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Resumen

Esta investigacion evalud la actividad anti hemolitica de las especies vegetales
Mucuna cf. elliptica (Ruiz & Pav.) DC., y Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav. que
son identificadas por los habitantes de la comunidad de Wawaim como plantas que
ayudan a combatir las mordeduras de serpientes de la especie Bothrops atrox, un ofidio
que habita toda la amazonia y es el responsable de causar el mayor nimero de

accidentes.

Se elabord extractos totales con solventes de polaridad creciente (heptano, etanol, y
agua), y en cada uno se evalud in vitro su capacidad inhibitoria del efecto hemolitico
que produce el veneno de B. atrox, sobre una placa agar-sangre-fosfatidilcolina,
estableciéndose una dosis minima hemolitica (MIDH) de 15 pg capaz de generar un
halo de hemdlisis de 15,53 mm, el que se redujo con dosis de 9,4 ug de extracto

alcohdlico en una proporcién 1:7 MIDH-Extracto.

Palabras claves: Alexitera, Anti hemolisis, B.atrox



Abstract
This research evaluated the anti-hemolytic activity of plant species Mucuna cf.
elliptica (Ruiz & Pav.) DC., and Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav. that are
identified by the inhabitants of the community Wawaim as plants that help to combat
the snakebites of the species Bothrops atrox, an ophidian that lives in the Amazon

region and is Responsible for causing most of the accidents.

Total extracts were prepared with solvents of increasing polarity (heptane, ethanol, and
water), and in each case their inhibitory capacity for the hemolytic effect produced by
B. atrox venom on a blood agar-phosphatidylcholine plate was evaluated in vitro,
establishing a minimum hemolytic dose (MIDH) of 15 pg capable of generating a
hemolysis halo of 15.53 mm, which was reduced with doses of 9.4 pg of alcoholic

extract in a proportion 1:7 MIDH-Extract.

Keywords: Alexite, Anti hemolysis y B.atrox.



Introduccion

El Ecuador se encuentra dentro de los paises con mayor incidencia anual de accidentes
ocasionados por la mordedura de serpientes, lo que ha generado un problema de salud
publica, puesto que no existe atencion inmediata ni oportuna debido a que son
incidentes que se dan en zonas rurales poco accesibles, que en al paciente o provoca

su muerte (MSP de Ecuador, 2007).

Este problema ha ido tomando mayor importancia en el Ecuador ya que las Gltimas
estadisticas registran que 13,21 por cada 100,000 habitantes han sido mordidos por
serpientes, de los cuales se han reportado un promedio de 1500 a 1600 casos en la
Amazonia en su mayoria causados por la especie B. atrox en las provincias de Morona

Santiago, Orellana, Zamora Chinchipe y Napo (Villamarin, 2009).

En la actualidad se han identificado alrededor de 200 especies de ofidios, de las cuales
44 especies de serpientes son consideradas venenosas y potencialmente peligrosas para

la actividad agricola rural (MSP de Ecuador, 2007).

Los accidentes por mordedura de serpientes se dan en todo el pais especialmente en
zonas rurales tropicales y subtropicales las mismas que constituyen el 70% del
Ecuador. La poblacién que esta en riesgo son agricultores, jardineros, nativos de la
zona y todos aquellos que su actividad laboral sea el campo (Jara, Lozada, &

Pefaherrera, 2014).

Es por este motivo que los habitantes de la provincia de Morona Santiago de la
comunidad de Wawaim de la parroquia San Francisco del cantdn Huamboya, tienen
creencias muy arraigadas sobre especies vegetales que son utilizadas para tratar la

afeccion causada por la mordedura de serpientes este es el caso de la Mucuna cf.



elliptica (Ruiz & Pav.) DC., (Wapaa u Ojo de venado) y de Tabernaemontana sananho
Ruiz & Pav (Kunapi).

El objetivo general de esta investigacion es determinar la actividad anti hemolitica de los
extractos de Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC., y de Tabernaemontana sananho
Ruiz & Pav., sobre el veneno de Bothrops atrox. Para lograrlo, es necesario cumplir
con un primer objetivo especifico que es elaborar extractos totales de las especies
mencionadas, por maceracién con solventes de polaridad creciente; un segundo
objetivo especifico consiste en caracterizar la composicion quimica cualitativa y
cuantitativa los extractos obtenidos, priorizando la estimacion del contenido de
polifenoles y flavonoides, dada su intima relacion con las propiedades alexiteras en los
vegetales; como tercer objetivo especifico se establecid evaluar in vitro la actividad
anti hemolitica de los extractos, utilizando agar-sangre-fosfatidilcolina, por la
medicion del didmetro del halo de hemolisis producido por el veneno, antes y después
del tratamiento con los extractos vegetales.

Por ello fueron evaluadas las siguientes hipétesis:

Hipdtesis alternativa (Ha): al menos una concentracién de extracto vegetal de Mucuna
cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC., y Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav., produce
reduccion del diametro del halo de hemdlisis generado por la dosis minima hemolitica
(DMIH) con el 95% de confiabilidad; y la Hipdtesis nula (Ho): ninguna concentracion
de extracto vegetal de Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC., y Tabernaemontana
sananho Ruiz & Pav., produce inhibicion del diametro generado por la dosis minima

hemolitica (DMIH) con 95% de confiabilidad.



Capitulo 1

Fundamentacion tedrica

1.1. Plantas alexiteras

La importancia y la aplicacion de plantas alexiteras data de tiempos inmemorables casi
en todas las culturas del mundo, especialmente aquellas que se encuentran en zonas
tropicales y subtropicales. Un ejemplo de esto son los tratados medicinales de la india
escritos antes de Cristo en la misma que detalla 211 plantas alexiteras utilizadas como
antidotos para animales ponzofiosos y venenosos, en México data de la época
prehispanica, también en el siglo XVI, Francisco Hernandez, en su obra "Historia de
las Plantas de la Nueva Espafia™ cita 19 plantas usadas con este fin, entre otros (Reyes

& Jimenez, 1995).

Cabe destacar que los paises que reportan mayor incidencia de casos de mordedura de
serpientes son los que estan en desarrollo especialmente en las zonas rurales ya que
para tratar esta afeccion recurren a tratamientos ancestrales en base a plantas
medicinales propias de cada region, este es el caso de las plantas alexiteras las mismas
que estan identificadas por los nativos como aquellas que son capaces de aliviar
dolores, sangrados, necrosis, inflamacion, infeccion y actuar como antidoto frete al

envenenamiento de serpientes (Etnofarmacia, 2008).

Segun Sumpa (2013), son plantas alexiteras las que tienen la capacidad de aliviar uno
0 varios sintomas complejos, como son: dolor, sangrado, inflamacién, infeccion e

incluso el envenenamiento.

Es importante aclarar que no todas las plantas antiofidicas son antidotos, muchas de

estas solo minimizan los sintomas de la mordedura de las serpientes y ayudan a



incrementar la permeabilidad capilar que ayuda a combatir infecciones causadas por

la mordedura de ofidios (Etnofarmacia, 2008).

El modo de accion de las plantas alexiteras se debe a sus metabolitos primarios y
secundarios que acttan en conjunto sobre las toxinas del veneno para neutralizar su
efecto (Sumpa, 2013). “Entre los compuestos mas importantes se encuentran los

isoflavonoides, triterpenoides, alcaloides y taninos” (Reyes & Jimenez, 1995).

Las plantas utilizadas para esta investigacion Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC., y
de la Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav, son utilizadas como plantas antiofidicas
por la comunidad de Wawaim en la provincia de Morona Santiago parroquia San
Francisco y ademas se encuentran registradas en el Intituto de investigaciones de la

Amazonia Peruana (2010).

1.2. Tabernaemontana sananho

Segun el Herbario Q. C. A. de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (2016),

se categorizd a Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav., como indica el anexo 15.

1.2.1. Clasificacion taxondmica

Tabla 1.
Identificacidn taxondémica de Kunapi completa

Nombre vulgar: Kunapi

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnolidae Novék ex Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Gentianales Juss. Ex Bercht. & J. Presl|
Familia: Apocynaceae Juss.

Género: Tabernaemontana L.

Especie: Sananho Ruiz & Pav

Nota: Tomado de Herbario Q. C. A. de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, (2016).



1.2.2. Descripcion botanica

Arbusto de 7 m de altura que presenta un tronco delgado y cuya corteza es de color
rojiza y escamosa; sus hojas miden aproximadamente 19 cm de longitud. Los botones
florales son de color verde-blanco con tintes anaranjados y cuyas flores abiertas son
de color blanco, por otra parte sus frutos son redondos de color amarillo en estado
maduro y su semilla posee una pulpa blanca esponjosa. Florece a partir de mayo o
junio esta distribuida desde Panama hasta Per en bosques tropicales (Ofia & Cerdn,
2000).

1.2.3. Usos

Esta especie vegetal es utilizada como anticonceptivo, para prevenir y disminuir
dolencias causadas por artritis, actla como diurético y emético; también es
recomendada para disminuir los sintomas asociados a reumatismo, arritmias, sifilis y
Ulceras cutaneas. En infusion disminuye la fiebre, previene las afecciones de garganta.
Se dice que es utiliza para tratar anemias y sindromes hemorragicos. (Intituto de

investigaciones de la Amazonia Peruana, 2010).

