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INTRODUCCION

La Medicina Alternativa constituye una valiosa cimicion en la solucién de problemas
de Salud Publica, los cuales son tan criticos ctanfalta de medicamentos, los altos
precios en el mercado nacional e internacionallgsidhace inalcanzables para aquellas
personas de menores recursos econdmicos. Ademagrda diversidad de

manifestaciones adversas y el incremento de irer@es medicamentosas de los

medicamentos de origen sintético.

Actualmente se estan realizando estudios para avébs efectos de las diferentes
plantas de acuerdo al uso popular que se les il investigando los principios
activos responsables de una determinada accioradataygica. También se esta tratando
de aprovechar algunos subproductos que comunmentgesechan, para elaborar

fitomedicamentos que contribuyan positivamentesalad.

La planta de chochd_.gpinus mutabilis Sweepor su gran contenido de alcaloides
toxicos limita el uso directo de la semilla crugfala alimentacion humana y animal.
Con un tratamiento adecuado se logra reutilizan dsguminosa obteniendo los
alcaloides que con el subproducto del proceso duidde desamargado se desecha,
eliminandose un alto porcentaje de alcaloidesdsiesn contenido mas alto en el agua de
coccion (el 72%). El agua residual del proceso @ecién, al ser eliminado
indiscriminadamente, provoca la contaminacion anthiey consecuentemente dafios al
ecosistema. (46)

Pruebas preliminares realizadds vitro” permitieron comprobar la actividad
antibacteriana de los extractos alcaloidales detlot sobre cepas @e coliy S. aureus.
Mediante tecnologias adecuadas se consigue da lasopropiedades farmacoldgicas de
los alcaloides quinolizidinico$34)



El desarrollo de un producto antibacteriano que ptancon las normas de calidad y
eficacia terapéutica es una alternativa valida dp ltosto (pues se aprovecha un
subproducto que actualmente se desecha), paraatiofab infecciones bacterianas en la
piel, que se han constituido en un foco de disecionaen el hombre y en los animales,
siendo los responsables del desarrollo posteritesienes, problema que obliga a buscar
estrategias de solucion que permitan un congdbsl agentes implicados y causales de

estas enfermedades a traves de la utilizaciostdepéanta.

Esta propuesta cuenta con el auspicio y financiaimiele SENACYT e INIAP, al
constituirse parte del proyecto de investigaciBwdluacion y aprovechamiento de la
actividad antibacteriana y antifingica de los laidas presentes en el agua de coccion
del proceso de desamargado del chothupifus mutabilis Sweespbre cepas ATCC”,
el objetivo es elaborar, controlar la calidad y leasa “in vivo” la actividad
antibacteriana de un gel obtenido del extractalaidal del chocho. Se probara sobre
dos cepas puras @&taphylococcus aureSTCC 13709 yEscherichia colIATCC 9637

en ratones de laboratorio inducidos la enfermedad.

Por lo tanto se comprobara la hip6tesis que eklgddorado del extracto alcaloidal del
chocho [Lupinus mutabilis Sweetcumple con los requisitos de calidad y eficacia

terapéutica.
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CAPITULO |

1. PARTE TEORICA

1.1. FITOTERAPIA

El empleo de las plantas medicinales con finesti®osa es una practica que se ha
utilizado desde tiempo inmemorial. Durante muclkmpo los remedios naturales, y las
plantas medicinales, fueron el principal y el Unieourso de que disponian los médicos.
Esto provoco que se ahondara en el conocimienfasdespecies vegetales que tienen
propiedades medicinales y ampliar sus experiemeiasd empleo de los productos que se

obtienen de ellas.

La fitoterapia es el uso medicinal de las plantage no ha dejado de tener vigencia.
Muchas de las especies vegetales utilizadas pompmsamedades curativas entre los
antiguos egipcio, griegos y romanos pasaron a fopade de la farmacopea medieval,
gue mas tarde se vio enriquecida por el aport@slednocimientos del nuevo mundo.
En las plantas los principios activos se hallampie biolégicamente equilibrados por la
presencia de sustancias complementarias, que patemaciarse entre si, de forma que no

se acumulen en el organismo, y sus efectos indeseadtan limitados.

Las plantas constituyen un verdadero laboratorioddose producen metabolitos
primarios y es a partir de ellos que las plantashpedio de su metabolismo generan los
metabolitos secundarios, estos metabolitos re@baombre de principios activos de las
plantas y entre ellos tenemos: aceites volatilesgdod grasos esenciales, acidos
organicos, alcaloides, azucares, flavonoides, antos. Estas sustancias son verdaderas
moléculas quimicas tienen sobre el organismo difeseacciones, las cuales si son bien

usadas, nos ayudan a prevenir y solucionar grgsmrdetemas de nuestra salud. (12,15)
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1.1.2 FITOMEDICAMENTO

Segun el criterio de expertos de la Organizaciomdial de la Salud (OMS) los
medicamentos herbarios o fitomedicamentos se deftoeo: “productos medicinales
acabados y etiquetados cuyos ingredientes actisidsm dormados por partes aéreas o
subterraneas de plantas u otro material vegetabinaciones de estos, en estado bruto

o en forma de preparaciones vegetales.”(40)

1.2 TERAPIA TOPICA

"Es la parte de la terapéutica dermatolégica queaagustancias sobre la piel o las
mucosas con el fin de lograr alivio o curacion”. |I&rterapia tépica a diferencia de la
sistémica, el uso de sustancias farmacoldgicantentactivas, ademas de actuar como
sistema dispensador de drogas cuando son combinadaslas, van a ejercer un efecto
fisico tan importante, que su uso adecuado va mifperesolver un gran namero de

dermatosis. Cuando se aplica en la piel una drotjzaala seleccion del vehiculo debe
hacerse tan cuidadosamente como la de la drogauBgsle la aplicacion topica de una
droga activa, la droga entra en la piel que esgand diana, se distribuye luego en todo

el organismo para ser después eliminado.(36)

Cuando la administracion es sistémica la drogagrones diluida en todo el organismo,
llegando sélo una porcion de la misma a la piel.cdansecuencia, para una misma
concentracién de la droga en la piel, la cargalideem todo el organismo es mucho

mayor después de la administracion sistémica.

Por otra parte, la concentracion de la droga gmeladisminuye desde la superficie hasta
el subcutis después de la administracion topicantmaie que lo contrario sucede con la

sistémica. (48)
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1.3 LUPINOS

Se emplean con fines medicinales las semillas fedeedies especies del généxgpinus
familia Fabaceae, representada por mas de 300iesmdstribuidas por toda el area
mediterranea, Africa y América. Esta planta presenia gran variabilidad morfoldgica y
de adaptacion ecoldgica en los Andes, por lo ceidlassugerido que puede incluirse a

tres subespecies (28)

- Lupinus mutabilischocho (norte de Pert y Ecuador), de mayor ranaificeg muy
tardio, mayor pilosidad en hojas y tallos, algueestipos se comportan como
bianuales, tolerantes a la antracnosis.(9,7)

- Lupinus mutabilis, tarwi (centro y sur de Perl), de escasa ramificacié
medianamente tardio, algo tolerante a la antrasnosi

- Lupinus mutabilistauri (altiplano de Peru y Bolivia), de menor tamdfi-1,40 m)

con un tallo principal desarrollado, muy precozcsptible a la antracnosis.

Muchas especies del généngpinus(Figura N 1) se ha utilizado para consumo animal y
humano desde tiempos remotos, debido a su elevatky putritivo y a su resistencia a
condiciones extremas. Sin embargo, su uso se tarestringido debido a la presencia

de alcaloides toxicos. (27,8)

Los alcaloides son heterociclos procedentes dehbonésmo secundario y juegan un
papel muy importante para las plantas, ya que estagan como defensa contra las

infecciones por bacterias y hogos y contra la priédepor herbivoros.

La gran diversidad estructural de los alcaloideduce la posibilidad de los herbivoros
para desarrollar resistencia a todos ellos, aumédatale este modo su toxicidad. La
concentracion de alcaloides va desde el 1-2% dealasdades amargas, hasta el 0.001-

0.003% en las variedades dulces.



-20 -

1.3.1 Lupinus mutabilis Sweet

FOTOGRAFIA N°. 1 Lupinus mutabilis Sweet

Nomenclatura Botanica

Nombre cientificoLupinus mutabilis Sweet.

Nombres comunes: Ullush, talwish, tauri, talhue, uatts muti, chocho, chochos,
Familia: Fabaceas (Leguminosas)

Registro de identificacion en Herbarios reconociflagdex Herbarium): Andeahupinus mutabilisThe
Herbarium Sheet. (3,54)

Dentro de la familia de los alcaloides quinolizidos, son lupanina y lupinina los dos
gue mayoritariamente se acumulan en el génerbugehus;se diferencian en el nimero

de ciclos y asi la lupanina es tetraciclica y [g@rina es biciclica.

1.3.2 COMPOSICION QUIMICA DEL Lupinus mutabilis Sweet

Los principales alcaloides quinolizidinicos pressrgn el chocho son: Lupanina (46%),
esparteina (14%), 4- hidroxilupanina (10%), isahipa (3%), n-metilangustifolina
(3%), 13- hidroxilupanina (1%}6) Son compuestos que biogenéticamente derivda de
lisina y que poseen en su estructura simplemera® wwos quinolizidinas. (33)

Poseen propiedades alcalinas debido a la presgecidrogeno basico formando por lo
general nucleos heterociclicos. Estos en form I#on insolubles en el agua, poco

solubles en alcohol e insolubles en éter y clorafgrla mayoria poseen oxigeno en su
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estructura y son solid no volatiles, sin embargo algunos no contienégeno como |

esparteina siendo esta liquida a temperatura atabil9)

LUPANINA.

0

FIGURA N° 2. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA LUPANINA.

La forma racémica de la Lupanina fue sintetizad: Becheleide ed951

Formula estructural: 6H.4N2o (Figura N° 2formas racemicas:lispanina y —lupanina.
Peso molecula248.36g/mo

Solubilidad:en agua, cloroformo, éter y alcohol e insolubl€tem de petréle
Actividad: antibacteriana, antinematicida contiepidopteros y coledpteros, prodt

inhibicion de las actividades moduladoras, inhiésihtesis de proteir (54).

ESPARTEINA.

5
5 6
KI/ N
FIGURA N° 3. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA ESPARTEINA

Formula estructural: fg8H2¢N2, los atomos de nitrégeno de la espartestan unidos en
forma terciaria(Figura N 3)

Peso molecular: 234g/mol



-22 -

Caracteristicas organolépticas: Es un liquido oleespeso, incoloro con olor débil a
anilina y sabor sumamente amargo.(10)

Solubilidad: Es insoluble en agua, alcohol, ételoyoformo, con reaccién alcalina.
Actividad: Es un gangliopléjico poco potente, bloguea la trasi®n por impedir la
despolarizacién de la membrana postsinaptica. Téeiseefectos toxicos al inhibir los
canales de K+, ademas inhibe la sintesis y formade&l RNAt, es un depresor del
sistema nervioso central, posee actividad, arttisica, diurética, hipoglicemiante,

estimulante respiratorio. (12)

HIDROXILUPANINA.

FIGURA N° 5. 13- HIDROXILUPANINA

Formula estructural: H24N, O,

Peso molecular: 264 g/mol. (11)

Hay 2 formas isdbmeras de la hidroxilupanina comiglages quimicas representativas,
dependiendo de la localizacion del grupo hidrogitda estructura basica de la molécula,

estas son: 4-hidroxilupanina (Figura N° 4) y lahl@-oxilupanina (Figura N°)5
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ANGUSTIFOLINA.

