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1. INTRODUCCION

El uso de plantas con fines terapéuticos ha evolucionado elaborandose diversas formas
farmacéuticas. La mayoria de ellas presentan efectos fisiol6gicos por la presencia de uno o
mas principios activos que se encuentran sometidos a variaciones fisicas. La OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) ha establecido que "una planta medicinal es un vegetal
que contiene sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o sintesis quimico-
farmacéutica cuya accion farmacoldgica depende de la combinacién de los principios

activos denominandose fitofarmacos".1

La mayoria de los fitofarmacos no cuentan con un registro sanitario o una base cientifica
que garantice la inocuidad, efectividad asi como analisis fisico-quimicos o microbioldgicos
que verifiquen la calidad de las materias primas y de los productos terminados. Con el
objetivo de regular la produccion y comercializacion de productos naturales fue aprobado
como Reglamento  Técnico  Centroamericano, RTCA 11.03.56:09, Productos
Farmacéuticos. Productos Naturales Medicinales para uso Humano. Verificacion de la
Calidad que establece las pruebas analiticas que deben ser realizadas para verificar la

calidad de los productos naturales medicinales de uso humano. >

En Noviembre del 2011 fue presentado en la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Nacional Autébnoma de Nicaragua, UNAN-Ledn "Verificacion de la calidad de
un producto Fitoterapico en capsulas comercializado en los Departamentos de Managua,
Esteli y Leon, durante el periodo comprendido entre Octubre2010-Octubre 2011". Dicha
investigacion revelo, que de acuerdo a la composicion quimica de las plantas contenidas en
su marbete y el contenido fitoquimico entre las muestras difirid entre si y no corresponden

a la composicién quimica documentada.3

En octubre del 2011 se present6 en la misma Alma mater, una "Evaluacion de la calidad
microbioldgica de té comercializado en supermercados de la ciudad de Ledn". Donde se
evalué cuantitativamente la calidad microbioldgica de los diferentes tipos de té y se

identifico los principales microorganismos presentes.s

iA la Libertad por la Universidad j
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En los mercados populares y centros botanicos se comercializa un producto Mariguanol en
diversas presentaciones semisélidas (cremas , unguentos , gel )de origen desconocido, que
supone estar hecho con extracto de marihuana; pese a que segun las autoridades su
comercializacion es ilegal por no contar con Registro Sanitario; su demanda se incrementa

cada dia, por atribuirse propiedades analgésicas.

El presente trabajo investigativo estd basado justamente en la realizacion de un ensayo
microbiologico, que nos permitid verificar la calidad del producto Fitoterapico llamado
Mariguanol y evaluar si cumple con las especificaciones del RTCA vigente de acuerdo a lo
declarado en su marbete, con el proposito de brindar informacién sobre la calidad
microbioldgica de dicho producto fitoterapeutico que es ofertado sin registro sanitario y es

consumido por gran parte de la poblacién.
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2. OBJETIVOS

General

* Verificacion de la calidad microbioldgica de un producto Fitoterapico en Gel
Mariguanol mediante ensayo de Limite Microbiano segun actual Reglamento de
Verificacion de la Calidad de Productos Naturales R.T.C.A. 11.03.56:09

Especificos

* Determinacion  del contenido de  Bacterias Aerobias Mesofilas segun actual
Reglamento Técnico Centroamericano, RTCA 11.03.56:09

» Determinacion del contenido de hongos y levaduras segun actual Reglamento Técnico
Centroamericano, RTCA 11.03.56:09 en las muestras a ensayar obtenidas de
diferentes departamentos.

* Verificacién del contenido de bacterias patdgenas en muestras aisladas de resiembra
segun actual Reglamento Técnico Centroamericano, RTCA 11.03.56:09

* Valoracién microscopica de material vegetal aislado en muestras de ensayo

iA la Libertad por la Universidad j
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3.MARCO TEORICO

4.1 PRODUCTO NATURAL MEDICINALSs

Producto procesado, industrializado y etiquetado con propiedades medicinales, que
contiene en su formulacion ingredientes obtenidos de las plantas, animales, minerales o
mezclas de éstos. Puede contener excipientes ademas del material natural. Los productos
naturales medicinales a los que se les adicionen sustancias activas de sintesis quimica o
aislada de material natural como responsables de la actividad farmacoldgica, no son

considerados como productos naturales medicinales.s
4.2 DROGAS CRUDASs

Son las drogas vegetales o animales que han recibido sélo el proceso de recoleccion y

secado para estar en condiciones de ser almacenadas.s
4.3 CALIDAD DE LAS DROGAS CRUDASs

La calidad de las drogas crudas depende de numerosos factores que hacen variar el
contenido de constituyentes lo que incide en la calidad del producto terminado. Por ello, la
calidad del producto final no puede ser asegurada sin el uso de una droga cruda de buena

calidad, independientemente de cuan especial es su proceso de manufactura.s

Las drogas vegetales requieren el cumplimiento de las Buenas Précticas de
Manufactura, donde la documentacion de los tratamientos realizados a la planta

medicinal, desde su lugar de origen hasta su manufactura, constituyen una obligacion.s
4.4 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA CALIDAD DE LAS DROGAS CRUDASs

= Factores genéticos

= Estado de desarrollo

= Factores climaticos

= Factores nutricionales

= Fuente de obtencién
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= Tratamientos post-colecta o post-cosecha

= Almacenamiento.

4.5 CONTROL DE CALIDADs

Uno de los pasos imprescindibles que debe efectuarse previamente a su utilizacion en un
proceso de elaboracion industrial o magistral de medicamentos. Su realizacion responde
a la necesidad de asegurar su identidad, de garantizar su pureza, es decir de descubrir
eventuales adulteraciones, falsificaciones o contaminaciones, de certificar su estado de
conservacion y de identificar y valorar su contenido en principios activos, los cuales
son, en definitiva, los responsables de su accidon farmacoldgica y los que le confieren

valor terapéutico.s
1. Analisis de materia prima (Droga Cruda y Material semiprocesado -Extractos)
2. Producto Terminado.

4.6 CONTROL DE CALIDAD DE DROGAS NATURALESs

Tiene como objetivos cumplir con los pardmetros que aseguren la calidad de la materia

prima natural.

1. ldentificacions

* Autenticacién botanica (macro y micromorfologia) y organoléptica

* Identificacion fisica, quimica o fisica/quimica (fluorescencia, histoquimica, ensayos
fitogquimicos, cromatografia)

2. Purezas

®* Materia extrafia

®* Humedad

®* Cenizas totales y acido-insolubles

* Contaminacion microbiana

* Aflatoxinas

® Residuos de pesticidas

* Determinacién de metales pesados
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¢ Contaminacién radioactiva

3. Potencias

* Indice de amargo

* [ndice de pungencia

* Indice de hinchamiento

* indice de espuma

* indice hemolitico
® Materia extractiva

* Determinacion de grupos quimicos:
— Aceites esenciales

— Taninos

— Alcaloides totales

— Antraquinonas, etc.