Figura 1. Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav. (Kunapi)
Nota: Realizado por la autora (2017).




1.3. Mucuna cf. elliptica

Segun el Herbario Q. C. A. de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (2016),

se categoriz6 a Mucuna cf. Elliptica (Ruiz & Pav) DC., como indica el anexo 16.

Tabla 2.

Identificacion taxonémica de wapaé
Nombre vulgar: wapaa u ojo de venado
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnolidae Novéak ex Takht.
Superorden: Rosanae Takht.
Orden: Fabales Bromhead
Familia: Fabaceae Lindl.
Género: Mucuna Adans
Especie: elliptica (Ruiz&Pav.) DC.

Nota: Tomado de Herbario Q. C. A. de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, (2016).

1.3.1. Descripcion Botanica

Arbol que mide 12m de longitud con indumento corto en tallos y foliolos, sus hojas
son compuestas, alternas, trifoliadas y cuya inflorescencia es en forma de umbelas con
pedunculos que pueden medir 1,0m de longitud, su caliz es pubescente. Los frutos
estan cubiertos por tricomas urticantes y semillas discoides de color café oscuro. Se
distribuyen en América Latina en las zonas tropicales (Cardona, David, & Hoyos,

2010).
1.3.2. Usos

Es utilizada como antiofidico para la mordedura de serpientes y animales ponzofiosos,
actla como desinflamante de las vias urinarias, es un eficaz diurético y atenda los
sintomas causados por enfermedades venéreas, pulmonares y disminuye la
inflamacion de vias urinarias, (Intituto de investigaciones de la Amazonia Peruana,

2010).



<

Figura 2. Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC. (wapaa)
Nota: Realizado por la autora (2017).

1.4. Serpientes en el Ecuador

En los ultimos afios el Ecuador ha registrado un alto indice de incidentes causados por
la mordedura de serpientes que se ha convertido en un problema salud publica a nivel

de la costa y del oriente ecuatoriano.

Esto se debe a que el clima tropical y subtropical facilita la vivienda, reproduccion,

sobrevivencia y biodiversidad de ofidios en dichas zonas (MSP de Ecuador, 2007).

“El 90% de los accidentes ofidicos en la region amazonica estan dados por la especie
Bothrops atrox que es conocida por los nativos como Pitalala, y los sitios mas
frecuentes son los miembros inferiores por las actividades de agricultura” (Jara,

Lozada, & Pefiaherrera, 2014).

Al producirse el accidente por la mordedura de la serpiente, estas inoculan veneno que

es una mezcla de proteinas, polipéptidos que tienen actividad tdxica y enzimatica y




que generan varias respuestas fisioldgicas en la victima como sistema de defensa ante

este veneno (MSP de Ecuador, 2007).

La gravedad de la mordedura esta determinada por el tamafio de la serpiente, especie,

edad, peso (a menor edad y mayor peso el veneno es letal) (MSP de Ecuador, 2007).

Por otra parte las personas que presentan mayor vulnerabilidad son nifios, ancianos,
personas con problemas de salud como diabetes o hipertension entre otras

enfermedades que deprimen el sistema inmune (LOopez & Pérez, 2009).

1.4.1. Género Bothrops

La B. atrox pertenece al género Viridae subgrupo Crotalinae Ilamadas viboras de fosa
por tener una fosa loreal entre los ojos y las narinas de cuerpo grueso y con cola corta,
escamas opacas Yy cabeza triangular; la mayoria de estas serpientes son terrestres,

aunque también las hay arboreas (Marufiak, Leyva, Ruiz de Torrent, & Teibler, 2005).

Figura 3. Brothrops atrox (pitalala)
Nota: Pazmifio (2014).

1.4.2. Identificacion

Esta especie se distingue de otras especies de Bothrops por la combinacion de los
siguientes caracteres: cola no prensil; suturas entre algunas de las supralabiales (en

especial entre la tercera y cuarta) bordeadas con pigmento oscuro; lacuno labial




presente; el dorso del cuerpo es oliva, café, habano, gris, amarillo o rara vez color
oxido, con marcas dorso-laterales cuyos bordes se alinean casi verticalmente formando

marcas rectangulares o trapezoidales (Pazmifio, 2014).

1.4.3. Distribucion y Habitat

Bothrops atrox se distribuye en las tierras bajas tropicales de casi toda Sudamérica se
la encuentra desde el nivel del mar hasta los 1200 m de altura. Habita en las zonas
tropical oriental y subtropical oriental. En Ecuador se ha reportado para las provincias
de Sucumbios, Pastaza, Orellana, Napo, Morona Santiago y Zamora Chinchipe. Habita
los bosques humedos montanos bajos, sabanas, bosques de galeria, bosques tropicales
deciduos y bosques lluviosos. Generalmente prefiere ambientes hdmedos y se
encuentra asociada a arroyos, lagos o cursos de rios, aungque también se la encuentra
en cultivos, campos humedos, en areas con vegetacion de crecimiento secundario e

incluso alrededor de asentamientos humanos (Pazmifio, 2014).

1.5. Veneno de Bothrops atrox

El veneno de la B. atrox esta constituido por proteinas, enzimas de origen hidrolitico,
péptidos neurotoxicos y cardioténicos (Reyes & Jimenez, 1995).

Se caracteriza por tener efectos coagulantes, proteoliticos, vasculotdxicos, accién de
la fosfolipasa A2 y Hemorraginas.

a) Accion Coagulante: Actua activando el factor X, la protrombina y el
fibrin6geno, que generan que aumente el nimero de plaquetas normales
formando wun trombo intravascular y produciendo una coagulacion
intravascular diseminada con efectos graves como gastroenteritis, hemorragias
profusas, problemas respiratorios y afeccion al Sistema Nervioso Central

(Marufiak, Leyva, Ruiz de Torrent, & Teibler, 2005).



b) Accion Proteolitica: produce la inflamacion de los tejidos causada por
micronecroisis, liponecrosis y necrosis vascular, también este veneno libera
vasoactivos que produce el shock en pacientes y la muerte (Rodriguez, 2001).

c) Accién Vasculotoxica: genera lesiones endoteliales que son la causa de las
hemorragias pero que no producen alteraciones en la cascada de coagulacion y
se debe a que el veneno libera hemorraginas (Rodriguez, 2001).

d) Accion de las fosfolipasa: (actividad del veneno de serpiente B. atrox en
sangre): inducen a desestabilizacién de la membrana, con pérdida selectiva de
la permeabilidad a iones calcio que son importantes para evitar la necrosis
muscular. Esta necrosis tisular es causada por las miotoxinas que acttan en la
membrana plasmatica de células musculares generando alteraciones en las
arterias musculares y microvasculatura (Marufiak, Leyva, Ruiz de Torrent, &
Teibler, 2005).

e) Hemorraginas: son metaloproteinas que causan una lesion a la pared y
endotelio capilar que produce una digestién enzimatica generando con ello
dafios mecéanicos a la matriz extracelular lo que ocasiona hemorragia local y/o
sistémica, formacion de vesiculas en la piel y necrosis hemorragica” (Gonzélez

& Onofre, 2013).

1.5.1. Accidente bothropico

Es una lesion cutanea debida a la mordedura de serpiente, en la cual se inocula su
veneno que contiene sustancias toxicas que lesiona los tejidos causando alteraciones
fisiopatoldgicas de gravedad variable (Gonzalez & Onofre, 2013).

Para que se considere un envenenamiento por B. atrox la dosis letal inoculada es de

64,98 ng/raton y de 3,61 mg/kg (Sanjuan, y otros, 2012).
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Tabla 3.
Grado de envenenamiento

Grado 0 Sin envenenamiento: Dolor minimo marcas de la mordedura.

Grado 1 Minimo: Marcas, dolor, 2 a 10 cm de edema y eritema durante las 12
primeras horas, sin sintomas sistémicos.

Grado 2 Moderado: Marcas, dolor, 12 a 25 cm de edema y eritema durante las

12 primeras horas, sintomas sistémicos con rapida progresion.
Sangrado inicial en la herida.

Grado 3 Severo: Marcas, dolor, edema y eritema mayor a 25 cm durante las
12 primeras horas, sintomas sistémicos con defectos de coagulacion.
Progresion muy rapida.

Grado 4 Muy Severo: Reaccion local muy répida. Edema, equimosis,
ampollas, necrosis. Signos y sintomas sistémicos graves.

Nota: Tomado de: Gonzélez & Onofre (2013).

1.5.2. Tratamiento

Para el tratamiento de la picadura de B. atrox se utiliza el antiveneno, un suero que se
obtiene por inmunizacion en caballos. Este suero presenta algunos efectos secundarios
como shock anafilctico e hipertermia; también presenta algunos inconvenientes como
la baja efectividad luego de producirse la picadura de serpiente generando dolor,
edema, hemorragia local y necrosis.