Actividad: La angustifolina inhibe el crecimiento bacteriareo Bacilo subtillis, Bacilo
thuriensis y E. coli, participa en la inhibicién de las actividades niadaras y el la

biosintesis de las protein%9)

1.3.3 TOXICIDAD DE LOS ALCALOIDES DEL CHOCHO.

La toxicidad de estos compuestos ha sido demostrddais muy altas tanto en animales
como en seres humanos. Dosis comprendidas entr@ 29ng/Kg de peso corporal en
nifos y dosis de 25 a 46 mg/Kg de peso corporalagultos producen graves
intoxicaciones. Los sintomas de envenenamiento sodriasis, calambres, cianosis,
paralisis respiratoria, violentos dolores estonegalémitos e incluso coma. Efecto
nematicida del extracto de chochos crudos tiemetasa de mortalidad del 93% sobre

larvas deMeledoigyne incognitdel de tomate de arbol y naranijilla. (22, 1)

1.3.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS FLAVONOIDES Y
ALCALOIDES DEL LUPINUS BALLIANUS C.P. SMIT

En cuanto a la actividad antimicrobiana, la presede flavonoides y alcaloides, les
confiere la actividad antibacteriana, y actividadifangica en el caso de los alcaloides.
La mayor resolucidon de inhibicion se debe al extracohdlico, al flavonoide y al
alcaloide; con similar o igual poder de inhibiciéontra los GrampositivasS( aureus
ATCC 6538,) y GramnegativagKlebsiella pneumoniae, E. chli la accidon
antimicrobiana se deberia a que los flavonoidesl@@resencia en su estructura de
hidroxilos fendlicos, penetran facilmente a tradésla membrana celular bacteriana, se
combina y precipitan las proteinas protoplasmatidesnaturalizandolas y actuando
como venenos protoplasmaticos. La accion antibaoery antifangica de los alcaloides

se podria deber a la presencia de nitrégeno estsiciira como amina o amida. (27)
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Los resultados obtenidos de los ensayos antimenolsi de los eluatos de flavonoides y
alcaloides, muestran una resolucion de inhibici@mon a los extractos de flavonoides y
alcaloides, estos resultados se deben probablemaatademas de contener sustancias
activas de propiedades quimicas semejantes, exisites sustancias como los taninos
gue incrementan en cierta forma esta actividadbi@mlos resultados observados,

podrian ser causados por un sinergismo de lositgmsttes (15)

1.4 LAPIEL

La piel es el d6rgano sensitivo mas grande del cuehumano, constituye

aproximadamente el 15% del peso total corporabgednformacion a través de una
extensa red de neuronas y terminales nerviosasttakpénformacion sobre presion,
vibracion, dolor y temperatura.

1.4.1 ESTRUCTURA DE LA PIEL Y SUS FUNCIONES

Hipodermis { =]

FIGURA N° 6. ESTRUCTURA DE LA PIEL

La piel cumple diversas funciones:
- Proteccion.
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- Regulacion térmica.

- Percepcion sensitiva.

- Respuestas inmunitarias.

- Evita la perdida de fluidos hacia el exterior
- Participa en la sintesis de vitamina D.

Es un érgano en permanente estado de actividadtacde tres capas (Figura Nf G
epidermis, dermis, hipodermis.(14)

La epidermis es la capa superficial, consta deatnecitos, melanocitos, células de
Langerhans y células de Merkel. Tiene varios esrabasal, espinoso, granuloso y
corneo. La dermis consta de dermis papilar y dengtisular, se compone de tejido

conectivo se encuentran fibroblastos, mastocitesrafiagos, dendrocitos. (18)

1.4.2 INFECCIONES BACTERIANAS EN LA PIEL

Las infecciones causadas por bacterias puederaaiathd zona especifica o propagarse
por una zona extensa de la piel, asi como prodacinfecciona nivel de la dermis,
epidermis vy tejido subcutaneo.

Dependiendo de tres factores:

- Propiedades patogenas de los agentes bacterianos

- Integridad de la puerta de entrada.

- Capacidad de defensa del organismo frente a Iaifwéacteriana (17)

La flora de las heridas depende del sitio anatOmim modo en que se produjo
(traumética o quirargica), del ambiente donde selyjp y del grado de contaminacion
de las areas adyacentes que fueron lesionadasodlignse la herida. Las heridas
traumaticas generalmente se infectan con micromges aerobicos nativos,
especialmente S. aureus Streptococcus grupo A, Enterococcus Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, Flavobacteriurapp y Acinetobacterspp Las infecciones que
complican las heridas quirargicas pueden ser piddsae dos formas:
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Primera clase de infeccion.La infeccion quirdrgica, generalmente es una caagion
de un procedimiento de cirugia limpia. Estas heridan cultivos positivos par&.

aureus Enterococcu® bacilos Gramnegativos.

Segunda clase de infeccion.Ocurre cuando el cirujano interviene en un &rea
contaminada. Generalmente las bacterias que canpdiste tipo de cirugia sé@n coli,

Pseudomonas aeruginosa, Protapg Providenciaspp. (18)

Hasta antes del nacimiento la piel se encuentéxilesdl nacimiento comienza a ser
colonizada por microorganismos, principalmente dréas aerObicas y anaerobias
facultativas. En el adulto existen®:0 10" UFC/ntf .Este nimero no es mas alto porque
la piel presenta mecanismos que regulan el ninmeraidroorganismos, principalmente
sequedad y exfoliacién; a esto contribuye la higiesl que la piel no tenga un pH
adecuado para el desarrollo de microorganismosy(5);-su temperatura y composicion

qguimica, ya que a traves de ella se eliminan scisismcluso antibacterianas. (45)

Sin embargo hay microorganismos que pueden prodhfeicciones a nivel de la piel:
Las infecciones de los tejidos pueden apareceefeoto de un descenso de la capacidad
de defensa local y con menos frecuencia de lansiste Las primeras barreras del
huésped frente a la infecciébn son la piel y la ,sacondemne y sus productos de
secrecidon-excrecion. La lesién que producen lasehias en los tejidos depende de su
capacidad de adherirse y penetrar en las céluldspkd y producir toxinas bacterianas.
La inflamacion supurativa se caracteriza por aumel® la permeabilidad vascular e
infiltracion leucocitaria fundamentalmente con méfiios. La concentracion bacteriana
es un factor que determina la aparicion de infeceid individuos inmunocompetentes.
Bergaminien 1984 utiliz6 un inéculo de 1,5 2QFC deS. aureusen un modelo

experimental de herida infectada. (45)

1.4.3 CLASIFICACION DE LAS INFECCIONES BACTERIANAS

Se clasifican en:
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a. Infecciones primarias.-estas se producen cuando el agente bacterianceifaad
piel previamente sana, causadas principalmentemparicroorganismo simple. Ejemplo:

impétigo, foliculitis, forinculo, hidrosadenitisagoniquia, erisipela, celulitis.

b. Infecciones bacterianas secundariasson infecciones polimicrobianas que se
producen en una piel previamente dafiada, causadeppimente por quemaduras,

contusiones, picaduras. ejemplo: dermatitis atQpieematitis de contacto, entre otras.

C. Infecciones bacterianas sistémicas.resultan de una infeccion bacteriana
sistémica, ejemplo: sindrome de piel escaldaddilestzica, sindrome de show téxico

estafilococico y estreptococico. (45)

1.5 BACTERIAS

Existen relativamente pocas especies de bactanmsausan enfermedades en relaciéon
con la enorme cantidad de bacterias que tienem libde. A la mayoria se les conoce
bien y estan bien estudiadas, pero, sin embargtinéan apareciendo patdbgenos nuevos

y esta claro que la aparicion de las infeccionevasi son siempre importantes. (46)

1.5.1 Staphylococcus aureus

FIGURA N° 7. Staphylococcus aureus

S .aureus(Figura N° 7) es un microorganismo muy resistemtéas condiciones

ambientales y extremadamente dificiles de erradifase a que no es esporulado,
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soporta bien condiciones extremas aunque se iaaatitemperatura de congelacién y
puede eliminarse con una coccion correcta. Protiudaas filtrables cuando crece en
condiciones adecuadas, especialmente en una atmdsfa@lto contenido en dioxido de
carbono. (43,47)

Staphylococcus aureu®\TCC 13709.

CLASIFICACION.

Orden : Eubacteriales.
Familia : Micrococaceae.
Género Staphylococcus.
Especie aureus.
MORFOLOGIA.

Se presentan en forma de cocos de aproximadameete).5-1.5 um de diametro
agrupados en racimos. Son positivos en la tinciénGdam. Son microorganismos

inmoviles (no flagelados) y no forman espof&8,37)

1.5.1.1PRINCIPALES PATOLOGIAS

La accién patégena d8. aureusse manifiesta por la capacidad de invasion del
microorganismo Y las sustancias que puede elalmprarayudan en el proceso infeccioso
local y pueden causar lesion en lugares mas dista@eneralmente son infecciones con
gran supuracion y necrosis tisular que tienden fordaacion de abscesos. Entre los
principales cuadros clinicos tenemos: lesiones @&l p mucosas, infecciones

generalizadas, bacteriemia, infecciones localizaglasvisceras, lesiones por accion

principalmente exotéxica. (37)

1.5.1.2 ENFERMEDADES ESTAFILOCOCICAS
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S. aureuses responsable de mas del 80 % de las enfermedagesativas que se

encuentran en la practica médica. Se asocian aneedades bronquiales adquiridas y
genéticas, provocan la mayoria de las infecciongalgntas de la piel, pero también
pueden invadir y producir infecciones severas amqeier otro érgano del cuerpo, y
ocasionar bacteriemia e infecciones graves en masidospitalizados.

En el ambito de la medicina militar, la infeccioa lds heridas se incluye dentro de los
temas de interés médico-militar donde se presé&htaaureuscomo un frecuente
contaminante de heridas tanto en tiempo de guesraocen la paz. El Impétigo
ampolloso es una infeccion cutanea superficial adaiporS. aureusactualmente 80%
por estafilococo. (18,2)

1.5.2 Escherichia coli

FIGURA N° 8. Escherichia coli

Escherichia coli ATCC 9637

CLASIFICACION

Orden : Eubacteriales.
Familia : Enterobacteriaceae.
Género Escherichia.
Especie coli.

MORFOLOGIA
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Son bacilos Gramnegativos que poseen un tamafnbedkeador de 1.1-1.5 x 2.0-6.0 um
aerobios y anaerobios facultativos, fermentan tiofa y son oxidasa negativa; las

especies moviles tienen flagelos de localizacigitnpe (Figura N° 8

1.5.2.1 PRINCIPALES PATOLOGIAS

E. coli es la especie comensal involucrada con mayor drexa de las infecciones

oportunistas. Sin embargo algunas cepak.dmli poseen capacidad patdgena primaria,
pudiendo causar infecciones en personas previamsantss, sin factores predisponentes.
Las principales patologias causadas jgor coli de determinados serotipos son:

Infecciones urinarias, enteritis, enteritis hemgiga, diarrea secretora.