4.7 CONTROL DE CALIDAD DE PLANTAS MEDICINALESs

4.7.1 PRESCRIPCIONES FARMACOPEICASe

Las farmacopeas son cddigos oficiales adoptados en donde son descritos los patrones de

calidad de los medicamentos y los métodos para su analisis.s

Aunque las disposiciones legales que rigen su aplicacion difieran de pais a pais el
objetivo final es hacer que el producto ofrecido como sustancia medicamentosa,
satisfaga un patron de calidad enmarcado en las exigencias de la monografia, cuando

sea sometido a un andlisis utilizando los métodos preconizados por la farmacopea.s

iA la Libertad por la Universidad j
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Considerando la creciente participacion de las plantas medicinales y medicamentos de
origen vegetal, se hace necesario efectuar el control de calidad atreves de eficientes
técnicas modernas. Las plantas medicinales que constituyen la materia prima para la
elaboracion de productos fitoterapeuticos poseen variaciones en el contenido de su
principio activo y pueden sufrir deterioro o contaminacion. Por esta razon el control de

calidad de las materias primas vegetales es de particular importancia.s

4.7.2NCIPALES PROBLEMASDETECTADOS EN EL CONTROL DE CALIDADs

®* La droga utilizada no esta descrita en la farmacopea y puede presentarse una
sustitucién, una falsificacion o una sofisticacions:

Adulteracion de la materia prima vegetal, las sustituciones son frecuentemente justificadas
debido a la dificultad de obtener la especie farmacopeica. Las falsificaciones son burdas
adulteraciones y en general ocurren en la recoleccion de las plantas nativas. Existen dos
tipos de sustitucion realizados por mayoristas y fabricantes sin escrdpulos en la utilizacion

de plantas de valor econdmico menor y accion farmacoldgica no comprobada.s

Las sofisticaciones son de dificil deteccion y se presentan principalmente en extractos y
tinturas, incluso drogas extraidas exhaustivamente. Consiste en adicionar a la droga
extraida sustancias naturales aisladas o sustancias sintéticas de estructuras semejantes a los

principios activos que estan contenidos originalmente en la planta.

® La parte de la planta no corresponde a la prescritas:

Los principios activos no se distribuyen uniformemente por toda la planta; la utilizacion de
partes de la planta que no corresponde a la descripcion farmacopeica, da como resultado

una materia prima pobre en sustancias activas e incluso desprovistas de ellas.s
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* Lacantidad de “sustancias extrafias” es superior a la permitidas:

La definicion farmacopeica de sustancias extrafias comprende: plantas diferentes de las
descritas, partes de la misma planta diferentes de la parte descrita y otras materias extrafas.
Algunas veces la monografia farmacopeica establece un limite para partes de la planta

diferente de la descrita.g

* El contenido de ceniza es superior al permitidos:

Las cenizas resultantes de la incineracion del material vegetal pueden ser fisiologicas y no
fisiologicas. Se denomina ceniza fisioldgica aquella derivada de los componentes minerales
de la propia planta. La que se deriva de materia extrafia se denomina ceniza no fisioldgica;

indica generalmente un procedimiento de recoleccion y almacenamiento inadecuado.s

®* El contenido de componentes activos no corresponde al prescritoe:

Indica baja calidad de la materia prima vegetal, cuando se trata de la utilizacion de la droga
vegetal para el aislamiento de sustancias vegetales puras el problema se reduce a un menor
rendimiento y eventualmente, a dificultades adicionales durante el proceso de aislamiento,

en funcion de la naturaleza y el contenido mas elevado de componentes secundarios.s

®* Contaminacion microbiol6gicas:

La contaminacién microbiana envuelve serios riesgos para los usuarios, debido a que puede
abarcar la contaminacién por gérmenes patdgenos, endotoxinas bacterianas, mico toxinas y

transformaciones microbianas de los constituyentes botanicos y compuestos toxicos.s

® Contenido de pesticidas y contenidos de metales pesados superior al permitidoe:

El aumento de la contaminacion ambiental debido a los metales tdxicos y el uso indebido
de los pesticidas a ocasionado un aumento de numero de muestras que presentan residuos

superiores a los limites admitidos.s
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4.8 CONTROL DE CALIDAD DE PRODUCTOS FITOTERAPEUTICOSs

Cuando se llevan a cabo las investigaciones para buscar o confirmar una actividad
farmacoldgica es muy importante la determinacién de los constituyentes quimicos de la
planta. Las sustancias presentes en el extracto deben ser evaluadas quimicamente, pues de
lo contrario el experimento puedes ser invalido por no utilizar un extracto estandarizado, ya
que para que los resultados sean reproducibles, los ensayos deben ser realizados con plantas

gue tengan una misma proporcion de sus constituyentes. ¢

La cromatografia es un método fisico que permite la separacion de mezclas de sustancias en
sus componentes individuales. Esta técnica permite igualmente obtener informaciones
cuantitativas y cualitativas sobre las sustancias presentes en las muestras. La técnica

cromatograficas aumenta la eficiencia en el anlisis de productos fitoterapeuticos.s

Una vez identificado el material vegetal que va a ser utilizado el siguiente paso consiste en
establecer los andlisis cuantitativos y cualitativos. El andlisis cualitativo se constituye por
definicion como la huella digital de los componentes. Incluso si las sustancias activas no
son conocidas, el cromatograma de la planta presenta una especie de disefio Unico en el cual
la proporcion de sus componentes deben ser homogéneas o variar en escalas bastante
estrechas. Si una sustancia activa es conocida se puede obtener resultados cuantitativas

siempre y cuando se disponga un patron puro de ella.e

Para seleccionar la mejor técnica cromatograficas para el analisis de una determinada
planta, es necesario evaluar los limites de deteccion, la complejidad de los extractos y la

estructura quimica de las sustancias que van a ser analizadas.s
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4.8.1LIMITESY ESPECIFICACIONES GENERALES PARA DROGAS NATURALESs:

Tablal. ESPECIFICACIONESFISICOQUIMICASs:

Contenido de agua (en drogas secas) <12%

Contenido de materia extrafa (droga seca) <2%

Arsénico <2 ppm

Metales pesados Plomo: <10 ppm
Cadmio: < 0.3 ppm

4.8.2 Tabla2. LIMITES MICROBIANOS PARA DROGAS NATURALESs:
Expresados en UFC/g o cm®

Recuento total de Aerobios viales No especifico
Recuento de propagulos de mohos <10°
Escherichia coli <10*
Salmonella Ausente

49 VERIFICACION DE LA CALIDAD DE PRODUCTOS NATURALES SEGUN EL
REGLAMENTO TECNICO CENTROAMERICANO.;

®* RTCA 11.03.56:09, productos naturales medicinales para uso humano. Verificacion de
la calidad. 15

®* RTCA (sin numero), definido como documento “Para Registro Sanitario”. 7

4.9.1 EVALUACION TECNICA,
Etiquetadoy

Debe cumplir con el RTCA 11.04.41:06 Productos Naturales de uso Humano. Productos

Naturales con propiedades Medicinales. Etiquetado de los Productos Naturales.
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4.9.2 PRUEBAS?

Tabla 3. Pruebas fisicas, quimicas y microbioldgicasz

Forma farmacéutica Pruebas

Caracteristicas organolépticas
Llenado minimo *

Cremas, Unglientos y Geles pH

Identificacidn general o especifica
Recuento microbiano

Notas:

® Las pruebas a las que se refiere la tabla N° 1 se ejecutaran cuando apliquen de acuerdo a
las monografias oficiales, o en su defecto a las aportadas por el fabricante.7

* Las especificaciones de las pruebas fisicas y quimicas mencionadas en la Tabla N° 1
serdn tomadas de los libros oficiales o de la literatura técnica reconocida, o en su
defecto las que establezca el fabricante.7

®* (*) Las pruebas indicadas con asterisco seran realizadas a los productos naturales por

vigilancia sanitaria o denuncia recibidaz
Tabla 4. Especificaciones para determinacion de recuento microbiano-

Expresados en UFC/g 0 cm3

Producto Recuento total de | Recuento total de Recuento total de
natural aerobios viables | hongosy levaduras Enterobacterias
Preparaciones <10° <107 <10"
de
administracion
topica
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Tabla 5. Especificaciones para determinacién de microorganismos patégenosz

