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INTRODUCCION

La medicina tradicional esta presente en todasulisras del mundo. Se la define como
el conjunto de todos los conocimientos y practicsedos en la prevencion, diagnostico y
eliminacion de desequilibrios fisicos, mentaleooaes, y confiado exclusivamente en
experiencia practica, observacion y transmitidogdaeracion a generacion, en forma
oral o escrita (32).

Las plantas medicinales juegan un papel muy imptataEn 1977 la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) adopt6 una resolucidonzéauna promocion mundial de la

medicina tradicional. Dicha resolucién insta agobiernos miembros, dar importancia a
sus sistemas meédicos tradicionales. Otra resolusndatizé los recursos humanos que
representan los practicantes (curanderos, partetag, En 1978 se llevd a cabo la
conferencia de Alma Ata, donde se formul6 la metaS&lud para Todos en el afio 2000.
Fue recomendada en dicha conferencia dar prioradd utilizacion de parteras y

curanderos Yy la incorporacion de fitofarmacos ceasucomprobados, en las politicas
nacionales de medicamentos. Desde entonces, miwgos los esfuerzos por parte de
la OMS de promoverlos (6)(32).

La medicina popular juega un papel muy importamdaevida de la poblacién de la
comunidad de San Francisco de Cunuguachay perenea la parroquia de Calpi del
cantdn Riobamba. En el sistema médico quechuarkopas trata permanentemente de
mantener un equilibrio interno con su cuerpo y guildrio con su ambiente mediante
rituales y ceremonias. La tierra es vista comadaa que da vida a todo, por ende su
nombre es pachamama (la tierra madre). Ella esdaté de fertilidad, da vida a las
plantas, animales y los seres humanos. Es enttdgies que las plantas sean usadas en
la curacion de las enfermedades, sin embargoseséema cada vez es menos utilizado.
Los indigenas en cada casa cultivan las plantagimalés que son faciles de conservar
en su jardin y las que son silvestres esperan mypotada de floracion para ser

recolectadas y luego comercializadas convirtiéndégosana fuente de ingresos para sus



hogares. Entre estas plantas medicinales se ddatagaletilla que es un subarbusto
que crece entre 0 y 3 500 m.s.n.m. Es una planial,acle porte erecto, de no mas de 50
cm de altura, que lamentablemente esta desapateqgien efectos de erosion ambiental
de sus suelos. La gente de la comunidad antiguanteenttilizaba en medicina popular
por sus propiedades, eméticas, purgativas y ambbianas, pero este conocimiento
poco a poco se ha ido perdiendo. Sin embargo, dspene de estudios realizados sobre

esta planta que validen o respalden su uso (4).

Por lo expuesto urge desarrollar investigacionetaevioletilla para resaltar, validar y
rescatar los valores ancestrales sobre su uso,tigeo en un futuro inmediato su
cultivo sustentable y su comercializacion comonfignlicamento, brindando de esta
forma una alternativa segura para la atencion pramde salud. Permitira ademas
sustituir, en el plano local los medicamentos irguoos. También podrian ser utilizadas
juntamente con los productos farmacéuticos, pate@dci su accion o disminuyendo sus

efectos colaterales.

Los objetivos trazados en esta investigacion seacribir los usos etnobotanicos de la
Violetilla, caracterizar la droga, realizar el taaje fitoquimico en extractos acuoso,

hidroalcoholico y etéreo; y evaluar su actividatraitrobiana.

Se plante6 la hipétesis: La violetilla contienenpipios activos que le dan actividad

antimicrobiana.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1ETNOBOTANICA

Las plantas constituyen un recurso valioso en istermas de salud de los paises en
desarrollo. Aunque no existen datos precisos paatuar la extension del uso global, la
OMS ha estimado que mas del 80% de la poblaciondmumtiliza la medicina
tradicional para satisfacer sus necesidades dei@teprimaria de salud y que gran parte
de estos tratamientos implica el uso de extractss@rincipios activos. La OMS define
a las plantas medicinales como cualquier espe@etakque contiene sustancias que
pueden ser empleadas para propositos terapéutiooyas principios activos pueden

servir de precursores para la sintesis de nuevostas (10).

Tienen importantes aplicaciones en la medicina mmadeéEntre otras, son fuente directa
de agentes terapéuticos, se emplean como matdrnaa grara la fabricacion de

medicamentos semisintéticos mas complejos, la asteu quimica de sus principios
activos puede servir de modelo para la elaborad@éddrogas sintéticas y tales principios
se pueden utilizar como marcadores taxondémicos a&nbdsqueda de nuevos

medicamentos (30).

Aungue menos del 10% de las especies de angiospenistientes en el mundo han sido
evaluadas para determinar su composicion quimiss\propiedades farmacoldgicas, el
valor potencial de los medicamentos derivados detaé tropicales es considerable. En
algunos paises se han desarrollado programas sigeepmon para investigar la actividad
farmacoldgica de los componentes de plantas trggictales como el Convenio Merck-

INBIO en Costa Rica, el programa de busqueda dgpaestos activos contra el Cancer



y el SIDA del Instituto Nacional del Cancer en EEWlEI proyecto de prospeccion

bioquimica del bosque tropical de Yutajé en Venkz(g0).

Los métodos de prospeccion al azar siguen tenigmeferencia en la blsqueda de
compuestos activos por parte de la industria fagéuaza, pero en los Ultimos afios se ha
prestado especial atencion a la utilizacion denf@rmmacion etnobotanica para la
seleccion de plantas en la busqueda de compuestosdatividad biolégica. En tal
sentido, algunas investigaciones han evidenciaddeletividad de este enfoque para tal
fin. Sin embargo, en muchos paises en desarrolt@haido una pérdida importante del
conocimiento tradicional sobre el uso de plantadiomales. Aunado a ello, la
disponibilidad de estas se ha visto reducida podelgradacion de los bosques y su
conversion a bosques secundarios y campos agridéhasonsecuencia, la cadena de
transmision de dicho conocimiento se encuentraesgae. ES necesario, entonces, hacer
esfuerzos para evitar la pérdida definitiva de esteocimiento, no solo para preservar
esta herencia cultural, sino también para regisaramformacion sobre ciertas especies
Gtiles, que podrian ser relevantes para el dekadelnuevas fuentes de medicamentos y
de otros beneficios para la humanidad, contribugesdmismo tiempo, a proteger la
biodiversidad (10).

La investigacion sobre el uso de plantas medicenfalema parte de la etnobotanica, que
ha sido definida como el estudio de las interrelaes entre los grupos humanos y las
plantas. Por su naturaleza interdisciplinaria abancichas areas, incluyendo: botanica,
quimica, medicina, farmacologia, toxicologia, raidm, agronomia, ecologia, sociologia,
antropologia, lingulistica, historia y arqueolodi@a;cual permite un amplio rango de
enfoques y aplicaciones. No obstante, aunque exiskeepciones notables, muchos
investigadores incursionan en este campo de estigide el ambito de sus propias
disciplinas. A pesar del interés comun, ha exigtidco intercambio de teorias y métodos
entre disciplinas. Tal situacibn ha favorecido uaklia proporcion de estudios
etnobotanicos descriptivos. Esto ha contribuido rea yercepcion negativa de la
etnobotanica, la cual ha sido vista como una pseecia que carece de un contexto
tedrico unificado y de técnicas de analisis rigaso€n las dos ultimas décadas se ha

hecho un esfuerzo importante para cambiar estepain. En ese sentido, la utilizacion



de técnicas cuantitativas ha permitido valorarmayor precision la importancia relativa
de las plantas en contextos culturales concretdesypatrones de variacion del
conocimiento tradicional dentro de las comunidddeales. Los estudios en diferentes
grupos étnicos latinoamericanos han documentaderiexgias de manejo que podrian
constituir la base para disefiar estrategias deeoamsOn y manejo sostenible de
ecosistemas tropicales. Igualmente, algunas t&ceicaldgicas han resultado Utiles para
evaluar el impacto ecologico de la extraccion @dafals Utiles en comunidades naturales
(19).

La filosofia de la etnobotanica no ha cambiado mugiues en la mayoria de las
investigaciones se sigue enfatizando la documentaentifica de las plantas y sus usos
para beneficio casi exclusivo de grandes transnatge, con poco interés en la dinamica
de los sistemas de conocimiento local y en la cosgEén a las comunidades nativas.
Se requiere entonces de mas trabajo interdiscilinde una mayor preocupacioén por
los aspectos éticos de la comercializacion de ragwatos desarrollados a partir del
conocimiento tradicional de ciertos grupos humayger el retorno de los resultados
obtenidos, en ensayos biolégicos y grupos humaneshgn colaborado en la coleccion
de las plantas evaluadas (7).

1.2FITOMEDICAMENTOS

Son los medicamentos cuyo principio activo es uraeto vegetal, elaborado de acuerdo
a formas farmacéuticas tradicionales y que presgmdaactividad biolégica demostrada,
es decir, es un extracto vegetal estandarizadmal@ado y estabilizado y que presenta

una accién farmacoldgica definida, conocida y dfiaata (22).

A pesar de gque los medicamentos herbarios se lao ukirante muchos siglos, y que
cerca de 250 mil plantas presentan una gran dig&tsen compuestos bioactivos que
podrian enriquecer la biblioteca de compuestosditpara la terapéutica, solo una
cantidad relativamente pequefia se han estudiaddgmposibles aplicaciones médicas.
En la actualidade dispone de datos sobre la seguridad y la edickciun nimero bajo

tanto de plantas como de sus extractos, princgubtgos y de sus preparaciones (14).