Por este motivo se han realizado estudios con plantas nativas del lugar de incidencia
en donde las comunidades indigenas para contrarrestar el envenenamiento de la
serpiente utilizan plantas maceradas que son aplicadas en las heridas como
cataplasmas, decocciones o bebidas alcohdlicas para lavar la zona afectada o para

ingerirlas (Camargo, Torres, Ricciardi, Ricciardi, & Dellacassa, 2011).
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1.6. Actividad hemolitica

La actividad hemolitica es el fendmeno en el cual los eritrocitos se lisan por rupturas
en lamembrana celular que genera liberacion de la hemoglobina y como consecuencia
se produce hemoglobinuria, anemia e ictericia esta Gltima por el exceso de
hemoglobina trans que forma pigmentos biliares (Hernandez & Hermosilla, 2014).
La hemdlisis se clasifica en:

a) Extravascular: se genera en sitios especificos encargados del restablecimiento
de los componentes intraeritrocitarios. Este mecanismo es realizado por
macrofagos situados a nivel esplénico y hepatico y es causado por dafios
endoteliales o por protesis de valvulas cardiacas y respiratorias (Clinton, 2008).

b) Intracelular: produce la destruccion del eritrocito dentro del sistema vascular,
generando la liberacion de la hemoglobina en la sangre. Esta patologia se
produce por enfermedades cardiovasculares, anemias, infecciones,

guemaduras y mordeduras de animales venenos (Fernandez, 2009).
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1. Disefio del trabajo experimental

Para el presente trabajo de investigacion se realizd andlisis cuantitativos sobre la
calidad de la droga vegetal, determinando el porcentaje de humedad, cenizas totales,
cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en acido clorhidrico; determinacién
espectrofotométrica de fenoles totales y flavonoides, dada su importancia en la
propiedad alexitera de un vegetal y, fundamentalmente, la actividad anti hemolitica
indirecta de los extractos heptanicos, alcohdlicos y acuosos, siendo las variables a

correlacionar las siguientes:

Variable independiente:

e Concentracion de extractos

Variable dependiente:

e Reduccién del halo de hemdlisis generado por la dosis minima hemolitica

(DMIH) del veneno de B. atrox.

Se tom6 muestras vegetales de las plantas Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC.;
Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav. presentes en la region amazénica del Ecuador
en la provincia de Morona Santiago y que son reconocidas como plantas alexiteras por
los habitantes de la zona de estudio, la comunidad Wawaim de la parrogquia San
Francisco del canton Huamboya y segun la bibliografia consultada (Intituto de

investigaciones de la Amazonia Peruana, 2010).
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Para evaluar la actividad anti hemolitica (alexitera) de cada extracto vegetal se
determind la dosis hemolitica minima (MIDH) del veneno de la serpiente, considerada
en este estudio como aquella dosis de veneno que gener6 un halo de hemolisis de 15
mm de diametro sobre una placa de agar-sangre-fosfatidilcolina, cuando se han
incubado a 37°C por 20 horas; los extractos que al ser incubados con la MIDH del
veneno de la serpiente provocaron la reduccion del diametro del halo de hemolisis, se

dice que son alexiteras, por tener actividad Anti hemolitica (Granda, 2015).

Los datos se analizaron en el programa estadistico Infostat/L version libre del 2014

para calcular el Analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey para un p< 0.05.

2.2. Poblacion y muestra

Material vegetal

Una vez que los permisos ambientales fueron aprobados se procedio a la recoleccion
de las especies vegetales Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) wapad DC.; y
Tabernaemontana sanano Ruiz &Pav. (kunapi), la recoleccién de las especies
vegetales de estudio se llevo a cabo en la parroquia de San francisco ubicada al
Nororiente de la provincia de Morona Santiago, cuyas coordenadas geograficas son:

Latitud: 01° 56 44 Sur; Longitud: 77° 59° 27” Oeste.

La localidad presenta un clima tropical humedo lluvioso con una temperatura que va

entre 22-28°C y posee un bosque secundario (GAD Huamboya, 2017).
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Ubicacién geografica de la muestra 1y 2

Extension
PALORA Extension: 971 km?
Poblacion: 5,965 habitantes
PABLOWVI HUAMBOYA

Ubicacion: se encuentra ubicado en el
sector Nororiente de la Provincia de
Morona Santiago

MORONA :
Coordenadas:

SUCUA TAISHA Latitud: 01°56°44" Sur
Longitud: 77°59°27" Oeste

SANTIAGO
LOGRONO

LIMON INDANZA

SAN JUAN e el
BOSCO
GUALAQUIZA

Figura 4. Ubicacion satelital de la muestra 1 Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC. conocida como
Wapad, Tabernaemontana sanano Ruiz &Pav. Llamada Kunapi
Nota: GAD Huamboya (2017). Realizado por la autora (2017).

Las muestras vegetales obtenidas se las almacen6 con papel periodico y prensado con
carton para evitar necrosis vegetal hasta ser transportadas al laboratorio de la UPS en

Quito.

Las muestras para analisis fueron lavadas, limpiadas de partes en mal estado, restos de
insectos y secadas en estufa a 38°C con 23% de Humead durante 5 dias, posterior a

esto se las llevo a molienda en molino eléctrico (Soto, 2014).

Las partes utilizadas para cada analisis fueron:

e Mucuna cf. elliptica (Ruiz & Pav.) DC.: conocida por la comunidad como
wapad u ojo de venado, se utilizd para ésta investigacion el fruto y las hojas.
e Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav. : llamada por los habitantes como

kunapi y se utilizo para esta investigacion a la planta completa.
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2.3. Obtencion de extractos

2.3.1. Preparacion de extractos

Los extractos vegetales presentan un sin numero de compuestos quimicos que tienen
actividad farmacoldgica los cuales se los puede obtener por varios métodos quimicos,
fisicos o bioldgicos que nos permiten obtener varios principios activos siempre que se

utilice el solvente adecuado (Caldas, 2012).

Para comprobar la factibilidad de esta investigacion utilizando material vegetal fue
necesario preparar tres extractos: heptanico, alcoholico, y acuoso (Carrién & Garcia,

2010, pag. 28) y (Martinez, Valencia, & Jimenez, 2008).

Extracto acuoso: el agua es solvente que mantiene un gradiente osmotico en los
tejidos vegetales, que permite que los aceites esenciales se difundan a través de
membranas permeables a todos los 6rganos del vegetal y, en este caso, favorece la

eliminacidn de sus principios activos (Astudillo, 2014).

Se peso el material vegetal y se adiciond agua destilada; se dejo macerar por 48 h.
Pasado este tiempo se filtrd y el filtrado fue filtrada y desecada fue desecado en rota
evaporador hasta obtener una muestra solida, se peso y conservo sellado con parafilm

en refrigeracion.

Nota: no es recomendable sobrepasar este tiempo de maceracion puesto que la muestra

tiende a contaminarse por hongos.

Extracto alcohdlico: es un solvente que permite la disolucion de principios activos

liposolubles presentes en un érgano vegetal (Caldas, 2012).
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Se peso la muestra vegetal y se adiciono alcohol al 96 % durante 72 h, se filtrd y deseco
con rota evaporador hasta obtener una muestra solida la cual fue pesada y sellada con

parafilm y conservada en refrigeracion.

Extracto n-heptanico: este disolvente solubiliza los aceites esenciales, grasa y ceras

por lo que al final se obtiene una oleorresina (Astudillo, 2014).

Al pesar la muestra vegetal se adicion6 n-heptano se maceré por 72 h, se filtro y desecé
con rota evaporador hasta obtener una muestra sélida seca la cual fue pesada y sellada
con parafilm y conservada en refrigeracion. De esta manera se obtiene un extracto

Seco.

Nota: es importante que la maceracion tanto para el extracto alcohdlico como
heptanico tenga un periodo minimo de 72 h, ya que facilita que el extracto concentre
compuestos quimicos propios del material vegetal y aumente el rendimiento del

extracto.

Para utilizar los extractos se deben disolver nuevamente en el mismo solvente utilizado
al inicio del proceso, es decir que para el extracto acuosa cada muestra se debe
reconstituir en agua destilada, para el extracto alcohdlico se lo reconstituird en etanol

al 96 % y para el extracto heptanico se reconstituird con n-heptano.
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Figura 5. Equipo de para evaporar las muestras vegetales Rota evaporador.
Nota: Realizado por la autora (2017).

Calculo del rendimiento de extractos

Segun Caldas (2012), el rendimiento de un material vegetal se realiza de la siguiente

manera.

gramos del extracto obtenido

% Rendimiento = 100

gramos totales de la muestra vegetal seca

2.4. Analisis cuantitativo

2.4.1. Determinacién de humedad

La humedad de una muestra vegetal es la determinacion de la pérdida de masa de la
muestra luego de haber sido sometidas a incineracion, y para ello se utilizé el método

analitico con el equipo METTLER TOLEDO (HB43-S halogen).

Se pesé aproximadamente 2 g de muestra vegetal y se introdujo en el equipo analitico,

luego se anotd el valor obtenido.
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Figura 6. Equipo METTLER TOLEDO (HB43-S halogen) para determinar humedad.
Fuente la autora (2017).

2.4.2. Determinacion de cenizas totales, solubles en agua e insolubles en

acido clorhidrico

Se procedio a obtener residuos inorganicos como producto de la incineracién del
materia organica presente en la muestra vegetal mediante la aplicacion del método

gravimétrico (Laboratorio de Alimentos I, Facultad de Quimica, UNAM, 2008).