Expresados en UFC/g o cm3

Producto Staphylococcus | Escherichia | Pseudomonas | Salmonella
natural aureus coli aeruginosa spp.
Preparaciones Ausente |  --—-- Ausente | @ --—--
de
administracion

topica

Tabla 6. Cantidad de muestras requeridas para la verificacion de la calidad de los

productos naturales medicinalesy

Cantidad (unidades)
Producto
Muestra Muestra de Total de
retencion/ muestras
contra muestra
Cremas, geles y ungientos 10 10 20
mayores de 30 g
Cremas, geles y ungientos 15 15 30
menores de 30 g

Nota:

Para la identificacion de ciertos componentes naturales es posible que se requiera una
mayor cantidad de muestra para lograr determinar la presencia de ciertos componentes,
debido a que, generalmente, éstos se encuentran en pequefias cantidades en los productos
naturales medicinales, por lo tanto, la autoridad reguladora se reserva el derecho de solicitar

mayor cantidad de muestras para efectos de analisis.7
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4.9.3 Caracteristicas organolépticas 7

® OQlor
® Color
® Textura

® Determinacion de pH
* Area de extensibilidad: El rango se establece en dependencia del producto
® Viscosidad: Da informacion de la consistencia del producto

* Analisis Reoldgico

4.10 GELES

Se denominan geles a coloides transparentes. Sistema de dos componentes, rico en liquido,
de naturaleza semisolida. Debido a que las particulas brownianas estdn cargadas
eléctricamente, hay interaccion entre ellas. Esto da lugar a que formen una estructura
regular, lo que les da una consistencia que no es la rigida de un cristal, pero tampoco la de
fluido que corresponde al liquido. La caracteristica comun de los geles es la presencia de un

tipo de estructura continua que les proporciona las propiedades de los semisolidos.s

4.10.1 CLASIFICACIONs

+ Dependiendo de su comportamiento frente al agua

« Segln el nimero de fases en que estan constituidas

« Clasificacion de los geles por su viscosidad

» Clasificacion de los geles por su estructura

« Clasificacién en funcién del origen y / o naturaleza de los polimeros

« En funcioén de la naturaleza de la fase interna
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DEPENDIENDO DE SU COMPORTAMIENTO FRENTE AL AGUA

 Geles hidrofilos o hidrogeles: constituidos por agua, glicerina, propilenglicol u otros
liquidos hidrofilicos. Gelificados por sustancias de tipo poliméricas, goma tragacanto,
almidon, derivados de la celulosa, polimeros carboxilicos o silicatos de aluminio y

magnesio.g

* Geles hidraéfobos o lipogeles (oleo geles): constituidos por parafina liquida adicionada de
polietileno o por aceites grasos gelificados por anhidrido silicico coloidal o por jabones de
aluminio y zinc.s
® Los lipogeles son vehiculos oleosos oclusivos, de muy diversa consistencia, que
los hace aptos para el tratamiento de dermatosis cronica, por su accién emoliente-
lubricante. Estos vehiculos son de eleccion debido a su inercia quimica,
especialmente utilizados en los preparados oftalmicos, ya que los principios
activos por sus caracteristicas intrinsecas producen en el paciente un excesivo
reflejo de lagrimeo, lo que lleva a un tiempo de permanencia muy corto en el
lugar de aplicacion. La formulacion en el seno de un excipiente oleoso permite
solventar este hecho.g
®* A las bases hidrocarbonadas se les puede adicionar sustancias como ceras,

lanolina, derivados de la lanolina y alcoholes grasos (cetilico y cetoestéarilico).o

SEGUN EL NUMERO DE FASES EN QUE ESTAN CONSTITUIDAS

» Geles monofasicos: el medio liquido lo constituye una sola fase o liquidos miscibles;

agua-alcohol, solucion hidroalcohdlica, aceite, etc.1o

* Geles bifasicos: constituidos por dos fases liquidas inmiscibles, formandose una

estructura transparente con propiedades de semisélido.1o
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Los geles bifasicos se subdividen en dos grupos:
—Los TOW gels
—Los TAS gels

En los TOW gels el lipido se incorpora a la micela que forma el emulgente, el cual
se comporta como agente solubilizante. Los TOW gels son geles bifasicos micelares O/
W; se presentan en forma de un sistema de cristales liquidos, transparentes, y viscosos. Son
sonoros o vibrantes a la percusion, también se les denomina con el nombre de ringing gels.

A estos geles se les puede incorporar sustancias tanto lipo como hidrosolubles.11

Esta formulacion es simple en cuanto a ejecucion y comprende: 11

¢ Uno o méas emulgentes hidrofilos de elevado HLB, capaz de formar micelas.
¢ Un cosolvente que facilita la micelacion del liquido.

¢ Un lipido fluido.

O Agua.

Los TAS gels son geles transparentes basados en emulsiones de siliconas W / S
(agua / silicona). Se consideran como una crema transparente de agua en siliconas, de gran

aplicacion cosmética.11

Modus operandi: Mezclar la fase acuosa sobre la fase oleosa lentamente y con agitacion. Se

elaboran en frio.11

A esta formulacion pueden incorporarse diversas sustancias como clorhidrato de aluminio,

filtros solares. Se aplican cuando hay que formular geles hidrorrepelentesiy

iA la Libertad por la Universidad j



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua-Leén

Facultad De Ciencias Quimicas Carrera De Farmacia

CLASIFICACION DE LOS GELES POR SU VISCOSIDAD;,

* Geles fluidos
* Geles semisolidos
* Geles sdlidos (formulacion de los sticks desodorantes y colonias solidas)

Clasificacion de los geles por su Estructurais

. Geles elésticos
Un gel tipico elastico es el de gelatina, se obtiene por enfriamiento del sol liéfilo que
resulta cuando se calienta esta sustancia con agua. Otros soles dan geles elasticos, por
ejemplo: agar, almidon, pectina, siempre que no sean demasiado diluidos. El gel eléstico
por hidratacion se regenera. Cuando un gel elastico ha tomado mucho liquido, por ejemplo
agua, de la fase vapor, todavia puede adsorber cantidades considerables cuando se lo
coloca en el liquido, aumentando notablemente el volumen del gel; este fendmeno se llama

imbibicion o hinchamiento o sweeling. 13

. Geles no eléastico
El gel no eléstico mas conocido es el del acido silicico o gel de silice. Se obtiene
mezclando soluciones de silicato de sodio con acido clorhidrico en concentraciones
apropiadas. Un gel no elastico (silice) se hace vitreo o se pulveriza y pierde su elasticidad

por secado.

Los geles no elésticos no tienen imbibicion o hinchamiento, pueden tomar liquido sin

cambio de volumen. 13
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EN FUNCION DE LA NATURALEZA DE LA FASE INTERNA14

« Inorganicos: como el magma de bentonita.

* Orgénicos:
— Naturales: como la goma arabiga y la gelatina

— Sintéticos: como la carboximetilcelulosa sodica

4.10.2 Estabilidad de Geles:4

Los factores desencadenantes de la inestabilidad de un gel son:
» Temperatura

» Cambios de pH

» Agitacion violenta

« Electroélitos

4.10.3 DEFINICION FARMACOTECNICA14

e Hidroxipropilcelulosa

Los geles son formas farmacéuticas de consistencia semirrigida, generalmente no tienen

aceites grasos, destinados a aplicarse sobre las membranas mucosas, no tienen poder de

penetracion, por eso se utilizan para ejercer accion topica (de superficie).14

4.10.4VENTAJAS Y DESVENTAJASDE LOS GELES4

Ventajas
® Son bien tolerados

®* Facilmente lavables

®  Producen frescor
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Desventajas
®* Incompatibilidad con numerosos principios activos
® Tendencia a la desecacion

* Bajo poder de penetracion (indicados para tratamientos superficiales)

4.10.5 MECANISMO DE FORMACION DE UN GELs

Los productos gelificantes se pueden agrupar del siguiente modo:

* Polimeros que dan lugar a un gel dependiente del pH del medio.

