trato
con NH40H (10% v/v) hasta
alcanzar pH 9.

El extracto se filtré y se evapor6 a
presion reducida a 50°C hasta
sequedad. Finalmente, se obtuvo el
extracto bruto de alcaloides.

llustracion 4-3: Proceso de extraccion de extractos

Realizado por: Tasan Luis. 2022.

3.7.Método DPPH*

El extracto liquido bruto resultante
se filtrd y concentrd a presion
reducida a 50°C hasta sequedad

Se desengraso con éter de petréleo
(40 mL) por tres ocasiones

Se extrae con acetato de etilo
cuatro veces con el objetivo de
transferir los alcaloides a la fase
organica en forma de base.

Se pesd el baldn y su contenido se
deposit6 en un frasco ambar que se
conservo en un desecador bajo
condiciones de oscuridad hasta su
analisis para identificacion de
antioxidantes.

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) fue propuesto por Blois en 1958 y se usa ampliamente para

determinar la actividad antioxidante de plantas, frutas, verduras, productos botanicos, verduras,

café, etc. Contiene métodos de eliminacion de radicales libres.

Su fundamento se basa en la aceptacion de electrones o hidrégeno de la molécula de 2,2-difenil-

1-picrilhidrazina, que tiene un color purpura oscuro en solucién de metanol.

Este estudio requirid un espectrofotometro para medir la absorbancia cuando se receptan

electrones a una longitud de onda de 517 nm. Alli, la solucién de DPPH reacciond con un sustrato

antioxidante capaz de generar atomos de hidrégeno, y el color parpura presente en la solucion
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inicial fue de purpura a amarillo, lo que indica que hubo agotamiento de radicales libres por parte

del antioxidante.

El color amarillo es indicativo de la propiedad quimica antioxidante de la muestra

analizada.(Galvez Rivas, Zaldafia Burgos 2020)

CHy CHy
H,C - CH) H;C' 1 CH,
o o ens | C-H; CH) (‘.
}" 15 : 6 O2N N O,N "
§51 5% 4)c |Il | ) \ Hac ( | O
DG ) ~CS
\ g O N § ) ON
HiC. HyC
\ / CHy / CHs |
.. CHy \ \ CHy \
o oo HaC o,
< DPPH radicd > < Reduced DPPH >

llustracion 5-3: Cambio de color por presencia de antioxidantes en los distintos compuestos

Fuente: Ruiz, 2020.

Para realizar este método, primero debe preparar una solucion estandar de 2 mg de 1,1-difenil-2-

picrilhidrazilo en 100 ml de metanol de grado analito como estandar de referencia.

Se utiliza una solucion stock a diferentes concentraciones:

Tabla 1-3: Concentraciones a trabajar en el método DPPH*

Concentracion.

0,25
0,50
1,50
2,50
3,50
5,00

Realizado por: Tasan Luis. 2022.

Finalmente, el plato tiene un fondo morado con manchas amarillas o palidas ocasionales. Mostrd
actividad antioxidante. El &cido ascérbico como presenta actividad antioxidante se utiliza como

compuesto de referencia.
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3.8.Sistema NADH/metosulfato de fenazina/NBT

'c. .4 i
.fq;mi - % o< Pno
'\.ﬁIJH w
@ﬂﬁ —

‘ / &y Oxidized
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| L QL
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L
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llustracion 6-3: Representacién esquematica de la reduccion de NBT inducida por O*, gracias
al sistema NADH/PMS

Realizado por: Tasan Luis. 2022.

Este método fue introducido por primera vez en 1957 por el bioquimico britanico A. Pearse para
la deteccién histoquimica de la actividad deshidrogenasa. Sin embargo, se estan desarrollando

nuevas aplicaciones de esta técnica para la busqueda de antioxidantes.

La cuantificacién de la actividad captadora de ROS a través de este sistema de reaccion no
enzimatico es posible gracias a la produccion de radical superéxido a partir de metosulfato de
fenazina y nicotin adenin dinucledtido (PMS/NADH) que reduce el nitroazul de tetrazolio (NBT)

a un formazan de color carbonaro y Gatch, 2016.

Las concentraciones que se utilizaran en este método seran de:
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Tabla 2-3: Concentraciones trabajadas en el método NADH/metosulfato de
fenasina/NBT

Concantracion.

8,00
12,00
16,00
32,00
48,00

Realizado por: Tasan Luis. 2022.

El mecanismo fundamental de este ensayo se basa en la reduccion del metosulfato de fenazina
(PMS) por parte de la coenzima NADH, lo que provoca la generacion de radical superdxido cuyos
electrones son transferidos a la sal de tetrazolio como aceptor final produciendo un formazan

purpura insoluble en agua.

3.9. Tamizaje fitoquimico.

Para determinar la presencia de alcaloides se realizé las pruebas mas aplicadas segun bibliografia

las cuales mencionaremos a continuacion.