Para el siguiente proceso se utilizé la técnica descrita por Laboratorio de alimentos I,

facultad de quimica, UNAM (2008), Araujo (2011)y Soto (2014).
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DETERMINACION DE CENIZAS

Cenizas totales

Se pesd el crisol vacio y se sometic a
incineracion en mufla por 2 h a 700-
750°C pasado este tiempo se colocd en
un desecador v a los 30 min se vuelve a
pesar hasta que 12 masa del crisol sea
contatite.

Cenizas solubles en
agua

A las cenizas obtenidas en el punto
anterior se les afiadio 10 ml de agua
destilada, se tapd con vidrio reloj vy
calentd con el mechero durante 3 min
luego se procedio a filtrar con papel

Cenizas  insolubles en
icido clorhidrico

A las cenizas totales se les afiadio 10 ml
de dcido clorhidrico al 10% se las tapd
con vidrio reloj v se los sometio a bafio
Maria durante 10 min luego se lavé el
vidrio reloj con 3 mi de agua destilada y
se filtrd con papel filtro libre de cenizas.

filtro libre de cenizas.

Se introdujo en la mufla durante 2 h a 700-730°C, luego se colocd en el

A . -
A 2g del material vegetal se coloca en d dor y cuando aleanzo la temperatura ambiente se procedio a pesar

el erisol tarado.

v

Figura 7. Determinacién de cenizas totales, solubles en agua e insolubles en acido clorhidrico
Nota: Laboratorio de alimentos I, facultad de quimica, UNAM (2008), Araujo (2011)y Soto (2014).
Realizado por la autora (20017).

Expresion de resultados

a) Cenizas totales

M2 —M
C:—*
M1-M

100
Tomado de: (ISP de Chile, 2009).

Donde:

Ma: masa en gramos de la capsula con las cenizas.
Mz1: masa en gramos de la capsula con la muestra.
M: masa en gramos de la capsula vacia.

100 = factor matematico.
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a) Cenizas solubles en agua.

M2 — Ma

e

Ca

Tomado de: (SEGOB, 1978).
Donde:
Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua.

M. = 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.
b) Cenizas insolubles en &cido clorhidrico.

Expresion de resultados

Tomado de: (ISP de Chile, 2009).
Donde:
B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
m = masa del crisol con la porcion de ensayos (g)

m2= masa del crisol con la ceniza (Q)
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100= factor matematico.

Nota: Es importante que la silica gel tenga un color azul el cual es indicativo de que

no existe humedad en el desecador.

2.4.3. Cuantificacion de polifenoles totales

Los polifenoles son compuestos quimicos presentes en todas las plantas y son
responsables de la actividad metabdlica de estas, son muy susceptibles a la oxidacion,
por lo que actlan como antioxidantes naturales. La determinacion de la concentracion
de fenoles se basa en una reaccion colorimétrica de oxido-reduccion y cuyo agente

oxidante fue el reactivo de Follin-Ciocalteu (Pérez, y otros, 2014).

Curva de calibracion: se prepar6 una solucién de acido galico (1 mg/mL) y se tomo
alicuotas de 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 y 160 puL a cada una se aford a un volumen
de 500 puL con agua destilada, en seguida se agreg6 250 uL de reactivo de Folin y se
aplicé ultrasonido por 5 min, transcurrido este tiempo se adicion6 1250 pL de solucion
de carbonato de sodio. Se dejé en reposo durante 2 h y se midid la absorbancia a760

nm (PNT, 2010).

Cuantificacion de polifenoles totales: se tomé una alicuota de 100 uL (3,08 mg/mL) y
se afor6 a un volumen de 500 uL con agua destilada. A cada muestra y estandar se
adiciono 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1N y se aplico ultrasonido por 5 min,
después se adicion6 1250 pL de Na,COz al 20% y se dejo reposar durante 2 h. Al
término de este tiempo se midio la absorbancia en el espectrofotometro con una

longitud de onda de 760 nm (Gutiérrez, Martinez, Varona, & Rodriguez, 2000).
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Los resultados fueron presentados en mg del acido galico por 100 mL del extracto

mediante la siguiente férmula (Mors. WB, 1989).

Cantidad d ) mg de ac. galico absorvancia + b
= — "

antidad de fenoles 100mL de extracto m

2.4.4, Anélisis de flavonoides

Los flavonoides estan presentes en semillas, hojas y flores y son los encargados de la
respuesta a la luz, crecimiento y a la interaccion entre la planta y el entorno, esto hace
que las plantas generen metabolitos secundarios que ayudan a la proteccién de la planta

contra el medio bidtico y abidtico y sobre la salud del humano.

Curva de calibracion: se utilizé como estandar a la solucion de catequina (0,1 mg/mL)
en volumenes de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 uL, se afiadioé una disolucion de nitrito de
sodio al 5 % y de cloruro de aluminio y solucion de hidroxido de sodio 1M, luego se
afiadio 1250 pL de agua destilada y 75uL. de NaNO> en solucidn, se dejé reposar por
6 min; transcurrido este tiempo se afiadio 150 L de AICI3 al 10 % Yy se mantuvo en
reposo durante 5 min, se agreg6 500 puL de NaOH y se aford a 2,5 mL. La absorbancia

fue medida a 510 nm en el espectrofotometro.

Cuantificacion de fenoles: se tomé 100 uL de extracto (3,08 mg/mL) y se adiciono
1250 pL de agua destilada con 75 pL NaNO: al 5 % y se dejo reposar por 6 min, luego
se adicion6 150 pL de AICIs al 10 % y nuevamente se dejoé reposar durante 5 min,
trascurrido este tiempo se afiadio 500 uLL de NaOH 1M completando con agua destilada
a un volumen final de 2,5 mL. Se procedié a medir la absorbancia en el

espectrofotometro con una longitud de onda de 510 nm (Garcia M. , 2007).
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Los resultados fueron presentados en mg de catequina sobre 100 mL del extracto

utilizando la siguiente férmula (Mors. WB, 1989).

mg de catequina absorvancia + b 1
= *

Cantidad de f1 ides = B
antidad de flavonoides 100 mL de extracto m

Nota: la absorbancia debe ser medida antes de 30 min ya que es una reaccion
espontanea y la concentracion de flavonoides varian segun el tiempo que se demore

en hacer el proceso.

2.5. Analisis cualitativos

2.5.1. Tamizaje fitoquimico

Este procedimiento determind de manera cualitativa la presencia compuestos quimicos
que poseen las muestras vegetales. Las pruebas del tamizaje quimico se realizaron
segun lo publicado por: Pereira, Vega, Almeida, & Morales (2009), Laboratorio de
Alimentos |, Facultad de Quimica, UNAM (2008),Acosta, Fonseca, Saavedra,

Fonseca, & Reytor (2010) y Castafieda, Manriquez, & Ibafies (2002).
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TAMIZAJE FITOQUIMICO

|

Enzayo de Sudan Enzayo de  Mayer Enzayo de  Baljet Ensayo de Wagner Ensayo de Borntrager Ensayo de
(compusstos grasos) (lealoides (compuastos (alealondes) (qumonas) Lighermanu-

cuatemarios ¥ emdricos) Burchard (triterpencs

mondxidos bres) /o esteruides]
205 mL del extracto Al extracto vegetal 1 A 05 ml de extracto Al extracto vesztal 1 Se tomd 05 ml del A cada extracto s
\'eeétal!e Ie aadis 1 wl, s aizdid wa vegetal sz aadio 1 1L, ze adicions 2 zotas extracto vegefal v s evapord en Batio Mania
o del reactivo Sudan pisca de clonmo de goas del reactivo de del reactivo de Mayer evapord asta saquedad v s 1e disobvid com
Iy Sudan V, =e sodio ze mezeld bien y Baljet en Bario Maria, luezo lul. de cloroforma, se
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Figura 8. Tamizaje Fitoquimico parte 1-3

|

|

|

Opalascencia (4).
Turkidez (+4).
Precipitado (++).

Colorzoion rosada
().
Coloracitn roja (++4).

Fosado-amil  {moy
répida).

Verde de miamso a
vizibla (r2pida).

Varde osewre 2 negro
(fmal de |z reacciom).

Nota: Pereira, Vega, Almeida, & Morales (2009), Laboratorio de Alimentos I, Facultad de Quimica,
UNAM (2008),Acosta, Fonseca, Saavedra, Fonseca, & Reytor (2010) y Castafieda, Manriquez, &

Ibafies (2002). Realizado por la autora (2017).
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TAMIZAJE FITOQUIMICO

l

altura y durar alrededor
del mn

Figura 9.Tamizaje Fitoquimico parte 2-3
Nota: Pereira, Vega, Almeida, & Morales (2009), Laboratorio de Alimentos I, Facultad de Quimica,
UNAM (2008),Acosta, Fonseca, Saavedra, Fonseca, & Reytor (2010) y Castafieda, Manriquez, &

Ibafies (2002). Realizado por la autora (2017).
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Figura 10. Tamizaje Fotoquimico parte 3-3

Nota: Pereira, Vega, Almeida, & Morales (2009), Laboratorio de Alimentos I, Facultad de Quimica,
UNAM (2008),Acosta, Fonseca, Saavedra, Fonseca, & Reytor (2010) y Castafieda, Manriquez, &
Ibafies (2002). Realizado por la autora (2017).
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2.6. Actividad anti hemolitica

2.6.1. Obtencion de veneno de B. atrox

El veneno de la serpiente Bothrops atrox se obtuvo por ordefio manual de un ejemplar
adulto en la provincia de Morona Santiago, el mismo que se diluy6 inmediatamente en
2 mL de solucion fisioldgica y se transporto en refrigeracion hasta la ciudad de Quito

para almacenarlo en congelacién hasta su uso.