® Polimeros que dan lugar a un gel por si mismo, independiente del pH del medio.12

Los primeros dan lugar a soluciones &cidas que al neutralizar con las bases adecuadas,
aumentan la viscosidad y disminuyen la turbidez del medio. EI mecanismo por el cual se
forma el gel es el siguiente: a bajos valores de pH, se disocia una pequefia proporcion de

grupos carboxilicos del polimero, formando una espiral flexible.

La adicion de una base produce la disociacion de grupos carboxilicos, ionizandose,
creando repulsion electrostatica entre las regiones cargadas, expandiéndose la molécula,
haciendo mas rigido el sistema, gelificAndolo. Se pasa de una estructura espiralada a una
desenrollada o extendida, ejemplo Carbomer. Si se agrega un exceso de base puede
producir una pérdida de viscosidad al neutralizarse los grupos carboxilicos. El agregado de
electrolitos a estos geles, como por ejemplo cloruro de sodio, disminuye la viscosidad, ya
que los grupos carboxilicos cargados se rodean de cationes metalicos, produciéndose una

neutralizacion de cargas, impidiendo la formacién de una matriz rigida. 15

Los segundos no precisan ser neutralizados para la formacion del gel, gelifican por si
mismo, forman puentes de hidrdgeno entre el solvente y los grupos carboxilicos del

polimero.is
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Merecen especial mencidn dentro de este tipo de preparados los denominados Plastibases

(N.R.), vehiculos de consistencia de gel y reologia plastica. 15

4.11 ANALISIS MICROBIOLOGICO
4.11.1 PRUEBA DE LIMITE MICROBIANO 5

Este procedimiento se aplica a materias primas, productos en proceso y productos
terminados. Estas muestras pueden ser medicamentos, fitofarmacos, cosméticos, alimentos
procesados y otros. Lo que varia son las especificaciones dependiendo del tipo de muestra
que se analiza. Esta prueba es utilizada para estimar el nimero de microorganismos
aerobios viables, hongos y levadura presentes y para determinar la ausencia de especies

microbianas patdgenas en productos medicinales.1s

RECOMENDACIONES GENERALES3s

= Durante la preparacion y la realizacion de las pruebas, deben tomarse las precauciones
asépticas necesarias para la manipulacion de las muestras.

= A menos que se indique algo diferente, cuando el procedimiento especifique
simplemente incubar, mantener el envase en el aire que este termostaticamente
controlado a una temperatura entre 30°C y 35°C, durante un periodo de 24 a 48 horas.

= El tiempo transcurrido desde la preparacién de la primera dilucién hasta su

incorporacion con el medio de cultivo no debe exceder de una hora.

El termino crecimiento se usa aqui con un sentido especial, es decir, para designar la

presencia y supuesta proliferacion de microorganismos viables.1s
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PRUEBAS PREPARATORIAS6

La validez de los resultados de las pruebas que se describen depende, en gran medida, de
que pueda demostrarse de manera adecuada que las muestras a las que se aplican no
inhiben, por si solas, la multiplicacion, bajo las condiciones de la prueba, de los

microorganismos que pudieran estar presentes.is

Antes de realizar una prueba de manera periddica y segun las circunstancias lo exijan
posteriormente, las muestras diluidas del material que se desea analizar se deben inocular
con cultivos viables de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y

Salmonella separados.1e

Esto se puede lograr agregando 1 mL de una dilucién de no menos de 10 3de un caldo de
cultivo de 24 horas del microorganismo a la primera dilucion (en Solucion Amortiguadora
de Fosfato de pH 7,2, Medio Liquido de Digerido de Caseina y Soja, 0 Medio Liquido de
Lactosa) del material de prueba y siguiendo el procedimiento de prueba.

Si el o los microorganismos no crecen en el medio utilizado, queda invalidada esa parte del

andlisis y debe modificarse el procedimiento, ya sea:

®* Mediante un aumento en el volumen de diluyente, manteniendo la misma cantidad de

material de prueba.

®* Mediante la incorporacion de una cantidad suficiente de agentes inactivantes adecuados

en los diluyentes.

®* Mediante una combinacion apropiada de las modificaciones indicadas anteriormente

para permitir el crecimiento de los in6culos.16

4.11.2 MUESTREOs

Proporcionar muestras de 10 mL o 10 gramos para cada una de las pruebas requeridas en la

monografia correspondiente.1s
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4.11.3PROCEDIMIENTOgs

Preparar la muestra que se desea analizar con un tratamiento apropiado a sus caracteristicas
fisicas y que no altere el nUmero y tipo de microorganismos presentes originalmente, a fin
de obtener una solucion o suspension de la totalidad o parte de la muestra que sea adecuada

para el o los procedimientos de prueba que se deben llevar a caboie

En el caso de ceras, cremas, unguentos y liquidos inmiscibles con agua, preparar una
suspension con ayuda de una cantidad minima de un agente emulsionante estéeril adecuado

(por ejemplo, uno de los polisorbatos), utilizando un mezclador mecanico y calentando a

una temperatura que no exceda de 45°C, si fuera necesario, y proceder con la suspension
seglin se indica en Recuento Total de Microorganismos Aerobios y en Prueba para
determinar la ausencia de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa y Prueba para

determinar la ausencia de Salmonella spp y Escherichia coli.1s
4.11.4 METODO DE RECUENTO DE MICROORGANISMOS;

Se basa en factores tales como la naturaleza del producto y el limite de microorganismos
requerido. EI método seleccionado debe permitir que se someta a prueba un tamafio de

muestra suficiente para juzgar el cumplimiento con la especificacion 17

Método de extendido en placa 17

Es el método de eleccion para anaerobios facultativos y cultivo de microaerdfilos
Meétodo de vertido en placa. .17

Esta técnica se usa generalmente para bacterias aerobias obligatorias

4.11.5VALORACION;7:

Es de las formas farmacéuticas mas engorrosas en el tratamiento de la muestra

Microbiologia: Este tipo de forma sufre con Frecuencia contaminacion
*Aerobios y Mesofilos

*Hongos y Levaduras
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«Staphylococcus aureus
*Pseudomona aeruginosa
*Enterobacterias
Clostridium

4.11.6 MEDIO DE CULTIVOgg

El medio de cultivo es la combinacion solida o liquida de nutrientes y agua. Usualmente
incluye sales inorganicas, carbohidratos y vitaminas y aminoacidos. A menudo se
denomina Medio Basal y puede ser suplementado con algun regulador de crecimiento y

ocasionalmente con varias sustancias.1s

Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta: sin agua y
nutrientes minerales la planta no puede vivir ni in vitro ni in vivo. También se debe afiadir
azucares al medio de cultivo, ya que las plantas (o sus fragmentos) no son completamente

autotroficas cuando se desarrollan en estas condiciones. 1s

Tabla 7. Necesidades nutricionales y hormonales de los cultivos de drganos y tejidos

vegetalesis

Agua

Sustancias Elementos
organicas Macro Micro

Fe
Azlcares N Zn
Aminoacidos P B
Auxinas K Mn
Citoquininas Ca Cu
Giberelinas Mg Ni
Acidoabcisico S Co

Al

Mo

|
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Medio solido1g

Medio solido es todo aquel que contiene un agente gelificante. La dureza del medio

depende principalmente de dos factores;so:

pH: es necesario un pH de 3,5-4,0 como minimo para que el gelificante actué; a pH menor
de 3,5 el medio se puede licuar. Hay que tener en cuenta que después del autoclavado el pH

baja en promedio medio punto y que sigue bajando durante el cultivo.1g

Composicion quimica del medio: algunos gelificantes (p.e. Gelrita) solidifican en presencia
de cationes divalentes, por lo que si el medio a utilizar es bajo en sales puede resultar

conveniente afiadir una cierta concentracién d un cation divalente.1o
Los gelificantes mas usados en el cultivo in vitro sonj:

