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Autores: Cristian Alexander Huertas Borja y Gabriel Fabricio Sandoval Pachacama

RESUMEN

El presente proyecto se enfoca en evaluar la maceracion como método de extraccion de
alcaloides de las hojas del chocho junto con la disolucion de sales bases, aplicando
temperaturas de deshidratacion en las hojas y evaporacién en los solventes que permitan
la cristalizacion de la pasta base de alcaloides para su posterior implementacion en la
elaboracion de un gel antibacteriano de uso aséptico. Actualmente existe un gran
desaprovechamiento de las hojas en las zonas productivas y el uso inadecuado de los
desechos obtenidos del proceso de desamargado de los granos de la planta, estos
compuestos antinutricionales se encuentran presentes en todo la fisiologia de la planta
permitiendo incluso repeler naturalmente la presencia de plagas y enfermedades a las que
puede ser susceptible durante su desarrollo, estos compuestos pueden ser empleados para
la elaboracién de fitomedicamentos, gracias a sus propiedades asépticas, bactericidas y
cicatrizantes que contienen estos compuestos. A través de un analisis cualitativo el cual
se realiz6 externamente en un laboratorio acreditado (LABOLAB), se demostré la
presencia de alcaloides en los diferentes extractos liquidos obtenidos de la maceracion de
las hojas, dando como resultado la presencia de estos compuestos en los solventes no
polares y ausencia en los solventes polares. Ademas se pudo constatar que el mejor
tratamiento obtenido fue el tratamiento N°4 establecido por (35°C de deshidratacion de
las hojas durante 10 horas, macerado en Agua y adicionado Sulfato de Magnesio) ya que
este presentd el mejor rendimiento obtenido en la extraccion para después aplicarlo dentro
de la formulacion del gel aséptico. Se obtuvo un gel aséptico de coloracion amarillenta
caracteristica de los alcaloides del chocho y de fécil absorcion en la piel segin los
resultados arrojados en el analisis fisicoquimico, igualmente se aplicd un analisis de
validacion del producto en el cual se observo que la concentracion de alcaloides y la
proporcion de alcohol influyen en la eliminacién de las bacterias en la superficie de las
manos.
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TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI
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TITLE: “EVALUATION OF THE METHOD FOR EXTRACTION OF ALKALOIDS
FROM THE LEAVES OF CHOCHO (LUPINUS MUTABILIS SWEET) AND ITS
IMPLEMENTATION FOR THE ELABORATION OF AN ANTI-BACTERIAL GEL
USE ASEPTIC”

AUTHORS: Cristian Alexander Huertas Borja & Gabriel Fabricio Sandoval Pachacama.

ABSTRACT

This project focuses on evaluating the maceration with three different solvents (Water,
97% Alcohol and Chloroform) as a method of sales bases, by applying temperatures
dehydration in sheets and evaporating solvents enabling the crystallization of the pasta
base of alkaloids for its subsequent implementation in the preparation of an aseptic use
antibacterial gel. There is a great waste of leaves in the production areas and the
inappropriate use of waste obtained from the process of “desamargado” of the plant beads,
These anti-nutritional compounds are present in all plant physiology allowing even
naturally repel the presence of pests and diseases that may be susceptible during their
development, these compounds can be used for the development of phytomedicines,
thanks to its aseptic, bactericidal and cicatrizant properties containing these compounds.
Through a qualitative analysis which was carried out externally in an accredited
laboratory (LABOLAB), it showed the presence of alkaloids in different liquid extracts
obtained from the maceration of the leaves, resulting in the presence of these compounds
in non-polar solvents and absence in polar solvents. In addition it was found that the best
retrieved treatment was treatment number four (N°4) established by: (35° C of
dehydrating of the leaves for 10 hours, macerated in water and added magnesium sulfate)
since this presented the best performance obtained in extraction then apply it within the
aseptic gel formulation. We obtained an aseptic characteristic of the alkaloids of “chocho”
yellowing gel, and easily absorbed in the skin according to the thrown results in physico-
chemical analysis, also applied an analysis of validation of the product in which it was
observed that the concentration of alkaloids and the proportion of alcohol influence the
elimination of bacteria on the surface of the hands.

Keywords: Alkaloids, maceration, dissolution, crystallization, antinutritional,
phytomedicines, bactericides, concentration.
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1. INFORMACION GENERAL

1.1. Titulo del proyecto

Evaluacién del método de extraccion de alcaloides de las hojas del chocho (Lupinus
mutabilis sweet) y su implementacion para la elaboracion de un gel antibacteriano de uso
aseptico.

Fecha de inicio: Noviembre de 2017
Fecha de finalizacion: Febrero de 2018

Lugar de ejecucién: Universidad Técnica de Cotopaxi, Campus Salache; Latacunga
Parroquia Eloy Alfaro, Salache Bajo, a realizarse la presente investigacion en los
laboratorios de la carrera de Ingenieria agroindustrial “Microbiologia”, con longitud
78°37719,16”E y latitud 00°5947,68N.

Facultad que auspicia: Facultad Ciencia Agropecuarias y Recursos Naturales.

Carrera que auspicia: Ingenieria Agroindustrial.

Proyectos de investigacion vinculados: No existen en los archivos de la Universidad Técnica
de Cotopaxi.

1.2. Equipo de trabajo

Tutor de Tesis.

Ing. Gabriela Beatriz Arias Palma MSc.
Responsables del Proyecto.

Cristian Alexander Huertas Borja

Gabriel Fabricio Sandoval Pachacama
1.3. Area de conocimiento

Area del conocimiento



 Ingenieria, Industria y ConstruccionO
1.4. Lineas de investigacion.

» Desarrollo y seguridad alimentaria.O

* Procesos industriales.O

2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En la actualidad se busca mas aplicaciones para las plantas andinas en el Ecuador y en el resto
del mundo, con lo cual con este proyecto impulsamos y brindamos de aporte las ideas
necesarias para el uso integral de la planta del chocho. Existiendo un gran desconocimiento y
desaprovechamiento del uso de resto de las partes funcionales (Hojas y Ramas) de esta planta,
desechos que no se usan en la produccién de chocho para su consumo en grano. En edad pre-
adulta, justo antes del estado de cosecha del chocho el nivel de alcaloides y flavonoides
presentes en la planta, (hojas principalmente) es muy elevado, tanto g antiguamente se
cultivaban plantas de chocho como herbicidas naturales para controlar el crecimiento y
desarrollo de los sembrios. Dichos alcaloides y flavonoides que son compuestos nitrogenados
sin forma, los cuales segun estudios previos sobre su principio activo se ha llegado a demostrar
que estos compuestos puede provocar la reduccién, eliminacion e inhibicién de
microorganismos patégenos o agentes que provoquen algln dafio al organismo, por lo tanto el
uso de estas sustancias puede llegar a ser variado, siempre y cuando no se use dosis muy altas
de estas sustancias ya que estas podrian llegar a ser toxicas para los individuos. Es por esto
que en la presente investigacion se plantea usar la hoja del chocho como fuente de obtencion
de alcaloides, para después aplicarlos en la formulacion de un gel aséptico de uso externo, por

el hecho de que, en esta planta se produce de manera natural gran cantidad de los mismos.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1. Beneficiarios directos

» Sectores rurales que se dedican al cultivo y produccion de chocho, ubicados en la
provincia de Cotopaxi (Guyatacama, Joseguango, Alaquez y Tanicuchi).O



* Medianos y pequefios productores pertenecientes a la Provincia de Cotopaxi, 60
personas aproximadamente dentro de las zonas de Pujili, Zumbahua, Mulillo y

Sigchos.O

3.2. Beneficiarios indirectos

v

Universidad Técnica de Cotopaxi junto con los postulantes, fortaleciendo la

innovacion y desarrollo de proyectos innovadores relacionados con la

implementacion de plantas y granos andinos en la produccion agroindustrial.

v

Reutilizacion de los desechos de plantas de cultivos y su transformacion  en

productos de consumo mayor, incentivando el desarrollo socioeconémico de

distintos sectores.

4. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

El uso de plantas andinas como el Chocho (Lupinus mutabilis Sweet) en la alimentacién
es uno de los principales factores que influyen en la produccién de este grano andino ya
hasta la actualidad su consumo es evidente, el cual en algunas zonas de produccion
agricola en el Ecuador se lo emplea como medida de prevencion contra las plagas, ademas
en estudios posteriores se ha llegado a comprobar que el uso del agua obtenida en el
proceso de desamargado se puede usar en el tratamiento de heridas superficiales ya que
esta solucidn contienen varios sustancias inorganicas producidas naturalmente por la
planta del chocho, el proceso de desamargado es uno de los procesos basicos para la
eliminacion del sabor amargo presente en el grano del chocho, el amargor presente en el
chocho es causado por la presencia de Alcaloides que constituye el principal obstaculo
para la utilizacion directa, ya que su alto contenido determina que los granos sean toxicos
y amargos.



En la actualidad se cultiva con fines comerciales en pequefias parcelas, su produccion y
consumo se concentra en las provincias centrales y del norte, especialmente en
Chimborazo y Cotopaxi, segun el INIAP, el cultivo de este grano se ha incrementado en
el 2001, alcanzaba 1200 hectéreas, ya para el 2009 esa cifra ha crecido hasta llegar a las
5000 hectareas, se obtiene 2000 toneladas, desde el 2004 ha empezado a venderse en los

mercados del Austro y de la costa. (Cita: Gross, Dr. El cultivo y la utilizacion del tarwi.

Roma-Italia, 1982. pp 114-115).

La hoja de la planta del chocho, presenta una gran cantidad de estos componentes anti
nutricionales durante todo su ciclo de crecimiento hasta la maduracion de la vaina del
chocho motivo por el que no es apetecido por aves, rumiantes ni insectos; por ello para
consumir los granos de chocho el primer paso es el desamarrado. Como en todas las
semillas leguminosas, también en el grano de chocho se halla algunas sustancias
antinutritivas, que limitan el uso directo de grano crudo en alimentacién humana y animal.
Por lo cual el aprovechamiento de estos compuestos en la actualidad no es tan estudiado
y se desaprovecha las grandes propiedades que posee esta planta en la produccion de
productos Fitomedicamentos, uno de esto productos son los geles que en su composicion
este presente sustancias extraidas de plantas. Por lo tanto este trabajo investigativo se
enfoca en la extraccion de estos compuestos presentes en la planta de chocho y con la
finalidad de dar un uso adecuado de estas sustancias se piensa en la formulacion de un gel

de uso aséptico.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivos General

» Evaluar el método de extraccién de alcaloides de las hojas del chocho (lupinus mutabilis
sweet) y su implementacién para la elaboracién de un gel antibacteriano de uso

aséptico.O

5.2. Objetivos Especificos

» Extraer los alcaloides de las hojas de chocho mediante el procedimiento de maceracion.O



» Determinar el mejor tratamiento en funcién del rendimiento obtenido de cada ensayo.l

+ Elaborar un gel antibacteriano con el mejor tratamiento.O

» Realizar anélisis-fisico quimicos y validacién del producto obtenido.O

6.

RELACION

ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN

A LOS OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1. Actividades y resultados en relacién de los objetivos

OBJETIVOS ACTIVIDAD |RESULTADO DE DESCRIPCION DE LA
LA ACTIVIDAD ACTIVIDAD

Evaluar el método de

extraccion de

Alcaloides del oo Empleando

Chocho (Lupinus Formular nuestro diferentes

métodos de extraccion.

de las hojas de chocho
mediante el

Extraccién de

Obtencion de alcaloides
presentes en

Evaluacion del|producto aplicando oo Aplicando distintos
mutabilis Sweet), método de nuestro mejor tratamientos en
para su
implementacion en la | extraccion tratamiento y método concentraciones de
formulacién de un de extraccion. alcaloides.
gel antibacteriano de
uso aséptico.
oo Utilizando
Extraer los alcaloides diferentes solventes y

temperaturas de desecacion.

procedimiento de alcaloides la hoja del chocho. 00 Empleando como fuente
acetacion. principal las hojas del chocho.
Determinar el mejor

tratamiento en )

funcié Medicion del | Rendimiento obtenido DD _MetOdOS de
uncion de medicion instrumental.




cantidad de de cada uno de los

rendimiento obtenido| xtracto tratamientos 0 Tablas de comparacion de

de cada proceso de resultados.

extraccion.

Elaborar un gel Eiab Hobtencion d y 00 Formulacion del producto
; ; aborar un ge tencion de producto L

antibacteriano con el aséptico final OO0 Aplicacion de procesos

mejor tratamiento . .
agroindustriales

Realizar analisis

quimicos y fisicos | Analisis fisico |\/ajidar nuestro 0 Utilizando instrumentos de
del producto y - quimicoy producto para el medicién de laboratorio.
validacion del validacién del |consumo. O Pruebas de efectividad del
producto obtenido producto producto.

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

7. FUNDAMENTACION TEORICO

7.1. Antecedentes bibliogréaficos de la investigacion

(Méndez Lema, 2011) Menciona que:

Utilizando el agua de desamargado del chocho que es un subproducto de desecho, se
puede obtener el extracto alcohdlico de las hojas de chocho obtenido por maceracion y
etéreo de los alcaloides totales del grano de chocho obtenido por extraccién liquido-
liquido con éter.

(Haro Barroso, 2011) Menciona que:

Las condiciones obtenidas son aplicadas a una muestra de agua de formacién de
petréleo reduciéndose el Plomo en un 17%, demostrandose que los alcaloides
precipitan metales pesados, ademas de que existen interferencias que dificultan el
tratamiento de metales en la muestra de agua de formacion.

(Rodrigez, 20011) Menciona que:

En el proceso hidrico de desarmagdo se elimina el 99.92% de alcaloides, siendo su
contenido maés alto en el agua de coccion, por lo que al ser eliminadas estas sustancias
indiscriminadamente en los distintos cuerpos acuiferos, contribuye al proceso de
contaminacion ambiental, volviendo muy complicado y costoso el proceso de
recuperacion de esta agua.



(Castillo Moreno, 2015) Menciona que:

Su gel cicatrizante con extracto alcaloidal de chocho criollo al 1%, posee actividad
cicatrizante con una medida de la herida de 0.1000 cm2, comparado con la medida del
control positivo Trolamina igual a 0.1567 cm2. Por lo que recomienda continuar el
estudio experimental pre clinico realizado y proceder a realizar el estudio clinico en
personas con distintos tipos de heridas.

7.2. Historia del chocho

(Guato, 2012) Menciona que:

Dentro de los cultivos que manejan los agricultores, se encuentran los granos andinos
que tienen un gran potencial nutricional y econdmico, entre ellos: el Chocho, fréjol,
quinua etc. son cultivos de origen andino, cuyo uso en la alimentacion de las antiguas
civilizaciones Inca, Maya o Azteca, se remonta a 4.000 o 5.000 afios.

Después de la conquista espafiola a América, estos granos andinos fueron desplazados

por otros introducidos desde el viejo mundo y calificados de mal sabor, mala presentacion,

de dificil cultivo, que fomentaban la poligamia, etc.

(José, 2012) Menciona que:

El Chocho es un alimento de alto valor nutritivo que contiene méas del 51% de proteina,
calcio y hierro, &cidos grasos insaturados, fibra dietética, fosforo y niacina; al igual que
el fréjol y las habas, son fuente de proteina barata y contribuyen a mejorar la
alimentacion de la poblacién rural y urbana.

7.3. Descripcion boténica

7.3.1. Hojas.

(Villacres, et al., 2010) Menciona que:

La hoja de Lupinus es de forma digitada, generalmente compuesta por ocho foliolos
que varian entre ovalados a lanceolados. En la base del peciolo existen pequefias hojas
estipulares, muchas veces rudimentarias, se diferencia de otras especies de Lupinus en
que las hojas tienen menos vellosidades.



7.3.2. Raices y nodulos.

(Alvarez, 2012) “Posee una raiz pivotante vigorosa y profunda que puede extenderse
hasta 3metros de profundidad. En la raiz se desarrolla un proceso de simbiosis con

bacterias nitrificantes que forman nddulos de variados tamafios (1a 3cm)”.
En suelos con presencia de bacterias, la formacién de nédulos se inicia a partir del quinto dia

después de la germinacion. Los nodulos pueden alcanzar un diametro hasta de 3cm;
se localizan principalmente en la raiz primaria, por encima de la ramificacion radicular,

e incluso en las raices secundarias. Composicion quimica

7.3.3. Sustancias anti-nutricionales

(Villacres, et al., 2010) Menciona que:

Como en todas las semillas leguminosas, también en la planta del chocho se hallan
algunas sustancias anti-nutritivas, que limitan el uso directo de grano crudo en
alimentacion humana y animal. Inhibidores de proteasas, que tienen la propiedad de
inhibir la actividad proteolitica de ciertas enzimas.

