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Resumen y Abstract Vi

RESUMEN

Momordica charantia L. (Curcubitaceae), conocida en Colombia como balsamina, es una
planta medicinal reconocida por su actividad hipoglicemiante. Actualmente se viene
utilizando tanto el material vegetal proveniente de cultivo, como de crecimiento silvestre
para la elaboracién de productos fitoterapéuticos. Sin embargo se desconoce el impacto
de la fuente de obtencién de la droga cruda sobre la calidad de los mismos y no se

dispone de una monografia o guia de control de calidad para su analisis.

Con el objetivo de aportar informacién que sirviera como herramienta para su control de
calidad y como recomendacion en la elaboracion de extractos, se realiz6 el analisis
comparativo de muestras de ejemplares silvestres y de cultivo, obtenidas bajo condiciones
controladas. Al material vegetal se le realizaron los siguientes ensayos: descripcion
macroscopica y microscépica, pérdida por secado, granulometria, material extraible
contenido de cenizas, indice de espuma y caracterizacién microbiolégica. Se realizaron
perfiles por cromatografia en capa delgada para extractos acuosos, etandlicos e
hidroetandlicos, enfocados a la deteccion y/o confirmacién de metabolitos secundarios
reportados en la literatura y a la comparacion entre las muestras. Se encontraron algunas
diferencias en los resultados de los analisis fisicoquimicos, microbiolégicos y fitoquimicos
realizados, sin embargo, lograron establecerse algunos rangos para los parametros
cuantitativos y los perfiles de cromatografia en capa delgada, que sirven como referencia
para el control de calidad de la materia prima y son un aporte hacia la generacién de una

monografia de andlisis para esta droga.

Palabras clave
Momordica charantia L, Cucurbitaceae, cultivo, control de calidad, plantas medicinales,

extractos de plantas.
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ABSTRACT

Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) called Balsamina in Colombia, is a medicinal
plant known due to hypoglycemiant activity. Currently the raw material from wild and crop
plants is used to prepare herbal products, however its impact is unknown in the quality of

product, besides it is not available a quality monograph for analysis.

In order to contribute with information to serve as a guide for quality control and to
recommend the best conditions for preparation of extracts, it was done comparative
analysis of samples from wild and crop plants obtained under controlled conditions. The
following tests were performed for herbal material samples: macroscopic and
microscopic characterization, loss on drying, particle size, extractable material, ash,
foaming index and microbiological analysis. Thin layer chromatography was carried out to
stablish fingerprints of water, hydroalcoholic and alcoholic extracts focused to identify and
confirm secondary metabolites reported in literature and comparative of samples.

Most appropriated conditions about the raw material post-harvest management as well as
the specific methodology for each analysis of Momordica charantia L. samples were
defined. Some differences were observed in physicochemical, phytochemical and
microbiological test results, among the samples. The specifications ranges for a
guantitative analysis and the thin layer chromatography profiles were established which
serve as a reference to quality control of herbal drug and is the base to prepare a quality

monograph.

Key Words

Momordica charantia L., Cucurbitaceae, Agricultural crop, Quality control, medicinal

plants, plants extracts.
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1. INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales y preparaciones a base de ellas, ha acompafado al ser
humano a lo largo de toda su evolucion. Este conocimiento que se ha logrado a través de
la observacion, y por ensayo y error, se ha trasmitido durante diferentes generaciones y
hace parte del legado de cada cultura. No obstante los avances de la ciencia y la
aparicion de farmacos de sintesis quimica, relegaron durante mucho tiempo el uso de la

medicina tradicional, en particular para los paises occidentales.

Hace algunas décadas, el incremento de enfermedades cronicas vy el reporte de efectos
adversos marcados por el uso continuo de medicamentos, el diagndstico de nuevas
enfermedades, el limitado acceso a medicamentos, entre otros aspectos, contribuyeron a
gue el uso de plantas medicinales y mas recientemente de productos fitoterapéuticos se
retomara. Tal ha sido la participacion en el mercado de estos productos que se reportd
entre 1980 y 1995 un crecimiento del 2000% (Sharapin, 2000°). Dicha tendencia ha
estado acompafiada de cambios en estilo de la alimentacion y habitos de vida de los

consumidores (Fonnegra y Jiménez, 1999).

Sin embargo, a pesar de que el uso se ha masificado rapidamente dando respuesta al
mercado con diferentes productos fitoterapéuticos, y se ha empezado a establecer la
legislacion que regule la comercializacion en diferentes paises de América latina, se
requiere mayor énfasis en formacién de profesionales que soporten el campo técnico y
asistencial enfocado a atender las necesidades asociadas al desarrollo y uso de estos

productos.

En paises como Alemania, Francia y Estados Unidos, se ha incrementado el uso de
productos fitoterapeuticos en casi el 50% de la poblacion para algunas patologias, sin
embargo no son paises productores de las materias primas vegetales con que se
fabrican , un alto porcentaje son importadas de paises en desarrollo de América, India y
China (Cafiigueral etal., 2003).
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Brasil es el principal productor de materias primas en sur América y el lider de este campo
en la region, lo cual se atribuye al desarrollo de un programa completo que ha
involucrado la investigacion en agrotecnologia, ciencias quimicas y farmacologia, aplicado
a plantas medicinales nativas. Adicionalmente la inclusion de especies vegetales de uso
tradicional en su farmacopea, el desarrollo de estudios de accesibilidad de medicamentos
a la poblacién, entre otros han logrado una mayor participaciéon en el mercado de
materias primas vegetales y productos fitoterapéuticos a nivel mundial (Canigueral etal.,
2003).

Es de resaltar que si bien es cierto, los productos fitoterapéuticos representan menores
efectos secundarios en la mayoria de los casos, es necesario que sean desarrollados y
regulados como cualquier otro medicamento, garantizando los principios de seguridad,

eficacia y calidad.

Como parte del desarrollo de estos medicamentos se debe tener en cuenta que la calidad
de la materia prima tiene gran impacto sobre la eficacia y la seguridad de los extractos, y
de los productos fitoterapéuticos. Al ser una mezcla compleja, no sélo se debe considerar
la presencia y cantidad de principios activos sino de otros componentes que pueden
modificar la biodisponibilidad, estabilidad o potencia de la accién (Alonso, 2010).

La calidad del material vegetal puede verse afectada por la variabilidad inherente al hecho
de provenir de un ser vivo y a su procesamiento; de modo que es necesario definir las
condiciones y controlar las operaciones desde el cultivo, garantizando identidad del
material, momento y forma de la colecta, tratamiento de secado, almacenamiento y
proceso de extraccion (Sharapin, 2000% Alonso, 2010). La fuente de obtenciéon del
material vegetal tiene gran impacto sobre la calidad de la droga y en consecuencia de los

productos en que sea utilizada (Luengas-Caicedo et al., 2007).

En Colombia es la escasa investigacion sobre su propia biodiversidad. Son pocos los
esfuerzos realizados por la integracion de la investigacion en ciencias farmacéuticas
(fitoquimica / farmacotecnia y farmacolégia) con de las ciencias agronémicas para
optimizacién de condiciones de cultivo, 0 con otras ciencias, que permitan mejorar la
calidad y caracteristicas de materiales vegetales o extractos. Lo anterior ha limitado

el propio abastecimiento de material vegetal en el pais y su participacion en el
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mercado de las exportaciones hacia otros paises con altas exigencias en la calidad de las

materias primas para elaboracion de productos fitoterapéuticos (Alonso, 2010).

Un estudio realizado por el Instituto de Investigacién de Recursos Bioldégicos Alexander
von Humboldt en 2001 evidencia que el 14 % de plantas comercializadas por los
laboratorios de productos fitoterapéuticos en Colombia provienen de recoleccién silvestre,
el 39,7% de cultivo, el 16,7% pueden provenir algunas veces de cultivo o colecta silvestre,
hay 10,3% de plantas que vienen por importacién desconociendo la fuente y para el 20%
restante de especies no hay informacién disponible (Diaz et al., 2003). Lo anterior
evidencia la necesidad de masificar la generacion de cultivos de plantas medicinales
cuando sea posible, para ofrecer a los laboratorios una fuente confiable y sostenible de
material vegetal. Es importante mencionar que para la mayoria de las plantas no se tienen
reportes de estudios de especies colombianas donde se logre comparar material vegetal
obtenido de cultivo, con el proveniente de origen silvestre, que permita utilizar
indistintamente cualquiera de ellos, lo cual puede afectar la calidad de los extractos y por
ende de los productos.

Con este trabajo se buscéd proporcionar informacién que sirviera como herramienta para
control de calidad del material vegetal de la Balsamina (Momordica charantia L.), una
planta que se encuentra en el Vademécum Colombiano de Plantas Medicinales, indicada
para el tratamiento de la diabetes. Actualmente es probable que se venga utilizando el
material vegetal proveniente de cultivo y de crecimiento silvestre para la elaboracion de
productos fitoterapéuticos, sin embargo se desconoce el impacto de la fuente de
obtencion sobre la calidad de los mismos. De esta manera este trabajo generd
informacion que podria ser empleada por parte de la industria de productos

fitoterapéuticos, para el control y mejor aprovechamiento de esta planta medicinal.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Proponer parametros de calidad y rangos de variaciébn para el material vegetal de
Momordica charantia L. proveniente de individuos silvestres y de cultivo, y determinar su
influencia en la composicion de extractos.

Objetivos Especificos

. Evaluar la variabilidad en los resultados de la caracterizacion de muestras de

material vegetal de Momordica charantia L., obtenido de individuos silvestres y de cultivo.

. Determinar la influencia de algunos parametros de calidad de la materia prima

vegetal en la composicion de extractos de Momordica charantia L.

. Proponer una monografia preliminar para el control de calidad de materia prima

vegetal de Momordica charantia L.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Fitoterapia

El concepto de fitoterapia hace referencia a “terapéutica de la plantas”, es decir ciencia
gue estudia el uso de productos de origen vegetal para el tratamiento de enfermedades
(Caiigueral, 2002). Sin embargo, no se limita al uso actual de productos elaborados sino a
toda la participacién que han tenido las plantas en preparados tradicionales 0 compuestos
activos aislados, que han servido de referencia para sintesis de compuestos activos a lo
largo de la historia del hombre.

El uso de las plantas medicinales como herramienta de la terapéutica actual, ha
incrementado a medida que lo ha hecho el conocimiento cientifico que soporta su eficacia.
De igual manera ha ocurrido una transicion desde el uso de preparaciones caseras hasta
la elaboracion de productos farmacéuticos con seguridad, calidad y eficacia demostrada y
que cumplen con los estandares de los medicamentos convencionales. Tal ha sido el
crecimiento, que se cred la necesidad de generar monografias dentro de las farmacopeas
y legislacion especifica, e incluso de armonizacion entre paises para lograr un mayor
control de dichos productos. De la misma manera se ha visto reflejado en el aumento del
comercio y uso hasta en un 92%, dependiendo de la patologia en Europa (Alemania y

Francia), Asia y Norteamérica.

Un producto fitoterapéutico, segin la legislaciébn colombiana especificamente en el
decreto 2266 de 2004, por el cual se reglamentan los regimenes de registros sanitarios, y
de vigilancia y control sanitario y publicidad de los productos fitoterapéuticos, “Es aquel
producto medicinal empacado y etiqguetado, cuyas sustancias activas provienen de
material de la planta medicinal o asociaciones de estas, presentado en estado bruto o en
forma farmacéutica que se utiliza con fines terapéuticos. También puede provenir de
extractos, tinturas o aceites. No podra contener en su formulacién principios activos

aislados y quimicamente definidos. Los productos obtenidos de material de la planta
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medicinal que haya sido procesado y obtenido en forma pura no sera clasificado como

producto fitoterapéutico”.

2.2 Diabetes Mellitus

2.2.1 Patologia

La insulina es una hormona que se produce en el pancreas y que permite que la glucosa
proveniente de los alimentos, ingrese a las células donde se convierte en la energia

necesaria para el funcionamiento de los musculos y tejidos.
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Figura 2-1. Produccion y accion de la insulina. Adaptado de IDF, atlas de diabetes, 2013.

La diabetes es una enfermedad cronica caracterizada por alteraciones metabdlicas,
producto de los altos niveles de glucosa que se generan por afectacion en la secrecion y/o
accion de la insulina, o tras ser secretada, algunas anormalidades que afectan su interaccion
en los tejidos.
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Cuando la glucosa no se absorbe adecuadamente, se mantiene en circulacion
(hiperglicemia crénica) la cual estd asociada a dafio a largo plazo, disfuncién o falla de
varios o6rganos, especialmente ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos

(American Diabetes Association, 2006).

La diabetes puede ser de tres tipos:

1 Diabetes tipo | Usualmente es diagnosticada en nifios y adultos jovenes. La
causa principal es la deficiencia absoluta de la secrecion de insulina. Se
genera por la destruccion autoinmune de las células B del pancreas que secretan la
hormona.

1 Diabetes tipo II: es la forma mas comun de diabetes. La causa es la combinacién de
la resistencia a la accién de la insulina y falla en la respuesta compensatoria de
secrecion de la hormona.

1 Diabetes gestacional: Esta definida como cualquier grado de intolerancia a la glucosa
al inicio o durante el embarazo. Esta condicion se produce debido a un bloqueo en la
accion de la insulina probablemente por el efecto de las hormonas producidas en la

placenta.

A -

Insulina 1

Diabetes tipo 1

Situacion Normal 2

Diabetes tipo 2

Figura 2-2. Tipos de diabetes. Adaptado de: Atlas de IDF Diabetes Atlas, 2013.
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2.2.2. Sintomas

Los sintomas que caracterizan la enfermedad incluyen poliuria, polidipsia, polifagia y
pérdida de peso. Se Incrementa la susceptibilidad a infecciones y acetoacidosis. Dentro
de las complicaciones a largo plazo estan retinopatia y posible pérdida de la vision,
nefropatia con falla renal, neuropatia periférica con riesgo de ulceraciones y lesiones que
llevan a amputaciones en extremidades, disfuncion gastrointestinal, genitourinaria,

cardiovascular y sexual (American Diabetes Association, 2006).

2.2.3 Prevalencia de Diabetes

En un estudio reciente (IDF Diabetes atlas, 2013) se encontr6 que alrededor de 382
millones de personas en el mundo (8,3% de adultos) padecen la enfermedad, de los
cuales el 80% viven en paises con ingresos bajos-medios y que el 46% de los pacientes
no ha sido diagnosticado. Si la tendencia se mantiene, se espera que para el afio 2035 la

cantidad de personas con diabetes aumente a 592 millones.

La distribuciébn por poblaciones, indica que casi la mitad de los adultos que sufren
diabetes estan entre 40-59 afios y que actualmente existen 1,9 billones de pacientes
jovenes (0-14 afos). En cuanto a la diferencia de género, existe una leve diferencia
siendo la poblacion masculina mas afectada (198 millones de hombres frente a 184
millones de mujeres). De igual manera se observa un aumento en la cantidad de
pacientes en zonas urbanas (264 millones) frente a los que viven en areas rurales (136

millones).
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Sur—Central
America

382 Millonesde personas con
Diabetes
46% no diagnosticado

Figura 2-3. Prevalencia de diabetes en el mundo. (Adaptado de IDF Diabetes Atlas, 2013).

Al finalizar el afio 2013, la diabetes habra causado alrededor de 5,1 millones de muertes
en pacientes entre 20 y 79 afios, que representan un 8,4 % de las causas de mortalidad

entre el mismo grupo etario, con un costo de 548 billones de ddlares de inversion en

salud, que corresponde al 10,8% del presupuesto invertido a este sector.

En la regiobn de América central y del sur todos los paises tienen distribuciones en edad
similares y con un marcado incremento de afectacion en poblacion joven respecto a las
otras regiones del mundo. Cerca de 24,1 millones de personas en América (8,0% de la

poblacién adulta) padece la enfermedad y se espera que en el afio 2035 se incremente en

60%, correspondiente a 38,5 millones.

. . Poblacion afectada Poblacién
Pais Poblacién 2013 (millones) afectada (%)
Brasil 201°032.714 11,9 5,92

Colombia 47°387.109 2,1 4,43
Argentina 42°192.500 * 1,6 3,79
Chile 16°634.603 1,3 7,81

1. Estimado de poblacién de 2012.

Tabla 2-1. Poblacion de paises de Suramérica afectada con diabetes
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Brasil representa el pais con la mayor cantidad de personas afectadas por la enfermedad
y el mayor indice de mortalidad; sin embargo, Chile es el pais con mayor porcentaje de
poblacién afectada.

El gasto en salud para la diabetes esta estimado en 26,2 billones de doélares, siendo el
13% del presupuesto total (IDF Diabetes Atlas, 2012).

La prevalencia de diabetes tipo Il en Colombia es aproximadamente del 7,4% en hombres
y del 8,7% en mujeres mayores de 30 afios, siendo cuatro veces mas frecuente en la
poblacién urbana que rural, lo que lleva a pensar que los cambios en el estilo de vida,
sedentarismo y la pérdida de hébitos saludables son factores de riesgo para la
enfermedad. En un estudio desarrollado durante el afio 2007, la diabetes se clasifico

como una de las cinco causas de mortalidad en Colombia.

2.2.4 Tratamiento de Diabetes

Dentro del tratamiento farmacologico se encuentra el uso de Sulfoniureas cuyo
mecanismo de accion consiste en reforzar la secrecion de insulina. Este grupo
farmacoldgico esta contraindicado para pacientes con Diabetes Mellitus tipo I, durante
embarazo y lactancia, cetoacidosis y en pacientes alérgicos a sulfas. Dentro de sus
principales efectos adversos se encuentran la hipoglicemia, dermatosis, discrasias
sanguineas, colestasis, hiponatremia y efecto disulfiram. El farmaco mas reconocido de

este grupo es la glibenclamida.

Otro grupo farmacolégico son las Biguanidas, las cuales reducen el nivel de glucosa
plasméatica a través de la disminucién basal de glucosa hepatica y el incremento de la
sensibilidad de insulina en el musculo. De igual manera estos farmacos reducen los
niveles de triglicéridos y colesterol. Las biguanidas estan contraindicadas en pacientes
con acidosis lactica, insuficiencia renal, hepatica y cardiaca entre otras condiciones.
Dentro de los efectos adversos mas comunes se encuentran las alteraciones

gastrointestinales.

Finalmente se encuentra el grupo de los inhibidores de a-glicosidasa, representados por la

Acarbosa la cual tiene el efecto menos potente. Este farmaco logra su efecto a través
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de la reduccién de glucosa posprandial interfiriendo en la digestion de carbohidratos y el
retraso de la absorcion de glucosa. Los efectos adversos se relacionan con problemas

gastrointestinales.

La insulina es el medicamento mas utilizado cuando existe una falla de los medicamentos
hipoglicemiantes orales. Se encuentra disponible la insulina de accion rapida, insulina de

accion intermedia e insulina lispro (Oviedo et al., 2003).

2.2.5 Fitoterapia para el tratamiento de la diabetes

Existen mas de 1200 especies vegetales con potencial hipoglicemiante para el tratamiento
de la diabetes de los cuales casi la mitad tiene algun estudio que soporta su actividad y la
otra mitad se utiliza sobre la base de informacién de uso tradicional (Giner y Castillo,
2003).

lones

Pericarpio de

insulina y absorcion de glucosa, ademas
de metabolismo de grasas. Junto con el
acido nicotinico y aminoécidos, forma
parte del Factor de Tolerancia de la

Las principales clases de metabolitos asociados con relacibn a la actividad
hipoglicemiante son alcaloides, glucopéptidos, terpenos, esteroides, flavonoides vy
cumarinas entre otros:
Metabolitos/ compuestos Drogas Mecanismo Referencia
Saccharpmyces El cromo actla sobre la secrecién de (Riales y Albrink, 1891)
cereviseae

(Dilawari et al., 1981)
(Khaleeva et al.,1987)
(Vanaclocha y Caiigueral,

inorganicos Cromo Phaseolus vulgaris Glucosa (GTF), que es una proteina que 2003)
facilita la unién de insulina a receptores
celulares y el transporte de glucosa (Tomoda et al., 1987.)
Hoja de Vaccinum | dentro de la célula, normalizando el nivel (Peris et al., 1995)
myrtillus * de glucosa en sangre. (Cignarella et al.,1996)
(Blumenthal, 1998.)
Goma guar- Los mucilagos cambian sus
Cyamopsis caracteristicas fisicas en contacto con al (Landin et al, 1992)
tetragonolobus L. | agua, modificando el ambiente del
. intestino y disminuyendo la velocidad de
Semillas de L . .
absorcién de carbohidratos. Lo anterior (Anderson et al., 1999)
. - . Plantago sp . . . .
Polisacaridos Mucilagos reduce los picos de glicemia y evita la
estimulacion exdgena de la secrecion de
Semilla de insulina. También tienen efecto Sharma et al.,1990)
trigonella foenum- | hipocolesterolemiante por la formacion de | (Al-Habori y Raman, 1998)
graecum L. complejos y eliminacion de las sales (Mada, 1998)

biliares.
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Metabolitos/ compuestos

Fuente natural

Mecanismo

Referencia

Derivados
Glucidicos

Ganoderma
lucidum Karst

Actividad atribuida al contenido de

polisacaridos

(Hikino et al. 1985)
(Hirotani y Ganoderic, 1986)
(Hikino et al.,1989)

Varios
componentes

Hoja de Gymnema

Se ha atribuido la reduccién de glucosa
por el contenido de Heterdsidos
cianogenéticos.

(Kaij-a-Kamb et al., 1992)
(Masso y Adzet, 1976)

Se destaca el contenido de saponinas
triterpénicas, fitoesteroles y péptidos. Los
extractos de hojas aumentan el nimero
de células beta de los islotes de
Langerhans del pancreas, incrementando
el nivel de insulina. La actividad

(Baskaran et al.,1990).
(Okabayashi et al.,1990)
(Shanmugasundaram et al.,

sylvestre hipoglicemiante se atribuye también a la 1990).
disminucién de la absorciéon de glucosa (Fushiki et al., 1992)
intestinal y el aumento del transporte (Murakami et al.,1996)
intracelular de la misma. El uso de los (Chattopadhyay,1998)
extractos como tratamiento (Persaud et al.,1999)
complementario a la administracién de (Fletchert et al.,1999.
insulina u otros hipoglicemiantes orales,
favoreci6 la produccion de insulina
endogena y la reduccion de dosis de
farmaco respectivamente.

Se atribuye la actividad a 3 tipos de

constituyentes: Charantina  (mezcla

heterosidos de fitoesteroles), péptidos

bioactivos (polipeptido P) y alcaloides

momordicina).El j | frut men . .

( 0, ordicina) . lugo del fruto e}u enta (Lolitkar y Rajarama, 1996)

Fruto de el nimero de células beta en el pancreas,

. . . (Raman y Lau, 1996)

Momordica incrementando la capacidad celular para -

. . . (Welihinda et al., 1986)
charantia L. captar la glucosa, reduciendo la salida de

glucosa del higado, optimizando el uso de
glucosa en tejidos periféricos,
disminuyendo la absorcién intestinal de
glucosa y aumentando la sintesis de
glucdgeno en los musculos.

(Welihinda et al., 1982)

Raiz de Panax
Gingseng

Los principales constituyentes con
actividad  hipoglicemiante  son los
panaxanos. Estimulan el uso hepético de
glucosa al aumentar la producciéon de
glucosa 6-P deshidrogenasa, fosforilasa A
y fosfofructoquinasa.  Aumenta la
produccion de insulina desde los islotes
del pancreas y aumenta numero de
receptores periféricos para mejorar la
sensibilidad a la misma.

(Suzuki y Hikino,1989)
(Sotaniemi et al.,1995)
(Attele et al., 2002)
(Naval et al.,2002)

* Comision E del Ministerio de Sanidad Aleman no aprueba sus usos populares para diabetes, gota y

artritis.

Tabla 2-2. Plantas utilizadas en fitoterapia para el tratamiento de la diabetes. Adaptado de Giner y Castillo (2003).
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Los mecanismos involucrados dentro de la regulacién del nivel de glucosa estan
relacionados con antagonismo directo competitivo con la insulina, estimulacion de la
secrecion de insulina, estimulacibn de gluconeogénesis y glucolisis hepatica,
adrenomimeticismo, bloqueo de canales de potasio en las células Beta del pancreas,
estimulacion de AMPc y modulacion de la absorciéon de glucosa desde el intestino.

2.3 Momordica charantia L.
2.3.1 Cucurbitaceas

La familia Cucurbitaceae esta constituida por 110 géneros y 640 especies que abundan en
el tropico con algunas especies semidesérticas. Cuarenta y cinco especies pertenecen al
género Momordica, con un importante nimero de especies utilizadas en alimentacion

humana y animal.

Generalmente son plantas herbaceas y trepadoras que crecen rapidamente. Las flores
usualmente son unisexuales y regulares. El fruto es alargado y rugoso, con semillas
anchas y planas. Las hojas son alternas, simples, palmeado-lobulada con zarcillos
helicoidales. La mayoria de miembros tienen como caracteristica en su estructura haces

vasculares bicolaterales.

Se ha reportado la presencia de compuestos cianogenéticos, alcaloides, flavonoides y

saponinas (Trease y Evans, 2002).

2.3.2 Género Momordica

El género Momordica cubre una amplia variedad de plantas silvestres de gran importancia
por su funcionalidad en ecosistemas y aplicacion en la medicina. De igual manera,
incluye la mayoria de vegetales de la familia Cucurbitaceae que se utilizan como alimento
(Momordica charantia L).

Alrededor de 59 especies comprenden este género, siendo nativas del trépico y
distribuidas en su mayoria en Africa, diez especies en Asia, siete en la India y algunas en
sur América. Todas las especies crecen en ambientes célidos y areas humedas, con

tierras bien drenadas de pH ligeramente acido (Bharathi y Joseph, 2013).
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2.3.3 Especie Momordica charantia L.

Nombre cientifico: Mormodica charantia L.
Familia: Cucurbitaceae.

2.3.3.1 Descripcion de la planta

Es una planta medicinal nativa de varios paises tropicales, incluido Colombia (Instituto
Alexander von Humboldt, 2001).

Momordica charantia L. es conocida como karela en India, melébn amargo (por el sabor
amargo de todas sus partes) o Cundeamor en sur América. En Colombia se reconoce por
sus nombres comunes Balsamina, bejuco de coje, subicogen, pepinillo, pepino cimarrén
(Vademecum Colombiano de Plantas Medicinales, 2008) y en el Valle del Cauca, como

comidita de culebra.

Mormordica charantia L. es una planta herbacea anual, tipo enredadera, bastante
ramificada con tallo provisto de zarcillos. Las hojas son lobadas (cinco a siete |6bulos de
3-6 cm ovado-oblongos), alternas, membranosas, lisas y aterciopeladas por debajo de la

nerviacion (Lima, 2008).

Las flores son amarillas, axilares, solitarias, pedunculadas y unisexuales; tiene corola de
cinco pétalos acompafiadas de una gran bractea. Su fruto es cilindrico- alargado de
aproximadamente 2-3 cm el cual es verde cuando esta creciendo y al madurar adquiere

una coloracién naranja.

Laura Carlos, 2012, Valle del Cauca

Figura 2-4. Fotografia de Momordica charantia L.
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Esta planta crece espontaneamente en areas tropicales y subtropicales de Asia, Amazonas,
Africay el Caribe, donde también es cultivada.

Ha sido usada tradicionalmente como planta medicinal en paises como Brasil, Colombia,
Haiti, Nicaragua, México, Panam4, Perd, Ghana, India, China, Malasia, Nueva Zelanda vy
Cuba (Sarkar et al., 1996; Mahdi et al., 2003; Grover y Yadav, 2004; Lagarto et al., 2008;
Salomon et al., 2011; Yadav et al.,2010).

En Colombia crece en los departamentos de Tolima, Magdalena, Antioquia, Bolivar,
Santander, Cundinamarca, Valle del Cauca, Bolivar, entre otros. En zonas de altitud entre 340

y 1000 m.s.n.m, se han registrado ejemplares en el Herbario Nacional Colombiano.

2.3.3.2 Actividad terapéutica y farmacologia

La monografia de OMS para el fruto de Momordica charantia L. se reportan estudios que
soportan su uso como coadyuvante en el tratamiento de la diabetes y la
hipercolesterolemia y como inmunoestimulante. Como usos tradicionales se reporta en el
tratamiento de anemia, artritis, fiebre, gota, célculos renales, Ulceras pépticas, dolor de

estbmago y parasitos (World Health Organization, 2009).

Esta planta se encuentra incluida dentro del Vademécum Colombiano de plantas
medicinales, lo cual reduce los requerimientos para comercializar productos que utilicen
esta planta. La indicaciébn que se encuentra reportada es coadyuvante en el tratamiento
de la diabetes no insulino-dependiente; sin embargo, tiene alrededor de 30 usos dentro de
los cuales los mas importantes son antidiabético, antiparasitario, emenagogo, antihelmintico,
antirreumatico, antihipertensivo, antimalérico, carminativo, colerético, antipirético vy
antiflatulento. La actividad farmacolégica méas estudiada es hipoglicemiante (Sarkar et al.,
1996; Mahdi et al., 2003; Virdi et al., 2003).

Varios autores han estudiado la actividad terapéutica de Momordica charantia L.
mediante estudios preclinicos y clinicos, siendo la actividad hipoglicemiante la mas

estudiada.
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Parte de la Actividad Tipo de S ]
Planta Farmacoldgica esﬁudio ISP FEIEENEE
Bailey et al., 1985
Day et al.,1990
Todas las partes Actividad _ . o Ali et al., 1993
(fruto , _sem|||as, hipoglicemiante Invivo Estudios en ratas sin diabetes. Shibib et al., 1993
hojas) Cakici et al.,1994
Sarkar et al., 1996
Jayasooriya et al.,2000
Sharmaet al.,1960
Akhtar, 1982
toggtsrall;;os de Karunanayake et al., 1984
partes - . ‘
de la planta. _ AC.tIVIda‘d Invivo E_studlo en ratas y ratones con Sm_gh et al.,1989
. hipoglicemiante diabetes inducida por Aloxano Pari et al.,2001
(fruto ,semillas, )
hojas). Rathi et al.,2002
Kar et al.,2003
Virdi et al., 2003
Kedar and Chakrabarti,1982
Bailey et al.,1985
Day et al.,1990
Karunanayake et al.,1990
Higashino et al.,1992
toggtsrallgtsos :r‘?es Actividad Invivo Estudio en ratas, 'cone?jos y | Shibibetal., 1993
de la ol hipoglicemiante ratones con diabetes inducida por | Sarkar et al.,1996
planta. (fruto Estreptozotocina Ahmed et al.,1998
, semillas, hojas). P hmead et al.,
Sitasawad et al.,2000
Ahmed et al.,2001
Grover et al.,2002
Rathi et al.,2002
Extracto del fruto Actividad ) Ensayo clinico con nueve pacientes
en agua hipoglicemiante Invivo Diabéticos Leatherdale et al., 1981
Suspension de la _ Ac?ivida_d Invi Ensayo qll’nipp con 100 Ahmad et al., 1999
pulpa del fruto hipoglicemiante nvivo pacientes diabéticos.
Ensayo clinico controlado a nueve
Inyeccion pacientes diabéticos no insulino
subcut@nea de _ ACFIVId&l_d Invivo dgpendlentes (sels pacnentes‘ Con | boidwa et al., 1976.
proteina p- hipoglicemiante diabetes infantil, uno con al inicio
insulina pura de la madurez y dos con diabetes
quimica)
Inyeccion Actividad Ensayo clinico con 19 pacientes
subcutanea de hipoglicemiante Invivo diabéticos menores y adultos. Khannaet al., 1981
polipéptido-P pog
) Evaluada frente Escherichia coli,
Extracto de hojas Actividad Ensayode | Salmonella paratyphi,Shigella | Omoregbe et al., 1996
en agua, metanol antibacterial laboratorio dysenterae vy Streptomyces | Ogata et al., 1991.
y etanol) Griseus
Extracto de la Actividad Ensayo de Evaluada frente a Entamoeba
planta entera antiparasitaria laboratorio | Histolytica Khanet al., 1998
Evaluadafrente a Helicobacter
Extracto de la Actividad Ensayo de pylori. Se determiné la (CMI)| veagijada et al.. 1999
planta entera antimicrobiana laboratorio Concentracion minima inhibitoria '
Evaluacioén frente a Mycobacterium
. - . Ensayo de tuberculosis utilizando el método
Extracto de hojas Antimicrobiana Iaborgtorio de andlisis de susceptibilidad a Frame et al., 1998
través del sistema BACTED 460
Evaluado contra leucemia | Licastro et al.,1980
Extracto crudo y Actividad Invivo linfoide, linfoma, coriocarcinoma, | Ngetal., 1994
fracciones . : h melanoma, cancer de mama, | Battellietal.,1996
purificadas anticancerigena In vitro tumores de la piel, cancer de | Ganguly et al.,2000
prostata, lengua, laringe vy | Sunetal.,2001
linfoma de Hodgkin
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Parte de la Actividad Tipo de S q
Planta Farmacoldgica estudio DS FEIETENEE
Fraccion rica en
saponinas de . Evaluado por medicion de la
P Actividad . - - - <
Extracto etandlico L Invitro secrecion de insulina en células Il | a
. antidiabética . Keller et al., 2011
y saponinas 8 incubadas con el extracto
purificadas
Extractos del Estudio con ratas no diabéticas. Se
frut induce hiperglicemia con
rtu OSI en atgua,l Actividad Invit administracion de glucosa. Se vaday. 2010
€ alno ,fme ano hipoglicemiante nvitro evalud6 el efecto de los extractos de adav,
clorotormo y forma independiente y en uso
hexano concomitante con Glimepirida.
Extractos y - Evaluacién de actividad
fracciones de A'r?t(i:ktJI;lg::jial E Ei?;g)gg antimicrobiana S. Aureus, B. Costa, 2011
hojas Cereus, E.Coli.