Agar: es una mezcla de polisacaridos extraidos de un alga marina. Tiene una elevada masa
molecular, tiene la capacidad de hidratarse y formar una red. La planta no puede digerirlo

ni adsorberlo, ademas no interacttia con los componentes nutritivos del medio.1g

El agar se funde a altas temperaturas (100° C), solidifica alrededor de los 40°C y no se
degrada con la luz. Generalmente se utiliza a una concentracién de 0,6 — 1%. EIl principal

problema con este gelificante es su elevado coste.19

Gelrita: es un heteropolisacaridoanionico natural producido por una bacteria, que forma
geles semejantes al agar. Se puede usar a una concentracion de 0,15 — 0,30%. Los geles de
gelrita son notablemente mas claros que los de agar, y también cuajan mas rapidamente. El

coste de la gelrita es menor que el del agar.19
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4.12 RECUENTO MICROBIANO

4.12.1 TECNICAS DE RECUENTO

Finalizado el tiempo de incubacion, se realiza el recuentozo.

®* Se toman en cuenta Unicamente aquellas cajas Petri que tengan entre 30 y 300
colonias.

* Este nimero de colonias es estadisticamente representativo.

®* Aquellas placas que tengan méas de 300 colonias se reportan como
“INCONTABLES”.

® Para el recuento bacteriano se puede usar cuenta colonias

®* Puede ser contada toda la placa o por cuadrantes.
® Cuando la carga bacteriana es alta, se toma en cuenta un cuadrante con carga alta, y

se multiplica por cuatro.

®* Luego se suma el resultado de ambas diluciones realizadas por duplicado y se saca

el promedio.

®* Los resultados se expresan en colonias por ml. Los resultados también pueden
expresarse en unidades formadoras de colonias (UFC), el valor de UFC es un valor
que expresa el numero relativo de microorganismos de un taxén determinado en un

volumen de un metro cubico de muestra.

®* Terminado el conteo por cualquier método, se debe aplicar la siguiente formula para
obtener el No. de UFC/ ml o UFC/g.

UFC/ml 6 UFC/g = No. de colonias por placa X el factor de dilucién *

ml de la muestra sembrada

*Factor de dilucion: inversa de la dilucion
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4. HIPOTESIS

Los resultados de Ensayos Microbioldgico del producto Fitoterapico Mariguanol, indican
que es una falsificacion artificiosa que no cumple con las especificaciones requeridas para

un producto natural de acuerdo al RTCA vigente
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5.MATERIAL Y METODO

DISENO METODOLOGICO

5.1Tipo de estudio:
Experimental y Descriptivo

Area de estudio:

Laboratorio de Farmacognosia y Microbiologia del departamento de Farmacia Industrial de

la carrera de Farmacia facultad de Ciencias Quimicas de la UNAN-ledn

5.2Universo:
Productos Fitoterapicos en presentaciones semisolidas, Comercializados en los

departamentos de Nicaragua utilizados como rubefaciente y analgésico.

5.3 Muestra:

Veinticuatro pomos de producto Mariguanol en gel comercializado en los departamentos

de Chinandega, Ledn, Esteli y Managua

v 6 Pomos de 30 gramos cada uno, procedentes de diferentes establecimientos
fitomedicinales de Ledn

v 6 Pomos de 30 gramos cada uno, procedentes de diferentes establecimientos
fitomedicinales de Chinandega

v 6 Pomos de 30 gramos cada uno, procedentes de diferentes establecimientos
fitomedicinales de Esteli

v 6 Pomos de 30 gramos cada uno, procedentes de diferentes establecimientos

fitomedicinales de Managua
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5.4 Criterios de inclusion:
Productos fitomedicinales en presentacion farmaceutica semisélida de mayor venta a nivel
nacional, elaborados bajo dudosa aprension de manufactura y que no cumplan con

reglamento fitosanitario de registro

5.5 Criterios de exclusion:
Productos fitomedicinales en presentacion farmaceutica semisélida de mayor venta a nivel
nacional, elaborados bajo adecuadas normas de manufactura y que cuenten con registro

fitosanitario

5.6 Unidad de analisis:

Gel fitomedicinal

5.7 Plan de anélisis:
Realizar pruebas microbiologicas para verificar la calidad del producto Fitoterapico

Mariguanol gel mediante:

®* Prueba de Recuento de organismos Mesoéfilos aerobios, tomando en cuenta las

caracteristicas de crecimiento bacteriano y periodo de incubacion.
* Determinacion de microorganismos patdgenos

* Recuento de hongos filamentosos y levaduras

5.8 Variables a estudiar
v Limite microbiano
v Bacterias aerobias mesofilas
v Hongos y levaduras

v Bacterias patégenas
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5.8.1 Tabla 8. Operacionalizacion de las variables

Variable a Definicion Indicadores Escala de medicién
estudiar
5.8.1.1 Limite Recuento de los Hongos y Presencia
microbiano microorganismos levaduras <107 Ausencia
viables E. coli Ausencia
presentes en una Pseudomona a.
muestra no estéril,  Ausencia

para determinar si  Salmonella
se encuentra dentro  Ausencia
de los limites Staphylococcus
establecidos. a. Ausencia
v’ Bacterias Bacterias que viven UFC Presencia
en presencia de Ausencia
oxigeno libre a
mesofilas temperaturas entre
15°Cy45°C.
v Hongos y Organismos UFC Presencia
eucarioticos, Ausencia
quimioheterotrofos,
con una pared
celular que puede
contener quitina,
celulosa 0 ambas.
v’ Bacterias Se encuentran UFC Presencia
presentes en los Ausencia
alimentos, pueden
originar las
intoxicaciones y
toxiinfecciones
alimentarias

aerobias

levaduras

patdgenas
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5.9 PROCEDIMIENTO:
l. Actividades a realizar

a.l. procedimiento para la adquisicion de la muestra

Para la adquisicion de la muestra se considerd los departamentos de Chinandega, Leon,
Esteli y Managua en los cuales fue conocido a través de un indice de comercializacion
realizado en 2010 al ser los departamentos con mayor auge de consumo Yy ventas de
fitomedicamentos, posteriormente se procedido la gestion de compra en dichos
departamentos indicando considerando los puntos de mayor afluencia por parte de la
poblacién (mercados), para cumplir con el requisito de inclusion como era productos
fitomedicinales en presentacion farmacéutica semisélida de mayor venta a nivel nacional,
elaborados bajo dudosa aprensién de manufactura y que no cumplan con reglamento
fitosanitario de registro.

a.2 Procedimiento para Determinacion de Microorganismos

Recomendaciones Generales:

v Toda muestra debera analizarse bajo condiciones asépticas.

v El tiempo transcurrido desde la primera dilucién hasta su incorporacién en el medio de
cultivo, no debera exceder de una hora.

v Antes de proceder a realizar el andlisis microbiolégico los envases que contienen la

muestra, deberan ser limpiados con algodon y alcohol de 70° y se debe esperar a que
seque el envase para luego iniciar el trabajo.

a. Preparacion de la muestra

1. Setomaron cuatro pomos de Mariguanol de cada departamento en estudio.

2. Setom¢ la mitad de cada gel de los cuatro pomos para obtener nuestro pool utilizando
una espatula diferente, esta previamente esterilizada, para cada pomo.