Entre las sustancias anti-nutritivas del chocho se citan:

* Hemaglutininas, que son proteinas que coagulan o aglutinan los glébulos rojos y

reaccionan como una especie de anticuerpo.d

* Glucésidos cianogenéticos, que liberan acido cianhidrico por accion enzimatica,
sin embargo su concentracion en el chocho no tiene importancia desde el punto de

vista toxicoldgico.O

» Alcaloides, que constituye el principal obstaculo para la utilizacion directa, ya que

su alto contenido determina que los granos sean toxicos y amargos.O



7.4. Elementos téxicos del chocho

(César Ruitén, 1998) Menciona que:

Los alcaloides, en su mayoria son de origen vegetal, son substancias organicas
nitrogenadas cuya accién puede ser medicinal o venenosa; su uso inadecuado puede
causar intoxicaciones graves, el principal alcaloide presente en mayor proporcion en
casi todas las especies es la lupina.

Estos problemas de toxicidad han quedado ampliamente superados con el mejoramiento
genético que desarrollo las variedades “dulces” sin alcaloides o con porcentajes muy

pequefios a niveles no toXicos.

No se conoce con exactitud la funcién de estos compuestos en la planta, parece que el
principal propdsito es la defensa del vegetal contra insectos, animales herbivoros y
patdgenos microbianos. Ocasionalmente los agricultores utilizan esta propiedad para el
control de plagas.

7.5. Alcaloides

Los alcaloides forman un grupo heterogéneo de principios activos de origen natural que
se encuentran fundamentalmente en drogas vegetales. Son sustancias bésicas que
presentan nitrdgeno en su estructura, generalmente formando parte de un anillo
heterociclico.

(Guillermina Brambilla, 2015) Menciona que: “En la naturaleza, suelen encontrarse
formando sales y su biosintesis generalmente es a partir de aminoécidos. Son de gran
interés terapéutico puesto que frecuentemente estan provistos de actividad farmacologica

a baja dosis”.

7.5.1. Generalidades.
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En el siglo XIX se lograron verdaderos adelantos en la farmacologia, con el sucesivo
aporte de remedios procedentes de plantas, este avance habia sido precedido por los
trabajos del sueco Carl Scheele, quien logré aislar los acidos organicos de las plantas, y
del joven boticario Friedrich Wilhelm Serturner (1783-1841) que con sus audaces y
Ilamativos experimentos descubri6 en 1816 el principio activo mas importante del opio de
la amapola, la morfina cuyos cristales dieron lugar al “principium somniferum” que Osler

llamo6 “La medicina de Dios”.

De acuerdo a las caracteristicas de esta definicion, algunos autores han dividido a los alcaloides
en cuatro clases:

* Alcaloides verdaderosd
* ProtoalcaloidesO

» PseudoalcaloidesO
» Alcaloides imperfectosO

7.6. Clasificacion de los alcaloides

7.6.1. Alcaloides Verdaderos

Cumplen estrictamente con las caracteristicas de la definicion de alcaloide: son formados
a partir de aminoacidos, tienen siempre un nitrégeno intranciclico, son de carécter basico
y existen en la naturaleza normalmente en estado de sal.

7.6.2. Protoalcaloides

Son aminas simples con nitrogeno extraciclico, de caracter basico y son productos del
metabolismo de los aminoacidos.

7.6.3. Pseudoalcaloides
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Presentan algunas de las caracteristicas de la definicion de alcaloide, pero no son derivados de
aminocidos.

7.6.4. Alcaloides imperfectos

Son derivados de bases pdricas, no precipitan con los reactivos especificos para alcaloides.

En cuanto a su estado natural, los alcaloides son esencialmente sustancias presentes en
todos los érganos de la planta, pueden encontrarse mayoritariamente en hojas (cocaina,
nicotina, pilocarpina), en flores (escopolamina, atropina), en frutos (alcaloides del opio,
peletiarina, coniina), en semilla (piperina, arecolina), en corteza (quinina, tubocurarina),
en la raiz (emetina y cefalina)

7.7. Funcion de los alcaloides en las plantas

La funcion de los alcaloides en las plantas no es aun clara, existen algunas sugerencias sobre el
“rol” que juegan estas sustancias en los vegetales como:

Sirven como productos de desecho o almacenamiento del nitrogeno sobrante, esta funcion es
equivalente a la del &cido Urico o de la urea en los animales.

Debido a que en su mayoria, los alcaloides son asociados con acidos organicos que le
facilita el transporte en la planta, pueden servir como productos de almacenamiento del
nitrbgeno no metabolizado o para transporte del mismo; en el caso de las Solanaceas
midriaticas, los ésteres del tropano se forman en las raices y son transportados a las partes

aéreas donde pueden ser hidrolizados.

* La microquimica ha permitido mostrar en forma general, que los alcaloides son
localizados en los tejidos periféricos de los diferentes drganos de la planta, es decir en
el recubrimiento de las semillas, corteza del tallo, raiz o fruto y en la epidermis de la

hoja; esto nos permite pensar que los alcaloides cumplen una importante funcién como

es la de proteger a la planta, por su sabor amargo de estos, del ataque de insectos.
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» Los alcaloides pueden servir de reguladores del crecimiento, se ha demostrado que los

alcaloides derivados de la putrescina se incrementan notablemente.ll

7.8.  Propiedades fisico-quimicas de los alcaloides

(Jarrin, 2003) Menciona que:
Algunas bases no oxigenadas son liquidas a temperatura ambiente, los alcaloides bases
son normalmente sélidos cristalizables, raramente coloreados, casi siempre estan
dotados de poder rotatorio especifico y las bases cristalizadas tienen puntos de fusion
netos, sin descomposicion por debajo de 200 °C.

Por regla general, los alcaloides bases son muy poco solubles en agua, solubles en
disolventes orgénicos apolares o poco polares y solubles en alcoholes de mas elevada
graduacién. El carécter basico de los alcaloides es muy variable, dependiendo esta
propiedad de la disponibilidad del doblete libre del nitrégeno.

7.9.  Alcaloides presentes en el chocho

La identificacion y cuantificacion de los alcaloides presentes en el chocho, es de gran
importancia ya que la toxicidad y el sabor amargo del grano dependen del tipo y
proporcion de estos componentes. Dentro de esto en los alcaloides del chocho la lupanina
es el mayor constituyente ya que en el chocho de puede encontrar hasta un 2,5% de este

en granos crudos al momento de extraer lo se puede hallar hasta el 11,5% en un extracto.

Tabla 2. Principales alcaloides presentes en la planta del chocho

ALCALOIDES PORCENTAJE %
Lupanina 60
13-Hidroxylupanina 15
Esparteina 7,5
4-Hidroxylupanina 9
Isolupanina 3

Fuente: (Jarrin, 2003)



Estos compuestos poseen propiedades alcalinas debido a la presencia de nitrogeno basico
formando por lo general ndcleos heterociclicos. Estos en forma libre son insolubles en
agua, poco solubles en alcohol y solubles en éter y cloroformo, la mayoria poseen oxigeno
en su estructura y son sélidos no volatiles, sin embargo algunos no contienen oxigeno

como la esparteina, siendo esta liquida a temperatura ambiente.

7.9.1. Lupanina.

La Lupanina es el alcaloide que se encuentra en mayor concentracion en el Chocho, su
férmula estructural C15H24, tiene un peso molecular de 248,36 g/mol, es soluble en agua,
cloroformo, éter y alcohol. Actuando principalmente en la actividad antibacteriana,
nematicida dentro del gel, puede utilizarse como insecticida contra lepiddpteros y
coledpteros, también produce inhibicién de las actividades moduladoras, inhibe la sintesis
de proteinas, inhibe la fase de elongacion de PhetRNA, ademéas posee actividad
antiarritmica, hipotensora.

7.10. Actividad antibacteriana

Un agente antimicrobiano, es un compuesto quimico que inhibe el crecimiento o mata a
los microorganismos. La contribucion de nuevos estudios acerca de sustancias que posean
actividad antimicrobiana es muy importante dado que en la actualidad se ha creado
resistencia a muchos compuestos y productos quimicos conocidos como antibacterianos,
ademas éstos agentes terapéuticos son en su mayoria responsables de efectos colaterales
indeseables para el ser humano.