Tabla 2-3. Estudios clinicos y preclinicos para evaluacion de actividad farmacolégica de Momordica charantia L. Adaptado
de (Grover, 2004).

2.3.3.3 Composicién

A través de estudios fitoquimicos, algunos autores han reportado en general compuestos
fendlicos (acidos fendlicos y flavonoides), glicdsidos triterpénicos, saponinas, glicésidos
esteroidales y una fraccion de alcaloides no caracterizados. Adicionalmente se
reportd la presencia de Momordicosidos (A, B, C, D, E, F1, F2, G, |, K, L Q),
Momordicinas (I, Il y 1ll) y proteinas (Raman y Lau, 1996).

En raices especificamente, se han aislado algunos compuestos triterpénicos conocidos
como Kuguacinas A - E (Chen et al., 2008), mientras que en partes aéreas se han reportado

Kuguacina F-S y charantal.

En los frutos se han identificado triterpenos como taiwacinas, alcaloides, fenoles, taninos,
saponinas, ademas de terpenoides cucurbitanos, responsables de la actividad (Yadav et
al., 2010). La monografia de OMS (2009) reporta adicionalmente Goyaglicosidos A - H y

Goyasaponinas | - IlI.

A continuacién se relacionan algunas estructuras quimicas representativas de compuestos
reportados para la planta, y en el Anexo 7-1 se puede envidenciar un consolidado mas

amplio.
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MOMORDICINA | KUGUACINA A

Glu—0O

3-B-D-Glucosil-sitosterol 3-B-0-D-Glucosil-B-2,25-estigmastadienol
COMPONENTES DE CHARANTINA

Figura 2-5. Estructuras representativas de los metabolitos secundarios de Momordica charantia L.

2.3.3.4 Toxicidad y Reacciones Adversas

La ingesta de todas las partes aéreas de la planta reporta baja toxicidad. En cuanto al
consumo del fruto, no manifesté signos de nefrotoxicidad ni hepatotoxicidad en animales

cuando fué administrado en dosis bajas por menos de dos meses. Sin embargo se evidencia
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en algunos estudios que tanto el fruto como las semillas tienen mayor toxicidad que las demas
partes aéreas. En cuanto a los extractos, se ha documentado que tras la administracion
intraperitoneal o intravenosa de extractos de la planta existe evidencia de alta toxicidad e

incluso la muerte (Grover, 2004).

Segun lo reportado en un estudio (Lagarto et al.,, 2008) los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de Momordica charantia L. se ensayaron en ratas para evaluar toxicidad
aguda oral e irritacion dérmica y ocular. Se administré una dosis de 2000 mg de extracto por
cada kilogramo de peso mediante un régimen de dosificacion con previo ayuno. Al
finalizar el estudio no se observé la muerte de los animales, ni alteracion de los 6rganos o
tejidos analizados. La prueba de irritacion dérmica indico que no hubo alteraciones en la piel
de los animales y se clasificaron los extractos como no irritantes. En pruebas de irritacion
ocular no se produjeron alteraciones en iris, ni conjuntiva, pero si se generaron lesiones en la

cérnea, que desaparecieron con el tiempo. Los extractos se clasificaron como no irritantes.

Dos estudios diferentes reportan DLs, de extractos hidroalcohdlicos de partes aéreas por
administracion intraperitoneal en ratones, uno mayor a 1000 mg/kg Y el otro igual a 681
mg/kg.

La DLs, de extractos hidroalcohdlicos de fruto fue de 681 mg/kg, luego de administracion por
via intraperitoneal en ratones. Los extractos acuosos de semilla, administrados por via
intraperitoneal a ratas evidenciaron una DL50 de 25 mg/kg (Taylor, 2002).

A continuacion se relacionan algunos estudios diseflados para evaluar los efectos

adversos tras la administracion del extracto en animales:

Evaluacion Parte de la planta Descripcion Resultado Referencia
Admmini 60 diari No se observo
. Jugo de la planta y ministracion diaria elevacion de las Tennekoon et
Hepatotoxicidad | o 2cto de semillas 10ml/kg de peso por 30 | enzimas hepaticas ni al 1994,
dias en ratas defectos histolégicos.
Extracto Administracion por via
Efecto abortivo hldroetanqllco de oral aratas prefiadas a Inactivo Taylor, 2002
partes aéreas dosis de 100 mg/kg
Administracion por via
Efecto. Extractos acuosos oral a ratas a dosis de Inactivo Taylor, 2002
embriotoxico de hojas 200 mg/kg y 500 mg/kg
Administracion oral una o
Toxicidad del jugo dos veces al dia de jugo | 5 animales murieron
de la planta Jugo de la planta de la planta 6mi/kg de entre 5 - 25 dias. | Shamaetal,1960.
peso a 6 conejos
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Ratas prefiadas a Muerte de las ratas
Jugo de la planta | 9uienes se les administr6 | pocas horas después Zhang, 1992
oralmente 6ml/kg de peso | de la administracion

Toxicidad del jugo
de la planta

Ratas con diabetes

i i - 0,
Toxicidad del jugo inducida con aloxano a 80-90% de las ratas

Jugo de la planta quienes se les administré | murieron entre 5y 23 Zhang, 1992
de la planta )
oralmente 6ml/kg de dias.
peso.

Tabla 2-4. Estudios de seguridad y toxicidad de extractos de Momordica charantia L.

Es importante mencionar que dentro del listado de plantas toxicas del INVIMA de la sala
especializada de productos naturales, actualizado en octubre de 2013 ( establecido en el acta
09 de 2012 numeral 3.3) se encuentran incluidos los frutos verdes (inmaduros) y las semillas
por su potencial toxico, atribuido a algunos triterpenoides cucurbitanos (momordicosidos y
momordicinas) y lectinas (momodina). Se reporta la dosis letal del jugo LD50: 9 mg/kg y del
extracto alcoholico 36 mg/kg.

Toxicidad en Humanos

La toxicidad en humanos no ha sido ampliamente estudiada, sin embargo, se ha reportado
que con la administracién oral en adultos de 50 mL del jugo no hay efectos adversos ni
fatales. La administracién de jugo del fruto o extracto seco (equivalente a 250-500 g del
fruto) en pacientes diabéticos, condujo a dolor abdominal y diarrea (Raman y Lau, 1996).
Se ha referido que el consumo de la decoccidén del fruto por via oral en cantidades
equivalentes a 500 mg por persona no evidencid signos de toxicidad, sin embargo
se relata la inhibicion del desarrollo fetal luego de su administracion de extracto
acuoso de la planta entera a mujeres embarazadas, en dosis de 15 mL/pesona/dia (Yukes
y Balick, 2010).

Se ha reportado el riesgo de potencial reacciéon fatal en humanos, evidenciada en un
coma hipoglicémico, en niflos que ingirieron extracto acuoso de las hojas y partes
aéreas de Momordica charantia L. Los menores presentaron convulsiones dos horas
después de su administracién en ayuno, sin embargo se recuperaron tras un tratamiento
médico (Hulin, etal.,1988; Basch etal., 2003).

Segun la monografia OMS para frutos de Momordica, a pesar que se han realizado estudios
clinicos de actividad y toxicidad, no existen ensayos aleatorios ni ciegos, y los que se
encuentran disponibles, no han sido desarrollados de forma sistemética. Por lo anterior es

necesario desarrollar estudios ciegos, controlados mediante un placebo, que permitan un



Marco Tedrico 21

mayor soporte en la evaluacion de seguridad y eficacia.

2.3.3.5 Requerimientos agrotecnoldgicos

Existen registros de buen crecimiento de la planta a temperatura ambiental alrededor de 24-
28°C. La temperatura del suelo para esta condicibn ambiental es de 28-32°C, la cual mejora el
desarrollo de la planta; a temperaturas inferiores a lo reportado, se limita el crecimiento o
puede morir. El crecimiento y concentraciébn de metabolitos secundarios se beneficia con

exposicion a la luz de sol (Félix y Coronel, 2010).

La humedad del suelo puede estar dada por las lluvias o por el riego. Sin embargo, la
humedad excesiva puede favorecer el ataque de microorganismos, impedir la germinacion
de las semillas, desarrollo de raices, o afectar el suministro de oxigeno. Se ha reportado

buen desempefio en humedad relativa de 85-90%.

Respecto al suelo, se precisa el equilibrio de nutrientes siendo los mas importantes
Nitrégeno (N), Fosforo (P) y Potasio (K) para el desarrollo metabdlico 6ptimo. La acidez
del suelo con pH 6.1 ha mostrado buen rendimiento del cultivo (Félix y Coronel, 2010).

2.3.3.6 Factores que afectan la calidad del material vegetal

9 Fuente de obtenciodn

Las plantas medicinales que crecen espontaneamente y son colectadas por extractivismo,
presentan algunas desventajas en cuanto a la reproducibilidad en la composicién, la
homogeneidad del material vegetal, riesgo de adulteraciones, la posible explotacion

indiscriminada de especies y disponibilidad del material sujeto a demanda del mercado

(Sharapin, 2000°). Cabe resaltar, que en algunos casos se adopta el extractivismo como
alternativa, cuando la planta crece lentamente (mas de cinco afios de crecimiento para la
cosecha), tiene dificultades en la domesticacion, por ejemplo por relaciones simbioticas
con otras plantas, o es de poca demanda, por lo que resulta més econdémica la

recoleccion, que el desarrollo de un cultivo (Sharapin,2000°; Harnischfeger, 2005).

Se opta por un cultivo, cuando las plantas de crecimiento espontaneo no son accequibles
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por su ubicacion geogréfica, se encuentran ampliamente distribuidas, se desea una
variedad especificamente por el alto contenido de un grupo de constituyentes, o se busca
mejores rendimientos. A través de la introduccion de buenas practicas agricolas y el
estudio de condiciones agrotecnolégicas de un cultivo, se podria garantizar la produccion de
forma sostenible, reproducible y uniforme de una planta con actividad terapéutica bajo un

mayor control (Sharapin, 2000°; Harnischfeger, 2005).

I Recoleccion

La recoleccion puede tener impacto en la calidad del material, por lo cual se debe tener en
cuenta la época en que se colecta buscando que sea la mas favorable en términos del
contenido de metabolitos secundarios de interés. De igual manera durante la recoleccion es

importante definir los 6rganos de interés y evitar la contaminacion con otras plantas.

1 Almacenamiento y procesamiento

El manejo del material y su tratamiento para la conservacion después de la recoleccion, tiene
un gran impacto en la estabilidad, seguridad y eficacia del mismo. Durante procesos de
seleccién, secado y almacenamiento, la droga podria verse expuesta a contaminantes fisicos
externos, ataque microbiolégico, degradacién enzimética y fotolitica, que podrian afectar la
calidad del material. Por lo tanto, se debe conocer claramente los factores de riesgo vy
condiciones a evitar para la droga y, con base en esto definir los métodos para el tratamiento
poscosecha mas adecuados para el material que causen el menor deterioro del material
(Sharapin, 2000°).

2.3.3.7 Extracciéon

Respecto a la extraccion, se ha investigado la obtencion de extractos a partir de frutos
inmaduros secos, por maceracion en metanol con agitacion a temperatura de 50°C
(relacion droga : solvente (RDS) 1:10), cloroformo con agitacion a 50°C (RDS 1:10) y
agua con agitacion a temperatura ambiente (RDS 10:25), siendo el extracto acuoso el de
mayor eficacia en ratas (dosis de extracto seco 20 mg/kg de peso) comparable a
glibenclamida (0,1 mg/kg de peso), sin causar hepatotoxicidad o nefrotoxicidad por

administracion durante 4 semanas (Virdi etal., 2003).
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(Pitipanapong et al.,2007) realizaron la comparacion de extractos obtenidos por Sohxlet y
extraccion liquida presurizada (PLE), evaluando la concentraciéon de charantina. La PLE
representd mayor eficiencia de extraccién en cuanto a tiempo y consumo de solventes. Se
evalu6 la influencia de diferentes condiciones de extraccibn de hojas de Momordica
charantia L., tales como tipo de método, solvente y relacion droga:solvente, sobre el
contenido total de flavonoides. Se encontrd que la maceracion fué el método mas eficiente y

con mejor rendimiento (Nobre et al., 2005).

Un estudio realizado en Cuba por el CIDEM (Salomon, 2011) reporté la evaluacion de la
influencia de los pardmetros de relacién droga: solvente y tiempo de extraccién de un
proceso de digestion dinamica, sobre el contenido de sélidos totales para un extracto

acuoso, a través de un disefio factorial.

Es importante mencionar que de estos estudios, ninguno evallia ni establece los
pardmetros para la elaboracion de una monografia de control de calidad, ni se definen los
aspectos relacionados con la calidad del material vegetal.

2.4 Control de calidad y Monografias

Teniendo en cuenta que son escasos los estudios para demostrar seguridad y eficacia de
las plantas medicinales y sus preparaciones, que se ha empezado a establecer la
regulacion en algunos paises definiendo lineamientos minimos para controlar tanto la
materia prima como los productos, es necesario apoyar estos esfuerzos con guias de
control, que faciliten la adopcién y cumplimiento de la legislacion. Las monografias que se
han desarrollado tienen como objetivo proveer informacion cientifica para facilitar el uso
responsable de las plantas medicinales, promover la actualizacién de profesionales de la
salud y entidades regulatorias en cuanto a la informacién de calidad, seguridad y eficacia
disponible para el control de las mismas y servir como herramienta de referencia para la

industria.

Existen diferentes de monografias emitidas por asociaciones donde participan equipos
multidisciplinarios de la comunidad cientifica con enfoques hacia el control de calidad del
material vegetal tal como se expone en las monografias farmacopéicas. Por otra parte

existen las monografias con enfogque en la actividad terapéutica y recopilacién de
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informacion de estudios clinicos como son las monografias ESCOP y Comision E;

finalmente se encuentran monografias mixtas donde se presenta un sélido compendio de

toda la informacién analitica y terapéutica, tales como las de la OMS.

Monografia

Tipo de Monografia

Aspectos que incluye

ESCOP

Seguridad y eficacia

Denominacion latina e inglesa

Definicion

Principales constituyentes

Indicaciones terapéuticas

Posologia

Forma de administracion

Precauciones

Interacciones

Efectos sobre el embarazo-lactancia.

Efectos secundarios-sobredosificacién
Propiedades farmacodindmicas y farmacocinéticas
Datos preclinicos de seguridad y ensayos clinicos.

Monografias de la
Comision E
Alemana

Seguridad vy eficacia

Usos clinicos demostrados
Contraindicaciones

Efectos secundarios
Interacciones

indice terapéutico

Informacion para prescripcion.

Monografias OMS

Mixta
Control de calidad
Seguridad
Eficacia

Identificacion

Aspectos botanicos

Test de identificacion

Pureza

Analisis quimico

Principales constituyentes

Usos tradicionales no demostrados
Experimentacién farmacologica y clinica
Contraindicaciones

Precauciones

Efectos secundarios

Posologia

Farmacopea
Herbal Americana

Mixta
Control de calidad
Seguridad
Eficacia

NOMENCLATURA

Nombre botanico-Familia

Descripcion

Nombres comunes

HISTORIA

IDENTIFICACION

Identificacion botanica

Identificacion macroscopica

Identificacion microscépica

FUENTE COMERCIAL Y MANIPULACION
(colecta, cultivo, secado, manejo y almacenamiento,
adulteracion, preparaciones).
COMPONENTES ACTIVOS

ANALITICA

Andlisis de laboratorio

Identificacion
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Monografia Tipo de Monografia

Aspectos que incluye

Valoracién

TLC y HPTLC

HPLC

Estandares cualitativos/ cuantitativos (humedad, cenizas,
microbiologia)

TERAPEUTICA

Farmacocinética

Farmacodinamia

Actividad terapéutica

Estudios clinicos en humanos

Estudios en animales-estudios in vitro
Indicaciones

Dosificacion

PERFIL DE SEGURIDAD (CLASIFICACION)
Efectos adversos

Contraindicaciones

Interacciones

Efecto en embarazo, mutagenicidad y toxicidad reproductiva-
lactancia

Carcinogenicidad

Precauciones

Sobredosificacion

Toxicologia

Estatus internacional ( regulacion en paises)
Referencias.

Monografias
Farmacopea
Brasilera

Control de calidad
Farmacopéica

Nombre cientifico

Concentracién de marcadores

Caracteristicas organolépticas

Descripcion macroscopica de la planta

Descripcion microscopica de tejidos

Descripcion microscopica de del polvo

Identificacion por TLC

Ensayos de pureza (humedad, cenizas, material extrafio)
Cuantificacion

Condiciones de almacenamiento.

Monografia
Farmacopea
Europea

Control de calidad
Farmacopéica

Definicién contenido

Produccién

Caracteristicas

Identificacion macroscopica

Identificacion microscépica

Perfil cromatogréfico (TLC/HPTLC, HPLC, CG)
Andlisis

Material Extrafio, pérdida por secado, cenizas, material
extraible, Adulterantes, constantes fisicas, solventes
residuales, alcohol)

Otros

Cuantificaciéon de marcadores

Conservacién

Posibles contaminantes ( metales pesados, pesticidas,
contaminacion microbiana, toxinas)

Tabla 2-5. Monografias de referencia para drogas vegetales.
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Actualmente se encuentra disponible la monografia OMS para frutos secos o frescos de
Momordica charantia L. (OMS, 2009).

2.5 Legislacion Colombiana

Segun el decreto 2266 de 2004 “ Por el cual se reglamentan los regimenes de registros
sanitarios, y de vigilancia y control sanitario y publicidad de los productos fitoterapéuticos,
se define como material de la planta medicinal “es la planta entera, fresca, o desecada
incluyendo talofitas, especialmente liquenes, hongos superiores y algas, partes o
productos de dicha panta, también se consideren ciertos exudados que no han sometidos
a un tratamiento especifico, que no generan riesgos para la salud el medio ambiente y que
se utiliza para la elaboracion de productos fitoterapéuticos. A dicho material se le han
atribuido y comprobado actividad terapéutica mediante el conocimiento tradicional, estudios

cientificos, literatura cientifica o evaluacion clinica”.

De acuerdo a la modificacién reglamentada con el decreto 3553 de 2004 por el cual cual
se madifica el Decreto 2266 de 2004 y se dictan otras disposiciones, para materias

primas de origen natural, se definen los siguientes controles de calidad:

Clasificacion de andlisis Descripcion de andlisis

Caracteristicas organolépticas

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscopicas (cuando aplique)

Porcentaje de materias extrafias

Pérdida por secado

Limite de Metales pesados

Perfil cromatogréfico o andlisis fitoquimicos

Los ensayos descritos en la farmacopea (si existe)

Conforme a lo establecido en el documento “Métodos de control de
calidad para materiales de plantas medicinales” de la Organizacion
Mundial de |la Salud.

Recuento de hongos y levaduras

Numero mas probable de coliformes fecales < 3 /g

Microorganismos patégenos

Ensayos fisicos

Ensayos quimicos

Ensayos microbioldgicos

Tabla 2-6. Controles de calidad para materias de origen natural segin Decreto 3553 de 2004
2.5.1 Productos registrados en Colombia que utilizan droga de Momordica charantia L.

A la fecha 15 de febrero de 2014, el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos - INVIMA , tenia tres productos registrados dentro de su base de datos de

registros sanitarios para productos fitoterapéuticos y ocho productos homeopaticos:
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Fitoterapéuticos

Ingrediente active

Nombre

Registro

Tipo de registro

Extracto 1:1 de hojas de

Balsamina (Momordica

charantia L.) en alcohol
del 36%).

Balsamina tabletas

PFM2010-0001655

Fabricar y vender

Planta pulverizada de

GLUNAT solucién oral

N2006-0000390

Fabricar y vender

Balsamina Balsamina
Extracto 1:1 de hojas de
balsamina (Momordica INVIMA 2004N-
. GLUNAT CAPSULAS Fabricar y vender
charantia L.) en alcohol 0000216

del 36%).

Homeopaticos

Principio activo

Nombre

Registro

Tipo de registro

Momordica balsamina D6

Heel 117 Inyectable

MH2008-0000867

Importar y vender

Momordica balsamina 8X

OHM Pancreatic
terrain/lOHM Terreno
pancreético

MH 2012-0001895

Importar y vender

Momordica Balsamina D3

Guna 21

MH2010-0001586

Importar y vender

Momordica Balsamina D4

DR RECKEWEG R72

MH2007-0000661

Importar y vender

Momordica Balsamina D6

Mucsan ®

MH2010-0001438

Fabricar y vender

Momordica Balsamina D6

Mucsan ®

MH2010-0001485

Fabricar y vender

Momordica Balsamina D6

Heel 118 inyectable

MH2009-0001139

Importar y vender

Momordica Balsamina D6

Muko Complex gotas

MH2009-0001342

Fabricar y vender

Tabla 2-7. Productos fitoterapéuticos y homeopaticos registrados en Colombia ante la entidad regulatoria INVIMA




28 CONTRIBUCION AL ESTABLECI MIENTO DE PARAMETROS DE CALIDAD Y RANGOS DE VARIACION PARA
MATERIAL VEGETAL DE Momordica charantia L. PROVENIENTE DE INDIVIDUOS SILVESTRES Y DE CULTIVO

3.METODOLOGIA

3.1 Listado de equipos

Balanza de humedad

Balanza OHAUS triple beam balance 2610 g- 5Ib 700 series US PAT N° 2729459
Balanza Mettler Zurich type H15 capacidad 160 g

Balanza Sartorious BP 310S Serie 41106595 capacidad max 300 g.

=A =4 =4 =4 =4

Balanza de plato externo. Marca Pionner. OHAUS. Capacidad 3100 g. Sensibilidad
0.01 g

Bafio de agua termostatado Memmert

Estufa Memmert

BIORAD X Nork Microplate specthrometer

Centrifuga

Incubadoras 25°C y 40°C

Lampara UV UVP Inc. 254nm/365nm/wht light Chromato-VUE C70G UV Viewing

system

= =4 =4 -4 -4 -4

Liofilizador Labconco Freeze Dry/ shell Freeze system 12 litros
Mezclador stomacher 400

Microscopio Biotech instruments type 102M con lentes 4x ,10x, y 40 x.
Mufla Furnace 48000 Termolyne

Rotavapor Buchler instruments

= =4 =4 4 -4 -

Tamizador MLW Thyr2 Sieve machine.
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3.2 Listado de materiales y reactivos

 Reactivos

Reactivo Marca Lote

Acido clorhidrico 37% EM HX0603-3
Acido sulftrico 95-97% Merck K30458031.211
Yoduro de potasio 99,5% Carlo Erba 8G225913M
Acido nitrico 65,9% JF Baker 9621-02
Nitrato de bismuto Merck K33288578444
Cloruro de Mercurio (II) Fisher

Yoduro de Mercurio (II) rojo Merck 1181932

Sal de Reinecke Merck 51166

Nitrato de Bismuto (lIl) basico | Merck 1130422

Acido acético glacial 96% Merck 511796962
Hidroxido de potasio Carlo Erba IFO55121L
Acetato béasico de plomo Carlo Erba 346901
Hidréxido de sodio Carlo Erba 9M134210D
Etanol absoluto Merck K40470083/944
Cloruro férrico Mallinckrodt 5029
Cloroformo Mallinckrodt B271309
Metanol JF Baker B30C58
Dietilamina Carlo Erba 0488M100
Tolueno Merck K16333725
Acetato de etilo Mallinckrodt 4992C02D56
Hidréxido de amonio Fisher Scientific 746133

Acido férmico Baker analyzed 9711110044
Eter de petréleo Panreac 2109C

Oxido de magnesio Merck TA823065
Citrato de sodio USP Central scientific company

Potasio dihidrégeno fosfato Panreac 129817871
Reactivo de Folin-Ciocalteu 2N | Aldrich Lote 65296 CM

i Estandares para cromatografia en capa delgada y pruebas cualitativas

Lupeol, rutina y quercetina purificados previamente en el grupo de investigacién “Principos

Bioactivos en Plantas Medicinales”.
Acido gélico sigma lote 4740134 G7384 EECN°205749-9

1 Materiales

Material de vidrio Elementos delaboratorio

Vacutainer buffered cit Na (9NC) 0,105M

Bolsas BAG 41 cpg standard bag 50

Cromatofolios Merck TLC Silica gel 60F 254 lote HX949810
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3.3 Obtencidn del material vegetal

Las muestras de material vegetal de Momordica charantia L. de crecimiento silvestre,
fueron colectadas en el departamento del Valle del Cauca (Colombia), en las coordenadas
geograficas 3°31°48” de latitud norte y 76°81°13” de longitud al oeste de Greenwich.
Provienen de un terreno ubicado en el km 13 via Yumbo — aeropuerto en el municipio de
Palmira, corregimiento Matapalo. Se realiz6 un ejemplar de la planta incluyendo todos los
organos de la misma, el cual fue enviado al Herbario Nacional Colombiano para

identificacion botanica.

La muestra de cultivo fue obtenida del Centro Experimental de la Universidad Nacional de

Colombia, sede Palmira (CEUNP) con un area de 17.28 hectareas, ubicado en el punto de
coordenadas 3° 24" N y 76° 26° W, Callejon San José, Corregimiento de ElI Carmelo,
municipio de Candelaria en el departamento del Valle del Cauca, a 10 Km del puente de
Juanchito en Cali y 28 Km de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de Palmira. Se

encuentra a una altitud 1.000 m.s.n.m y con zona climatica célido-moderada.

3.3.1 Colecta

El material vegetal de las muestras silvestres y de cultivo se colectd teniendo como
referencia el estado de maduraciéon de los frutos con base en su coloracion naranja, lo
cual permitié controlar el estado de desarrollo de la planta siendo igual para todas las
muestras. Se colectaron las partes aéreas de la planta (hojas, tallos, flores y frutos), y se
almacenaron en bolsas de papel Kraft para proteccion de la humedad de las muestras

hasta el proceso de secado.

Las muestras de crecimiento silvestre fueron colectadas de la misma zona en épocas
lluviosa y seca, representadas en los meses de recoleccion agosto de 2012 y enero del
2013, respectivamente. La muestra del cultivo se obtuvo a través de una poda realizada en

diciembre de 2012 que correspondia a época seca.

La informacién de identificacion de las muestras se encuentra resumida en la Tabla
3-1.
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. EPOCA DE CODIGO
UBICACION COLECTA COLECTA MUESTRA
Palmira , Valle del Cauca Crecimiento silvestre Agostq 2012 S-LI
Lluviosa
Candelaria, Valle del Cauca Cultivo Diciembre 2012 C-Se
Seca
Palmira , Valle del Cauca Crecimiento silvestre EnesrgczaOlB S-Se

Tabla 3-1. Identificacién de las muestras de recoleccion silvestre y de cultivo utilizadas para el estudio

3.3.2 Secado

Para cada muestra posterior a la colecta se separd el material vegetal en mal estado y
material extrafio (partes de otras plantas, insectos, residuos de tierra), se fragmenté para
ser distribuido uniformemente y favorecer la pérdida de humedad.

El material vegetal fue sométido al proceso de secado realizando el seguimiento mediante la
determinacion de humedad hasta un valor remanente inferior al 10%. Posteriormente, el
material seco se almacend en bolsas de papel Kraft, protegido de la luz. Es importante
aclarar, que a pesar de intentar realizar el proceso de secado similar para todas las
muestras en estufa con aire circulante a temperatura 40°C+ 5°C, en todos los casos no
hubo disponibilidad del equipo después de la colecta, por lo que se utiliz6 para cada

muestra un proceso de secado diferente, relacionados en la Tabla 3-2.

Muestra Proceso de secado
S-LI Secado al aire libre sobre plastico
C-Se Secado por irradiacion en horno artesanal
S-Se Secado en estufa con aire circulante a 40°C

Tabla 3-2. Condicion de secado de las muestras de Momordica charantia L.

3.3.3 Molienda

El material vegetal se preservé entero y solo fue sometido al proceso de molienda previo
al uso en los ensayos. Se utilizd un molino de cuchillas para fragmentar el material
y fue registrado el tiempo de la molienda requerido para trituracion de los érganos mas

rigidos hasta obtencién de un material aparentemente homogéneo entre hojas y tallos.
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3.4 Descripcion fisica del material

Se realiz6 una descripcion organoléptica del material entero fresco, entero seco y molido
de cada una de las muestras tomando como referencia las guias de andlisis de OMS
(WHO, 2011). Se tomaron los frutos de cada muestra y se realizé la medida de los

mismos.
3.5 Andlisis de tamafio de particula

Se determiné la distribucion de tamafio de particula del material vegetal después que ser
sometido a un proceso de molienda. Se tomaron aproximadamente 30 gramos de
material vegetal molido y se adicionaron sobre la bateria de tamices con tamafio de
apertura nominal 1000 pm, 590 pm, 380 pm, 250 pm, 150 um y colector. Se someti6é a
vibracién durante 15 minutos en nivel de intensidad 6 en tamizador MLW THYR 2 Sieve
machine. EIl material remanente de cada tamiz se pes6 cuidadosamente en una balanza
con precision 0,1 g y se reportd el material remanente como porcentaje respecto a la

cantidad total tamizada. El andlisis se realiz6 para cada muestra por triplicado.

3.6 Anéalisis de humedad

Se tomé aproximadamente 1 g de material vegetal de cada muestra en una capsula de
porcelana previamente tarada a 105°C + 5°C en estufa Memmert. Se registro el peso de la
cpsula y se introdujo durante una hora en la estufa. Posteriormente se colocé en un
desecador durante 15 minutos y se determind el peso. Se repitié este proceso hasta que no
se presentd una variacion mayor a 5 mg entre la medida de peso y la anterior. Cada

andlisis se realizo por triplicado.