3. Luego se adiciono 10g del pool a un erlenmeyer que contenia 90 mL de solucion
fosfato (diluyente), para obtener nuestra dilucién 10™

4. De la mezcla del punto 3, se tom6 1mL y se adiciono a un tubo de ensayo que contenia
9mL de solucién fosfato dilucién 107, de esta se tomé 1mL y se agregd a otro tubo de

ensayo que contenfa 9mL de solucién fosfato dilucién 107, de igual modo hasta llegar

a ahtonar dilucianes hasta 10>
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5. Trabajando por duplicado se adiciono un mililitro a cada plato Petri, luego se adiciono

el medio de cultivo estéril Agar Tripitica Soya a una temperatura de 45°C adicionando
de 15 a 18 mL a cada plato Petri.

6. Posteriormente trabajando por duplicado se adiciono un mililitro a cada plato Petri,
luego se adiciono el medio de cultivo estéril Agar Saburaud Dextrosa a una
temperatura de 45°C adicionando de 15 a 18 mL a cada plato Petri. Se agito
suavemente en forma de ocho hasta logra una homogenizacion muestra-agar.

7. Del pool se tomd 10g de la muestra y se adicionaron a un erlenmeyer que contenia 90
mL de caldo lactosa, luego se tomaron de nuevo del pool otros 10g y se agregaron a un
erlenmeyer que contenia 90mL de caldo Triptica Soya. Se agito suavemente en forma
de ocho hasta logra una homogenizacién muestra-agar.

8. Enuna caja Petri se adiciono de 15 a 18 mL de Agar estéril Triptica Soya para el
Control de la esterilidad del medio de cultivo y a otra placa petri para Control del
Medio Ambiente del mismo medio, se adiciono de 15 a 18 mL y se dejé la placa Petri
abierta por 10 minutos.

9. Seguido en una caja Petri se adiciono de 15 a 18 mL de Agar Saburaud Dextrosa para
el Control de la esterilidad del medio de cultivo y a otra placa Petri para Control del
Medio Ambiente del mismo medio, se adiciono de 15 a 18 mL y se dejé la placa Petri
abierta por 10 minutos.

10. Se procedio a la incubacidn a diferentes temperaturas de las muestras para Bacteria
Aerobias Mesdfitas a 36-37°C por 48 hrs. Y para Hongos y Levaduras a 20-22°C de 5 a
7 dias de incubacidn, para proceder a su recuento.

a.2.1.Recuento De Organismos Mesofilos Aerobios
Método En Placa:

NOTA: En funcion del grado de contaminacion esperado en el producto, efectuar las
diluciones decimales que se estimen convenientes para que 1 g contenga entre < 10 *UFC /
g (mayor significado estadistico). Cuando no se tiene antecedentes al respecto es
conveniente efectuar hasta la dilucién 10 y ampliar o reducir el nimero de diluciones en
base a la experiencia
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a.2.1.1 Efectuar tres diluciones decimales:

- Primera dilucion: se toman 10 ml de muestra. Se afiaden a 90 ml del diluyente
seleccionado contenido en un Erlenmeyer.

- Segunda dilucion: Transferir 1 ml de la primera dilucion a un tubo de ensayo conteniendo
9 ml de solucion diluida de Fosfatos pH 7.2 (diluyente).

- Tercera dilucion: Transferir 1 ml de la segunda dilucién a un tubo de ensayo conteniendo

9 ml de solucion diluida de Fosfatos pH 7.2 (diluyente).

NOTA: Utilizar una pipeta Unica para cada dilucion.

v Simultdneamente inocular por duplicado 1 ml de cada dilucién del producto en platos
petri, afadir a cada placa 15 —20 ml de medio Agar tripticaseina previamente
esterilizado y mantenido en bafio Maria a temperatura entre 45-48 °C (para mantenerlo
fundido).

v Con movimientos suaves rotatorios, mezclar la alicuota de la muestra con el medio de
cultivo, evitando que se produzca un derrame. Permitir que el medio solidifique e
incubar las placas en posicion invertida a 35 °C - 37 °C , durante 48 — 72 horas.

v Después del periodo de incubacion contar el nimero de UFC con ayuda del contador de
colonias. Se determina la media o promedio de UFC por cada dilucion. Informar el
namero de UFC por gramo o por ml del producto, considerando el factor de dilucién de
la muestra.

v El producto se acepta si se observan UFC en cantidades menores de 10° UFC por ml de

muestra.
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a.2.2 Recuento De Hongos Filamentosos Y Levaduras

v

Se procedio igual como se indica en el recuento de organismos mesofilos aerobios,
con la excepcion que se utiliza el medio agar dextrosa — sabouroud o agar dextrosa —
papa. incubar a 22°C - 25°C durante cinco a siete dias.

Después del periodo de incubacion contar el nimero de UFC existentes con ayuda del
contador de colonias. Informar el nimero de UFC por ml de muestra, tomando en

cuenta el factor de dilucion de la muestra. El producto se acepta si hay ausencia de

colonias o la cantidad existente es menor de 107 colonias por ml de muestra.

a.2.3 Determinacion De Microorganismos Patdgenos.

a.2.3.1Staphylococcus aureus

Medir 10 ml de muestra con 90 ml de cultivo enriquecido a 35°C - 37°C, durante 24 — 48

horas. Examinar el medio visualmente. Si hay crecimiento, a partir del caldo, hacer una

resiembra por estria cruzada en Agar Bair Parker e incubar los platos en posicion invertida

a 35°C - 37°C, durante 24 — 48 horas. Debera establecer la ausencia del patdégeno para

considerar conforme la prueba

a.2.3.2 Salmonella

v

Medir 10 ml de muestra y afiadir a un volumen de 90 ml de Caldo Lactosa e incubar a
35°C - 37°C, durante 24-48 horas. Examinar el medio para ver si hay crecimiento
(turbidez).

Si lo hay, agitar el medio y tomar 1ml y afiadirlo a tubos de ensayo ( 2 ) que contienen
10 ml de Caldo Selenito-cistina y Caldo tetrationato. Mezclar e incubar de 12 a 24
horas a 35°C - 37°C.

Una vez incubado, con un asa se toma una muestra a los tubos de ambos caldos y se
efectla una resiembra al menos en dos medios sélidos diferentes. Se puede elegir entre
los siguientes: Agar verde Brillante, xilosa-lisine-dexosicolato y agar citrato-
desoxicolato. Invertir los platos e incubar a 35°C — 37°C, durante 48 — 72 horas.Debera

establecer la ausencia del patdégeno para considerar conforme la prueba
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a.2.3.3 Escherischia coli

Medir 10 ml de muestra y afiadir a un volumen de 90 ml de Caldo Lactosa e incubar a
35°C - 37°C, durante 24-48 horas. Examinar el medio para ver si hay crecimiento
(turbidez). Si lo hay, transferir con un asa al Agar Mac Conkey. Incubar de 48 a 72 horas a

35°C - 37°C.Debera establecer la ausencia del patégeno para considerar conforme la prueba
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ANALISIS
DE LOS
RESULTADOS
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Tabla No 1 Resultados Flora Aerobia Meséfilas

RESULTADOS OBTENIDOS MEDIO DE CULTIVO TRIPTICA SOYA

Muestras Lectura a las 24 hrs Lectura a las 48 hrs
DILUCIONES
10? 10? 10° 10* 10° CE C¥ 10? 10? 10° 10* 10°
M1 n o o 250 UFC/g 32 UFClg 0 UFC 2UFC o o o 272 UFC/g 108 UFC/g
M2 o o o 220 UFC/g 26 UFC/g o o o 258 UFClg 98 UFC/g
M3 a a a 228 UFClg 22 UFClg a a a 240 UFC/g 76 UFC/g
M4 a o o 230 UFC/g 23 UFClg o o o 262 UFC/g 94 UFC/g