7.11. Obtencién de extractos de alcaloides crudos

Para la obtencion de alcaloides se lo puede realizar por medio de maceracion de los granos
crudos o por extracto liquido del macerado de las hojas y tallos de la planta, para lo cual
en la siguiente cuadro se muestra el rendimiento de este con diferentes solvente.

Tabla 3. Rendimiento de extraccion segun el solvente

SOLVENTES CONCENTRACION [ RENDIMIENTO (%)
ALCALOIDES (%)
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AGUA (Maceracién) 12,75 15
ALCOHOL ISOPROPILICO 2,78 3,1
HEXANO 0,4 0.8

AGUA (Coccion) 7,4 8,4

Fuente: (Villacres, et al., 2010)

7.12. Geles antisépticos

7.12.1. Generalidades.

El gel antiséptico es un producto que limpia tus manos sin necesidad de usar agua Y,
desinfecta las manos sin necesidad de usar toallas o jabon, elimina gran parte de la carga
microbiana de las superficies, por lo cual es uno de los principales productos de uso
aséptico implementado en la como alternativa para la limpieza y desinfeccion de manos,
dentro de los principios activos en la mayoria de los geles sanitizantes son alcohol
isopropilico, etilico o propilico. Sin embargo, también existen geles desinfectantes sin
alcohol, con cloruro de benzalconio y triclosan.

7.12.2. Accion farmacologica.

Los antisépticos son biosidas o sustancias quimicas que se aplican sobre los tejidos vivos,
con la finalidad de destruir o inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos. No
tienen actividad selectiva ya que eliminan todo tipo de gérmenes. A altas concentraciones
pueden ser toxicos para los tejidos vivos.

7.12.3. Indicaciones y usos.

Recomendado como auxiliar para limpieza de manos y areas de la piel con accion
antiséptica. En general los antisépticos estan destinados para, prevenir las infecciones
intrahospitalarias (I1H). Disminuir el impacto econdémico de las IIH por el uso de
productos de alto costo. Prevenir efectos adversos.
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Un antiséptico estd recomendado para: Disminuir la colonizacion por gérmenes.
Preparacion de la piel para procedimientos invasivos. Para la atencion de pacientes
inmunosuprimidos o con muchos factores de riesgo de Posterior a la manipulacién de
material contaminado. Lavado quirdrgico de las manos. Preparacion preoperatoria de la
piel. Los agentes antisépticos rapidamente desinfectan superficies por disminucion de la
cantidad de bacterias sobre la piel intacta. Cuando se usan pre quirargicamente, los
antisépticos sirven como profilacticos para la prevencion de la infeccion.

7.13. Componentes del gel antibacterial

7.13.1. Carbopol.

El carbopol (también denominado carbomer) es un polimero reticulado del acido acrilico. Se
trata de un polimero hidrofilico y, por lo tanto, no repele el agua. En su estructura molecular
cuenta con gran cantidad de grupos carboxilo, propiedad que le permite aumentar su volumen
en presencia de agua. Al disolverse en el agua, las moléculas de carbopol cambian su
configuracion e incrementan la viscosidad del liquido, dando lugar a la formacién de un gel.
Las reacciones de neutralizacion en medios acuosos permiten que el carbopol se hinche
incrementando su volumen, simultaneamente que su viscosidad.

7.13.2. Trietanolamina.

La trietanolamina, (frecuentemente abreviada como TEA o trieta en el mercado de productos
quimicos) es un compuesto quimico organico formado, principalmente, por una amina
terciaria y tres grupos hidroxilos. Este producto quimico se utiliza para ajustar el pH en
preparaciones cosméticas, de higiene y en productos de limpieza. Entre los productos
cosméticos y de higiene en el cual es usado con este fin se incluyen lociones para la piel, geles

para los ojos, hidratantes, champus, espumas para afeitar, etc.

7.13.3. Glicerina o glicerol.

Es un alcohol con tres grupos hidroxilos (—OH). Se presenta en forma de liquido a una
temperatura ambiental de 25 ° C y es higroscépico e incoloro. Posee un coeficiente de
viscosidad alto y tiene un sabor dulce como otros polialcoholes.

15
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7.13.4. Alcohol 96%.

El etanol se utiliza industrialmente para la obtencion de acetaldehido, vinagre, butadieno,
cloruro de etilo y nitrocelulosa, entre otros. Es muy utilizado como disolvente en sintesis de
farmacos, plasticos, lacas, perfumes, cosmeéticos, etc. También se utiliza en mezclas
anticongelantes, como combustible, como antiséptico en cirugia, como materia prima en

sintesis y en la preservacion de especimenes fisiologicos y patolégicos.

7.14. Método de obtencion de extractos

7.14.1. Obtencidn del extracto alcohdlico de las hojas de chocho (Lupinus

mutabilis Sweet).

PROCEDIMIENTO:

» Someter a un proceso de secado en una estufa con circulacion de aire a 35+2 °C, durante

varios dias.O

* Pulverizar la muestra seca.d

» Colocar las hojas en un recipiente herméticamente cerrado y se adiciona una cierta
cantidad de alcohol potable al 96 % hasta que cubra completamente.O

» Colocar el recipiente en el equipo de ultrasonido.O

* Una vez transcurrido este tiempo adicionar al extracto alcohdlico sulfato de sodio.O
* Dejar macerar 24 horas.O

 Filtrar el extracto obtenido.O

» Concentrar hasta sequedad el extracto alcoholico en el rotavapor a una temperatura de
85°C.O0

* Pesar la cantidad obtenida de extracto.O
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7.15. Glosario de términos

7.15.1. Alcaloides.

Un alcaloide es un compuesto organico de tipo nitrogenado que producen ciertas plantas.
Los alcaloides son metabolitos secundarios de vegetales que se sintetizan mediante
aminocidos.

7.15.2. Esparteina.

La esparteina es un alcaloide aislado de varias plantas, producido naturalmente por la
planta del chocho, que se emplea para controlar ectoparasitos y parasitos intestinales de
los animales.

7.15.3. Lupina.

La lupina también es un alcaloide que estd presente en el chocho empleado para fines
antibacteriales.

7.15.4. Alcaloides verdaderos.

Los alcaloides verdaderos derivan de un aminoacido; por lo tanto, son nitrogenados.
Todos los que presentan el grupo funcional amina o imina son béasicos. Cumplen
estrictamente con las caracteristicas de la definicion de alcaloide.

7.15.5. Actividad nematicida.

Es el efecto de un tipo de plaguicida quimico o natural usado para matar nematodos que
parasitan a las plantas. Los nematicidas suelen ser toxicos.

7.15.6. Fitomedicamentos.



También llamados fitofarmacos o medicamentos herbolarios. Son productos elaborados
con material vegetal o sus derivados, “presentados en forma farmacéutica, y cuya eficacia
terapéutica y seguridad ha sido confirmada cientificamente en la literatura nacional o

internacional”.

7.15.7. Liofilizacion.

Deshidrocongelacion o criodesecacién, es un proceso de deshidratacion usado
generalmente para conservar un alimento perecedero o hacer el material mas conveniente
para el transporte.

7.15.8. Asepsia.

Es un término médico que define al conjunto de métodos aplicados para la conservacion
de la esterilidad. La presentacion y uso correcto de indumentaria, materiales y equipos
estériles, sin contaminarlos en todo procedimiento se conoce como asepsia. O a la
ausencia de gérmenes que puedan provocar una infeccion.

7.15.9. Producto séptico.

Es aquel producto elaborado o terminado que en su composicion contiene gérmenes
patogenos. Proviene del término “Sepsis”. En otros casos este término indica “que produce

putrefaccion”.

7.15.10. Sepsis.
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Es un sindrome de anormalidades fisioldgicas, patologicas y bioquimicas potencialmente asociadas

a una infeccion. Estas anormalidades son secundarias a una respuesta

inmunitaria desbalanceada frente a la infeccion, que termina dafiando los tejidos y érganos

conduciendo a una disfuncién multiorganica.

7.15.11. Toxicidad.



Es la capacidad de alguna sustancia quimica para producir efectos perjudiciales sobre un
ser vivo, al entrar en contacto con él. Toxico es cualquier sustancia, artificial o natural,
que posea toxicidad.