(Pcmv — Pcv)

% Humedad = (Pmv) =100

Pcmv= peso de cipsula con material vegetal después de proceso de secado
Pcv= peso de la capsula vacia

Pmv= peso del material vegetal inicial
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3.7 Material Extraible

Se utilizé la metodologia de extraccion en frio sugerida por las guias de control de calidad
de OMS, Quality control methods for herbal material 2011.

Se pesaron alrededor de 4 g de material vegetal de tamafio de particula grueso (>380 um)

y fino (<380 um) y se colocaron en un Erlenmeyer. Se adicionaron 100 mL de solvente
(agua, mezcla agua:etanol 96% (50:50) o etanol 96%) y se dej6 en maceracion durante 6
horas con agitacion frecuente. Cada Erlenmeyer permanecié en reposo durante 18 horas
protegido de la luz y posteriormente se filtr6 sin perder solvente. 25 mL de filtrado se
transfirieron a una cpsula de porcelana tarada y se evapor6 a sequedad. Se coloco
posteriormente cada cpsula en estufa durante 6 horas y finalmente se transfiri6 a un

desecador por 30 minutos registrando el peso después del enfriamiento.

ngl
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Pce: peso de capsula con extracto
Pcv: peso de la capsula vacia

Pmv: peso del material vegetal

El resultado se reporté como miligramos (mg) de material extraibleara cada solvente o

mezcla solvente por cada gramo (g) de material vegetal seco.

3.8 Analisis de microscopia

Se tom6 una muestra de cada uno de los materiales y se hidraté con agua. Los tejidos se
obtuvieron mediante cortes trasversales y longitudinales de tallos y hojas. Algunos tejidos
fue necesario clarificarlos mediante humectacién con solucién de hipoclorito de sodio al
5% durante 1 hora. Se colocaron las muestras sobre laminas de vidrio cubiertas con
laminillas. La observacion se realiz6 bajo el microscopio éptico con ocular 10x y objetivos
4x ,10x y 40x.

Se utilizaron los siguientes reactivos sobre los cortes antes de cubrirlos con las laminillas

para deteccion histoquimica:
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Componente Reactivo
Taninos Cloruro férrico TS
Aceites, grasas y resinas Sudan rojo Il
Almidon Solucién Yodo VS

Fluroglucinol TS durante dos minutos/ secar
Acido clorhidrico TS

Acido sulfurico TS
En luz polarizada, son bhirrefringentes.

Paredes lignificadas

Oxalato de calico

Tabla 3-3. Reactivos para identificacién microscopica

3.9 Analisis de cenizas totales

Se tararon crisoles en una mufla durante 1 hora a 500-600°C. Posteriormente se colocaron
en un desecador y se dejaron enfriar durante 30 minutos después de los cuales se registré
el peso. Se tomaron entre 1 a 2 g de muestra de material vegetal y se pesaron en el crisol
exactamente. Se incineraron en una cabina hasta que no se desprendieron mas vapores
y se colocaron en la mufla durante 4 horas. Al observar el aspecto blanco de las cenizas se
retiraron del calor y se colocaron en un desecador durante 30 minutos , tiempo después

del cual se registré el peso.

(Pcrmv — Pcrv)

% cenizas totales = P =100
muv

Pcrmv= peso del crisol con material vegetal después de incineracién
Pcrv= peso del crisol vacio

Pmv= peso del material vegetal

3.10 Analisis cenizas insolubles en acido

Se tomé el residuo de las cenizas totales y se adicionaron 10 mL de &cido clorhidrico al
7% plv en una capsula. Se coloco cada capsula a ebullicion durante 5 minutos, cubierta
con un vidrio de reloj. Posteriormente se filtr6 a través de un papel libre de cenizas y se
enjuagaron el vidrio de reloj y el crisol con agua destilada caliente, hasta que el filtrado se
encontrd neutro tras la verificacion con papel indicador. Se colocé el papel filtro sobre el
crisol nuevamente, se inciner6 a 500°C durante (4) cuatro horas. Se dejé enfriar en un

desecador y finalmente se determiné el peso del mismo.
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(Pfer)

100
(Pct)

% cenizas insolubles =

Pfcr= peso final de crisol después de incineracién

Pct= peso de cenizas totales

3.11 Proceso de extraccion

Se tomaron 25 g de material vegetal de cada una de las muestras y se humedecieron con
50 mL de solvente (agua, mezcla agua:etanol 96% (50:50) o etanol 96%). Se adicionaron
100 mL de solvente y se colocaron en bafio maria durante 1 hora en reflujo a 80°C. Se
filtr6 a través de papel en un embudo obteniendo la porcion de filtrado N°1. Se
adicionaron 100 mL de solvente nuevamente, se coloco el balén a ebulliciébn durante 1
hora vy se filtr6 al vacio con embudo Bichner. Por ultimo se lavé el residuo seco con 20
mL de solvente, obteniendo la porcién de filtrado N°2.

Se juntaron las dos porciones de filtrado y se llevaron a sequedad empleando diferentes
metodologias, dependiendo del solvente utilizado. Los extractos acuosos se almacenaron
en frascos de vidrio previamente tarados, se congelaron y se secaron en liofilizador. Los
extractos hidroalcohélicos y etandlicos, se concentraron en rotavapor hasta aproximadamente
25 mL. Posteriormente, fueron transferidos a una cépsula previamente tarada y se secaron
en bafio maria y luego en estufa a 40°C hasta sequedad. Se peséO cada capsula después
del enfriamiento y se determiné el rendimiento del proceso de extraccion.

myg

. ) (Pce — Pcv)*+ 4
Material extraible (?) =

Pmv (g)

Pce: peso de capsula/ frasco con el extracto
Pcv: peso de la capsula vacia

Pmyv: peso del material vegetal

El resultado se reporté como miligramos (mg) de material extraible para cada solvente o

mezcla solvente por cada gramo (g) de material vegetal seco.
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3.12 indice de espuma

Se tom6 1 g de material vegetal de cada una de las muestras con tamafio de particula
superior a 380 um y se sometié a ebullicién, durante 30 minutos en un Erlenmeyer que
contenia 100 mL de agua destilada. Posteriormente se enfrié y se filtr6 recogiendo en un
balén de 100 mL y completando a volumen. Se prepararon diluciones del extracto en tubos

de ensayo de 16 mm de didmetro, de la siguiente manera:

Extracto (mL) Agua destilada (mL)

Blo|o|N|o|u|sw(nik| £
Blo|o|N|o|ua|sw[Ne
olR [N w|hlo|o|~|m|©o

Tabla 3-4. Diluciones seriadas para determinacion de indice de espuma

Se realiz6 agitacion de las mezclas en los tubos en forma vertical durante 15 segundos vy
se dejé en reposo por 15 minutos. Finalmente se midié la altura de la capa de espuma
remanente.

Se llevé a cabo el mismo procedimiento con un patrén de saponinas, pesando 0,015 g del
estandar en 100 mL de la cual se efectuaron las diluciones y se procedié bajo el mismo

tratamiento de las muestras.

Los resultados se interpretaron de acuerdo con los siguientes criterios:

Criterio Indice de espuma
La altura de la columna de espuma de todos los tubos es menor a 1 cm IE <100
Si en algin tubo la altura de la columna es 1 cm o mayor , se debe calcular
el indice de acuerdo a la formula

__ 1000

IE = o) 100%< IE <1000

Ve: volumen de extracto del tubo que presenta altura de espuma 1 cm

Si la altura de la columna es mayor a (1) un cm en todos los tubos IE = 1000
Se debe realizar una nueva serie de diluciones.

Tabla 3-5. Criterios de evaluacion para la determinacion del indice de espuma
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3.13 Microbiologia

Se tomaron 10 g de cada una de las muestras y se adicionaron a una bolsa Stomacher

Bag con 90 mL de agua peptonada. Se introdujo en el equipo mezclador Stomacher 400

durante 30 segundos a 2500 rpm. Se realizaron diluciones seriadas de 10", 10% 10° y

10° y se tomé 1 mL de cada bolsa el cual se adicion6 en las cajas con medio de cultivo

para obtener los recuentos de microorganismos.

Recuento Medio de cultivo Inoculo Condicion de andlisis
RTV Agar TSA 1 mL de muestra Incubacion 24h-36h / 37°C
Hongos y levaduras Agar OGYE 1 mL de muestra Incubacioén 3-5 dias / 22- 25°C
Enterqbacterlas Agar VRBL 1 mL de muestra Incubacion 24h / 37°C
Coliformes

Tabla 3-6. Condicién de andlisis para indicadores de contaminacién microbiolégica

La muestra restante de las bolsas Stomacher se incubd durante 24 h a 37°C parael

aislamiento e identificacion de algunos microorganismos patégenos.

Los agares se prepararon en agua destilada de acuerdo a las instrucciones de cada uno y se

adicioné aproximadamente 20 mL en cada medio de cultivo en las cajas de Petri que se

dejaron enfriar hasta coagulacion.

Cada una de las muestras fue analizada bajo las siguientes condiciones:

Andlisis Medio de cultivo Inoculo Condicion de analisis
Se tomd 1 mL de cada Para el aislamiento se
Caldo Selenito bolsa y se colocé en un sembr.c') en medio
tubo con 10 mL. Los tubos | selectivo BS (Bismuto
se incubaron a 37°C /24h Sulfito) y S-S (Salmonella
—Shigella). Las cajas se
dejaron en incubacion a
Salmonella Se tomé 1 mL de cada | 37°C por 24h —48 h.

Caldo Tetrationato

bolsa y se colocd en un
tubo con 10 mL de caldo
con lugol. Los tubos se
incubaron a 43°C /24h

Para la identificacion se
tomaron colonias de los
agares selectivos y se
sembraron en los medios
y caldos para reaccién
bioquimica.

Bacilos Gram negativos
Enterobacterias

Agar EMB

1 mL de muestra

Incubacion 24h-48h/37°C

Staphylococcus

Agar Baird Parker

1 mL de muestra

Incubacién 24h-48h/37°C

Pseudomona aeruginosa

Agar Cetrimide

1 mL de muestra

Incubacién 18-24h/37°C

Clostridium perfringes

Agar TSN

1 mL de muestra

Anaerobiosis/ 37°C 18—
24 horas (46°C 18-24h)
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Analisis

Medio de cultivo

Inoculo

Condicién de andlisis

Bacilus cereus

Agar Caseina, peptona,
manitol, NaCl, Sulfato Mg,
fosfato disodico, fosfato
monopotasico,

Se toman 10 mL de cada
bolsa y se hace
tratamiento de
esporulacion 85°C / 5
minuto Se adiciona 1mL
de muestra al caldo

Se aplica la muestra en
medio selectivo y se
incuba 24 -48 h /37°C.
Para la identificacion se
tomaron colonias del agar
selectivo y se sembrd en
el caldo para reaccion
bioquimica.

Tabla 3-7. Condiciones de andlisis para caracterizacién de microorganismos patégenos

3.14 Caracterizacion de metabolitos secundarios

Cromatografia en capa delgada (CCD)

Se tomaron los extractos secos obtenidos por el método de digestion para obtener las

fracciones utilizadas en cromatografia de capa delgada de acuerdo a los procesos definidos

para deteccién de cada metabolito. Se utilizaron capilares para aplicar sobre laminas de 6

x 7 cm de cromatofolios de silica gel 60F 254. El frente de solvente se establecié en 5 cm.

Las fases mdviles fueron preparadas en las proporciones mencionadas en las tablas 3-8,

3-9, 3-10, 3-11 y 3-12 se saturaron las camaras de vidrio utilizadas durante 15 minutos.

Se introdujeron las placas en las camaras y se dejo correr el solvente hasta el frente, el

cual estaba sefalado en cada uno de los cromatofolios. Se observaron las placas en

visible, luz UV 264 nm y luz UV 365 nm antes y después de revelar quimicamente en las

condiciones relacionadas a continuacion.
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Alcaloides

[ Extracto Seco ]

Pesar 0,3 g de extracto
+ 15 mL HCI 5% en una cépsula

Calentar a 60°C por 15 minutos hasta

disolucién
. J
I
4 1\
Enfriar y filtrar
(. J

Lavar capsula con 5 mL de HCI 5% ]

Extraer con 2 x 10 mL de éter etilico en
embudo de decantacién

!

\4

[ Fase acuosa ] [ Fase organica ]

!

Alcalinizar con 2,5 mL de NH,OH
concentrado

J

Y
~

Extraer con 2 x 10 mL de cloroformo
en embudo de decantacion

/

A

Evaporar a sequedad
A 4
[ Reservar 1 mL ] Redisolver en 1 mL HCI 5%

v !
[ Solucién A ] [ Solucién B ]

Figura 3-1. Proceso de obtencion de extracto para deteccién de alcaloides
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CCD Pruebas de precipitacion
Metabolito Muestra D = — -
- eteccion con Deteccidn sin . .
Fases moviles L, . L, L Procedimiento Reactivo Resultado esperado
reaccion quimica reaccion quimica
Reactivo 254 nm :
. Dragendorff: fluorescencia la
Metanol:amoniaco (99:1) N .
. Manchas color | mayoria de
Acetato de etilo-Metanol- . .
Agua (100:13,5:10) naranja sobre fondo | alcaloides
Solucién A 9 e amarillo que | 365 nm: Algunos N/A N/A N/A
Cloroformo :metanol (9:1) . .
. persisten por 24 h. | fluorescencia azul o
Tolueno-Acetato de etilo- Si se requicre se | amarillo
Dietilamina (70:20:10). 4 ’
debe calentar la
placa a 100°C.
Se toma cada tubo de Mayer Precipitado color crema
? ensayo Valser Precipitado color crema
2 (solucién en medio &cido) Reineckato de Precipitado color
Tg y se adicionan 2 o 3 gotas amonio blanco/crema
< de los reactivos de
precipitacion:
L N/A
Solucién B N/A N/A / ,
Los resultados se evalGan
conforme al patron. Precipitado color rojo
P L Dragendorff P . )
(-) no hay coloracion naranja
(+): coloracién
(++) Precipitado leve
(+++) precipitado
abundante
Patron Quinina / Brucina Quinina / Brucina

Tabla 3-8. Condiciones de andlisis CCD y pruebas cualitativas para deteccion de Alcaloides.
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( ™)
Flavonoides
(. | J
( N\
Tomar 0,25 g de extracto
\\§ | J
e N
Adicionar 15 ml de mezcla
(agua: etanol) 7:1
N\ | J
/
Extraer con 2 x 10 ml de
acetato de etilo en embudo de
decantacion
(G ¢ J
4 1\
Fase Acuosa Fase organica ]
& J

n-butanol

Extraer con 2 x 10 mL de

l
1

|

[ Solucién Acuosa ]

Solucién Orgéanica

|

|

v

A

Dividir en 5 porciones y
llevarlas a sequedad

v
‘

4 porciones

] [ 1 porcién ]

!

l

p ~ Disolver en 1 mL mezcla Redisolver en 0,5 mL
[ Descartar ] Dividir en 5 porciones y Etanol Agua 1:1 de metanol
llevarlas a sequedad
- J A 4 l
v [ Soluciéon C ] [ Solucién D ]
v A 4
[ 4 porciones ] [ 1 porciéon ]
\ 4
Disolver en mezcla Redisolver en 0,5 mL de
Etanol Agua 1:1 (5 mL) metanol
[ Solucién A ] Solucion B ]

Figura 3-2. Proceso de obtencién de extracto para deteccién de Flavonoides
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CCD Pruebas de coloracién/precipitacion
Deteccién con Deteccidn sin
Metabolito | Muestra - - . > - :
Procedimiento Fase Movil reaccion reaccion Procedimiento Reactivo Resultado esperado
quimica gquimica
coplaren a placa NP-PEG:
pra P . Reactivo A: Observar al
Asperijar reactivo A. Acetato de etilo- . -
L . ; L. i s Reactivo NP 1% | visible , 254 nm
Solucién | dejar secar. Asperjar | &cido acético-acido
. . _ en metanol y 365 nm antes N/A N/A N/A
ByD reactivo B. Dejar férmico-agua . . .
A B: Solucion PEG y después de
secar. (100:11:11:27)
4000 (5% en revelar
Observar a la luz UV etanol)
365 nm
Tomar 0,5 mL de
N/A N/A N/A N/A extracto en un tubo de ) F:Ioruro Precipitado marron,
ensayo y adicional una | férrico al 10% verde o azul

é gota del reactivo
'g Colocar en un tubo
S | d .

E Solucién m; %er]?os mZQ:nLede Magnesio Observar el color de la
= N/A N/A N/A N/A 9 y HCI solucion naranja, rojo
AyC extracto y gota a gota .

. S concentrado o violeta
el acido hasta finalizar
el gas
sglilé]i(c’:)iryz 1mn|;Ld§e Hel Observar el color de la
N/A N/A N/A N/A . lucién naranja , roj
I / I / acido. Calentar 20-30 concentrado solucio .a anja, rojo
) o ) 0 violeta
minutos en bafio maria.
Patron Rutina / Quercetina Rutina / Quercetina

Tabla 3-9. Condiciones de analisis CCD y pruebas cualitativas para deteccion de Flavonoides
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Compuestos Terpénicos/ esteroidales

v

[ Tomar 0,2 g de extracto

A 4

Disolver en una porcién de
8 ml de éter de petréleo

!

Filtrar a través de papel

v

Repetir disolucién de
residuo usando 8 ml de éter
de petrdleo

v

Unir las dos porciones y
Concentrar a 3 mL

v

Afiadir 10 mL de mezcla
metanol:agua (90:10)

v

Agitar sin emulsificar y dejar
separar

v

A4

[ Fase Organica etérea ] [

Fase Acuosa

A 4

[ Solucién A ]

Figura 3-3. Proceso de obtencion de extracto para deteccion de compuestos terpénicos/esteroidales
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CCD Pruebas de coloracion/precipitacion
Metabolito | Muestra - - Deteccion Deteccién sin . . Resultado
Procedimiento Fase Movil con reaccion - - Procedimiento | Reactivo
e reaccion quimica esperado
quimica
Aplicar con un capilar en la
3 |
3 ) P aca. . Cloroformo: Metanol (95:10)
R Asperjar reactivo dejar ) . .
s Solucién | secar en estufa 100°C 5-10 Acido acetico: Metanol: Reactivo
o 3 . Agua (77:15:8) Lieberman N/A N/A N/A N/A
o A minutos Eter de petréleo: Acetato de Burchard
g Observar a la luz UV 365 petr :
n O - etilo (8:2)
S o nmy en visible
[
SR
>
o
S
3
Patron Colesterol / Lupeol / Triterpenos de Yatago N/A

Tabla 3-10. Condiciones de andlisis CCD y pruebas cualitativas para deteccién de compuestos Terrpénicos/esteroidales
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[ Glicosidos cardioténicos ]
0,3 g extracto + 10 mL H,0
destilada
~
Extraer con 2x5 mL éter de
petréleo
f y,
Fase orgéanica |
L 7\
[ Fase Acuosa
A 4 y,
( I
Descartar N
L [ 10 mL de acetato de plomo
| J
N
[ Calentar por 15 minutos 60°C
| J
Verificar precipitacion de Filtrar
clorofilas
Adicionar 2 x 5 mL cloroformo-
metanol (90:10)
1 s A
Separar en embudo de Fase Acuosa
decantacion >
. J
J
A\ 4
N\ 4 1\
[ Fase orgéanica Descartar
J . J
Y
Secar con sulfato de sodio
cCcD Solucién A ]

A

y

[ Conc

entrar Tubo ].;[ Solucion B ]

Figura 3-4. Proceso de obtencion de extracto para deteccion de glicosidos cardiotonicos



46

CONTRIBUCION AL ESTABLECIMIENTO DE PARAMETROS DE CALIDAD Y RANGOS DE VARIACION PARA MATERIAL

VEGETAL DE Momordica charantia L. PROVENIENTE DE INDIVIDUOS SILVESTRES Y DE CULTIVO

CCD Pruebas de coloracion/precipitacion
) L, Deteccién
Metabolito | Muestra Deteccion sin Resultado
Procedimiento Fase Movil con reaccion - Procedimiento Reactivo
y reaccion esperado
quimica P
quimica
Reactivo de Kedde:
solucion 1: 0,1 g de acido
3,5 dinitrobenzoico en 10
A la muestra mL de metanol que debe
N/A N/A N/A N/A problema sin solvente estar .r/ecién prep.alrada . Coloracién rojo
se le agrega 1 mL de Solucién 2: solucion de violeta en 5 minutos
reactivo NaOH al 10% en etanol
Se mezclan 2 mL de
Solucién solucion 1y 1 mL de
A solucién 2.
En un tubo de ensayo
Q se evaporan 5 mL del
g extracto cloroférmico Reactivo de xantidrol
;g hasta sequedad en 100 mL de acido acético al
S N/A N/A N/A N/A bafio maria. Al 96% se le agrega 1 mL de Coloracién roja
S residuo se le agregan HCI concentrado y 0,1 mL
3 3 mL de reactivo y se de xantidrol al 10%.
% calienta 3 minutos en
g bafio maria
[0 Fase movil:
. . éter de petrdleo :
Aplicar con un capilar acetato de Reactivo de
en I:?\ placa. Asperjar etilo(70:30) Kedde N/A N/A N/A N/A
reactivo
cloroformo : metanol
. 9:1
Solucion Aplicar con un capilar =)
B p P Fase movil:
en la placa . .
; . éter de petréleo : -
Asperjar reactivo. acetato de  etilo Vainillina en
Dejar secar. Asperjar (70:30) etanol 1%/ N/A N/A N/A N/A
reactivo B. dejar secar. ) acido fosférico
cloroformo : metanol
Observar a la luz UV (9:1)
365 nm '
Patron Extracto de Digitalis purpurea Extracto de Digitalis purpurea

Tabla 3-11. Condiciones de analisis CCD y pruebas cualitativas para deteccion de glicésidos cardioténicos
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[ Compuestos Antracénicos ]

Residuo de extraccion con
éter

Redisolver en mezcla agua-

~
1 mL filtrado evaporar a
etanol (1:7) 60°C por 20

sequedad )
minutos

Filtrado restante +1 mL Acido
sulfarico 50% y 0,5 ml
perdxido 20 volimenes

A 4

Redisolver en 1 mL de
Tolueno

A 4

Solucién A e N
Calentar en bafio de agua
60°C/ 10 minutos
\_ J
'd N\
Enfriar y filtrar
. J
4 N\

Extraer con 2 x 5 mL tolueno
en embudo de decantacion

- J

' ’

[ Fase organica ] [ Fase Acuosa ]

4 N\
Deshidratar con

Sulfato de sodio anhidro
. J

Concentrar 3 mL

. J
' + N\
Solucién B
|\ J

Figura 3-5. Proceso de obtencion de extracto para deteccion de compuestos antracénicos
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CCD Pruebas de coloracion/precipitacion
Metabolito | Muestra - - Deteccion con Deteccién sin . : Resultado
Procedimiento Fase Movil L, o L, o Procedimiento Reactivo
reaccion quimica reaccion quimica esperado
KOH al 10% en
etanol
S . T 1mLd L
Tolueno- acetato de etilo-4cido Manchas color 254 nm: Fluorescencia o&?&déﬁ € Coloracion
. acético (75:24:1) naranja, rojo, débil de y NaOH 5% rosada en la
L Aplicar con un ) e . agregar 1 mL de . .
Solucién capilar en la Acetato de etilo-Metanol-Agua rosado en visible. antraquinonas. reactivo que contiene | capa alcalina
A P laca (100:17:13) Con fluorescencia 365 nm: Agitar de'a.r ue 2% de que se
P Acetato de etilo-Metanol-Agua amarilla o para Fluorescencia gitary dejar q NH,OH intensifica con
. . . - . se separen las )
(100:13,5:10) gue cambia a rojo, amarillo-rojo café el tiempo.
" . dos capas.
3 violeta o verde
g (365 nm)
*§ KOH al 10% en
= etanol
. T i1mLd .
& Tolueno- acetato de etilo-acido Manchas color 254 nm : ogz)?gciér € Coloracion
3 . acético (75:24:1) naranja, rojo, Fluorescencia débil de Y NaOH 5% rosada en la
° L Aplicar con un . e . agregar 1 mL de - .
o Solucién ) Acetato de etilo-Metanol-Agua rosado en visible. antraquinonas. . gue contiene | capa alcalina
0 capilar en la o . . reactivo.
o B laca (100:17:13) Con fluorescencia 365 nm : Aqitar v dejar que 2% de que se
O P Acetato de etilo-Metanol-Agua amarilla o para Fluorescencia gttary dejar q NH,OH intensifica con
. . - - . se separen las )
(100:13,5:10) gue cambia a rojo, amarillo-rojo café el tiempo.
; dos capas.
violeta o verde
(365 nm)
Patrén Antrona Antrona

Tabla 3-12. Condiciones de analisis CCD y pruebas cualitativas para deteccion de compuestos antracénicos
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3.15 Detecciéon de saponinas

Se evalud la presencia de saponinas mediante el test de hemolisis de glébulos rojos
reportada por Sanabria en 1983 y se realizO una comparacién con la metodologia
reportada por OMS, 2013.

1 Preparacion del extracto de material vegetal

Se pesaron 2,5 g de material vegetal y se extrajeron durante 30 minutos a 80°C con una
porcion inicial de 15 mL de una mezcla etanol-agua (1:7) y se filtr6. Posteriormente se
continud la extracciéon 15 minutos a 80°C con una porcién de 10 mL, se filtr6 el extracto y
se junté con el anterior reuniendo 20 mL. Para retirar los taninos se adicion6 1 g de
Oxido de magnesio, se dejé en bafio maria durante 15 minutos y se filtr6 en caliente por
un papel filtro utilizando 10 mL de etanol 96% caliente para lavar el residuo. El extracto

obtenido fue concentrado hasta 3 mL.

3.15.1 Deteccion de Saponinas (Método Sanabria, 1983)

1 Preparacion de suspension normalizada de glébulos rojos

La suspension se preparé mezclando 10 mL de sangre fresca y una solucién de cloruro de
sodio 0,9% hasta completar 100 mL. Se centrifugd a 2000 rpm durante 3 minutos
desechando el sobrenadante y se repiti6 el procedimiento. Los glébulos rojos se
suspendieron en solucion salina 0,9% hasta completar 400 mL. Se realiz6 una prueba con

0,5 mL de solucién de saponinas patron para verificar si ocurria hemalisis en menos de 10
minutos a 5 mL de suspension de globulos rojos. Considerando que no ocurrié hemoalisis
total, fue necesario diluir la suspension de globulos rojos usando la relacién 3 mL de

suspension de sangre: 2 mL de solucion salina 0,9%.

1 Preparacion de patrén

El patrén se preparé utilizando una solucion de saponinas al 1% en mezcla agua:etanol

(2:7). Se realizdé la prueba utilizando 1 mL de solucion y 5 mL de glébulos rojos
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diluida, mezclando levemente sin generar espuma y dejando en reposo durante 10

minutos. La hemdlisis total se evidencié por transparencia de la solucion.

T Andlisis de muestras

Para realizar el analisis se tom6 1 mL de extracto y 5 mL de la suspension de glébulos

rojos diluida, se mezcl6 levemente y se dejo en reposo la mezcla durante 10 minutos.

El blanco se preparé utilizando 1 mL de agua destilada y 5 mL de suspension normalizada
de glébulos rojos.

3.15.2 Deteccién de Saponinas (Método OMS, 2011)

I Suspensién de eritrocitos

Se tomd6 1 mL de sangre fresca con citrato de sodio y se llevé a volumen 50 mL con buffer
de fosfatos pH 7.4.

 Patron

Se tomaron 10 mg de saponinas y se llevaron a volumen de 100 mL con buffer de fosfatos
pH 7.4.

Se realiz6 el ensayo preliminar usando las siguientes mezclas, las cuales se agitaron
levemente sin formar espuma. Se realiz6 agitacion 30 minutos después y se dejé en
reposo a temperatura ambiente durante 6 horas, después de lo cual se revisé la hemolisis

total evidenciada por transparencia de la solucién.

N° Tubo Volumen Extracto Volumen de buffer Volumenl de ;uspensién de
(mL) fosfatos (mL) eritrocitos (mL)
1 0,10 0,90 1,00
2 0,20 0,80 1,00
3 0,50 0,5 1,00
4 1,00 N/A 1,00
PATRON 1,00 N/A 1,00

Tabla 3-13. Condiciones de preparacion de muestras para determinacion de saponinas por hemodlisis.
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3.16 Metodologia de cuantificacion fenoles totales

La concentracion de fenoles totales fue medida por espectrofotometria UV, teniendo como
principio la reaccién colorimétrica de éxido-reduccion, siendo en este caso el reactivo de

Folin-Ciocalteu el agente oxidante.

Para la preparacion de la solucién madre de &cido galico, se pesaron exactamente cerca
de 1 mg de estandar (1,1 mg) y se le adicioné 1 mL de etanol 96% (solucién A).

Para preparar las soluciones de los puntos de la curva de calibracién (0,3-11 pg/mL de
AG) se tomé un volumen de la solucién madre el cual se complet6é con etanol 96% a1l mLy
posteriormente se tomdé un volumen de 100 pL de cada solucion (soluciones B) para

generar la reaccion, llevando a volumen final 2 mL (soluciones C).

q Volumen

Volumen Volumen \;?r::{ndeen Concentracion | Volumen Caér(\:?ddoad final Concentracio

N° | solucién Etanol Solucién solucién B solucion gélico solucion n solucién C
A (L) (pL) L (ug/uL) B (uL) reaccion (ug/mL)
(WL) (hg) (mL)

1 200 800 1000 0,220 300 66 2 33,0
2 100 900 1000 0,100 300 30 2 15,0
3 50 950 1000 0,055 300 16,5 2 8,2
4 25 975 1000 0,027 300 8,25 2 4,1
5 12,5 987,5 1000 0,014 300 4,125 2 2,0
6 6,25 993,75 1000 0,007 300 2,062 2 1,0

Tabla 3-14. Diluciones para preparacion de muestras para curva de calibracion en cuantificacion de fenoles totales

1 Preparacion de las muestras

Se pesaron exactamente 1,0-1,5 mg de extracto seco de material vegetal y se llevdé a
volumen de 1 mL con etanol 96%. Se utilizd el agitador vortex para lograr la disolucion de

los extractos.
1 Preparacion de muestras para andlisis
Se tomaron 300 pL de los extractos etandlicos diluidos y de cada una de las soluciones B

para la preparacion de la curva de calibracion y se les adicion6 300 pL el mismo volumen

del reactivo de Folin-Ciocalteu concentrado y se agito.
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Posteriormente se agregaron 600 pL de una solucién de Carbonato de sodio Na,CO; al
7,5%, finaimente se llevd a un volumen de 2 mL con agua destilada y se dejo reposar
durante dos horas.

La absorbancia fue medida en equipo BIORAD X Nork Microplate Spectrometer a 726 nm.
Los resultados fueron expresados en mg de &cido gélico / g de extracto (mg AG/ ¢

extracto).

3.17 Analisis estadistico

Los andlisis de caracterizacion fueron realizados por triplicado y los datos fueron
analizados con pruebas t-student para medias con varianzas iguales y diferentes utilizando
un a de 0,05.

Se realizaron pruebas F para varianza de dos muestras y asi establecer la prueba t-

student mas adecuada con un a de 0,05.

Para la comparaciéon entre mas de tres muestras o establecer la influencia de una variable
de proceso sobre la variable respuesta se utiliz6 el analisis ANOVA de un factor o

multifactorial a de 0,05.
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4. RESULTADOS y DISCUSION

4.1 Obtencion del material vegetal

Un ejemplar de la muestra obtenida de crecimiento silvestre fue determinado
taxonémicamente por S. Diaz-Piedrahita como Momordica charantia L. y depositado en el

Herbario Nacional Colombiano bajo el cédigo de identificacion COL 571600.