Ensayo de Dragendorff

Esta prueba o ensayo técnicamente se utiliza para determinar la presencio o ausencia de alcaloides
y es la méas utilizada en extractos naturales. El fundamento tedrico consiste en que el reactivo va
lograr la protonacion de nitrogeno es decir la adicion de un protdn, esto se debe a la acidez del
reactivo y como resultado si se produce una coloracién roja intensa la interpretacion es que el
extracto tiene presencia de alcaloides.

Esta prueba fue realizada a los 5 extractos obtenidos de las distintas plantas de estudio el cual el

arrojo los siguientes resultados como lo podemos apreciar en la Tabla 2-3.

Tabla 3-3: Ensayo de Dragendorff

Extracto de las plantas utilizadas Resultado de la prueba.
Palicourea pilosa ++
Palicourea amethystina ++
Palicourea sulfirea ++
Psychotria stenostachya ++
Cinchona sp +++

+++; Reaccion de gran intensidad, ++; Reaccion de mediana intensidad, +; Reaccion de baja intensidad; -; No detectado
Realizado por: Luis Tasan, 2022
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Como podemos apreciar el resultado obtenido en los 5 extractos fueron positivos por ende

podiamos continuar con el estudio de las plantas para ver su actividad antixidante.

Ensayo de Mayer.

Este ensayo es una caracterizacion no especifica en la basqueda de alcaloides en los extractos
sobre todo en los de origen natural, su fundamento se basa cuando el nitrégeno que se encuentra
dentro de los alcaloides permite la formacion de un enlace covalente y a su vez la formacién de

un ion metalico, dandonos como resultado un precipitado ya sea amarillo o blanco cristalino.

Esta prueba fue realizada a los 5 extractos obtenidos de las distintas plantas de estudio el cual el

arrojo los siguientes resultados como lo podemos apreciar en la Tabla 2-4.

Tabla 4-3: Ensayo de Mayer

Extracto de las plantas utilizadas Resultado de la prueba.
Palicourea pilosa ++
Palicourea amethystina ++
Palicourea sulfirea ++
Psychotria stenostachya ++
Cinchona sp +++

+++; Reaccion de gran intensidad, ++; Reaccion de mediana intensidad, +; Reaccion de baja intensidad; -; No detectado

Realizado por: Luis Tasan, 2022

Los resultados obtenidos nos confirmaron la presencia de alcaloides en todos los extractos que
hicimos reaccionar al ensayo de Mayer, con la segunda prueba y dando positivo el resultado
ibamos confirmando la presencia de alcaloides en los distintos extractos de las 5 plantas puestas
en estudio.

Ensayo de Wagner.
La reaccion es de tipo organica, donde el resultado nos da un color marrén, este principio se debe
a que gracias a las propiedades de los alcaloides y a su nitrégeno dentro de su estructura tiende a

combinarse con metales pesados en este caso el Yodo.

Esta prueba fue realizada a los 5 extractos obtenidos de las distintas plantas de estudio el cual los

arrojo los siguientes resultados como lo podemos apreciar en la Tabla 2-5.

27



Tabla 5-3: Ensayo de Wagner.

Extracto de las plantas utilizadas Resultado de la prueba.
Palicourea pilosa ++
Palicourea amethystina ++
Palicourea sulfurea ++
Psychotria stenostachya ++
Cinchona sp +++

+++; Reaccion de gran intensidad, ++; Reaccion de mediana intensidad, +; Reaccion de baja intensidad; -; No detectado

Realizado por: Luis Tasan, 2022

Tras realizar los 3 ensayos que bibliografia nos recomienda para determinar la presencia de

alcaloides y siendo afirmativos los 3 podemos asegurar que los extractos contienen alcaloides.
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CAPITULO IV
4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1. Extracto seco de las 5 plantas de estudio.
Después de haber obtenido el extracto al 70%, se elimind el etanol en rotavapor hasta la obtencion
del extracto seco con mayor estabilidad. A partir de 200 g de droga vegetal molida en forma de
polvo fino homogéneo, se obtuvo 4,3 g de extracto seco, del que se utilizd 0,7 g para las distintas
mediciones con los diferentes reactivos.
4.2.Uso del acido ascorbico como patron de referencia para el método DPPH.
El acido ascorbico es un nutriente que necesita el cuerpo humano en pequefas cantidades para
funcionar bien y estar saludable. Como antioxidante, el cido ascérbico ayuda a prevenir el dafio

celular causado por los radicales libres.

Tabla 1-4: Resultados del patron de referencia (Acido ascorbico).