2.6.2. Determinacion de la dosis minima hemolitica (MIDH):

La MIDH es la dosis minima de veneno capaz de producir una lisis completa de los
eritrocitos (Pirela, Lépez, & Hernandez, 2006). Para esta determinacion se porcedio

de la siguiente manera:

2.6.2.1. Preparacion de eritrocitos lavados

Se colocd 15 mL de sangre completa en los tubos de centrifugacién y se afor6 a un
volimen de 45 mL con suero fisioldgico, se colocd en la centrifugadora grande por 15
min a 2700 rpm. Después de este tiempo se retird los tubos de la centrifugadora y se
elimind el sobrenadante. Se repite el proceso por duplicado hasta obtener solo
eritrocitos (volumen final de eritrocitos 20 mL) (Ballester, De la Campa, Pérez, &

Hourrutinier, 2006).

Para comprobar que no hubo lisis celular es necesario realizar un frotis de los

eritrocitos obtenidos, si se presentara algun dafio celular repetir el proceso.
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Figura 11. Centrifugado de la sangre a 2750 rpm durante 15 minutos
Nota: Realizado por la autora (2017).

2.6.2.2.  Preparacion del medio de cultivo Agar-sangre fosfatidilcolina

El siguiente procedimiento se tom6 como referencia el trabajo realizado por
Pereafiez, y otros (2008), para preparar 1 L de medio de cultivo.

e Secalentd 1 L de agua destilada en un matraz Erlenmeyer a la cual se agrego
10 pastillas de PBS y con ayuda de un potenciometro se confirmo el pH de la
disolucion que fue de 7,5 a 50°C.

e Se pes6 40 g de agar sangre base y se afiadid a la mezcla anterior hasta
disolverla por completo.

e Seafadi6 0,015 g de CaCl>0,01 M en 10 mL de agua destilada una vez disuelta
agregar a la solucion de Agar.

e La disolucion anterior fue esterilizada en autoclave por 20 min a 120°C,
transcurrido este tiempo se dejé enfriar hasta una temperatura de 50°C. Es
importante mantenerla en agitacion para evitar que se formen grumos en la
solucién de Agar.

e Dentro de la camara de flujo laminar, se afiadio 12 mL de eritrocitos lavados a

la solucidn anterior y se mezcld hasta obtener una solucion homogénea.
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e Se agregd 12 mL de suspension de yema de huevo (egg-yolk) diluido en
solucion salina en una proporcion de 1:4 y se mantuvo en agitacion constante.

e Se distribuy6 en cajas Petri de 25 mL del cual se obtuvo 40 cajas del agar
sangre base.

e Se dejo enfriar las cajas Petri semi tapadas y luego se procedio a cerrarlas con

parafilm y se almacenaron en refrigeracion hasta utilizarlas.

Figura 12. Caja Petri con Agar-sangre-fosfatidilcolina
Nota: Realizado por la autora (2017).

2.6.2.3. MIDH veneno de B. atrox

Para obtener la dilucion correspondiente a la dosis minima hemolitica del veneno
se procedio de acuerdo a lo descrito por Saravia, y otros (2015), ajustando la
técnica a las necesidades de la investigacion.

Solucion Madre: se pesé 6 mg de veneno y se llevo a disolucion en 1000 pL de
solucion de PBS, pH 7,2. Se obtiene 90 g de veneno por cada 15 pL de disolucion.
Disolucion 2: se tomo una alicuota de 670 uL de la solucién estandar y se afor6 a

1000 pL. Se obtiene 60 ug de veneno por cada 15 uL de disolucion.
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Disolucion 3: de la disolucion anterior se tomé 750 uL de la solucion estandar y
se afor6 a 1000 pL. Se obtiene 45 pg de veneno por cada 15 pL de disolucion.
Disolucion 4: de la disolucion anterior se tomé 670 uL de la solucion estandar y
se afor6 a 1000 pL. Se obtiene 30 pg de veneno por cada 15 pL de disolucion.
Disolucion 5: de la disolucion anterior se tomé 500 uL de la solucion estandar y

se afor6 a 1000 pL. Se obtiene 15 pg de veneno por cada 15 pL de disolucion.

En 2 cajas Petri con el medio agar base y se realiz6 5 pocillos a los cuales se los

identificd como Dilucion 1, Dilucion 2, Dilucion 3, concentracién 4 Dilucién 5.

Con ayuda de una micropipeta se tom¢ 15 pL de cada disolucidn del veneno y se
colocé en cada pocillo previamente identificado, el proceso se realizd por
duplicado.
De esta manera, las dosis de veneno de B. atrox testadas son las siguientes:
SM=90 ng
D2= 60 pg
Ds=45pg
D4=30pg

Ds=15pg

Se incubd por 20 h a 37°C, y se midid el didmetro del halo de hemolisis formado con

un calibrador Vernier.
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Se tom6 como dosis hemolitica minima a aquella que produjo un halo de hemdlisis
que midi6 15,53 cmy con esa dosis (1 pg/pL) se procedio a determinar la capacidad

neutralizante de los extractos vegetales sobre el veneno.

2.7. Determinacion de la capacidad neutralizante de los extractos

2.7.1. Actividad anti hemolitica con los extractos

Se utiliz6 la técnica de Herndndez & Hermosilla (2014) y Pereafiez, y otros (2008)la
misma que fue sujeta a cambios segln la necesidad de la investigacion.
A cada caja Petri que contiene 25 mL del agar base sangre-fosfatidilcolina, se realizé

4 pocillos identificando cada uno con C1, C2, C3y Blanco.

Blanco: se prepararon tres soluciones, a) se tom6 20 mg de extracto seco con 0,5 mL
de su respectivo disolvente, b) se tom6 30 mg de extracto seco en 0,5 mL y ¢) se toméd
60 mg de extracto seco en 0,5 mL, luego a 0,25 mL se aforo a 100 mL, el proceso se
repite y finalmente se tomé 0,1 mL y se afor6 a 100 mL.

Concentracién 1 (MIDH-extracto): se disolvié 3 mg del veneno en 0,5 mL, se pesé 20
mg de extracto vegetal y se diluyé en 0,5 mL del solvente que se utiliz6 para preparar
cada extracto (etanol, agua y n-heptano).

Concentracién 2 (MIDH-extracto): se disolvié 3 mg del veneno en 0,5 mL, se peso
30mg de extracto vegetal y se diluyo en 0,5 mL del solvente que se utilizo para preparar
cada extracto (etanol, agua y n-heptano).

Concentracion 3 (MIDH-extracto): se disolvio 3 mg del veneno en 0,5 mL, se pes6 60
mg de extracto vegetal y se y se diluyé en 0,5 mL del solvente que se utilizé para

preparar cada extracto (etanol, agua y n-heptano).
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Una vez que se obtuvo las tres concentraciones diferentes de los extractos se mezclaron

con la MIDH en las cantidades que se muestran en la tabla 4.

Tabla 4.
Cantidades para preparar la solucion mexcla veneno extracto.
Peso de Veneno-Extracto Volimen  Proporcion
extracto de MIDH-E
(ng) extracto
por
triplicado
C1: 6,75 15 uL veneno (1 mg/mL) + 3,75 pL extracto (2,5 g/ L) 11,25 1:07
C2:9,40 15 uL veneno (1 mg/mL) + 1,77 pL extracto (3,8 g/ L) 5,31 1:10
C3: 18,75 15 pL veneno (1 mg/mL) + 1,77 pL extracto ( 3,89/ L) 7,5 1:20

Concentracion 1(C1), Concentracion 2 (C2) y Concentracién 3 (C3)

Nota: Realizado por la autora (2017).

Estas proporciones veneno-extracto se mezclan y se pre incuban por 30 minutos a

37°C.

Luego se tomd 15 uL de cada mezcla MIDH-extracto y se sembr6 en el pocillo
correspondiente de la caja Petri que contiene el agar-sangre-fosfatidilcolina. Todo este
proceso se realizo en camara de flujo laminar. Se sellé cada caja Petri con parafilmy
se incubd por 20h a 37°C, luego se midié el halo de hemdlisis con un calibrador
Vernier.

El proceso se realizé por triplicada para cada extracto vegetal.

Se realizaron los tratamientos correspondientes para comparar los halos de hemolisis

entre los tres extractos como se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5.

Tratamientos para determinacion de actividad neutralizante o inhibitoria.