En general el material vegetal de las muestras se encontraba en buenas condiciones con
presencia de alguna porcién de tierra proveniente de las raices, insectos y algunas partes
aéreas de otras plantas atrapadas en los zarcillos.

4.1.1 Colecta

Las muestras se colectaron de cultivo y de crecimiento silvestre en diferentes meses del
afio. Es importante mencionar que la época lluviosa fue definida como la época en la
cual se presenté un mayor nimero de lluvias. Las condiciones ambientales de cada una de
las épocas en las cuales se recolectaron las muestras se encuentran en el Anexo 7-2

Datos resumidos de condiciones ambientales en Cali 2013-2014.

Mes Afio Prec(ir?]irtna;cién Dias de lluvia Epoca
Agosto 2012 37,58 10 Lluviosa
Diciembre 2012 8,13 5 Seca
Enero 2013 10,92 2 Seca

Tabla 4-1. Condiciones climaticas en la época de colecta de muestras de material vegetal de Momordica charantia L.

La identificacion de las muestras se encuentra resumida en la Tabla 4-2.

. EPOCA DE CODIGO
UBICACION COLECTA FUENTE MUESTRA
Palmira , Valle del Agosto 2012 Crecimiento
; i S-LI
Cauca Lluviosa silvestre
Candelaria, Valle del Diciembre 2012 Cultivo C-Se
Cauca Seca
Palmira , Valle del Enero 2013 Crecimiento S-Se
Cauca Seca silvestre

Tabla 4-2. Identificacién de muestras de material vegetal de Momordica charantia L
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9 Condiciones del cultivo

El cultivo fue desarrollado en el centro experimental de la Universidad Nacional sede
Palmira (CEUNP) por el grupo de investigacion de plantas medicinales. Las condiciones
bajo las cuales se desarroll6 el cultivo, al igual que el andlisis de suelos se resumen a

continuacion:

Nombre Cientifico Momordica charantia L.
Nombre Comun Archucha
Siembra
Fecha de siembra de los semilleros 9 Mayo de 2012
Fecha de trasplante al campo 30 de septiembre de 2012
Altitud 927 m.s.n.m
Precipitacion promedio anual 1100 mm
Temperatura promedio diaria 24,5 °C.
Humedad relativa promedio diaria 65%.
Riegos 1-2 semanales (con microaspersion)
Desyerbas Manualmente con azadon cada 15 dias
Recoleccion
Recoleccidn de material fresco 7 de diciembre de 2012
Cantidad de material recolectado 5 kg de material fresco

Tabla 4-3. Informacién general del cultivo desarrollado en CEUNP.

RESULTADOS DE ANALISIS DE SUELOS

N° Laboratorio 394SP

Profundidad (cm) 0-60

Resultados Contenido
pH 7,47 Alcalino
M.O 2,25% Moderado
P 183,8 ppm Muy alto / excesivo puede ser perjudicial
S 5,5 ppm Moderado
Ca 8,36 Cmol/kg Abundante
Mg 5,96 Cmol/Kg Abundante
K 0,90 Cmol/Kg Abundante
Na 0,22 Cmol/Kg Muy pobre
ClCe 15,44

B 0,24 mg/Kg Moderado
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Cu

Fe

Mn

Zn
Textura
C.E
Ca*Mg/K
a.s.n.m
Ca/Mg

3,4 mg/Kg
19,0 mg/Kg
2,6 mg/Kg
0,9 mg/Kg
Far

0,29 dS/m
16

1600 m
1,40

Abundante

Pobre o insuficiente
Deficiente

Muy pobre

Deficiente

Tabla 4-4. Informacién de la caracterizaciéon del suelo de CEUNP.

Figura 4-1. Cultivo desarrollado en centro experimental Universidad Nacional sede Palmira CEUNP

4.2 Secado del material vegetal

De acuerdo con la tabla 3-2 se mencion6 que el proceso de secado para las tres muestras

fue diferente por disponibilidad del equipo en el momento de la colecta de cada una, y

dada la necesidad de reducir la humedad para asegurar su preservacion.

Inicialmente el proceso de secado se habia planteado en un horno a temperatura de 40°C

considerando que no se disponia de informacion relacionada con la estabilidad del material.

Sin embargo, el proceso de secado no fue el mismo para todas las muestras lo cual pudo

generar alguna variacion que podria inferir en los resultados de los analisis fisicoquimicos.

No obstante, se razoné también como una oportunidad, representando alternativas al
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proceso convencional de secado que pueden ser utilizadas facilmente por cultivadores, y
que aportan informacién sobre el comportamiento del material tras la manipulacion

generada con cada método.

En todos los casos se presentd una pérdida de humedad de alrededor del 86,5% lo cual
es consistente con lo reportado en la farmacopea vegetal caribefia 84,6% para el material
vegetal fresco de esta planta (Robineau, 2007, Sharapin, 2000%) y lo reportado en general
para material vegetal fresco (Sharapin, 2000°). El material seco obtenido era friable y
tenia humedad residual entre 5,5 - 13,5%, lo que se ajusta a la condicion mas favorable
para proteger el material vegetal del crecimiento microbiol6gico y degradacion quimica de
metabolitos secundarios de interés.

El proceso de secado empleando bombillos como fuente de calor fue el que arrojo la
mayor pérdida de humedad, sin embargo fue el método con mayor dificultad para
controlar tanto la temperatura como para lograr una distribucion homogénea del calor para

todo el material.

En cuanto al proceso de secado al ambiente, requiri6 mayor tiempo para lograr la pérdida
de humedad deseada, y cuando alcanzé6 una humedad residual del 11%, nuevamente
empezO6 a adquirir humedad del ambiente lo cual es desfavorable. A pesar de que el
material estuvo expuesto a recibir mayor cantidad de polvo del ambiente esto no afecté
considerablemente el contenido de cenizas insolubles en &cido (Tabla 4-27), ni se
evidencié un impacto sobre los resultados de caracterizacibn microbiolégica del material

como se puede observar mas adelante (Tabla 4-28).

De acuerdo con los resultados resumidos en la Tabla 4-5, se puede visualizar que el
proceso de secado en horno a 40°C es la mejor alternativa para el tratamiento del material,
puesto que es mas rapido, se logra un contenido de humedad residual (pérdida por
secado) inferior al 10% y el proceso es homogéneo en el material. A pesar de que el
horno artesanal (calentamiento con bombillos) logré resultados similares en tiempo y
humedad residual, debe tenerse en cuenta que es menor el control de la temperatura y
algunas partes mas cercanas a la fuente de calor podrian verse afectadas por una mayor

exposicion a altas temperaturas.
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MUESTRA

Silvestre época Lluviosa (S-LI)

Cultivo época seca (C-Se)

Silvestre época seca (S-Se)

Fecha de Recolecciéon

14 de Agosto de 2012

07 de diciembre de 2012

16 enero de 2013

Condicién de secado

A temperatura ambiente expuesto sobre una
superficie limpia
planay a la sombra.

En horno de secado artesanal con calentamiento
con bombillos.

Horno de secado con recirculacion de
aire.

Fotografia

Tiempo de secado

10 dias

24 horas 24 horas
Temperatura ambiente en Cali
Condicién de secado Max 32°C Min 17,0°C 40+10 °C 45°C -47,5°C
Humedad Max 96% Min 35%
Pérdida por secado total (%) 78,03% 68,55%* No determinado
Humedad y volatiles remanente 13.24% 5,49% 8,14%

(%)

Curva de control de secado

Curva de Secado
Muestra N°1 (Agosto 2012)

Contenido de humedad (%)
w
2

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo de secado (dias)

Curva de secado
Muestra N°2 - 07 de Diciembre de 2012

y=0,1783x2-6,8614x + 68,554

+ perdidadepeso

% humedad
@
=y

——Polinémica (perdida de
peso)

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

No determinado***

*Calculado mediante formula de regresion polindbmica.
** No se realizé seguimiento del proceso de secado. Se dejo el material durante 24 horas y se determiné la humedad residual, encontrando un valor cercano al

10%, por lo cual se suspendi6 el proceso de secado y se retird el material del horno.

Tabla 4-5. Informacidn sobre el proceso de secado de las muestras de material vegetal de Momordica charantia L.
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4.3 Molienda del material vegetal

Se utilizé6 una licuadora industrial para la molienda del material. Se cortdé en trozos y fue
triturado por pulsos durante aproximadamente 1,0- 1,5 minutos. El aspecto del material

molido de cada una de las muestras puede observarse en la Figura 4-2.

MUESTRA S-Se

Figura 4-2. Fotografia de muestras de material vegetal molido

El material vegetal de todas las muestras evidencia segregacién en dos tamafios. Las
particulas de mayor tamafio corresponden a tallos fibrosos. Las particulas en polvo mas

fino provienen de las hojas molidas.

El color de las tres muestras también se atribuye a las partes de la planta abundantes en
cada muestra, siendo mas verde y pequefio cuando predominaban hojas, y amarillo de
mayor tamafio cuando habia mayor contenido de tallos y zarcillos. Con base en esto, la
muestra nativa colectada en época lluviosa (S-LI), es una mezcla de todas las partes
aéreas Y tallos de la planta, la muestra de cultivo (C-Se) tenia abundantes tallos y zarcillos.
La muestra nativa colectada en época seca (S-Se) basicamente estaba compuesta

por hojas.

Los frutos fueron separados de cada una de las muestras para ser molidos y analizados

de forma independiente.

4.4 Descripcion fisica del material vegetal fresco

Pertenece al grupo de las angiospermas vasculares. Es una planta herbacea y trepadora

con zarcillos.
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Hojas

Son hojas simples de 4- 5 cm de longitud, color verde,
rastreras, suaves y no presentan vellocidades. Son
unifoliadas, pecioladas, de venacién reticulada. Se
encuentran de forma alterna y son caulinares. Las hojas
tienen 5 l6bulos que cuales los dos ubicados en la base de
la hoja se subdividen en 2 I6bulos cada uno; son levemente
dentadas. Las hojas adultas llegan a medir 7-10 cm de
longitud y 5-7 cm de ancho, de color verde oscuro. Los
peciolos son delgados y miden de 1-3 cm de largo. Primera
hojas palmeadas no lobuladas. Configuracion acorazonada.
Los filos son pubescentes y suaves.

Tallos y zarcillos

Los tallos son verdes, delgados y con vellosidades. Son
rastreros y presentan nudos y yemas terminales con
zarcillo. Presenta una raiz principal lefiosa de la cual se
desprenden raices laterales.

Flores

Presenta caliz diferenciado de la corola. Son flores
solitarias, unisexuales de 5 pétalos amarillos, redondeados
y concavos de 1 cm de largo. Presenta sépalos de 5mm.
La Flor es dialipétala, cariofilacea y pluricarpelar.

Frutos

Son espinosos de color verde y durante la maduracion
adquieren color naranja. Son alargados de dimensiones
entre 5-35 mm de largo y 5-22 mm de ancho de acuerdo a
su estado de desarrollo.

Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca

Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca

Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca
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Semillas

Las semillas son elipticas con cubierta de color rojo de
maximo 10 mm de longitud. Se encuentran alrededor de 15-

20 semillas en cada fruto maduro.

4.5 Descripcién del material vegetal seco entero

Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca

Muestra Fotografia Descripcion
Material principalmente compuesto
por tallos gruesos, secos pero
rigidos 'y no se fragmentan
facilmente. Los zarcillos que se
Silvestre desprenden dg los mismos son
época delgadqs y fragiles.
Lluviosa Las hojas son color verde oscuro,
(S-L1) rugosas y friables.
El material estd compuesto por
tallos y hojas.
Se observan algunos tallos
delgados y gran proporcion de
hojas verdes, rugosas y friables.
Cultivo
época seca
(C-Se) Se encuentran tallos gruesos de
gran extension entrecruzados unos
con otros sin presencia de hojas
color amarillo-café.
Laura Carlos, 2013 Bogota




61

CONTRIBUCION AL ESTABLECIMIENTO DE PARAMETROS DE CALIDAD Y RANGOS DE VARIACION PARA
MATERIAL VEGETAL DE Momordica charantia L. PROVENIENTE DE INDIVIDUOS SILVESTRES Y DE CULTIVO

Muestra Fotografia Descripcion
El material estda compuesto por
Silvestre tallos delgados y mayor proporcion
época seca de hojas.
(S-Se) Las hojas son de color verde

oscuro, rugosas Y friables.

Tabla 4-6. Descripcion fisica de las muestras de material vegetal de Momordica charantia L. seco sin moler

4.6 Descripciéon de material vegetal seco /molido

. Muestra Silvestre Muestra de Cultivo Muestra silvestre
Atributo , . . .
época lluviosa (S-LI) época seca ( C-Se) época seca (S-Se)
Predominantemente Predominantemente .
. Predominantemente verde
Color verde con mezcla amarillo con algunas Verde
amarillas particulas verdes
Herbaceo Herbaceo Herbaceo
Intensidad: Il Intensidad: | Intensidad: Il
Olor
Produce un sabor amargo Produce un sabor Produce un sabor amargo
al oler amargo al oler al oler
Sabor Amargo Amargo Amargo

Aspecto fisico

Mezcla fibroso/

Fibroso principalmente . .
P P particulas friables

Polvo con algunas fibras

Fotografia

Tabla 4-7. Descripcién fisica de material vegetal molido de muestras de cultivo y ejemplares de recoleccion silvestre

El material vegetal molido de las muestras difiere en su color y aspecto, lo cual esta

asociado a la abundancia de hojas o tallos en cada una. El olor herbaceo y el sabor residual

amargo se perciben en las tres muestras, aunque con algunas diferencias en intensidad

por lo cual se organizaron en forma ascendente (intensidad I, 11 y Ill). La muestra silvestre

recolectada en época lluviosa (S-LI) reflejaba el olor mas intenso lo cual podria atribuirse a
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gue tuvo un mayor tiempo de almacenamiento previo analisis, pues su recoleccion fue

cuatro meses antes de las demas muestras.

4.7 Tamafo de particula

Condiciones ambientales: Humedad 49% /Temperatura: 19,4°C

% Retenido o
- : i Desviacioén
Muestra Muestra Silvestre época lluviosa (S-LI) Promedio )
i Estandar
Tamiz Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1,0 mm 4,27 8,73 3,88 5,63 2,693
0,59 mm 12,64 18,73 13,64 15,00 3,268
0,38 mm 22,05 21,61 24,29 22,65 1,436
0,25 mm 12,81 16,97 12,54 14,10 2,482
0,15 mm 29,45 18,83 22,83 23,70 5,362
Colector 18,79 15,14 22,83 18,92 3,847
% Retenido -
- - ) Desviacion
Muestra Muestra cultivo época seca (C-Se) Promedio )
i Estandar
Tamiz Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1,0 mm 2,97 7,33 3,34 4,55 2,418
0,59 mm 9,11 15,13 9,56 11,27 3,356
0,38 mm 14,55 19,65 13,80 16,00 3,185
0,25 mm 13,38 12,59 13,77 13,24 0,600
0,15 mm 14,68 13,36 15,57 14,54 1,113
Colector 45,31 31,94 43,97 40,41 7,364
% retenido o
- - i Desviacioén
Muestra Muestra silvestre época seca (S-Se) Promedio )
i Estandar
Tamiz Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
1,0 mm 1,46 1,97 1,60 1,68 0,264
0,59 mm 5,97 6,73 6,35 6,35 0,378
0,38 mm 11,02 27,57 10,94 16,51 9,579
0,25 mm 12,34 9,19 12,74 11,42 1,945
0,15 mm 31,52 31,34 34,07 32,31 1,526
Colector 37,69 23,20 34,31 31,73 7,579

Tabla 4-8. Porcentaje de material vegetal retenido en la bateria de tamices para las muestras de material vegetal molido de

Momordica charantia L
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Distribucion de tamafio de particula

60,00

S 50,00

(@]

©

< 40,00

)

< 30,00 mS-L
T

% 20,00 H C-Se
g m S-Se
o

10,00

0,00

1,0mm 0,59mm 0,38mm 0,25mm 0,15mm colector

Apertura del tamiz

Grafica 4-1. Distribucién de tamafio de particula de las muestras de material vegetal de Momordica charantia L.

A pesar de no disponer de los tamices recomendados (OMS) para tener una clasificacién
del material vegetal por su tamafio, de acuerdo con la disponibilidad de los mismos, se
obtuvo un material vegetal mixto con una porcion de tamafo “fino” de alrededor del 60%
gue pasa por la malla de tamafio 150 um y una porcion “gruesa’ del maximo 40% con
tamafio mayor a 380 um. Lo anterior viene asociado a la friabilidad hojas frente a los tallos

tras la molienda, lo cual produce una distribucion de tamafios de particulas con ese
comportamiento.

Distribucién acumulada de tamafio de particula
100,00 - .: N
90,00 |::: At
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00

Porcentaje retenido (%)

1,0mm 0,59 mm 0,38 mm 0,25 mm 0,15 mm colector

Apertura del tamiz

Grafica 4-2. Distribucion acumulada de tamafio de particula de las muestras de material vegetal de Momordica
charantia L.
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4.8 Humedad residual
Contenido de humedad (%) i .
Muestra Promedio Desv’lacmn IC
1 0 L Estandar
Réplical | Réplica2 | Réplica3
Muestra Silvestre- a
Epoca Lluviosa ( S-L) 12,89 10,17 10,94 11,33 1,401 11,33 £3,480
Muestra Cultivo- a
Epoca Seca (C-Se) 9,45 9,14 9,44 9,34 0,179 9,34 £ 0,444
Muestra Silvestre- 10,62 10,28 10,65 10,52 ° 0208 | 10,52%0516

Epoca Seca (S-Se)

* Intervalo de confianza 95% vy a 0,05

% No hay diferencia significativa entre las muestras, con 95% de confianza.

Tabla 4-9. Resultados humedad residual en muestras de material vegetal molido de Momordica charantia L.

1

Contenido de Humedad (%)

[EEN
N
o
o

14,00

’

0,00

8,00

6,00

4,00

2,00

0,00

Humedad residualMaterial Vegetal Seco

1 =

HH HHH—

A

e— G| |

—— C-5e

1

2

Tiempo (horas)

S-Se

Grafico 4-3. Comportamiento del porcentaje humedad residual en funcion del tiempo.

Se puede evidenciar que el contenido de humedad y sustancias volatiles de las muestras se
encuentra entre 9,3 y 11,3%, lo cual esta acorde con lo referenciado 8-14%, en funcién de

reducir

Sharapin, 2000°).

procesos degradativos de tipo quimico y microbiol6gico (Sharapin,

20007,

Al realizar el analisis de varianza se evidencia que no existe diferencia significativa entre

las medias de los resultados de humedad de las muestras de material vegetal de

recoleccion silvestre y cultivo,

varianza de los grupos si difiere.

con 95% de confianza. Sin embargo es de aclarar que la
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La muestra que evidencia una mayor dispersion en los resultados , es la muestra de
secado al ambiente (S-LI), posiblemente porque todo el material vegetal no quedd

expuesto de la misma forma a esta condicion de secado, que es superficial.

Estos resultados evidencian que independiente del método utilizado para secado, el
material vegetal logra un equilibro con la humedad ambiental similar. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta la conservacion del material y adecuada manipulacién, que para este
caso fue almacenamiento sin moler en bolsa de papel cerrada, protegido del calor, la

humedad, insectos y polvo.

4.9 Material extraible

A continuacion se resumen los resultados de material extraible obtenidos para cada una de las
muestras bajo las condiciones de extraccién especificas en la cual fue variable el proceso de

extraccion, tamafio de particula del material vegetal y el solvente de extraccion:

- fio d Proceso de extraccion en frio Proceso extraccion en caliente
amario de —n —
Muestra particular Solvente ME (mg) / PMV (g) Rendimiento ME (mg) / PMV (g) Rendimiento
(%) (%)
S-LI-1 Fino Agua 223,219 22,3 147,45 14,8
S-LI-2 Grueso Agua 164,969 16,5 150,02 15,0
) Agua:Etanol
S-LI-3 Fino (50:50) 206,535 20,7 173,24 17,3
Agua:Etanol
S-LI-4 Grueso (50:50) 163,185 16,3 200,66 20,1
S-LI-5 Fino Etanol 53,906 5,4 118,60 11,9
S-LI-6 Grueso Etanol 23,892 2,4 66,10 6,6
C-Se-1 Fino Agua 184,861 18,5 154,14 15,4
C-Se-2 Grueso Agua 201,899 20,2 81,46 8,2
. Agua:Etanol
C-Se-3 Fino (50:50) 181,275 18,1 209,56 21,0
Agua:Etanol
C-Se-4 Grueso (50:50) 93,596 9,4 110,63 11,0
C-Se-5 Fino Etanol 52,333 5.2 122,52 12,2
C-Se-6 Grueso Etanol 24,558 2,5 60,33 6,0
S-Se-1 Fino Agua 243,452 24,3 273,73 27,4
S-Se-2 Grueso Agua 172,011 17,2 159,59 16,0
. Agua:Etanol
S-Se-3 Fino (50:50) 269,192 26,9 283,68 28,4
Agua:Etanol
S-Se-4 Grueso (50:50) 194,805 19,5 176,32 17,6
S-Se-5 Fino Etanol 110,723 11,1 173,74 17,4
S-Se-6 Grueso Etanol 24,378 2,4 83,37 8,3

ME: material extraible / PMV: peso del material vegetal.

*Grueso: material con tamafio superior a 380 mcm

*Fino: mate rial con tamafio inferior a 380 mcm

Tabla 4-10. Resultados de material extraible en proceso en frio y caliente para las muestras de material vegetal de Momordica
charantia L.
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4.9.1 Proceso de extraccion en frio

MATERIAL EXTRAIBLE M Agua
300 - PROCESO DE EXTRACCION EN FRIO = Agua/Etanol (50:50)

250 - Etanol

200 -
150 -
100 -

o -

S-A-Fino S-A-Grueso C-D-Fino C-D-Grueso S-E-Fino S-E-Grueso

ME (mg)/ MV (g)

(%)
o
I

Muestra

ME: material extraible / MV: Material vegetal
Gréfico 4-4. Comparacién de resultados de material extraible para las muestras clasificadas por tamafio de particula en los

diferentes solventes

Ho: No hay diferencia significativa entre la media de rendimiento de los extractos elaborados con material vegetal
del mismo tamafio (tamafio fino / grueso) usando proceso de maceracion en frio.

Constante Variables F calculado | F critico Resultado
Muestra 18,81 6,94 Feit < Feal Se rechaza H,
Tamafio fino
Solvente 109,45 6,94 Feit < Feal Se rechaza H,
Muestra 0,32 6,94 Feit> Feal Se acepta H,
Tamafio grueso
Solvente 15,48 6,94 Feit < Feal Se rechaza H,

Tabla 4-11. Resultados de andlisis ANOVA manteniendo constante el tamafio de la muestra usada para extraccion para el
proceso en frio

Al realizar el andlisis de varianza ANOVA para establecer si existe una diferencia
significativa entre los resultados de material extraible asociado a las variables del proceso
de extraccion, se evidencia que el solvente utilizado impacta considerablemente en el
resultado siendo el alcohol etilico 96% el que logra los menores rendimientos. Adicional a
esto, los extractos etandlicos se obtienen con gran contenido de clorofilas que dificultan su
manipulacion y purificacion en analisis posteriores. Estas diferencias podrian atribuirse a
que los metabolitos de esta planta son de naturaleza mas polar (glicésidos) , por lo
tanto se favorece su extraccion en agua o0 mezclas solvente con alta proporcion de esta
(Sharapin, 20007%). Adicionalmente para el caso de los extractos acuosos, existe una menor
manipulacion del extracto en el proceso de secado por liofilizacion que reduce pérdidas,

incrementando el rendimiento.
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Segun los resultados del andlisis ANOVA (Tabla 4-11) la fuente de la muestra impacta de
forma significativa solo cuando se comparan los resultados de los extractos obtenidos de
material fino (tamafio < 380 um) donde las muestras de ejemplares silvestres tienen
mayores rendimientos que la muestra de cultivo. Probablemente este comportamiento se
produce porque la distribucion de tamafio de particula de la muestra de cultivo estaba
representada principalmente por particulas muy finas que méas alla de aumentar el area
superficial, podrian formar aglomerados o compactacion reduciendo el contacto con el

solvente.

Respecto a la influencia de la fuente de obtencién, a pesar de que con las muestras de
recoleccion silvestre se obtienen mayores rendimientos de extracto, se observa una
diferencia entre las dos muestras de esta fuente, siendo la muestra de época seca (S-Se)
la de mayor rendimiento. Lo anterior puede estar asociado a que en época seca las
plantas tienden a concentrar sus principios activos o en época lluvia a reducirse por efecto
de lavado (Sharapin, 2000?).

Ho: No hay diferencia significativa entre la media de rendimiento de los extractos de cada solvente (Agua: Agua

Etanol 50:50/ Etanol 96%) usando diferentes muestras de material de distinto tamafio y proceso de maceracion
en frio.

Constante Variables F calculado | F critico Resultado

Muestra 0,11 19 Feit < Feal Se acepta H,

Agua
Tamafio 1,85 18,5 Ferit < Feal Se acepta H,
Agua: Etanol Muestra 17,28 19 Feit < Fea Se acepta H,
(50:50) Tamafio 27,18 18,5 Feit < Feal Se rechaza H,
Muestra 1,01 19 Feit < Feal Se acepta H,

Etanol
Tamafio 6,28 18,5 Feit < Feal Se acepta H,

Tabla 4-12. Resultados de analisis ANOVA para muestras manteniendo constante el solvente para el proceso en frio

Al analizar la influencia del tamafio de particula (fino o grueso) sobre la cantidad del
material extraible de las muestra para cada uno de los solventes (Tabla 4-12), se encuentra
gue solo en los procesos que utilizan mezcla solvente Agua-Etanol (50:50), existe una
influencia significativa del tamafio obteniéndose mejores rendimientos con tamafio menor a
380 um, lo cual infiere que existe una mayor area superficial de contacto entre las
particulas del material y el solvente. Para cada uno de los solventes no se evidencia

diferencia atribuible a la fuente de la muestra.
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4.9.2 Proceso de extraccion en caliente

MATERIAL EXTRAIBLE
350 - PROCESO EXTRACCION EN CALIENTE

B Agua
300 - ® Agua:Etanol

Etanol

250 -

200 -
150 -
100
: 1
o_

S-LI- Fino S-LI-Grueso C-Se-Fino C-Se-Grueso S-Se-Fino S-Se-Grueso
MUESTRA

ME (mg)/g MV

ME: material extraible / MV: Material vegetal

Grafico 4-5. Comparacion de resultados de material extraible para las muestras clasificadas por tamafio de particula en los
diferentes solventes

Ho: No hay diferencia significativa entre las medias de redimiento de extractos elaborados con material vegetal
del mismo tamarfio (fino / grueso) usando diferentes solventes en proceso de extraccion digestion en caliente.

Constante Variables F calculado | F critico Resultado
Muestra 16,77 6,94 Feit < Feal Se rechaza H,
Tamafio fino
Solvente 11,08 6,94 Feit < Feal Se rechaza H,
Muestra 5,64 6,94 Feit> Feal Se acepta H,
Tamafio grueso
Solvente 12,27 6,94 Ferit < Feal Se rechaza H,

Tabla 4-13. Resultados de andlisis ANOVA para muestras manteniendo constante el tamafio de la muestra para el proceso en
caliente

De acuerdo con los resultados de la tabla 4-13, se evidencia el mismo comportamiento
gue el proceso de extraccion en frio, donde independiente del tamafio de particula de las
muestras, la influencia del solvente es significativa, siendo los extractos en mezcla agua-
etanol los de mayor rendimiento. De la misma manera solo se observa una influencia de la

fuente de la muestra cuando se comparan los resultados de las muestras de tamafio fino.

Ho: No hay diferencia significativa entre la media de redimiento de los extractos de diferentes muestras de
diferente tamafio con cada solvente (Agua/Agua:Etanol 50:50/ Etanol 96%) en proceso de digestion en caliente
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Constante Variables F calculado F critico Resultado

Muestra 2,93 19 Feit < Fea Se acepta H,

Agua
Tamafio 3,23 18,5 Ferit < Feal Se acepta H,
Agua: Etanol Muestra 0,87 19 Ferit < Foal Se acepta H,
(50:50) Tamafio 1,87 18,5 Ferit < Fea Se acepta Ho
Muestra 4,63 19 Feit < Fea Se acepta H,

Etanol
Tamafio 36,21 18,5 Feit < Fea Se rechaza H,

Tabla 4-14. Resultados de analisis ANOVA manteniendo constante el solvente de extraccién para el proceso en caliente

Al analizar el impacto del tamafio de particula (fino o grueso) sobre la cantidad del
material extraible de cada muestra para cada uno de los solventes en el proceso en de
digestion en caliente (Tabla 4-14), se encuentra que solo en los procesos que utilizan
Etanol, existe una influencia significativa del tamafio obteniéndose mejores rendimientos
con tamafno fino (< 380 um), lo cual infiere que existe una mayor area superficial de
contacto entre las particulas del material y el solvente, y por tanto mayor penetracion en

las células para extraccion.

4.9.3 Comparacion de los dos métodos de extraccion

Teniendo en cuenta que no habia influencia significativa de la muestra en los tamafios
gruesos de los dos métodos de extraccidon, se compararon los datos de ambos procesos
para establecer si habia influencia en los resultados de material extraible. Los
resultados reflejan que no existe un impacto significativo atribuible al proceso de
extraccion y se confirma el fuerte impacto de la polaridad del solvente (Tabla 4-15).

Ho efecto: NO hay diferencia significativa en las medias de rendimiento de los extractos obtenidos con diferente

solvente y proceso de extraccion
Ho interaccion: La interaccion de los dos factores es nula

Constante Variables F calculado | F critico Resultado
Solvente 19,70 3,88 Feit < Fea Se rechaza H,
Tamafio grueso Proceso 0,03 4,74 Feit < Fea Se acepta H,
Interaccion 2,89 3,88 Feit > Fea Se acepta Hy ge interaccion

Tabla 4-15. Resultados de analisis ANOVA para muestras comparando proceso de extraccion para muestras de tamafio
grueso

Por su parte la comparacion de los dos métodos de extraccion de las muestras de tamarfio

fino se analizaron para cada solvente, con la intencién de verificar la influencia de la
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fuente de la muestra y del proceso de extraccion sobre el material extraible. Se
evidencid que solo para las muestras extraidas con etanol en caliente, el aumento del
rendimiento tiene influencia significativa de las dos variables. El resultado de material
extraible incrementa en 50-120 % al trabajar el proceso en caliente. Esto podria
justificarse ya que aumentar la temperatura de extraccion mejora la solubilidad de algunos
metabolitos secundarios en el solvente; ademés debe tenerse en cuenta que en este
proceso de digestion se produjo agotamiento del material realizando una segunda
extraccion con una porcion adicional de solvente, lo cual desplaza el equilibrio de
saturacion que se habia generado con la primera porcion de solvente. Con los otros
solventes (agua y mezcla agua-etanol), es probable que la temperatura favorezca mayor
rapidez de la extraccién por el aumento de la solubilidad de algunos compuestos, pero
finalmente se obtenga un resultado que no es significativamente diferente al de los
procesos en frio (Tabla 4-16).

Ho: No hay diferencia significativa entre la medias de rendimiento de los extractos de diferentes muestras de
material vegetal de tamafio fino en cada solvente solvente (Agua: Agua Etanol 50:50/ Etanol 96%) usando
diferentes procesos de extraccion.