Captacion de

Concentracion, pg/mL e
oncentracion, Hgfm radical libre, (%)

0,25 6,34+0,86
0,50 18,21+ 1,02
1,50 33,68+0,99
2,50 45,66+0,82
3,50 64,15+0,28
5,00 84,72+0,30

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.
Realizado por: Tasan Luis, 2022

1=t Serie

Logit Regression
R=0.0428
ECs=2.03 (1.4=297)

38 48
llustracion 1-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 de &cido ascorbico.

Realizado por: Tasan Luis, 2022.

29



4.3. Resultado del extracto de Palicourea pilosa para la captacion de radicales libres en el
método DPPH.

Una vez realizadas todas las lecturas de los ensayos propuestos se procede a la tabulacion para
obtener los valores de la capacidad de captacion en porcentaje arrojando los siguientes datos que

se sefiala en la Tabla 3-2.

Tabla 2-4: Valores del ensayo DPPH para Palicourea pilosa.

Concentracion, pg/mL P. pilosa
0,05 1,854+0.69
0,25 3,146+0.87
05 5,926+0.96
2,5 21,900+0.84
12,5 37,259+0.68
25 52,323+0.54
50 85,877+0.63

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

Realizado por: Tasan Luis, 2022

Se realiz6 distintas mediciones para determinar que valores se acoplen de mejor manera al patron
de referencia previamente definido. Existe una actividad que si bien no es tan pronunciada nos da

un resultado positivo para lo cual se determinar el modelo logaritmico para realizar una discusion.

1=t Serie

Logit Regression

R =0.9585

EC.,=14.04 [11.16=17.67)

36 48
llustracion 2-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 de Palicourea pilosa.

Realizado por: Tasan Luis, 2022.

Como podemos observar en el Gréfico 3-2, el EC50 que se determind para la solucion patrén que
en este caso es el &cido ascdrbico es inferior al del extracto de Palicourea pilosa, lo que refleja

que la solucidn patron tiene una mayor capacidad de captacion con respecto al extracto.
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4.4, Resultado del extracto de Palicourea amethystina para la captacion de radicales libres
en el método DPPH.

Una vez realizadas todas las lecturas de los ensayos propuestos se procede a la tabulacion para
obtener los valores de la capacidad de captacion en porcentaje arrojando los siguientes datos que

se sefiala en la Tabla 3-3.

Tabla 3-4: Valores del ensayo DPPH para Palicourea amethystina.

Concentracion, pg/mL P. amethystina
0,025 0,926+0.95
0,05 1,529+0.98
0,25 2,594+1.08
0,5 4,888+1.11
2,5 18,063+1.48
12,5 30,730+1.68
35 54,897+1.70
50 67,333+1.86

Realizado por: Luis Tasan, 2022

Se realizd distintas mediciones para determinar que valores se acoplen de mejor manera al patron
de referencia previamente definido. Existe una actividad que si bien no es tan pronunciada es
mejor que el extracto previamente analizado, su resultado es positivo para lo cual se determinar

el modelo logaritmico para realizar una discusion.

1

-
L ogit Regression
R=0.985

ECq=27.01 (23.52+31.07)

36 48
llustracion 3-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 de Palicourea

amethystina.
Realizado por: Tasan Luis, 2022.

Como podemos observar en el Gréfico 3-3, el EC50 que se determind para la solucion patrén que
en este caso es el acido ascorbico es inferior al del extracto de Palicourea amethystina., lo que

refleja que la solucién patrén tiene una mayor capacidad de captacion con respecto al extracto.
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En comparacion de extractos entre Palicourea pilosa y Palicourea amethystina determinando el
IC50 podemos afirmar que la capacidad de captacion de P. amethystina es mucho mejor que la
de P. pilosa, ya que el IC50 se encuentra muy por debajo con esto concluimos que mejor actividad
antioxidante tiene la del extracto de Palicourea amethystina.

4.5. Resultado del extracto de Palicourea sulphurea para la captacion de radicales libres en
el método DPPH.

Una vez realizadas todas las lecturas de los ensayos propuestos se procede a la tabulacién para
obtener los valores de la capacidad de captacion en porcentaje arrojando los siguientes datos que

se sefiala en la Tabla 3-4.

Tabla 4-4: Valores del ensayo DPPH para Palicourea sulphurea.

Concentracion, pg/mL P. sulphurea
0,025 0,550+0.75
0,05 0,907+0.86
0,25 1,540+0.91
0,5 2,901+0.89
2,5 10,720+0.99
12,5 18,238+1.12
50 51,547+1.08
100 77,453+1.09

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

Realizado por: Luis Tasan, 2022

Se realiz6 distintas mediciones para determinar que valores se acoplen de mejor manera al patron
de referencia previamente definido. Existe una actividad que si bien no es tan pronunciada nos da

un resultado positivo para lo cual se determinar el modelo logaritmico para realizar una discusion.