La Convencion de las Naciones Unidas sobre la sided bioldégica declara que la
conservacion y el uso sostenible de los recursagalesrevisten importancia crucial

para satisfacer principalmente las necesidadedimerdos y de salud de la creciente
poblacion mundial, para lo cual es esencial accades recursos y a la tecnologia que
permita aprovecharlos, asi como su intercambioeemtds naciones. Los paises
desarrollados gastan millones de dolares en progditbterapéuticos. Se calcula que en
1999 el mercado global de plantas medicinales éxdesl 15 mil millones de ddlares, de
los cuales 7 mil millones corresponden a Europantl millones se gastaron en Japon y

3 mil millones de délares en Estados Unidos (13)(18

Para que un extracto alcance la categoria de fdma®mento debe cumplir con una serie

de exigencias de uniformidad que incluyen los gigig@s factores:

a) Autentificacion de la especie botanica empleada

Tarea realizada por un especialista en botaniaaeycqnsiste en clasificar la planta por
género y especie. La gran mayoria presentan vam@gientre especies e intraespecies.

b) Partes de la planta que son utilizadas

Pueden diferir en composicién de sustancias qufmiqaor supuesto en sus propiedades
farmacoldgicas. De este modo, se hace importartisiefinir si se utiliza la raiz, la
corteza, las hojas o las flores.

c) Factores ambientales

La calidad de un recurso herbario puede ser madifigor el clima, altura, fertilidad del

suelo, uso de pesticidas y otras variables.



d) Condiciones de la cosecha

El ciclo de crecimiento afecta a la composicionngoé, por esta razon, es importante
establecer su momento adecuado de cosecha. Tajubgen un rol fundamental las
condiciones en que se almacenan y su procesangengocalidad del material base para

la preparacion del extracto.

e) Contaminacion de ingredientes herbarios

Las especies que serviran como base para el tanfittajuimico deben ser de excelente
calidad y estar libres de insectos, hongos, excrd¢aanimales, bacterias, endotoxinas,
micotoxinas, pesticidas y metales toxicos tales aa@h manganeso, plomo, cadmio,

mercurio y otros.

f) Buenas préacticas de manufactura

Debe existir una buena manufactura que aseguralitad y que sea sujeta a un buen
procedimiento de control de calidad que abarquesolo a los constituyentes, su
proporcion y la especificacion del producto fingiho que también a su estabilidad y

periodo de duracion en los estantes de venta dcp(g3).

g) Estandarizacion de los extractos

Siempre es necesario conocer los constituyentegosctle la hierba medicinal que
constituyen la base del fitomedicamento y el extraebe estar estandarizado mediante
la cuantificacion de estos constituyentes. La edlig seguridad se garantiza mediante la
estandarizacion. En los casos en que no se coroceaturaleza exacta de los
componentes quimicos responsables de la accidmalda de principios activos y que
pueden ser aquellos componentes que se hallaroparpidn mayoritaria en la planta o
parte de ésta y que también pueden ser Utiles |paestandarizacion y lograr una

manufactura con alta calidad farmacéutica.



h) Especificaciones del producto final

El ensayo de control debe ser tal que refleje tardenacion cualitativa y cuantitativa de
la composicién de los ingredientes activos y lgseei§icaciones son dadas utilizando
marcadores si se desconocen los constituyentesosctde lo contrario, deben

especificarse y determinarse cuantitativamente.

Si el producto final contiene mas de una matergetad o preparaciones diversas y no es
posible la determinacion cuantitativa de cada idigrée, se efectla la evaluaciéon de la

mezcla total.

i) Ensayos de estabilidad

Teniendo en cuenta que el material vegetal o |pgpaeion de la planta es considerada
en su totalidad como el ingrediente activo, unard@&hacion de la estabilidad de los
constituyentes con actividad terapéutica conocaassuficiente, debe demostrarse por
ejemplo a través de perfiles cromatogréaficos guesatomponentes presentes en la droga
0 Sus preparaciones son estables y que su confegrioh@nece constante (12)(13).

1.2.1 CONTROL DE CALIDAD DE PRODUCTOS ELABORADOS A BASE D
PLANTAS MEDICINALES CIENTIFICAMENTE VALIDADAS

El control cotidiano de calidad, dentro de una es@rno solo implica el analisis del
producto terminado, materia prima, material auxijade empaque, sino también la
vigilancia del cumplimiento de normas en todo psocalesde la recepcion de insumos
incluyendo elaboracion, envasado o empaque, alraatento hasta la distribucién del
producto; de manera que el producto a través de éb@roceso no pierda calidad o se

deteriore.

Es el responsable de determinar si el productecestado o rechazado, dependiendo de
si cumple o no con todos los requerimientos, daegdooducibilidad de la seguridad y la

eficacia.



La calidad es el conjunto de caracteristicas detiymto que potencialmente pueden
satisfacer las necesidades o deseos del clienfgsibdilidad de que nuestro producto

satisfaga al consumidor, esta directamente reladmK2)(16).

1.2.1.1 Normas para garantizar una materia prima dealidad

Cultivo: optima seleccion del area donde se va a cultigaplentas.

Necesidad de establecer semilleros o si la espegerle ser sembrada plantada

directamente en el campo.

Densidad, época de siembra o plantacion, usar sud00s sin contaminantes de

residuos, usar agua de riego libre de contaming2jéx4)(27).

Cosecha:Efectuar la cosecha en el momento que exista n@yaenido de principios
activos, preferentemente en condiciones ambientsdesas, eliminar la parte que se
encuentre dafada o enferma, utilizar los implens@ttecuados para evitar dafio o

maltrato (2).

Lavado: utilizar solucion de hipoclorito de sodio a 10 ppm2 gotas de cualquier

hipoclorito por cada litro de agua, no maltratgplenta durante este proceso (2).
Secado:debe realizarse a la mayor brevedad posible unaogechada la planta.

El &rea debe mantenerse limpia y aireada, colacaruestra en las bandejas en una sola
capa, el material cosechado puede desecarse ea fatoral en locales bien ventilados,

controlar constantemente la temperatura cuandtlgamn secadores (2).

Trituracién: no triturar otra muestra si el equipo no ha sidaeplado correctamente,

graduar el equipo al grado de trituracion deseaji@4)(27).



1.2.2 CONTROL DE CALIDAD DE MATERIA PRIMA Y PRODUCTO
TERMINADO

IDENTIDAD

Organoléptico: Comprende la forma, tamafio, color, olor, saborcasmexternas, etc.

PUREZA

Materia extrafia: consiste en realizar al 0jo y estereoscOpicamastearacteristicas de

la muestra en analisis ya sean contaminacion apuagétal, mineral, etc.

Perdida por secado:Contenido de humedad que contienen la planta detada por
desecacion de la muestra expresado en % (27).

CONTROL DE CALIDAD MICROBIOLOGICO

Los analisis microbiologicos se realizan con ektitp de controlar la calidad sanitaria
tanto de la materia prima como del producto terdwpaa través de los siguientes

parametros:

— Conteo total de flora aerébica mesofila
— Conteo total de hongos y levaduras

— Escherichia coli

— Salmonella

- Pseudomonas aeruginosa

— Staphylococcus aureyg).



1.3TAMIZAJE FITOQUIMICO

1.3.1 FUNDAMENTO

Se basa en pruebas preliminares sencillas y rapmgias permiten detectar
cualitativamente la presencia de determinados grai@ocompuestos. Se ayudan de la
micro quimica para evidenciar estgaipos de constituyentes mediante formacion de

precipitados, coloraciones, etc.

Estas reacciones se caracterizan son selectivasigsrclases o grupos de compuestos
que se investigan, son simples y rapidas, detéatarinima cantidad posible y utilizan

un minimo de equipo de laboratorio (11)(12).

1.3.2 METODOLOGIA EN EL ANALISIS FITOQUIMICO

En términos generales un analisis fitoquimico debmprender cuatro etapas bien

definidas:

— Recoleccion y clasificacidon botanica de la espeniestudio
— Extraccion, separacion y purificacion de constihige quimicos
— Determinacion estructural, y

- Ensayos farmacologicos (20).



1.4VIOLETILLA, Hybanthus parviflorus

FOTOGRAFIA No. 1. VIOLETILLA, Hybanthus parviflorus

1.4.1 DESCRIPCION BOTANICA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Es un subarbusto que crece entre 0 y 3 500 m.ses.oma planta anual, de porte erecto,
de no mas de 50 cm. de altura, muy difundida enrfadropical y subtropical, desde

Colombia hasta la provincia de rio negro en Argen(#).

Orden: Tubifloras

Familia: Labiadas

Género: Hybanthus

Especie:parviflorus

Nombre cientifico: Hybanthus parviflorus

Sinonimia: Cuy chunzhulli, Violetilla

Sistema de reproducciénBasicamente por semillas.
Ciclo de vida Anual (4).

ANATOMIA

Raiz Es de color blanco, fibrosa, muy largas, conferdoaun sistema radicular con una

raiz primaria y varias secundarias, de consistahaia (4).



Tallo: Herbaceo, de color verde amarillento, bastantgade, anguloso, posee gran
cantidad de vellosidades, alcanza un tamafio comtigiceentre los 20 cm y 30 cm, en el

que se dispone las hojas y flores (4).

