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RESUMEN

El conocimiento etnobotanica es de gran importancia ya que se usan especies vegetales
para contrarrestar los efectos de la mordedura de serpientes venenosas. En esta
investigacion se procedié a comprobar la actividad anti hemolitica de las especies
Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb (curarina) y Pollalesta discolor (Kunth)
Aristeg (pigue), especies muy utilizadas por los habitantes indigenas amazdnicos para
contrarrestar los efectos del veneno de la serpiente Bothrops atrox (pitalala), especie
frecuentemente causante de la mayoria de los accidentes ofidicos, considerados hoy
en dia como un problema de salud publica. Las muestras vegetales de estas especies
fueron colectadas en la provincia de Morona Santiago, en los cantones Morona y

Huamboya.

Se elabor0 extractos totales secos con solventes de polaridad creciente (n-heptano,
etanol y agua) con el fin de investigar su composicion quimica cualitativa y
cuantitativa; se realiz6 la cuantificacion de fenoles totales y flavonoides mediante
espectrofotometria de luz visible. Se investigd in vitro su capacidad de inhibir la
hemolisis causada por el veneno de pitalala utilizando medio de agar sangre
fosfatidilcolina. Los resultados demostraron que los extractos alcoholicos de ambas
especies vegetales poseen una mayor actividad anti hemolitica que los otros extractos,
establecida por su capacidad de disminuir el halo de hemdlisis de una dosis de veneno

de 15 pg.

Palabras clave: hemolitica, ofidico, espectrofotometria, pitalala.



ABSTRACT

Ethnobotanical knowledge is important because some plant species are used to
counteract the effects of the biting of poison snakes. In this research we tested the anti-
hemolytic activity of the species Minthostachys cf. Mollis (Kunth) Griseb (kurarina)
and Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg (pigue), species that are widely used by
Amazonian indigenous inhabitants to counteract the effects of poisson of snake
Bothrops atrox (pitalala), a species frequently responsible for Ophidian accidents,
considered today as a public health problem. The plant samples of these species were

collected in the province of Morona Santiago, in the Morona and Huamboya cantons.

Total dry extracts were prepared with increasing polarity solvents (n-heptane, ethanol
and water) in order to investigate their qualitative and quantitative chemical
composition; the quantification of total phenols and flavonoids were performed by
visible light with spectrophotometry. Their inhibition haemolysis caused by pitalala
venom using blood agar medium phosphatidylcholine was investigated in vitro. The
results showed that the alcoholic extracts of both plants have a higher antihemolytic
activity than the other extracts, established by their ability to decrease the haemolysis

halo of a dose of poison of 15 pg.

Key words: haemolytic, ophidian, spectrophotometry, pitalala.



Introduccion

Los accidentes ofidicos constituyen un problema de salud publica generalmente en
zonas rurales; se han reportado en todo el mundo un promedio de 5.4000.000 de
mordeduras de serpientes, de las cuales 125.345 de las personas han muerto por la

letalidad del veneno (Gualan Guamante, 2011).

En el Ecuador se puede encontrar climas tropicales y subtropicales muy propicios para

el crecimiento de especies ofidicas venenosas (Ministerio de salud pablica, 2007).

Las mordeduras de serpiente generalmente se dan en zonas rurales o donde hay una
gran actividad agricola, por lo que las personas mas afectadas son campesinos que no
poseen una proteccion adecuada y ademas no tienen una atencién inmediata en caso
de presentarse un accidente (Villamarin , 2009). Asi, las personas que trabajan en la
mineria, campesinos, y los habitantes de la Amazonia, al no contar con un centro de
salud o clinica totalmente capacitada se encuentran expuestos a sufrir una mordedura;
al menos 5000 personas mueren anualmente en toda Latinoamérica por accidentes

ofidicos (Ministerio de salud publica, 2007).

El unico antidoto totalmente comprobado contra un accidente bothrépico es el suero
antiofidico, no obstante, las etnias amazonicas con su conocimiento ancestral han
otorgado propiedades antiofidicas a plantas de su entorno, como una medida

preventiva o0 como un antidoto ante estos casos (Yarlequé, 2012).

Especies como la Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb (curarina) y Pollalesta
discolor (Kunth) Aristeg (piglie) son utilizadas para contrarrestar los efectos

ocasionados por el veneno de serpientes.



Por ello es importante comprobar la actividad anti hemolitica de estas especies sobre
el veneno de B. atrox para asi verificar el uso potencial como alexitera en la mitigacion

de los efectos mortales de su veneno.

Los objetivos que se pretende en la investigacion son: Objetivo general: Determinar la
inhibicidn de la actividad hemolitica del veneno de Bothrops atrox por los extractos
totales secos de Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb y Pollalesta discolor (Kunth)
Aristeg. Los Objetivos especificos: Obtener extractos totales secos acuosos,
alcohdlicos y heptanicos de Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb y Pollalesta
discolor (Kunth) Aristeg, por maceracion; Evaluar la composicién quimica cualitativa
de los extractos de acuosos, alcohdlicos y heptanicos de Minthostachys cf. mollis
(Kunth) Griseb y Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg, por tamizaje fitoquimico;
Cuantificar polifenoles totales y flavonoides en los extractos totales de Minthostachys
cf. mollis (Kunth) Griseb y Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg; Evaluar in vitro la
capacidad neutralizante de la actividad hemolitica del veneno de B. atrox por los
extractos acuoso, alcoholico y heptanico de Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb y
Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg utilizando la técnica de agar sangre

fosfatidilcolina.

Las hipdtesis planteadas son: Hipdtesis nula: Ninguna concentracion de extracto de
ninguna especie vegetal reduce el halo de hemolisis generado por la concentracion
minima hemolitica (MIDH) del veneno de Bothrops atrox. La Hipotesis alternativa:
Al menos una concentracion de extracto y una especie vegetal reduce el halo de
hemolisis generado por la concentracion minima hemolitica (MIDH) del veneno de

Bothrops atrox.



Las variables planteadas son: Variable dependiente: Disminucion del diametro de
hemolisis generado por la dosis minima hemolitica (DMIH) del veneno de Bothrops

atrox. Y Variable independiente: Concentracion del extracto.



Capitulo 1: Fundamento tedrico

Este capitulo contiene conceptos, descripcion botanica de las especies vegetales en

estudio y la descripcion del género Bothrops.

El uso de plantas alexitera se traslada a épocas antes de cristo, donde no existia ningun
tipo de medicamento para curar enfermedades; en esa época se usaba Unicamente
plantas con poder curativo, aunque algunas de estas con poca eficacia para ciertas
enfermedades (de la Torre, Muriel, & Balslev, 2006). En la India en su medicina
ancestral constan 211 plantas con capacidad alexitera, mientras que en México también
existe un conocimiento ancestral de plantas alexitera ya que en el siglo XV1 se citaron

19 plantas en libro Historia de las plantas de la nueva Espafia (Reyes & Jimenez, 1995).

El aporte etnobotanica en esta época era fundamental para las personas, siendo las
plantas con poder curativo su Unico medicamento, incluso en la actualidad muchas de
estas siguen siendo usadas por personas con poco acceso a medicamentos (Ansaloni,
Wilches, & Ledn, 2010). Un siglo después se da el descubrimiento de los antibioticos,
gue va a generar un gran impacto ya que para muchas de las enfermedades que se
manifestaban en ese entonces las plantas parecian tener poca efectividad (Corales,

2010).

Varias especies han sido utilizadas tradicionalmente con fines alexiteros en gran parte
Latinoamérica, especialmente en lugares donde existe una gran variedad de serpientes

venenosas, y poco acceso a un centro de salud o medicamentos (Soto & Lopez, 2009).

La propiedad alexitera es la capacidad de una sustancia para contrarrestar los sintomas

toxicos venenosos causados por animales ponzofiosos y en especial serpientes, posee



las propiedades de reducir el sangrado, el dolor, inflamacién o a su vez elimina por

completo el envenenamiento (Reyes & Jimenez, 1995).

Los envenenamientos por serpientes se producen con alta frecuencia a nivel mundial,
se cree que alrededor de 5 millones de picadoras se producen en un afio, y 125.000 son
mortales (Castrillon & Estrada, 2014). Se conoce que los paises de Latinoamérica con
mas problemas de accidentes ofidicos son Brasil, Colombia, Peru, Venezuela, Ecuador
y Argentina siendo el Gltimo de estos con menos casos registrados de accidentes
ofidicos, cabe destacar que en Africa las picaduras de serpientes son mucho méas
frecuentes y llegan a tener un indice de 20.000 muertes en un afio (Quesada Aguilera,

2012).

La cifra de muerte se reduce en paises desarrollados por lo que se entiende que al tratar
de inmediato una picadura con un medicamento o un antidoto los casos de mortalidad

bajan en una gran cantidad (Soto & Lopez, 2009).

Los casos de picaduras de serpientes son un grave problema para varios paises
subdesarrollados en especial aquellos que no poseen una buena atencion médica o que
no cuentan con un servicio hospitalario cercano, lo que ocurre a menudo en zonas
rurales, es por esto que los conocimientos etnobotanicos son muy utilizados para la

mordedura de serpientes (Soto & Lopez, 2009).

En la actualidad se sabe que existen alrededor de 800 plantas con capacidad alexitera
alrededor del mundo, pero no de todas se tiene una certeza de su capacidad contra la
picadura de serpiente por lo que se las ha investigado para saber cuales son los
componentes 0 metabolitos que poseen para darle esta capacidad (Houghton &

Osibogun, 1993).



En Ecuador existen plantas usadas para contrarrestar el veneno de serpiente como las
especies Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb, Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg,
estas se dan a conocer gracias al conocimiento etnobotanico de los habitantes de las

zonas afectadas (Vargas, 2015).

Tabla 1.

Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Suborden: Asteranes Takht.
Orden: Lamiales Bromhead
Familia: Lamiaceae Martinov
Género: Minthostachys (Beth.) Spach
Especie mollis (Kunth) Griseb.