1.6 GELES

1.6.1 DEFINICIONES

- Son lociones acuosas semiplasticas, gelificadagpolmeros de alto peso molecular
que se lichan en contacto con la piel, secandos® ama capa delgada no grasa,

oclusiva. Son miscibles en agua, faciles de apjici remover. (35)

- Son sistemas de dispersion habitualmente trangparemniformes, faciimente
deformados, constan como minimo de dos componeatesiquido (actia como

agente dispersante) y un componente generadorgtiiancoloidal solida).(37, 3)

- Desde el punto de vista farmaceutico los geles feommas farmacéuticas de
consistencia semisolida, generalmente no tienateaagasos, destinados a aplicarse
sobre las membranas mucosas, se utilizan paraepacion topica.(35)

1.6.2 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS GELES
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Ventajas:
- Son bien tolerados

- Facilmente lavables

- Producen frescor

Desventajas
- Incompatibilidad con numerosos principios activos

- Tendencia a la desecacion
- Bajo poder de penetracion (indicados para tratamsesuperficiales).

1.6.3 MECANISMO DE FORMACION DE UN GEL

Los productos gelificantes se pueden agrupar delesite modo:

Polimeros que dan lugar a un gel dependiente del pldel media- dan lugar a
soluciones acidas que al neutralizar con las badesuadas, aumentan la viscosidad y
disminuyen la turbidez del medio. Mecanismo de fwidn: a bajos valores de pH se
disocia una pequefia proporcion de grupos carbogilael polimero, formando una
espiral flexible. La adicion de una base producdisaciacion de grupos carboxilicos,
ionizandose, creando repulsion electrostatica dasreegiones cargadas, expandiéndose
la molécula, haciendo mas rigido el sistema. Sa pgasuna estructura espiralada a una
desenrollada o extendida, ejemplo Carbomer. Sigsega un exceso de base puede
producir una pérdida de viscosidad al neutralizersgrupos carboxilicos. (28,5)

Polimeros que dan lugar a un gel por si mismo, ingendiente del pH del medic no

precisan ser neutralizados para la formacion del ggdifican por si mismo, forman

puentes de hidrédgeno entre el solvente y los graadsoxilicos del polimero. (35)

1.6.4 CLASIFICACION DE LOS GELES

a. Dependiendo de su comportamiento frente al agua
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Geles hidrofilos o hidrogelegFigura N° 9. Son materiales poliméricos entrecruzados en
forma de red tridimensional de origen natural ¢ético, que se hinchan en contacto con
el agua formando materiales blandos y elasticasn&o estructuras de largas cadenas, la
flexibilidad esto hace posible que se deformen gemnado la entrada de moléculas de

disolvente dentro de su estructura tridimensioah)

FIGURA N° 9. HIDROGEL

Geles hidréfobos, lipogeles, oleogelesEstan constituidos por parafina liquida
adicionada de polietileno o por aceites grasosicggdios por anhidrido silicico coloidal o
por jabones de aluminio y zinc, son vehiculos asogclusivos, aptos para el

tratamiento de dermatosis cronica, utilizados srpleparados oftalmicos.(16)

b. Segun el nimero de fases en que estan constituidos

Geles monofasicasel medio liquido lo constituye una sola fase quillos miscibles;

agua-alcohol, solucion hidroalcohdlica, aceite, etc

Geles bhifasicos constituidos por dos fases liquidas inmisciblegmandose una

estructura transparente con propiedades de seduisoli

c. Clasificacion de los geles por su viscosidad

- Geles fluidos
- Geles semisélidos
- Geles sdlidos (formulacién de los sticks desodesan colonias soélidas)
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d. Clasificacion de los geles por su estructura

Geles elasticostUn gel tipico elastico es el de gelatina, se obtjgor enfriamiento del
sol li6filo que resulta cuando se calienta estaasgsa con agua. Otros soles dan geles
elasticos, por ejemplo: agar, almiddn, pectina.

Geles no elasticosEl mas conocido es el del acido silicico o gel itlees Los geles no

elasticos no tienen hinchamiento, pueden tomaiddgsin cambio de volumen. (35)

1.7 EXCIPIENTES

Es un componente, distinto del principio o prinogiactivos, presentes en un
medicamento o utilizado en su fabricacion. La fanaile un excipiente es servir como
soporte 0 como componente del soporte del princggtivo contribuyendo asi a
propiedades tales como estabilidad, perfil biofaxnéico, aspecto y aceptacion por el
paciente, y para facilitar su fabricacion. Los gajae estan formados en gran medida por
excipientes, estas formas farmacéuticas pueden éstrectura de emulsion, de gel o de
crema, pero la caracteristica comun es que sustan @mmpuestas por fases acuosas o

fases oleosas que debido a emulgentes se interpenaanera estable.

Los excipientes de la mayoria de geles y pomadasnswn proceso parecido. La

liberacion del principio activo depende de la fagsedominante, las fases acuosas
predominan cuando queremos que el farmaco activelaenterno, es decir en las capas
superficiales de la piel. Si necesitamos que ehd@o penetre bien o actué largo rato, se

buscan excipientes grasos que formen una pelicldaiva sobre la piel. (28)

1.7.1 PROPILENGLICOL

El propilenglicol producido comercialmente a partir del propilend gagbonato

Formula estructural: (Figura N°)10
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FIGURA N° 10. FORMULA ESTRUCTURAL PROPILENGLICOL

Nombre sistematicqpropane-1,2-diol (propano-1,2-diol)

Formula quimicaCsHgO,

Masa molecular76,09 g/mol

Densidad 1,036 g/crm

Caracteristicas organolépticas: insipido, inoderiacoloro liquido aceitoso claro.
Solubilidad: miscible coagug acetonay cloroforma

Descripcion: humectante y disolvente. (49).

1.7.2 PROPILPARABENO

Formula estructural (Figura N°)11

|.|:.:4"‘-"“‘.-""}:r M/C/:N

o

FIGURA N° 11. FORMULA ESTRUCTURAL PROPILPARABENO

Sinénimos Propilparahi-Droxibenzoato, nipasol, protabersgmol.

Formula quimicaHO-CsHa-CO2C3H7

Masa molecularl80 g/ mol

Punto de fusion9s - 98

Caracteristicas organolépticas: polvo cristaliranbb inodoro o con olor caracteristico.

Descripcion: Preservante, antimicrobiano

1.7.3 METIL PARABENO
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Formula estructural (Figura N°)12

FIGURA N°12. FORMULA ESTRUCTURAL METIL PARABENO

Nombre sistematicdetilparabeno Hidroxibenzoato

Formula quimicaHO-CsH4-CO2CHs

Masa molecularl52g/mol

Punto de fusionl25 — 128 °C

Caracteristicas organolépticas: polvo cristalirambb, inodoro, giroscopico.
Solubilidad: soluble en agua, alcohol, éter.

Descripcion: preservante utilizado en la Ind. facéutica, alimentaria y cosmética.(53)

1.7.4 CARBOPOL

Descripcion: Es un polimero del acido acrilico, aleo peso molecular y caracter
anioénico. En solucion acuosa, hidroalcohdlica y distintos solventes organicos.
Caracteristicas organolépticas: polvo blanco firmioro.

Solubilidad: En agua tiene excelentes propiedadessukspension, espesamiento y

formacion de geles.

Descripcion: agente gelificante. (35)

1.7.5 TRIETANOLAMINA (TEA)

Nombre sisteméatic@,2’,2"” nitritotrietanol
Nombre comun: Trietanolamina.

Estado Fisico: Liquido.
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Caracteristicas organolépticas: liquido incolorantarillo palido viscoso e giroscopico,
con ligero olor amoniacal

Peso especifico: 1,12 g/cc a 20 °C

Solubilidad: En agua y alcohol, cloroformo y ligerente soluble en éter o benceno.
Descripcion: agente gelificante. (28)

CAPITULO Il

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION

La presente investigacion se llevo a cabo en (psesites laboratorios:

- Laboratorios de control de calidad de Neo-Farmackaaiudad de Ambato
- Laboratorio de farmacia

- Laboratorio de microbiologia de alimentos

- Bioterio

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Poitéade Chimborazo

2.2MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

Cepas puras de bacterias facilitadas por el Latmwatle microbiologia del Instituto

Leopoldo Izquieta Pérez de la ciudad de Guayaquil.
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- S, aureufATCC 13709
- E. coliATCC 9637

Ratones blancoslus musculugsle ambos sexos de dos meses de edad de 25 ae30 g d

peso corporal promedio.

2.2.2 MATERIA PRIMA

Hojas de chochoL(pinus mutabilis Swegten etapa de maduracion y grano de chocho
(Lupinus mutabilis Sweeten etapa de recoleccion del proyecto “PIC-05-2008
obtenidas de las plantaciones del INIAP, para taraon de los extractos.

Para la elaboracion del gel se utilizé los sig@smxcipientes: carbopol, metil parabeno,
propil parabeno, propilenglicol, trietanolamina @)&/ dimetil sulfoxido (MDSO) como

solvente de los extractos.

2.2.3 MATERIALES DE LABORATORIO

Erlenmeyer de 250, 500 mL

Balon esmerilado de 250 mL
Embudo

Probetas de 10, 25, 100 mL

Embudo de separacion de 500 mL
Pipetas de 1, 10 mL

Vasos de precipitacion de 50, 100, 250, 1000 mL
Vidrio reloj

Tubos de 125x12 mm con tapa rosca
Gradilla

Tripode

Asa de inoculacion

Pipetas serologicas
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Cajas petri de plastico (140x15)
Caja de guantes

Papel filtro

Caja mascarillas

Rollo de algodoén

Rollo de papel aluminio

Rollo de gasa

Jeringuillas de 5, 1 cm

Papel de empaque

Cinta adhesiva

Frascos de plastico con tapa rosca de 25 g deidapa

2.2.4 EQUIPOS DE LABORATORIO

Rota vapor

Balanza de precision
Ultrasonido

Molino

Desecador

Estufa a 35-37°C
Bafio Maria
pHmMetro

Autoclave
Refrigeradora

Camara de esterilizaciéon UV
2.2.5 REACTIVOS
Eter

Alcohol potable al 96%

Hexano
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Dietilamina

Acetato de sodio

Sulfato de sodio

Dimetil sulfoxido.(DMSO)

NaCl (Cloruro de sodio) al 0.85%

Medios: caldo peptona, caldo soya tripticasa (TSRB)do lauril, agar eosina azul de
metileno (EMB), agar soya tripticasa (TSA), agailerthinton, agar sabouraud dextrosa

cloranfenicol, agar plate count (PCA), agar chapmanitol, pruebas bioquimicas.

2.3METODOLOGIA

Las metodologias empleadas en este trabajo sergraou®igentes en algunos paises de
Latinoamérica, y fueron consultadas de diversastésecomo las Normas de la OMS
(1998), USP 25, USP XXVIII (2002), Miranda (1998)anuales publicados por la Red
Iberoamericana de Productos Fitofarmaceduticos, atebido a que en nuestro pais aun

no existe una normativa vigente para el contratalelad de las drogas. (13, 5, 15)

2.3.1 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

2.3.1.10BTENCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
CHOCHO (Lupinus mutabilis Sweet)

El extracto alcohdlico de las hojas secas de chdaboobtenido por el método de

maceracion

PROCEDIMIENTO:

a. Someter a un proceso de secado en una estufarcalaciéon de aire a 35+2 °C,
durante varios dias.

b. Pulverizar la muestra seca.

c. Colocar las hojas en un recipiente herméticameeateado y se adiciona una
cierta cantidad de alcohol potable al 96 % hastacgibbra completamente.
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d. Colocar el recipiente en el equipo de ultrasonido.