Constante Variables F calculado | F critico Resultado

Muestra 3,19 19 Ferit < Feal Se acepta H,

Agua
Proceso 0,68 18,5 Feit < Feal Se acepta H,
Agua: Etanol Muestra 8,99 19 Ferit < Fea Se acepta H,
(50:50) Proceso 0,03 18,5 Ferit< Fea Se acepta Ho
Muestra 290,95 19 Ferit < Feal Se rechaza H,

Etanol
Proceso 928,11 18,5 Feit < Feal Se rechaza H,

Tabla 4-16. Resultados de analisis ANOVA manteniendo constante el solvente , en muestras de tamafio fino y diferentes
procesos de extraccion

4.9.4 Material extraible en frutos

M Material extraible (mg)/ Material extraible (mg)/
uestra . . )
material vegetal frutos (g) material partes aéreas (Q)
S-L 149,925 173,24 - 200,66
C-Se 155,851 110,63 - 209,56
S-Se 140,992 176,32 - 283,68

Tabla 4-17. Resultados de material extraible en proceso en caliente para las muestras de frutos de Momordica charantia L.

En la Tabla 4-17 Se observan valores similares del material extraible en mezcla agua-

etanol (50:50) de los frutos molidos de todas las muestras. Sin embargo, si se evidencia
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una diferencia estadisticamente significativa entre el material extraible obtenido de frutos y
el resultado de partes aéreas en la misma mezcla solvente como se observa tras los

resultados de analisis de varianzas y medias para grupos descrito a continucion:

Prueba F test para diferencia de varianzas

Ho: No hay diferencia significativa en las varianzas de los grupos (frutos y partes aéreas)

F calculado

F critico

Resultado

19,29

57,21

Fcrit > I:cal

\ Se acepta H,

t test para diferencia de medias (asumiendo varianzas diferentes)

Ho: No hay diferencia significativa en las media de rendimiento de los extractos hidroalcohdlicos de partes

aéreas y frutos.

t calculado

t critico

Resultado

2,36

1,28

tcrit < tcal

Se rechaza H,
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4.10 Analisis Microscopico

T Muestra (S-LI)

Organo de la planta Tejido Caracteristicas
. . . Estomas anomociticos, Unicamente en el envés (a)
Hojas Epidermis Epidermis de paredes sinuosas y onduladas (b)

Abundantes tricomas no glandulares multicelulares uniseriados,
inclinados, unidos a la epidermis por una base de 2 a 5 células
Hojas Epidermis (c,d,e)
Escasos tricomas glandulares de pedunculo multicelular
uniseriado y glandula multicelular (f)

Hojas Esclerénquima Células pétreas (g, h)

Hojas Parénquima Esponjoso (i)




73 CONTRIBUCION AL ESTABLECIMIENTO DE PARAMETROS DE CALIDAD Y RANGOS DE VARIACION PARA
MATERIAL VEGETAL DE Momordica charantia L. PROVENIENTE DE INDIVIDUOS SILVESTRES Y DE CULTIVO

Hojas Vascular/ Conductor Vasos espiralados (j,k)

Estomas Anomociticos (I)
N° células: 4 / 5 células

ellig Spelems Epidermis de paredes sinuosas y
onduladas
Tallos Esclerenquima Fibras del periciclo (m,n,0)

Vasos reticulados (p)
Vasos espiralados (q,r)

Algunas fotos corresponden a cortes trasversales y longitudinales de hojas y tallos

Tabla 4-18. Caracteristicas microscopicas de la muestra de material vegetal (S-LI).
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1 Muestra (C-Se)

Organo de la planta Tejido Caracteristicas

Estomas anomaociticos Unicamente por el
Hojas Epidermis envés. Epidermis de paredes sinuosas u
onduladas (a)

Tricomas no glandulares multicelulares
Hojas Epidermis uniseriados, inclinados, unidos a la
epidermis por 2 a 5 células (b,c,d)

Hojas Vascular/ Conductor

Tricomas no glandulares multicelulares
uniseriados espatulados (g)

Tallos Epidermis
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Esclerenquima Xilema y Floema /Grupos vasculares(h)
Tallos . L .
Vascular Fibras del periciclo (i)
"
Xilema
Floema
Fibras del
periciclo
Tallos Vascular/Conductor s CElElEe s )

Vasos reticulados (k)

Algunas fotos corresponden a cortes trasversales y longitudinales de hojas y tallos.

Tabla 4-19. Caracteristicas microscopicas de la muestra de material vegetal (C-Se)
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1 Muestra (S-Se)

Organo de la planta Tejido Caracteristicas

Estomas anomociticos Unicamente en el
envés (a)
No se evidencian estomas en el haz (b)
Epidermis de paredes sinuosas u onduladas

Hojas Epidermis

Abundantes tricomas no glandulares
multicelulares uniseriados, inclinados (c)
Algunos tricomas espatulados (d)
Escasos tricomas glandulares de pedinculo

Hojas Epidermis unicelular y glandula unicelular (e)

Abundantes tricomas no glandulares

multicelulares uniseriados, inclinados, unidos a
la epidermis por una base de 2 a 5 células

(f.g.h.i)

Epidermis Bases de tricomas (J)
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Hojas
Tallos

Parenquima Esponjoso (k,I)

Hojas Parénquima Reserva (almidon) (m)

Tallos Epidérmico Epidermis unicelular rugosa (n)

Tricomas no glandulares multicelulares

Tallos Epidérmico uniseriados (o)
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Fibras (p)
Colenquima (q)
Tallos Varios Fibras del periciclo (q)
Xilema (q)
Floema (q)

~

-~ Colenquima

Fibras del
periciclo

~

“  Floema

o v
> Xilema

Fibras del periciclo (r)
Tallos Varios G2 ()
Floema (r)
Vasos reticulados (s, t)

.*_—. )

4

Fibras del periciclo

Tallos Vascular Grupos vasculares (u)
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Tallos Esclerenquimatico Celulas petreas (v, w, X)

Algunas fotos corresponden a cortes trasversales y longitudinales de hojas y tallos.

Tabla 4-20. Caracteristicas microscopicas de la muestra de material vegetal (S -Se).

A pesar de que las muestras eran de origenes diferentes, se observaron caracteristicas
similares en cuanto a la presencia y tipo de estomas, tricomas y distribucion de tejidos en
los érganos evaluados tallos y hojas como se esperaba, considerando que es la misma
especie. Sin embargo el analisis pretendia identificar si la época de recoleccién o la fuente
podrian reflejar diferencia.

Hojas

Se evidencian caracteristicas similares en las tres muestras analizadas, en las cuales la
epidermis presenta una cuticula delgada, rugosa y paredes levemente onduladas. Se
observan algunos prismas de oxalato de calcio.

Mediante un corte longitudinal se observa presencia de tricomas no glandulares
multicelulares de numero variable (7-12 células) uniseriados con la punta afilada e
inclinados hacia la superficie.

Tras un corte transversal del la hoja, se encuentran estomas solo en el envés de la misma
en todas las muestras y son de tipo anomocitico de 4 o 5 células. Se observaron en
forma abundante tricomas glandulares con tallo grueso multicelular y uniseriado, de cabeza
multicelular con algunas incrustaciones. La anterior descripcion es consistente con la

reportada previamente por Zocoler para Momordica charantia L. (Zocoler, 2006).
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Tallos

En los tallos se observa la presencia de tricomas no glandulares uniseriados de punta
aflada y espatulados. Se encuentran estomas anomociticos de 4 0 5 células.

En el corte transversal del tallo se evidencia la presencia de los grupos vasculares
organizados en forma de anillo central como es caracteristico de las plantas
dicotiledoneas. Este anillo esta conformado por tres haces vasculares bicolaterales
centrados con una porcion de médula reducida. Sin embargo, también se observa de
forma particular para estos tallos, un segundo anillo mas externo de cinco haces
bicolaterales ubicado en las crestas, todos separados por capas de paréngquima con
presencia de fibras intervasculares y floematicas. Este arreglo particular del tejido
vascular, corresponde con lo reportado por Zocoler en 2006.

El cortex estd compuesto basicamente por una seccion con 4-7 capas de fibras
perivasculares y una delgada capa de parénquima proxima a la epidermis.

Al realizar las tinciones, evidencia presencia de algunos granos de almidon en hojas, sin
embargo son abundantes.

Con fluoroglucinol se tifien visiblemente las paredes lignificadas de las fibras, células

pétreas, y vasos conductores en los tallos.

Al realizar la tincion con sudan rojo Il no se observaron coloraciones que indicaran la

presencia de depdsitos de aceites o resinas.
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4.11 Evaluacion de los frutos

Los frutos obtenidos en todos los casos observan color naranja como referencia del
estado de madurez y fue el criterio de seguimiento utilizado para definir el momento de la

recoleccion.

Muestra
S-LI C-Se S-Se

Frutos secos

Figura 4-3. Fotografia de los frutos secos de las muestras de Momordica charantia L.

1 DIMENSIONES DE LOS FRUTOS

Los datos de las dimensiones de todos los frutos en cada una de las muestras se

encuentran en el Anexo 7-3. Dimensiones de los frutos de Momordica charantia L.

Muestra S-LI C-Se S-Se
. Ancho Ancho
Medida Largo (mm) | Ancho (mm) | Largo (mm) (mm) Largo (mm) (mm)
Promedio 18,20 12,49 15,67 10,47 16,33 10,78
DeS\/,lamon 5,26 2,66 3,03 2,11 5,44 2,10
estandar
Maximo 35 22 25 17 27 14
Rango 25,00 14,00 15,00 12,00 22,00 7,00
CV% 28,89 21,30 19,36 20,19 33,34 19,50

CV: coeficiente de variacion
Tabla 4-21. Resultados de dimensiones de frutos de Momordica charantia L.

En cuanto a las dimensiones, se observa que el ancho de los frutos de todas las muestras
presenta una mediana similar, y se evidencia un pequefio sesgo respecto al valor promedio
gue se encuentra entre 10,5 y 12,5 mm en todos los casos. Sin embargo la dispersion
de los datos en todas las muestras si difiere siendo los valores de la muestra Cultivo (C-
Se) mas uniformes, aunque de aclarar que existen algunos datos atipicos que no se
tuvieron en cuenta ya que no representaban el comportamiento de la poblacion de frutos.
A continuacion se relacionan los nuevos estadisticos descriptivos desacatando los valores

fuera de tendencia.
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Density

Muestra S-LI C-Se S-Se
Medida Largo (mm) | Ancho (mm) Largo (mm) | Ancho (mm) | Largo (mm) | Ancho (mm)
Promedio 17,74 11,84 15,34 10,59 16,33 10,78
Mediana 17 12 15 11 17 11
Minimo 10 8 10 9 5 7
Maximo 27 15 20 13 27 14
Tabla 4-22. Resultados de dimensiones de frutos de Momordica charantia L. descantando valores atipicos
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Grafica 4-6. Diagramas de cajas de la medida ancho de los frutos antes (a) y después (b) de retirar los valores atipicos
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Grafica 4-7. Histograma de distribucion de las medidas de ancho de los frutos

Respecto a la medida de longitud, también se evidencia un valor de mediana y promedio

similares para las tres muestras aunque la dispersién de los datos es mas amplia y es

notable para la muestra de enero (S-Se), seguido por la muestra de agosto (S-LL) y

finalizando con la muestra de cultivo (C-Se).
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Grafica 4-8. Diagramas de cajas de la medida de longitud de los frutos antes (a) y después (b) de retirar los valores atipicos
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Grafica 4-9. Diagramas de cajas de la medida de longitud de los frutos antes (a) y después (b) de retirar los valores atipicos

En general puede observarse que el estado de crecimiento de los frutos de cultivo
representado por la homogeneidad de sus dos dimensiones, es més uniforme y controlado

gue de los frutos de las muestras de recoleccion silvestre.
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4.12 Determinacion de presencia de saponinas

4.12.1 indice de espuma

L0 Extracto | Agua
S-LI C-Se S-Se Saponinas
(ml) (ml)
1 1 9 1,0 1,0 1,1 0,2
2 2 8 15 14 1,0 0,2
3 3 7 15 2,0 0,8 0,4
4 4 6 12 3,0 1,2 04
5 5 5 1,3 0,4 0,5 0,5
6 6 4 0,1 0,2 0,5 0,7
7 7 3 0,1 <0,1 0,4 0,9
8 8 2 0,1 <0,1 0,4 1,0
9 9 1 0,1 <0,1 0,4 1,3
10 10 0 0,1 <0,1 0,3 15
indice de espuma 200 250 250 1000
Foto inicial

(Después de agitacion)

Foto final
Después de 15 minutos de
reposo

Tabla 4-23. Resultados de altura de columna de espuma para determinacion de indice de espuma en muestras de extractos de material vegetal de Momordica charantia L.
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4.12.2 Determinacién de la presencia de saponinas segun metodologia (SANABRIA, 1983)

N° RESULTADOS
MUESTRA : - : Fotos
Ensayo N° Tubo <10 min 10 min > 10 min **
1 Fruto S-LI - - +++
2 S-LI - - -
3 S-Se - +++ +++
1
4 C-Se - - +++
5 Patrén* +++ +++ +++
6 Blanco - - -
1 Fruto S-LI - + +++
2 S-LI - - -
3 C-Se - - +++
2
4 S-Se +++ +++ +++
6 Blanco - - -
5 Patron* +++ +++ +++

*El tiempo de hemdlisis del patrén es inferior a un minuto** Se produce hemolisis entre 15y 20 minutos

Tabla 4-24. Resultados hemdlisis de eritrocitos para deteccién de saponinas en extractos de diferentes muestras de Momordica charantia L. utilizando el método referenciado por
Sanabria
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4.12.3 Determinacion de presencia de Saponinas segun método (OMS, 2011)

1 2 3 4 5 6 7
N° TUBO Patrén Patrén
S-LI S-Se C-Se Fruto S-LI Blanco Foto
1% Buffer
Tubo 1 - - - + + - -
Tubo 2 - + - + + - -
- <> : ~ 'S
b’ 1"‘_“‘ r" 3 —
Tubo 3 + + + + - - -
Tubo 4 + + + + + - -

T abla 4-25. Resultados hemdlisis de eritrocitos para deteccién de saponinas en extractos de diferentes muestras de Momordica charantia L. utilizando el método referenciado por OMS.



87 CONTRIBUCION AL ESTABLECI MIENTO DE PARAMETROS DE CALIDAD Y RANGOS DE VARIACION
PARA MATERIAL VEGETAL DE Momordica charantia L. PROVENIENTE DE INDIVIDUOS SILVESTRES Y DE CULTIVO

Las pruebas cualitativas de identificacion general y selectiva confirmaron la presencia de
saponinas en todas las muestras.

La presencia de saponinas habia sido reportada en frutos de Momordica (Habicht etal.,
2011; keller, 2011). Zocoler reporté presencia de saponinas en extractos de partes aéreas

de la planta sin embargo, no se relaciona el método utilizado para esta determinacion.

El ensayo de formacion de espuma es un indicador preliminar de la presencia de
saponinas, considerando la capacidad de estos compuestos de actuar como tensioactivos
y permitir la incorporacion de aire en una solucion tras agitacion. Se observo en todas las
muestras la formaciéon de espuma tal como se reportaron presentes en los extractos de
Momordica charantia L. (Zocoler, 2006), sin embargo el comportamiento evidenciado no
refleja una relacion directa entre la concentracion de extracto y mayor formacion de
espuma como se produjo con el patron de saponinas. Podria inferirse que al aumentar la
concentracion de extracto también se incrementa la presencia de compuestos con

actividad antiespumante.

Teniendo en cuenta que la maxima altura de la columna de espuma se evidencié en la
dilucion 4 o 5 de cada extracto, con base en esta se calcul6 el indice de espuma el cual
refleja que la muestra C-Se y S-Se tienen mayor contenido de saponinas que la muestra
S-LI. El indice de espuma encontrado es superior al reportado en otro estudio donde se
indica que para Momordica charantia L. es menor a 100 (Zocoler, 2006) y difiere del

resultado negativo reportado por (Andrade etal., 2012).

En cuanto a la prueba de hemdlisis confirmatoria de la presencia de saponinas, se realizd
por el método de Sanabria y OMS en ensayo preliminar ya que no se contaba con el

estandar de referencia de saponinas R.

El extracto utilizado de cada muestra fue similar y la diferencia estuvo dada por la
preparacion de muestra de eritrocitos y la preparacion de la mezclas para establecer la
hemdlisis. Se evidencié que el método de Sanabria es menos sensible que el método
OMS, ya que este Ultimo permite manejar un rango de concentraciones de extracto e

identificar la presencia de saponinas aun en concentraciones bajas.
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Para el caso de las muestras evaluadas de Momordica charantia L. Segun el método de
Sanabria en todas las muestras se evidenciéo hemdlisis excepto la muestra S-LI después de
10 minutos de reposo. Sin embargo, el analisis del fruto de esta misma muestra si
evidencié la presencia de saponinas como se reporta por Habicht et al.,, 2001 y por
Keller, 2011.

Para el caso del método OMS, se evidencié hemolisis en todas las muestras pero se
confrma que se requiere mayor concentracion de extracto de la muestra S-LI para

producir hemolisis similar.

De ambos métodos pueden obtenerse resultados similares, sin embargo se percibié el
método de OMS mas sensible. Adicionalmente se evidencié que no fue necesaria la etapa
de cetrifugacién sugerida en el método de Sanabria para obtener el mismo resultado en la
prueba con el otro método, ya que se utiliza una solucién bufferizada de eritrocitos
directamente para reaccién. Sin embargo tambien resulta demorado para obtener el
resultado, ya que require un tiempo de reposo para la lectura de hemdlisis de 6 horas,
mientras que método de Sanabria solo requiere 10 minutos de reaccion después de preparar

las mezclas de extracto con suspensién de eritrocitos.

4.13 Cenizas totales

El contenido de cenizas totales se reporta como porcentaje de cenizas respecto a la

cantidad de material vegetal pesado.

Material | % Cenizas totales | Promedio Desvllacmn CV % IC’
estandar
S-LI-1 9,91
S-LI-2 9,80 9,92 0,127 1,28 9,92+ 0,324
S-LI-3 10,06
C-Se-1 9,55
C-Se-2 9,26 9,34 0,179 1,91 9,34+ 0,447
C-Se-3 9,22
S-Se-1 11,86
S-Se-2 12,16 11,96 0,174 1,45 11,96+ 0,438
S-Se-3 11,85

CV%: coeficiente de variacion.
Intervalo de confianza t a 0,05 2GL= 4,3027

Tabla 4-26. Resultados de cenizas totales en muestras de material vegetal de Momordica charantia L



89 CONTRIBUCION AL ESTABLECIMIENTO DE PARAMETROS DE CALIDAD Y RANGOS DE VARIACION
PARA MATERIAL VEGETAL DE Momordica charantia L. PROVENIENTE DE INDIVIDUOS SILVESTRES Y DE CULTIVO

Cenizas Totales
16 -
14 -
$ 12 -
o 10 -
=)
c 8 -
0]
€ 6 -
(@]
O 4 -
2 4
0 .
C-Se S-Se
Muestra

Grafico 4-10. Comparacion de resultados de porcentaje de cenizas totales para las muestras de recoleccion silvestre y de
cultivo

Las cenizas reflejan el contenido de sales y 6xidos inorganicos provenientes de material
extrafio y el producido del tejido vegetal como parte de su metabolismo. Se observa que
la cantidad de cenizas totales para las tres muestras presenta una diferencia significativa
tanto de las medias y de varianzas de las muestras; teniendo en cuenta que se
manipularon y almacenaron las muestras de forma similar, esta diferencia se puede
atribuir al terreno y condiciones del entorno de cada muestra. La diferencia observada en
las muestras de colecta silvestre de diferente época puede atribuirse a que en la muestra
de época seca, se concentran los minerales incrementando el contenido total.

Sin embargo, es de resaltar que los valores obtenidos se encuentran dentro los rangos
referenciados en monografias de material vegetal de hierbas u hojas en las farmacopeas
brasilera, britanica y japonesa donde el limite maximo de cenizas totales oscila entre 5-
22%.

4.14 Cenizas insolubles en acido

Muestra | 0 Cenizas Promedio | DSviacion CV % |C @008 /26L
insoluble en acido estandar
S-LI-1 0,424
S-LI-2 0,513 0,50 0,068 13,594 0,50+0,169
S-LI-3 0,558
C-Se-1 1,055
C-Se-2 0,810 0,91 0,128 14,106 0,91+0,318
C-Se-3 0,867
S-Se-1 0,258
S-Se-2 0,443 0,35 0,092 26,161 0,35+0,230
S-Se-3 0,360

CV: Coeficiente de variacion
Intervalo de confianza t a 0,05 2GL= 4,3027

Tabla 4-27. Resultados de cenizas insolubles en 4cido en muestras de material vegetal de Momordica charantia L.
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Grafico 4-11. Comparacion de resultados de porcentaje de cenizas insolubles en acido para las muestras de recoleccién
silvestre y de cultivo

Los resultados de cenizas insolubles en &cido son estadisticamente diferentes para el
cultivo respecto a las muestras de recoleccion silvestre, lo cual esta asociado a la diferencia
de medias. La dispersién de los datos de cada muestra no es estadisticamente diferente.

Sin embargo, al comparar con limites reportados de drogas similares 0,4-6,0%, los valores
de todas las muestras Momordica charantia L. son muy inferiores. Teniendo en cuenta que
el contenido de quelatos y silicatos es aportado basicamente por arena y residuos del
suelo, podria inferirse que las muestras de material vegetal furon manipuladas
adecuadamente desde la recoleccion hasta el almacenamiento; probablemente la diferencia

percibida para el cultivo proviene de las caracteristicas del suelo.

4.15 Analisis microbioldgico

Muestra RTV (ufc/g) Hongos (ufc/g) Enterobacterias (ufc/g)
S-LI-1 151 x 10° 28 x 10° 110 x 10*
S-LI-2 280 x 10° 46 x 10° 74 x 10

C-Se-1 263 x 10* 95 x 10° 12 x 10°

C-Se-2 298 x 10* 127 x 10° 34 x10°

S-Se-1 240 x 10* 71x10° 66 x 10°

RTV: Recuento total de microorganismos viables/ UFC/g: unidades formadoras de colonia por cada gramo de material vegetal

Tabla 4-28. Resultados recuentos de Microorganismos en muestras de Momordica charantia L.

Teniendo en cuenta la fuente de obtencién del material, es de esperarse la presencia de

algunos microorganismos, que si bien es cierto, no deberian estar presentes en materias
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primas que van a ser destinadas a la producciéon de medicamentos, se ha definido en los
diferentes estdndares que es permisible la presencia de mayores recuentos cuando la droga
va a ser sometido a un tratamiento térmico o quimico posterior. Adicional a esto, la carga
microbiologica, se pueden reducir mediante implementacion de actividades durante la
recoleccion, poscosecha y tratamientos previos a su utilizacion en la fabricacion de productos

fitoterapéuticos.

Se realizaron los recuentos de microorganismos aerobios totales, hongos vy
enterobacterias, evidenciando que los valores obtenidos para las muestras son aceptables
y se encuentran dentro de los rangos establecidos por farmacopeas y la OMS (Ver Anexo7-
4. Especificaciones de referencia para recuentos y presencia de microorganismos
patégenos en muestras de material vegetal) .Sin embargo, se ajustan a la especificacion
para materiales vegetales que tendran un procesamiento posterior a través procesos de
extraccion por digestion o utilizando solventes, que permita reducir la carga microbiolégica

en el producto fitoterapéutico final.

Por otra parte estos recuentos sugieren, a pesar de asegurar que el material ha sido
manipulado adecuadamente, que es recomendable un proceso de descontaminacién
previo al proceso de secado que permita reducir el nivel de microorganismos sin afectar el
contenido de metabolitos secundarios, tal como remocién de tierra, lavado a presion,

entre otros.

En general las muestras evidencian una carga microbiologica aceptable y similar, aunque
la muestra de recoleccion silvestre correspondiente a la época seca refleja recuentos
menores. De esta manera puede inferirse que realizar el proceso de secado de forma
inmediata a la recoleccién dado el contenido de agua de las partes aéreas es fundamental
para limitar la proliferacibn microbiana. De igual manera el material vegetal entero y
molido debe protegerse de la humedad y la contaminacion ambiental para garantizar su

preservacion.

El aislamiento e identificacion de microorganismos patégenos dio como resultado que la
muestra de material vegetal de cultivo se encuentra mas contaminada que las muestras de
recoleccion silvestre. Las pruebas bioquimicas evidencian una posible contaminacién con

Salmonella para las muestras de cultivo y Bacillus cereus para todas las muestras. La
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Salmonella en un material vegetal podria estar asociada a la presencia de animales en el
terreno de cultivo los cuales pueden contaminar las aguas de riego a través de las heces. Es
importante aclarar que el material vegetal con presencia de microorganismos patdgenos no
seria apto para el uso en productos fitotrapéuticos, por esto la importancia de esta
caracterizacion que permite identificar los riesgos y establecer medidas para el mejoramiento
de la condicién de cultivo, durante la recoleccion y la calidad del agua utilizada en la granja
experimental de la sede Palmira. Para este material es importante hacer un seguimiento
microbiol6gico caracterizando tanto los extractos intermedios y preparaciones finales del
material vegetal en estudios posteriores.

A continuacién se resumen los resultados de las pruebas de aislamiento e identificacion
de microorganismos patégenos. Los resultados de las pruebas bioquimicas para
identificacién de Salmonella y Bacillus cereus se encuentran relacionados en el Anexo 7-5.
Resultados de recuentos y presencia de microorganismos patdgenos en muestras de

material vegetal de Momordica charantia L.

E.Coli Pseudomona | Bacillus _— Staphylococcus
Muestra . Salmonella Clostridium
Enterobacterias spp cereus aureus

S-LI-1 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia
S-LI-2 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia
C-Se-1 Ausencia Presencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia
C-Se-2 Ausencia Presencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia
S-Se-1 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia Ausencia Ausencia

Tabla 4-29. Resultados aislamiento e identificacion de microorganismos patégenos en muestras de Momordica charantia L.
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4.16 Pruebas de deteccion de metabolitos secundarios
1 Identificacién de los extractos

Muestra Clave
Extracto acuoso de material vegetal silvestre colectado en época lluviosa (Agosto /2012) de EA-S-LI-F
material fino
Extracto acuoso de material vegetal silvestre colectado en época lluviosa (Agosto /2012) de EA-S-LI-G
material grueso
Extracto acuoso de material vegetal de cultivo colectado en época Seca (Diciembre/2012) de EA-C-Se-F
material fino
Extracto acuoso de material vegetal de cultivo colectado en época Seca (Diciembre /2012) de EA-C-Se-G
material grueso
Extracto acuoso de material vegetal silvestre colectado en época Seca (Enero/2013) de material EA-S-Se-F
fino
Extracto acuoso de material vegetal silvestre colectado en época Seca (Enero/2013) de material EA-S-Se-G
grueso
Extracto Hidroalcoholico (Agua/Etanol 50:50) de material vegetal silvestre colectado en época
. L EHA-S-LI-F
lluviosa (Agosto /2012) de material fino
Extracto Hidroalcoholico (Agua/Etanol 50:50) de material vegetal silvestre colectado en época
. . EHA-S-LI-G
lluviosa (Agosto /2012) de material grueso.
Extracto Hidroalcohdlico (Agua/Etanol 50:50) de material vegetal de cultivo colectado en época
- o EHA-C-Se-F
Seca (Diciembre/2012) de material fino.
Extracto Hidroalcohdlico (Agua/Etanol 50:50) de material vegetal de cultivo colectado en época
- . EHA-C-Se-G
Seca (Diciembre/2012) de material grueso.
Extracto Hidroalcoholico (Agua/Etanol 50:50) de material vegetal silvestre colectado en época
o EHA-S-Se-F
Seca (Enero/2013) de material fino.
Extracto Hidroalcoholico (Agua/Etanol 50:50) de material vegetal silvestre colectado en época
. EHA-S-Se-G
Seca (Enero/2013) de material grueso
Extracto Etandlico de material vegetal silvestre colectado en época lluviosa (Agosto /2012) de EE-S-LI-F
material fino
Extracto Etandlico de material vegetal silvestre colectado en época lluviosa (Agosto /2012) de EE-S-LI-G
material grueso
Extracto Etandlico de material vegetal de cultivo colectado en época Seca (Diciembre/2012) de EE-C-Se-F
material fino
Extracto Etandlico de material vegetal de cultivo colectado en época Seca (Diciembre/2012) de EE-C-Se-G
material grueso
Extracto Etandlico de material vegetal silvestre colectado en época Seca (Enero/2013) de EE-S-Se-F
material fino
Extracto Etandlico de material vegetal silvestre colectado en época Seca (Enero/2013) de EE-S-Se-G
material grueso
Extracto Hidroalcoholico de frutos de material vegetal silvestre colectado en época lluviosa EHA-S-LI-Fr
(Agosto/2012) de material molido.
Extracto Hidroalcohdlico de frutos de material vegetal de cultivo colectado en época seca
. ) ) EHA-C-Se-Fr
(Diciembre/2012) de material molido.
Extracto Hidroalcohdlico de frutos de material vegetal silvestre colectado en época seca (Enero EHA-S-Se-Fr

/2013) de material molido.

Tabla 4-30. Identificacion de los extractos de material vegetal de Momordica charantia L

4.16.1 Alcaloides

Se realizaron las pruebas de precipitacion utilizando los reactivos metdalicos para
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formacién de complejos coloreados tras la presencia de alcaloides. Los resultados fueron

negativos para todas las muestras y positivos para los patrones; lo anterior permite inferir

la ausencia de estos metabolitos secundarios en la planta, o que la presencia es muy

baja por lo que no puede ser detectado dada la sensibilidad de las pruebas cualitativas.

Por esta razén se confirma el resultado con el andlisis de cromatografia en capa delgada

que tiene mayor sensibilidad.

Resultado negativo MC Blanco Patrén Brucina
Reactivo Dragendorff Mayer Valser Reinecka_to de
Muestra amonio

(Fl) Wrbider precipitado fi) rbides (Fl) rbider
Criterio de . (+) turbidez L -
(++) Precipitado - (++) Precipitado (++) Precipitado
respuesta naranja (++) Preupna@q Crema Crema Crema
(+++) precipitado (+++) precipitado (+++) precipitado (+++) precipitado
. crema abundante
naranja abundante crema abundante crema abundante
EA-S-LI-F ) Q] Q) )
EA-S-LI-G Q) @) Q) @)
EA-C-Se-F () @) Q) ()
EA-C-Se-G @) @) @) @)
EA-S-Se-F o) ) 0) 0)
EA-S-Se-G () () ©) ()
EHA-S-LI-F ) ) 0 )
EHA-S-LI-G () () () ()
EHA-C-Se-F ) 0) 0) 0)
EHA-C-Se-G () () () ()
EHA-S-Se-F ©) ©) 0) ©)
EHA-S-Se-G () () ©) ()
EE-S-LI-F ) ) 0 )
EE-S-LI-G () () ©) ()
EE-C-Se-F @) @) ©) @)
EE-C-Se-G () () () ()
EE-S-Se-F @) @) @) @)
EE-S-Se-G Q) Q) Q) )
PatrF)n +++ +++ +++ +++
Brucina
Pa_trf)n +++ +++ +++ +++
Quinina
Blanco @) @) @) @)

Tabla 4-31. Resultados de pruebas de deteccion cualitativa de alcaloides en extractos de Momordica charantia L.
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Se evaluaron 4 fases moviles de acuerdo con lo reportado como mezclas solventes con
diferente polaridad para screening (Wagner, 1984) y los reportes de estudios
preliminares. La mezcla Metanol:Amoniaco (99:1) fue la que permiti6 mayor desplazamiento
y separacion de algunos compuestos presentes en las muestras. Se utilizaron como
patrones los alcaloides brucina y quinina los cuales habian arrojado resultados positivos en
las pruebas quimicas de precipitacién, en CCD evidenciaron fluorescencia bajo luz UV
365 nm y manchas color naranja en luz visible tras revelar con reactivo de Dragendorff.