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Figura 1. Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb
Fuente: El autor (2016)

1.1. Descripcién botanica

La especie Minthostachys mollis (kunth) Griseb (peperina o curarina) es un sub
arbusto que puede llegar a medir hasta 2 m de altura, perenne. Hojas laminadas

de 1-5 cm de largo con peciolo de 1 cm de largo, agudas, ovadas con bordes




1.2.

enteros o levemente dentados, glabras en el haz y pilosas en el envés (Elechosa,

2009).

Posee numerosas flores blancas, pediceladas las cuales estan dispuestas en cimas
pedunculadas con bracteas foliosas. Caliz con 5 dientes levemente cigomorfo,
su Corola es de color amarillento y llega a medir 3,5 mm de largo, caliz y corola
son levemente cigomorfas, con dos ramas estigmadas de distinto tamafio

(Scanadaliaris, Fuentes, & Lovey, 2007).

Su fruto esta constituido por 4 clusas o aquenios de color pardo reticuladas, su
floracién se da una vez al afio y su cosecha se debe realizar cuando la planta se

encuentra en prefloracion (Elechosa, 2009).

Usos etnobotanicos

Se puede usar para inflamacion, parto, tos, gripe, dolor molar y bafio posparto
(Ceron Martinez, 2006). Se realiza infusiones para la indigestion, diarrea,
nauseas, dolor estomacal, ademas es usada también contra el colera aungue esto
no estd comprobado. Se usa como aromatizante ya que tiene el mismo aceite que

la menta (Pefiafiel Cevallos, 2003).

Otro de los usos que se le atribuye a esta especie es su capacidad para
contrarrestar el veneno de serpiente y su capacidad cicatrizante. Se realiza una
infusion de la planta en su totalidad y se la aplica sobre la zona afectada por la

serpiente (Jara, Lozada, & Pefiaranda, 2014).



Tabla 2.
Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg.

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae novak ex Takht
Suborden: Asteranes Takht.

Orden: Asterales Link

Familia: Asteraceae Bercht. & J. Presl
Género: Pollalesta Kunth

Especie discolor (Kunth) Aristeg.

Nota: Realizado por el autor (2016)

Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg. (Corteza)

L . e et BN QY
'igura 2. disolor'(Kunth) Aristeg. (orteza)
Fuente: El autor (2016)

1.3. Descripcion botanica

La especie discolor (kunth) Aristeg (Pigue) posee una germinacion del 31% con
una alta produccion de semillas, es un arbol que llega a medir 25 m de altura con
tallos grisaceos y rugosos (Merino Castillo, 2010). Posee hojas alternas, con un
apice acuminado, base cuneada, membranosas Yy elipticas que van de los 6-10

cm de largo (Brai & Madrigal, 2005).

Tiene flores blancas en capitulos, una inflorescencia en las paniculas terminales

de 6 a 18 cm de largo, cabezuelas de 5mm de largo, corola de 4mm de largo,




1.4.

1.5.

bracteas tomentosas, con aquenios largos, su corteza es de tonalidad grisacea la
cual en su interior contiene una sustancia viscosa negra, ramas jovenes
granulosas con algunas vellosidades. Las raices son superficiales (Merino

Castillo, 2010).

El Pigue es un arbol que se encuentra en bosques secundarios y es altamente
repoblador, su floracién y fructificacion se da dos veces al afio en los meses de
mayo a junio y de agosto a octubre (Erazo, lzurieta, Cronkleton, Larson, &

Putzel, 2014).

Usos etnobotanicos

El pigue es usado segun conocimientos etnobotanicos contra el paludismo, se
usa la corteza del arbol en conjunto con las hojas. También es usado contra el
paludismo cerebral (Brai & Madrigal, 2005). Otro de sus usos es contra la
mordedura de serpiente, en este caso se utiliza es la corteza del tallo la cual es

aplicada sobre la zona afectada (Vargas, 2015).

Aspectos generales de las serpientes

Las serpientes u ofidios son un tipo de reptiles que aparecieron hace unos 150
millones de afios, grupo evolutivamente moderno, las primeras serpientes
nacieron a partir de los lagartos por lo que poseen puas a cada lado del ano los
cuales son vestigios de las extremidades posteriores, estas se caracterizan por la
ausencia de patas, un cuerpo muy alagado, cuerpo recubierto por escamas y de
habito nocturnos, las mas grandes pueden llegar a medir 3 metros y las mas

pequerias de 10 a 12 cm (Cueva & Erazo, 2010) citado en (Contreras, 2014).



1.6.

La manera adecuada de identificar una serpiente venenosa es por la forma de su
cabeza, el color que poseen, las escamas en su cuerpo y el color que tiene, asi
como las franjas de colores en su cuerpo y los colmillos que en muchas ocasiones
son visibles y en otras se encuentran al fondo y son mas complicados de detectar,
las serpientes al momento de morder o atacar lo hacen con el fin de defenderse
en caso de sentirse amenazada, se enrollan en su cuerpo y se levantan para atacar

(Quesada Aguilera, 2012).

Por lo general las serpientes venenosas al morder, tienden a inyectar veneno
constituido por proteinas y poli péptidos con actividad toxica a la cual se le
otorga la capacidad de producir actividades fisiopatoldgicas negativas.

(Ministerio de salud publica, 2007)

Serpientes del Ecuador

Las serpientes en el Ecuador generalmente se encuentran en ambientes
subtropicales y tropicales, donde es mucho méas 6ptimo su crecimiento, es en
estas zonas y en especial las zonas rurales es donde existe mayor probabilidad

de una mordedura de serpiente (Soto & Lopez, 2009).

Se conocen alrededor de 200 especies de serpientes u ofidios en el Ecuador pero
de todas estas solo 44 especies son de alto peligro para las regiones rurales donde
los méas afectados son los agricultores, ganaderos y nativos de estas zonas, se
encentran muchos mas casos de mordeduras de serpientes en los meses de marzo,
abril y mayo ya que en estos meses es cuando hay temporada de lluvia y las

serpientes salen de sus nidos (Ministerio de salud publica, 2007).
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1.7.

1.8.

En el Ecuador existen 5 géneros de serpientes venenosas con gran importancia
como son: el género Bothrops, Crotalus, Lachesis, Pelamis y Micrurus, el género
Bothrops es el responsable de un 70-80% de las mordeduras de serpientes en la
region amazoénica y del litoral en especial B. asper (equis) y B. atrox (pitalala)

(Gualan Guamante, 2011).

Género bothrops

El género bothrops se encuentra en la clase reptilia, subgénero ophidia y familia
viperidae que agrupa a las serpientes venenosas y agresivas, este género agrupa
32 especies distribuidas por América de sur y América central (Jara Guazhco,

Lozada Fajardo, & Pefiaranda Banegas, 2014)

Las serpientes del genero bothrops poseen una cabeza ancha y plana de forma
triangular, con una cola corta, colmillos largos y huecos, y en la parte frontal de
la cabeza se encuentran lobulos olfativos (Otero, Tobdn, Gémez, Osorio, &
Valderrama, 1992). Todas las serpientes de este género se caracterizan por estar
cubierto por escamas y van desde los 50 cm o 60 cm hasta los 2 m de largo

(Carrasco, 2013).

El habitat de estas serpientes es en zonas himedas, entre matorrales y hojas secas
donde es dificil su visibilidad, En Ecuador el género bothrops encuentra ubicado
en bosques nublados, matorrales secos, bosques de tierras bajas y en tierras bajas

cerca de la costa del pais hasta los 1200 metros de altura (Villacreses, 2013).

Bothrops atrox

Este tipo de serpiente se lo encuentra generalmente en la noche, aunque también

se las ha visto por la mafana en dias lluviosos, las serpientes juveniles de este
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1.9.

género y especie suelen alimentarse de animales pequefios ya que usan su cola
para atraer a sus presas Y llegan alcanzar su estado de madures al llegar a los 3

afios de vida (Pasmifio-Otamendi, 2013).

Las serpientes juveniles prefieren alimentarse de lagartijas y sapos, mientras que
las serpientes de mayor tamafio o ya adultas se alimentan de aves y roedores

(Pasmifio-Otamendi, 2013).

La especie atrox se caracteriza por tener una longitud entre los 75cm y 125cm,
con un dorso color café, aband, gris o amarillo. Es considerada la especie mas
peligrosa o la mas causante de accidentes ofidicos en la Amazonia ecuatoriana

(Cérdova Mera & Santos Espin, 2013).

La reproduccién de bothrops atrox es ovovivipara, donde su periodo de
gestacion varia de 90 a 120 dias, las hembras deben salir de su nido durante la
gestacion para poder recibir el sol y asi mantener su temperatura corporal, puede

tener entre 60 y 80 crias (Bolafios, 1982).

Distribucion

La especie atrox se encuentran en la mayor parte de Sudamérica, en paises como
Brasil, Colombia, Venezuela, Guayana Francesa, Per(, Bolivia y Ecuador

(Pasmifio-Otamendi, 2013).

Bothrops atrox esta distribuida en una gran cantidad de habitats, cerca de rios,
lagos o arroyos. Se las puede encontrar en bosques himedos, bosques tropicales,
montarias bajas etc. (Natera, Almeida, & Perez , 2005). Otro de los lugares donde
habita este tipo de serpiente y generalmente causa mas accidentes es en zonas

urbanas, areas con malezay zonas de cultivo (Instituto Nacional de Salud, 2004).
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En Ecuador estd ubicada generalmente en ambientes humedos, bosques
tropicales, bosques lluviosos, se las encuentra desde los 1200m a nivel del mar,
en cuanto a su micro habitat cuando son jovenes y adultas tiende a variar ya que
las serpientes jovenes se encuentran en arbustos, mientas las adulas se ubican
muy poco en la vegetacion y tienden a preferir més el suelo (Pasmifio-Otamendi,

2013).

1.9.1. Accidente ofidico

Es la mordedura causada por una serpiente la cual va a inyectar veneno con
actividad toxica en el cuerpo, estos tipos de envenenamiento son complicados y
van a variar segun el ofidio que produjo la mordedura (Gutiérrez J., 2011). Este
tipo de envenenamiento si no es tratado con rapidez puede producir muerte en el

tejido afectado, amputacion o muerte de la victima. (Gutiérrez & Rojas, 1999).