Logit Regression
R=048713
ECsp= 43.85 (36.13+53.41)

60 80 /100
llustracion 4-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 de Palicourea

sulphurea.
Realizado por: Tasan Luis, 2022.
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Como podemos observar en el Gréfico 3-4, el EC50 que se determind para la solucion patrén que
en este caso es el &cido ascorbico es inferior al del extracto de Palicourea sulphurea, lo que refleja
que la solucidn patron tiene una mayor capacidad de captacion con respecto al extracto.

En comparacion de extractos entre Palicourea pilosa, Palicourea amethystina y Palicourea
sulphurea determinando el 1C50 podemos afirmar que la capacidad de captacién de P. pilosa es
mucho mejor que la de P. amethystina y P. sulphurea ya que el IC50 se encuentra muy por debajo
y es el que se me acerca a la de la solucion patrén, con esto concluimos que mejor actividad

antioxidante tiene la del extracto de Palicourea pilosa en comparacion a los otros extractos.

4.6. Resultado del extracto de Psychotria stenostachya para la captacion de radicales libres
en el método DPPH.

Una vez realizadas todas las lecturas de los ensayos propuestos se procede a la tabulacién para
obtener los valores de la capacidad de captacion en porcentaje arrojando los siguientes datos que

se sefiala en la Tabla 3-5.

Tabla 5-4: Valores del ensayo DPPH para Psychotria stenostachya.

Concentracion, pg/mL P. stenostachya
0,025 1,460+1.11
0,05 2,409+1.08
0,25 4,089+1.16
0,5 7,703+0.89
2,5 28,467+0.98
12,5 48,430+1.15
25 68,655+1.54
50 88,432+0.94

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.
Realizado por: Luis Tasan, 2022

Se realiz6 distintas mediciones para determinar que valores se acoplen de mejor manera al patron
de referencia previamente definido. Existe una actividad que si bien no es tan pronunciada nos da

un resultado positivo para lo cual se determinar el modelo logaritmico para realizar una discusion.
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1=t Serie

Logit Regression
R=09723

ECs= 8.1%9 (5.82+59.85)

24 38 48
llustracion 5-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacién de EC50 de Psychotria

stenostachya.

Realizado por: Tasan Luis, 2022.

Como podemos observar en el Gréfico 3-5, el EC50 que se determind para la solucion patrén que
en este caso es el &cido ascorbico es inferior al del extracto, pero es un valor muy cercando de
Palicourea stenostachya, lo que refleja que la solucion patron tiene una mayor capacidad de
captacion con respecto al extracto.

En comparacion a los extractos del género Palicourea determinando el IC50 podemos afirmar
que la capacidad de captacion de P. stenostachya es mucho mejor a las demas, ya que el 1C50 se

encuentra bajo y muy cercano a la de la solucion patrén.

4.7.Resultado del extracto de Cinchona sp para la captacion de radicales libres en el método
DPPH

Una vez realizadas todas las lecturas de los ensayos propuestos se procede a la tabulacion para
obtener los valores de la capacidad de captacion en porcentaje arrojando los siguientes datos que

se sefiala en la Tabla 3-6.

Tabla 6-4: Valores del ensayo DPPH para Cinchona sp.

Concentracion, pg/mL Cinchona sp.
0,025 2,159+0.67
0,05 3,564+0.84
0,25 6,048+0.71
0,5 11,394+0.92
2,5 42,110+0.95
12,5 71,640+0.87
25 86,284+1.12

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

Realizado por: Tasan Luis, 2022
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Se realizaron varias mediciones para ver cuales eran las més efectivas dentro de los rangos
preestablecidos, ahora se procedid a realizar la concentracion eficaz media y se grafica para

realizar una comparacion a su patron.

1st Serie
Logit Regrezsion
R=05TM1

ECs,=3.86 (3.19-4.69)

6 12 18 24
llustracion 6-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 de Cinchona sp.
Realizado por: Luis Tasan, 2022.

Como podemos observar en el Gréfico 3-6, el EC50 que se determind para la solucion patrén que
en este caso es el acido ascorbico es casi similar al del extracto de Cinchona sp, lo que refleja que
la solucion patrén tiene una mayor capacidad de captacion con respecto al extracto la cual no es

tan lejana.

En comparacion a los extractos del género Palicourea determinando el EC50 podemos afirmar
que la capacidad de captacion de Cinchona sp es mucho mejor a la del género Palicourea, ya que

el EC50 se encuentra bajo y se podria decir que practicamente similar a la solucion patrén.

4.8.Uso del acido galico como patrén para determinar la inhibicién de la formacién de un

radical superoéxido

El 4cido galico es un acido trihidroxibenzoico natural, es un astringente, un inhibidor de la
ciclooxigenasa 2, un antioxidante, un agente antineoplasico, un inhibidor débil de la anhidrasa
carbonica, un inductor de apoptosis, por lo cual fue optado para usar como patrén ya que tiene un
comportamiento muy efectivo en formacion de radical superdxido por lo previamente

mencionado.
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Tabla 7-4: Resultados del patron de referencia (Acido galico).