@

Una vez transcurrido este tiempo adicionar al extralcoholico sulfato de sodio.

o

Dejar macerar 24 horas.

Filtrar el extracto obtenido.

= «Q

Concentrar hasta sequedad el extracto alcohdlicoelemrotavapor a una
temperatura de 85°C.

i. Pesar la cantidad obtenida de extracto.

2.3.1.20BTENCION DEL EXTRACTO ETEREO DEL GRANO DE CHOCHO
(Lupinus mutabilis Sweet)

PROCEDIMIENTO:

Someter a coccion las semillas enteras de chocho.
Medir el pH del agua de coccién de los chochos.
Ajustar el valor del pH hasta alcalinidad.

Extraer con éter los alcaloides presentes en & dgwoccion.

® 2 0 T ®

Evaporar hasta sequedad el extracto etéreo etaghpmr a una temperatura
de 35°C.
f. Pesar la cantidad obtenida de extracto.

2.4CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS

2.4.1 DETERMINACION ORGANOLEPTICA DEL EXTRACTO

Se procede a analizar los siguientes parametr@solepticos del extracto alcohdlico de
las hojas, asi como del extracto etéreo de lodoades totales del grano de chocho
(Lupinus mutabilis Sweket

DETERMINACION DE OLOR:Tomar una tira de papel secante de aproximadamen
1cm. De ancho por 10 cm. de largo e introducirextremo en la muestra de ensayo.

Se huele y se determina si corresponde con latesistica del producto.
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DETERMINACION DEL COLOR-Tomar un vidrio reloj bien limpio y seco
colocar la muestra de ensayo y observarcabr, la transparencia, la presencia

de particulas y laseparacion en ca@es. informa los resultados.

DETERMINACION DEL SABOR.- Se determina con proceiintos de degustacion,
introduciendo una tira de papel secante de apmakamente 1cm. de ancho por

10cm. de largo en un extremo de la muestra deyensa

2.4.2 ANALISIS CROMATOGRAFICO

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

El andlisis cromatografico es una referencia pab&isen forma general que compuestos

estan presentes en determinada muestra. (53)

MATERIALES Y REACTIVOS

- Lampara UV 365nm

- Cuba cromatografica

- Capilares

- Placas de silicagel

- Solvente: acetato de etilo — hexano—dietilaming5(17,5:5)

- Revelador: reactivo de Wagner -solucion de yodduyo de potasio

PROCEDIMIENTO:

- Aplicar 10uL del extracto a una placa cromatogeafle silica gel con la ayuda de un
capilar, dejar secar después de cada aplicacion.

- Introducir la placa en una cuba cromatograficatiehgse el solvente recorra las tres
cuartas partes de la placa

- Retirar de la cuba y dejar secar para luego obsarlkalampara UV

- Revelar la placa y dejar secar.

- Observar la placa y valorar los Rf.
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2.4.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO

TEST PARA EL CONTAJE DE AEROBIOS INVERTIDO EN PLAC

PROCEDIMIENTO:

1.

Diluir 1g del extracto en 10 mL de DMSO al 10%

Tomar 1mL de (1) y trasvasar a un tubo que con@emé. de Tween — peptona.
Realizar diluciones hasta una concentracién d& € tubos que respectivamente
contienen 9 mL de Tween — peptona.

Tomar 1mL de cada una de las diluciones, colocda €aja de agar e incorporar 15
mL de soya tripticasa agar.

Dejar ambientar por 15 min.

6. Incubar las placas invertidas por 3 dias de 29°2C31

Observar si existe crecimiento.

TEST PARA EL RECUENTO DE COLIFORMES METODO
NORTEAMERICANO UTILIZANDO LA TECNICA NMP

PROCEDIMIENTO:

Diluir 1g del extracto en 10 mL de DMSO al 10%

Tomar 1mL de (1) y trasvasar a un tubo que con®emé. de Tween — peptona.
Realizar diluciones hasta una concentracién d& dif tubos que respectivamente
contienen 9 mL de Tween — peptona.

Tomar 1mL de cada una de las diluciones, coloear los tubos invertidos que
contienen 9 mL de calo lauril, colocar tapones.

Incubar de 35 — 37 °C; pasadas las 24 horas dostéaunbos con producciéon de gas,

volver a la estufa los tubos negativos por 24 horas.

6. Pasadas las 48 horas anotar los tubos que mupsb@uccion de gas.

En caso positivo: Transferir una asa de cada tebtsndo por estriado en EMB,
incubar de 24 — 48 horas a 35 — 37 °C.
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8. Anotar los resultados obtenidos.

2.5CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXCIPIENTES

2.5.1 CARBOPOL 940 (USP/ XXVIII)

DESCRIPCION.polvo blanco fino, inodoro

IDENTIFICACION:
a. Preparar una dispersion de 1:100 con NaOH padupnogel viscoso de pH 7,5.
b. Prepare una dispersion de 1:100, a una porciodaa@aul de timol TS
produciéndose una coloracién naranja. A la otraiporse le afiade rojo cresol
TS y se produce una coloracion amarilla.
VISCOSIDAD.- entre 40.000 y 60.000 centipoises.
PERDIDA POR SECADO.-secar al vacio a 80°C por 1286 de su peso inicial.
METALES PESADOS.- maximo 0.002%
LIMITE DE BENCENO.- maximo 0.5%
VALORACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS CARBOXILICOS.- 6.0 — 68.0 %.
Pesar 400 mg previamente secos y adicionar 400 ardgda con agitacion constante a
1000 rpm, en un angulo de 60°. Continuar agitarmidp min. Reduzca la velocidad de
la agitacion y titule potenciométricamente con Na@H5N, usando un electrodo de
calomel. Después de 1 min. De mezcla, luego de adit&gdn de NaOH registre el pH.
Calcular el contenido de acido carboxilico comacpaotaje para la formula.
%= 100(45.02 VP/peso de muestra).
ENSAYO MICROBIOLOGICO.- ausencia de Salmonella.\c&li.

2.5.2 METIL PARABENO BASE (USP XXIlI-FARMACIA REMINGT ON 172
Edicion)

DESCRIPCION.polvo cristalino blanco, inodoro con olor caractted, giroscépico.
SOLUBILIDAD.- soluble 1 g en 400 mL de agua en 3 mL de alcoht yL de éter.
Soluble en glicerina aceites y grasas, tetracloderoarbono, benceno.

PUNTO DE FUSION.- entre 125 — 128 °C.
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IDENTIFICACION.-En espectro infrarrojo absorbe amiésma que la de referencia.
INDICE DE ACIDEZ.- El filtrado neutralizado y enfriado de la solucida 750mg de
muestra, al afiadir NaOH 0.1 N y 2 gotas de rojmdtlo. La solucion es amarilla.
RESIDUO DE IGNICION- MGA 0671 pierde no mas del 0.05%.

PERDIDA POR SECADO.- Secado sobre el gel de silares H, no mas del 5%.

2.5.3 PROPIL PARABENO BASE (USP XXIIl --FARMACIA REMINGT ON 172
Edicion)

DESCRIPCION.- polvo blanco cristalino, inodoro, amar caracteristico, higroscopico.
IDENTIFICACION:

a. Disolver 0.5 g de muestra en 5 mL de agua, acatifcon HCI y filtrar el
precipitado resultante. Lavar este con agua y kesabre silica gel durante 5
horas: la absorcién en el espectro Ir de una digpeen aceite mineral exhibe un
méaximo a la mismal que lo hace el estandar USP de metil parabenodasic

b. Llevar a ignicion cerca de 3g de muestra, enfridisplver el residuo en 3 mL de
HCI 3 N. esta solucidon impregnada en un asa dénplanparte un intenso y
persistente color amarillo a la llama.

pH.- entre 9.5y 10.5 en una solucién 1: 1000

AGUA. .- no més del 5%.

CLORUROS.- una porcion de 0.2g presenta no masirasrque los presentes en 0.1
mL de HCI 0.02N (0.035%).

SULFATOS.- una porciéon de 0.25g presenta no mdateslque los presentes en 0.3
mL de SO, 0.02N (0.12%).

VALORACION.- contiene no menos del 98.5 y no mad@#.5 % de gH1; NaQs.

2.5.4 PROPILENGLICOL (USP/XXIII)

DESCRIPCION.-liquido claro incoloro, viscoso y practicamentedam que tiene un
sabor ligeramente acre.
SOLUBILIDAD.- miscible con agua, alcohol, acetopacloroformo, soluble en éter,

disuelve a muchos aceites volatiles, no miscibteam®ites fijos.
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IDENTIFICACION.- identificacion IR.

DENSIDAD.- entre 1.035 — 1.037.

ACIDEZ.- no mas de 0.20mL de NaOH 0.10N se requigaga neutralizar.

AGUA.- no mas del 0.2 %.

RESIDUO DE IGNICION- no excede de 0.5mg por cada 50g de muestra.
CLORUROS- no mas cloruros que el correspondiente a 0.007%

SULFATOS.- no mas sulfatos que el correspondiei®©®@6%.

ARSENICO.-méaximo 3 ppm.

METALES PESADOS.- el limite es 5 ppm.

ENSAYO.-El propilenglicol contiene no menos del de GHgO, método por
cromatografia de gas: inyectar 10uL de propilengliz registrar el cromatograma.
Calcular el % de @430, dividiendo el area bajo la curva del propilenglipor la suma
de las areas bajo todos los picos, excluyendo aguddl| aire y KO, multiplicar por 100.
LIMITES MICROBIOLOGICOS.- ausencia de Salmonell&.ycoli.

2.5.5 TRIETANOLAMINA TEA (FARMACOPEA DE LOS ESTADOS UNIDO S
MEXICANOS V EDICION)

DESCRIPCION.iquido incoloro o amarillo palido, viscoso e giropico que tiene un
ligero olor amoniacal. Se torna café por exposicida luz y aire.
SOLUBILIDAD.- miscible con agua y alcohol, solubém cloroformo y ligeramente
soluble en éter y benceno.
IDENTIFICACION:
a. Calentar 1 mL de la muestra lentamente en un tuberkayo, los vapores
cambian el color del papel tornasol de rojo a azul.
b. Mezclar 1mL de la muestra con 1mL de HCI; la T°fadsion del precipitado
obtenido después de lavarlo con alcohol y secarlteel 78°C aproximadamente.
c. En una solucion al 10% P/V de la muestra en saudé HCI 2N da un
precipitado copioso con acido fosfowolframico, weqipitado ligero con yodo.
GRAVEDAD ESPECIFICA.- entre 1.1209.5 y 1.128.
INDICE DE REFRACCION.- entre 1,482 y 1.485.
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VALORACION.-para trietanolamina ¢El1s NOs, mezclar 500mg de la muestra con 5mL
de solucion 2M de HCI, evaporar a sequedad en Ipadida, agitar el residuo de 2
propanol pasar a un crisol de vidrio tarado y laladisco y residuo con 3 porciones de
5mL de 2 propanol. Secar el residuo del crisolcaptdo succion después de cada
lavado. Secar el residuo a 105°C hasta peso comstagregar una correccion de 0,2 mg
por mL de propanol empleado. Cada gramo es equieade803,5 mg degll;5 NOs.
LIMITES MICROBIOLOGICOS.- no procede.

2.6 PROCEDIMIENTO

2.6.1 FORMULACION ESTABLECIDA

Una vez obtenidos los excipientes de la formulagidealizado el control de calidad, se

procede a elaborar el lote final.