1.9.2. Accidente bothroépico

Segun el Ministerio de Salud Publica el accidente bothropico se da por la
mordedura de las serpientes que pertenecen al género bothrops, a estas especies
se las considera responsables de la mayor cantidad de accidentes ofidicos, ya que
al encontrarse en una gran cantidad de habitats por su buena adaptacion, el que
se produzca una mordedura de serpiente es muy frecuente, ademas constan de
una alta reproduccion y gran agresividad. (Hurtado Zuluaga, Uran Arboleda, &

Villa Arango, 2013)

El accidente bothropico se da la producirse una lesion cutanea por la mordedura

de una serpiente, seguida de la inoculacion del veneno compuesto por sustancias
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toxicas que producen lesiones severas en el tejido afectado (Secretaria de Salad

del Estado de Veracruz, 2014).

La gravedad de la mordedura dependera de varios factores a tomar en cuenta
como las veces que fue mordida la persona, el lugar afectado por la mordedura,
edad, peso, el tiempo que a sado desde que se produjo el accidente (Gutiérrez &
Rojas, 1999). Estos tipos de accidentes ofidicos deben sr tratados con rapidez
para evitar complicaciones posteriores (Hurtado Zuluaga, Uran Arboleda, &

Villa Arango, 2013).

El veneno que inocula este tipo de serpientes se lo considera con accion o
actividad coagulante, proteolitica, mio-necrotizante y citotdxica. (Farez Pineda,

2015)

1.9.3. Signosy sintomas

Al producirse la mordedura los primeros sintomas locales suelen darse en los
primeros 20 minutos como dolor intenso que es el primer sintoma de gran
importancia, dolor en el abdomen, la produccién de edemas que a medida que
transcurre el tiempo pueden ir empeorando y son notorios a los 30 minutos
producida la mordedura, hemorragia que dependera de la cantidad de veneno
inoculado, infeccidn y sangrado por la boca. (Hurtado Zuluaga, Uran Arboleda,

& Villa Arango, 2013).

Luego de haber transcurrido 3 horas del accidente, dependiendo la cantidad de
veneno inyectado se producen lesiones eritematosas de color rojizo, ademas de
la aparicion de flictenas en el area afectada y finalmente necrosis total del tejido

(Ministerio de salud publica, 2007).
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Los signos mas comunes en el caso de un accidente bothropico es la
desfibrinacion que se da luego de haber pasado una hora de la mordedura,
hematuria, trombocitopenia y la hipotension (Hurtado Zuluaga, Uran Arboleda,

& Villa Arango, 2013).

1.9.4. Grados de envenenamiento bothropico

El envenenamiento bothrépico se puede manifestar en tres grados, leve,
moderado y severo, los tres tipos de envenenamientos necesitan un atencion
hospitalaria, ya que deben ser evaluados y se les debe hacer un seguimiento,

debido a que mientras pasa el tiempo las etapas pueden agravarse (Charry, 2006).

Envenenamiento leve: Los sintomas se presentan en el area local de la
mordedura, se produce un dolor leve que puede ir aumentando, sefiales de un
pequefio edema, no se da hemorragia, se deben hacer pruebas de tiempo de

coagulacién (Villamarin , 2009).

Envenenamiento moderado: Se da un dolor mas fuerte o intenso, ademas de una
sensacion de calor en la parte afectada, se producen pequefios edemas, se puede
producir hemorragia en pequefias cantidades, hipertension; el paciente necesita
ser tratado con un suero antiofidico, la coagulacion de la sangre no se produce

normalmente. (Villamarin , 2009)

Envenenamiento severo: El dolor se vuelve intenso, se producen edemas en toda
la parte afectada aunque puede también darse edemas en otras zonas del cuerpo,
la hemorragia se intensifica, se empiezan a ver los primeros sintomas de necrosis,
taquicardia, se pueden producir también ampollas flictenas, se puede dar la

muerte de la persona afectada. (Charry, 2006)
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1.10. Tratamiento

El suero antiofidico es lo que se debe usar en el caso de un accidente bothropico,
este antidoto es de origen equino, y consta de los anticuerpos especificos del tipo
de veneno para poder contrarrestar los efectos toxicos del mismo. Este suero
tiene como fin no permitir la absorcién, evitar los sintomas que se pueden
producir, el suero no puede ser usado para tratar sintomas que ya se presentaron

(Mota , 2008).

La administracion del suero hay que hacerla antes de las 6 horas a partir que se
dio la mordedura, se debe tomar en cuenta que antes de administrar el antidoto o
suero se tienen que hacer pruebas de sensibilidad o asegurarse de tener el equipo
adecuado en caso de producirse una reaccion adversa del paciente. La via de
administracion adecuada es la intravenosa, ya que si se usa la via intramuscular

se puede provocar hematomas en el paciente (Mota , 2008).

1.10.1. Pruebas para determinar la actividad antihemolitica (alexitera)

La actividad alexitera es evaluada principalmente en los extractos alcohdlicos de
las plantas de interés, las cuales van a ser sometidas a pruebas anticoagulantes,

anti hemoliticas y anti proteoliticas” (Torres et al., 2012).
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Capitulo 2: Materiales y metodos

Este capitulo presenta las metodologias utilizadas durante la experimentacion tanto

en campo como en laboratorio.

2.1. Disefno

Este estudio se desarrollé de manera cuantitativa y cualitativa de acuerdo a las
variables establecidas que se miden segun los objetivos planteados para

actividad antihemolitica.

2.2. Poblacion y Muestra

2.2.1. Material Vegetal

Se realizaron los tramites pertinentes para obtener los permisos
medioambientales para realizar la recoleccion de las especies vegetales. Se
tomaron muestras de Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb y Pollalesta
discolor (Kunth) Aristeg en la provincia de Morona Santiago, cantones

Huamboya y Morona.

Se extrajo 2 mL de veneno de un ejemplar adulto de B.atrox por ordefio manual,
el mismo que fue diluido en solucion salina al 0.89% en una proporcion 1:2 y
transportada en refrigeracion hasta los laboratorios en la ciudad de Quito. El

ofidio fue liberado en su habitat natural.
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2.2.2. Obtencién de extractos

2.3.

Cada especie vegetal desinfectada con hipoclorito de sodio al 5% se secé durante
dos semanas por venteo. Para realizar los tres tipos de extractos se utiliza la

técnica de maceracion con solventes de polaridad creciente; como sigue:

Extracto heptanico: se macer6 25 g de material vegetal seco con 150 mL n-
heptano durante 48 horas a temperatura ambiente, luego filtro y se seco en rota

vapor hasta su uso. (Viglianco, 2007)

Extracto alcohdlico: El residuo vegetal seco y pesado de la extraccion anterior
se extrajo por segunda vez por maceracion con 250 mL de etanol absoluto y con
tres veces el volumen del material vegetal, durante 48 horas a temperatura
ambiente, se filtrd el extracto y se evapord el solvente a sequedad en rota vapor.

(Viglianco, 2007)

Extracto acuoso: El residuo vegetal de la extraccion anterior se extrajo una
tercera vez por maceracion con 250 mL de agua destilada durante 48 horas a
temperatura ambiente; se filtr6 y se evapord a sequedad en bafio maria.

(Viglianco, 2007)

Estudio cuantitativo

Para este estudio se procedi6 de acuerdo a lo indicado por (Viduarre, Querevalq,

De los Rios, & Ruiz, 2007), como se describe a continuacion:

2.3.1. Determinacioén de cenizas totales

Para la determinacion de cenizas totales se utiliza 2 g de materia vegetal

pulverizada, se calcind en un crisol previamente tarado, a una temperatura de 750
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°C durante dos horas en mufla y luego, cada 30 min hasta obtener peso constante

La determinacion se realizé por triplicado.

2.3.2. Determinacion de cenizas solubles en agua.

Para este procedimiento se utiliza las cenizas totales obtenidas en el paso anterior,
a cada crisol con cenizas se le afiade 15 mL de agua destilada se tapa con un
vidrio reloj y se hierve con un mechero durante 5 minutos, posteriormente
utilizando papel filtro libre de cenizas se procede a filtrar la solucion, el filtro con
la muestra es colocada en el crisol utilizado inicialmente para ser incinerado en
la mufla durante dos horas a una temperatura de 750°C, este procedimiento se

realiza por triplicado.

2.3.3. Determinacioén de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Al igual que en el caso anterior se utilizé las cenizas totales obtenidas en el primer
paso. A cada crisol se le afiade 2 mL de &cido clorhidrico al 10% y se lo coloca
en bafio maria durante 10 minutos para lo cual el crisol debe estar tapado con un
vidrio reloj, luego de esto el vidrio reloj es lavado con 5 mL agua destilada la
cual sera afiadida a la solucion inicial, se procede a filtrar el contenido con un
papel filtro libre de cenizas, a la solucion obtenida se coloca acido nitrico y dos
gotas de nitrato de plata hasta lograr ausencia de cloruros. El filtrado obtenido es
colocado en el crisol inicial y se deseca a 105°C para posteriormente ser
incinerado en la mufla a una temperatura de 750°C durante dos horas. Este
proceso se realiza por triplicado. Luego los crisoles son colocados en desecador

hasta temperatura ambiente para determinar su peso.
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2.4. Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides.

Se cuantifico a polifenoles totales y flavonoides dado que existen estudios que
relacionan directamente a la actividad alexitera de las plantas con la presencia de

estos metabolitos secundarios (Zhafiay Andrade, 2012)

2.4.1. Cuantificacion de Fenoles totales

Esta cuantificacion se determind de acuerdo a lo establecido en (Ricco, y otros,
2011) por espectrofotometria visible y se fundamenta en una reaccién de oxido-
reduccion colorimétrica, donde el reactivo oxidante es el de Folin-Ciocalteu. El

procedimiento se describe a continuacion:

Se prepard una curva de calibracion utilizando una solucion de acido galico (1
mg/mL) en distintos volimenes desde 0 uL a 160 pL en intervalos de 20 pL, que
se aforaron a un volumen de 500 pL con agua destilada. Se leyo la absorbancia

a 760 nm y los resultados fueron expresados en mg de acido galico por g extracto.