Concentracion, pg/mL Acido galico
8,00 18,97+0.96
12,00 27,63+1.98
16,00 37,58+1.96
32,00 64,16+0.62
48,00 71,49+0.42

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

Realizado por: Tasan Luis, 2022

- 15t Serie
Logit Regression
R =0.9923
ECs= 2311 (19.48=27.57)

40 50
lustracion 7-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacién de EC50 de acido galico.

Realizado por: Tasan Luis, 2022.

Se realizé la concentracion eficaz media como se puede apreciar en el grafico 3-7, para tener un
dato sigiloso y base para los proximos extractos que ayudarian a determinar si tienen una

inhibicion.

4.9. Inhibicién de la formacion de radical superoxido por la fraccion alcaloidal de Palicourea

pilosa

En este método se tomaron varias lecturas acordes a la formacion de radical superoxido para tener
un resultado y asi poder realizar la concentracion efectiva media en comparacion a su patrén que
en este caso es el acido galico y aquellos resultados se veran reflejados en la Tabla 3-8.

Tabla 8-4: Valores del ensayo NADH/PMS/NBT para Palicourea pilosa.

P. pilosa, % inhibicion

Concentracion, pg/mL . s
ne/ de radical superoxido

4 3,141+0.89
8 9,267+0.78
12 13,105+0.92
16 26,930+0.81
32 35,690+0.84
40 40,324+1.08
48 51,355+1.12
56 58,736+0.90

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.
Realizado por: Tasan Luis, 2022

36



Las distintas lecturas que se hicieron fueron acorde a resultados que nos iba otorgando el

espectrofotometro para lo cual se obtuvieron datos selectivos para realizar la EC50.

lustracion 8-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacién de EC50 del extracto de la

planta Palicourea pilosa.
Realizado por: Tasan Luis, 2022.

Como se puede apreciar luego de realizar la EC50 se puede determinar que el extracto obtenido
de la planta Palicourea pilosa no tiene un resultado favorable en comparacion al de su patron que
es el acido galico como se puede apreciar en el Grafico 3-8, aunque si existe una actividad no es
tan elevada y es un resultado afirmativo puesto que estos deben ir en concordancia con el método

DPPH, ya que los dos nos permite determinar de cierto modo la actividad antioxidante.

4.10. Inhibicién de la formacién de radical superédxido por la fraccion alcaloidal de

Palicourea amethystina
En este método se tomaron varias lecturas acordes a la formacidon de radical superoxido para tener
un resultado y asi poder realizar la concentracién efectiva media en comparacion a su patrén que

en este caso es el acido galico y aquellos resultados se veran reflejados en la Tabla 3-9.

Tabla 9-4: Valores del ensayo NADH/PMS/NBT para Palicourea amethystina.

P. amethystina, % inhibicion

Concentracion, pg/mL . o
ne/ de radical superoxido

4 2,594+0.40
8 7,655+0.68
12 10,826+0.86
16 22,246+1.60
32 29,483+1.02
40 36,848+0.86
48 43,594+0.98
56 50,231+0.94
64 58,839+1.41

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

Realizado por: Tasan Luis, 2022
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Las distintas lecturas que se hicieron fueron acorde a resultados que nos iba otorgando el

espectrofotometro para lo cual se obtuvieron datos selectivos para realizar la EC50.

ECsy= £4.55 (47.753+82.53)

56
lustracion 9-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 del extracto de la
planta Palicourea amethystina.

Realizado por: Luis Tasan, 2022.

Como se puede apreciar luego de realizar la EC50 se puede determinar que el extracto obtenido
de la planta Palicourea amethystina no tiene un resultado favorable en comparacién al de su
patrén que es el &cido galico como se puede apreciar en el Grafico 3-9, incluso es menor
porcentaje de inhibicion del radical superdxido en comparacion al extracto de la planta Palicourea
pilosa, aunque si existe una actividad es muy débil, es un resultado acertado y en conjunto con el
método DPPH.

4.11. Inhibicién de la formacién de radical superédxido por la fraccion alcaloidal de

Palicourea sulphurea
En este método se tomaron varias lecturas acordes a la formacion de radical superoxido para tener
un resultado y asi poder realizar la concentracién efectiva media en comparacion a su patron que

en este caso es el acido galico y aquellos resultados se veran reflejados en la Tabla 3-10.

Tabla 10-4: Valores del ensayo NADH/PMS/NBT para Palicourea sulphurea.