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 Alcohélico
6 C2-Al 1:10 MIDH- extracto Alcohdlico
7 C3-Al 1:20 MIDH- extracto Alcohdlico
8 Cl- Ac 1:7 MIDH-extracto acuoso
9 Cl- Ac 1:10 MIDH- extracto acuoso
10 Cl- Ac 1:20 MIDH- extracto acuoso

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

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Capitulo 3

Resultados y discusiones

3.1. Obtencidn de extractos

3.1.1. Maceracion
Tabla 6.
Cantidad pesada de material vegetal seco y triturado con su respectivo solvente.
Material Peso (g) Sol. Peso (g) Sol. Peso (g)  Sol. acuosa
vegetal heptanica alcohdlica (mL)
(mL) (mL)
Wapaa fruto 23,46 65 25,02 100 23,12 50
Wapaa 22,44 500 20,97 452 21,34 500
Hojas
Kunapi 24,60 225 24,60 300 21,56 300
completa

Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 6 indica el peso de la muestra vegetal utilizada para la maceracion con su
respectivo solvente, este proceso de maceracion influye en la extraccion del principio
activo del material vegetal para que se concentre en funcion del diluyente que se

utilice, esto dependera de la composicidn quimica del vegetal (Cortéz, 2012).

3.1.2. Rendimiento de los extractos
Tabla 7
Rendimiento de las especies vegetales en el extracto Acuoso.
MUESTRA % Rendimiento % Rendimiento % Rendimiento
extracto Acuoso extracto heptanico extracto alcohdlico

Wapaa fruto 12,76 0,41 0,43
Wapad hojas 0,91 3,71 4,13
Kunapi completa 11,46 2,14 2,18

Nota: Realizado por la autora, 2017.
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De acuerdo a lo analizado en la tabla 7 se tiene que el extracto acuoso es el que
proporciond mayor rendimiento en wapaa fruto (12,76%) y kunapi completa (11,46%)
y esto se debe porque el solvente es de naturaleza polar tienen la capacidad de romper
enlaces covalentes en el soluto y provocar ionizaciones, es decir que estos solventes
cuando acttan sobre el soluto pueden acoplarse mediante la formacién de puentes de
hidrogeno facilitando la extraccion de principios activos (Cortéz, 2012).

Es importante resaltar que los datos completos se encuentran en anexos (12).

3.2. Analisis cuantitativo

3.2.1. Determinacién de humedad

Tabla 8.
Porcentaje de humedad registrada con el equipo METTLER TOLEDO (HB43-
halogen).

Especie vegetal Porcentaje de humedad (%)

Mucuna cf. elliptica (Ruiz & Pav.) DC. (wapad)

Fruto 8,94
Hojas 8,73

Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav. (kunapi)

Completa 8,83
Nota: Realizado por la autora (2017).

Como se observa en la tabla 8, existe un porcentaje similar de humedad en las muestras
vegetales con un valor promedio de 8,83 % que indica que las plantas se encontraban
secas; este es un factor que influye en la velocidad de reaccion enzimatica sobre los
metabolitos secundarios en las muestras vegetales, por tanto, pueden influir en la

determinacion cuantitativa de los mismos (Soto, 2014).
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3.2.2. Determinacién de cenizas

3.2.2.1. Cenizas totales

Tabla 9.
Cantidad de cenizas totales determinadas por el método gravimétrico.

Muestra vegetal Cenizas totales (%)
Wappa fruto 4,52
Wappé hojas 9,97
Kunapi Completa 10,68

Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 9 determina que la Kunapi presenta mayor cantidad de cenizas con un
porcentaje de 10,68%, lo que denota que existe mayor cantidad de minerales en la
muestra vegetal (Pefia, 2010).

Para observar los datos completos que se obtuvo en el proceso ver anexo 11.

3.2.2.2.  Cenizas solubles en agua

Tabla 10.
Determinacidn de porcentaje de cenizas solubles en agua.
Muestra vegetal Porcentaje cenizas solubles (%)
Wapaa Fruto 4,45
Wapaa Hojas 2,40
Kunapi Completa 6,23

Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 10 determina el porcentaje de cenizas solubles en agua obtenidas en el
proceso, siendo la Kunapi completa la que presenta mayor porcentaje con un valor de

6,23%, la cual indica que existié residuos organicos en la muestra vegetal que hace
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que el contenido de cenizas sea mayor que el resto de plantas (Pefia, 2010) y (Araujo,

2011).
3.2.2.3.  Cenizas insolubles en acido clorhidrico
Tabla 1112.
Determinacion de porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico.
Muestra vegetal Porcentaje cenizas solubles (%6)
Wapaa Fruto 0,72
Wapaa Hojas 1,47
Kunapi Completa 0,80

Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 11 indica que la wapa hojas con un valor del 1,47% es la que presenta mayor
cantidad de cenizas solubles en &cido clorhidrico que el resto de especies vegetales en

estudio, por tanto contiene mayor cantidad de residuos minerales (Pefia, 2010).

3.3. Cuantificacion de polifenoles totales y flavonoides.

Se realizé la curva de calibracion que sirvi6 de estandar para determinar la cantidad de

polifenoles. Esta curva de calibracion se muestra en Anexos 13.

Tabla 132.
Cuantificacion de Polifenoles.
Plantas Absorbancia en ppm mg &cido galico/ 100 mL de extracto
Wapaa fruto 0,28 28,88
Wapad hojas 0,08 8,88
Kunapi completa 0,03 3,88

Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 12 determina la cantidad de fenoles encontrados en el extracto alcoholico de

las especies vegetales, siendo la wapaa fruto con un valor de 28,88 mg acido galico/
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100 mL de extracto la que presenta mayor cantidad en relacion a la wapaé hojas y

kunapi completa.

3.4. Anadlisis de flavonoides totales

El ensayo de flavonoides totales se realizd mediante el método de Liu y col (2002) y
descrito por (Garcia M. , 2007), con estandar de catequina (1mg/mL), la curva de

calibracién se muestra en Anexos 14.

Tabla 143.
Cuantificacién de flavonoides.
Plantas Absorbancia en ppm mg catequina/ 100 mL de
extracto
Wapaé fruto 0,28 0,93
Wapaa hojas 0,02 0,09
Kunapi completa 0,02 0,09

Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 13 muestra la cuantificacion de flavonoides en las especies vegetales se llevo
acabo en el extracto alcohdlico, denotando que wapad fruto con un valor de
0,93mgcatequina/100mL de extracto, es la que posee mayor cantidad de este

metabolito secundario en relacion con la wapaa hojas y la kunapi completa.

38



3.5. Tamizaje fitoquimico

Tabla 154.
Resultados del screening fitoquimico para el extracto acuoso.
Wapaa hojas Wapaa fruto Kunapi completa
Prueba Repeticiones Resu Repeticion Resultados Repeticion  Resultados
Itado es es
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Felhing - - - Nega - + + Posit + + + Posit
(A. tivo ivo ivo
reductor
e)
Espuma - + - Nega + + + Posit + + - Posit
(Saponin tivo ivo ivo
as)
Amargo - - - Nega + + - Posit - - - Nega
tivo ivo tivo

Musilago - - - Nega + - - Nega - - +  Nega
ridos)
Shinoda + + +  Posit + - + Posit  + + + Posit
(Flavonoi ivo ivo ivo
des)
Dragend + + +  Posit +++ ++ ++  Posit +++ +++ +++ Posit
or ivo ivo ivo
(Alcaloid
e)

(---) Ausencia del metabolito secundario, (+) Presencia en baja cantidad del metabolito, (++)
Presencia en media cantidad del metabolito, (+++) Presencia en alta cantidad del metabolito.

Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 14 que corresponde al extracto acuoso muestra que tanto la wapaa fruto y
wapada hojas como la kunapi son positivas para flavonoides y alcaloides, destacandose

la wapaa fruto porque también es positiva para azUcares reductores, y saponinas.
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Tabla 165.
Resultados del screening fitoquimico para el extracto n-heptano.

Prueba Wapaa hojas Resul Wapaa fruto Resu Kunapi Resu
tados Itado Itado
S s
Repeticiones Repeticiones Repeticiones
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Sudan - - - Negat ++ ++  ++ Positi - - - Nega

(Ac. Grasos) ivo VO tivo
Baljet - - - Negat - - - Nega - - - Nega

(Com. ivo tivo tivo

Lactonicos)

Wagner ++ ++ ++ Positi + + + Positi ++ ++ ++  Posit

(Alcaloides) VO VO ivo
Dragendorf ++ ++ ++ Positi ++ ++ ++ Positi - - - Nega

(Alcaloides) Yo VO tivo
Liberman- ++ ++  ++  Positi  ++  ++ ++  Positi ++ ++ ++  Posit

burchard e VO ivo

(Triterpenos
0 esteroides)

Mayer - - Negat - - - Nega + + + Posit
(Alcaloides) ivo tivo ivo

(---) Ausencia del metabolito secundario, (+) Presencia en baja cantidad del metabolito, (++)
Presencia en media cantidad del metabolito, (+++) Presencia en alta cantidad del metabolito.
Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 15 muestra los resultados obtenidos del tamizaje Fitoquimico del extracto
heptanico donde la wapaa hojas y wapa fruto asi como la Kunapi son positivas para

alcaloides, triterpenos y/o esteroides.
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Tabla 176.
Resultados del screening fitoquimico para el extracto alcohdlico.