Se pesd 5 mg del extracto vegetal seco y se lo disolvid en 1 mL de agua destilada.
Esta solucion se diluyé 1:10 en agua destilada, se tomé una alicuota de 100 pL y
se aford a 500 pL con agua destilada. Posteriormente se adicion6 250 pL de
reactivo Folin a cada muestra y se aplicé ultrasonido durante 5 minutos. A
continuacion, se afiadio 1250 pL de Na2COsal 20% y se dejo en reposo durante

2 horas.

2.4.2. Cuantificacion de flavonoides

Esta cuantificacion se determino de acuerdo a lo establecido en (Ricco, y otros,

2011) por espectrofotometria visible como se describe a continuacion:
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Al igual que en el caso anterior se elabor6é una curva de calibracién usado una
solucion patron de catequina (0,1mg/mL) en volimenes de 0 a 100 pL en
intervalos de 20 uL. La absorbancia se midio a 510 nm antes de 30 minutos y

los resultados se expresaron en mg de catequina por g de extracto vegetal.

Se tomo 5 mg de extracto vegetal seco y se lo disolvio en 1 mL de agua destilada
y a esta disolucion se la diluy6 al décimo en agua destilada. Posteriormente a
cada muestra se afiadio 250 pL de agua destilada, 75 pL de NaNO- al 5% vy se
dejo6 en reposo por 6 minutos. Se adiciond 150 pL de AICI3 al 10% Yy se dejo en
reposo por 5 minutos. A continuacion, se adicion6 500 pL de NaOH 1My por

ultimo se aford cada muestra con agua destilada a un volumen de 2.500 L.

2.5. Estudio cualitativo

2.5.1. Tamizaje fitoquimico

Tamizaje realizado con el extracto n-heptano

Extracto n-herptano

Ensayo Sudan: 1 Ensayo Baljet: 1 Dragendrof, Liberman-

mL ) mL Mayer, Warner: 1 Buchari: 1 mL

(Aceites y grasas) (Lactonas y mL por cada uno. (Triterpenos-
coumarinas) (Alcaloides) Esteroides)

Figura 3. Tamizaje extracto n-heptano
Nota: Realizado por el autor (2016)
Fuente: (Pereira, Vega, ALmeida, & Morales, 2009)
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Tamizaje realizado con extracto Alcohdlico

Extracto Alcohodlico

Ensayo Catequinas: Ensayo Baljet: 1 Dragendrof, Liberman-Buchari:
1mL mL Mayer, Warner: 1 1mL
(Lactonas y mL por cada uno. (Triterpenos-
coumarinas) (Alcaloides) Esteroides)
/ \
Ensayo Resinas: 1 Ensayo Kedde: 1 Ensayo ClFe: Ensayo
mL mL 1 mL (fenoles Borntrager: 1
(Cardenolcidos) y taninos) mL (Quinonas)
. Ensayo de Ensayo
Ensayo Fehlig: 1 Ensayo de AN
mL ayzacaresg Shinoda: 1mL (ESSpUma l)rnL rl:llljhldrlnas' 1
i aponinas
reductores (flavonoides) (Aminoacidos)

Ensayo
Antocianidina; 1 mL

Figura 4. Tamizaje extracto Alcohdlico
Nota: Realizado por el autor (2016)
Fuente: (Pereira, Vega, ALmeida, & Morales, 2009)

Tamizaje realizado con extracto Acuoso

Extracto Acuoso

| | |

Ensayo ClFe: Ensayo de Dragendrof, Ensayo Fehlig: 1

1 mL (fenoles Shinoda: 1 mL Mayer, Warner: 1 mL azdcares

y taninos) (flavonoides) mL por cada uno. reductores

(Alcaloides)
\ Ensayo Principios

Ensayo Mucilagos: 1 Ensayo de Espuma: amargos: 1 gota
mL 1 mL (Saponinas)

Figura 5. Tamizaje extracto Acuoso
Nota: Realizado por el autor (2016)
(Pereira, Vega, ALmeida, & Morales, 2009)
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2.6. Actividad anti hemolitica de los extractos

2.6.1.

2.6.1.1.

2.6.1.2.

Determinacion de la dosis minima hemolitica (MIHD)

Preparacion del medio de cultivo

Al realizar este ensayo se prepar6 un medio de cultivo de agar sangre
fosfatidilcolina, preparado como sigue: en un matraz Erlenmeyer se afiadio 1
litro de agua destilada y se calento sobre una plancha térmica a una temperatura
de 50C°, se disolvio6 10 tabletas PBS y se procedi6 a medir el pH de la solucion
hasta alcanzar un pH de 7.3 con un rango de error de +- 0.2. Posteriormente se
afiadié 40 g de agar sangre base y se calentd hasta llegar a ebullicion. En
seguida, se afiadié 10 mL de CaCl> 0.01M. Se esteriliz en autoclave durante
15 minutos a 120C°. Se dejo enfriar el medio hasta alcanzar una temperatura
de 50C° y se afiadi6 24 mL de eritrocitos lavados y, finalmente, 12 mL de
albumina de huevo (egg-yolk) agitandose lentamente hasta lograr una

apariencia homogeénea.

En una cdmara de flujo laminar, se procedid a hacer la distribucion del medio
de cultivo en cajas Petri que se guardan en refrigeracion hasta su uso (Pirela,

Lépez, & Hernandez, 2006).

Dilucién del veneno

Se prepard una solucién madre de veneno disolviendo 6 mg de veneno en un

1mL de PBS.

Dilucion 1: Se tom6 0.67 mL de solucion madre y se afor6 a 1 mL con PBS.

Dilucién 2: Se tom6 0.75 mL de la dilucion 1y afor6 a 1 mL con PBS.
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Dilucién 3: Se tom6 0.67 mL de la dilucion 2 y se afor6 a 1 mL PBS.

Dilucién 4: Se tom6 0.5 mL de la dilucion 3 y se aford hasta 1 mL con solucion

de PBS.

Para realizar la siembra, en cada caja Petri se hizo 5 pocillos en el agar, vy, en
cada pocillo se depositd 15 pL de las soluciones preparadas anteriormente de
tal forma que se dosifiquen de 90 pug a 15 pg de veneno. Posteriormente se
incubd a temperatura de 37C° en una estufa por 20 horas; pasado este tiempo,
se midio el didmetro de halo de hemolisis generado utilizando un calibrador
Vernier. Se tom6 como dosis minima hemolitica (MIDH) a aquella dosis de
veneno que formé un halo de hemdlisis de 15 mm de diametro (1 pg/pL); con
esta dosis se evalud la capacidad neutralizante de cada extracto sobre el veneno

(Pirela, Lépez, & Hernandez, 2006).

2.7. Actividad neutralizante del veneno

2.7.1. Actividad anti hemolitica.

En agar sangre fosfatidilcolina se realizo 4 pocillos con una pipeta Pasteur y se

marc6 como D1, D2, D3y D (MIDH).

Se hizo una dilucion del veneno en agua destilada estéril como se realizo6 en el
ensayo anterior, para este proceso se utilizé de la dilucion 4 para mezclarlo con

el extracto vegetal (Dilucion D).

Dilucion D1: Se tomo 15 pL de D y se coloco en un tubo Ependorff, luego se
disolvié 20 mg de extracto en 0.5 mL de agua destilada de la cual se tomé 250

uL y se aford a 1000 pL; de esta se tomd 250 pL y se aforo a 1000 pL, por altimo,
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de ésta solucion se tomd 100 pL y se aford a 1000 uL, de esta ultima solucion de
tomo 11.25 pL. Se mezclé las dos soluciones y se pre incubd a una temperatura

de 37C° por 30 minutos. Esta mezcla tiene una proporcion 1:7 MIDH- extracto.

Dilucién Da: A 15 uL de la MIDH en un tubo Ependorff, se le afiadio 11.25 pL
de una solucidn de extracto preparada de la siguiente manera: se disolvié 30 mg
de extracto en 0.5 mL de agua destilada, luego se tomo 250 uL de la solucion y
se aforé a 1000 pL, de ésta se tomé 250 pL y se aford a 1000 pL por altimo se
tomo 100 pL y se afor6 a 1000 pL. Se mezclo las dos soluciones y se pre incubd
a una temperatura de 37C° por 30 minutos. Esta Dilucion tiene una proporcién

1:10 MIDH-extracto.

Dilucion Ds: A 15 pL de la dilucion MIDH en un tubo Ependorff, se le afiadio
11,25 pL de una disolucion de extracto preparada como se describe a
continuacion: se disolvié 60 mg de extracto en 0.5 mL de agua destilada luego se
tomo 250uL de la solucidn y se aforo a 1000 pL, de esta se tomd 250 pL y se
aforo a 1000 pL por ultimo se tom6 100 pL y se aforo a 1000 puL. Se mezclé las
dos soluciones y se pre incubd a una temperatura de 37C° por 30 minutos. Esta

dilucion tiene una proporcién 1:20 MIDH-extracto.

Se sembro6 15 pL de cada mezcla en cada pocillo y se incub6 a 37C° durante 20
horas; posterior a esto se midié el diametro del halo de hemolisis formado con un
Vernier. Este proceso se realizo por triplicado por cada extracto (Pirela, Lopez,

& Hernandez, 2006).

25



Capitulo 3: Resultados y discusion

3.1. Rendimiento de extractos vegetales

Tabla 3.
Rendimiento del extracto n-heptano
Rendimiento
%
Mlnthosta_chys cf. 507
mollis
Pollalesta discolor
3.30
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

Tabla 4.
Rendimiento del extracto alcohdlico

Rendimiento
%

Minthostachys cf. mollis
! y ! 5.14

Pollalesta discolor
(Corteza) 3.44

Nota: Realizado por el autor (2016)

Tabla 5.
Rendimiento del extracto acuoso
Rendimiento
%
Minthostachys cf. mollis 9.65
Pollalesta discolor
0.32
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

En las (tablas 3,4 y 5) se observa que la especie Minthostachys cf. mollis presenta

mayor rendimiento en los 3 extractos, siendo el mas alto el del extracto acuoso, es
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posible que el alto rendimiento en este extracto y en esta especie en especifico se
deba a un alto contenido de alcaloides segun Alvarez & Enriquez (2006) donde
obtiene un alto rendimiento de extracto vegetal por el alto contenido de estos

compuestos apolares (pag. 40).