Cada frasco contiene 25 g de gel, se prepard ard®tl00 g de gel al 1% partiendo de

los siguientes excipientes.

- Carbopol

- Trietanolamina
- Propilenglicol

- Metil parabeno
- Propil parabeno
- Dimetilsulfoxido

- Extracto alcaloidal

Formula farmacéutica F1:

Cada 100 gramos de gel contiene:

EXCIP NS ... e e c.s.p 100g

Formula farmacéutica F2:
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Cada 100 gramos de gel contiene:

EXCIPIENIES ... e e e c.s.p 100g

2.6.2

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION

Colocar agua destilada en un recipiente adecuadol@ formulacion del gel.
Disolver el carbopol poco a poco en el agua ldelsticon agitacion constante,

dejar reposar.

3. Diluir el metil parabeno y el propil parabeno ¢épmpilenglicol.

Incorporar el metil y propil parabeno disueltogpeopilenglicol al carbopol.

5. Adicionar en DMSO el extracto (alcohdlico de lagas de chocho para la

férmula F1, y etéreo de los alcaloides totalesggdaho de chocho para la férmula
F2) y disolver.
Agregar la suspension formada con el DMSO vy agjtmta lograr una mezcla

completa.

7. Adicionar poco a poco TEA hasta la formacion honmegédel gel.

Pesar

Envasar el gel.

2.7CONTROL DE CALIDAD DEL GEL

PARAMETROS ANALIZADOS

- parametros organolépticos

- parametros fisicos

- parametros microbioldgicos

2.7.1 PARAMETROS ORGANOLEPTICOS
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PROCEDIMIENTO:

OLOR.- Con una tira de papel secante se introdacereextremo de la muestra, se
percibe y se determina las caracteristicas depoésente en el producto.

COLOR.-Se toma una pequefia cantidad de muestra easorde vidrio bien limpio
y seco y se observa el color, se informa los radaH.

ASPECTO.- Se determina observando contra luz Isepi@a de particulas y/o turbidez

se analizada mediante visualizacion directa.

2.7.2 PARAMETROS FiSICOS

2.7.2.1DETERMINACION DE LA CONSISTENCIA

Permite determinar las caracteristicas lipofilicdsdrofilicas que presenta un producto

farmacéutico de uso tépico.

PROCEDIMIENTO:

Se toma una pequefia cantidad de gel con los destoaplica suavemente en el dorso de

la mano, se observa firmeza que presenta el gel.

2.7.2.2DETERMINACION DE LA EXTENSIBILIDAD

Es la capacidad que tiene el gel para ser apligadistribuido uniformemente sobre la

piel.

PROCEDIMIENTO:

Pesar 2g de muestra, presionar entre 2 superfiei@glrio; se adiciona un peso de 2 Kg,
se espera durante 3 min., se mide 8 radios y salaal radio promedio, Se halla el area

de extensibilidad, con la formula Az r?
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2.7.2.3DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD

PROCEDIMIENTO:

1. Tomar una muestra representativa del producttredincir en el viscosimetro.
2. Someter a la accion de una temperatura de 25 f€rbaria.
3. Tomar el tiempo desde el punto de partida hastaef@al indicada en el

viscosimetro.

2.7.2.ADETERMINACION DEL pH

En la préactica, la medicién de pH se lleva a catworpedio de la lectura de pH en la
escala de un instrumento medidor de pH, ya setatiganaldgico. Esta lectura esta en
funcion de la diferencia de potencial establecidaeeun electrodo indicador y un

electrodo de referencia usando como solucion deeajle la escala del medidor de pH,

una solucion reguladora del mismo.
PROCEDIMIENTO:

Ajuste el equipo con la solucion reguladora de pgelcaada al rango en que se realizara
la determinacién. Posteriormente determinese et @&l pH de la muestra.
Los resultados se daran apreciando hasta la décima.

2.7.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO
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« TEST PARA CONTAJE DE MICROORGANISMOS AEROBIOS
DILUCIONES

Asépticamente transferir 10g de la muestra en mteoedor adecuado que contiene 90
mL de Tween-peptona.
Realizar diluciones hasta una concentracién dé &0 tubos que respectivamente

contienen 9 mL de Tween — peptona.

a. CONTAJE DE BACTERIAS

Transferir ImL de cada dilucidn a una caja petri peparado, entonces afiadir 15 mL de
agar PCA a cada caja, mover la caja con movimsedto rotacidn para obtener una
buena mezcla de la muestra con el agar.

Dejar solidificar e invertir las cajas, incubar2®35°C por 24 — 48 horas.

b. CONTAJE DE HONGOS

Proceder como en el punto anterior pero en luganttiear PCA (plate count agar)
afadir SAB (sabouraud dextrosa agar) e incubadeb2C por 5 dias.

Nota: por separado afiadir al medio SAB 0.4 mL da saolucion de cloranfenicol
(0.005g de cloranfenicol + 10mL de agua).

Al final del periodo de incubacién contar el nimdeocolonias y reportar el promedio de
bacterias u hongos encontrados por gramo de muestra

2.8ANALISIS “IN VIVO” DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS
GELES

Se tomo la técnica establecida Bargamini(1984), quien utilizé un inéculo de 1,5 ¥10

UFC deS. aureuen un modelo experimental de herida infectadg. (58
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Se trabajo con ratones blanddsis musculusle ambos sexos, de dos meses de edad de
25 a 30 g de peso corporal promedio, a los quesseehlizé una herida epidérmica de
1cm. de diametro en la parte posterior de la pierna

Se probd la actividad antibacteriana de los gete$odnulacion F1 y F2 sobre cepas
puras de dos tipos de bacterias:

S. aureusATCC 13709

E. coliATCC 9637

Estableciéndose tres unidades de estudio. Loogrde estudio para cada formulacion

son los siguientes:

1. Grupo control negativo: herida sin tratamiento, gel placebo
2. Grupo control positivo: herida tratada con medicamento comercial crema
Silvadin (sulfadiazina de platal 1%).
3. Grupo de estudia
a. herida tratada con formulacion F1 (gel extractolatico de las hojas de
chocho).
b. herida tratada con formulacion F2 (gel extractaestéle los alcaloides
totales del grano de chocho).
Se controlo a cada animal de la unidad de estatia dia durante 4 semanas periodo
en el cual se produjo la inhibicion bacterianasogsecuentemente la cicatrizacion de la

herida.

2.8.1 REACTIVACION E INOCULACION DE LAS BACTERIAS

Los microorganismos no deben tener mas de 5 traspiesde el cultivo ATCC original.
Para propositos del test, una transferencia esnidaficomo el paso de un
microorganismo desde el cultivo establecido, a @diofresco. Los microorganismos
recibidos de la ATCC deberan ser resucitados deerdo a sus directrices.

PREPARACION DE INOCULO

Usar una solucion salina estéril para la prepanagé indculo de las bacterias.
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PROCEDIMIENTO:

- Transferir desde los cultivos stock de los micraoigmos a medios de cultivo
frescos en tubos inclinados. Trasvasar a dos ftdis microorganismo.

- Preparar caldo cerebro corazén o TSB para read@gabacterias, para lo cual se
toma con un hisopo estéril o con asa una muestraloo inclinado y se suspende en
el caldo el cual actia como un medio nutritivo pagectivar las bacterias por el lapso
de 18 a 24 horas a una temperatura de 35- 37 °C.

- Sembrar en TSA con un hisopo estéril e incubarrg or 18 -24 horas.

- Tomar de 1 a 2 colonias y suspender en 10 mL deo disolégico al 0,85%,
comparar con la escala de Mc Farland, y a partallddlegar a una concentracion de
1,5x10 UFC/mL.

- Inocular 50 uL de la suspension en la herida pragaen el raton.

2.8.2 PRUEBA CONFIRMATIVA DE INOCULACION EN LA HERIDA.

PROCEDIMIENTO:

- Una vez que se inocul6 las bacterias, en la helédeada grupo de ratones, hisopear
las herida a los 2 dias, suspendiendo la muestuaasolucion salina al 0.85%.

- Estriar en medios selectivos para cada cepa, ban@35°C por 18 -24 horas.

2.8.3 TRATAMIENTO DE LAS HERIDAS CON INFECCION EPIDERMICA
CAUSADA POR LAS BACTERIAS.

PROCEDIMIENTO:

- Limpiar la herida.
- Medir el didmetro de la herida.
- Aplicar el gel.

- El tratamiento se aplica una vez al dia, a la misara, durante 28 dias.
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- Hisopear la herida para confirmar la presenciasemtia de las bacterias.
- Estriar las muestras en medios selectivos e inald8b -37°C de 18-24 horas.
- Como un ensayo confirmativo realizar las pruebasjimicas pard&. coli, y la

prueba de manitol paf aureus.

CAPITULO IlI

3. RESULTADO Y DISCUSIONES

3.1EXTRACTOS

Para elaborar los fitomedicamentos se realizdosrextractos:

1. Un extracto alcohdlico de las hojas secas de ahobtenido por maceracion.
2. Un extracto de alcaloides totales obtenido dedeodcion de la semilla del

chocho y una posterior extraccion liquido-liquidm &ter en medio alcalino.

3.2CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS

El control de calidad de los extractos son parémeefjue establecen los requisitos de
calidad. La metodologia aqui aplicada se realeza@alerdo a los Métodos de Analisis
de Drogas y Extractos de Miranda .M. (1999), N@rda la OMS (1998), Manuales

publicados por la Red Iberoamericana de ProdugtofaFmaceuticos. (15,5)

3.2.1 DETERMINACION DEL pH

CUADRO N° 1. DETERMINACION DE LOS VALORES DEL pH DEL EXTRACTO ALCOHOLI CO DE LAS
HOJAS DE CHOCHO Y DEL EXTRACTO ETEREO DE LOS ALCALOIDES TOTALES
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DEL GRANO DE CHOCHO (Lupinus mutabilis Sweet). LABORATORIO DE
PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
SEPTIEMBRE DEL 2008.

MUESTRA VALORES DE pH
Extracto alcohélico de las hojas de chocho 5,3
En Extracto etéreo de los alcaloides totales del gdenchocho 11 el

Cuadro N°1 se puede observar que el pH del extectdolico de las hojas de chocho
es de 5.3 considerandolo como ligeramente acidguéole confiere solubilidad en agua
y en solventes polares. Hay que considerar queuesstado natural, los alcaloides se
encuentran en forma de sales solubles en soluci@emsas, alcohdlicas o
hidroalcohdlicas. (21), mientras que el extractvezi de los alcaloides totales del grano
de chocho, para asegurar la extraccion etéreasdieltos alcaloides totales, tiene un pH
alcalino. Este ultimo dato concuerda con la Técmleaextraccion de alcaloides con
solvente organico apolar en medio alcalino, indicaque a un pH de 11 el solvente
organico aisla los alcaloides totales de otrasaBaits que se encuentren en el extracto
como pigmentos, compuestos fendlicos y otras ingasrguedando estas retenidas en la

fase organica. (35)

3.2.2 PARAMETROS ORGANOLEPTICOS

CUADRO N° 2. CONTROL ORGANOLEPTICO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
CHOCHO Y DEL EXTRACTO ETEREO DE LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO
DE CHOCHO (Lupinus mutabilis Sweet). LABORATORIO DE PRODUCTOS
NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
AGOSTO DEL 2008.