7.15.12. Microquimica.

Desarrollo vy utilizacion de Técnicas y equipos para el estudio o la realizacion de
Reacciones Quimicas, que requiere pequefias cantidades de Materiales, frecuentemente

Menores a 5 miligramo o 5 milimetro.

7.15.13. INIAP.

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias.

7.15.14. Higroscdpico.

“Higroscopico” es un término quimico que describe un comportamiento de algunos
compuestos quimicos. Los compuestos quimicos higroscopicos atraen el agua; adoran el
agua. Atraen las moléculas de agua del ambiente en cuanto pueden. El inconveniente de
este fendbmeno es que cuando se afiade agua al producto de limpieza, se suele diluir y
debilita el liquido, lo que le resta eficacia limpiadora.

8. HIPOTESIS

Hipotesis Nula (Ho). La aplicacion de diferentes temperaturas, solventes y bases no
influyen en el rendimiento final obtenido de base de alcaloides, para la elaboracion de un
gel antibacteriano aséptico.
Hipotesis Alternativa (Ha): La aplicacion de diferentes temperaturas, solventes y bases
influiran en el rendimiento final obtenido de base de alcaloides, para la elaboracion de un
gel antibacteriano aséptico.
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Conclusion.

Luego de la investigacion realizada y la aplicacion de un andlisis estadistico (ANOVA) se
constatd la aceptabilidad de la hipotesis alternativa y rechazamos la hipotesis nula, lo que
quiere decir que la aplicacion de diferentes temperaturas, solventes y bases influyen en el
rendimiento final obtenido de base de alcaloides, para la elaboracion de un gel
antibacteriano aséptico
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9. METODOLOGIAS Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1. Metodologia

9.1.1. Ubicacion de la investigacion.

Universidad Técnica de Cotopaxi, Campus Salache; Latacunga Parroquia Eloy Alfaro, Salache

Bajo, a realizarse la presente investigacion en los laboratorios de la carrera de

Ingenieria  agroindustrial “Microbiologia”, con longitud 78°37719,16”E 'y latitud
00°59747,68”N.

9.1.2. Tipos de Investigacion.

El presente estudio se enmarco con los siguientes tipos de investigacion:

» Descriptiva. La investigacion, se circunscribe a un estudio descriptivo, la recoleccion
de datos sobre la base de una teoria, ha permitido encontrar la mejor alternativa para la

extraccion de alcaloides.O

» Documental. La investigacion se baso en las investigaciones previas referentes a la

extraccion de alcaloides y su aplicabilidad, para sustentacién de la investigacién.O

» Experimental. Nos guiamos del uso de anélisis estadistico para la identificacion del
mejor tratamiento de extraccion de alcaloides.O

9.2. Diagrama de flujo

Figura 1. Extraccion de alcaloides



Hojas del chocho

« AGUA
* ALCO. 96%
+« CLOROFOEMO

* Hidroxido de
Sodio

* Sulfato de
Masnezio

—_—

[

RECOLECCION DE
LAS HOJAS DEL

PESADOI

DESHIDRATADO
(35°C, 45°C y 55°C)

10 horas

TROCEADO

*1

MACERADO

48 HES.

FILTEADO

EVAPORADO

35°C

|

PESADOII
(BASE DE ALCALOIDES)

b4

ALMACENAMIENTO

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)
Figura 2. Elaboracion de gel aséptico

Perdida de
humeadad

Dezachos

Perdida de
solvante
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PESAJE
CARBOPOL (Materias Primas)
CONSERVANTE
GLICERINA
R
TRIETANOLAMINA
. ALCOHOL 96%
ALCALOIDES MEZCLADO
ENVASADO
ALMACENADO

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

9.3. Metodologia de extraccion de alcaloides

El extracto alcoholico de las hojas secas de chocho fue obtenido por el método de
maceracion y la aplicacion de diferentes solventes, para la elaboracion de la base se
emplearon Sulfato de Magnesio e Hidroxido de Sodio.

PROCEDIMIENTO:

9.3.1. Pesaje de Hojas de chocho.

Unas ves recolectadas las hojas del chocho antes de la cosecha ya que estas presentan
mayor cantidad de alcaloides en esta etapa se procede a pesar la cantidad determinada
para cada muestra, 80 g de hojas de chocho frescas.

9.3.2. Deshidratacion de las hojas

Procedemos a someter las muestras pesadas previamente a un proceso de secado en una estufa con

circulacién de aire a diferentes temperaturas (35°C, 45°C y 55°C) por 10 horas,
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cada temperatura, con la finalidad de facilitad la extraccion de los alcaloides de las paredes
externas de las hojas y tallos.

9.3.3. Troceado o molido.

Con la ayuda de un mortero, pulverizar cada una de las muestras secas; tomando los pesos
de cada uno de los tratamientos con la finalidad de verificar la pérdida del % de agua en
las hojas.

9.3.4. Maceracion.

Colocar las hojas en un recipiente herméticamente cerrado y se adiciona 80 ml de solvente
(Alcohol, agua y Cloroformo) y macerar por 2 dias.

9.3.5. Filtracion.

Colar el extracto total separando las fases solidas y liquidas, se adiciona una cantidad de
sales o0 bases (10% Sulfato de Magnesio y 0.2% de Hidroxido de Sodio), dejar reposar por
48 horas.

9.3.6. Evaporacion.

Concentrar hasta obtener la cristalizacion del extracto liquido obtenido de la maceracién de
las hojas, empleando una estufa de induccién a una temperatura de 35 a 45°C.

9.3.7. Pesaje (Alcaloides Totales).

Pesar la cantidad obtenida de base de alcaloides obtenidos de la extraccion y cristalizacion de la
pasta base de alcaloides.

94. Metodologia de elaboracion de gel
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Obteniendo el mejor tratamiento se plante6 la siguiente formulacion de gel aséptico:
Tabla 4. Formulacion del gel aséptico

Materias Primas Porcentaje (1 Litro)
Alcohol 97% 20
Agua 77,5
Carbopol 0,5
Glicerina 0,5
Acido Ascorbico 0,3
Tretanolamina 0,5
Alcaloides 0,5
Aroma 0,1

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

9.4.1. Pesado de Materias primas.

Se pesan las cantidades de acuerdo a la formulacion establecida en la Tabla 4, con lo cual se
asegura la obtencién de un producto estable.

9.4.2. Mezclado.

Con la ayuda de una licuadora se mezclan uniférmenle todos los componentes excepto la
tretanolamina ya que este se agrega cuando estén bien disueltos todos los componentes
del gel.

9.4.3. Envasado.

Se envasan en los respectivos envases plasticos para su posterior almacenamiento.

9.5. Materiales y equipos



9.5.1. Materiales.

Extraccion de base de alcaloides

Hojas de Chocho (1,5 kg )O

Solventes ( Agua, Alcohol y Cloroformo)O

Bases o Sales ( Sulfato de Magnesio y Hidréxido de sodio)O
1 paquete de fundas de papeld

9 Frascos plasticos de orinal
3 Botellas de vidrio templadoO

6 frascos de cristald
Cuaderno academicol
Tela LienzoO

Vasos de Precipitacion
Cajas Petri

Varilla de agitacionO

Elaboracion del gel aséptico

CarbopolO
AlcoholO

Agua destiladal
FrascosO

Conservante (Ac. Ascorbico)O
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9.6.