Prueba Wapaa Resulta Wapaa Resulta Kunapi Resulta
hojas dos fruto dos dos
Repeticion Repeticio Repeticio
es nes nes
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Resinas + + *+ Positivo * * * Positivo *+ *+ *+  Positivo
Espuma (Saponinas) - - - Negativ * * * Positivo * - - Negativ
0 0
Kedde (Glucésidos * + *+ Positivo *t + * Positivo + * + Positivo

cardiotdnicos)

Shinoda (Flavonoides) * *+ * Positivo * * * Positivo * * * Positivo

ClIFe (Com. Fenélicos) * + *+ Positivo * *+ - Positivo *+ * * Positivo

Ninhidrinas o+ 4+ Positivo tt t+ *+ Positivo * + * Positivo

(Aminoéacidos)

Wagner (Alcaloides) - - - Negativ. - - - Negativ ** * *  Positivo
0 0

Baljet (Comp. - - - Negativ. - - - Negativ. - - - Negativ

Lactonicos) 0 0 0

Antocianinas * * * Positivo *+ *+ *+ Positivo *+ *+ *+  Positivo

(Flavonoides)

Catequinas * * * Positivo - - - Negativ * * * Positivo

0

Felling (A. reductores) - - - Negativ. - - - Negativ. * *+ * Positivo
0 0

Dragendorf * * * Positivo - - - Negativ * * * Positivo

(Alcaloides) 0

Mayer (Alcaloides) * + *+ Positivo - - - Negativ *t *+ +*+ Positivo

0

Borntrager oo+ 4+ Positivo tt tt * Positivo t * * Positivo

(Quinonas)

Lieberman-burchard o+ 4+ Pesitivo - - - Negativ *+ *+ *++ Positivo

(Triterpenos o 0

esteroides)
(---) Ausencia del metabolito secundario, (+) Presencia en baja cantidad del metabolito, (++)
Presencia en media cantidad del metabolito, (+++) Presencia en alta cantidad del metabolito.

Nota: Realizado por la autora (2017).

La tabla 16 muestra los resultados del extracto alcohdlico donde la wapaa hojas y
wapaa fruto asi como la kunapi son positivas para resinas, flavonoides, fenoles, taninos

y aminoacidos libres.
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3.6. Actividad anti hemolitica

3.6.1. MIDH veneno de B. atrox

NIDH VENENO DE Botrhrops atrox:
Inoculacién: 15 ul (1 ug/ul)

~

@ 16.0 mm
%

@ 14,5 mm

Figura 12. Dosis hemolitica minima con un halo de 15,6 cm que corresponde a la concentracion 1.
Nota: Realizado por la autora (2017).

La figura 13 indica la concentracion minima hemolitica (DMIH) de la disolucion en
PBS del veneno de B. atrox (1mg/mL) el mismo que generd un halo de hemdlisis de

15,53 mm de diametro.

3.7. Determinacion de la capacidad neutralizante de los extractos

Se determind la actividad neutralizante de los tres extractos vegetales en
concentraciones de 1:7, 1:10 y 1:20 veneno-extracto, por medio de la medicion de los
halos de inhibicion que se generaron al sembrar 15uL de esta disolucion incubada por
24h a 37°C.

Las imagenes que se obtuvieron de éste proceso se encuentran en anexos (1-9).
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Tabla 187.
Halos de hemdlisis en mezclas MIDH-Extracto acuoso.

Muestra Concentracion  R1 R2 R3 MEDIA MHID Alexiteras
Wapa4 hojas C1 13,00 15,00 6,00 14,0 15,53 Si
C2 15,00 14,00 6,00 1450 15,553 Si
C3 13,00 16,00 6,00 1450 15,553 Si
Wapaa fruto C1 14,00 14,00 14,00 14,00 15,553 Si
c2 1500 6,00 15,00 1500 15,53 Si
C3 14,00 15,00 15,00 14,66 15,53 Si
Kunapi C1 16,00 15,00 14,00 15,00 15,53 Si
C2 15,00 14,00 14,00 14,33 1553 Si
C3 15,00 14,00 14,00 14,33 1553 Si

C1=1:7 V-E; C2=1:10 V-E; C3=1:20 V-E

Nota: Realizado por la autora (2017).

Tabla 198.
Halos de hemolisis en mezclas MIDH-Extracto hepténico.
Muestra Concentracion  R1 R2 R3 MEDIA MHID Alexiteras

Wapaé hojas C1 14,00 15,00 13,00 14,00 15,53 Si
C2 1500 12,00 1400 1366 1553 Si
C3 1600 1400 1500 1500 1553 Si

Wapaé fruto C1 1400 1400 12,00 1333 1553 Si
c2 1300 12,00 1300 12,66 1553 Si
C3 1200 1400 6,00 1300 1553 Si

Kunapi C1 1400 1300 1500 1400 1553 Si
C2 16,00 1500 1600 1566 1553 No
C3 1500 6,00 1500 12,00 1553 Si

C1=1:7 V-E; C2=1:10 V-E; C3=1:20 V-E

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Tabla 19.
Halos de hemdlisis en mezclas MIDH-Extracto alcohélico.

Muestra Concentracion R1 R2 R3 MEDIA MHID Alexiteras
Wapa4 hojas C1 6,00 6,00 6,00 6,00 15,53 Si
C2 14,00 15,00 6,00 14,50 15,53 Si
C3 1500 6,00 6,00 15,00 15,53 Si
Wapaé fruto C1 11,00 6,00 6,00 11,00 15,53 Si
c2 13,00 14,00 13,00 13,33 15,53 Si
C3 11,00 6,00 6,00 11,00 15,53 Si
Kunapi C1 11,00 6,00 6,00 11,00 15,53 Si
c2 13,00 14,00 13,00 13,33 15,53 Si
C3 11,00 6,00 6,00 11,00 15,53 Si

C1=1:7 V-E; C2=1:10 V-E; C3=1:20 V-E
Nota: Realizado por la autora (2017).

3.8. Analisis estadistico

Para determinar la significancia de la disminucion del halo de hemdlisis se utilizé el
programa Infostat/L version libre del 2014 para calcular el Analisis de varianza y la
prueba de Tukey. Se aplicdé un DCA con arreglo factorial 3 x 10 (3 muestras vegetales

y 10 tratamientos) y tres repeticiones

3.8.1. Andlisis de varianza

Tabla 20.
ANOVA. Anélisis de varianza (SC Tipo IlI).

Fuente de Variacion Grados de Suma de Cuadrados Valordef ValordeP

libertad cuadrados medios
Modelo 29 748,38 25,81 2,79 <0,0004
Tratamiento 9 581,94 64,66 6,99 <0,0001
Especie 2 24,47 12,23 1,32 0,2743
Tratamiento*especie 18 141,98 7,89 0,85 0,6342
Error 60 55,33 9,26
Total 89 1303,72

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Mediante el andlisis de varianza (ANOVA), para el diametro del halo de inhibicion
(tabla 20), se determind que existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), sin embargo no existen diferencias significativas entre las especies lo que
quiere decir que presentan el mismo efecto inhibitorio y, en este caso, se acepta la

hipétesis nula.

3.8.2. Prueba Tukey alfa 0,05
Tabla 21.
Test Tukey Alfa: 0,05.
Tratamientos Medias Rangos
1:7 Al 7,11 A
1:20 Al 8,11 A B
1:20 Hep 12,44 B C
1:10 Ac 12,67 B C
1:10 Al 12,78 B C
1:7 Ac 13,44 C
1:20 Ac 13,56 C
1:7 Hep 14,11 Cc
1:10 Hep 14,11 C
Testigo 15,53 C

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

Nota: Letras distintas indican diferencia significativa a un alfa de 0,05. Realizado por la autora
(2017).

Segun el Test de Tukey al 5% (tabla 21) en relacion a la actividad neutralizante de las
especies vegetales, se observa que existen tres rangos de significancia alto (A), medio
(B) y bajo (C), en el cual se observa que el que mejor tratamiento es el 1:7 MIDH-
Extracto alcohdlico (didmetro del halo de hemolisis7,11 mm) ubicado en el primer

rango en comparacion con el testigo que se ubico en el dltimo rango (15,53 mm).
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Discusiones

Segun Pérez, y otros (2014) en su trabajo de investigacion “Determinacion de fenoles
y flavonoides totales en hojas de guayabo (Psidium guajava L.)” y Reyes & Jiménez
(1995) en su trabajo “Quimica de las plantas alexiteras”, sefialan que las caracteristica
que deben tener las plantas para considerarse como alexiteras es la presencia de
flavonoides, fenoles y alcaloides, los mismos compuestos que presentan Mucuna cf.
elliptica (Ruiz&Pav.) DC., y de Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav., y que actlan
como neutralizantes para veneno de serpientes, también Garcia, Fernandez & Fuentes
(2015) en su trabajo titulado “Determinacion de polifenoles totales por el método de
Folin-Ciocalteu” indican que por otra parte los polifenoles tiene un caracter
antitrombico que ayudan a la coagulacion en un proceso hemorragico disminuyendo
la fragilidad capilar ejerciendo efectos sobre la accion de enzimas causantes de alterar
la cascada de la coagulacidn, lo que ejerce un efecto anti hemorragico frente a la accion

del veneno de la B. atrox.