EXTRACTO OLOR COLOR SABOR
Extracto alcohdlico de las hojas déungente Verde Amargo
chocho
Extracto etéreo de los alcaloide®ulzon Amarillo Amargo
totales del grano de chocho claro

En el Cuadro N° 2 se aprecia que el extracto almahde las hojas de chocho tiene un

olor pungente caracteristico de la planta, miergtesel extracto etéreo de los alcaloides
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totales del grano de chocho presenta un olor dukzsto se debe a los componentes que
poseen los mismos.

El color que presenta el extracto alcohdlico deHams de chocho es verde oscuro
debido a sus pigmentos vegetales tales como lafitdgrmientras que el extracto etéreo
de los alcaloides totales del grano de chocho eslde amarillo.

En lo referente al sabor los dos extractos ressaramargos debido a la gran cantidad

de alcaloides quinolizidinicos presentes. (51)

3.2.3 CONTROL MICROBIOLOGICO

CUADRO N° 3. CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HO JAS DE
CHOCHO Y DEL EXTRACTO ETEREO DE LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO
DE CHOCHO (Lupinus Mutabilis Sweet). LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE
ALIMENTOS. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
AGOSTO DEL 2008.

MUESTRA MICROOR- METODO RESULTADO LIMITE

GANISMO MAXIMO
ACEPTADO
UFCl/g

Extracto Aerobios Siembra en  Ausencia

alcoholico de las mesofilos profundidad 10.000

hojas de chocho

Extracto etéreo de Coliformes Norteamerican Ausencia

los alcaloides totales utilizando la Menos de 100

totales del grano técnicadel NMP

de chocho

Limites microbiolégicos para hierbas WHO/PHARM (1998 )
De acuerdo a los resultados obtenidos en el Cudélr8 se puede observar que en

presencia de los dos extractos no existe ninglrinciento microbiano en los ensayos

realizados de aerobios y coliformes totales. (15)

3.2.4 PERFIL CROMATOGRAFICO

El andlisis cromatografico es una referencia pab&isen forma general que compuestos

estan presentes en una determinada muestra.
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Tanto para extracto alcohdlico de las hojas delulh@omo para el extracto etéreo de los
alcaloides totales del grano de chocho, se utgiz&istema de solventes: Acetato de
etilo-hexano—dietilamina (77,5:17,5:5), de acueadB. Verpoorte en Chromatography

of alkaloids 1983, este solvente permite una megmaracion de los componentes, los
mismos que se pueden apreciar mediante la apard@dmanchas mas claras que

permiten realizar los calculos del Rf para su idieation.

SISTEMA:

Absorbente : Silica gel 60 F 254

Eluyente : Acetato de etilo — hexano—dietilamina %717,5:5)
Revelador : Reactivo de Wagner (solucion de yyatburo de potasio)

Distanciarecorrida nor la muest
Distancia recorrida por el solvente

Segun los resultados expresados en el CuatBmbservamos que en la cromatografia
de capa fina en base a los calculos del Rf sdifidéna Rf de 0.42 la lupanina, con una

mancha naranja caracteristica del compuesto.(53)

TR Lupanina

FOTOGRAFIA N° 2. PLACA CROMATOGRAFICA DE LOS ALCALOIDES
CONTENIDOS EN EL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE CHOCHO

Placa cromatografica de los alcaloides contenidosek extracto
alcoholico de las hojas de chocho,
Absorbente: Silica gel 60 F 254 (Merck).
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Eluyente: Acetato de etilo—hexano—dietilamina (7177%5:5)
Revelador: Reactivo de Wagner
Rf: Lupanina 0.42

CUADRO N° 4. DETERMINACION DEL Rf DE LOS ALCALOIDES CONTENIDOS EN EL EXTRA CTO
ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE CHOCHO Y EN EL EXTRACTO ETEREO DEL
GRANO DE CHOCHO. LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACU LTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
AGOSTO DEL 2008.

MANCHA CALCULO Rf COMPUESTO COLOR
OBSERVADA IDENTIFICADO
1 Rf =2.3/8=0.29 - -
2 Rf =3.35/8=0.42 lupanine naranja
3 Rf =3.9/8=0.48 - -
4 Rf =4.4/8=0.55 - -
5 Rf =5.1/8=0.63 - -

CHROMATOGRAPHY OF ALKALOIDS R. VERPOORTE (1983)

Segun los resultados expresados en el Cuadro R8ehvamos los calculos del Rf que
se identificaron por cromatografia de capa finéodecompuestos presentes en la muestra
del extracto etéreo del grano de chocho, encordrandRf de 0.42 correspondiente a la

lupanina, con una mancha naranja caracteristiceotgbuesto. (52)

Lupanina

FOTOGRAFIA N°. PLACA CROMATOGRAFICA DE LOS ALCALOIDES
CONTENIDOS EN EL EXTRACTO ETEREO DEL GRANO DE CHOCHO
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Placa cromatografica de los alcaloides contenidogleextracto etéreo del grano de
chocho
Absorbente: Silica gel 60 F 254 (Merck).
Eluyente: Acetato de etilo-hexano—dietilamina (7I775%:5)
Revelador: Reactivo de Wagner
Rf: Lupanina 0.42
Al determinar el perfil cromatografico de los atdes totales del extracto etéreo del
grano de chocho y del extracto alcohdlico de lgashde chocho, por el método de
cromatografia en capa fina, se identifico la Lupancon un Rf de 0.42, este dato
concuerda con los andlisis de espectrofotometrimaias realizados en los laboratorios
del INIAP en los cuales se identificé y cuantifiadlos alcaloides totales del chocho,

encontrandose: Lupanina el 2,5 % (en el grano ¢ry@b11,5% (en el extracto).(53)

3.3CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXCIPIENTES

Para el control de calidad de los excipientes gaesparametros validados por la
USP, los mismos que permiten establecer si cumpteaon los requisitos de calidad
en los procesos de elaboracion.

Para la elaboracion de los geles se requiererxtigientes:

- Carbopol 940

- Metil parbeno

- Propil parabeno

- Propilenglicol

- Trietanolamina. (5)

3.3.1 CARBOPOL 940

CUADRO N° 5. CONTROL DE CALIDAD DEL CARBOPOL 940 (USP XXVIIl). DEPART AMENTO DE
CONTROL DE CALIDAD. LABORATORIO FARMACEUTICO NEO-FARMA CO.
AMBATO.
AGOSTO DEL 2008



59

TIPO DE ANALISIS ESPECIFICACION RESULTADO
Descripcién Polvo blanco fino, inodoro libre Cumple

de particulas extrafias
Identificacion Pasa las pruebas Ay B. Cumple
Viscosidad 30 500 — 39 400 cp 32 000
Limite de benceno Maximo 0.5% Cumple
Perdida por secado Maximo 2.0% 1.3%
Metales pesados Méaximo 0.002% 0.0017%
Ensayo grupo carboxilo 56.0 — 68. 0 % en base seca 60.8 %

En el cuadro N° 5 se puede ver que se cumple cespecificacion establecida por la
USP XXVIII.

3.3.2 METIL PARABENO

CUADRO NP 6. CONTROL DE CALIDAD DEL METIL PARABENO (USP XXIIl). DEPART AMENTO DE
CONTROL DE CALIDAD. LABORATORIO FARMACEUTICO NEO-FARMA CO.
AMBATO.
AGOSTO DEL 2008.

TIPO DE ANALISIS ESPECIFICACION RESULTADO
Descripcion Cristales incoloros o polvo cristalino blanco, dék Cumple
de particulas extrafias
Solubilidad Soluble en alcohol, éter, glicerina aceites y ga Cumple
tetracloruro de carbono, benceno
Identificacion Pasas las prueba A Cumple
Acidez No mas de 0.01 de NAOH mL es requerido Cumple
Residuo de ignicién No mas de 0.05% Certificado de
andlisis
Punto de fusién 125°C — 128°C 126°C
Ensayo 99.0 — 100.5% 99.06%
Perdida por secado No mas del 5% 4 %

En el cuadro N° 6 se observa que se cumple casplkc#icacion establecida por la USP
XXIII.

3.3.3 PROPIL PARABENO

CUADRO N° 7. CONTROL DE CALIDAD DEL PROPIL PARABENO (USP XXIll). DEPARTAM ENTO DE
CONTROL DE CALIDAD. LABORATORIO FARMACEUTICO NEO-FARMA CO.
AMBATO.
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AGOSTO DEL 2008.

TIPO DE ANALISIS ESPECIFICACION RESULTADO

Descripcién Cristales incoloros o polvo cristalin Cumple
blanco, libre de particulas extrafias

Solubilidad Soluble en alcohol, éter Cumple

Identificacion Espectro IR de la muestra es compare Cumple
al del St

pH Entre 9.5 -10.5 9.7

Agua No mas del 5 % 0.08 %

sulfatos pasa la prueba Cumple

En el cuadro N° 7 se muestra que se cumple capkciicacion establecida por la USP
XXIILI.

3.3.4 PROPILENGLICOL

CUADRO N° 8. CONTROL DE CALIDAD DEL PROPILENGLICOL (USP XXII ). DEPARTAMENTO DE
CONTROL DE CALIDAD. LABORATORIO FARMACEUTICO NEO-FARMA CO.
AMBATO.
AGOSTO DEL 2008.

TIPO DE ESPECIFICACION RESULTADO
ANALISIS
Descripcién Liquido claro incoloro viscoso y practicamenteinodoro Cumple
gue tiene un sabor ligeramente acre

Solubilidad Miscible en agua alcohol acetona y cloroformo si@lidn Cumple
éter, disuelve a muchos aceites volatiles, no bisaon
aceites fijos.
Identificacion  Espectro IR de la muestra es comparable al St Cumple
Densidad Entre 1.035 — 1.037 1.037
Acidez No mas de 0.20mL de de NaOH 0.10N se requiere Cumple
neutralizar
Agua No mas del 0.2 % 0.05 %
Residuo de Maximo 3.5 mg Cumple
ignicién
Cloruros No mas de 0.007 % Cumple
Sulfatos No mas del 0.006 % Cumple
Arsénico Méaximo 3ppm Cumple
Metales El limite es 5 ppm Cumple
pesados

En el cuadro N° 8 se observa que se cumple casplkc#icacion establecida por la USP
XXII.
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3.3.5 TRIETANOLAMINA

CUADRO N° 9. CONTROL DE CALIDAD DE LA TRIETANOLAMINA TEA (USP XXII ).
DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD. LABORATORIO FARMACEUT ICO
NEO-FARMACO. AMBATO.
AGOSTO DEL 2008.

TIPO DE ANALISIS ESPECIFICACION RESULTADO
Descripcién Liquido claro, incoloro, viscoso, libri Cumple
de particulas extrafias
Identificacion Pasa la prueba A, B, C Cumple
Gravedad especifica a 20° 1.120-1.128 1.126
indice de refraccion 1.481 — 1.486 1.484
Residuo de igniciéon No mas del 0.1 % 0. 03%

En el cuadro N° 9 se muestra que se cumple capkcHicacion establecida por la USP
XXII.

3.4CONTROL DE CALIDAD DEL PRODUCTO TERMINADO

El control de calidad del producto terminado tiex@eno propdésito determinar si un

producto cumple con los caracteristicas de caladiamente establecidos.

Los mismos que conseguiran en Ultima instancia ejueedicamento cumpla con el

objetivo para el cual fue elaborado.