Hojas: De color verde obscuro, tienen un peciolo grapdese inserta en el tallo. Por la
disposicion en el tallo son alternas opuestas;admd ovalada, las nervaduras bien
pronunciadas en el haz, pinnatinervias de bordeaw en cada angulo formado por la

hoja con el tallo se forman de dos a tres florgs (4

Flores: De color blanco, con un halo lila en la corolhiddas, formadas de un labio y
tres pétalos (uno opuesto y dos laterales), poseewvario infero, de cada axila de la

hoja se desarrollan de dos a tres flores formandmaojunto de flores verticiladas (4).

Fruto: Es tetraquenio.

Semilla En cada flor se desarrollan cuatro semillas derawegro muy pequefas, las
cuales después de haber llegado a su madured@isialse desprenden faciimente. Son
de lustre brilloso (4).

1.4.2 USOS EN LA MEDICINA POPULAR

La violetilla crece silvestremente en la comunid@dSan Francisco perteneciente a la
parroquia de Calpi del cantdon Riobamba y es cowopm nuestros campesinos como
cuy chunzhulli (intestino de cuy). Esta planta @oskido registrado en el herbario de la
ESPOCH pero existe registrado en el herbario natioomo Hybanthus parviflorus
tipica de la zona de la provincia de Imbabura (8).

En nuestro pais, se emplea en medicina popular spsr propiedades eméticas,
purgativas, para enfermedades como paludismatisrfiebre segun lo indica el Yachag
del HAACH Vicente Paca.



1.4.3 ESTUDIO FARMACOGNOSTICO DE LA VIOLETILLA

En la investigacion de Broussalis A. titulada “HEtufarmacognésico de una planta
medicinal Argentinddybanthus parviflorusestablece la composicion quimica previa su
extraccién, separacion e identificacion, obtenielodasiguientes compuestos:

1.4.3.1Quercetina

Es un flavonoide que presenta propiedades comdgésieo, antiagregante plaquetario,
vasodilatador, antiartritico, antibacterial, arftamatorio, antigripal, antiespasmaédico,

hepatoprotector, antidiabético, antiasmatico, aidente y anticanceroso (4)(21).

1.4.3.2Luteolina

Es un flavonoide con propiedades especificas: enkabinflamacion producida por el
Factor de Activacion Plaquetaria (PAF) bajo lauseficia de los alérgenos, inhibe la
Tiroxinkinasa y posee una potente actividad anliferativa sobre 27 células cancerosas,
bloquea la toxicidad de la quimioterapia especiabmede la Adriamicina sobre el
corazdén y sobre la médula espinal, inhibe la enanosanatasa y previene la formacion

excesiva de estrogenos (4)(21).

Es el pigmento amarillo principal en las floresg dido utilizado histéricamente como

tinte, su estructura quimica es la siguiente.

OH O
FIGURA No 1. ESTRUCTURA DE LA LUTEOLINA



1.4.3.3Apigenina

Es un flavonoide que se encuentra en el perejdldachofa, el basilico y el apio. En un
estudio que compara la incidencia del consumo d&afadnoides sobre el crecimiento de
células cancerosas del pecho, obtuvo la mayor maoidiproliferativa. Este principio
activo se ata sobre los receptores de estrogenossdenembranas y previene la
proliferacion celular bajo influencia estrogéni&n embargo, otro estudio mostré una
fuerte capacidad inhibidora sobre las células cases de la tiroides que carecen de
receptores estrogénicos. Los investigadores demujpor lo tanto que se activaban
varios mecanismos inhibidores. Por otra parte, bmhasimismo la proliferacién
cancerosa de las células prostaticas bloqueandotiladad de la enzima tirosinkinasa
(4)(21).

1.4.3.4Acido ursoélico

Es un compuesto triterpénico penta ciclico que pstdente en numerosas especies

vegetales.

Se ha comprobado que combinado con el acido oleanidhiben el crecimiento del

tumor inducido por TPA (12-O-tetradecanoylphorb®atetate) sobre piel de raton. Por
este motivo, ambos compuestos se recomiendan ém j@pa la prevencion y para el
tratamiento del cancer de piel. Inhibe las viasadeclooxigenasas, la 5-lipoxigenasa y
la elastasa de los leucocitos humanos. Por esiganet acido ursdlico se incluye en la

formulacién de cosméticos, calmantes, etc (1)(4§2B5)(28)(29).

1.4.3.5Beta sitosterol

Es uno de los muchos esteroles de origen vegetalsgquencuentra en casi todas las
plantas. Se encuentra en niveles altos en el salladrroz, el germen de trigo, el aceite
de maiz, soya, el cacahuate y sus derivados, semabuuentes de esteroles de origen
vegetal (3)(4).



1.4.4 INVESTIGACION DE COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS DE OREN
VEGETAL

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1946 #&mtibidticos naturales y

semisintéticos han tenido un extenso aprovechamiemtla terapéutica humana, pero
actualmente es indispensable la busqueda de nagerges antiinfecciosos debido a
que algunos de los principales antibiéticos muestomsiderable desventaja en términos
de espectro antimicrobiano limitado o efectos sdatios indeseables, por otro lado el
uso general de antibiéticos ligado a la versatiligenética de los microorganismos a
conducido a incrementar la resistencia clinica teauorganismos previamente sensibles

y la aparicion de infecciones raras (17).

Seria entonces oportuno el descubrimiento de nuaedéculas que exhiban actividad
prominente contra microorganismos infecciosos quennestren resistencia cruzada con
los antibidticos ya existentes. Los mismos arguogergspaldan el desarrollo de nuevas
drogas antivirales, especialmente debido a quealsgnales antivirales son muy

pequefios y se limitan al tratamiento de uno o peitas especificos (17).

También se debe tomar en cuenta que algunos cotoplegivos contra virus podrian
resultar perjudiciales a las células que los algjaque son indispensables para su

multiplicacion y sobrevivencia (9)(17)(31).

1.4.4.1Actividad antimicrobiana

La seleccién de los microorganismos a utilizarseleensayo depende en gran parte del
propédsito de la investigacion. Si esta es de car@eneral los organismos seleccionados
deberan ser tan diferentes como sea posible yaferpncia representantes de un grupo
importante de bacterias patdgenas segun su conpogisica y quimica y patrén de
resistencia. Se pueden incluir gérmenes represargatie levaduras puesto que se
aplican los mismos métodos de ensayo para el sngeda estos microorganismos (9).



El ensayo de eleccion cuando se trata de protastiddad antimicrobiana en extractos

de plantas es la Técnica de Mitscher. Para estgesg utilizan las siguientes cepas:

Staphylococcus auredsTCC 13709
Escherichia colATCC 9637

Salmonella gallinarurATCC 9184
Klebsieila pneumonia@TCC 10031
Mycobacterium smegmatsI CC 607
Candida albican®ATCC 10231
Pseudomonas aeruginosd CC 27853 (26).

N o o~ w b PRE

1.4.4.2Medios de cultivo

Para la prueba de actividad antimicrobiana la mayde bacterias y levaduras, se

cultivan en agar Muller Hinton (17).

1.4.4.3Ensayos antimicrobianos

Para detectar la actividad antimicrobiana en etdsacle plantas se deben reunir 3

condiciones:

1) El extracto vegetal debe ser puesto en contacto l@opared celular de los

microorganismos seleccionados para la prueba.

2) Se deben ajustar las condiciones de cultivo pae Iga microorganismos sean
capaces de crecer cuando no estén presentes ageti@srobianos.

3) Debe haber algunas maneras para juzgar la cantidactecimiento de cualquier
microorganismo durante el periodo del tiempo estmgara la prueba. Los métodos
disponibles corrientemente: dilucion, difusion gpduitobiografico cumplen estas tres

condiciones (5)(9).



CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La investigacion etnobotanica se llevé a cabo aewdmunidad de San Francisco de
Cunuguachay perteneciente a la parroquia de Calmiashton Riobamba. Los analisis de
laboratorio se llevo a cabo en el laboratorio dedpctos naturales, de la Facultad de

Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de 6brazo.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Hybanthus parviflorusecolectada de la comunidad San Francisco ubicade altura
de 3200 m.s.n.m. perteneciente a la parroquia @algiantén Riobamba.

La actividad antimicrobiana de los diferentes etbs fue estudiada en cepas

provenientes del INIAP (Estacion experimental S&dtalina).

Staphylococcus auredsTCC 13709
Escherichia colATCC 9637
Salmonella gallinarurATCC 9184
Klebsieila pneumonia@TCC 10031
Candida albican®ATCC 10231
Pseudomonas aeruginodd CC 27853



2.2.2MATERIALES DE LABORATORIO Y OTROS

Cajas petri descartables

Placas porta objetos

Placas cubre objetos

— Aplicadores estériles

— Mechero

— Asas de platino

— Erlenmeyer

— Tubos de ensayo 100 x 15 mm
— Gradilla

— Corchos para tubos de ensayo

— Papel aluminio

— Cinta indicadora de esterilizacion
— Probeta

— Mascarillas

— Guantes

— Pipeta microbioldgica (Brinkmann Transferpetfe-8/ 20 -12)
— Puntas amarillas estériles

— Puntas azules estériles
2.2.3 EQUIPOS

— Autoclave (Tuttnauer 2340MK)

— Balanza (Ohaus Triple Beam Balance serie 400)
— Bafio Maria (Fanem 100)

— Estufa bacteriol6gica (Memmert INB 400)

— Estufa de secado (Memmert INB 500)

— Microscopio (Labovel)

— Refrigeradora (Indurama)

— Reverbero eléctrico (Haceb)



2.2.4 REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

— Caldo Soya Triptica (MERCK)
— Agar Mueller Hinton (DIFCO)
— Tego

— Sodio cloruro al 0.85%

— Agua destilada

— Dimetil sulfoxido

— Eter

— Etanol al 95%

— Reactivo de Dragendorff

— Reactivo de Sudan

— Reactivo de Mayer

— Reactivo de Bomtrager

— Reactivo de Liberman

— Reactivo de Balged

— Reactivo de Shinoda

— Reactivo de Fehling

—  Cloruro férrico

— Safranina

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 INVESTIGACION ETNOBOTANICA

Se realiz6 mediante la recuperacion de informaaifws habitantes mayores de 40 afos

de la comunidad de San Francisco de Cunuguachayameda aplicacion de una

encuesta escrita (ver anexo No. 1).