P. sulphurea % inhibicién

Concentracion, pg/mL . o
ne/ de radical superoxido

4 1,540+0.82
8 4,543+0.78
12 6,425+0.96
16 13,203+0.87
32 17,498+1.12
40 21,474+1.08
48 28,374+1.26
56 33,765+2.12
64 40,029+0.98
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72 47,291+0.89
80 51,133+0.63
88 55,219+1.02

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

Realizado por: Tasan Luis, 2022

Las distintas mediciones que se hicieron fueron acorde a resultados que nos iba otorgando el
espectrofotometro para lo cual se obtuvieron datos selectivos para realizar la EC50.

EC. = 85.75 (77.19:85.42)

30
llustracion 10-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 del extracto de la

planta Palicourea sulphurea.
Realizado por: Tasan Luis, 2022.

Como se puede apreciar luego de realizar la EC50 se puede determinar que el extracto obtenido
de la planta Palicourea sulphurea de los tres extractos que se han realizado es el menos favorable
como se puede apreciar en el Grafico 3-10, esta afirmacién se da gracias al patron que tenemos
para realizar su debida comparacién, con esto se concluye con su porcentaje de inhibicién de
radical superoxido es muy baja y se puede afirmar que su actividad antioxidante va ser
desfavorable, y su resultado va conjuntamente con el método DPPH que nos ayuda a determinar

si el resultado es acorde.

4.12. Inhibicién de la formacién de radical superédxido por la fraccion alcaloidal de
Psychotria stenostachya.

En este método se tomaron varias lecturas acordes a la formacidon de radical superoxido para tener

un resultado y asi poder realizar la concentracién efectiva media en comparacion a su patrén que

en este caso es el acido galico y aquellos resultados se veran reflejados en la Taba 3-11.
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Tabla 11-4: Valores del ensayo NADH/PMS/NBT para Psychotria stenostachya.

P. stenostachya % inhibicion

Concentracion, pg/mL . .
He de radical superdxido

4 4,089+0.96
8 12,065+0.89
12 17,061+0.92
16 35,060+1.09
32 46,466+1.16
40 54,211+0.78
48 61,827+0.69

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

Realizado por: Tasan Luis, 2022

Las distintas mediciones que se hicieron fueron acorde a resultados que nos iba otorgando el

espectrofotometro para lo cual se obtuvieron datos selectivos para realizar la EC50.

ECeo= 33.29 (27.49-40 67)

40 50
lustracion 11-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 del extracto de la

planta Psychotria stenostachya.
Realizado por: Luis Tasan, 2022.

Como se puede apreciar luego de realizar la EC50 se puede determinar que el extracto obtenido
de la planta Psychotria stenostachya tiene un valor mas cercano al de su patron, es decir que su
porcentaje de inhibicién de radical superoxido es efectivo y se puede afirmar que esta planta tiene
una actividad antioxidante mayormente elevada que la de los anteriores extractos, esto se logré
determinar luego de ver el porcentaje de inhibicién de radical superéxido en conjunto con el
método DPPH los cuales van conjuntamente y se determind que si tiene una actividad

antioxidante muy elevada.

4.13. Inhibicion de la formacién de radical superdxido por la fraccion alcaloidal de

Cinchona sp

En este método se tomaron varias lecturas acordes a la formacion de radical superdxido para tener

un resultado acorde y asi poder realizar la concentracion efectiva media en comparacion a su
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patron que en este caso es el acido gélico y aquellos resultados se veran reflejados en la Tabla 3-
12.

Tabla 12-4: Valores del ensayo NADH/PMS/NBT para Cinchona sp.

Concentracion, pg/mL Cinchona sp.
4 6,048+0.87
8 17,846+1.09
12 25,238+1.12
16 51,862+0.78
32 68,734+0.73

Los valores representan el promedio + desviacion estandar de n=3.

Realizado por: Tasan Luis, 2022

Las distintas mediciones que se hicieron fueron acorde a resultados que nos iba otorgando el
espectrofotometro para lo cual se obtuvieron datos selectivos para realizar la EC50.

1st Serig faszem===T
.- LoghRegression

R = 0.9591

EC.o= 19.12 (13.33:28.77)

24 32
llustracion 12-4: Ajuste al modelo logaritmico para la estimacion de EC50 del extracto de la

planta Cinchona sp.
Realizado por: Luis Tasan, 2022.

Como se puede apreciar luego de realizar la EC50 se puede determinar que el extracto obtenido
de la planta Cinchona sp, es el que mejora actividad presenta a comparacién de los diferentes
resultados que hemos ido obteniendo a lo largo de los distintos analisis, con eso podemos
determinar que su porcentaje de inhibicién es elevado y afirmar que su actividad antioxidante es
la mas favorable en comparacion con los distintos extractos que tenemos analizados previamente
para lo cual realizaremos un ANOVA con que determinamos cuales son los extractos que

realmente no tienen una diferencia significativa con su patron.
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4.14. Analisis estadistico

Se aplico ANOVA para determinar si existe o no diferencias significativas entre los distintos
compuestos tanto en el ensayo de DPPH* y Sistema NADH/metosulfato de fenazina/NBT lo cual

nos arrojo los siguientes resultados.