C.*

0 UFC

C¥

2 UFC

M1: Muestra 1 Adquirida en el departamento de Ledn

M2: Muestra 2 Adquirida en el departamento de Chinandega
M3: Muestra 3 Adquirida en el departamento de Managua
M4: Muestra 4 Adquirida en el departamento de Esteli
UFC/g: Unidades Formadoras de Colonias por gramos
a:>300UFC/g

C.*: Control del medio

C.¥:Control de ambiente

La tabla 1 evidencia los resultados obtenidos para el ensayo de Bacterias Aerobias
Mesdfilas aplicado a muestras de Mariguanol gel, de los diferentes departamentos con el
medio Triptica Soya; del cual posterior a la incubacion se procedio a realizacion de las
lecturas , para lo cual a las 24 horas de incubacion se obtuvieron mas de 300 UFC/g en las
diluciones 10™%-10" para todas las muestras ensayadas ;dichos valores sobre pasan el valor
contable por placa , por lo cual para las diluciones 10“-10° se logro identificar con
exactitud en base el recuento que la muestra M1 presenta el mayor indice de contaminacion
seguido de las muestras M2, M4 y M3, dichos valores corresponden a valores por encima

del R.T.C.A vigente seccién microbiolégica para flora aerobia mesofila cuyo limite es <10?

Los resultados de las 48 horas reflejan la confirmacion en cuanto a que en las diluciones

10™-10" se logro identificar con exactitud en base el recuento que la muestra M1 presenta
el mayor indice de contaminacion seguido de las muestras 2,4,3 , y que dichos valores
corresponden a valores por encima del R.T.C.A vigente seccion microbiolégica de para

flora aerobia mesofila cuyo limite es <10

No se evidencio crecimiento en el control del medio, el control de ambiente, se evidencia

poco crecimiento de flora de ambiente.
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Tabla No 2 Resultados de las caracteristicas Morfologicas

MORFOLOGIA COLONIAL BACTERIANA

Muestras Superficie Borde Forma Pigmentacion
M1 Plano-convexa Redondeado circular Verde musgo
M2 Convexa Ondulado irregular Verde palido
M3 Convexa Redondeado circular Verde; crema
M4 Convexa Redondeado circular Crema

M1: Muestra 1 Adquirida en el departamento de Ledn

M2: Muestra 2 Adquirida en el departamento de Chinandega
M3: Muestra 3 Adquirida en el departamento de Managua
M4: Muestra 4 Adquirida en el departamento de Esteli

Plano-convexa:
Convexa:
Redondeado:
Ondulado:
Circular:
Irregular:

La tabla 2 evidencia la morfologia de las colonias obtenidas en la determinacion de
Bacterias Aerobias Mesofilas en medio de cultivo Triptica Soya, aplicado a muestras de
Mariguanol gel; La morfologia de las colonias es una de las caracteristicas bésicas de las bacterias y es
indispensable su estudio para comenzar correctamente una identificacion preliminar.

Los resultados evidencian que las bacterias desarrolladas presentaron amplia variedad de
tamanos y formas, predominado principalmente bacterias de borde redondeado, superficie

convexa y forma circular de coloraciones verdosas, para las muestras de los diferentes
departamentos.
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Tabla 3 Resultados Bacterias Aerobias Mesofilas en medio selectivos

RESULTADOS OBTENIDOS EN MEDIO SELECTIVO

Medio BAM M1 M2 M3 M4
Baird Parker Staphylococcus spp. Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
EMB Esherichia coli Ausencia Presencia Presencia Ausencia
Cetrimide Pseudomona spp. Presencia Presencia Presencia Ausencia
XLD Salmonella spp. Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

M1: Muestra 1 Adquirida en el departamento de Ledn

M2: Muestra 2 Adquirida en el departamento de Chinandega
M3: Muestra 3 Adquirida en el departamento de Managua
M4: Muestra 4 Adquirida en el departamento de Esteli

BAM: Bacterias Aerobias Mesofilas

EMB: Eosina Azul de Metileno

XLD: xilosa-lisine-dexosicolato

La tabla 3 nos refleja el resultado obtenidos en medios de cultivo selectivo posterior a la
resiembra de colonias obtenidas en la lectura de Bacterias aerobias mesofilas en medio de
cultivo Triptica soya en muestras de Mariguanol gel; para los cual los resultados obtenidos
evidencian que la muestra M1 mostro crecimiento de Pseudomona spp. (EI Medio
Cetrimide medio selectivo para Pseudomona spp., se observa la caracteristicas de las
colonias , color verde y fluorescentes a la luz UV); Para la muestra M2 se evidencia la
presencia de Esherichia coli (EI Medio EMB medio selectivo para Escherichia coli se
confirma la presencia de esta bacteria en las muestras M2 y M3, ya que las colonias
mostraron color verde con brillo metalico a luz reflejada) y Pseudomona spp; para la
muestra M3 se determino el crecimiento de Esherichia coli y Pseudomona spp. ; La
muestra M4 no evidencia crecimiento de bacterias enteropatogenas en los medios de cultivo

selectivos ensayados.

En Medio Baird Parker medio selectivo para Staphylococcus spp., mostro ausencia ya que

las caracteristicas para indicar esta bacteria son halos y anillos con coloracion negra

De lo anterior se refleja que las muestras M1, M2 y M3 no cumplen con los requisitos
establecidos para la ausencia de bacterias entero patogenas de acuerdo a R.T.C.A para

formas farmacéuticas de uso topico.
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Tabla 4 Resultados obtenidos de cultivo Sabouraud

RESULTADOS OBTENIDOS MEDIO DE CULTIVO SABOURAUD

Muestras Lectura a las 7 dias
DILUCIONES
10* 102 10° 104 10° (= C¥
M1 o ] a 276 UFClg 30 UFC/g 0 UFC 2 UFC
M2 o o a 264 UFClg 19 UFClg
M3 o o el 268 UFClg 21 UFClg
M4 o o a 272 UFClg 24 UFClg

M1: Muestra 1 Adquirida en el departamento de Ledn

M2: Muestra 2 Adquirida en el departamento de Chinandega

M3: Muestra 3 Adquirida en el departamento de Managua

M4: Muestra 4 Adquirida en el departamento de Esteli

UFC/g: Unidades Formadoras de Colonias por gramos

a:>300UFC/g

C.*: Control del medio

C. ¥: Control de ambiente

La tabla 4 evidencia los resultados obtenidos para el ensayo de Hongos y Levaduras
aplicado a muestras de Mariguanol gel, de los diferentes departamentos con el medio

Sabouraud; del cual posterior a la incubacion se procedio a realizacion de las lecturas , para
lo cual a los 7 dias de incubacion se obtuvieron mas de 300 UFC/g en las diluciones 107
10 para todas las muestras ensayadas; dichos valores sobre pasan el valor contable por

placa , por lo cual para las diluciones 10™-10 se logro identificar con exactitud en base el
recuento que la muestra M1 presenta el mayor indice de contaminacién seguido de las
muestras M4, M3 y M2 , dichos valores corresponden a valores por encima del R.T.C.A

vigente seccién microbiolégica de recuento de hongos y levaduras cuyo limite es <10?