Tabla 6.

Determinacion de cenizas totales
Especie Cenizas totales (g)
Minthos 11.10

tachys cf. mollis

Pollalesta discolor

6.48
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

La (tabla 6) nos muestra que Minthostachys cf. mollis posee un alto contenido de
cenizas totales, lo que nos indica una gran presencia de materia inorganica en esta
especie con relacion a Pollalesta discolor, segun Barreset & Herndndez (2005) las

cenizas totales abarca el contenido de materia inorganica de una especie vegetal.

Tabla 7.
Determinacion de cenizas solubles en agua
Especie % Cenizas solubles
Minthostachys cf. mollis 2.64

Pollalesta discolor

6.85
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

Como muestra la (tabla 7) la especie Pollalesta discolor posee un mayor contenido

de cenizas solubles en agua.
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Tabla 8.
Determinacién de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Especie % Cenizas insolubles
Mlnthostac_:hys cf. 716
mollis
Pollalesta discolor
2.97
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

Los resultados obtenidos se los muestra en la (tabla 8) indicando a la especie
Minthostachys cf. mollis con un alto contenido de cenizas insolubles, segin (Flores,

2007) esto se debe a la presencia de material térreo.

Tabla 9.
Determinacién del contenido de humedad
Especies % de humedad
Minthostachys cf. mollis 10.24
Poll i
ollalesta discolor 8.20
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

En la (tabla 9) se observa que las dos especies en estudio poseen un alto contenido de
humedad, la especie Minthostachys cf. mollis es la que presenté mayor porcentaje por
lo cual es muy susceptible al crecimiento de hongos como lo indica Gutierrez, M
(2011) en su estudio “Control de Calidad del Xanthium spinosum, planta medicinal

expendida en la ciudad de La Paz, Bolivia”.
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Tabla 10.
Polifenoles totales

mg acido galico
mlL de extracto

Muestra

Minthostachys cf. mollis 57.54

Pollalesta discolor
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

12.78

Al realizar la cuantificacion de fenoles se muestra que las dos especies poseen una alta
cantidad de fenoles, la presencia de fenoles en especies vegetales esta altamente
relacionada con la actividad antioxidante, ademas que estos compuestos sustentan la
actividad farmacoldgica de varias especies vegetales segin Villanueva (2010) en su
investigacion “Antocianinas, acido ascorbico, polifenoles totales y actividad

antioxidante, en la cascara de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K) McVaugh)”

Tabla 11.
Flavonoides

mg catequinas
mL de extracto

Muestra

Minthostachys cf.

) 0.03
mollis

Pollalesta discolor
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

0.40

Al realizar la cuantificacion de flavonoides se muestra que las dos especies poseen una
alta cantidad de flavonoides lo que le otorgaria la propiedad anti hemolitica de las
especies vegetales al tener estos metabolitos la capacidad de atrapar radicales libres
como lo muestra (Benitez & Diaz, 2011) en su trabajo Actividad antioxidante y

antibacteriana de seis cascaras de frutos del oasis de Pica, mostrando un alto contenido
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de flavonoides dandole asi la capacidad antimicrobiana y anti hemolitica a estos

metabolitos.

3.2. Tamizaje fitoquimico

Tabla 12.
Extracto n-heptano de Minthostachys cf. mollis
Metabolito Ensayo
) , y Resultados
de interés
Acidos grasos Sudan +
Compuesto lactdnicos Baljet --
Minthostachys cf. )
mollis Alcaloides Wagner +++
Alcaloides Dragendorff -
Alcaloides Mayer +
Triterpenos o Lieberman- .
esteroides Burchard
+ = Poca presencia
++ = Presencia considerable
+++ = Alta presencia
-- = Ausencia

Nota: Realizado por el autor (2016)

Con el extracto n-heptano se determind que la especie Minthostachys cf. mollis posee
una gran cantidad de triterpenos y alcaloides, una baja cantidad de acidos grasos y

alcaloides y no contiene compuestos lactonicos.
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Tabla 13.

Extracto n-heptano de Pollalesta discolor

+++ = Alta presencia
--= Ausencia

++ = Presencia considerable

I\d/leetiitt)::g: Ensayo Resultados
Acidos grasos Sudan +
Pollalesta Compuesto lactonicos Baljet --
discolor Alcaloides Wagner ++
(Corteza) Alcaloides Dragendorff -
Alcaloides Mayer -
Triterpenos o Leibermann- +
esteroides Burchard
+= Poca presencia

Nota: Realizado por el autor (2016)

Con el extracto n-heptano se determind que la especie Pollalesta discolor (Corteza)

evidencia la presencia de alcaloides, posee en bajas cantidades acidos grasos y

triterpenos, carece de alcaloides y compuestos lactonicos.
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Tabla 14.

Extracto alcohdlico de Minthostachys cf. mollis

Metabolito Ensayo
. , y Resultados
de interes
Resinas Resinas --
Saponinas Espuma -
Glucésidos
OO Kedde +
cardiotonicos
Flavonoides Shinoda ++
Compuestos fendlicos | Cloruro Férrico +
Aminoacidos o L
. Ninhidrinas --
Aminas
. Alcaloides Warner ++
Minthostachys cf.
mollis Compuestos
lacténicos o Baljet
Coumarinas
Compuestos del grupo _—
P . grup Antocianinas ++
flavonoides
Catequinas Catequinas +
Azucares reductores Fehling -
Alcaloides Dragendorff +++
Triterpenos o Leibermann-
. +++
esteroides Burchard
Quinonas Borntrager -
Alcaloides Mayer +
+=  Poca presencia
++=  Presencia considerable
+++ = Alta presencia
--= Ausencia

Nota: Realizado por el autor (2016)

Con el extracto alcohdlico se determind que la especie Minthostachys cf. mollis posee
gran cantidad de alcaloides y triterpenos, flavonoides y fenoles, los dos estrechamente
relacionados con la actividad anti hemolitica. Ademas se evidencia poca presencia de

catequinas y una ausencia de quinonas en este extracto.

32



Tabla 15.
Extracto alcohélico Pollalesta discolor

Metabolito Ensayo
. ) y Resultados
de interés
Resinas Resinas --
Saponinas Espuma -
Glucosidos
D Kedde --
cardioténicos
Flavonoides Shinoda ++
Compuestos fendlicos | Cloruro Férrico +
Aminoacidos o .
. Ninhidrinas --
Aminas
Pollalesta Alcaloides Warner +
discolor Compuestos
(Corteza) lacténicos o Baljet -
Coumarinas
Compuestos del grupo .
P . grup Antocianinas ++
flavonoides
Catequinas Catequinas +
Azucares reductores Fehling -
Alcaloides Dragendorff +++
Triterpenos o Leibermann-
. +
esteroides Burchard
Quinonas Borntrager -
Alcaloides Mayer +
+ = Poca presencia
++ = Presencia considerable
+++ = Alta presencia
--=Ausencia

Nota: Realizado por el autor (2016)

Con el extracto alcohdlico se determind que la especie Pollalesta discolor (Corteza)
posee una gran cantidad de alcaloides, y se puede determinar poca presencia de

flavonoides y fenoles metabolitos de interés para la actividad anti hemolitica.
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Tabla 16.
Extracto Acuoso de Minthostachys cf. mollis

Metabolito Ensayo
. , Y Resultados
de interés
Azucares Reductores Fehling +
Saponinas Espuma +
Sabores Amargo -
i Compuestos .
Mlnthosta(_:hys cf. Mpues Mucilagos +
mollis polisacaridos
Flavonoides Shinoda +
Alcaloides Dragendorff +++
Alcaloides Warner +++
Compuestos Fenolicos |  Cloruro férrico +
Alcaloides Mayer ++
+= Poca presencia
++ = Presencia considerable
+++ = Alta presencia
--= Ausencia

Nota: Realizado por el autor (2016)

Con el extracto acuoso se determind que la especie Minthostachys cf. mollis posee
gran cantidad de alcaloides y se puede evidenciar también la presencia de fenoles y

flavonoides que son metabolitos de mayor interés.
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Tabla 17.
Extracto Acuoso de Pollalesta discolor

Metabolito Ensayo
. , Y Resultados
de interés
Azucares Reductores Fehling -
Saponinas Espuma +
Sabores Amargo +
Pollalesta
discolor Co_mpu,egtos Mucilagos -
polisacaridos
(Corteza) ) -
Flavonoides Shinoda +
Alcaloides Dragendorff +++
Alcaloides Warner o+
Compuestos Fenolicos | Cloruro férrico ++
Alcaloides Mayer o+

+ = Poca presencia

++ = Presencia considerable
+++ = Alta presencia

--= Ausencia

Nota: Realizado por el autor (2016)

Con el extracto acuoso se determind que la especie Pollalesta discolor (Corteza) posee

gran cantidad de alcaloides y se determind la presencia de flavonoides y fenoles.

3.3. Determinacion de la dosis minima hemolitica

MIDH veneno de Bothrops atrox

NIDH VENENO DE Botrirops afros
Inoculacién: 15 ul (1 ug/ul)

@ 145 mm

Figura 6. MIDH veneno de Bothrops atrox
Tomada por: Mufioz C., 2016
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Se genero un halo de 15.53 mm de diametro promedio como se muestra en la figura
(figura 6) dicho halo se lo tomé comd (DMIH), (Fernandez, 2010), en su trabajo
“evaluacion de las propiedades antiofidicas del extracto etandlico y fracciones
obtenidas de Renealmia alpinia (Rottb) Mass (Zingiberaceae) cultivada in vitro”
reporta un halo de 20mm por lo que nuestro estudio se encuentra dentro del rango que

fue determinado.