Glicerina

Aromal

Base de alcaloidesO

Vasos de precipitacion 500mli0
Frascos plasticos (500 ml y 250 m)O

Jarra Graduadal

9.5.2. Equipos.

BalanzaO
Agitador magnético de induccionl

LicuadoraQd
Disefio experimental

9.6.1. Variables y factores

TEMPERATURAS - DESHIDRATADO (A)

al =35°C

a2 =45°C

a3 = 55°C

SOLVENTES - MACERACION (B)

bl = Agua
b2 = Alcohol

b3 = Formol

27
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SAL BASE (C)

¢l = Hidréxido de sodio

c2 = Sulfato de Magnesio
Tabla 5. Cuadro de disefio experimental

TRATAMIENTOS | SIMBOLOGIA COMBINACIONES
t1 alblcl 35° C + 80 ml agua + 2,5 g H. Sodio
t2 alb2cl 35°C + 80 ml alcohol + 10 g S. Magnesio
t3 alb3cl 35°C + 80 ml formol + 2,5 g H. Sodio
t4 alblc2 35° C + 80 ml agua + 10 g S. Magnesio
t5 alb2c2 35°C + 80 ml alcohol + 2,5 g H. Sodio
t6 alb3c2 35°C + 80 ml formol + 10 g S. Magnesio
t7 azblcl 45° C + 80 ml agua + 2,5 g H. Sodio
t8 az2b2cl 45°C + 80 ml alcohol + 10 g S. Magnesio
t9 a2b3cl 45°C + 80 ml formol + 2,5 g H. Sodio
t10 azblc2 45° C + 80 ml agua + 10 g S. Magnesio
t11 azb2c2 45°C + 80 ml alcohol + 2,5 g H. Sodio
t12 azb3c2 45°C + 250 ml formol + 10 g S. Magnesio
t13 a3blcl 550 C + 250 ml agua + 2,5 g H. Sodio
t14 a3blcl 55°C + 250 ml alcohol + 10 g S. Magnesio
t15 a3blcl 55°C + 250 ml formol + 2,5 g H. Sodio
t16 a3blc2 55° C + 250 ml agua + 10 g S. Magnesio
t17 a3b2c2 55°C + 250 ml alcohol + 2,5 g H. Sodio
t18 a3b3c2 55°C + 250 ml formol + 10 g S. Magnesio

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Para la presente investigacion se plantea un disefio con arreglo factorial A x B x C con diferentes
niveles, aplicando dos replicas para su analisis, con un nivel de confianza del

95%. Se tiene el siguiente cuadro de ADEVA.

Tabla 6. ADEVA planteado

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE | FORMULA
LIBERTAD

Temperaturas 2 a-1

Solventes 2 b-1

Bases 1 c-1




Temperaturas y Solventes 4 (a-1)(b-1)
Temperaturas y Bases 2 (a-1)(c-1)
Solventes y Bases 2 (b-1)(c-1)
Temperatura, Solventes Bases 4 (a-1)(b-1)(c-1)
Error 18 abc(n-1)

Total 35 abcn-1

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Tabla 7. Variables e indicadores
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VARIABLE VARIABLE
INDICADORES
INDEPENDIENTE DEPENDIENTE
Temperatura de deshidratacion

oo 35°C

+ 45°C

+ 55°C
Rendimiento Porcentaje
de base de
alcaloides

Tipo de Solvente

oo

Agua 00
Alcohol
oo Cloroformo

Tipo de Sales

» Hidroxido de Sodio
»  Sulfato de Magnesio

Obtencion de
alcaloides

Presencia de
Alcaloides
en solvente
del mejor

tratamiento

¢ Presencia
« Ausencia

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

10. CALCULOS Y RESULTADOS



10.1. Porcentaje de agua perdida de las hojas

Se determina la humedad mediante la elimina del agua lida de las hojas y tallos de la planta
del chocho, junto con la medicidn de los pesos antes y después de someter las hojas y tallo

a un proceso de desecacion.

El contenido en agua de la muestra se calcula por diferencia de peso y se expresa en % de
humedad (g de H20/100 g de muestra):

Humedad = 100

10.1.1. Datos y Calculos obtenidos

Tabla 8. Porcentaje de humedad de cada uno de los tratamientos y agua perdida por
las hojas a diferentes temperaturas.

Tratamiento | Temperatura | % Humedad Replica | ‘:/Io Humedad Replica
T1 35 28,45 28,45
T2 35 28,79 28,79
T3 35 28,68 28,68
T4 35 28,53 28,53
T5 35 28,83 28,83
T6 35 26,19 26,19
T7 45 26,39 26,39
T8 45 27,84 27,84
T9 45 26,19 26,19
T10 45 27,60 27,60
T11 45 27,60 27,60
T12 45 26,15 26,15




T13 55 25,57 25,57
T14 55 26,33 26,33
T15 55 25,11 25,11
T16 55 25,46 25,46
T17 55 26,36 26,36
T18 55 26,20 26,20

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Observacion. Como se puede apreciar las hojas de chocho son muy susceptibles a la
temperatura ya que para su completa desecacion no se emplean temperaturas elevadas y

el tiempo requerido es de 10 horas.

La cantidad real obtenida del producto se divide por la cantidad tedrica maxima que puede

obtenerse (100%) se llama rendimiento.

10.2. Rendimiento obtenido de sales totales

10.2.1. Rendimiento tedrico.
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La cantidad de producto que debiera formarse si todo el reactivo limitante se consumiera en la

reaccion, se conoce con el nombre de rendimiento tedrico.

A la cantidad de producto realmente formado se le Ilama simplemente rendimiento o

rendimiento de la reaccion. Es claro que siempre se cumplira la siguiente desigualdad:

Rendimiento de la reaccion £ rendimiento tedrico

L]

10 gr 250 ml

MgSOs4 + H20

Calor 6,19 gr

————>MgSO4 + H20



En este caso el rendimiento tedrico alcanzado en esta reaccion es del 10 g ya que se aplica
calor para eliminar en su totalidad el solvente y obtener la sal. Esto aplica tanto al Sulfato
de Magnesio (10%) y el Hidréxido de sodio (0,2%) se deberia obtener la misma cantidad
de sal empleada inicialmente. El rendimiento real es la cantidad obtenida en la reaccién

en este caso es 6,19¢.

Para el calcular el rendimiento porcentual-de-ta-reaceion-se-emplea la siguiente formula:

% Rendimiento = 100
6,19

’

PrRT—"T
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10.2.2. Datos y resultados obtenidos.

Tabla 9. Rendimiento obtenido por tratamiento

Tratamiento | Replica l Replica Il
tl 67,20 66,80
t2 65,20 59,20
3 58,00 49,20
t4 76,80 67,60
t5 65,50 64,30
t6 78,40 64,50
t7 63,20 53,60
8 66,80 49,60
t9 62,40 57,20

t10 74,80 62,30
t11 64,50 62,30
t12 63,40 65,50
t13 58,00 55,20
t14 66,80 62,00
t15 53,60 53,60
t16 65,80 54,50
t17 66,80 63,40
t18 65,80 64,50

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

10.3. Andlisis estadistico ANOVA
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Se plantea el uso de un disefio experimental de completamente al azar A x B x C, con un
nivel de confianza de 95%, para lo cual se toma en cuenta el rendimiento obtenido de la
extraccion, a mas se aplicara pruebas de analisis de medias para la eleccion del mejora

tratamiento segun las variables obtenidas en la investigacion.

Utilizando los valores del rendimiento de la Tabla 9 se aplica el andlisis estadistico,

obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 10. Resultados de ANOVA del rendimiento

F.V. SC Gl CM F-calculado F eritico p-valor
VT 122,14 2 61,07 1,92 3,55 0,1755
VS 38,4 2 19,2 0,6 3,55 0,5575
VB 420,93 1 420,93 13,23 4,41 0,0019*
VT*VS 186,89 4 46,72 1,47 2,93 0,253
V1*VB 46,63 2 8,32 0,26 3,55 0,7728
VS*VT 109,26 2 54,63 1,72 3,55 0,2077
VIT*VS*VB 104,31 4 26,08 0,82 0,82 0,5293
Error 572,63 18 31,81
Total 1571,2 35
C.V. (%) 8,99
D.E. (%) 91.01

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

VT: variedades de Temperatura  ** : altamente significativo ns : no significativo

VS: variacion de Solventes * :significativo C.V. (%): Coeficiente de variacién
VB: variacion de Bases  D.E: Diferencia estaditica

Analisis e Interpretacion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos del andlisis de la Tabla 9 en relacién al
rendimiento se puedo apreciar que en el caso del VB (BASES) si existe una diferencia
estadistica significativa en el rendimiento obtenido de la extraccién ya que el F calculado
es mayor que el F critico, amas que el valor de la probabilidad de es menor a 0,05 podemos
considerar la Ha como valida la cual indica que la aplicacion de diferentes temperaturas,

solventes y bases si influyen en el rendimiento de la extraccion de pasta base de alcaloides
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y se rechaza la Ho. Para lo cual se aplicé una prueba de Tukey al 5% para el analisis de

los tratamientos en relacion a las bases empleadas en la experimentacion. Se observa que

el coeficiente de variacion es confiable ya que de las 100 muestras, el 8.99 % de ellas son

diferentes y el 91.01% de las muestras no presentan diferencias y son confiables, lo que

indica que estos son iguales para todos los tratamientos de acuerdo al rendimiento

porcentual de base de alcaloides obtenidos en la experimentacion, con lo cual podemos

ver la precision con la que se desarrollé cada uno de los ensayos.