No se evidencio crecimiento en el control del medio, el control de ambiente evidencia poco

crecimiento de flora de ambiente
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Tabla No 5 Determinacion de pH

Muestras pH
M1 5.93
M2 5.6
M3 5.82
M4 5.22

M1 Muestra 1 Adquirida en el departamento de Ledn

M2 Muestra2 Adquirida en el departamento de Chinandega
M3 Muestra 3 Adquirida en el departamento de Managua
M4 Muestra 4 adquirida en el departamento de Esteli

La tabla 5 refleja la determinacion de pH aplicado a muestras de Mariguanol gel, de los
diferentes departamentos, obteniendo en todas las muestras un pH entre 5.22 a 5.93,
presentando caracteristicas levemente acida; estos valores se presume por el uso de
vehiculos o componentes en el momento de su elaboracion que proporcionan las
condiciones para obtener un pH similar al de la piel, ya que dado los resultados obtenidos
anteriormente, el producto no cumple con las especificaciones establecidas por el R.T.C.A.

vigente.
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Tabla 6 Caracteristicas organolépticas

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Muestras textura olor color Presencia de
grumos

M1 Homogénea de consistencia semiviscosa Caracteristico a esencia Verde amarillo Negativo
con pequefias partes de hojas en su interior  de alcanfor

M2 Homogénea de consistencia semiviscosa Caracteristico a esencia verde Negativo

salicilato de metilo

M3 Homogénea de consistencia semiviscosa Caracteristico a esencia Verde amarillo Negativo
con pequefias partes de hojas en su interior  alcanfor

M4 Homogénea de consistencia semiviscosa Caracteristico a esencia verde Negativo

con pequedias partes de hojas en su interior  de mentol

M1 Muestra 1 Adquirida en el departamento de Ledn

M2 Muestra2 Adquirida en el departamento de Chinandega
M3 Muestra 3 Adquirida en el departamento de Managua
M4 Muestra 4 adquirida en el departamento de Esteli

La tabla 6 indica las caracteristicas organolépticas de las muestras de Mariguanol gel, de
los diferentes departamentos; Las que muestran consistencia semiviscosa, aspecto de gel
homogéneo; igualmente se aprecia contenido de trozos de material vegetal para las
muestras M1, M3 y M4, la muestra de Chinandega no evidencia contenido de trozos de

material vegetal.

El olor percibido para las muestras M1 y M3 es mayormente caracteristico para alcanfor,
moderadamente para salicilato de metilo, para las muestras de Chinandega se percibe este
ultimo en mayor grado, La muestra de Esteli percibe olor caracteristico de mentol en mayor

grado y moderado para salicilato de metilo.

Las coloraciones obtenidas para las diferentes muestras resulta no ser homogéneo de verde

a verde-amarillento.
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RESULTADOS DE VALORACION MICROSCOPICA DE MATERIAL VEGETAL CONTENIDO EN
MUESTRAS DE ENSAYO

Los resultados siguientes evidencian los hallazgos de la valoracion microscopica realizada
tras la valoracion organoléptica y sensorial de las muestras de Mariguanol gel, de los
departamentos; de Leon, Managua y Esteli, en la cual dichas muestras presentaban en su
contenido trozos de material vegetal , el material vegetal en mencion se procedio analizar
segun su contenido en comparacion con material vegetal de
acuerdo a caracteres de claves botanicas evidenciando que el
material vegetal corresponde aun borde aserrado, con la
presencia de vesiculas secretoras lo que indica ser una especie

productora de aceites esenciales, a su vez los indices de
estomas indican ser al menos dos especies diferentes las

contenidas en las muestras de acorde a los diferentes indices de estomas obtenidos en la cual

en la muestra de Esteli 365 estomas
En la muestra de Managua se observo 415 estomas,

En la muestra de Leén 24 estomas
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Un aspecto que resalta en las muestras es la presencia de tricomas

caracteristicos de acorde con la bibliografia con Cannabis sativa, % ®

M e

En la muestra de Esteli . 1 - {

Otro aspecto observado fue el tipo de venacion en los

trozos de material vegetal de la muestra de Managua, de

tipo reticular.

Las hojas de Cannabis sativa, estan cubiertas de tricomas glandulares en cuya secrecion se
encuentran varios alcaloides con efectos alucinégenos. En el analisis realizado en los trozos de
material vegetal que contenian tres de las cuatro muestras ensayadas, reflejaron tener tricomas pero
no del tipo de C. sativa, de igual manera en el analisis de nimeros de estomas, las muestras
evidenciaron tener diferentes cantidades de estomas, por lo que no tiene las caracteristicas botanicas

de C. sativa.
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CONCLUSION

Realizado el trabajo experimental se concluye que:

El andlisis microbiologico efectuado en muestras de Mariguanol, obtenidas en
diferentes departamentos, evidenciaron un alto grado de contaminacion bacteriana, con
valores por encima del rango de aceptacion establecido por el Reglamento Técnico

Centroamericano R.T.C.A 11.03.56:09 vigente seccion microbiolégica para flora

aerobia meso6fila cuyo limite es <10°.

Las muestras analizadas evidenciaron la presencia de bacterias patdgenas, como
Esherichia coli, Pseudomona ssp. y Salmonella spp. Por lo que estas no cumplen con el
R.T.C.A. 11.03.56:09, ya que estas bacterias no deben estar presentes en ninguna forma

farmacéutica, por poner en riesgo la salud del paciente.

En el recuento de hongos y levaduras, las muestras ensayadas reflejaron valores que
sobre pasan el rango de aceptacion establecido por el Reglamento Técnico

Centroamericano R.T.C.A 11.03.56:09 vigente cuyo limite es <10?

Dado el caracter legal de consumo de la especie C. sativa, muestra testigo no logro
adquirirse en la presente investigacion de material vegetal aislado de las muestras en
estudio perteneciente a los departamentos de Le6on, Managua Yy Esteli para corroborar el
caracter descrito es las referencias bibliograficas acerca de las claves taxondmicas de la

especie.
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RECOMENDACIONES

Basado en el estudio realizado se recomienda:

®* Realizar ensayos fisicoquimicos que permitan la cuantificacion de los componentes
presentes en el marbete del producto en estudio Mariguanol, que declara que contiene
mentol, alcanfor y salicilato de metilo.

* Efectuar estudios para la verificacion de la calidad a productos medicinales de mayor
auge que no cuenten con registro sanitario.

® Al realizar un anélisis en productos medicinales, tomar como referencia el Reglamento
Técnico Centroamericano 11.03.56:09 que indica las pruebas a realizar segin la
presentacion farmaceutica.

®* Persuadir como profesionales de la salud a la poblacion, a tener mayor cuidado con los
productos a base de plantes que se distribuyen libremente en mercados y pulperias, sin
ningun respaldo cientifico.
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ANEXOS

Anexo 1. Lectura 24 horas control de medio y ambiente

Anexo. 2 Lecturas de 24 horas
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Anexo 4. Lectura de 24 horas muestra Managua

Anexo 5. Lectura de 24 muestra Esteli
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Anexo 5. Lectura de 48 horas de muestras de Leon

Anexo 6. Lectura de 48 horas muestra Chinandega
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Anexo 8. Lectura de 48 horas muestra Managua

Anexo 9. Lectura 48 horas muestra Esteli
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Anexo 12. Medio selectivo cetrimide muestra de Ledn

Anexo 14.medio selectivo EMB Muestra Ledn
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Anexo 15. Medio selectivo cetrimide Muestra Chinandega

Anexo 16.medio selectivo XLD muestra Chinandega
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Anexo 18 Medio selectivo EMB Muestra Chinandega
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Anexo 21.Medio selectivo XLD Muestra Managua
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Anexo 24. Medio selectivo EMB Muestra Esteli

Anexo 25. Medio selectivo cetrimide Muestra Esteli

iA la Libertad por la Universidad j



Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua-Leén

Facultad De Ciencias Quimicas Carrera De Farmacia

Anexo 27. Prueba confirmatoria de Sthaphylococcus a.en las muestras
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Anexo 28. Lectura de 7 dias muestra Leon en medio sabouraud para hongos y levaduras
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Anexo 31. Lectura de 7 dias muestra Esteli en medio sabouraud para hongos y levaduras
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Anexo 33. Caracteristicas organolépticas de las muestras ensayadas
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Anexo 35. Muestras estudiadas
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