Para la determinacion de los parametros fisicdedgeles:

- Formulacion F1 (gel del extracto alcohdlico deHags de chocho)
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- Formulacion F2 (gel del extracto etéreo de loslaidas totales del grano de chocho)
Se utiliz6 como herramienta la media que es unaidaede tendencia central y nos

permite obtener datos confiables para valorarllidazhdel producto terminado.

3.4.1 CONTROL ORGANOLEPTICO

CUADRO N° 10. CONTROL ORGANOLEPTICO DE LAS FORMULACIONES EN PRODUCT O
TERMINADO. LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD D E
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
SEPTIEMBRE DEL 2008.

MUESTRA COLOR OLOR ASPECTO
F1* Verde oscuro Pungente Buena consistencia
F2** Amarillo claro Dulzoén Buena consistencia

F1* gel del extracto alcohélico de las hojas de chocho
F2** gel del extracto etéreo de los alcaloides totales del grano de chocho

En el Cuadro N° 10 se observa que el gel de lauiaeion F1 presenta un color verde
oscuro debido a los pigmentos naturales de clargiiesentes en el extracto, mientras
que el gel de la formulacién F2 es de color anmaglaro, manteniendo asi el matiz
inicial de los extractos. El olor que presentaolaniulacion F1 es pungente, mientras que
la F2 tiene un olor dulce. Los dos geles poseenbuieaa consistencia ofreciendo una

presentacion homogénea en su aspecto.

3.4.2 CONTROL FisICO

3.4.2.1 DETERMINACION DEL pH

CUADRO N° 11. VALORES DE pH DE LAS FORMULACIONES EN PRODUCTO TERMIN ADO.
LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA.
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SEPTIEMBRE DEL 2008.

MUESTRA RESULTADO RANGO ACEPTABLE
(USP 25)
F1* 6,015 557
F2** 6,69

F1* gel del extracto alcohdlico de las hojas de chocho
F2** gel del extracto etéreo de los alcaloides totales del grano de chocho

En los resultados expresados en el Cuadro N° lénabmos que el pH de las dos
formulaciones son ligeramente acidos y tienden ahdai neutralidad, estos valores
resultan ser adecuados para la aplicacion en tataBeémplicando menos irritacion en la
piel y por tanto menos molestias fisicas por supatdibilidad con el pH de la piel (5 -
5,5). (42), impidiendo el desarrollo de microorgambs patégenos. Al mismo tiempo se
encuentran dentro del rango permitido por la USRj@5 es de 5,5 — 7. Fue necesario
reajustar los valores iniciales del pH ya que estas demasiado basicos, provocando

efectos contraproducentes al momento de su usoawexo N° 1

3.4.2.2 DETERMINACION DE LA EXTENSIBILIDAD

CUADRO N° 12. VALORES DE EXTENSIBILIDAD DE LAS FORMULACIONES EN PRODUCTO
TERMINADO. LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD D E
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
SEPTIEMBRE DEL 2008.

MUESTRA RESULTADO
(mm)
F1* 69.44
F2** 65.36

F1* gel extracto alcohdlico de las hojas de chocho

F2** gel extracto etéreo de los alcaloides totales del grano de chocho
En el cuadro N° 12 se puede observar que el prangmiextensibilidad mas alto se
obtuvo en el gel de la formulacibn F1, permitienqoe el gel alcance mejores
propiedades de extensibilidad, mientras que eldgela formularibn F2 posee menor

extensibilidad.
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Estos valores pueden tomarse como referencia pacangrol de calidad de estos

fitomedicamentos. Ver anexo 2

3.4.2.3 DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD

CUADRO N° 13. VALORES DE VISCOSIDAD DE LAS FORMULACIONES EN PRODUCTO
TERMINADO. LABORATORIO FLUIDOS. FACULTAD DE MECANICA. ESPOCH.
RIOBAMBA.
SEPTIEMBRE DEL 2008.

MUESTRAS RESULTADO
(cp)
F1* 58.70
F2* 55.58

F1* gel del extracto alcohdlico de las hojas de chocho
F2** gel del extracto etéreo de los alcaloides totales del grano de chocho

Como se puede aprecia en el Cuadro N° 13 los wattleeriscosidad concuerdan con los
valores obtenidos de extensibilidad en las dos dtaaowones, apreciandose que la
formulacion F1 presenta mayor viscosidad y extélddtol, mientras que en la
formulacién F2 posee menor diametro de extensdillig viscosidad ademas se pueden
tomar como referencia para el control de caliddghalucto terminado. Ver anexo 3.

3.4.2.4 DETERMINACION DE LA CONSISTENCIA

CUADRO N° 14, VALORES DE CONSISTENCIA DE LAS FORMULACIONES EN PRODUCTO
TERMINADO. LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
SEPTIEMBRE DEL 2008.

MUESTRAS RESULTADO
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F1* Hidrofilico, homogéneo ligeramente untuoso al tacto
libre de grumos
F2** Hidrofilico, homogéneo ligeramente untuoso al tacto

libre de grumos
F1* gel del extracto alcohélico de las hojas de chocho
F2** gel del extracto etéreo de los alcaloides totales del grano de chocho

Como se aprecia en el Cuadro N° 14 las caractasstibservadas en los dos geles son
muy similares y se pueden tomar como referencia glacontrol de calidad.
3.4.3 CONTROL MICROBIOLOGICO

CUADRO N° 15. RESULTADOS OBTENIDOS DE LOS ENSAYOS MICROBIOLOGICOS REALIZADOS
EN LAS FORMULACIONES DEL PRODUCTO TERMINADO. LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA.
SEPTIEMBRE DEL 2008.

MUESTRA MICROORGANISMO METODO RESULTADO LIMITE

MAXIMO
ACEPTADO
UFC/g
F1* Aerobios mesofilos Siembra enAusencia 10.000
profundidad
F2** Hongos y levaduras placa erAusencia <100
extension

F1* gel del extracto alcohdlico de las hojas de chocho
F2** gel del extracto etéreo de los alcaloides totales del grano de chochos

En el cuadro N° 15 se expresa los resultados alatemiel control microbioldgico de los
geles, se realiz6 en base a parametros establgoios USP25 para el recuento de
aerobios mesofilos, hongos y levaduras, observé&ndpsge no existe crecimiento
microbiano, por lo tanto resultan aptos para lacapion, este parametro es muy

importante para certificar la inocuidad de losegadbtenidos.

3.5.2 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS
GELES DE LA FORMULACION F1 Y FORMULACION F2 EN HERI DAS
INFECTADAS CON E. coliATCC 9637 y S aureusATCC 13709.
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El extracto alcohdlico de las hojas de chocho gxédacto etéreo del grano de chocho a
una concentracion de 10 mg/mL, se incorporaronesf@amente como principio activo
en la formulacion de un gel, el mismo que fue aplac en la piel de ratonddus
musculus(25 g de peso corporal), con infeccién epidérninchucida porE. coliy S.
aureus En este ensayo como control positivo se uti@dérema silvadin (sulfadiazina de
plata al 1%), mientras que los controles negativosonstituyeron: el gel placebo y un

grupo experimental de animales infectados sinrrigato.

3.5.2.1DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INHIBICION
BACTERIANA DE LAS FORMULACIONES F1 Y F2 AL 1% EN
HERIDAS INFECTADAS POR CEPAS DE E. coli ATCC 9637

CUADRO N° 16. TEST DE TUKEY PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE IN HIBICION
BACTERIANA DE LAS FORMULACIONES F1 Y F2 AL 1% EN HERIDAS CO N
INFECCION EPIDERMICA CAUSADA POR CEPAS DE E. coli. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
OCTUBRE DEL 2008.

Categorias Diferencia Significativo
T3~T4 5,433 Si
T3~T5 3,367 Si
T3~T2 0,767 Si
T3~T1 0,733 No
T1~T4 4,700 Si
T1~T5 2,633 Si
T1~T2 0,033 No
T2~T4 4,667 Si
T2~T5 2,600 Si

T5~T4 2,067 Si
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GRAFICO N° 1. CURVA DEL PORCENTAJE DE CICATRIZACION DE LAS HERIDAS, MEDIANTE LA
APLICACION DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS, SOBRE E. coli. FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
OCTUBRE DEL 2008.

Como se observa en el graficBINsegun el test de Tukey al analizar las diferesneisre
grupos con un intervalo de confianza del 95 %, \dbtas los siguientes porcentajes en
el proceso de inhibicién bacteriana: T1 (gel deframto alcohdlico de las hojas de
chocho al 1%) con el 84%; el tratamiento T2 (gell eéktracto etéreo de los alcaloides
totales del agua de coccion del grano de chocht?@l correspondiente al 86%; el
tratamiento T3 (sulfadiazina de plata al 1%) co@38k; el tratamiento T4 (animales sin
tratamiento) el 39% vy el tratamiento T5 (gel plagebon un 59%, aplicados sobre
heridas de 1 cm. de didmetro con infeccién epidg&npiorE. coli y tratadas durante

cuatro semanas

Se encontr0 que entre los tratamientos T1-T2sytdatamientos T3-T1 no existe una
diferencia significativa comprobando que estadistiente son iguales. Ver Cuadro N°
16, Grafico N° 1, Anexo N°1

3.5.2.2DERMINACION DEL PORCENTAJE DE INHIBICION BACTERIANA
DE LAS FORMULACIONES F1 Y F2 AL 1% EN HERIDAS
INFECTADAS POR CEPAS DE S. aureusATCC 13709.
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CUADRO N° 17. TEST DE TUKEY PARA LA DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE IN HIBICION
BACTERIANA DE LAS FORMULACIONES F1 Y F2 AL 1% EN HERIDAS CON
INFECCION EPIDERMICA CAUSADA POR CEPAS DE S. aureus. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
OCTUBRE DEL 2008.

Categorias Diferencia Significativo
T3~T4 4,867 Si
T3~T5 2,767 Si
T3~T1 0,667 No
T3~T2 0,567 No
T2~T4 4,300 Si
T2~T5 2,200 Si
T2~T1 0,100 No
T1~T4 4,200 Si
T1~T5 2,100 Si
T5~T4 2,100 Si
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GRAFICO N° 2. CURVA DEL PORCENTAJE DE CICATRIZACION DE LAS HERIDAS, MEDI ANTE LA
APLICACION DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS, SOBRE CEPAS DE S. aureus
ATCC 13709. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
OCTUBRE DEL 2008.

Como se aprecia en el grafic8 Nsegun el test de Tukey al analizar las difereneidre

grupos con un intervalo de confianza de 95 %, dstraugue el tratamiento: T1 (gel del
extracto alcohdlico de las hojas de chocho al 18a)et 87%, el tratamiento T2 (gel del
extracto etéreo de los alcaloides totales del dgueoccion del grano de chocho al 1%)
correspondiente al 86%, y el tratamiento T3 (sudizida de plata al 1%) con el 92%,

aplicados sobre heridas de 1 cm. de diametro decdidn epidérmica poB. aureusy



69

tratadas durante cuatro semasan iguales estadisticamente, en comparacion kon e
tratamiento T4 (animales sin tratamiento) con &48 el tratamiento T5 (gel placebo)
con el 61%; en los cuales su porcentaje de inldibiciacteriana es estadisticamente
menor. Ver Cuadro NP7, Grafico N° 2, Anexo N°2
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. Mediante la determinacion del perfil cromatogréafide los alcaloides totales
contenidos en los extractos por el método de crognatia en capa fina se
comprobd6 que el compuesto mas representativoasatbide de la lupanina con
42%.