En conclusiéon tenemos que las temperaturas de deshidratacion (35,45 y 55°C), los

solventes (Agua, Alcohol y Cloroformo) y las bases (Sulfato de Magnesio e hidréxido de

Sodio), si influyen sobre la variable rendimiento porcentual en la obtencién de los

alcaloides presentado diferencia entre los tratamientos de la investigacion.

Aplicando un analisis de medias estadistico tenemos los siguientes resultados.

Tabla 11. Resultados de la prueba de TUKEY RENDIMIENTO VS BASES

VB Medias Agrupacion
SMG 66,2 A
HS 59,3 B

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

SMG = Sulfato de Magnesio

HS = Hidréxido de Sodio

Grafica 2. Resultados de la prueba de TUKEY RENDIMIENTO VS BASES
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Bases Vs Rendimiento
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Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Interpretacion.
Aplicando la prueba de Tukey al 5% entre las medias de los tratamiento en funcion de

Bases vs Rendimiento tenemos que la aplicacion de Sulfato de Magnesio se obtiene una
mayor capacidad de recuperacion de la base de alcaloides en proceso de extraccion de los alcaloides

en forma de cristales.

Para la eleccion del mejor tratamiento se aplica la el analisis de medias Tukey al 5% entre las

combinaciones en relacion al RENDIMIENTO VS TEMPERATURAS x

SOLVENTES x BASES. En la cual se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 12. Resultados de la prueba de TUKEY RENDIMIENTO VS

TEMPERATURAS x SOLVENTES x BASES

Combinaciones

Medias Tratamiento
Temperaturas Solventes Bases

1 1 2 72,20 t4

1 3 2 71,45 t6




2 1 2 68,55 t10
1 1 1 67,00 t1
3 3 2 65,15 t18
3 2 2 65,10 t17
1 2 2 64,90 t5
2 3 2 64,45 t12
3 2 1 64,40 t14
2 2 2 63,40 t11
1 2 1 62,20 t2
3 1 2 60,15 t16
2 3 1 59,80 t9
2 1 1 58,40 t7
2 2 1 58,20 t8
3 1 1 56,60 t13
1 3 1 53,60 t3
3 3 1 53,60 t15

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)
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De acuerdo al andlisis de medias Tukey encontramos que el tratamiento con el mayor

rendimiento de recuperacion y formacion de cristales de base de alcaloides es el

Tratamiento T4 (alblc?2) el cual estd conformado por una desecacion de las hojas a 35°C,
la aplicacidn de agua como solvente para la liberacién de los alcaloides en el extracto
liquido junto con Sulfato de Magnesio el cual dara cuerpo a las los alcaloides al formar

un base de alcaloides de coloracion amarillenta, el cual se empleara en la elaboracién del



gel antibacteriano. Para resumir se realiza una grafica para apreciar de mejor manera la

diferencia entre tratamientos.

Grafica 3. Resultados de la prueba de TUKEY RENDIMIENTO VS

TEMPERATURAS x SOLVENTES x BASES

RENDMIENTO

6489

58,68

TRAMIENTOS VS RENDIMIENTO

64,45 64,4

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

10.4. Balance de materiales extraccién de alcaloides

10.4.1. Secado de las hojas.

Hojas de 22,92 g
—

80,34 g Agua

Hojas Secas (B)

SECADO

(35°C)

Balance General

A=B+C

C=A-B

C =80,34g - 22,929

=

C =57,31 g agua perdida

Chocho(A)

Perdida (C)
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MACERADO

10.4.2. Maceracion de hojas.

Hojas de Secas (A)
22,92¢

Solventes (B)
22,92 ¢ —> Macerado Total (C)

Balance General

A+B =C
C=A+B
C=80+2292
C=102,92¢g
10.4.3. Filtracion del macerado
FILTRADO
Macerado Total (A) — ———> Solvente (B)
Desecho (C)
24,23 g

Balance General

A=B+C

B=A-C



B =102,92 + 24,23

B=78,69g

10.4.4. Extraccion de la base de alcaloides.

Sulfato de Magnesio

(B)
- Sal Total (C)
Maceracion > EVAPORACION 6,19 g
Total(A)
35°C —>  Solvente Evaporado

Balance General

A+B=C+D

D=A+B-C
D =78,69g + 10g — 6,199

D =88,69 g

10.5. Prueba de presencia de alcaloides.

Dentro de la identificacion de presencia de alcaloides en los extractos liquidos obtenidos en la
maceracion, se emplean reactivos los cuales reaccionan con la presencia de alcaloides

formando precipitados, para este analisis se emplearon los siguientes reactivos:

* Reactivo de Dragendorff. Es una solucion de potasio yoduro de bismuto “Bi(NOs)3
que se utiliza para determinar la presencia de alcaloides, es una prueba cualitativa la

cual al reaccionar presenta precipitados de color anaranjado o naranja.Od
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* Reactivo de Mayer. Es una sal de Cloruro de Mercurio (HgCl), empleada
principalmente en la identificacion de alcaloides en su aplicacion se forman

precipitados de color blanco amarillento.O

10.5.1. Resultados Obtenidos.

Tabla 13. Presencia de alcaloides en extracto liquido

Extracto liquido R. Dragendorff R. Mayer
Alcaloides + Agua PRESENCIA PRESENCIA
Alcaloides + Alcohol AUSENCIA AUSENCIA
Alcaloides +
PRESENCIA PRESENCIA
Cloroformo

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Observacion. La Tabla 11 estd basada en los resultados obtenidos de un laboratorio
particular Anexos 7 y 8, por recomendacion del laboratorista el extracto liquido del
extracto de alcaloides + alcohol no se realiz6 este analisis ya que no existe presencia en
este extracto.

Este tipo de componentes se dispersan en solventes no polares como el agua y cloroformo dando
una coloracion caracteristica de color amarillento (Johana, 2009)

10.6. Analisis fisico quimico del producto (gel antiséptico)

Los parametros se compararan con la NTE INEN 093 “PRODUCTOS COSMETICOS”:

Tabla 14. Analisis fisico quimico del producto terminado (Anexo 9)

PARAMETRO MEDICION NTE INEN 2867
Viscosidad (Cp) 8388 -
Densidad (g/ml) 0,98 -

pH 7 3-10
Solidos Totales 2,30 -

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)



Observacion. Ya que el producto es empleado para desinfeccion, se realiza el analisis de
las condiciones del gel en especial de la viscosidad y pH del producto para comprobar su
capacidad de formacion para su facil aplicacion en las manos, como se puede apreciar en
la Tabla 14, ya que uso bases neutras el pH se mantiene neutro.

10.7. Prueba de validacién del producto terminado (GEL ASEPTICO)

Para este andlisis al producto se lo somete a pruebas de efectividad de este en la
eliminacion de microorganismos durante el tiempo de accion del producto, los
microorganismos empleados para la comprobacion de la efectividad del producto son:

» Escherichia coliO

» Staphylococcus aureusQ
+ Candida albicansO

* Proteus mirabilisO

« Salmonella typhimuriumO
Los cuales son las mas comunes en la supervise de las manos, el tiempo estimado de accion
empleada en el analisis es de 10 minutos.

10.7.1. Resultados obtenidos

Tabla 15. Resultados de validacion

Cepas Tiempos de accion
ATCC 1 min 2 min 5 min 10 Resultados
min
Escherichia coli NC NC NC Cumple
N
C
Staphylococcus aureus C C C C No Cumple
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Candida albicans C C NC Cumple a los 5 min
N
C
Proteus mirabilis C NC NC Cumple a los 2 min
N
C
Salmonella typhimurium C C NC Cumple a los 5 min
N
C

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Discusién.