Método DPPH*.

Interval Plot of acido ascorb; palicurea pi; ...
95% Cl for the Mean

50
40

30

Data

20

10

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

lustracion 13-4: Diagrama de intervalo del patron a comparacion de los 5 extractos en el método

DPPH*,

Realizado por: Tasan Luis, 2022.

Como podemos apreciar en el gréafico 3-13 podemos ver los intervalos que mantienen los extractos
en comparacion a su patrén que en este caso fue el acido ascdrbico para lo cual procedemos a ver

si existe diferencias significativas.
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Dunnett Simultaneous 95% Cls
Level Mean - Control Mean for acido ascorb; palicurea pi; ...

palicurea pi - acido ascorb

palicourea a - acido ascorb

palicourea s - acido ascorb

[ ]

Psychotria s - acido ascorb |

Cinchona sp - acido ascorb I

= Y A I

-10 10 20 30 40 50 60

If an interval does not contain zero, the corresponding mean is significantly different from the
control mean.

lustracion 14-4: Aplicacion de la prueba de Dunnett en el método DPPH*.
Realizado por: Tasan Luis, 2022.

La aplicacidon de la Prueba de Dunnett nos ayuda a comparar las medias de los diferentes extractos
con la de su patrén con un 95% de confianza podemos afirmar que el extracto de la planta
Cinchona sp, no tiene una diferencia significativa como podemaos apreciar en el grafico 3-14 a la
de su patrén por lo cual es éptima para seguir un estudio y tener en cuenta que la planta posee una
actividad antioxidante similar por no decir igual a la del acido ascorbico.

Sistema NADH/metosulfato de fenazina/NBT

Interval Plot of acido galico; palicurea pi; ...
95% CI for the Mean
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The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

llustracion 15-4: Diagrama de intervalo del patrén a comparacion de los 5 extractos en el sistema

NADH/metosulfato de fenazina/NBT.
Realizado por: Tasan Luis, 2022.
43



Como podemos apreciar en el grafico 3-15 podemos ver los intervalos que mantienen los extractos
en comparacion a su patron que en este caso fue el acido gélico para lo cual procedemos a ver si
existe diferencias significativas.

Dunnett Simultaneous 95% Cls
Level Mean - Control Mean for acido galico; palicurea pi; ...

palicurea pi - acido galico

palicourea a - acido galico

palicourea s - acido galico

Psychotria s - acido galico |

L ]

[ J

Cinchona sp - acido galico |

[= JH I

-20 20 40 60 80

If an interval does not contain zero, the corresponding mean is significantly different from the
control mean.

lustracion 16-4: Aplicacion de la prueba de Dunnett en el sistema NADH/metosulfato de

fenazina/NBT.
Realizado por: Tasén Luis, 2022.

En la prueba de Dunnett que podemos apreciar en el grafico 3-16 podemos afirmar que luego de
aplicar el sistema NADH/metosulfato de fenazina/NBT logramos complementar el estudio de la
actividad antioxidante arrojandonos como resultado que la Cinchona sp, en comparacion a la de
su patron que es el acido galico no existe una diferencia significativa por ende tenemos que el

extracto alcaloidal presenta una actividad antioxidante similar a la de su patron.

4.15. Discusion

Los resultados expuestos indican que todas las planas poseen actividad antioxidante unas mas que
otras ya que gracias al ensayo DPPH*, se logr6 determinar que el extracto hidroalcohdlico
presenta una capacidad de captacion puesto que su ensayo se basa en la medicion de radicales

libres por parte de sustancias antioxidantes.

Luego de verificar la presencia de actividad antioxidante procedimos a obtener un extracto
alcaloidal para lo cual se realiz6 las pruebas confirmatorias para verificar que los extractos posean
alcaloides como son la prueba de Dragendorff, Mayer y Wagner, las cuales para los 5 extractos
dieron positivo y asi seguimos con la aplicacion del sistema NADH/metosulfato de

fenazina/NBT.
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En el sistema NADH/metosulfato de fenazina/NBT podemos cuantificar la actividad captadora
gracias al radical superoxido por lo cual los extractos alcaloidales pueden presentar actividad
antioxidante, como todos dieron positivos los resultados expuestos en las tablas nos ayudan a

comprender en base a su patron en que condiciones presenta actividad antioxidante.

Los resultados obtenidos en la prueba de DPPH* nos indica que las plantas del genero Palicourea,
son las que menos actividad presentan en comparacion al acido ascorbico, de ellas la que mas se

destaca es la Palicourea sulphurea, aun asi, su capacidad de captacion de radicales libres es baja.