2.3.2 RECOLECCION

La violetilla fue recolectada la comunidad San Francisco ubieadioa altura de 3 200

m.s.n.m., perteneciente a la parroquia Calpi deidceRiobamba.

2.3.3 COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BOTAIICA

Se tomaron diez plantas completas de la espeastadio y se llevaron al herbario de la

ESPOCH, dirigido por el Ing. Jorge Caranqui, guiértifico el ejemplar.

2.3.4 LIMPIEZA Y DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7
8)

Se limpian todas las partes de la planta y serelmios cuerposxtrarios.

Se lavan con cepillo y abundante agua.

Se sumergen en un tanque de agua con hipoclosodiea 10ppm, durante 10 minutos.
Se dejan escurrir expuestas al sol por aproximad&mena hora

Se cortan en pedazos pequefios de 1 - 3 cm.

Se somete a un proceso de secado en una estufecatacion deaire a 35°C + 2°C
durante Qias.

Se tritura las plantas secas hasta obtener unalgnagtria de 2 mm.

Se almacena las drogas secas en polvo en fungegpdeestériles, que se introducen
luego en recipientes herméticos para protegerlda e y la humedad (24).

2.3.5 ESTUDIO FARMACOGNOSTICO

2.3.5.1 ldentificacion macro morfolégica

1)
2)

Se determiné las dimensiones de la planta de kcespn estudio.

Se comparé los datos obtenidos con los datos egfmsipara la Violetilla.



2.3.5.2 Identificacién micro morfol6gica

Se realizo finos cortes transversales de las rajces procedié a colorearlos con

safranina (16).

2.3.6 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

La planta fresca o seca o el residuo de una exbrgcité sometida a tres extracciones
sucesivas. Cada extracto etéreo, alcohdlico y ace@$e mide el volumen obtenido y se
calcula su concentracién, esto es, gramos de sistextraida por mL de extracto. Para
ello se toma una alicuota de 5 mL y se pasa aajpsuta previamente tarada, se evapora

a sequedad en bafio de agua y se pesa nuevamgnte (24

FOTOGRAFIA No. 2. OBTENCION DE EXTRACTOS



20-50 g. MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90-150mL.DE ETER DIETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

FILTRAR

e

EXTRACTO ETEREO .
RESIDUO SOLIDO

EXTRAER EL RESIDUO CON 150mL.DE ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ALCOHOLICO

EXTRAER EL RESIDUO CON 150mL.DE ETANOL
POR MACERACION DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR

—

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ACUOSO

FIGURA NO. 2. ESQUEMA DE LA OBTENCION DE EXTRACTO E TEREO,
HIDROALCOHOLICO Y ACUOSO



2.3.7 ANALISIS FISICOQUIMICOS CUALITATIVOS

2.3.7.1 Reacciones de caracterizacion

Se procedio de acuerdo al siguiente esquema:

EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

5 mL
ENSAYE(’)%LE SUDAN ENSAYO DE BALJET
(ACEITES Y GRASAS) (LACTONAS Y COUMARINAS)

PR ; 5'mL
15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDORFE  ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

FIGURA NO. 3. ESQUEMA DEL ANALISIS FiSICO QUIMICO C UALITATIVO EN EL
EXTRACTO ETEREO

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES
\

imL 2'mL 2mL ‘ 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE oL ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE )
CATEQUINAS FEHLI(’:\‘% ) ENSAYO DE ClFe Eg§ﬁ¥gl-\%EER (CAREEN%[L)IEDOS) & WL en 3 porciones
(2 REDUCTORES)], | BERMAN-BUCHARD  [[FeNoLES Y TANINOS) (QUINONAS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
2'mL (TRITERPENOS-ESTEROIDES)|

pativbe ENSzAr\T;(L) DE 2mL
RESINAS
ENS/—\Y(§ QEL BALJET NINHIDRINA ENSAYO DE
(AMINOACIDOS;
(LACTONAS) ¢ ) ANTOCIANIDINA

MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES)

[N}
3
=

2mL
ENSAYO DE

SHINODA
(FLAVONOIDES)

FIGURA NO. 4. ESQUEMA DEL ANALISIS FiSICO QUIMICO C UALITATIVO EN EL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

ENS

22
o0
Zm
20
P2
0
°c
<
>



EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones
ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) %/I’\lIJSCAIIYA?Ggg
2 mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS
ENSAYO DE
2mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2mL
ENSAYO DE CLORURO 2 mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

FIGURA No. 5. ESQUEMA DEL ANALISIS FiSICO QUIMICO C UALITATIVO EN EL
EXTRACTO ACUOSO

1) Ensayo de Dragendorff

Utilizado para detectar la presencia de alcaloi®es.debe tomar en cuenta que si el
extracto esta disuelto en solvente organico, esbe @vaporarse en bafio de agua y el
residuo redisolver en 1 mL de &cido clorhidricd &b. Si se trata de un extracto acuoso,

a la alicuota se le afiade 1 gota de &cido clodoidoncentrado (20)(24).

Para el ensayo, a la solucidbn acuosa acida se ddeafi gotas del reactivo de

Dragendorff, y se observa:

— Opalescencia (+)
— Turbidez definida (++)

— Precipitado (+++)



2) Ensayo de Mayer

A la solucion acida se le adiciona una pizca deuotode sodio en polvo, se agita y se
filtra. Al filtrado adicionar 2 6 3 gotas de la goion reactiva de Mayer. Tras observacion

se reporta de la siguiente manera:

— Opalescencia (+)
— Turbidez definida (++)

— Precipitado abundante  (+++)

En el caso de alcaloides cuaternarios y/o aminde&xlibres, éstos s6lo se encontraran
en el extracto acuoso y para considerar su prestnoeaccion debe ser (++) 0 (+++), en
todos los casos, ya que un resultado (+), puedespirode una extraccion incompleta de
bases primarias, secundarias o terciarias (20)(24)

3) Ensayo de Wagner

Se parte de la solucion acida, de igual forma quiegcasos anteriores. A esta solucion,
se le adiciona 2 6 3 gotas del reactivo de Wagnse yeporta los resultados de igual

forma que en la reaccion anterior (20)(24).

4) Ensayo de Baljet

Es util para reconocer la presencia de compuestasagrupamiento lactonico, en

particular cumarinas, aunque otros compuestosramt® pueden dar resultado positivo.

Si la alicuota de la muestra a probar no estaleoha, debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y redisolverse en 1 mL de alcoholui8agente, se afiade 1mL del
reactivo. La prueba es positiva, cuando aparececalmacion o precipitado de color

rojo (++ y +++) respectivamente (20)(24).



5) Ensayo de Borntrager

Es util para detectar la presencia de quinonas.

Si la alicuota no esta en cloroformo debe evaperarsolvente en bafio de agua vy el
residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Seiadé&c 1 mL de hidroxido de sodio,
hidroxido de potasio o amonio al 5 %. Se agita maexio las fases y se deja en reposo
hasta su ulterior separacion. El ensayo es positvando la fase acuosa alcalina
(superior) se colorea de rosado, en este cas@sdad++) o rojo, para lo cual se reporta
(+++) (20)(24).

6) Ensayo de Lieberman-Buchard

Permite reconocer la presencia de triterpenos stera@des, en ambos tipos debe poseer
un nucleo del androstano, generalmente insatunack &nillo B y la posicion 5-6. Para
ello, si la alicuota no se encuentra en clorofod®be evaporarse el solvente en bafio de
agua y el residuo redisolverse en 1 mL de clorofor8e adiciona 1 mL de anhidrido
acético y se mezcla bien. Por la pared del tuberdayo se dejan resbalar 2-3 gotas de
acido sulfarico concentrado sin agitar. Un ensaysitiyo se tiene por un cambio rapido
de coloracion (20)(24).

— Rosado-azul muy rapido
— Verde intenso-visible aunque rapido

— Verde oscuro-negro-final de la reaccion

El tercer cambio generalmente ocurre cuando el rahtevaluado tiene cantidades

importantes de estos compuestos.

Para realizar este ensayo no puede haber aguaneeda&l de reaccidén pues ésta con el
acido sulfurico reacciona de forma violenta y puedérir un accidente.



Esta reaccién es también utilizada para diferenaisrestructuras esteroidales de los
triterpenoides, las primeras producen coloraci@zes o azul verdoso, mientras que para
las segundas se observa rojo, rosado o purpuras Estoraciones pueden variar por
interferencias producidas por carotenos, xantofflassteroides saturados que puedan

estar presentes (20)(24).

7) Ensayo de resinas

Para detectar este tipo de compuesto, se adiciénhard de la solucion alcohdlica, 10

mL de agua destilada. La aparicion de un precipitadica un ensayo positivo (20)(24).