A pesar de que todas las muestras de extracto no reaccionaron frente al reactivo de
Dragendorff confrmando la ausencia de alcaloides, si evidenciaron la presencia de
algunos compuestos fluorescentes localizados en los Rf relacionados en las tablas 4-32,
4-33, 4-34 y 4-35. En los extractos con diferente solvente se observan las mismas
manchas, sin embargo el extracto etandlico revela la presencia de compuestos adicionales
y de clorofilas. Estas Ultimas son insolubles en agua y pueden extraerse con solventes
como etanol dada su estructura compleja, se perciben como manchas que fluorecen rojo a
la luz UV como ha sido reportado previamente (Avalos, 2008). En el extracto
hidroalcohdlico se puede observar que las sustancias fluorecescentes tienen manchas de
menor intensidad para las muestras de recoleccion silvestre - época lluviosa- tamafio grueso

y la muestra de recoleccion silvestre-época seca-tamafio fino que podria relacionarse con

la cantidad de extracto aplicado en la placa.

Extracto Patrén Muestra
I o L Q L Q
- = @ @ o) @
: - = = 9 9 ? B
Acuoso Brucina | Quinina & b % & & &
< < 1 ) [}
w w 5 ﬁ 5 ﬁ
Visible T
N N N N N N
Revelado con 0,12 0,54 ° ° 0 ° ° 0
revela revela revela revela | revela | revela
Dragendorff
0,54 0,72 fluorescencia azul para todas las muestras, mas
365 nm ND .
0,48 intensa para la muestra EA-S-LL-F

Placa CCD después
de reveler con
Dragendorff

Visible UV -254nm UV-365 nm

ND: no detectado
Tabla 4-32. Resultados Rf de CCD para alcaloides en extractos acuosos
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Extracto Patrén Muestra
o o T Q T Q
_ . . » = = & 3 & 3
Hidroalcohdlico Brucina | Quinina N n @) S) ) »
< < < < < <
T I T T
w w | E w E
Visible 7
N N N N N N
Revelado con 0,11 0,49 ° ° 0 0 0 °
revela revela revela | revela | revela revela
Dragendorff
365 nm 0,73 fluorescencia azul para todas las muestras

Placa CCD después
de reveler con
Dragendorff

Visible UV -254 nm UV-365 nm
Tabla 4-33. Resultados Rf de CCD para alcaloides en extractos hidroalcohélicos

Extracto Frutos Patrén Muestra

Hidroalcohélico Brucina EHA-C-Se-Fr EHA-C-Se-Fr EHA-S-Se-Fr
Visible i con 0,14 No revela No revela No revela
Dragendorff

365 nm 0,80 0,60 0,70 0,60
Placa CCD después

de reveler con

Dragendorff

Visible

254 nm

365 nm

Tabla 4-34. Resultados Rf de CCD para alcaloides en extractos hidroalcohdlicos de frutos

En el extracto hidroalcohdlico tampoco se evidencio la presencia de alcaloides al revelar la

placa con el reactivo de Dragendorff. Se evidencia en luz ultravioleta de longitud de onda

corta y larga

cromatografia de los extractos de partes aéreas.

la presencia de compuestos con Rf similar al

obtenido en

la
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Extracto Patrén Muestra
© o o Q :"; @ Ij.-'; o
- = S 0 = 0 5 & 2
Etandlico S < ? ? I8 18 » %)
— LIJ LIJ LIIJ 1 LIIJ 1
@ o Iy o m i o ]
Visible T
Revelado
con 0,12 0,54 No revela No revela No revela No revela No revela No revela
Dragendorff
0.7 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
365 nm ND 0,54 0,62 0'6_2 0’6.2 0’6.2 0’6.2 0’6‘.2
0,52 (clorofilas) (clorofilas) (clorofilas) (clorofilas) (clorofilas) | (clorofilas)
0,52 0,52
Placa CCD
después de
reveler con
Dragendorff
Visible UV -254 nm UV-365 nm

Tabla 4-35. Resultados Rf de CCD para alcaloides en extractos etandlicos

La presencia de alcaloides en la planta no estd del todo establecida ya que existen
algunos reportes previos de la literatura donde se menciona la presencia de alcaloides no
caracterizados en partes aéreas (Andrade, 2012; Mikaelle, 2010; Raman y Lau, 1996) y
los alcaloides zeatina y vicina en semillas de los frutos (Taylor, 2002; Patil y Patil,

2011). Sin embargo existen otros donde se confirma la ausencia de este metabolito
(Zocoler, 2006).

Es importante aclarar que en algunos de los estudios donde se ha confirmado la presencia
alcaloides se ha utilizado la metodologia de deteccion cualitativa con reactivos metalicos,
pero los resultados del analisis de cromatografia en capa delgada han sido negativos
siendo este un analisis mas sensible y selectivo. En otros estudios (Patil y Patil, 2011) se
ha confirmado la presencia de alcaloies en extractos cloroférmicos y etandlicos de las
semillas. Lo anterior nos permite inferir que las conclusiones respecto a la presencia de
estos metabolitos que se han reportado, podrian variar de acuerdo a factores asociados al
solvente de extraccién, cantidad de material vegetal de partida, y a factores relacionados
con el material vegetal como fuente geografica, 6rganos de la planta utilizados, entre otros,
gue en algunos casos no estan claramente descritos en los estudios y no permiten conocer
si los resultados son totalmente comparables. Para este caso, el extracto de los frutos con
semillas no arrojo resultados positivos para la presencia de alcaloides posiblemente por la

concentracion del extracto usado y no se limit6 al uso de las semillas.
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4.16.2 Flavonoides y compuestos fendlicos.

Muestra

Patron

EA-S-LI-F

EA-S-LI-G

EA-C-Se-F

EA-C-Se-G

EA-S-Se-F

EA-S-Se-G

EHA-S-LI-F

EHA-S-LI-G

EHA-C-Se-F

EHA-C-Se-G

EHA-S-Se-F

EHA-S-Se-G

EE-S-LI-F

EE-S-LI-G

EE-C-Se-F

EE-C-Se-G

EE-S-Se-F

EE-S-Se-G

Blanco

Cloruro
Férrico

+++

+
¥
¥

+

+

+

+

+

+

+

+

+

HCI/A

Fase AE

Shinoda

Cloruro
Férrico

+++

++

HCI/A

Fase B

Shinoda

(AE) Acetato de Etilo. (B) Butanélica

Tabla 4-36. Resultados pruebas coloracion para flavonoides y compuestos fendlicos para las fases AE y B

Dada las coloraciones verdes, cafes y negras después de la reaccién con cloruro férrico,

se confirma la presencia de compuestos fendlicos en todas las muestras. Comparando la

fase Butandlica y de acetato de etilo, se encuentran en mayor proporcién en la fase

butandlica dada por la intensidad de las coloraciones, lo cual permite inferir que los

compuestos fendlicos son de alta polaridad o se encuentran glicosilados.

Segun reportes previos, Momordica charantia L. arroj6 resultados positivos con cloruro

férrico y al realizar pruebas especificas, se confirmé la presencia de catequinas y ausencia

de taninos (Rodrigues et al., 2010).

La prueba de Shinoda para flavonoides fue negativa en todos los casos al igual que la
prueba con Acido clorhidrico para Leucoantocinanidinas. Estos resultados no son
consistentes con respecto a reportes previos donde se encontraba una cantidad
significativa de flavonoides e incluso fueron definidos como marcadores quimicos para
controlar la calidad de extractos estandarizados (Nobre, 2005).

Al comparar los resultados para las 3 muestras en CCD en extractos con realizados con
los tres solventes (Tablas 4-37, 4-38, 4-39- 4-40), se observan unas ligeras machas
amarillas en la muestra de cultivo pero en el espectro visible no son percibidas, por lo

cual no se toma en cuenta como una diferencia contundente respecto a las muestras de

recoleccion silvestre de ninguna de las épocas de recoleccion.
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Extracto Patrén Muestra
Muestras Fase acetato de etilo Muestras Fase butandlica
9 g L o |+ |0 | o L |lo | L |0 | O
pcwoso | S| E |21 Z (81288228 |9]|a|¢
Sl g 2|2 eja)e |22/ 0 ]|
< 1 1 < 1 1 1 1
A I . I O - S T - T - T A S B A
Visible T
Revelado 0,44 0,82 \Y \V \V \Y \Y \Y \Y Vv \Y \Y \Y
con NP
0,54 | 0.82
365 nm 0.44 0.44 \Y \Y \Y \Y \Y \Y \Y Vv 0,4 \Y \Y \Y
Placa CCD
Revelado
NP/PEG
T 7 ¢ CEaTe e
Visible UV-365 nm

V= varios compuestos
Tabla 4-37. Resultados de CCD para flavonoides en extractos acuosos

Extracto Patrén Muestra
Muestras Fase acetato de etilo Muestras Fase butandlica
o w 0} o Q | w o w O . Q o Q
- i o} [0 d - i o) | o i
Hidroalco g b - - ) ‘}".J D ‘%.) = - a ‘%.J D ‘}".J
hélico = 2 % @ Q Q @ 2 % @ Q Q @ AN
x @ = < < < | < < < < < < < <
T L I T
& i i, i I |w | @ i, i 0 i ] |
Visible 1
Revelado 0,46 0,86 \Y \Y \Y \Y \Y \Y \Y \Y \% \Y \Y \Y
NP/PEG
0,80 0,86 0,20
) ) ) 5
365 nm 0,56 0,80 \% 0,2 832 0,2 | 0,38 832 \% \% 232 232 \% \%
0,46 0,76 ' 0,76 ' ’ ’
Placa
CCD
Revelado
NP/PEG
¥ 6 ¥ % 4 0 i
Visible UV-365 nm
V= varios compuestos

Tabla 4-38. Resultados de CCD para flavonoides en extractos hidroalcohélicos
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Extracto Frutos Patrén Muestra
Hidroalcohdélico Quercetina EHA-C-Se-Fr EHA-C-Se-Fr EHA-S-Se-Fr
Visible T NP/PEG 0,80 Varios varios Varios
365 nm 0,80 0,80 0,80 0,78
Placa CCD

Tabla 4-39. Resultados de CCD para flavonoides en extractos hidroalcohélicos de frutos

En la CCD de los extractos hidroalcohdlicos de los frutos (Tabla 4-38), se evidencia la

presencia de unos compuestos con fluorescencia de alta intensidad de la misma forma para

las muestras d recoleccién silvestre y cultivo, en Rf diferentes a los mostrados en la CCD de

partes aéreas. Al revelar con reactivo NP/PEG se evidencian manchas amarillas en

luz visible y en luz UV 365 nm solamente para el patrén, lo cual refleja la ausencia de

flavonoides o0 que se encuentran en baja concentracion que no permiten su deteccién. Se
observa hay fluoresencia azul indicativo de acidos fendlicos.

Muestra
Extracto Patréon - -
Muestras Fase Acetato de Etilo Muestras Fase Butanolica
» S lu |o |4 |0 |u o Lo |+ |9 |& |0
Etanolico = g = o ‘%.) ‘}".J ‘%.) ‘%.J = = ‘%.J ‘%.J ‘%.) ‘%.)
S5 (2299 (2 |9 [2]2]9 [0 |2 |
ww | L L
& |Ww |w |Ww|E |m | |w |w & |Wm |
Visible i
Revelado 0,46 0,84 \Y Vv Vv Vv Vv \Y \Y \Y% \Y% \Y% \Y \Y
con NP
0,50 0,84
365 nm 0.44 0.44 \Y Vv vV {038 | 0,38 | 0,38 \Y \Y \Y 0,38 | 0,38 0,38

Placa
CCD
revelada
con NP

Visible

UV-365 nm

V= varios compuestos

Tabla 4-40. Resultados de CCD para flavonoides en extractos etanélicos
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De acuerdo a los resultados de la CCD, se evidencia que existe la presencia de
flavonoides en las muestras de Momordica charantia L., sin embargo la concentracién
asociada a la intensidad de las manchas reveladas con reactivo NP, indica por la
fluorescencia azul, hay presencia de acidos fendlicos, y que la concentracién de
flavonoides es baja tanto en la fase butandlica como en la de acetato de etilo. Lo anterior
es consistente con los valores cuantificados de fenoles totales, como se mencionara mas

adelante.

Es importante resaltar que aunque se ha reportado en la literatura la cuantificacion de
flavonoides reportados como quercetina (Nobre, 2005), no se han caracterizado las

fracciones ricas en estos compuestos.

Previamente habia sido reportado en la farmacopea vegetal caribefia la presencia de
compuestos fendlicos y flavonoides, asi como Zocoler en 2006. Sin embargo, Andrade en
2012 y Beltrdn en 2013 reportaron la ausencia, siendo el primero a través de pruebas
gquimicas cualitativas en tubo y CCD, y el ultimo solo a través de pruebas cualtitativas de
coloracion. Es importante mencionar que esta variabilidad de los reportes existentes
podria atribuirse en parte a condiciones del analisis, la zona de recoleccién del material o
proceso de extraccion entre otras. Para el estudio de Beltran en 2013, se utiliz6 material
vegetal de la costa Atlantica y el extracto se obtuvo por maceracion en frio con etanol al
98% (Beltran, Diaz y Gomez, 2013).

4.16.3 Compuestos Antracénicos

Los reportes previos (Rodriguez, 2010; Zocoler, 2006) indican la ausencia de este grupo de
metabolitos para Momordica charantia L., sin embargo se realizé para este estudio como
parte de la caracterizacion de las muestras. Normalmente estos compuestos se han
reportado para familias Rhamnaceae (cascara sagrada y frangula), Polygonaceae
(Ruibarbo), Leguminosae (hojas y frutos de sen) y Liliaceae (aloe o sabila), pero no para la
familia Cucurbitaceae.

Se realizd la CCD para compuestos antracénicos utilizando como fase mévil la mezcla
Tolueno: Acetato de etilo: Acido acético (75:24:1) para las soluciones A y B donde se
pretendia detectar compuestos antracenicos en su forma natural en la planta y posterior
a una proceso de oxidaciéon con peroxido. Se confirm6 que no hay presencia de
compuestos antracénicos ya que no se observé fluorescencia de color amarillo, rojo o café
después de revelar las placas de CCD (Tablas 4-42, 4-43 y 4-44).
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COMPUESTOS ANTRACENICOS

Prueba de tubo- Compuestos Antracénicos
Solucion B
Tiempo 0 minutos 10 minutos 30 minutos

Muestra Resultado Foto Resultado Foto Resultado foto

EA-S-LI-F
EA-S-LI-G
EA-C-Se-F
EA-C-Se-G
EA-S-Se-F
EA-S-Se-G
EHA-S-LI-F
EHA-S-LI-G
EHA-C-Se-F
EHA-C-Se-G
EHA-S-Se-F
EHA-S-Se-G

EE-S-LI-F

EE-S-LI-G
EE-C-Se-F
EE-C-Se-G
EE-S-Se-F
EE-S-Se-G

Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo

Negativo Negativo Negativo

Tabla 4-41. Resultados de pruebas de deteccion cualitativas para compuestos antracénicos
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Luz Patrén Fraccion A Fraccion B
© w o . o Y Q - i 0 b o . Q
Extractos s 3 3 3 ? 3 o S 3 g 3 0y ) b
=] @) ®) %) ) = ¢ O n n
Acuoso0s c s ! 7 7 i f c L ! T ; ) |
< < < <
< u h h ] h m < w h h ] h h
- 0.4 No No No No No No 04 No No No No No
Visible 0,7 0,7 No revela
revela revela revela revela revela revela revela revela revela revela revela
0,4 0,4 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
0,7 0,7 0,28 0,26 0,26 0,26 0,26
365 nm 0.8 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0.8 0.52 0.52 0.48
0,94 0,92 0,94 0,88 0,88 0,88

Fotografia
de placa
de CCD
después
de
derivatizar

Visible 365 nm Visible 365 nm
Tabla 4-42. Resultados de CCD para compuestos antracénicos en muestras de extracto acuoso
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Luz Patrén Fraccion A Fraccion B

m O n 0 n 0 mn o U 0 " o w

- = o)) = g [} =

Extractos § = = 2 ‘%.J ‘}’..) ‘%.J = = & ‘%.J ‘%.J ‘%.J =
Hidroalcohdlicos = 2 2 Q Q @ @ 2 2 Q Q @ @ 2
< T T < < -t < T T < < < < T

i ] T T i T i ] i i i i w

Visible 0,80 NR NR NR NR NR NR 0,80 NR NR NR NR NR NR
0,40 0.80 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26

365 nm 0,70 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0’90 0,52 0,52 0,52
0,80 ' 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88

Fotografia de
placa de CCD
despues de
derivatizar

Visible 354 nm

Visible 365 nm
NR: No revela

Tabla 4-43. Resultados de CCD para compuestos antracénicos en muestras de extracto hidroalcoholico
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Luz Patron Fraccién A Fraccion B
® e © o S b Q w C) w () w o w
Extractos 5 = = B 2 & & = = a & a a3 =
Etandlicos 2 Q@ @ Q O ) " Q@ @ Q Q A " K@
< v o o o v ] o o & | e T )
Visible 0,80 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
0,20 0,20 0,20
0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
0,16 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 0,24 -
365 nm - 0,52 0,52 0,52 0,52
0,80 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 L 1 . s L )
0,8 0,8 0,8 0,80 0,80 0,80
0,88 0,88 0,88 0,88 0.88 0,88

Fotografia de
placa de CCD
despues de
derivatizar

Visible

365 nm

Visible

365 nm

NR: No revela

Tabla 4-44. Resultados de CCD para compuestos antracénicos en muestras de extracto etanélico
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4.16.4 Compuestos terpénicos / esteroidales

De acuerdo con caracterizaciones previas, se encontré la presencia significativa de
triterpenos y compuestos esteroidales (Zocoler, 2006; Chen et al, 2009; Lin, 2011; Taylor,
2012). Segun Rodrigues, solamente se confirmaron esteriodes y ausencia de triterpenos,
tanto por pruebas quimicas de tubo como por CCD. Sin embargo aclara en su estudio que
estos resultados son contradictorios con los multiples reportes no solo de presencia sino de
estructuras quimicas claramente identificadas, lo cual lo atribuye a diferencias ambientales
de la planta utilizada proviente de Sdo José Ribamar en Brasil, que varian el contenido de
metabolitos secundarios (Rodrigues et al., 2010). Este grupo de metabolitos especialmente
tiene gran importancia ya que se atribuye en parte la actividad hipoglicemiante de la planta a
la presencia de compuestos como los fitoesteroles de la mezcla charantina, Kuguacinas y
momordicinas (Giner y Castillo, 2003). Los compuestos triterpénicos de Momordica charantia
L. se caracterizan por el nucleo de triterpeno tipo cucurbitano del cual varian tanto las
sustituciones como insaturaciones para aportar los mas de 50 triterpenos que hasta ahora

han sido identificados y aislados.

Figura 4-4. Estructura nucleo de triterpeno tipo cucurbitano

Se evaluaron las fases mdviles clorofomo: metanol (95:10), acetato de etilo: metanol : agua
(77:15:8) y éter de petréleo : acetalo de etilo (8:2), encontrando que solo este Ultimo sistema
permitia la separacion y confirmacion de estos compuestos tras la derivatizacién quimica con

Reactivo de Lieberman Burchard.

Para todos los extractos se evidencia la presencia de compuestos terpénicos/esteroidales
dada por las coloraciones luego de la aplicacion del reactivo de Lieberman Burchard. Sin
embargo, el extracto etandlico el que refleja el mayor contenido de compuestos asi como de
concentraciones evidenciado por la intensidad de las manchas (Tabla 4-47). Este
comportamiento se esperaba dada la afinidad de estos metabolitos por solventes de menor
polaridad que el agua, por lo que en orden creciente la placa de extractos acuosos es la que se

observa con menor presencia de compuestos, seguida de la placa de extractos hidroalcohdlicos
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y por ultimo la placa de extractos etandlicos.

Aungque en general los triterpenos son compuestos incoloros y de dificil deteccion por su
reatividad, las cucurbitacinas tienen la caracteristica de poder ser detectados sin tratamiento
guimico bajo luz UV 254 nm y 365 nm (Waksmundzka, Sherma, Kowalska, 2008).

Dentro de los compuestos evidenciados en las placas se detectaron clorofilas, reconocidas por
su coloracion roja bajo la lus UV por lo cual es muy importante tener registro de la placa antes y
después de revelar para evitar asumir falsos postivos de reaccién en la deteccién quimica de los
compuestos. Adicionalmente se visualiza la presencia de varios compuestos terpénicos/
esteroidales diferenciados por sus coloraciones azul, verde, rojo y café entre otras tal como esta

reportado por ejemplo para las cucurbitacinas (Waksmundzka, Sherma, Kowalska, 2008).

Extracto Patron Muestra
S| 5 |2 of & | @ i 4 S | @
Q Q 0.) v D | = N o)
@ w o ; g [ Un) Ul) U-)
Acuoso E S 5 ‘3 g <<p (<fl) 0 0 ) )
— =
S = l N 0 N n m
Visible T
derivatizado 0,32 No No No No No No
con 0,80 0,46
. 0,46 revela revela revela revela revela revela
Lieberman
Burchard
0,24
0,30 0.46 0.32 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
365 nm 046 080 0.40 0,30 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68
’ ’ ' 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
0,46
Placa CCD
Antes dela
derivatizacion
con
Lieberman
Burchard
Visible UV-365 nm
Placa CCD f -
despuéde la :
derivatizacion
S -
con
Lieberman
Burchard L
PL r = ~ T | - L iy
Visible UV-365 nm

Tabla 4-45. Resultados de CCD de compuestos terpénicos/esteroidales en muestras de extractos acuosos
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Extracto

Patron

Muestra

Hidroalcohdlico

Colesterol

Lupeol

Triterpenos de
Yatago

EHA-S-LI-F

EHA-S-LI-G
EHA-C-Se-F

EHA-C-Se-G

EHA-S-Se-F

EHA-S-Se-G

EHA-S-LI- Fr

EHA-C-Se- Fr
EHA-S-Se- Fr

Visibleg
derivatizadocon
Lieberman
Burchard

0,32
0,46

0,80

0,48

365 nm

0,30
0,46

0,46
0,80

0,24
0,32
0,40
0,46

0,24
0,30
0,32
0,46
0,68

0,30
0,68

0,30
0,68

0,24
0,30

0,30
0,68

0,30
0,68

0,32
0,68

0,10
0,26
0,32
0,46
0,68

0,10
0,28
0,32
0,46
0,68

Placa CCD
Antes de la
derivatizacioncon
Lieberman
Burchard

Visible

UV-365 nm

Placa CCD
despuédie la
derivatizacioncon
Lieberman
Burchard

Visible

UV-365 nm

NR:No revela

Tabla 4-46. Resultados de CCD de compuestos terpénicos/esteroidales en muestras de extractos hidroalcohdlicos.

Extracto Patrén Muestra
— (2]
o _ o g, L O = Q 4F Q
o 1e) S & = = Q o) Q o)
Z1 — (0] = T 0 UI) (fI) UI) UI)
etandlico E = g Q 3 3 O O @ )
| +—
8 ,E 3 L T} H ﬁ H m
0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Visible 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28
derivatizado 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
con 0,30 0,80 0,48 0,46 0,46 0,46 0,46 0,46 0,46
Lieberman 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Burchard 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72
0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94
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0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40

0,46 0,46 0,46 0,46 0,46 0,46

0,10 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50

030 0,14 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52

365 nm 0148 0,80 0,24 0,56 0,56 0,56 0,56 0,56 0,56
' 0,34 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66

0,46 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68

0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72

0,94 0,94 0,94 0,94 0,94 0,94

Placa CCD
Antes de la
derivatizacion
con
Lieberman
Burchard

Visible UV-365 nm

Placa CCD
despuédle la
derivatizacion

con

Lieberman

Burchard

Visible UV-365 nm

Tabla 4-47. Resultados de CCD de compuestos terpénicos/esteroidales en muestras de extractos etandlicos
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4.16.5 Glic6sidos Cardioténicos

Los compuestos cardioténicos son comunes en hojas de las plantas de las familias
Scrofulariaceae, Apocynaceae, Liliaceae, Ranunculaceae y Moraceae. Para las plantas de la

familia cucurbitaceae no han sido reportados ni especificamente en Momordica charantia L.

Kedde
Muestra Resultado Foto
Patron Extracto .

Digitalis purpurea Positivo
Blanco Negativo
EA-S-LI-F Negativo
EA-S-LI-G Negativo
EA-C-Se-F Negativo
EA-C-Se-G Negativo
EA-S-Se-F Negativo
EA-S-Se-G Negativo
EHA-S-LI-F Negativo
EHA-S-LI-G Negativo
EHA-C-Se-F Negativo
EHA-C-Se-G Negativo
EHA-S-Se-F Negativo
EHA-S-Se-G Negativo
EHA-S-LI-Fr Negativo
EHA-C-Se-Fr Negativo
EHA-S-Se-F Negativo
EE-S-LI-F Negativo
EE-S-LI-G Negativo
EE-C-Se-F Negativo
EE-C-Se-G Negativo
EE-S-Se-F Negativo
EE-S-Se-G Negativo

Tabla 4-48. Resultados de pruebas cualitativas de coloracién de compuestos cardioténico en extractos de Momordica charantia
L.
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Extracto Muestra
Patron L O C Q [ T
- - [} [} [} —
extracto = - 0 ) iy =
Acuoso Digitalis ? ) O 0 ) 2
purpurea w i = < < 3
Visible i 080 0,88 0,88 0,88 0,88
Revelado 0,88 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Vainillina ’ 0,70 0,70 0,70 0,70
Visible revelado 0,84 No Norevela | Norevela | No revela No revela No revela
con Kedde revela
0,74 0,74 0,74 0,74 0,74 0,74
365 nm 084 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
’ 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86 0,86

Placa CCD antes
derivatizar

254 nm

Placa CCD
después de
derivatizar

Vainillina 1% etanol-Acido fosférico 10%

Reactivo de Kedde

Tabla 4-49. Resultados de CCD de compuestos cardioténicos en muestras de extractos acuosos
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Extracto Muestra
uo| o wo| o o B N = T
Patron :- - o) o) ) ) 0 & &
: . extracto i = ! % D % - N 0
Hidroalcohdlico o n 0 (@) (@) n ) ) ! J
Digitalis < < 2 b < 5 ) 2 i’t)
I T
purpurea i it E E E E E E E
Visible T
L 0,88 0,80 | 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Revelado Vainillina
Visible revelado 0,84 NR| NR | NR | NR | NR | NR | NR | NR | NR
con Kedde
365 nm 0,60 0,70 | 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
0,88 0,80 | 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80

Placa CCD antes
de derivatizar

254 nm 365 nm

Placa CCD
después de
derivatizar

NR: No revela

Vainillina 1% etanol-Acido fosférico 10% Reactivo de Kedde

Tabla 4-50. Resultados de CCD de compuestos cardioténicos en muestras de extractos hidroalcoholicos
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Extracto Muestra
Patron w o o o L (O]
. extracto o o » 3 h .
Etanolico Digitalis Y 0 0 O * ?
purpurea w m i o m i
Visible 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Revelado 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Vainillina - 0,92 0,92 0,92 0,92 0,92
Visible 042
revelado con ’ NR NR NR NR NR NR
0,84
Kedde
046 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
365 nm 0180 0,60 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
’ ---- 0,92 0,92 0,92 0,92

Placa CCD
antes de
derivatizar

254 nm 365 nm

Placa CCD
después de
derivatizar

Vainillina 1% etanol-Acido fosférico 10% Reactivo de Kedde

NR: No revela
Tabla 4-51. Resultados de CCD de compuestos cardioténicos en muestras de extractos etandlicos

De acuerdo a los resultados de las pruebas de coloracion y CCD se confirma la ausencia
de glicésidos cardioténicos tal como se habia encontrado en estudios de caracterizacion del
material vegetal (Andrade, 2012; Zocoler, 2006). Para el caso del patrén, extracto de digitalis
purpurea donde se esperaba manchas intensas, se observan manchas coloreadas muy
débiles en las placas después de revelar con los dos reactivos (Tablas 4-49, 4-50 y 4-51).
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Lo anterior demuestra que el tratamiento de los extractos de material vegetal para aplicacion
en la placa, implican multiples pasos en los cuales se reduce el contenido de metabolitos y
con lo cual se podria tener resultados negativos cuando la cantidad de metabolitos en la

muestra sea muy baja.
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4.17 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

Como parte de la caracterizacion del material vegetal, se habia planteado realizar al menos
una determinacion cuantitativa que permitiera hacer comparacion de las muestras por lo cual
se propuso la cuantificacion de flavonoides o la cuantificacion de fenoles. Sin embargo, el
resultado de las pruebas de deteccion de flavonoides por cromatografia en capa delgada,
evidenciaron que el contenido de estos metabolitos era muy bajo y que observaba una mayor
presencia de compuestos fendlicos totales que incluyen flavonoides, &cidos fendlicos entre
otros. Por lo anterior se considero pertinente hacer la cuantificacion de estos ultimos mediante

reaccion de oxidacidon con reactivo Folin-Ciocalteu.

Peso de . Concentracion .
N° Muestra extracto At;fgrrnb: dnig'a mg AG/ D:sst\g:g::rn |C 95% 00,05
(mg) g extracto

1 EA-S-LI-F 1,2 0,063 9,861 0,2778 9,86 + 0,690
2 EA-S-LI-G 1,0 0,050 7,500 0,5774 7,50 £ 1,434
3 EA-C-Se-F 1,2 0,048 5,602 0,1604 5,60 £ 0,398
4 EA-C-Se-G 15 0,057 6,481 0,1283 6,48 + 0,319
5 EA-S-Se-F 1,2 0,049 6,065 0,1604 6,06 + 0,398
6 EA-S-Se-G 15 0,051 5,296 0,4626 5,29 + 1,149
7 EHA-S-LI-F 1,0 0,063 11,944 0,5092 11,94+ 1,265
8 EHA-S-LI-G 1,3 0,047 5,085 0,3917 5,08 £ 0,973
9 EHA-C-Se-F 1,2 0,050 6,250 0,0000 6,25 + 0,000
10 | EHA-C-Se-G 15 0,055 6,037 0,1283 6,04 + 0,319
11 | EHA-S-Se-F 1,0 0,060 10,722 0,5092 10,72 + 1,265
12 | EHA-S-Se-G 1,5 0,056 6,259 0,3395 6,26 £ 0,843
13 | EHA-S-LI- Fr 1,1 0,049 6,515 0,3030 6,52 + 0,753
14 | EHA-C-Se- Fr 1,2 0,051 6,620 0,4243 6,62 £ 1,054
15 | EHA-S-Se- Fr 1,1 0,049 6,414 0,1750 6,41 + 0,435
16 EE-S-LI-F 1,3 0,123 24,487 4,1265 24,49 + 10,251
17 EE-S-LI-G 1,4 0,104 18,294 1,5121 18,29 + 3,756
18 EE-C-Se-F 1,2 0,127 27,639 1,2729 27,64 + 3,162
19 | EE-C-Se-G 1,6 0,131 21,563 2,7083 21,56 +6,728
20 EE-S-Se-F 1,1 0,100 21,869 1,2616 21,87 +3,134
21 EE-S-Se-G 1,4 0,083 13,214 0,2381 13,21 £ 0,591

ta 0,05 (2 GL)= 4,3027

Tabla 4-52. Resultados de cuantificacion fenoles totales reportados como pg Acido Galico/ g de extracto
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Contenido de Compuestos Fendlicos g riracmes aguz pagreas
(mg AG/g EXtraCto) M Extractos Agua:Etanol | 50:504-P.agreas
® Extractos agusietanol (5350 -Frutos
W Extractos Etanol 96%-P.aéreas

OJH‘ I

Agosto-Fino  Agosto-Grueso  Cultivo-Fino  Cultivo-Grueso  Enero-Fino Enero-Grueso
Muestra

= N N w
[¢)] o [¢)] o
e
—

—_
o
|

mgAG/g Extracto

(¢}

Grafico 4-12. Contenido de fenoles totales (reportados como mg AG/g extracto) en muestras de extractos de Momordica
charantia L.