3.4. Actividad anti hemolitica

Tabla 18.
Tratamientos para determinacion de actividad anti hemolitica
N° de ensayo Tratamiento Combinacién de
tratamiento
1 Testigo Media del halo MIDH
2 Cl-Hep 1:7 MIDH-extracto N -heptano
3 C2- Hep 1:10 MIDH-extracto N —heptano
4 C3- Hep 1:20 MIDH-extracto N-heptano
5 C1l- Al 1:7 MIDH- extracto Alcohdlico
6 C2-Al 1:10 MIDH- extracto Alcohélico
7 C3-Al 1:20 MIDH- extracto Alcohdlico
8 Cl- Ac 1:7 MIDH-extracto acuoso
9 C2- Ac 1:10 MIDH- extracto acuoso
10 C3- Ac 1:20 MIDH- extracto acuoso
Hep: extracto n-heptano; Al: extracto alcohdlico; Ac: extracto acuoso

Nota: Realizado por los autores, 2016
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Tabla 19.

Concentraciones de mezcla veneno-extracto

C1 15 ML veneno (Img/mL) + 3.75 ML extracto (2.5 g/L) 1:7 MIDH-E
C2 15 ML veneno (Img/mL) + .77 ML extracto (3.8 g/L) 1:10 MIDH-E
C3 15 ML veneno (Img/mL + 2.5 IJL extracto (7.5 g/L) 1:20 MIDH-E

Nota: Realizado por el autor (2016)

Tabla 20.
Halos de hemolisis generados por la mezcla veneno-extracto: acuoso, alcoholico y
heptanico
Especie Extracto | Concentracién | Halo (mm)
Minthostachys cf. mollis 1:7 14.00
Acuoso | 1:10 13.50
1:20 13.33
Pollalesta discolor 1.7 15.33
(Corteza) Acuoso 1:10 14.66
1:20 15.33
Minthostachys cf. mollis 1.7 9.00
Alcoholico | 1:10 0.00
1:20 11.00
Pollalesta discolor 1.7 0.00
(Corteza) Alcoholico | 1:10 12.33
1:20 0.00
Minthostachys cf. mollis 1:7 15.00
n-heptano | 1:10 13.00
1:20 12.00
Pollalesta discolor 1.7 12.00
(Corteza) n-heptano | 1:10 12.00
1:20 11.33

Nota: Realizado por el autor (2016)
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3.5. Analisis estadistico

Tabla 21.
Andlisis de varianza para didmetro de halo de actividad inhibitoria
ANOVA. Analisis de varianza (SC Tipo I1I)
Fuente de Variacion | Grados Sumade | Cuadrados | Valor | Valor de
de cuadrados medios de f p
libertad

Modelo 19 659.01 34.68 7.01 <0,0001
Tratamiento 9 549.18 61.02 12.33 <0,0001
Especie 1 50.42 50.42 10.19 0,0028
Tratamiento*especie | 9 59.42 6.60 1.33 0,2508
Error 40 198.00 4,95
Total 59 857.01

Nota: Realizado por el autor (2016)

Mediante el analisis de varianza (ANOVA), para el didametro del halo (tabla 20), se
determind que existen diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) entre los
tratamientos establecidos y las especies analizadas, a diferencia de la interaccién de

estas dos variables donde no existe diferencia significativa.
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Tabla 22.
Rangos de significancia para los tratamientos en relacion a la actividad inhibitoria.

Tratamientos | Medias Rangos
C3 Al 7.17 A
Cl Al 7.50 A
C2 Al 783 | A
C3 Hep 9.00 | A
C2 Hep 10.00 | A

C1 Hep 12.50

W W W w

C3 Ac 13.17

O O O O

C2 Ac 14.17

ClAc 14.50

o Ol O O O

Testigo 15.53

Hep: extracto n-heptano; Al:
extracto alcoholico; Ac: extracto
acuoso

Nota: Realizado por el autor (2016)

Segun el Test de Tukey al 5% (tabla 21) para los tratamientos en relacién a la actividad
inhibitoria o neutralizante, se observa que existen cuatro rangos de significancia. En
el primer rango A se ubicaron los tratamientos C3Al, C1Al y CoAl es decir que estos
tratamientos son los mas eficientes al momento de inhibir la hemolisis. En el Gltimo
rango D se ubicaron los tratamientos CzAc, C.Ac, C1Ac con los mayores diametros de
hemolisis, lo que significa que estos son los tratamientos con menor actividad anti

hemolitica.
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Tabla 23.
Comparacion entre las especies segun el test de Tukey

Test Tukey Alfa: 0.05
Especie Media de tamafio Rango
de halo
Minthostachys 10.22 A
cf. mollis
12.05 B
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)

Segun el Test de Tukey al 5% (tabla 22) para las especies estudiadas en relacién a la
actividad antihemolitica, se puede observar que existen dos rangos de significancia en
donde la especie Pollalesta discolor (Corteza), presenta la menor actividad inhibitoria
con un halo promedio de 12.05 mm a diferencia de Minthostachys cf. mollis (kurarina)

que presenta un didmetro de 10.22 mm.
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Discusién

Al realizar la determinacion de la dosis minima hemolitica (DIMH) se tomd como
referencia la cantidad de veneno que form6 un halo de 15.53 mm de didmetro
promedio. Resultado similares a los reportados por (Fernandez, 2010), en su trabajo
“evaluacion de las propiedades antiofidicas del extracto etandlico y fracciones
obtenidas de Renealmia alpinia (Rottb) Mass (Zingiberaceae) cultivada in vitro”

donde toma como la dosis minima hemolitica un halo de 20 mm de diametro.

Las propiedades anti hemoliticas de las especies vegetales si estan relacionadas con el
contenido de polifenoles y flavonoides (Minthostachys cf. Mollis = 57.54; Pollalesta
discolor 12.38); (Minthostachys cf. Mollis = 57.54; Pollalesta discolor 12.38)
respectivamente, al encontrarse en gran cantidad en el extracto alcohélico, por lo cual
este posee los mejores tratamientos (CsAl, C1Al y C2Al) en este estudio. Villanueva
(2010) en su investigacion “Antocianinas, acido ascorbico, polifenoles totales y
actividad antioxidante, en la cascara de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K)
McVaugh)” obtiene una mayor cantidad de polifenoles (35.2) y flavonoides (0.48) en

el extracto alcoholico comprobando nuestros valores se encuentran en rango similar.

Se obtuvo como resultado que el halo reduce su tamafio significativa de (15mm a
10.21mm), comprobando asi las propiedades anti hemoliticas de los extractos
alcohdlicos como los mas eficientes de las especies en estudio, resultados similares se
indican en el trabajo presentado por (Arley Patifio, 2012) “Efecto inhibitorio de
extractos de Renealmia alpinia Rottb. Maas (Zingiberaceae) sobre el veneno de
Bothrops asper (mapand)” donde sus extractos alcohdlicos son los mejores al

producirse una reduccion de tamario del halo de hemolisis de 20mm a 16 0 15mm.
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Conclusiones

El contenido de polifenoles totales y flavonoides permite anticipar actividad
alexitera en ambas especies vegetales, debido a que se relacionan directamente
con la capacidad neutralizante del veneno de serpientes del género Botrhops.
La actividad neutralizante o inhibitoria del veneno ocasionada por los extractos
demuestra que el extracto alcohdlico en las dos especies es el que tiene mayor
actividad anti hemolitica.

Los extractos alcoholicos de las dos especies en estudio son los mas eficientes
al momento de reducir el halo de hemdlisis aceptando asi la hipdtesis
alternativa ya que por lo menos un extracto de las dos especies en estudio
reduce el halo de hemdlisis generado por la concentracion minima hemolitica

(MIDH) del veneno de Bothrops atrox.
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ANEXOS

Anexo 1. Siembra extracto alcéholico

Fuente: El autor (2016)
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Anexo 2. Siembra extracto n-heptano

Fuente: El autor (2016)
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Anexo 3. Siembra extracto acuoso

Fuente: El autor (2016)
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AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA
N* (816 -4C-FLO-B-DPAMS/MAE

FLORA (X) FAUNAL( ) VARIOS ()

El Mimsterio del Ambicate, en uso de las atribuciones que le confiere Ia Codificacion s 1 Ley
Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre autonizs &

Investigndor/es C.V Pasaporte | Nacionalided

) F. Tapia Hemnandez Wilson Fabide, investigador principal  C1 0400942819

Lods Karolys Guticrrez Germania Margariia, e
Espinel Marta Andren, estudinnic Cl: 17123923106 an

Cordova Michacl Xavier, estudiante Cl 1721502804 Ecustoriana
Mutdz carrion Ronalt Cristian, _cstudiante Cl 1722125705 Ecustoriona
Cueva Pungacho Jenny Veraica, cstudsante Cl 1723447213 Feastonana
Abdo Magaly Estefania, _estudiante. Cl. 172466887 Ecustoriana
Cardenas Karen Priscila,  estudiante Cl 1725809501 Fn-u-l

Para que lleven u cabo s investigacion cientifica: “Actividad Alexiters de Especies Vegetales
Amuzbnicas™
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del Ambiente de Morona Santiago medsante documento Nro, MAE-DPAMS-2016-1438.
Fecha: 201609-13 15:15:59 GMT 05, Recibido por. Evelyn Alexandra Jaramillo Zamba;
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autorizacion.  Mediante oficlo w'n s da ¢l AVAL de la Ing Diana Calero Consuegrs,
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2. Auspicio de Institucion Cientifica Nacional: Herbario de ka Pontificia Universidad Catolica
de Quito y la Universidad Polutéonica Salesiana.