8) Ensayo de Fehling

Permite reconocer en un extracto la presencia deaegs reductores. Para ello, si la
alicuota del extracto no se encuentra en agua, eladq@orarse el solvente en bafio de
agua Y el residuo redisolverse en 1-2 mL de agead®&ionan 2 mL del reactivo y se
calienta en bafio de agua 5-10 minutos la mezclan&hyo se considera positivo si la
solucion se colorea de rojo o aparece precipitago. IEl reactivo se prepara de la

siguiente forma:

Soluciéon A: Se pesa 35g de sulfato cuprico hid@ataiktalizado y se disuelve con agua

hasta un volumen total de 1000 mL.

Solucion B: Se pesa 150 g de tartrato de sodidaspmy 40 g de hidréxido de sodio y se

disuelve con agua hasta un volumen total de 1000 mL

Las soluciones se tienen preparadas de forma indegrge y se mezcla igual cantidad
en volumen de cada una de ellas justo en el monaentealizar el ensayo. Dicha mezcla

es la que se adiciona a la alicuota a evaluard2p)(



9) Ensayo de espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia densas, tanto del tipo esteroidal
como triterpénica. De modo que si la alicuota sientra en alcohol, se diluye con 5

veces su volumen en agua y se agita la mezclafoente durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuanteaiperficie del liquido de mas de

2 mm de altura y persistente por mas de 2 min@@gZ4).

10) Ensayo del cloruro férrico

Permite reconocer la presencia de compuesto8lides y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se raalon alcohol, el ensayo determina tanto
fenoles como taninos. A una alicuota del extraftohdlico se le adicionan 3 gotas de
una solucién de tricloruro férrico al 5 % en sofurcsalina fisiologica (cloruro de sodio
al 0.9 % en agua). Si el extracto es acuoso, eéyendetermina fundamentalmente
taninos. A una alicuota del extracto se afiade tacééasodio para neutralizar y tres gotas
de una solucién de tricloruro férrico al 5 % enusa@n salina fisiol6gica, un ensayo

positivo puede dar la siguiente informacion general

— Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compue&oslicos en general.
— Desarrollo de una coloracion verde intensa, tanitebsipo pirocatecélicos.

— Desarrollo de una coloracion azul, taninos del gpogalotanicos (20)(24).

11) Ensayo de Shinoda

Permite reconocer la presencia de flavonoides Slituota del extracto se encuentra en
alcohol, se diluye con 1 mL de &cido clorhddriconcentrado y un pedacito de cinta
de magnesio metalico. Después de la reacorespera 5 minutos, se afiade 1 mL
de alcohol amilico, se mezclan las fasee gega reposar hasta que se separen.



Si la alicuota del extracto se encuentra en agupracede de igual forma, a partir de la

adicion del acido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo cuando el alcamndi@ se colorea de amarillo, naranja,
carmelita o rojo; intenso en todos los casos (20)(2

12) Ensayo de Kedde

Permite reconocer en un extracto la presenciaidésglos cardioténicos. Una alicuota
del extracto en etanol se mezcla con 1 mlehaitivo y se deja reposar durante 5-10
minutos. Un ensayo positivo es en el que se ddkaruma coloracion violacea,

persistente durante 1-2 h. El reactivo de Kedd@repara de la siguiente forma:

— Solucién 1: Acido 3.5 dinitrobenzdico al 2 % entam®l.

— Solucion 2: Hidréxido de potasio al 5.7 % en agua.

Las soluciones se tienen preparadas de forma indegpge y se mezcla igual cantidad
en volumen de cada una de ellas justo en el mondmrealizar el ensayo. Dicha

mezcla es la que se adiciona a la alicuotaaawv(20)(24).

13) Ensayo de mucilagos

Permite reconocer en los extractos de vegetaleprelsencia de esta estructura tipo
polisacéarido, que forma un coloide hidréfilo @dto indice de masa que aumenta la
densidad del agua donde se extrae. Para uglbp alicuota del extracto en agua se
enfria a 0-5°C, si la solucién toma una consistergelatinosa el ensayo es positivo
(20)(24).

14) Ensayo de principios amargos y astringentes

El ensayo se realiza saboreando 1 gota del exta@cioso o del vegetal y reconociendo

el sabor de cada uno de estos principios bienetiééados al paladar (16).



2.3.8 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA

2.3.8.1 Determinacién de cenizas totales, solubks agua e insolubles en acido

A. CENIZAS TOTALES

Se determina la masa de 2 g de la muestra de enosayma variacion permisible de 0.5
mg en un crisol de porcelana previamente taradten@a suavemente la porcion de
ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizagg incinerar en un horno mufla

a temperaturas de 700 a 76@lurante 2 h.

Se enfria el crisol en una desecadoray se pesgpitiéndose el proceso hasta que las

dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0.5pngg (masa constante).

Para obtener masa constante los intervalos entralentamiento y pesada son de 30
min. Si el residuo presenta trazas de carbon, se dfiaden unas gotas de solucion de
H.O, concentrado, acido nitrico o solucién de nitrato é amonio al 10% m/v y se
calienta hasta evaporar los solventes. Al enfriarlecrisol el residuo es de color
blanco (24).

Expresion de los resultados:

C = porcentaje de cenizas totales en base hitirata

M = masa del crisol vacio (g)

M= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)
M,= masa del crisol con la ceniza (g).



100= factor matematico para los calculos

B. CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

A las cenizas totales obtenidas en A, se le afiddelb a 20 mL de agua. El crisol se
tapa y se hierve suavemente a la llama del mecheemte 5 min. La solucién se filtra a
través del papel de filtro libre de cenizas. Hrdilcon el residuo se transfiere al crisol
inicial, se carboniza en un mechero y luego se@rei en un horno mufla de 700-760
durante 2 h. Posteriormente se coloca en una disaca cuando alcance la temperatura
ambiente se pesa. Se repite el procedimiento hlestazar peso constar{#t).

Expresion de los resultados:

M, - Ma
Ca=——x100
M;-M

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua erhluratada.
M, = masa del crisol con las cenizas totales (Q).

Ma =masa del crisol con las cenizas insolublesgea &9).
M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g).

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matemaético.

C. CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO

A las cenizas totales obtenidas segun la técnicke siaden de 2-3 mL de acido
clorhidrico al 10%. El crisol se tapa con un \odreloj y se calienta sobre un bafio de
agua hirviente durante 10 min. Se lava el vidrlojreon 5 mL de agua caliente y se une
al contenido del crisol. La solucion se filtraraves de un papel de filtro libre de

cenizas; se lava el residuo con agua calienteltpst el filtrado acidulado con acido



nitrico al cual se le aflade una o dos gotas deisalude nitrato de plata 0.1mol/L no

muestren presencia de cloruros.

El filtrado con el residuo se deseca de 100 £#d08e transfiere al crisol inicial y se
incinera en un horno mufla a una temperatura de7BO0C durante 2h. Posteriormente
se coloca en una desecadora y cuando alcanceperiiora ambiente se pesa. Se repite

el procedimiento hasta obtener peso constante (24).

Expresion de los resultados:

M, - M
B= — x100
My - M

B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clodrico en base hidratada
M = masa del crisol con la porcion de ensayo ()

M2,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico

2.3.8.2 Determinacion del contenido de humedad

De la muestra pulverizada se pesan 2 g con dédnigermisible de 0.5 mg vy se
transfieren a una cépsula de porcelana previantardda y desecada a 205hasta
masa constante; seguidamente se deseca’@ #id0%ante 3 h. La cépsula se coloca en la
desecadora donde se deja enfriar a temperaturderstmby se pesa, colocandose
nuevamente en la estufa durante 1 h, volviéndopesar, hasta obtener una masa

constante (24).

Expresion de los resultados:

My - My
Hg= — — x100
M, - M



Hg = pérdida en peso por desecacion (%)

M, = masa de la capsula con la muestra de ensglyos (

M; = masa de la capsula con la muestra de ensagoatiss(Q)
M = masa de la capsula vacia

100= factor matematico

2.3.9 ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL MEDDO DE
MITSCHER EN EL EXTRACTO FLUIDO DE VIOLETILLA

2.3.9.1Preparacion de muestras para el ensayo

Se pesa con precision 400 mg de extracto crude gr(sta la cantidad exacta en el libro
de trabajo) y se disuelve en 4 mL de DMSO. Pueitlearse ultrasonido para lograr una
mejor disolucion. La concentracion final de est&ramto es de 100 00@g/mL. Igual

procedimiento se realiza con el sulfato de estrejuioa.

Se realiz6 una dilucion a la mitad, utilizandodsilile ensayo 100 x 13 mm limpios,
secos y estériles, a los que se ha afladido 2 mDMBO y 2 mL de extracto de la

concentracion 100 0Q@y/mL. La concentracion final de esta dilucion flle0®0ug/mL.

Se realiza el mismo procedimiento con dilucionés mitad hasta llegar a 97.¢&%/mL.

Para el caso de las diluciones del sulfato depstracina se realiza con agua destilada.

Se codificé 70 cajas petri estériles con el nondeteextracto y la concentracion final (22
para las 11 concentraciones, 2 para el blancoy@ ggaDMSO y 22 para el sulfato de
estreptomicina por cada extracto).

Se pipeteod separadamente 1 mL de las dilucionesxttelcto a las cajas petri codificadas
y se afadié 9 mL de TSA a45. Se mezclaron con el fin de distribuir todo dr&oeto

por toda la placa.



Las cajas petri una vez solidificado el medio diivauque contienen los extractos se

invirtieron y se dejaron a temperatura ambientelj8oa 24 horas (26).