El extracto de la planta Psychotria stenostachya, presenta una capacidad de captacion de radicales
libres muy elevada, en comparacion a las del genero Palicourea, esto quiere decir que tiene mayor
actividad antioxidante y es una de las que mas se acerca al patrén dato que podemos confirmar
con la aplicacion de ANOVA.

La Cinchona sp, es la que mejor resultado arrojo, puesto que mediante el grafico Dunnett no tiene
una diferencia significativa en comparacion a su patrén, por lo cual obtuvimos un extracto similar
por no decir igual a la del patrdon que fue el acido ascorbico, con esto queremos decir que la
capacidad de captacion de radicales libre es igual la del extracto que la del patrén.

Los resultados obtenidos en el sistema NADH/metosulfato de fenazina/PMS confirmaron los
resultados obtenidos en el ensayo DPPH* puesto que por la generacion del radical superoxido
podemos verificar y cuantificar la actividad antioxidante y especificamente porque realizamos la

prueba con un extracto alcaloidal.

Las lecturas que obtuvimos en diferentes concentraciones nos indicaron que el género Palicourea,
no tiene una generacion de radical superéxido buena en comparacion a las de su patrén por lo
cual podemos afirmar que presenta una actividad antioxidante pero no es bueno, entre ellas la que

mejor resultado obtuvo fue la Palicourea sulphurea.

La Psychotria stenostachya, es quien resalta en comparacion al género Palicourea, ya que su
generacién de radical superdxido es similar al de su patrén que es el acido galico y existe una

diferencia no tan significativa.

La Cinchona sp es la que mayor actividad antioxidante presento por generacion de radical

superoxido en comparacion al acido ascorbico que segun bibliografia sabemos que es uno de los

compuestos con mas presencia antioxidante que tenemos en la actualidad y gracias a la generacion

de radical superdxido se permite identificar la actividad, a su vez gracias a estos estudios podemos
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tener en consideracion una alternativa para este compuesto lo cual facilmente se puede dar
seguimiento realizando una separacion de alcaloides usando distintos métodos como podria ser
HPLC para la debida determinacion de que alcaloides o compuestos son los que realmente

generan un radical superdxido y asi determinar cuales son los que realmente me sirven.

Los dos métodos se complementan puesto que buscan un fin coman, el cual es determinar la
actividad antioxidante ya sea por la capacidad de captacién o la generacion de radical superéxido,
por ende se aplico en todos los extractos y como previamente se mencioné la Cinchona sp fue la
gue mayor actividad antioxidante presentd y como prueba complementaria se puede usar el uno
con el otro método para su veracidad y verificacion, pero no con esto queremos decir que los
demas extractos no tuvieron actividad antioxidante, puesto que todos arrojaron resultados

positivos y ninguno se quedo en base cero.
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CONCLUSIONES

Los extractos obtenidos de las cinco plantas evaluadas, presentan moléculas con actividad
antioxidante, puesto que en el método DPPH*, se determind la captacion de radical libre y en el
sistema NADH/metosulfato de fenazina/PMS se cuantifico la inhibicion de radical superdxido
con la finalidad de afirmar que las especies estudiadas exhiben actividad antioxidante.

Se obtuvo los extractos el uno de naturaleza hidroalcohélico para el ensayo DPPH*, y el otro de
naturaleza apolar acaloidal para el sistema NADH/metosulfato de fenazina/PMS con la finalidad
de demostrar las propiedades antioxidantes de los componentes totales y fraccionados de las

especies estudiadas.

Se realiz6 patrones en este caso el acido ascorbico y &cido galico, usamos estas moléculas ya que
previamente fueron estudiadas y son moléculas que presentan actividad antioxidante elevada para

asi lograr un andlisis eficaz.

Cuantificar la actividad antioxidante de los 5 extractos de las plantas de la familia Rubiaceae
mediante el sistema NADH/NBT/metosulfato de fenasina (PMS) y el método DPPH*.

Se relaciono los resultados aplicando ANOVA 'y con el grafico de Dunnett identificar que extracto

es el que no tiene una diferencia significa que en nuestro caso en los 2 ensayos nos dio la planta

Cinchona sp, pues fue la que relativamente es igual a la de su patrén.
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RECOMENDACIONES

Tener siempre en cuenta que el extracto debe proceder de hojas y plantas previamente analizadas
y determinando un control de calidad efectivo

Es de suma importancia que longitud a la que se trabaje sea no mas de 517 nm puesto que es un

valor que segun bibliografia es el mas acorde para realizar el estudio

Realizar las mediciones por triplicado para tener veracidad en los resultados y evitar cualquier

inconveniente si asi se presentara la situacion.

Tener siempre los reactivos utilizados en los 2 métodos en congelacion para evitar alguna

alteracion en los mismos.
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