3. Auspicio de Institucion Cientifica Internacional  ninguna

4. Institocide que financia la investigacion: Universidad Politéenica Salesiana
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5. Contraparie del Ministeno del Ambientc Respoassble de Vida
Silvestre de la Direccion Provincial def Ministerio def Ambiente d¢ Morona Santiago, Dr
Médico Veterinanio y Zootecnista Luss Florencio Sucuzhafiay Gualipa
6. Inicio y final de investigacidn: 10 de octubee de 2016 al 09 de oetubre de 2017, l

7. FEntrega de informe finak: (9/10:2017
8. Valomcidn técnica del proyecto: Ing Maria Gabricls Ramirez Tixe

9. Esa  Autorezacion
MICROORGANISMOS, wn el comespondente permrso  competencia de lo Direccion
PMHumaMMW1wwmgmwu

10, Esta Ausorizacton NO HA ) )
WWMMGHMW&' B '
11, Estas muestras no podrin ser utilizadas ¢n cuakquecr sctividad &mmmbu.
ACCESO A RECURSO GENETICO, la competencia de Acceso 8 Recursos Genéticos es

exglusiva del MAE, Unidad de Recursos Genéticos,
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estudios postenores de Acceso s Recuras Genéticos sin ln provin aulomencion del
Mimsteno del Ambiente del Ecuador.

Complementos sutorizados para Hevar o cabo la Investigacion

13 Muestray; 8l menos 500 gr de las partes séreas de lss plantas seloccionadss y una planta
completa (sl &5 posible) pam identificacion y moataje en ¢f laboestorio

En los cantones. Morona; parroquia Sevills y Huamboyva: parroguin Chiguasa,

Obligaciones del investigador
14, Entregu al Ministeno del Ambiente, Direcoion Provincial de Morona Santiago, (02) dos
copias del informe final impeeso en formato PDF, (incluyendo um version digital), de Jos
resultados de la aworizacion otorgada
15 Citar en las publicaciones cientificas’ tesis o informes 1écnicas cientificos, el nimero de
Autorizacion de Investigacion Crentifica otorgada por el Ministerio del Ambiente, con ¢l
Gue 5¢ colecto of material
16 Entregar (2) copias de las publicaciones a la Direccion Provincial del Ambiente de
Morona Santingo.
17 Entregar copias del materinl fotogrifico que poedan ser utilizados pam difusion (se
respetan los derechos de autor)

Del ncumplimicnto de las obligacioncs dispucstas en los numemales: 14, 15, 16 v 17 s

responsabiliza al St Q. F. Tapia Herndndez Wilson Fabudn, investigador principal y DOCENTE-
INVESTIGADOR-UPS
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SE AUTORIZA LA INVESTIGACION EN: Is provincia de Morona

Santiago, cantones:

Morona, parroquia Sevilla Don Bosco, latind: 231667 (2224561 §), longitud: 78109151
(78°63294°'W)

Husmboya, paroquin Chiguaza, latited 2043534 (272736.72°8),  longitud 77984201
(T7°59°312°'W)

SE AUTORIZA EL ESTUDIO DE MUESTRAS BIOLOGICAS CON EL PROPOSITO DE:

18, Determinar la actividad lexitern de extractos de especies vegetales amazdnicas del
cantdn Marona y Huamboyn de la Provincia de Marona Santiago

19 &hmmbmdu%mm«doﬂdwup;dﬁwz.
referenciadas en Ia literatura como iitiles pars ol tratamiento de mordeduru de serpientes en

20, Realizar ensaves de actividad beoldgica in vitro comunmente unilizados sobre los
extractos secos totales para doterminar sctividad alexitera antihemolisis, anticoagulacion,
inhibicion de proteolitos y electroforests SDS-PAGE de los extractos de las especies
cohmhmlocclmmywuwwdmahmm

SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE LOS SIGUIENTES MATERIALES Y0 EQUIPOS
PARA LA REALIZACION DE ESTA INVESTIGACION,

21+ Matenales, L CQUIPD,  FEaCVOS
y otros.

~ubeta de 100 cm por 50 an

tollo do cuerds Seigada (piola) L 350
vetro de cires metblca
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2. ESTA AUTORIZACION ES EMITIDA BAJO LOS TERMINOS EXPRESADOS EN
LA PROPUESTA DE INVESTIGACION, EN TAL SENTIDO NO HABILITA EL
- MANEJO DE FAUNA Y FLORA . il

3. LOS INVESTIGADORES DEBERAN REALIZAR SUS INTERVENCIONES EN EL
CAMMDWMNBDWYMCONWWBN
COMO CON LOS EQUIPOS Y MATERIALES UTILIZADOS DURANTE LA

24, PARA EL INGRESO A LAS AREAS DE PROPIEDAD PRIVADA LOS
INVESTIGADORES DEBERAN ~ CONTAR CON LA AUTORIZACION DEL
RESPECTIVO PROPIETARIO.

3. PARA EL INGRESO A LAS AREAS NATURALES PROTEGIDAS LOS
INVESTIGADORES DEBERAN  CONTAR CON LA AUTORIZACION DEL
RESPECTIVO RESPONSABLE DEL AREA.

26. NO SE AUTORIZA LA UTILIZACION DE ARMAS DE FUEGO, EXPLOSIVOS O
SUBSTANCIAS VENENOSAS COMO METODOLOGIA DE ESTA INVESTIGACION.

28 ESTA AUTORIZACION DE INVESTIGACION CIENTIFICA PODRA SER
RENOVADA  ANUALMENTE PREVIO AL CUMPLIMIENTO DE  LAS
OBLIGACIONES CONTRAIDAS POR EL INVESTIGADOR, ENTREGA Y
AWMMMPWOMBNM&MMS
INDICADAS.

29. SE SOLICITARA PRORROGA QUINCE DIAS ANTES DE LA FECHA DE
VENCIMIENTO QUE INDICA ESTE DOCUMENTO,

30, TODO USO INDEBIDO DE ESTA AUTORIZACION, ASI COMO EL
INCUMPLIMIENTO DE ASPECTOS LEGALES, ADMINISTRATIVOS O TECNICOS
ESTABLECIDOS EN LA MISMA, SERAN SANCIONADOS DE ACUERDO A LA
CODIFICACION A LA LEY FORESTAL Y DE CONSERVACION DE ARFAS
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NATURALES Y VIDA SILVESTRE Y AL TEXTO UNIFICADO DE LA
LEGISLACION  AMBIENTAL  SECUNDARIA. Y DEMAS  NORMATIVA
PERTINENTE.

31 EL INCUMPLIMIENTO DE CUALQUIERA DE ESTAS DISPOCISIONES Al
couom.usommonemnocumxm.om.mcmmmone

FORESTAL Y DE CONSERVACION DE AREAS NATURALES Y VIDA SILVESTRE
CODIFICADA, TEXTO UNIFICADO DE LA LEGISLACION AMBIENTAL
secummuvoonusuménmmneumm
AUTORIZACION.

32 TASA POR AUTORIZACION: 20 VEINTE DOLARES NO REEMBOLSABLES
DEPOSITADOS EN LA CUENTA 0010000785, CODIGO SUBLINEA 190499 CON
REFERENCIA 770770332 EN BAECUADOR. FECHA DE DEPOSITO: 04082016,
QuITO.
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SOLICITUD DE CRITERIO TECNICO

Eoviados: Joeves, 13 de Octubre 2016 120844
MWMMmmam”hmmam

Hago liegar en fisico el texto trnsferido desde Secrctaria Mneoﬁcbohde&cgumdc
mamw.mmo.awmwnu,moom
INVESTIGADOR UPS, ingressdo a Ia Secretaria del Ministerio del Ambicnte de
Morona Santiago mediante documento Nro. MAE-DPAMS-2016-1438. Fecha: 2016+
09-13 15:15:59 GMT -05. Recibido por: Evelyn Alexandra Jaramillo Zumba; pone a
Wd.M‘thmhMyMbh
mmam»mnmaﬂmﬂmm
ﬂmnMWdequthm
v ratifique que las especies pertenecen a la flora silvestre.

RESPUESTA: CRITERIO TECNICO
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Anexo 5. ldentificacion Taxondmica

/i . Pontificia Universidad Catélica del Ecoador

{ \} A 15 e Yy e
5 Apwwds pow 1T 4TI
~ ARG O oo 200 .3 T AR
- Tol -1t
Dt Timde

Pollalesta discolor (Kunth) Aristeg.

¢ Oase: Cquisstopsion C Agardh

» Bubcuse Magnolicsss Nowll ex Takhl
« Supororden: Asteranae Toiht

+ DOrdon: Astormios Link

« Familx Astomcess Sercht & J Prasl
» Gérwra FPofalesty Kurth

« Espace dscohy (Kusth) Ansteg.

Tradescantla zanonia (L.) Sw.
« Caso: Egusaiopada C, Agsedh
*  Subctes Magnolicie Novak ex Takrt
« Supsvorden: Lilanss Taant
+  Orden: Commelinales Mity. Ex Baht, & J. P
+ Familie: Commalinacans Mib,
« Géroro: Tiadescortio L
« Espocie: 2ancevn (L) Sw.

Lonchocarpus utilis A.C. Sm.

+ Cosms Equisetopsida C, Agarah

«  Sunchse: Magnobisas Novak ex Takee
*  Supeionien Aosaram Takre

»  Orden: Fabales Siomheso

+ Famila Fatacess Lindt

»  Génomn. Lorehocepas Lnet.

« Especi utis AC Sm.
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@ Pontificia Universidad Catélica del Ecuador
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Capsicum cf. pubescens Rulz & Pav,

« Clase Equissiopsos C. Agsnon

« Subolese Mognotidan Nowis ex Takt,

« Supsrorden. Asteranse Takht

Orsdert: Solannies Juss. ax Beectet, & J. Progl
Fam#a: Solanacooo Juss.

Gonexn: Capsicwm |

Espacke pudescens Ruz & Pav,

Minthostachys cf. mollis (Kunth) Griseb.