Al final se obtiene: (ver cuadro No. 1)

CUADRO No. 1. NUMERO DE CAJAS PETRI PARA EL ENSAYO MICROBIOLOGICO

Concentracion No Cajas Petri
(ppm) Blanco DMSO Sulfato de estreptomicina  Extracto etéreo  Extractdidroalcohélico
10000,0 - - 2 2 5
5000,0 2 2 )
2500,0 2 2 5
1250,0 2 2 )
625,0 2 2 5
312,5 2 2 5
156,3 2 2 )
78,1 2 2 5
39,1 2 2 )
19,5 2 2 5
9,8 2 2 )
0 2 2
TOTAL > 2 2 2 -

2.3.9.2Preparacion de los medios

"TRYPTICASE SOY AGAR" (TSA)

Se disuelven 38 g de TSA en un litro de agua @elstil Esta cantidad es suficiente,

aproximadamente para 100 cajas.

Se caliente la solucién hasta que se logre disoiudara. Luego se transfiere 10 mL del
agar atubos de ensayo de 150 x 15 con tapatgrmmsente se esterilizan en autoclave
por 15 min a 121°C. Los tubos de ensayo se sacklomutoclave y se mantuvieron en

bafio maria a 45°C hasta el momento de usar (26).

"TRYPTIC SOY BROTH" (TSB)



Se disuelven 30 g de TSB en un litro de agua déstilSe calienta hasta obtener una
disolucion clara. Se transfieren 25 mL de TSBsaddenmeyers individuales de 125 mL
de capacidad. Estos se esterilizan en autocla?d%®CIpor 15 minutos. Los erlenmeyers

con TSB pueden mantenerse refrigerados hasta eentorde usar (26).

PREPARACION DE LA SOLUCION SALINA

Se prepara 100 mL de solucion salina al 0.85 % yepartieron 10 mL en tubos de
ensayo tapa rosca 150 x 15. Se esterilizaron ®&tlaue a 121°C por 15 minutos. Los
tubos de ensayo con solucion salina se pueden nmangn refrigeracion hasta el

momento de usar (26).

2.3.9.3Reactivacién de los microorganismos

Se llevé a temperatura ambiente 6 erlenmeyer goeeei@an 25 mL de TSB estéril y se

codificaron con el nombre de los microorganismo<&Ty la fecha.

Utilizando un asa estéril se tomé una asada deari@soorganismos ATCC de los tubos
inclinados que los contienen y se transfirieronepehdientemente a los erlenmeyers

codificados.

Los microorganismos que se transfirieron fuerorsigaientes:

Staphylococcus aureusTCC 13709
Escherichia colATCC 9637
Salmonella gallinarunATCC 9184
Klebsiella pneumonia@TCC 10031
Candida albicansATCC 10231
Pseudomonas aeruginogd CC 27853

Estas suspensiones se colocaron en la estufa 8724 h (26).



2.3.9.4Preparacion de las suspensiones microbianas

Todos los erlenmeyer que contienen los microorgamsspara el ensayo deben estar
visiblemente turbios. Con el fin de conseguir apr@adamente la misma velocidad de
crecimiento de cada uno de los microorganismosinalg de estas suspensiones deben
ser diluidas con un volumen de 10 mL de disolugéahna estéril, como se detalla a

continuacion.

1. Staphylococcus aureusTCC 25923 100 pL susp/10 mL solucién salina.
2. Escherichia colATCC 9637 100 pL susp/10 mL solucién salina.
3. Salmonella gallinarurATCC 9184 100 pL susp/10 mL solucién salina.
4. Klebsiella pneumiadTCC 10031 100 pL susp/10 mL solucidn salina.
5. Candida albicans ATCC 10231 1 mL susp/10 mL solucion salina.
7. Pseudomonas aeruginosdd CC 27853 100 pL susp/10 mL solucién salina.

2.3.9.5Rayado de los microorganismos

Las cajas petri que se han preparado, no debendengaminacion visible, si la tienen,

se desechan y se debe repetir su preparacion oouitido en otra ocasion.

Todas las cajas petri se dividieron con marcadd@ partes iguales y se marcaron del 1
al 6.

FIGURA No. 6. PLANTILLA UTILIZADA EN EL TEST DE MITSCHER PARAE L
ESTRIADO DE MICROORGANISMOS



Con un asa de Henle estéril entre una aplicaci@iry se toma una asada de cada
microorganismo en su turno. El asa con el micrausgao es entonces rayado en un

patron radial de cada caja petri.

Las suspensiones de los microorganismos deberggadas de tiempo en tiempo, para

evitar la sedimentacion.

El rayado es mas seguro si se lleva a cabo desagitan cercana al limite de la caja
hacia el punto cerca de la zona clara del centrtadmja. El rayado no debe llegar
exactamente al centro de la caja pues hay peligroodtaminacion cruzada por pasar

sobre una linea de microorganismo previamente eayad

Cuando todas las cajas se hayan rayado con todasitwoorganismos se incuban a
37°C por 48 h.

Se prepara y marca una caja petri con TSA purdéyiesduego, se realiza el ensayo con
el resto de las cajas. Esta caja se prepara cbn d& determinar si el rayado de los

microorganismos ha sido realizado correctamente;assel control negativo.

Cada ensayo debe contener un control positivoesee sulfato de estreptomicina).

Las cajas de control deben tener la aparienciaradpdcrecimiento en todas las lineas
en la caja de control negativo y la potencia a@agien las cajas de control positivo de
sulfato de estreptomicina), de no ser asi el expario ha fallado y debe ser repetido
(26).

2.3.9.6Lectura de resultados

Las cajas se sacan de la incubadora y se examimrdia 4. Si todos los cultivos

crecieron el examen es valido. Si alguno no creeidebe incubar y leer el dia 5.



Hay actividad antibiética cuando no hay crecimiewigible en las cajas rayadas. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) es la memoncentracion de las diluciones en

la cual no hay crecimiento del microorganismo.

A = Activo.
P = Parcialmente activo.

| = Inactivo.

Si el microorganismo es morfolégicamente alterguw, ejemplo, sPs. aeruginosano
muestra su pigmento verde caracteristico, o sirececbien, la caja puede ser registrada
como P. (actividad parcial). Las cajas petri detrabrdeben tener la apariencia esperada
(crecimiento en todas las lineas en las cajas datmegativo y la potencia apropiada
en las cajas de control positivo de sulfato deeptimicina), de no ser asi, el

experimento ha fallado y debe ser repetido.

La presencia de pocas colonias en una raya esdeii@sistencia. La presencia de pocas
colonias aisladas en la caja, lejos de las linagadas es sefial de contaminacion y se

pueden generalmente ignorar (26).



CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ESTUDIO FARMACOGNOSTICO

3.1.1USOS ETNOBOTANICOS

Se realiz6 una investigacion sobre los usos da gsinta a algunos yachac de la

provincia de Chimborazo especialmente a don Vic@atea y Valeria Anaguarqui del

HAACH que dan fe del poder curativo de esta planta.

CUADRO No. 2. RESULTADOS DE LA ENCUESTA REALIZADA E N LA COMUNIDAD DE
SAN FRANCISCO DE CUNUGUACHAY. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. JULIO-NOVIEMBRE DEL 2008.

RESPUESTA

PREGUNTA S| NO
1.Conoce usted el Cuy chunlluly 15 5
2.Con que otro nombre se conoce Pamba jihua
3.Ha utilizado esta planta: Con frecuencia 5

Poco 3

Una sola vez 7
4.Para que la utiliza Fiebre

Dolor de huesos

Vémitos

Malaire
5. Como la utiliza (modo de preparacion) Infusion
6.Cuantas veces toma Dos veces al dia
7.Usted ha comprobado que es eficaz para los tietttos  Si

para los cuales la utiliza

8.Como la recolecta

Manualmente

9.Junto a que otras plantas crece o esta sola domtmalezas
10.Lugares donde generalmente crece esta planta SF
11.Usted cultiva la planta o solo la recolecta FRezmon




En la encuesta realizada en la comunidad de Samcifca de Cunuguachay a 20
personas de edad avanzada 15 de ellos manifesiaeononocian a la Violetilla como
planta medicinal, mencionaban que la conocian #&mtdmo Pamba jihua, la utilizaban
para la fiebre, dolor de los huesos, vomitos y iral&llos la utilizan en infusion y su
tratamiento es de dos veces al dia obteniendo bumsultados. La planta solo la
recolectan de los alrededores de la comunidadlg secuentra generalmente junto con
otras plantas o maleza. Ademas mencionan que ar paElstiempo esta ha ido
desapareciendo poco a poco y solamente existe sn tiarras abandonadas y no

cultivadas (ver cuadro No.2).

3.1.2 COMPROBACION TAXONOMICA

La comprobacion taxonémica fue realizada por upe@slista del herbario de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo el Ing. Jorgeafgui mismo que comprobd que la
planta en estudio pertenece al géndybanthusespecieparviflorus, nombre cientifico

Hybanthus parvifloruy conocida también como Violetilla o Cuy chunzhulli

3.1.2 DESCRIPCION BOTANICA Y MACROMORFOLOGICA

Hybanthus parviflorussubarbusto que crece entre 0 y 3500 m.s.n.nrmagplanta anual,

de porte erecto, de no mas de 50 cm de altura.

Olor: fétido en toda la planta

Raiz color blanco, fibrosa, muy largas, conformandosigstema radicular con una raiz

primaria y varias secundarias. De consistencia.dura

Tallo: herbaceo, de color verde amarillento, bastanigade, es anguloso, posee gran
cantidad de vellosidades: alcanza un tamafio comipl@entre los 20 cm y 30 cm, en el

que se dispone las hojas y flores.