Al obtener los resultados de la cuantificacion de fenoles totales (reportados como mg acido
galico/ g de extracto) en los diferentes extractos de las muestras de Momordica charantia
L., se evidencia que en general las concentraciones son bajas acorde a la curva de
calibracion preparaday en comparacion con los valores obtenidos en otros estudios.

Para el caso de extractos acuosos, los resultados obtenidos para las muestras de Momordica
charantia L. son inferiores a 10 mg AG/g extracto siendo inferiores a los valores reportados
para plantas de diferentes familias e inclusive de la familia Cucurbitaceae como se muestra
en la tabla 4-53 (Tawaha, 2007):

Material vegetal Familia Contenido de compuestos fendlicos
9 Extracto acuoso (mg AG/g extracto seco)

Calendu!a_ Ca_lendula Asteraceae 17.0
officinalis

Manzanllla_(Matrlcarla Asteraceae 206
recutita L.)

Bryonia cretica L Cucurbitaceae 22,4

Scolymus maculatus Asteraceae 16,6

Ginkgo biloba L. Gonkgoaceae 39,0

Hypericum triquetrifolium Hypericaceae 44.6

Turra

Tabla 4-53 Valores reportados de contenido de compuestos fendélicos en extractos acuosos para plantas de diferentes familias.
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Respecto a los extractos etandlicos, tambien se observa que para todas las muestras los
valores son muy inferiores a los valores reportados para otras plantas, como se refleja en la
tabla 4-54 (Pereira, 2009):

Contenido de compuestos
. - fendlicos
Material vegetal Familia SR CEr s
mg AG/g extracto seco
Tomillo limén )
o Lamiaceae 138,75+13,56
Thymus citriodorus
Retama blanca
] ] Fabaceae 140,39+11,67
Cytisus multiflorus
Lathrys binatus Fabaceae 180,88+5,61
Onobrychis scardica Fabaceae 115,23+4,18
Trifolium pannocicum L. Fabaceae 106,81+2,38
Oxytropis campestris L. Fabaceae 79,52+5,29
Anthyllis vulneraria L. Fabaceae 79,34+2,86
Oxytropis halleri Fabaceae 78,84+3,19
Astragalus glycyphyllos L. Fabaceae 44,6£2,13
Coronilla enerus L. Fabaceae 38+1,06

Tabla 4-54. Valores reportados de contenido de compuestos fendlicos en extractos etandlicos para algunas plantas

En general al comparar visualmente los resultados en la Grafica 4-12, las muestras de
recoleccion silvestre como las de cultivo exhiben un comportamiento similar, obteniendo
valores cercanos o iguales a 10 mgAC/G extracto para los extractos acuosos e
hidroalcohélicos. Para el caso de los extracto alcohdlicos, los valores cercanos o superiores a
20 mg AG/g extracto. De igual manera se percibe para todas las muestras que la
cuantificacién se favorece cuando se analizan extractos obtenidos con material vegetal de

tamano fino.

El analisis de varianza ANOVA para confirmar estadisticamente si existia diferencia en el
contenido de fenoles totales y las variables a las cuales podria asociarse esta variacion,
se confirma que existe una influencia significativa del solvente, la fuente de la muestra y del

tamafio de particula, en la concentracion de fenoles totales del extracto.

Al evaluar el impacto de la fuente de la muestra y el solvente para cada uno de los tamafios
se evidencia una variacién del contenido de fenoles atribuido a ambas variables; el mismo

comportamiento se observa para los extractos realizados con material vegetal de tamafo
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fino y grueso como se observa en las Tablas 4-55 y 4-56.

M tr xtract tamafo fin

Ho: No hay diferencia significativa en la media del contenido de fenoles totales entre los extractos realizados con
diferentes muestras de material vegetal de tamafio de particula fino en diferentes solventes (Agua: Agua Etanol
50:50/ Etanol 96%)

Constante Variables F calculado | F critico Resultado

Muestra 7,56 3,55 Ferit < Fea Se rechaza H,
Tamarfio fino

Solvente 347,53 3,55 Ferit < Fea Se rechaza H,

Tabla 4-55. Resultados ANOVA para contenido de fenoles totales en muestras de extracto obtenido con material vegetal de
tamafio fino

Es importante aclarar que la diferencia de medias observada en la Tabla 4-55 en los datos de tamafio

fino, se debe a diferencia entre los tres solventes.

La variabilidad asociada a la muestra cuando el material es mas fino se atribuye a la diferencia entre

las tres muestras, después de hacer test pareados y aplicar una prueba de diferencia de medias.

Muestras de extractos de tamafio grueso

Ho: No hay diferencia significativa en la media del contenido de fenoles totales entre los extractos realizados con
diferentes muestras de material vegetal de tamafio de particula grueso en diferentes solventes (Agua: Agua Etanol
50:50/ Etanol 96%)

Constante Variables F calculado F critico Resultado
Muestra 19,13 3,55 Feiit < Feal Se rechaza H,

Tamafio grueso
Solvente 344,71 3,55 Feiit < Feal Se rechaza H,

Tabla 4-56. Resultados ANOVA para contenido de fenoles totales en muestras de extracto obtenido con material vegetal de
tamafio grueso

La variabilidad entre los datos tamafio grueso reflejada en la Tabla 4-56, la aporta principalmente

los resultados de contenido de fenoles en extractos etandlicos.

La variabilidad atribuida a la muestra, se presenta por la diferencia de medias entre las muestras
de recoleccion silvestre de diferentes épocas del afio, indicando que la muestra de época lluviosa

exhibe un mayor contenido de fenoles totales.

Al realizar la evaluacion de variabilidad manteniendo el solvente constante, se encuentra que
existe una diferencia significativa en el contenido de fenoles totales en los extractos de los tres
solventes que se pueden asociar tanto al efecto de la polaridad como del tamafio de particula del

material vegetal como se observa en la Tabla 4-57. Los tamafios mas finos son los que permiten
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extractos mas ricos en compuestos fendlicos lo que puede atribuirse a la mayor penetracion del
solvente cuando el material es mas fraccionado. A su vez el solvente que logra mejores
resultados es el etanol lo cual se asocia a la menor polaridad del alcohol que favorece la
extraccion polifenoles.

Ho: No hay diferencia significativa en la media de contenido de fenoles totales entre extractos realizados con
diferentes muestras de material vegetal y distinto tamafio en cada uno de los solventes analizados

Constante Variables F calculado | F critico Resultado

Muestra 139,47 3,88 Ferit < Fear Se rechaza H,

Agua
Tamafio 21,93 4,75 Ferit < Fea Se rechaza H,
Agua : etanol Muestra 83,13 3,88 Feit < Fea Se rechaza H,
(50:50) Tamafio 496,71 4,75 Ferit< Fea Se rechaza H,
Muestra 15,03 3,88 Feit < Fea Se rechaza H,

Etanol
Tamafio 43,90 4,75 Feit < Fea Se rechaza H,

Tabla 4-57. Resultados ANOVA para contenido de fenoles totales en muestras de extractos de cada solvente obtenido con
material vegetal

Muestras de extractos de frutos

Para el caso de los frutos se observa un comportamiento similar de las tres muestras y a su

vez no se evidencia diferencia respecto a los extractos de otras partes aéreas (Tabla 4-58).

Ho: No hay diferencia significativa en la media del contenido de fenoles totales entre las muestras de frutos

Constante F calculado | F critico Resultado

Frutos 0,31 5,14 Feit> Feal Se acepta H,
Tabla 4-58. Resultados ANOVA para contenido de fenoles totales en muestras de extractos hidroalcohdlicos de frutos
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4.18 Comparacion
cultivo

entre los resultados de muestras silvestres y de

Anadlisis

Muestras silvestres

S-LI

S-Se

Muestra cultivo
C-Se

Descripcion fisica
Material fresco

Planta herbacea trepadora
con zarcillos.

Planta herbacea
trepadora con
zarcillos.

Planta herbacea
trepadora con zarcillos.

Descripcion fisica de
material seco

Material principalmente
compuesto por tallos
gruesos , Secos pero

rigidos y no se fragmentan
facilmente. Los zarcillos
que se desprenden de los

mismos son delgados y

fragiles.
Las hojas son color verde
oscuro, rugosas Yy friables.

El material esta
compuesto por tallos
delgados y mayor
proporcion de hojas.
Las hojas son de
color verde oscuro,
rugosas Y friables.

El material esta
compuesto por tallos y
hojas.

Se observan algunos
tallos delgados y gran
proporcion de hojas
verdes, rugosas y
friables.

Predominantemente verde

Predominantemente

Predominantemente
amarillo con algunas

Descripcion fisica de con mezcla de particulas verde. .
. ) . particulas verdes
material seco molido amarillas Polvo con algunas .
. . i Mezcla fibroso/
Fibroso principalmente fibras . .
particulas friables
1,0 mm 5,63 1,68 4,55
(6]
2 0,59 mm 15,00 6,35 11,27
:g lé 0,38 mm 22,65 16,51 16,00
2 g 0,25 mm 14,10 11,42 13,24
E S 0,15 mm 23,70 32,31 14,54
a Colector 18,92 31,73 40,41
Humedad (%) 11,33 + 3,480 10,52 + 0,516 9,34 + 0,444
Material extraibl
arerial extraib’e agua 147,45-223,22 159,59-273,73 81,46-201,90
(mg extracto/g MV)
Material extraible en
agua:etanol (mg 163,18-206,54 176,32-283,68 93,59-209,56
extracto/g MV)
Material extraibl
areriaiextraibie en 23,89-118,60 24,38-173,74 24,58-122,52
etanol (mg extracto/g MV)
Material extraible frutos
en agua:etanol (mg 149,925 140,992 155,851
extracto/g MV)
Cenizas totales (%) 9,92+ 0,324 11,96+ 0,438 9,34+ 0,447
Ceni i lubl
enizas INSoILBIES en 0,50+0,169 0,35+0,230 0,910,318
acido (%)
Indice de espuma 200 250 250
Alcaloides Ausente Ausente Ausente
Flavonoi
v |des,/ C ompuestos Presente Presente Presente
fendlicos
Compuestos
pu Ausente Ausente Ausente

antracénicos
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e Muestras silvestres Muestra cultivo
Andlisis
S-LI S-Se C-Se
Compléiféfosi;';ré)semcos Presente Presente Presente
Compuestos
cardioténicos Ausente Ausente Ausente
Saponinas Presente Presente Presente
Compuestos Fenolicos
en partes aéreas
(mg AG/g Extracto) 6,83-10,14 5,44-6,25 5,418-6,56
Extracto acuoso
Compuestos Fendlicos
en partes aéreas
(Mg AGlg Extracto) 4,74 -12,50 5,89-11,17 5,89-6,25
Extracto hidroalcohélico
Compuestos Fendlicos
en partes aéreas
(g AGIg Extracto) 16,55-29,10 12,98-22,88 19,90-28,75
Extracto Etandlico
Compuestos Fendlicos
en frutos 6,52 + 0,753 6,41 £ 0,435 6,62 + 1,054
(mg AG/g Extracto)
RTV (ufc/g) 215 240 280
Hongos y levaduras 37 71 111
Enterobacterias 92 66 23
E.Coli Ausente Ausente Ausente
Salmonella Ausente Ausente Presente
Pseudomona spp Ausente Ausente Ausente
Bacillus cereus Presente Presente Presente
Clostridium Ausente Ausente Ausente
Staphylococcus aureus Ausente Ausente Ausente

Tabla 4-59. Resumen comparativo de resultados de andlisis fisicoquimicos y de caracterizacion de muestras de reco leccién
silvestre y muestra de cultivo

Se observa en general en la tabla 4-59 que resume los resultados de andlisis tanto
fisicoquimicos como fitoquimicos que no hay una diferencia considerable entre los valores

obtenidos en los ensayos de las muestras de recoleccion silvestre y la muestra de cultivo.

En aspecto fisico del material vegetal de las muestras refleja caracteristicas similares
tanto de la planta entera fresca, seca y molida; se evidencia una diferencia en el color
gue se atribuye a la predominancia de 6rganos, siendo mas verde cuando hay abundancia

de hojas , y amarillo cuando priman los tallos.

Las muestras dieron como resultado, contenidos de cenizas y recuentos de microorganismos
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similares, lo cual se atribuye a la adecuada manipulacion en las actividades pos-cosecha. Cabe
resaltar que en la muestra de cultivo se observaron algunos microorganismos patégenos
atribuibles posiblemente al agua de riego por la presencia de animales en el terreno donde fue
sembrada la planta, ya que estos no se confirmaron en las muestras de recoleccidon
silvestre.De igual manera se resalta que la presencia de estos microorganismos patégenos es
una alerta para implementar mejoramiento en las practicas de cultivo y recoleccion, ya que

este tipo de contaminacion dificulta el uso del material en productos fitoterapéuticos.

En cuanto a los andlisis de deteccién cualitativa de metabolitos secundarios se demostro
una presencia importante de compuestos terpénicos /esteroidales y saponinas tanto en
muestras de recoleccion silvestre como de cultivo. Los flavonoides y compuestos fendlicos
se encuentran en baja cantidad pero en forma similar para todas las muestras independiente de

la fuente de obtencion y la época de recoleccion.

Finalmente, al determinar el contenido de compuestos fendlicos en extractos acuosos,
hidroalcohdlicos y etandlicos de las muestras de distinta fuente y época de recoleccion, se
confirma que existe diferencia significativa en las cuantificaciones. Es importante mencionar
gue a pesar de existir influencia demostrada estadisticamente de la fuente de la
muestra, solvente de extraccién y tamafio de particula del material vegetal usado sobre el
contenido de compuestos fendlicos, los extractos etanolicos son los que arrojaron mayores

valores para todas las muestras.

A su vez, en los extractos etandlicos, puede evidenciarse que los extractos que utilizan
material mas fino reflejan mayores contenidos de compuestos fendlicos para todas las
muestras que los que utilizan material mas grueso. Posiblemente puede deberse a que los
compuestos fendlicos se encuentran en la planta de forma preferente en hojas mas que en
tallos y adicionalmente, a la mayor superficie de contacto entre el material y el solvente que

facilita la humectacion, penetracién en las células y disolucion de metabolitos.

Es importante resaltar que a pesar de que existen numerosos estudios cientificos donde se ha
demostrado la actividad y utilidad de las partes aéreas de toda la planta, a nivel mundial es
limitado y reconcido el uso del fruto (WHO, 2009). La informacién de calidad obtenida contribuye
a la consideracion de las partes aéreas dentro de la droga de Momordica charantia L, para la
elaboracion de productos fitoterapéuticos, aunque debe ser complementado con estudios de

actividad farmacologica.



123 CONTRIBUCION AL ESTABLECIMIENTO DE PARAMETROS DE CALIDfAD Y RANGOS DE VARIACION PARA
MATERIAL VEGETAL DE Momordica charantia L. PROVENIENTE DE INDIVIDUOS SILVESTRES Y DE CULTIVO

En Colombia donde la droga aprobada contempla todos los érganos segun el Vademecun
colombiano de plantas medicinales (Ministerio de Proteccion Social, 2008), la aplicabilidad como
una guia en el control de calidad es mas tangible y representa una utilidad mas inmediata. No
obstante es de considerar la inclusion tanto de los de los frutos verdes y semillas , ya que estos
organos estan reportados dentro del listado de plantas téxicas del INVIMA de la sala
especializada de productos naturales, actualizado en octubre de 2013 ( establecido en el acta
09 de 2012 numeral 3.3) por su potencial téxico, atribuido a algunos triterpenoides cucurbitanos
(momordicosidos y momordicinas) y lectinas (momodina). Se reporta la dosis letal del jugo

LD50: 9 mg/kg y del extracto alcoholico 36 mg/kg.

4.19 Influencia de parametros de calidad de material vegetal sobre
extractos

La caracterizacion de las muestras de diferentes fuentes evidencié que para la mayoria de
pardmetros la variacién no es signficativa. Los extractos se utilizaron para evaluar la
presencia e inferir el contenido de metabolitos secundarios encontrando que en el analisis
cualitativo de cromatografia en capa delgada la presencia o ausencia de metabolitos tiene
el mismo comportamiento para todas las muestras que se extrayeron con el mismo
solvente 0 mezcla solvente. Lo anterior permite inferir el adecuado manejo del material
vegetal previo a los procesos de extraccion dado por las los resultados de contenidos de
cenizas Adicionalmente se puede mencionar que el contenido de humedad residual de la
droga fue el adecuado para reducir procesos degradativos que pudieran afectar el

contenido de metabolitos en el extracto.

El tamafio de particula del material vegetal de cada muestra fué dividido en grueso ( <380

pum) y fino (<380 um) para establecer el impacto sobre los extractos, encontrando que en
algunos casos se favorece el tamafio mas pequefio para un mejor rendimiento y mayor
extraccion de metabolitos secundarios, pero este no debe ser demasiado fino y cohesivo
como para dificultar humectacion de particulas y la penetracion de solvente. También puede
explicarse que haya un mejor comportamiento de los extractos con tamaiio fino atribuyendo a
gue hay mayor concentracion de metabolitos en las hojas, las cuales al molerse siendo tan

friables son las que componen la porcién de menor tamario.
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4.20 Propuesta de Monografia de calidad para Momordica charantia
L.

Con base en los resultados obtenidos en la tabla 4-59 y la revision bibliogréfica realizada como
fundamento tedrico de este estudio, se propuso una monografia de referencia para el control de
calidad del material vegetal de Momordica charantia L (Anexo 7-6). Segun la infomacién incluida,
es una monografia mixta de control de calidad, seguridad y eficacia de acuerdo con la Tabla 2-5,
gue se aproximaria a las emitidas por OMS. Sin embargo debe tenerse en cuenta que esta guia
solo es una propuesta realizada con base en el andlisis de tres muestras de material vegetal
obtenidos de la misma region, que deberia ser retada y alimentada con informacion de otras
muestras que puedan capturar mas informaciéon de la variabilidad del material o confirmar lo
obtenido en este estudio.

Para la elaboracion de este anexo, se tomé la informacion mas relevante de la revision
bibliografica y los resultados caracteristicos de esta planta para los diferentes ensayos
fisicoquimicos, fitoquimicos y microbiol6gicos Para el caso de los resultados cuantitativos, los
rangos de variacion son resultado de limites minimo y maximo de los valores obtenidos

experimentalmente y los limites de confianza calculados con base en la dispersiéon de datos.
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5. CONCLUSIONES

5.1 No se evidenci6 diferencia significativa en la mayoria de resultados de los analisis
realizados a las muestras de material vegetal de Momordica charantia L. tanto de

recoleccion silvestre como de cultivo.

5.2 La época de colecta no modificé las propiedades farmacognésticas ni fitoquimicas

evaluadas en las muestras de Momordica charantia L. de recoleccién silvestre.

5.3 El tamafio de particula de las partes aéreas de Momordica charantia L. afecté el contenido
de material extraible y el de fenoles totales, posiblemente asociado al mayor contenido de

hojas en el material mas fino.

5.4 Se evidenci6 la contaminacion del material vegetal proveniente de cultivo con Salmonella

spp. Y la presencia de Bacillus cereus en todas las muestras.

5.5 Los extractos se comportaron de forma similar en los andlisis cualitativos de deteccion de
los metabolitos secundarios evaluados, evidenciando que no existié influencia de los
resultados de andlisis fisicoquimicos en los rangos obtenidos, sobre el contenido de

metabolitos secundarios.

5.6 Se evaluo el fruto de forma independiente, mostrando un comportamiento similar para todas
las muestras en rendimiento, los metabolitos secundarios detectados por CCD y contenido
de fenoles totales. Frente a las demés partes aéreas si present6 diferencia significativa en el

material extraible.
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5.7 Se determind la influencia del solvente utilizado en extraccion en el contenido de metabolitos
secundarios, encontrando que a pesar de que los extractos etandlicos presentan menores
rendimientos, exhiben de forma mas clara la presencia de compuestos triterpénicos,

flavonoides y otros compuestos fendlicos, y mayor contenido de fenoles totales.

5.8 Se elabor6 una propuesta de monografia para las partes aéreas de Momordica charantia L.
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6. RECOMENDACIONES

6.1 Desafiar los criterios de aceptacion/ rechazo de la propuesta de monografia con otras

muestras de material vegetal.

6.2 Profundizar en el establecimiento de otros marcadores terapéuticos o analiticos.

6.3 Realizar un estudio orientado a la estandarizacién y la optimizacién del proceso de
extraccion donde se pueda establecer las mejores condiciones del proceso apoyada en

ensayos fitoquimicos cuantitativos, evaluacién farmacoldgica y/o toxicolégica.

6.4 Realizar analisis confirmatorios de la presencia de microorganismos patdgenos en
CEUNP y establecer el impacto de los hallazgos del mismo, en bioseguridad y sobre los

materiales vegetales cultivados dentro de la estacion experimental.



Anexos 128

7. ANEXOS

Anexo 7-1. Estructuras quimicas de compuestos reportados de Momordica charantia L.
Anexo 7-2 Datos resumidos de condiciones ambientales en Cali 2013-2014

Anexo 7-3. Dimensiones de los frutos de Momordica charantia L.

Anexo 7-4. Especificaciones de referencia para recuentos y presencia de microorganismos
patégenos en muestras de material vegetal

Anexo 7-5. Resultados de recuentos y presencia de microorganismos patdégenos en
muestras de material vegetal de Momordica charantia L.

Anexo 7-6 Propuesta de monografia de partes aéreas Momord es que traje el carro a ver si lo
podia guardar en tu parqueadero es que para volver aca no me lo dejan sacaica charantia L.
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ANEXO 7-1. COMPUESTOS QUIMICOS REPORTADOS EN Momordica

charantia L.

1. Hojas y frutos (Lin, 2011; Liu et al., 2010)

NOMBRE

TIPO

ESTRUCTURA

TAIWACINA A

GLICOSIDO
CUCURBITANO TIPO
TRITERPENO

TAIWACINA B

23,24,25,26,27
PENTANOCUCURBITANO

MOMORDICOSIDO K

GLICOSIDO
CUCURBITANO TIPO
TRITERPENO

3-0-(B-D-
glucopiranosil)-24p-
etil-5a-chalesta-
7,22,25(27)-trien-3pB-ol

GLICOSIDO ESTEROIDAL

CHj

CH,
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2. Tallos (Lin, 2011; Liu et al., 2010)

NOMBRE

TIPO

ESTRUCTURA

ACIDO B-
HIDROXIMULTIFLOR
A-8- EN-17-01CO

TRITERPENOIDE MULTIFLORANO

CUCURBITA-
1(10),5,22,24
TETRAEN-3a-OL

TRITERPENOIDE CUCURBITANO

5b,19b-
EPOXICUCURBITA-
6,22,24-TRIEN-3a-ol

TRIERPENOIDE CUCURBITANO
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3. Frutos (Li et al., 2007; Keller et al.,2011; Yuan, 2008)

NOMBRE ESTRUCTURA

253 -ISOPROPENILCOLE-5,

(6)-ENE-3-O-B-D-GLUCOPIRANOSIDO

MOMORDICOSIDO L

3B,7B,25-Trihidroxiucurbita-5,23(E)-
dien-19-al

Aglicona de Momordicosido U

MOMORDICINA |

R1: HR2: H
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MOMORDICINA 1I

R1:H R2:GLU

(3), 3-hidroxicucurbita-5,24-dien-19-al-
7,23-di-O-"-glucopiranosido

CHj3

R1: GLU R2:GLU

KUGUAGLICOSIDO G

MOMORDICOSIDO Q

R1:AllR2: H
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4. Raices (Chen et al., 2008 ; Chen, et al., 2009)

NOMBRE FORMULA ESTRUCTURA
KUGUACINA B C30H1503
KUGUACINA A C3oH40
KUGUACINA C Cy7H4205
KUGUACINA D Cy7H4004
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KUGUACINA E C,7H1,0,
5. Partes aéreas (Chen et al., 2009 ; Panlilio et al., 2012)
NOMBRE FORMULA ESTRUCTURA
H3Cn,,,l CH3
KUGUACINA F C30H4:05
o)
HC  CHs
KUGUACINA G C30H44056
KUGUACINA H CsoHasOs
KUGUACINA | Cs;Hss0sNa
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NOMBRE FORMULA ESTRUCTURA
HsC., CH
=Lt
CH, =
CH,
KUGUACINA J CaoH4g03
HO
Hse  CHs
KUGUACINA K CysH3406
KUGUACINA L CysH3604
KUGUACINA M C2H2804
KUGUACINA M C,,H»50,
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NOMBRE FORMULA ESTRUCTURA
HyC,, CH,
CHg
KUGUACINA N C30H4604
HO
HC  CHa
KUGUACINA O C30H104
KUGUACINA P Cy7H4004
KUGUAC'NA Q C30H4204
KUGUACINA R C30H4504
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NOMBRE FORMULA ESTRUCTURA
KUGUACINA S CsoHas04
CHARANTAL C30H4304
3-0-D-Glucosil-
sitosterol
Glu—O
CHARANTINA
3-0-D-Glucosil-
estigmastadienol
Glu—0O
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ANEXO 7-2 CONDICIONES AMBIENTALES DE CALI 2013 Y 2014

Adaptado de: La estacion meteoroldgica : Oregon scientific, modelo W MR928NX conectada al servidor Mundomanz.com disponible en

http://www.mundomanz.com/meteo ie/info est

Temperatura(°C) Humedad relativa (%) \C?é%?éciﬁfnfhe)l N° dias | Cantidad de Periodo en que
Mes Afo — con precipitacion psrgc?;r)?t(;lé?gn

Minima Méaxima | Minima | Maxima Minima T2 lluvia (mm) (h)
0,7 24
2,0 24
2,0 6
0,3 24
2,0 6
Agosto 2012 17,0 32,0 35 96 3,6 25,2 10 05 4
0,5 6
27,0 24
0,1 24
0,1 24
0,4 24
2,0 24
Diciembre | 2012 10,2 31,6 43 95 3,7 75,6 5 4,0 24
11,0 24
1,0 24
Enero 2013 16,6 32,8 41 94 3,6 28,8 2 gi 264



http://www.oregonscientific.es/
http://www.mundomanz.com/meteo_ie/info_est
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ANEXO 7-3. DIMENSIONES DE LOS FRUTOS DE LAS MUESTRAS DE
RECOLECCION SILVESTRE Y DE CULTIVO DE Momordica charantia
L.

Cantidad 19,25 ¢g 11,28 g 4,168 g
Muestra . i : Gk . s
Silvestre —epoca lluviosa Cultivo- epoca seca Silvestre-epoca Seca
Medida Largo (mm) A(:‘lqcnf]l)o Largo (mm) A(rr:]cr:;) Largo (mm) A(Pncnr]];)
1 24 18 25 12 20 13
2 25 22 20 17 18 13
3 22 15 19 13 27 11
4 25 17 12 10 20 12
5 27 14 13 11 17 10
6 21 13 15 11 17 11
7 18 12 15 12 16 10
8 35 15 14 10 20 13
9 20 13 14 11 5 10
10 17 17 17 11 13 9
11 23 13 18 11 23 14
12 27 14 18 12 9 10
13 23 14 18 12 18 12
14 25 13 17 12 13 11
15 15 12 17 10 13 7
16 22 14 17 10 17 13
17 33 20 18 11 8 8
18 14 9 15 9 20
19 18 12 15 10
20 22 15 16 11
21 23 15 14 9
22 22 13 15 12
23 16 12 12 9
24 25 15 14 9
25 22 18 17 10
26 25 17 18 6
27 13 11 12 9
28 15 10 10 10
29 13 11 13 9
30 16 14 12 5
31 15 12
32 25 13
33 17 12
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Cantidad 19,25¢g 11,28 g 4,168 g
Muestra . = : =B : S

Silvestre —epoca lluviosa Cultivo- epoca seca Silvestre-epoca Seca
Medida Largo (mm) ﬁgﬁgf Largo (mm) ésﬁgf Largo (mm) ?25:?

34 20 12
35 17 11
36 18 13
37 14 12
38 13 10
39 17 12
40 15 11
41 17 10
42 13 11
43 20 13
44 15 12
45 25 14
46 23 13
47 17 9
48 18

49 20 13
50 18 12
51 16 11
52 15 12
53 13 11
54 13 10
55 15 13
56 13 10
57 11 10
58 11 9
59 16 12
60 12 12
61 16 10
62 15 12
63 18 12
64 12 9
65 12 11
66 18 13
67 12 8
68 10 8
69 15 12
70 11 10
71 15 10
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ANEXO 7-4. ESPECIFICACIONES DE REFERENCIA PARA RECUENTOS Y PRESENCIA DE
MUESTRAS DE MATERIAL VEGETAL

MICROORGANISMOS PATOGENOS EN

oml

Maximo Maximo Maximo
Recuento total de - - 7 4 5
: ) L. 5 . 5 Maximo Maximo 10" /g o ml 10/goml 10°/goml.
microrganismos -- Maximo 10°/g Maximo 10°/g 7 5 L . L
viables RTV 10" /goml 10" /g oml Méximo 50000000 . Maximo 50000 Maximo 500000 ufc/g
ufc/g o ml ufc/g o ml oml
Méaximo Méaximo Méaximo
" - 5 2 4
Maximo Maximo
Hongos y B Méximo 10%g Maximo 10%g 1 ! 10. /goml '10 /g oml. N 10 /g oml.
levaduras 10 /g oml 10" /goml Maximo 500000 Maximo 500 ufc/g o | Méaximo 50000 ufc/g o
ufc/g o ml ml ml
Esporas fangicas Méximo - -- - -- -- -
p 9 10%g
. . Méaximo -, 3 . Méximo Méaximo L 3 Ausenciaen1go )
Escherichia coli 10%g Maximo 10°/g Ausencia /g 102 Iq 101 /9 Méaximo 10°/ g mi Ausencia/ 1 goml
Enterobacterias - Méaximo 10°/g Méaximo 10°/g - - -
Bacterias Gram Méaximo Méaximo Maximo Méaximo
negativas 10* /goml 103/g oml 10° /g oml 10" /g oml
Clostridium - Ausencia/ g Ausencia /g -- -- -
. . . . . Ausencia en .
Salmonella spp. -- Ausencia/g Ausencia/g Ausencia /10 g Ausencia/10g Ausencia /25 g 25g0ml Ausencia en 25 g oml
Shigella Ausencia /g Ausencia/g Ausencia/g - -- -- -
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ANEXO 7-5. RESULTADOS DE RECUENTOS Y PRESENCIA DE MICROORGANISMOS PATOGENOS
EN MUESTRAS DE MATERIAL VEGETAL DE Momordica charantia L.