La dosis minima hemolitica del veneno de B. atrox investigada en éste trabajo fue de
15,53 mm, esta determinacion se sustenté en el trabajo realizado por Granda (2015)
“Actividad alexitera de los extractos de Costus pulverulentus C., Presl Desmodium
adscendens (SW) DC., Begonia glabra Aubl., sobre el veneno de Bothrops asper
(Equis) cuyo halo de hemdlisis fue de 10 mm, también se sustento en la publicacion
de Hernandez & Hermosilla (2014) “Efecto de la concentracion de saponinas en la
actividad hemolitica de extractos de ocho plantas de uso medicinal en Guatemala” y
cuyo halo de hemodlisis fue de 15 mm, por otra parte en el trabajo de investigacion de
Pereafiez, y otros (2008) “Inhibicion de las actividades proteolitica, coagulante y

hemolitica indirecta inducidas por el veneno de Bothrops asper por extractos
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etanolicos de tres especies de heliconias” hace referencia que el halo de hemdlisis
generado en su investigacion midido 20 mm; por tanto el halo de hemdlisis que se
genera por accion del extracto sobre el veneno de serpientes depende de la

concentracion del extracto y de su polaridad.

De acuerdo a los datos obtenidos en la presente investigacion se evidencia que no
existe diferencia significativa entre las especies de estudio en funcién de la capacidad
neutralizante del veneno, pero si existe una diferencia significativa entre tratamientos,
siendo el tratamiento C1 Al cuya concentracion es 1:7 MIDH- extracto Alcohdlico con
un diametro del halo de hemdlisis de 7, 11 mm, el que presenta la mayor diferencia
significativa al 5% con el testigo, este analisis se relaciona con el trabajo realizado por
Saravia, y otros (2015) denominada “Evaluacion de la capacidad neutralizante de
extractos de plantas de uso popular en Guatemala como antidotos para el

envenenamiento por la mordedura de Bothrops asper .
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Conclusiones

La actividad anti hemolitica de los extractos alcohdlicos de Mucuna cf. elliptica
(Ruiz&Pav.) DC., y de Tabernaemontana sananho Ruiz & Pav., es importante dada la
gran reduccion de halo de hemdlisis generado por MIDH en el veneno de Bothrops

atrox.

La composicion quimica de los extractos vegetales incluye metabolitos secundarios
como fenoles, flavonoides, glicoles, &cidos grasos, azlcares reductores que son
compuestos quimicos que intervienen en la reduccion del halo de hemolisis generado

por el veneno de Bothrops atrox.

El contenido de polifenoles y flavonoides en las muestras vegetales indica que el fruto
de Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC. (wapad) es la parte de la planta que posee
mayor cantidad de estos compuestos (0,93 mg de catequina/100 mL para flavonoides
y 28,88 mg acido galico / 100mL de extracto para polifenoles); lo que concuerda con

el uso tradicional del fruto de esta especie como alexitero.

Las plantas estudiadas Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC., (wapad) y la
Tabernaemontana sananho Ruiz & Ruiz & Pav (Kunapi) tienen actividad anti
hemolitica, siendo el extracto alcohdlico el que presenta mayor la Mucuna cf. elliptica
(Ruiz&Pav.) (wapaé fruto) con un rendimiento del 12,76 % la mejor entre las dos

especies.

48



Las especies vegetales Mucuna cf. elliptica (Ruiz&Pav.) DC., llamada como Wapaa y
la Tabernaemontana sananho Ruiz & Ruiz & Pav llamada como Kunapi presentan
mayor actividad Anti hemolitica, con una concentracion de 9,4ug de extracto a una

disolucién de 1.7 MIDH-veneno extracto alcéholico.
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AnNexos

Anexo 1 Halos de hemdlisis generado en el extracto acuoso muestra Kunapi

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 2 Halos de hemolisis generada en el extracto acuoso muestra Wapaéa hojas

Nota: Realizado por la autora (2017). Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 3 Halos de hemdlisis generada en el extracto acuoso muestra Wapaa fruto

Nota: Realizado por la autora (2017). Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 4 Halos de hemolisis generado en el extracto n-heptano muestra Wapaé hojas

Nota: Realizado por la autora (2017). Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 5 Halos de hemdlisis generado en el extracto n-heptano muestra Wapaé fruto

Nota: Realizado por la autora (2017). Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 6 Halos de hemdlisis generado en el extracto n-heptano muestra Kunapi

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 7 Halos de hemdlisis generado en el extracto alcohdlico Wapaé hojas

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 8 Halos de hemdlisis generado en el extracto alcoholico Wapaé fruto

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 9 Halos de hemdlisis generado en el extracto alcoholico Kunapi

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 10 Permiso de investigacion

Nes

Macas, 14 de actuber de 2010

5. Abg Vi Maurcsn Vil

Direwtar Pravimciel dol Ambdents de Oveblmms .
ASUNTON  Criners Morvas Semttage.

it e e apvhacein de meerimcnin de vesigacse

FARA

-.t

ST ._._ T m
iy _ﬁmﬁ il B
) m___.w j zﬁ__ V
mm___n It _ﬁm i
fi ::: :__ i E =._

67



Anexo 11. Determinacion del rendimiento de los extractos acuoso, alcohdlico y

hepatico

Tabla 22.
Rendimiento de los extracto Acuoso

MUESTRA Peso de la Peso bal6on Peso del balon mas % Rendimiento
muestra (g) vacio (g) extracto (g)
Wapaa fruto 22,0184 101,6034 104,4129 12,76
Wapaa hojas 20,9754 139,5156 139,7074 0,91
Kunapi 20,7552 140,1842 142,5627 11,46
completa

Nota: Realizado por la autora (2017).

Tabla 23.
Rendimiento de los extracto N-heptano
MUESTRA Peso de la Peso balon Peso del balon mas % Rendimiento
muestra (g) vacio (G) extracto (g)
Wapaa fruto 25,0000 132,6259 132,7899 0,41
Wapaa hojas 25,0000 132,6829 133,5377 3,71
Kunapi 25,0250 132,6067 132,9741 2,14
completa

Nota: Realizado por la autora (2017).

Tabla 24.
Rendimiento de los extracto Alcohélico
MUESTRA Peso de la Peso balén Peso del balén mas % Rendimiento
muestra (g) vacio (g) extracto (g)
Wapaa fruto 23,4609 64,4663 64,5679 0,43
Wapaa hojas 22,4427 124,9914 125,9177 4,13
Kunapi 24,6048 125,2145 125,7509 2,18
completa

Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 12. Determinacion de cenizas

Tabla 25.
Cantidad de cenizas totales
Muestra Vegetal Peso Peso Muestra Peso Peso crisol Cenizas
Crisol Crisol vegetal crisol muestra totales
(9) Tarado (9) con incinerado (%)
9) materia ()]
vegetal
(9)
Wappa Fruto 22,89 22,87 2,06 24,93 22,96 4,52
Wapaé Hojas 23,1 23,1 2,06 25,15 23,3 9,97
Kunapi Completa 22,44 22,1 2,03 24,13 22,32 10,68
Nota: Realizado por la autora (2017).
Tabla 26
Determinacion de porcentaje de cenizas solubles en agua.
Muestra vegetal Peso  Peso Peso P. Incinerad Peso Porcentaj
criso  crisol  crisol cenizas o final (g) crisol ec.
I(g) tarad con filtradra muestra solubles
o(g) materi s(9) incinerad (%)
a 0(9)
vegetal
(9)
Wapaa Fruto 22,8 2287 24,93 22,97 22,87 22,96 4,45
9
Wapaa Hojas 23,1 23,10 2515 23,25 23,25 23,30 2,40
0
Kunapi 22,4 22,10 24,13 22,44 22,19 22,32 6,23
Completa 4
Nota: Realizado por la autora (2017).
Tabla 27.
Determinacion de porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico.
Muestra vegetal Peso  Peso Peso Peso Incinerad Peso Porcentaj
criso  crisol  crisol cenizas o final (g) crisol e cenizas
I(g) tarad con filtradra muestra solubles
o(g) materi s(9) incinerad (%)
a 0(9)
vegetal
(9)
Wapaa Fruto 21,4 2035 41,79 21,60 21,45 21,45 0,72
4
Wapaa Hojas 20,5 13,08 33,61 20,63 20,43 20,43 1,47
3
Kunapi 21,7 20,15 41,86 21,90 21,74 21,74 0,80
Completa 1

Nota: Realizado por la autora (2017).

69



Anexo 13. Curva de calibracién de Polifenoles

Polifenoles totales
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Figura 13. Curva de calibracion de estandares para fenoles
Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 14. Curva de calibracién de flavonoides

Flavonoides promedio
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Figura 134. Curva de calibracion de estandares para flavonoides
Nota: Realizado por la autora (2017).
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Anexo 15. Identificacion Taxonémica de Kunapi completa y de Wapaa

Figura 15. Identificacion taxonomica de Kunapi completa
Nota: Herbario Q.C.A. de la Pontificia Universidad Catdlica (2016).

Figura 17. ldentificacion taxondmica de Wapaa
Nota: Herbario Q.C.A. de la Pontificia Universidad Catdlica (2016).