Clse: Equisetopect C. Agarth
Subcase Vagnol iap Novak ox Takht.
Supacordan Adleangs Takt
Orden; Lamives Bomhead
Farils. Larecass Martinoy
Gonoro. Mnthoatschys (Bent ) Spach
" 4

‘,.' {([1.:,' #afk }.‘
hivaro ) Pévez Casanata
Cummtor 0 Anglospermas Hetano
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Anexo 6. Rendimiento de extractos vegetales

Extracto n-heptano

Peso de la , Peso balén con L
Peso balon Rendimiento
droga vegetal . muestra vegetal
vacio (g) %
9) 9)
Minthostachys cf. | o e 124.7773 124.8965 5.07
mollis
Pollalesta
discolor 25.0023 64.3989 64.4338 3.30
(Corteza)
Nota: Realizado por el autor (2016)
Extracto alcohélico
Peso de la Peso balon Peso balon con Rendimiento
droga vegetal . muestra vegetal
vacio (g) %
9) (9)
Minthostachys
cf. mollis 24.7252 124.0343 125.3051 5.144
Pollalesta
discolor
24.0056 64.9341 65.7600 3.44
(Corteza)
Nota: Realizado por el autor (2016)
Extracto acuoso
Peso de la Peso bal6n Peso balan con Rendimiento
droga vegetal . muestra vegetal
vacio (g) %
9) (9)
Minthostachys cf. | o4 9,94 140.7228 143.0333 9.65
mollis
Pollalesta
discolor 22.6024 141.2076 141.2808 0.32
(Corteza)

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 7. Determinacién de cenizas totales

Numero Peso Peso crisol Peso crisol
Peso : Muestra .
. de . crisol con con muestra Cenizas
Especie . crisol vegetal o
repeti- @ tarado @ muestra incinerada totales (Q)
ciones 9 (9) 9 vegetal (g) (9)
1 22.6427 | 22.6397 | 2.0079 24.6476 22.841 10.02539967
I\:Iin:]ho 2 19.8314 | 19.8294 | 2.0319 21.8613 20.0553 11.11767311
stachys
cf. mollis 3 21.6775 | 21.6749 | 2.0249 23.6998 21.9214 12.17344066
Nota: Realizado por el autor (2016)
Determinacion de cenizas totales
Peso Peso crisol | Peso crisol
Numero Peso . Muestra .
. . ; crisol con con muestra Cenizas
Especie | de repeti- | crisol d vegetal o d |
ciones © tarado @) muestra incinerada totales (Q)
(9) vegetal (9) (9)
1 20.8727 | 20.8705 | 2.0891 22.9596 20.9824 5.356373558
Pdo_”a'?Sta 2 19.4736 | 19.4718 | 2.0556 | 21.5274 19.6301 | 7.700914575
iscolor

(Corteza) 3 22.5057 | 22,5035 | 2.0275 24.531 22.634 6.43649815

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 8. Determinacion de cenizas solubles en agua

Peso crisol .
Peso Peso . Peso crisol .

. Peso . con . Incinera % Cenizas

Especie - crisol Cenizas . muestra

crisol muestra - dofinal | . . solubles
tarado filtradas incinerada
vegetal
Minthos 22.6427 22.6397 24.6476 22.8096 22.8056 22.841 1.763036008
tachys 19.8314 19.8294 21.8613 20.0031 20.0019 20.0553 2.628082091
cf. mollis |71 6775 | 21.6749 | 23.6098 | 21.8508 | 218497 | 21.9214 | 3.540915601
Nota: Realizado por el autor (2016)
Determinacion de cenizas solubles en agua
Peso crisol .
Peso Peso . Peso crisol .

. Peso ; con . Incinerado % Cenizas

Especie - crisol Cenizas . muestra

crisol muestra - final L solubles
tarado filtradas incinerada
vegetal

Pollalesta 20.8727 | 20.8705 22.9596 20.8875 20.7858 20.9824 9.410751041
discolor 19.4736 | 19.4718 21.5274 19.4925 19.4914 19.6301 6.747421677
(Corteza) | 55 5057 | 225035 | 24531 | 225252 | 22.5443 22634 | 4.424167694

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 9. Determinacién de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Peso Peso crisol Peso Peso Inci .
. ; Muestra - % Cenizas
EspeC|e crisol con muestra muestra ceniza nerado .
vegetal L - : insolubles
tarado vegetal incinerada | filtrada final
20.8737 2.0158 22.8895 20.8231 20.6016 | 20.6014 | 10.99811489
Minthostach | 20.5667 2.0091 22.5758 21.0462 20.8758 | 20.8757 | 8.486386939
yscf.mollis [ 55878 | 20791 | 24.9571 22,9224 | 22.8809 | 22.8804 | 2.020104853
Nota: Realizado por el autor (2016)
Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico
. P?SO Muestra Peso crisol Peso Pe§o Incinerado | % Cenizas
ESpECIe crisol con muestra muestra ceniza . .
vegetal L X final insolubles
tarado vegetal incinerada | filtrada
22.9325 | 2.0229 24.9554 22.9871 | 22.937 | 22.9356 | 2.545850017
qu“a'?Sta 23.4897 | 2.0008 25.4905 23.9946 | 23.9801 | 23.9185 | 3.803478609
IScolor
(Corteza) | 21.6813 | 2.0103 23.6916 21.7376 | 21.6858 | 21.6854 | 2.596627369

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 10. Determinacion del contenido de humedad

(Corteza)

Especies Peso de la muestra % de humedad
Minthostachys cf. mollis 2.003 10.24
Pollalesta discolor » 8.2

Nota: Realizado por el autor (2016)
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Anexo 11. Formulas

Fenoles

mg acido galico ppm muestra + b X fd 100
ml de extracto m

Flavonoides

mg catequina _ ppmmuestra + b

X fd

ml de extracto m

Determinacién de cenizas insolubles en acido clorhidrico

M, - M
B= — x100
M; - M

B= porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico en base hidratada.
M = masa del crisol con la porcion de ensayos (g)
M= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico.

Determinacién de cenizas solubles en agua

M, - Ma
Ca=———x100
Mq-M

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2 = masa del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.
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Determinacién de cenizas totales

M, - M
C=——x100
M;-M
C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.

M = masa del crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M>= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los célculos.

Rendimiento de extractos vegetales

balon mas extracto — balén vacio

%de rendimiento =

balén con extracto humedo — balon vacio
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Anexo 12. Absorbancia fenoles Pollalesta discolor (Corteza)

FENOLES MUESTRAS VEGETALES EN ppm
Longuitud de onda 760nm

MUESTRA  |absorvancia ppm {muestra)
1,1 0,1908 4,004
1,2 0,2053 4,287
1,3 0,1978 4,141
2,1 0,4809 9,670
2,2 0,5911 11,822
2,3 0,4979 10,002
3,1 0,4795 9,643
3,2 0,4838 9,727
3,3 0,5209 10,451
5,1 0,0524 1,301
5.2 0,1109 2,443
5,3 0,087 1,977
6,1 0,2944 6,027
6,2 0,263 5,414
6,3 0,2943 6,025
9,1 0,1333 2,881
9,2 0,0625 1,498
9,3 0,2423 5,010

12,1 0,0898 2,031
12,2 0,1108 2,441
12,3 0,0771 1,783
15,1 0,0294 0,852
15,2 0,0101 0,475
15,3 0,0443 1,143
16,1 0,0059 0,393
16,2 0,0202 0,672
16,3 0,0435 1,127
17,1 0,1101 2,428
17,2 0,1079 2,385
17.3 0,1455 3,119
18,1 0,4173 8,428
18,2 0,5519 11,057
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Anexo 13. Absorbancia fenoles Minthostachys cf. mollis

Sample name

Comment

User

Division

Company UPS-Giron

Creation date 23/02/2017 16:00

Last update 23/02/2017 16:05

Instrument name V730

Model name V-730

Serial No. A068161798

ROM version 1.01.12

Accessory USE-753

Accessory SIN A068161798
Cell
Ref. beam

Photometric mode Abs

Bandwidth 1.0 nm

Response 0.96 sec

Wavelength-1 760.0 nm

Change source at 340 nm

Light source D2/WI

Dark correction Off

Mode  |Sample Name |Comment |760.0 nm _»
Sample-1 0.0100
Sample-2 | curarina 1 _alc 0.5508

 Sample-3 | curarina 2 alc 0.5703
Sarriple-4 | curarina 3 alc 0.5787
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Anexo 14. Absorbancia flavonoides Pollalesta discolor (Corteza)

PIWE CORTEZA
Sample name
Comment
User
Division
Company UPS-Giron
Creation date 2310212017 14:21
Instrument name  V-730
Model name V-730
Serial No. A068161798
ROM version 1.01.12
Accessory USE-753
Accessory SIN  A068161798
Cell
Ref. beam
Photometric mode Abs
Bandwidth 1.0 nm
Response 0.96 sec
Wavelength-1 510.0 nm
Change source at 340 nm
Light source D2/WI
Dark correction  Off
Mode  |Sample Name |Comment [510.0 nm |
| Sample-1 ) -0.0000
Sample-2 0.1183
| Sample-3 | 01183
| Sample-4 0.1206
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Anexo 15. Absorbancia flavonoides Minthostachys cf. mollis

FLAVONOIDES MUESTRAS VEGETALES EN ppm

I.unguitur.l de onda 510nm
Musestra Absorvancia |ppm(muestra)
2,1 0,1257 6,625
2,2 0,2052 9,173
2,3 0,1901 8,689
3,1 0,1169 6,343
3,2 0,3159 12,721
3,3 0,3195 . 12,837
5.1 0,0242 3,372
52 0,0228 3,327
5.3 0,0057 2,779
6,1 0,2516 10,660
B,2 0,3266 13,064
6,3 0,272 11,314
7,1 0,0584 4 468
7,2 0,0455 4,054
7.3 0,0813 5,202
81 0,047 _ 4,103
8.2 0,104 5,929
8,3 0,0623 4,593
9,1 0,0254 3,410
9,2 0,0567 4,413
9.3 0,0363 3,760
10,1 0,0204 3,250
10,2 0,0302 3,564
10,3 0,0269 3,458
12,1 0,0297 3,548
12,2 0,0319 3,619
12,3 0,0342 3,692
14,1 -0,0011 2,561
14,2 0,0017 2,651
14,3] -0,0012 2,558
15,1 0,0198 3,231
15,2 0,0234 3,346
15,3 0,0298 3,551
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