2. El andlisis estadistico del porcentaje de inhilidi@cteriana y cicatrizacion de
las heridas de 1 cm. de didmetro con infeccidnéspitta causada pok.coli
ATCC 9637 y tratadas durante 4 semanas, se ha temcdo que entre los
tratamientos T1-T2 y T3-T1, no existe una diferansignificativa, lo mismo
ocurre para heridas con infeccion epidérmica caupadS. aureusATCC 13709,
tratadas en las mismas condiciones, debido a gquadtamientos T1, T2 y T3,
presentan similar actividad. Por lo tanto se pugiiear cualquiera de ellos para

lograr un tratamiento eficaz.

3. Se comprueba la hipoétesis planteada pues el dgaraldo del extracto alcaloidal
del chocho cumple con los requisitos de calidaficaea terapéutica.
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar otro tipo de presentacifaresacéuticas como cremas,
unguentos en los cuales se pueda comprobar dnelgio activo tiene la misma

eficacia terapéutica.

2. Continuar la investigacion con estudios de estdaliy del periodo de vida util

de los dos geles, considerando el tiempo de consérv.

3. Efectuar trabajos de investigacion sobre la togitidn los extractos alcaloidales

del chocho para determinar otros posibles efdatosacologicos.

4. Realizar investigaciones que permitan aprovechiapreductos que se desechen
0 que puedan causar contaminacion ambiental, boggndo de esta manera a la
salud publica y al ecosistema.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

La presente investigacion se llevd a cabo en logrédorios de la Facultad de Ciencias
de la ESPOCH, con el financiamiento del SENACYNEP con el objetivo de evaluar

la actividad antibacteriana de un gel obtenidoedélacto alcaloidal del chochbypinus
mutabilis Swe@t utilizando el agua de desamargado del chochoequén subproducto
de desecho. Se trabajo con los extractos: alca@hdkclas hojas de chocho obtenido por
maceracion y etéreo de los alcaloides totalesrdelogde chocho obtenido por extraccion
liquido-liqguido con éter. Se determinaron paransetfdsicos, organolépticos y
microbioldgicos. Para la elaboracion de los getesealizaron dos formulaciones, en la
formulaciéon F1 se adiciond el extracto alcaloidal las hojas de chocho y en la
formulacién F2 se adicion6 el extracto etéreo de diraloides totales del grano de
chocho. El control de calidad de los geles sezéan base a parametros establecidos
por la USP 25. La actividad antibacteriana de lelegyfrente al control positivo de la
crema Silvadin (sulfadiazina de plata), a una comaeidon del 1%, aplicados
diariamente sobre heridas de 1cm de diametro clatdidn epidérmica causada por
E.coli ATCC 9637 en ratondglus musculuslurante 4 semanas se obtuvo los siguientes
porcentajes de inhibicion bacteriana: 84%, 86% % 98spectivamente; para heridas con
infeccidn epidérmica causadas [®aureusATCC 13709, en las mismas condiciones se
obtuvo: el 87%, 86% y 92%. Comprobando que los dos gelescyelma tienen similar

actividad antibacteriana.
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SUMARY

The present investigation was carried out in thier®e Faculty Lab of the
ESPOCH with the SENACYT and INIAP funding to evakiathe
antibacterial activity of a gel obtained from thHkadoid extract of the lupine
(Lupinus mutabilis Sweetusing the de-bittering water from the lupine
which is a waste byproduct. The following extractgere used: alcoholic
one from the lupine leaves obtained by maceratimh the etereuos one
from the total alkaloids from the lupine grain ab&d by liquid-liquid
extraction with ether. The physical, organolepticd amicrobiological
parameters were determined. For the gel elaboratrorformulations were
carried out. In formulation 1, the alkaloid extré@m the lupine leaves was
added and in the formulation 2 the etereous exthtbtal alkaloids from
the lupine grain was added. The gel quality contvak performed on the
basis of parameters established by the USP 25aiftigacterial activity of
the gels against the positive control of the Siiwadream (silver
sulfadiazine) at 1% concentration, applied daily tom wounds with
epidermic infection caused . coli ATCC 9637 in miceMus Musculus
was observed during four weeks. The following petages of bacterial
inhibition were obtained: 84%, 86% and 93% respebt] for the wounds
with epidermic infection caused . aureusATCC 13709 in the same
conditions, 87%, 86% and 92% were abtained. Thegeale and the cream

have a similar antibacterial activity.
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CAPITULO VIlI

8. ANEXOS

ANEXO N° 1. UNIDADES DE ESTUDIO PARA DETERMINAR EL PORCENTAJ E DE INHIBICION

BACTERIANA, DE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS, APLICADOS EN LA PIEL DE
RATONES CON INFECCION EPIDERMICA CAUSADA POR CEPAS DE E. coli. ATCC

9637.
GRUPO DE ESTUDIO CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO
T1 T2 T3 T4 T5
Formulacion F1  Formulacién F2  Sulfadiazina de plata Animales sin Gel placebo
Semanas tratamiento
Diametro Diametro Diametro Diametro Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2,3 2,2 2,7 0,2 1,5
2 5,4 5,4 6,0 1,3 2,3
3 7,0 7,1 7,8 2,8 3,9
4 8,4 8,6 9,3 3,9 5,9

ANEXO N° 2. UNIDADES DE ESTUDIO PARA ESTABLECER EL PORCENTAJE DE INHIBICION

BACTERIANA DE LOS TRATAMIENTOS, APLICADOS EN LA PIEL DE RATO NES
CON INFECCION EPIDERMICA CAUSADA POR CEPAS DE S. aureus. ATCC13709.

GRUPO DE ESTUDIO CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO
T1 T2 T3 T4 T5
Formulacion F1  Formulacién F2  Sulfadiazina de plata Animales sin Gel placebo
Semanas tratamiento
Diametro Diametro Diametro Diametro Diametro
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 2,2 2,4 2,7 0,5 1,8
2 57 55 6,1 1,9 3,0
3 7,4 7,2 8,0 3,4 4,1
4 8,7 8,6 9,2 4,3 6,1
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ANEXO N° 3. DETERMINACION DE LOS VALORES DE pH DE LOS EXTRACT OS

REPETICIONES pH EXTRACTO ALCOHOLICO pH EXTRACTO ETEREO DE LOS
DE LAS HOJAS DE CHOCHO ALCALOIDES TOTALES DEL
GRANO DE CHOCHO

1 5,30 11.0

2 5,29 11.0

3 5,31 11.04

4 5,30 10.98

5 5,30 11.0
X=5.3 X=11.00

ANEXO N° 4. DETERMINACION DE LOS VALORES DE pH DE LAS FORMU LACIONES.

REPETICIONES pH GEL DEL EXTRACTO pH GEL DEL EXTRACTO

ALCOHOLICO DE LAS HOJAS ETEREO DE LOS
DE CHOCHO ALCALOIDES TOTALES DEL
GRANO DE CHOCHO
1 6,01 6,69
2 6,01 6,70
3 6,02 6,68
4 6,02 6,69
5 6,02 6,68
X=6,015 X=6,69

ANEXO N° 5. DETERMINACION DE LOS VALORES DE EXTENSIBILIDAD D E LAS FORMULACIONES

REPETICIONES GEL DEL EXTRACTO GEL DEL EXTRACTO ETEREO
ALCOHOLICO DE LAS DE LOS ALCALOIDES TOTALES

HOJAS DE CHOCHO DEL GRANO DE CHOCHO
1 69.45 65.36
2 69.43 65.36
3 69.44 65.37
X=69,44 X=65.36

ANEXO N° 6. DETERMINACION DE LOS VALORES DE VISCOSIDAD DE LAS FORMULACIONES.

REPETICIONES GEL DEL EXTRACTO GEL DEL EXTRACTO ETEREO
ALCOHOLICO DE LAS DE LOS ALCALOIDES TOTALES

HOJAS DE CHOCHO DEL GRANO DE CHOCHO
1 58.69 55.58
2 58.71 55.57
3 58.70 55.58

X=58.70 X=55.58
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ANEXO N° 7. OBTENCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE CHOCHO (Lupinus
mutabilis Sweet). LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. AGOSTO DEL 2008.

FOTOGRAFIA N° 4. OBTENCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
CHOCHO 1. MACERACION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO EN EL
ULTRASONIDO 2.CONCENTRACION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO
EN EL ROTAVAPOR.

ANEXO N° 8. OBTENCION DEL EXTRACTO ETEREO DE LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO
DE (Lupinus mutabilis Sweet). LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. AGOSTO DEL 2008.

FOTOGRAFIAN°5. OBTENCION DEL EXTRACTO ETEREO DE LOS ALCALOIDES TOTALES
DEL GRANO 1. COCCION DEL GRANO DE CHOCHO 2. EXTRACCON
DE LOS ALCALOIDES TOTALES DEL AGUA DE COCCION CON ETER.
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ANEXO N° 9. PRESENTACION DE LOS GELES ANTIBACTERIANOS DE USO TOPIC O AL 1%

LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA. AGOSTO DEL 2008.

FOTOGRAFIA N° 6. GELES ANTIBACTERIANOS DE USO TOPICO AL 1% 1. GEL DEL EXTRACTO

ALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE CHOCHO 2. GEL DEL EXTRACTO ETEREO
DE LOS ALCALOIDES TOTALES DEL GRANO DE CHOCHO.

ANEXO N° 10. HERIDA EN RATONES Mus musculus CON INFECCION EPIDERMICA. INDUCIDA POR

CEPAS DE S. aureus. ATCC 13709 Y E. coli ATCC 9637.BIOTERIO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. OCTUBRE DEL 2008

SEnERN

LY

FOTOGRAFIA N° 7. HERIDAS EN RATONES Mus musculus CON INFECCION EPIDERMICA

INDUCIDA POR CEPAS DE S. aureus. ATCC 13709 Y E. coli ATCC 9637 1.

HERIDA DE 1cm DE DIAMETRO 2. INOCULACION DE LAS BACTERIAS EN LA
HERIDA PROVOCADA.
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EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS APLICADOS SOBRE HERIDA S DE 1cm DE
DIAMTRO CON INFECCION EPIDERMICA PROVOCADA POR E. coli ATCC 9637.

BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. OCTUBR E DEL 2008

GEL HOJAS
CHOCHO

GEL GRANO
CHOCHO

CREMA

SULFADIAZINA
DE PLATA

SIN
TRATAMIENTO

GEL
EXCIPIENTES

DIA 28

FOTOGRAFIA N° 8. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS APLICADOS SOBRE HERIDAS CON

INFECCION EPIDERMICA PROVOCADA POR E. coli 1. DIA 1 INICIO
DEL TRTAMIENTO 2. DIA 28 CICATRIZACION DE LA HERIDA
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ANEXO N° 12. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS APLICADOS SOBRE HERI DAS DE 1lcm DE
DIAMTRO CON INFECCION EPIDERMICA CAUSADA POR S. aureus. ATCC 13709. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. OCTUBRE DEL 2008 .

DIA1 DIA 28

GEL HOJAS
CHOCHO

GEL GRANO
CHOCHO

CREMA
SULFADIAZINA
DE PLATA

SIN
TRATAMIENTO

GEL
EXCIPIENTES

FOTOGRAFIA N° 9. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS APLICADOS SOBR E HERIDAS CON
INFECCION EPIDERMICA PROVOCADA POR S.aureus 1. DIA 1
INICIO DEL TRTAMIENTO 2. DIA 28 CICATRIZACION DE LA HER IDA.