1 Microorganismos Patégenos

Muestras Salmonella spp. Pseudomona spp Bacillus Staphylococcus Clostridium E.Coli Enterobacterias
cereus aureus
Medio Tetrationate _ Selenite 53 Cetrimide Baird Parker TSN/ VRBLA EMB
Bismuto sulfito | Bismuto sulfito Anaerobiosis
S-LI-1 - - - - + - - - -
S-LI-2 - - Ppr - + - - - -
confirmar
C-Se-1 Por confirmar Por confirmar + - + - - - -
C-Se-2 + + + - Por confirmar - - - -
S-Se-1 Por confirmar Por confirmar - - Por confirmar - - - -

Los andlisis cuyo resultado no es claro se confirmaron a través de aislamiento de colonias o pruebas bioquimicas

. Criterios de evaluacién de pruebas bioquimicas- identificacion Salmonella

Test/ sustrato

Microorganismo

Siembra

Resultado positive

Resultado negativo

Caldo Nitratos

Bacillus cereus

Inocular el caldo con asa

Amarillo al fondo del tubo

Rojo al fondo del tubo

Cambio de color respecto al control

No hay cambio de color respecto al

del agar

Color rojo luego de adicionar reactivo
de Erlich

Caldo Glucosa Salmonella Inocular el caldo con asa L o
produccioén de gas control No hay produccion de gas
Por picadura en el fondo del - . -
P . Fondo purpura/ superficie purpura Violeta al fondo del tubo superficie
Agar LIA Salmonella agar y por estria en o . . )
- Ennegrecimiento del medio amarilla. No se ennegrece el medio
superficie
i . No hay cambio de color respecto al
Caldo area Salmonella Inocular el caldo con asa Color purpura-rojo y control P
. . No hay cambio de color respecto al
Caldo Voges Proskauer Salmonella Inocular el caldo con asa Medio Color rojo/Rosado Y control P
Turbidez o crecimiento mas alla de la | Crecimientos solo en la linea de siembra
Por picadura hasta la mitad linea de siembra Color amarillo
Agar motilidad Salmonella Cambio de color a parpura del medio El color del reactivo revelador

permanece incoloro
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Test/ sustrato

Microorganismo

Siembra

Resultado positive

Resultado negativo

Por picadura hasta la mitad

Crecimiento difuso que se disemina
a partir del punto de inoculacion.

Crecimiento en la linea de siembra

Agar SIM Salmonella del agar Ennegrecimiento del medio Medio sin cambio de color
9 Color rojo en la superficie tras adicion Color amarillo en la superficie tras
de Indol adicion de Indol
Por picadura en el fondo del No hay crecimiento
Agar citrato Simmons Salmonella agar y por estria en Crecimiento y color azul No hay cambio de color (verde) respecto
superficie al control
. No hay cambio de color
Caldo sacarosa Salmonella Inocular el caldo con asa Color amarillo y /o gas y L
No hay produccién de gas
. No hay cambio de color
Caldo lactosa Salmonella Inocular el caldo con asa Color amarillo y /o gas Y L,
No hay produccién de gas
Bacillus cereus
Medio Caldo nitratos Foto
S-LI-1 +
C-Se-1 +
S-Se-1 +
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Salmonella

Medio Caldo Urea Caldo VP Agar motilidad SIM LIA

S-LI-1 i} ) i (-) Sulfito reductor )
(+) produccion de Indol

(+) Sulfito reductor
- _1 _ ] o
o ’ (+)produccion de Indol *

(+)Sulfito reductor
- _2 _ ) ] 3 -
- (+)produccién de Indol

(-) Sufito reductor
_Ga. ) . _ :
B (+)produccion de Indol
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Salmonella
. Caldo . .
Medio Agar Citrato Simmons Caldo lactosa Caldo Glucosa
Sacarosa
S-LI-1 + " _ N
C-Se-1 + + i} +
C-Se-2 + + i} +
S-Se-1 + + - +
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ANEXO 7-6 PROPUESTA DE MONOGRAFIA PARA PARTES AEREAS Momordica charantia L.

1. Nombre cientifico

Laura Carlos, 2012, Valle del Cauca

Momordica charantia L. Curcubitaceae (Ministerio de proteccion social, 2008)

2. Nombres comunes

Pepino cimarron

Pais Nombre Fuente
Balsamina
Bejuco de coje (Ministerio de
Colombia Subicogen proteccién social,
Pepinillo 2008)

Barbados /Bahamas

Puerto Rico /JUSA

Tailandia, Bahamas, Australia, USA

Mel6n amargo
Melao de Sao Caetano

Jamaica /Trinidad Cerasee (Robineau, 2007)

Costa Rica /Guatemala Sorosi (Robineau, 2007)

Dominicana Kokoali (Robineau, 2007)

Haiti Asorosi (Robineau, 2007)

Honduras Calaica (Robineau, 2007)

Puerto Rico /Rep. Dominicana Cundeamor (Robineau, 2007)

Venezuela

Brasil/Cuba /Mexico Bglsam pear
Bitter gourd

(Ross, 2003)

India, Pert Balsamina (Ross, 2003)
Panama Balsamino (Ross, 2003)
India,USA Karela (Ross, 2003)

3. Descripcion de la droga

Hojas, tallos, flores y frutos (Ministerio de proteccién social, 2008)

4. Origen

Es originaria de Africa y fue introducida en Europa en el siglo XVIIl. En América se introdujo
posteriormente donde se ha adaptado favorablemente debido a las condiciones climéticas (Ross,
2003).
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3. DESCRIPCION MACROSCOPICA

Materjal vegetal entero fresco

Pertenece al grupo de las plantas Angiospermas. Es una planta herbacea y trepadora que crece
6-8 metros de largo, muy ramificada, con tallos estriados y zarcillos rizados.

Laura Carlos,2012, Valle del Cauca

Hojas

Son hojas simples de 4- 5 cm de longitud, color verde, rastreras, suaves y
no presentan vellocidades. Son unifoliadas, pecioladas, de venacion
reticulada. Se encuentran de forma alterna y son caulinares. Las hojas
tienen 5 l6bulos que cuales los dos ubicados en la base de la hoja se
subdividen en 2 lébulos cada uno; son levemente dentadas. Las hojas
adultas llegan a medir 7-10 cm de longitud y 5-7 cm de ancho, de color
verde oscuro. Los peciolos son delgados y miden de 1-3 cm de largo.

Primera hojas palmeadas no lobuladas. Configuracién acorazonada. Los
filos son pubescentes y suaves.

Tallos y zarcillos

Los tallos son verdes, delgados y con vellosidades. Son rastreros y
presentan nudos y yemas terminales con zarcillo. Presenta una raiz
principal lefiosa de la cual se desprenden raices laterales.

Flores

Presenta caliz diferenciado de la corola. Son flores solitarias, unisexuales
de 5 pétalos amarillos, redondeados y concavos de 1 cm de largo.
Presenta sépalos de 5mm. La Flor es dialipétala, cariofilacea y
pluricarpelar.

Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca
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Frutos

Son espinosos de color verde y durante la maduracién adquieren color
naranja. Son alargados de dimensiones entre 5-35 mm de largo y 5-22
mm de ancho de acuerdo a su estado de desarrollo.

Semillas

Las semillas son elipticas con cubierta de color rojo de maximo 10 mm de
longitud. Se encuentran alrededor de 15-20 semillas en cada fruto maduro.

Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca

Material vegetal entero seco

El material fibroso compuesto por tallos delgados color amarillo y hojas verdes rugosas y friables. Se evidencian

algunos zarcillos y flores amarillas secas.
Los frutos se observan como capsulas de color amarillo-naranja friables.

Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca

Laura Carlos, 2012 Valle del Cauca
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M ial I lid
Atributo Material vegetal
Color Predominantemente verde con mezcla
de particulas amarillas
Herbaceo
Olor
Produce un sabor amargo al oler
Sabor Amargo
. Mezcla material fibroso/ particulas
Aspecto fisico .
friables

4. DESCRIPCION MICROSCOPICA

Se tomauna muestra de cada uno de los materiales y se hidrata con agua. Los tejidos se
obtienen mediante cortes trasversales y longitudinales de tallos y hojas. Algunos tejidos es
necesario clarificarlos mediante humectacion con solucién de hipoclorito de sodio al 5% durante
1 hora. Se colocan las muestras sobre laminas de vidrio cubiertas con laminillas. La observacion
se realiza bajo el microscopio con lentes 4x,10x, y 40 X.

inclinados, unidos
a la epidermis por
una basede 2 a5
células
40x
Hojas

uniseriado y glandula
multicelular
40x
Hojas

Descripcion Fotografia Descripcion Fotografia
Estomas Abundantes tricomas
anomociticos, no glandulares
Unicamente en el multicelulares
envés uniseriados, inclinados,
Epidermis de unidos a la epidermis
paredes sinuosas por una base de 2 a 5
y onduladas células
40x 40x
Hojas Hojas
Abundantes
tricomas no
glandulares Escasos tricomas
multicelulares glandulares de
uniseriados, pedinculo multicelular -

Vasos espiralados
en hojas
40x

Vasos reticulados en
tallos
Tincion con
fruoroglucinol
40x
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Celulas pétreas
en tallos
Tincién con
fluoroglucinol
40x

Organizacion d

Tincién con
fluoroglucinol
10x

grupos vasculares

e

Tejido conductor y
esclerénquima
Tincién con
fluoroglucinol
40x

Xilema
Floema

Fibras del
periciclo

5. COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL
(Robineau, 2007; Yuwai et al., 1991; AVRDC The World Vegetable Center, Bitter gourd IV leaflet

N°10)

Componente Partes aéreas Frutos
Humedad 84,6% 83-92%
Proteinas 5,6% 1,5-2%

Grasas 0,6% 0,2-1%
Carbohidratos 7% 4-10,5%
Cenizas 2,2% NR

fibra 1,6% 0,8-1,7%

Fosforo 54 mg 38-70%
Sodio 19 mg NR

Hierro 5mg 1.8-2mg

Calcio 288 mg 20-23 mg
Potasio 510 mg NR
Caroteno 5,08 mg NR
Tiamina 0,13 mg NR
Rivoflavina 0,45 mg NR
Niacina 1,5mg NR
Acido ascorbico 170 mg NR




ANEXO 7-6 PROPUESTA DE MONOGRAFIA PARA PARTES AEREAS DE Momordica charantia L . 152

6. REQUERIMIENTOS AGROTECNOLOGICOS (Ross, 2003; Felix, 2010)

Se requiere un aprovechamiento maximo del sol en una zona tropical. Se reporta un porcentaje de
radiacion solar de 816,33h/afo.

Luz

Crecen en areas planas en una altura de 1000-1500m.

Se requiere un balance de nutrientes para prevencion de plagas, enfermedades y debilidad de Ia planta.
Dentro de los nutrientes mas importantes se reporta el requerimiento de Nitrdgeno, fosfaro y potasio. Crece
favorablemente en suelos fértiles bien drenados de textura arcillosa-arenosa o franco-arenosa con pH
ligeramente acido (5.5-6,7) a una profundidad de 50-150 cm.

Se recomienda la utilizacion de “nitrdgeno de amonio” a excepcion de la floracion y la maduracion, y abonos
organicos.

Son indispensables las condiciones de temperatura célida del aire y del suelo para garantizar la germinacion
y desarrollo de |a planta.

Requiere un minimo de temperatura de 18°C durante el crecimiento temprano con temperatura optima de
24-27°C. Se encuentra reportado buen crecimiento en zona himeda con temperatura del suelo de 28-32°C
a 10 cm de profundidad}. Con Temperaturas superiores a 37°C los frutos se ven afectados y con
temperaturas bajo cero la planta muere.

Suelo

Temperatura

La planta requiere de riego regular para mantener la humead aproximadamente 50 cm de profundidad y
asi alcanzar un alto rendimiento. La humedad del suelo puede darse por Ia lluvia pero en épocas donde hay
excesiva humedad debe controlarse el drenaje. En el ambiente un exceso de humedad podria favorecer el
crecimiento microbiano e impedir la germinacidn y desarrollo de las raices por el déficit de oxigeno. Se
reporta humedad 85-90%.

Humedad
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7. Compuestos quimicos mas representativos
(Lin, 2011; Liu et al., 2010; Li et al., 2007; keller et al., 2011; Yuan, 2008 ; Chen et al.,

2008)

Nombre

Estructura

TAIWACINA A

MOMORDICOSIDO K

MOMORDICOSIDO L

MOMORDICINA

R1:H R2:H
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KUGUAGLICOSIDO G

KUGUACINA A

CHARANTAL

CHARANTINA
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A través de estudios fitoquimicos, algunos autores han reportado en general compuestos fenélicos
(acidos fendlicos y flavonoides), glicésidos triterpenoides, saponinas, glicdsidos esteroidales y una
fraccion de alcaloides no caracterizados. Raman y Lau reportaron adicionalmente
compuestos identificados como charantina, Momordicosidos (A, B, C, D, E, E-1, EX, F, F-1, F-2, G,
H, 1 J, K,L Q.), Momordicinas (I, Il y Ill) y proteinas (Raman y Lau,1996).

En raices especificamente, se han aislado algunos compuestos triterpénicos conocidos como
Kuguacinas A-E (Chen et al.,2008) mientras que en partes aéreas se han reportado Kuguacina F- S
y charantal.

En los frutos se han identificado triterpenos como Taiwacinas, alcaloides, fenoles, taninos,
saponinas, ademas de terpenoides cucurbitanos, responsables de la actividad (Yadav et al., 2010).
La monografia de OMS (2009) reporta adicionalmente Goyaglicosidos A-H, y Goyasaponinas I-IlI.
En las semillas adicionalmente se han identificado a y B momorcharinas, momordina y zeatina
(Robineau, 2007).

8. Indicaciones

Coadyuvante en el tratamiento de la diabetes no insulino-dependientes (Ministerio de
proteccion social, 2008)

9. Actividad farmacol6gicay ensayos clinicos
Tanto las partes aéreas como el fruto tienen efecto abortifaciente, antitumoral, citostatica, antiviral,

antibacterial, principalmente (Tylor, 2002). A continuacién se relacionan los estudios donde se ha
evaluado la actividad farmacologica de extractos de las partes aéreas y de los frutos:

Parte de la Actividad Tipo de L .
. . Descripcion Referencia
planta farmacologica studio
Bailey et al., 1985
Day et al., 1990
Todas las pgrtes Actividad . Estudios en ratas sin A“.et. al., 1993
(fruto , semillas, hinoalicemiante In vivo diabetes Shibib et al.,1993
hojas) pog : Cakici et al., 1994
Sarkar et al.,1996
Jayasooriya et al., 2000
Sharma et al., 1960
Extractos de Akhtar, 1982
todas las partes . Karunanayake et al., 1984
- Estudio en ratas y ratones .
de la planta. Actividad . . . . Singh et al., 1989
. . . . In vivo con diabetes inducida por ;
(fruto ,semillas, hipoglicemiante Aloxano Pari et al., 2001
hojas). Rathi et al., 2002
Kar et al., 2003
Virdi et al., 2003
Extractos de Estudio en ratas, conejos Kedar and
todas las partes . L 105y Chakrabarti, 1982
Actividad . ratones con diabetes .
de la planta. (fruto . . . In vivo . ) Bailey et al., 1985
. ) hipoglicemiante inducida por
,semillas, hojas). Estreptozotocina Day et al., 1990
P Karunanayake et al.,1990
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Parte de la Actividad Tipo de L .
‘- . Descripcion Referencia
planta farmacologica studio
Higashino et al.,1992
Shibib et al.1993
Sarkar et al., 1996
Ahmed et al., 1998
Sitasawad et al., 2000
Ahmed et al., 2001
Grover et al., 2002
Rathi et al., 2002
Extracto del fruto . Acgwda_d In vivo Ens.ayo C|In.ICO f;gn nueve Leatherdale et al. 1981
en agua hipoglicemiante pacientes diabéticos
Suspension de la . Acywda.d In vivo Ens.ayo C|In.ICO an 100 Ahmad et al., 1999
pulpa del fruto hipoglicemiante pacientes diabéticos.
Ensayo clinico controlado
a nueve pacientes
Inyeccion diabéticos no insulino
subcuta}nea de . Acywda.d In vivo depgndlentes (s.els Baldwa et al.. 1976.
proteina p- hipoglicemiante pacientes con diabetes
insulina pura infantil, uno con al inicio de
la madurez y dos con
diabetes quimica)
Inyeccién Ensayo clinico con 19
subcutanea de Actividad In vivo pacientes diabéticos Khanna et al.,1981
polipéptido-P hipoglicemiante menores y adultos.
Evaluada frente
Extracto de hoja L Escherichia coli,
X jas Actividad Ensayo de . Omoregbe et al.,1996
en agua, metanol . A . Salmonella paratyphi,
antibacterial laboratorio . Ogata et al.,1991.
y etanol) Shigella dysenterae y
Streptomyces griseus
Extracto de la Actnwdgd . Ensayo dg Evaluada frehte a _ Khan et al., 1998
planta entera antiparasitaria laboratorio Entamoeba histolytica
Evaluada frente a
- Helicobacter pylori. Se
Extracto de la Actividad Ensayo de L Py .
e . . determing la Yesilada et al.,1999
planta entera antimicrobiana laboratorio . .
Concentracion minima
inhibitoria
Evaluacion frente a
Mycobacterium
. . . losis utili I
Extracto de hojas Antimicrobiana Ensayo o!e tut')ercu osis Ut,l ?zgndo © Frame et al.,1998
laboratorio método de andlisis de
susceptibilidad a través del
sistema BACTED 460
Evaluado contra leucemia
linfoide, linfoma,
Extracto crudo coriocarcinoma, Licastro et al., 1980
. y Actividad In vivo melanoma, cancer de Ng et al., 1994
fracciones . . . . .
" anticancerigena In vitro mama, tumores de la piel, Battelli et al., 1996
purificadas

cancer de prostata, lengua,
laringe y linfoma de
Hodgkin

Ganguly et al., 2000
Sun et al., 2001
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Parte de la Actividad Tipo de

. . Descripcion Referencia
planta farmacologica studio

Fraccién rica en

. Evaluado por medicion de
saponinas de

. Actividad . la secrecién de insulina en
Extracto etandlico L zas In vitro . ) Keller et al, 2011?
. antidiabética células B incubadas con el
y saponinas
Iy extracto
purificadas
Estudio con ratas no
diabéticas. Se induce
Extractos del hiperglicemia con
frutos en agua, Actividad administracion de glucosa.
etanol, metanol . . . In vitro Se evalu6 el efecto de los | Yadav, 2010
hipoglicemiante
cloroformo y extractos de forma
hexano independiente y en uso
concomitante con
Glimepirida.
Extr L Eval ion ivi
t.actos y Actividad Ensayo de f"‘“.ac 0. de actividad
fracciones de . . ) antimicrobiana S. Aureus | Costa, 2011
. Antibacterial laboratorio .
hojas /B. Cereus /E.Coli

10. TOXICIDAD

La ingesta de todas las partes aéreas de la planta reporta baja toxicidad. En cuanto al consumo del
fruto no manifestd signos de nefrotoxicidad ni hepatotoxicidad en animales cuando fué administrado
en dosis bajas por menos de dos meses, sin embargo se evidencia en algunos estudios que tanto el
fruto como las semillas tienen mayor toxicidad que las demas partes aéreas. En cuanto a los
extractos, se ha documentado que tras la administracion intraperitoneal o intravenosa de extractos

de la planta existe evidencia de alta toxicidad e incluso la muerte (Grover, 2004).

Segun lo reportado en un estudio (Lagarto et al., 2008) los extractos acuosos e hidroalcohdlicos de
Momordica charantia L. se ensayaron en ratas para evaluar toxicidad aguda oral e irritacion dérmica
y ocular. Se administré una dosis de 2000 ml/kg de peso mediante un régimen de dosificacién con
previo ayuno. Al finalizar el estudio no se observé la muerte de los animales ni alteracion de los
organos o tejidos analizados. La prueba de irritacion dérmica indicé que no hubo alteraciones en la
piel de los animales y se clasificaron los extractos como no irritantes. En pruebas de irritacién ocular
no se produjeron alteraciones en iris ni conjuntiva, pero si se generaron lesiones en la cérnea que
desaparecieron con el tiempo. Los extractos se clasificaron como no irritantes.

Dos estudios diferentes reportan DLs, de extractos hidroalcohdlicos de partes aéreas por
administracion intraperitoneal en ratones, uno mayor a 1000 mg/kg vy el otro igual a 681 mg/kg. La
DLsy de extractos hidroalcohdlicos de fruto fue de 681 mg/kg, luego de administracién por via

intraperitoneal en ratones. Los extractos acuosos de semilla, administrados por via intraperitoneal a
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ratas evidenciaron una DLsg de 25 mg/kg (Taylor, 2002).

A continuacién se relacionan algunos estudios disefiados para evaluar los efectos adversos tras la

administracion del extracto en animales:

Evaluacion Parte de la planta Descripcion Resultado Referencia
No se observo
Administracion diaria elevacion de las
- Jugo de la planta y . - Tennekoon
Hepatotoxicidad . 10ml/kg de peso por 30 enzimas hepaticas
extracto de semillas p . etal., 1994.
dias en ratas ni defectos
histolégicos.
Extracto Administracion por via
Efecto abortivo hidroetandlico de oral a ratas prefiadas a Inactivo Taylor, 2002
partes aéreas dosis de 100 mg/kg
Efecto Extractos acuosos Administracion pqr via .
embriotéxico de hoias oral a ratas a dosis de Inactivo Taylor, 2002
) 200 mg/kg y 500 mg/kg
Administracion oral una o
Toxicidad del Jugo de la planta dos veces al dia de jugo | 5 animales murieron | Sharmaetal.,
jugo de la planta 9 P de la planta 6ml/kg de entre 5 - 25 dias. 1960.
peso a 6 conejos
R —
- . atas prenadagg . Muerte de las ratas
Toxicidad del quienes se les administro .
. Jugo de la planta pocas horas después Zhang, 1992
jugo de la planta oralmente 6ml/kg de . S,
de la administracion
peso
Ratas con diabetes
- inducida con aloxano a 80-90% de las ratas
Toxicidad del . N .
. Jugo de la planta quienes se les administré | murieron entre 5y 23 Zhang, 1992
jugo de la planta .
oralmente 6ml/kg de dias.
peso.

Toxicidad en Humanos

La toxicidad en humanos no ha sido ampliamente estudiada, sin embargo se ha reportado que con la
administracion oral en adultos de 50 ml del jugo no hay efectos adversos ni fatales. La administracién
de jugo del fruto o extracto seco (equivalente a 250-500 g del fruto) en pacientes diabéticos, condujo
a dolor abdominal y diarrea (Raman y Lau, 1996).

Yukes y Balick en 2010, refieren que el consumo de la decoccion del fruto por via oral en cantidades
equivalentes a 500 mg por persona no evidencio signos de toxicitad, sin embargo relatan inhibicion
del desarrollo fetal luego de su administracion de extracto acuoso de la planta entera, a mujeres
embarazadas, en dosis de 15 mL/pesona/dia.

Se ha reportado el riesgo de potencial reaccién fatal en humanos evidenciada en un coma
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hipoglicémico, en nifios que ingirieron extracto acuoso de las hojas y partes aéreas de Momordica
charantia L. Los menores presentaron convulsiones dos horas después de su administraciéon en
ayuno, sin embargo se recuperaron tras un tratamiento médico (Hulin, et al.,1988; Basch et al.,
2003).

Segun la monografia OMS para frutos de Momordica, a pesar que se han realizado estudios clinicos
de actividad y toxicidad, no existen ensayos aleatorios ni ciegos, Yy los que se encuentran
disponibles, no han sido desarrollados de forma sistematica. Por lo anterior es necesario desarrollar
estudios ciegos, controlados mediante un placebo, que permitan un mayor soporte en la evaluacion

de seguridad y eficacia.

Es importante mencionar que tanto los frutos verdes como las semillas, estan reportados dentro del
listado de plantas téxicas del INVIMA de la sala especializada de productos naturales, actualizado en
octubre de 2013 ( establecido en el acta 09 de 2012 numeral 3.3) por su potencial toxico, atribuido a
algunos triterpenoides cucurbitanos (momordicosidos y momordicinas) y lectinas (momodina). Se
reporta la dosis letal del jugo LD50: 9 mg/kg y del extracto alcoholico 36 mg/kg.

11. Contraindicaciones

Debido a retraso del desarrollo fetal y potencial riesgo de causar aborto, no debe ser usado
durante el embarazo. No debe ser administrado oralmente durante la lactancia o administrada en
nifios menores de 3 afos.

12. Analisis fisicoquimicos

~ Analisis  Resultado |

Humedad Méaximo 14,0%
Cenizas totales Méaximo 15,0%

Cenizas insolubles en acido Maximo 1,2%

Material extraible en agua 81,5-273,8%
Material extraible en etanol 96% 66,1%-173,7%

Material extraible en agua:etanol 50:50 110,6-283,7%

Material extraiple de frutqs en 140.1-155.9%

mezcla agua:etanol 50:50
indice de espuma 200-250

13. Metabolitos Secundarios

Metabolitos Resultado

Flavonoides/ compuestos fendlicos Presente
Compuestos terpénicos/esteroidales Presente
Saponinas Presente
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Compuestos Cardiotonicos Ausentes
Compuestos Antracénicos Ausentes
Alcaloides Ausentes

14. Analisis Microbiolégicos

Andlisis Microbiolégico

Resultado

RecuentoTotal Viables (ufc/g) 300 x10

Hongos y levaduras (ufc/g) 300 x10°
Enterobacterias (ufc/g) 300 x10°
E.Coli Ausente
Salmonella spp Ausente
Pseudomona spp Ausente
Clostridium perfringes Ausente
Stapylococcus aureus Ausente
Bacillus cereus Ausente

15. METODOLOGIAS PARA EL ANALISIS DE LA MATERIA PRIMA

Humedad

Se utiliza la metodologia sugerida en la guia
control de calidad para material herbal de OMS,
2011.

Condiciones

1 Cantidad de material: 1 g +/- 5%

1 Temperatura: 105°C £ 5°C

1 Tiempo: 3 horas o hasta variacion menor a
5mg

(Pemv — Pev)
% Humedad = ————— =100
(Pmv)

Pcmv= peso de capsula con material vegetal después de
proceso
de secado

Pcv= peso de la capsula vacia
Pmv= peso del material vegetal inicial

niz |

Se utiliza la metodologia sugerida en la guia
de cotrol de calidad para material herbal de OMS,
2011.

Condiciones

Peso material vegetal: Pesar exactamente una
cantidad de material entre 1-2 g

Temperatura: 500-600°C
Tiempo: 4 horas

. (Permv — Perv)
% cenizas totales = ——— =100
(Pmv)

Pcrmv= peso del crisol con material vegetal después de

incineracion
Pcrv= peso del crisol vacio
Pmv= peso del material vegetal

nizas insolubl n aci
Se utiliza la metodologia sugerida en la
guia control de calidad para material herbal de
OMS,
2011.
Temperatura: 500°C-600°C
Tiempo: 4 horas

(Pfer)
(Pct)

% cenizas insolubles = *100

Pfcr= peso final de crisol después de incineracion
Pct= peso de cenizas totales

Material extraibl

Se utiliza la metodologia sugerida en la
guia control de calidad para material herbal
de OMS, 2011 para el proceso de extraccion
en frio.

Se realizan extractos en agua destilada,
mezcla agua etanol (50:50) y etanol 96%.

. g (Pce — Pcv)
Material extractable (ﬂl—) =—
g Pmv (g)

Pce: peso de cépsula/ frasco con el extracto
Pcv: peso de la capsula vacia
Pmyv: peso del material vegetal
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Indice de espuma

Se utiliza la metodologia sugerida en la guia
control de calidad para material herbal de
OMS,2011.

Se toma el valor de la diluciéon con mayor altura de
espuma y el volumen de extracto (Ve) para el
célculo de indice de espuma

1000
IE = -
(Ve)
C . . lisi
1 Preparacion del extracto de material

vegetal

Se pesan 2,5 g de material vegetal y se extraen
durante 30 minutos a 80°C con una porcion
inicial de 15 ml de una mezcla etanol-agua (1:7) y se
filtra. Posteriormente se continua la extraccién 15
minutos a 80°C con una porcion de 10 ml , se filtra
el extracto y se junta con la porcion anterior
reuniendo 20 ml. Se adiciona 1 g de 6xido de
magnesio y se deja en bafio maria durante 15
minutos. Se filtra en caliente por un papel filtro
utilizando 10 ml de etanol 96% caliente para lavar el
residuo. El extracto obtenido es concentrado a 3 ml.

Suspensién de eritrocitos

Se toma 1 ml de sangre fresca con citrato de
sodio y se lleva a volumen 50 ml con buffer de
fosfatos pH 7.4.

Patron
El patron se prepara utlizando una soluciéon de
saponinas al 1% en mezcla agua: etanol (1:7).

Ensayo

Se realiza el ensayo usando las siguientes mezclas,
las cuales se agitan levemente sin formar
espuma. Se realiza agitacion 30 minutos después y
se deja en reposo a temperatura ambiente durante
6 horas, después de lo cual se revisa la hemolisis
total evidenciada por transparencia de la solucion.

NE Volumen Volumen de Volumen de
Tubo Extracto buffer suspension de
(mly fosfatos (ml) eritrocitos (ml)

1 0,10 0,30 1.00

2 0.20 0,80 1.00

3 0,50 0.6 1.00

4 1,00 MIA 1.00

Patron 1.00 A 1.00

Proceso de extracciéon en caliente

Se toman 25 g de material vegetal de cada una de

las muestras y se humeden con 50 ml de
solvente (agua, mezcla agua etanol 50% o Etanol
96%). Se adicionan 100 ml de solvente y se
colocan en bafio maria durante 1 hora en reflujo
a 80°C. Se filtra con papel filtro en un embudo
obteniendo la porcion de filtrado N°l1. Se
adicionan 100 ml de solvente nuevamente, se
coloca el balén a ebullicién durante 1 hora y se
filtra en vacio con embudo buchner. Por Gltimo
se lava el residuo seco con 20 ml de solvente,
obteniendo la porcion de filtrado N°2.

Se juntan las dos porciones de filtrado las
cuales se someten a tratamiento para sequedad
dependiendo del solvente utilizado. Los
extractos acuosos se almacenan en frascos de
vidrio previamente tarados, se congelan y se
secan en liofilizador, Los extractos
Hidroalcohdlicos y etandlicos, se colocan en
rotavapor para concentrarlos aproximadamente a
25 ml. Posteriormente son transferidos a una
capsula previamente tarada y se secan en
estufa a 40- 50°C hasta sequedad . Se pesa
cada cépsula después del enfriamiento vy se
determina el rendimiento del proceso de
extraccion.

; g (Pce —Pcv)
Material extractable (m—) - 7
g Pmv (g)

Pce: peso de capsula/ frasco con el extracto
Pcv: peso de la capsula vacia
Pmyv: peso del material vegetal

El resultado se reporta como miligramos (mg)
de material extractable para cada solvente o
mezcla solvente por cada gramo (g) de
material vegetal seco.

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA (CCD)

Compuestos terpénicos/esteroidales

Extracto etanolico (96%)

FM: éter de petréleo:acetalo de etilo (8:2)
Revelador:Reactivo Lieberman Burchard

Rf: 0,40; 0,46; 0,50; 0,52; 0,56; 0,66; 0,68; 0,72;
0,94

Placas de CCD
Antes de revelar (luz visible)
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Después de revelar (luz Visible)

Antes de revelar (Luz UV 365 nm)

Después de revelar (365 nm)

Elavonoides

Extracto etandlico (96%)

FM: Acetato de etilo-acido acético-acido férmico-agua
(100:11:11:27)

Revelador: NP-PEG: Reactivo A: Reactivo NP 1%
metanol B: Soluciéon PEG 4000 (5% en etanol)

RF: 0.38

Placas UV 365 nm
Despues de revelar (luz UV 365 nm)

en

16. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Se toman 10 g y se adicionan a una bolsa
Stomacher Bag con 90 ml de agua
peptonada. Se introduce en el equipo
mezclador Stomacher 400 durante 30
segundos a 2500 rpm.

Se realizan diluciones seriadas de 10,
102, 10°%y 10™* y se toma 1 mL de cada
bolsa el cual se adiciona en las cajas
con medio de cultivo para obtener los
recuentos de microorganismos totales
viables, hongos 'y levaduras, vy
enterobacterias.

La muestra restante de la bolsa se
incuba durante 24h a 37°C y se siembra
en agares selectivos para determinar
presencia de microorganismos
patégenos.

17. ALMACENAMIENTO

Mantener el material vegetal entero seco
en bolsas de papel cerrada, protegido de
la humedad y contaminantes externos.
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