Hojas: color verde obscuro, tienen un peciolo grande sueserta en el tallo. Por la
disposiciéon en el tallo son alternas opuestas;odmd ovalada, las nervaduras bien
pronunciadas en el haz. Pertenecen al grupo de pojaatinervias, de borde ondeado.
En cada angulo formado por la hoja con el talldesenan de dos a tres flores (ver

fotografia No.3).

Flores. color blanco, con un halo lila en la corola, pedcen a las flores labiadas,
formadas de un labio y tres pétalos (uno opuestinsy laterales). Poseen un ovario
infero, de cada axila de la hoja se desarrolladadea tres flores formando un conjunto

de flores verticiladas.

Fruto: es tetraquenio.

Semilla En cada flor se desarrollan cuatro semillas derategro muy pequefas, las
cuales después de haber llegado a su madureddjisialse desprenden facilmente. Son

de lustre brilloso.

FOTOGRAFIA No. 3. VIOLETILLA, Hybanthus parviflorus RECOLECTADA DE
LACOMUNIDAD DE SAN FRANCISCO.



3.1.3 DESCRIPCION MICROMORFOLOGICA

Esta descripcién sirve para observar las diferenéeacteristicas micro morfoldgicas
propias de la especie d#¢ybanthus parviflorusen estudio mediante la utilizacion de

finos cortes de la raiz, tincion con safranina gesfacion en el microscopio con lente de

aumento de 10X (ver fotografia No.4).

Epidermis
Cortex

. Celulas condrusas
Cilindro central
Xilema

FOTOGRAFIA No. 4. CORTE TRANSVERSAL DE LA RAIZ DE Hybanthus parviflorus

El corte transversal de la raiz muestra: una emigecon capa piliférica, una capa de
células poligonales con paredes suberificadas,aumgia zona cortical parenquimatosa
con granulos de almidén y una endodermis que amtgdbulos de aceite esencial, una

amplia medula que contiene grupos de células @sglematosas y xilema.

3.2 ANALISIS FISICOQUIMICOS CUALITATIVOS

3.2.1 REACCIONES DE CARACTERIZACION

Los resultados obtenidos en el extracto de la éspmt estudio se aprecian en el
siguiente cuadro. Las reacciones de coloracion ari@pn de precipitados, aplicadas



segun las técnicas de tamizaje fitoquimico, soe@8pas para el grupo quimico que se

esta investigando.

CUADRO No 3. GRUPOS FITOQUIMICOS ENCONTRADOS EN LOS DIFERENTES
EXTRACTOS DE Hybanthus parviflorus. LABORATORIO DE
PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
JULIO-NOVIEMBRE DEL 2008.

DETERMINACION TIPO DE EXTRACTO
Grupo fitoquimico Extracto etéreo Extracto hidroalcoholico Extracto &uoso
DRAGENDORFF
Alcaloides (+++) (++4) (++4)
SUDAN Il
Lipidos y aceites
esenciales ()
BALJET
Lactonas y Coumarinas (+++) (+++)
LIEBERMAN
BUCHARD
Triterpenos y esteroides (+++) (++4)
BORNTRAGER
Quinonas ()
CLORURO FERRICO
Fenoles y Taninos (++) (++)
SHINODA
Flavonoides ()
FEHLING
Azlcares reductores (+++) (+++)
ESPUMA
Saponinas (++) (++)
Mucilagos ()

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (  ++) Evidencia, (+++) Alta evidencia

El cuadroNo. 3, muestra la composicion quimica de los diferenxémetos de Violetilla,

se evidencia alcaloides en alta concentracion lades estan presentes en los tres
extractos etéreo, hidroalcoholico y acuoso. Nodagencia de la presencia de Lipidos y
aceites esenciales. Lactonas, coumarinas, tritespgn esteroides también en alta
concentracion en el extracto etéreo e hidroalcoboMNo hay presencia de quinonas. En
el extracto hidroalcoholico y acuoso se halla ewitke de fenoles y taninos. Nuestro
estudio no reporté evidencia de Flavonoides; sihaggo, la investigacion de Broussalis
A. sobreHybanthus parviflorugn Argentina menciona la presencia de Flavonades
extracto hidroalcoholico. Esto se puede deber alageondiciones de habitad de esta
planta son muy diferentes a las de nuestra lochlyjd@ambién que nuestra planta posea
cantidades de Flavonoides a niveles de trazas gueaygstro método no las podemos



determinar. AzUcares reductores en alta evidencevigiencia de saponinas en los
extractos hidroalcoholico y acuoso. No se deterntinpresencia de mucilagos (ver

cuadro No.3).

3.3 ANALISIS FISICOQUIMICOS CUANTITATIVOS

3.3.1 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES, SOLUBLES EMGUA E
INSOLUBLES EN ACIDO

La determinacion de cenizas es un indicativo dealadad de la droga si el valor es
mayor a 12% la droga debera ser rechazada ya gpeolesble, que tenga demasiada
contaminacion con tierra, silice o en su defecttates pesados, por esta razon se aplico

los tres métodos cenizas totales, solubles enyagaalo insolubles.

CUADRO No 4 DETERMINACION DE CENIZAS DE Hybanthus parviflorus. LABORATORIO
DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOC H.
JULIO- NOVIEMBRE DEL 2008.

PARAMETRO UNIDAD PORCENTAJE
CENIZAS TOTALES % 3,57
CENIZAS SOLUBLES EN AGUA % 0,85
CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO % 1,89

Los indices de cenizas, estan dentro de los limiesales establecidos para las plantas
medicinales. Las cenizas totales permitieron detemmla cantidad de material
remanente después de la ignicion: cenizas fisicddgio derivados de los tejidos
vegetales y cenizas no vegetales. Las cenizaslsslab agua corresponden al 0.85% de
material de tipo organica, mientras que el 1.89%celeizas acido insolubles estan
relacionadas a las sustancia minerales propiasmessen la planta. Como se aprecia el
resultado de cenizas insolubles en acido es mayatjue demuestra que la planta tenia
alto contenido de arena y tierra silicea (ver coddn.4).



3.3.2 DETERMINACION DE HUMEDAD Y HUMEDAD RESIDUAL

Se realizo la determinacion de humedad de la pfaesaa con el método de desecacion
o pérdida por calentamiento en estufa con circatade aire, y la humedad residual de la
planta después del proceso de secado, por el méamtropico con Tolueno, para
determinar si estaban dentro de los limites esi@lde por la OMS para el

almacenamiento de drogas en polvo, con un maxim2ée de humedad residual en el

caso de plantas en polvo.

CUADRO No 5. DETERMINACION DE HUMEDAD Y HUMEDAD RES IDUAL DE Hybanthus
parviflorus. LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO- NOVIEMBRE DEL 2008.

PARAMETRO UNIDAD PORCENTAJE
HUMEDAD % 79,49
HUMEDAD RESIDUAL % 4,71

Se observa que la planta fresca de violetilla tiem&@9.46% de agua, razén por la cual el
proceso de secado fue muy cuidadoso para que degsaden los principios activos

mientras perdia el agua a una temperatura de 3% #p@r cuatro dias en estufa con
circulacion de aire, se logré de esta manera obteme humedad residual de 4.71% que
esta dentro de los limites establecidos para almaaciento de drogas en polvo (ver

cuadro No.5).

3.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA SIEMBRA SUPERFICIAL EN  PLACA DE
PETRI

Este ensayo tuvo por objetivo poder dilucidar cetracto de la planta en estudio
presentaba actividad antimicrobiana, para contisugvosterior analisis. Es por ello que
en placas de petri con agar y extracto se le seobtas diferentes microorganismos
dando resultados negativos para los tres extréetiote a 8 cepas ensayadas en las placas

de petri, los cuales se indican en el cuadro No. 6.



Los resultados son evaluados a cabo de un dia glidesdenotandose el mismo por las

siguientes abreviaturas.

A. Indica actividad, es decir ningun tipo de crecirtoeen las cajas sembradas al final

del ensayo.

I. Indica que el compuesto o0 extracto ensayado noepastvidad, es decir que el

crecimiento en la caja es comparable al del blanco.

P. Indica actividad parcial; esto quiere decirasecimiento moderado, atrofiado o la
ausencia de una caracteristica tipica de la bactennicroorganismo de prueba,
como lo es la no presencia del pigmento verde taiatico dePseudomona

aeruginosa.

CUADRO No 6. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN SIEMBRA RA DIAL EN PLACA DE PETRI
DE LOS EXTRACTOS DE Hybanthus parviflorus. LABORATORIO DE
PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO-
NOVIEMBRE DEL 2008.

CONCENTRACIONppm) EXTRACTO ETEREO

MICROORGANISMO CONTROL SOLVENTE DMSO 10000 5000 2500 1250 625 312,5 156,25 78,12 39,06 19,53 9,765

Staphylococcus aureus
ATCC 13709. | I | I I | | I I | | I

Escherichia coli
ATCC 9637. | I | I I | | I I | | I

Salmonella gallinarum
ATCC 9184. I I I I I I I I I I I I

Klebsieila pneumoniae
ATCC 10031. I I I I I I I I I I I I

Mycobacterium smegmatis
ATCC 607. | I | I I | | | | | | |

Candida albicans
ATCC 10231. I I I I I I I I I I I I

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. I I I I I I I I I I I I




CONCENTRACION (ppm) EXTRAG'O HIDROALCOHOLICO

MICROORGANISMO CONTROL SOLVENTE DMSO 10000 5000 2500 1250 625 312,5 156,25 78,12 39,069,531 9,765

Staphylococcus aureus
ATCC 13709. | | I | | | | | | I | | I

Escherichia coli
ATCC 9637. I I I I I I I I I I I I I

Salmonella gallinarum
ATCC 9184. I I I I I I I I I I I I I

Klebsieila pneumoniae
ATCC 10031. | | I | | | | | | I | | I

Mycobacterium smegmatis
ATCC 607. | | I | | | | | | I | | I

Candida albicans
ATCC 10231. I I I I I I I I I I I I I

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. | | I | | | | | | I | | I

Como resultado de esta prueba se pudo observamiggeno de los extractos presento
actividad, frente a los 6 microorganismos con las cpnto el estudio. Con este resultado
se puede determinar que en el extracto etéreorealidhdlico de Violetilla no existen
compuestos que serian los responsables de ladactigntimicrobiana o en el mejor de
los casos que estos compuestos se degradaron tvanat durante el proceso de
extraccion pues aunque no se ha probado la adlivite vivd’ en esta tesis, los
habitantes que utilizan esta planta la utilizan este proposito (ver cuadro No.6).

En la literatura se ha descrito el efecto de dogffavonoides sobrEscherichia coli
donde la mayor inhibicién la presentan las flavasorias cuales no presentan doble
enlace entre el C2 y el C3 del anillo C, siendohtiém mayor el efecto en aquellas
moléculas con mayor nameros de sustituciones dpogrhidroxilos, y sumado a lo
anterior la presencia de algun grupo metéxilo el gumenta la lipofilia del compuesto.
La presencia del doble enlace entre C2-C3, prodoaedisminucion en la capacidad de
inhibicion, posiblemente asociada al aumento deolagjugacién en la molécula y la
mayor rigidez que a ella le confiere. Los extractdgenidos no presentan estos

compuestos.(4)



CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

. La encuesta etnobotanica realizada en la comunidedSan Francisco de

Cunuguachay de la parroquia de Calpi del canténbdidida, determina que
Hybanthus parvifloruges usada por personas mayores de 40 afios pammedees

como artritis, fiebre, vomito, malaire y algunostaén lo usan como purgante.

. La humedad residual después del proceso de sesat® £71% lo cual demuestra
gue el procesamiento de la droga en cuanto segefisecado y almacenamiento fue
el adecuado. El pardmetro esta dentro de los Bregeablecidos por la OMS para el

almacenamiento de drogas en polvo (12%).

. Los parametros fisico quimicos Hgbanthus parvifloruson: cenizas totales 3.53%,
cenizas insolubles en acido 1.82%, cenizas soluieagua 0.85%, encontrandose

dentro de los parametros segun las exigencias@®if.

. El tamizaje fitoquimico de los extractos etéreodrdmlcoholico y acuoso de
Hybanthus parviflorus presenta: alcaloides, triterpenos, esteroidestorias,
coumarinas, fenoles, taninos, azucares reductossgpgninas, dentro de los grupos

mas importantes.

. Los extractos etéreo e hidroalcohdlico Hgbanthus parviflorus no presenta
actividad antimicrobiana por el método de Mitschiente aStaphylococcus aureus
ATCC 13709,Escherichia coliATCC 9637,Salmonella gallinarumATCC 9181,
Klebsieila pneumonia@TCC 10031, Candida albicandATCC 10231 Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853.



6. Se rechaza la hipétesis planteada, pues se ha quigtaninguno de los extractos

presentan actividad antimicrobiana frente a logooiganismos en prueba.



CAPITULO V

. RECOMENDACIONES

. Seguir con el estudio de esta planta pues pordoguestos que esta presenta se
puede determinar que posea otras propiedades io@asogara lo cual se debera
realizar un monitoreo para detectar la mayor cadtide compuestos con posibilidad

de actividad farmacologica.

La baja densidad que existe sobre esta plantesss#ves un indicativo para que esta
tiende a su desaparicion en la zona, para lo @iaésomienda que se investigue

sobre el cultivo de la misma para tratar de aldarmaa de rescatarla

. Valorar el conocimiento ancestral de las plantadiomales, ya que facilita mucho

su estudio y su posterior utilizacion como fitonoadnento.



CAPITULO VI

6. RESUMEN

Hybanthus parvifloruzonocida también como “Viletilla o Cuy chunzhullés utilizada
por la poblacion de la comunidad de San Francigc@uhuguachay perteneciente a la
parroquia de Calpi del canton Riobamba para fielandritis, purgante y como
antimicrobiano. La investigacion del material vediete realiz6 en el laboratorio de
productos naturales de la Facultad de Cienciaa &POCH. El estudio empezo con la
recoleccion,el lavado de la planta con hipoclodi#éosodio a 10ppm, para continuar con
el secado por una semana a temperatura ambientenglsgenda. El material vegetal se
someti6 a diferentes extracciones usando disolsatggolaridad creciente, comenzando
con éter, etanol y finalmente con agua, para posteente realizar el tamizaje
fitoquimico y su evaluacidon microbiolégica en elragto etéreo e hidroalcohdlico. La
determinacion cuantitativa demostro un contenidohdenedad residual de 4.71%,
cenizas totales 3.53%, cenizas insolubles en dcRBR9o, cenizas solubles en agua 0.85.
Los grupos fitoquimicos mas abundantes encontréwl®n: alcaloides, triterpenos,
esteroides, lactonas, coumarinas, fenoles, tanams;ares reductores y saponinas.
actividad del extracto etéreo e hidroalcohdliconek, frente &Staphylococcus aureus
ATCC 13709, Escherichia coliATCC 9637, Salmonella gallinarumATCC 9184,
Klebsiella pneumoniadd TCC 10031,Candida albicansATCC 10231,Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853.



SUMMARY

Hybanthus parviflorusalso known as " Viletilla or Cuy chunshulli" is usdy the
population of the community San Francisco de Cuauagay belonging to the Calpi
Parish, Riobamba canton, for fever arthritis , ptikgg and as an anti-microbial
treatment. The vegetal material investigation wasried out in the lab of natural
products of the ESPOCH Science Faculty. The sttrdyesl with plant collection, plant
washing with sodium hypochlorite at 10 ppm to comé with drying for a week at room
temperature and grinding. The vegetal material s#gected to different extractions
using growing polarity solvents , beginning witthet, ethanol and finally water , to,
later, carry out the phyto-chemical sieving androb@logical evaluation in the etereous
and hydro-alcoholic extract. The quantitative deieation showed a residual humidity
content of 4.71%, 3.53% total ashes, 1.82% insela@shes in acid and 0.85 soluble
ashes in water. The most abundant phyto-chemicalpgr were alkaloids, triterpenes ,
steroids, lactons, coumarines , phenols, tannieagars reducers and saponins. The
etereous and hydro-alcoholic extract activity idl mgainst Staphylococcus aureus
ATCC 13709, Escherichia coliATCC 9637, Salmonella gallinarumATCC 9181,
Klebsilla pneumoniaeATCC 10031, Candida albicansATCC 10231, Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853.
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CAPITULO VIlI

ANEXOS

ANEXO No. 1. HOJA DE LA ENCUESTA REALIZADA A LOS PO BLADORES DE LA
COMUNIDAD DE SAN FRANCISCO DE CUNUGUACHAY

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

ENCUESTA SOBRE “Conocimientos ancestrales sobre plantas med@sndioletilla o Cuy chunlluly”

Objetivo: La medicina tradicional esta presente en todasulisras del mundo. Con medicina tradicional
se quiere decir: El conjunto de todos los conogitoie y practicas usados en la prevencion, diagroogti
eliminacién de desequilibrios fisicos, mentalesogiaes, y confiado exclusivamente en experiencia
practica y observacion y transmitido de genera@dgeneracion, en forma oral o escrita. Los datos
obtenidos serviran para la realizacion de la t&&TUDIO FARMACOGNOSTICO Y ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DE LA VIOLETILLA (  Hybanthus parviflorug” previa la obtencién del titulo
Dr. En Bioguimica y Farmacia.

Nota: los datos seran lo mas cercanos a la realidad

Datos informativos:
NOmMbre....cooovvv i, Edad......... Localidad...............

Preguntas:

Conoce usted el Cuy ChUNIIUIY.........oi i e e e e e e e e e e e e e eas
CON qUE OLr0 NOMDIE SE COMOCE. .. ... ittt et it eet e e e et et ee e et e et e ae et e aee e ans
Ha utilizado esta planta:

Con frecuencia..... Poco..... Una sola vez.....

Para qUE 18 ULITIZA. ... e et e o e e et e e e e e
Como la utiliza (MOdO de PreParaCiON)...........uuiiuiie i ee st eeean e eetereanreeaneaeeaanaae e
(OT T g1 vz Yot T (o 3 - O
Usted ha comprobado que es eficaz para los trattosie para los cuales la
01114
T ©fe ] To I - T (=T oo 1= o) - H
9. Junto a que otras plantas CreCe 0 StA SOIA. .. ... v vttt e s et e e et een e
10. Lugares donde generalmente crece esta planta..............cuemmecveeenvenne s venine s venneennns
11. Usted cultiva la planta 0 Sol0 la recolecta..........cvv i e e e e

wp e

Nooa

Gracias.



ANEXO No. 2. SIEMBRA SUPERFICIAL EN PLACAS DE PETRI PARA EL EXTRACTO
ETEREO




ANEXO No. 3. SIEMBRA SUPERFICIAL EN PLACAS DE PETRI PARA EL EXTRACTO
HICROALCOHOLICO




ANEXO No. 4. CONCENTRACION DE LOS DIFERENTES EXTRAC TOS