De acuerdo a la TABLA 15 se pudo apreciar que la accién desinfectante en la formulacion
planteada de gel aséptico es un tanto baja ante la presencia del Staphylococcus aureus, incluso
el tiempo de accion del producto no es el deseado; esto debido a que él porcentaje de base de
alcaloides empleado, no fue la cantidad suficiente para cumplir con toda la accidn bactericida
esperada. Cabe recalcar que la accidon bactericida de estos compuestos en el caso del
Staphylococcus aureus requiere de concentraciones mas elevadas de alcaloides para asegurar
la accion bactericida del producto, debido a que en investigaciones previas se aprecia que la
concentracion minima de concentrados inhibitorio de amina (Alcaloides) del extracto de hojas
del chocho es de 10 pg/ml de solucidn (Villacres, E; Peralta, E; Cuadrado; L; Revelo, J; Addo,
Sy Aldaz. 2009).

Con el aumento del porcentaje adicionado de base de alcaloides en la formulacién de nuestro
gel, se asegura la accion bactericida del producto, logrando incluso la disminucion parcial de
la cantidad de alcohol empleado al 20% frente a geles antibacteriales que encontramos
comercialmente que son de un 40% en su concoccion alcoholica.

10.8. Calculo de precios y formulacién del producto

10.8.1. Costo de extraccion de base de alcaloides

Tabla 16. Calculo del precio de la extraccion de base de alcaloides



Materias Primas Cantidades | Unidades Precio Unitario Total
Hojas de Chocho 0,435 Kg 0,30 0,13
Sal de Epson 10 G 0,08 0,80
Agua 0,08 L 1,20 0,10
Precio Total 1,03

Mano de Obra 8% 0,08

Servicios Basicos 5% 0,05

Precio Total (6,5g) 1,16

Precio/g 0,18

El precio por gramo de base de alcaloide es de 0,18 $ lo cual es un precio relativamente bajo

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

esto en relacion al tratamiento obtenido como el mejor.

10.8.2. Costos de elaboracion de gel aséptico

Tabla 17. Calculo del precio de la extraccion de base de alcaloides

Materias Primas Po rc‘;nta_le Cantidades | Unidades E“:cw . Total
(1 nitario
Alcohol 97% 20 200 ml 0,002 0,40
Agua 77,5 775 Ml 0,0003 0,23
Carbopol 0,5 5 G 0,002 0,01
Gliceria 0.5 5 Ml 0,01 0,05
Acido Ascorbico 0.3 3 G 0,02 0,06
Tretanolamina 0.5 5 G 0,02 0,10
Alcaloides 0,6 6 G 0,18 1,08
Aroma 0,1 ] Ml 0,01 0,01
Envase - 1 Uni 0,5 0,50
Total 100 1000 - - 2,44
Mano de Obra 8% 0,20
Servicios Basicos 5% 0,12
Total/Litro 2,76

El valor por litro de gel aséptico base de alcaloides de las hojas de chocho tenemos que es

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

de 2,769, el cual podria ser el valor de venta al publico.

11. IMPACTOS DEL PROYECTO

11.1. Impactos Técnicos
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El desarrollo de sistemas de extraccion de alcaloides de la hoja del chocho eficientes
mediante la implantacion de solventes y sales no corrosivos para la salud perite el
desarrollo de nuevos productos que aprovechen del principio activo bactericida y
plaguicida de estos alcaloides.

11.2. Impactos Sociales

El desarrollo de productos naturales o naturistas en los Ultimos afios ha tenido un gran
impacto en la sociedad debido a que las personas tienden a consumir estos productos ya
que son menos dafiinos que los productos que poseen gran cantidad de quimicos, con lo
cual la implementacion de alcaloides de chocho cuya accion bactericida y cicatrizante
permitira la reduccion de la cantidad de alcohol empleada normalmente en un gel aséptico,
ya que este es uno de los principales componentes dafiinos para la piel.

11.3. Impactos Ambientales

El aprovechamiento de los desechos de las cosecha del chocho permitira obtener una
reduccion de significativa de estos desechos ya que se emplearian como fuente principal de
materia prima para la extraccion de alcaloides de las hojas del chocho. Permitiendo la

obtencion de alcaloides y materia organica aprovechable como abono para los cultivos.

11.4. Impactos Econémicos

La extraccién de estos alcaloides es relativamente econémica ya que para su extraccion
requiere de implementos basicos y materias primas accesibles ya que estas plantas se
producen con abundancia en las regiones del Sur — Centro del Ecuador.

12. CONCLUSIONES

» Dentro del método empleado para la extraccion de la base de alcaloides se ve que el
uso de temperaturas de desecacion para la minimizacion del contendio de agua, junto
con el uso de solventes no polares como Agua y Cloroformo, los cuales extraen estos
compuestos y la utilizacion de temperaturas para la evaporacion del solvente y la
disolucion de sales base, lo que permite la formacion del cuerpo de los alcaloides

presentes en el solvente de la maceracion de las hojas del chocho, permitiendo obtener



cristales de alcaloides concentrados, demostrando que este método se puede aplicar

para este tipo de extraccion.O

Eliminado la cantidad de agua de las hojas y realizando un céalculo del porcentaje de
agua de la muestra y de agua perdida en las TABLAS 7 y 8 podemos observar que las
hojas de chocho son muy susceptibles a las temperaturas ya que esta se elimina

rdpidamente a temperatura bajas de desercién durante un tiempo de 10 horas en la cual

se reducido mas del 70% del agua contenia en las hojas.O

La manera més eficaz de extraer estos compuestos es atraveso de la maceracion
implementando solventes no polares los cuales son capaces de extraer estos
compuesto de la superficie de la planta, para este proceso el tiempo estimado para

la completa extraccion de estos compuestos en los solventes es de 48 horas.O

De acuerdo al anlisis estadistico realizado del rendimiento obtenido de bases de
alcaloides de cada uno de las tratamientos, tenemos que la implementacion de
Sulfato de Magnesio como bases si influye en el rendimiento de la reaccion de las
sales y los alcaloides a comparacion del hidroxido de sodio, dando como resultado
gue método mas eficaz es la implementacion de 35°C para la desecacion, agua
como solvente no polar y la disolucion de Sulfato de Magnesio esto perteneciente
al TRATAMIENTO 4 (alblc2), el cual sera empleado para la formulacién del gel

aséptico.O

Basandonos en los andlisis fisico — quimicos del gel aséptico tenemos que éste
presenta una viscosidad bastante baja lo que indica que su grado de deformacion
es muy alta, lo que es ideal para su aplicacion ya que es de facil dispersion y
absorcion en la piel, a mas que el pH que tenemos no es acido o basico sino que
mantiene un pH neutro.O

El porcentaje de base de alcaloides en la formulacion del gel aséptico es una
cantidad que requiere de mucho control, ya que la accién bactericida dependera
netamente de la cantidad de alcaloides empleados siendo este en caso de geles con
extracto de hojas la cantidad minima de concentrado es 10ug/ml de solucién para
garantizar la accion bactericida, por lo cual excesivo concentrado de estos

compuestos aumentara el grado toxicoldgico del producto final.O
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Con la suplementacion del alcohol por las bases de alcaloides adicionadas,
redujimos en gran proporcion el nivel alcohdlico presente en nuestro gel aséptico,
ya que altas concentraciones de alcohol afectan al consumidor, causando
resequedad en la superficie de las manos. Motivo por el cual optamos por la

implementacidn de bases de alcaloides como sustituto parcial del alcohol.O
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13. RECOMENDACIONES

Las hojas o tallos del chocho deben ser recolectados antes de la cosecha de las

vainas de la planta.O

Emplear frascos de cristal ya que algunos solventes afectan al plastico.O

Mejorar los tiempos de desecacion para minimizar el contenido de humedad de las

muestras.O

Usar fundas de papel para almacenar las muestra para evitar la ganancia de

humedad de la base de alcaloides.O

Realizar pruebas con el uso de otros solventes no polares y bases para obtener un

mejor rendimiento de la extraccion de la base de alcaloides.O

Controlar las temperaturas de evaporacion ya que esto afecta a la coloracion de la

base de alcaloides.O

Adicionar el coagulante al final, en cuanto todos los componentes estén
completamente disueltos en el gel para garantizar la completa incorporacion de

estos elementos en el gel.O

La cantidad necesaria de base de alcaloides para la formulacion de 1L del gel
aséptico podria ser del (0.5 al 1.0 %) del porcentaje total de la formula, asi
garantizamos la accion bactericida, y evitamos la toxicidad del producto

elaborado.O0

Para posteriores y futuras investigaciones encontrar diferentes aplicabilidades que

pueden tener los alcaloides del chocho para la elaboracion de subproductos.O
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Anexo 1 Norma técnica NTE INEN 2867 “productos cosmeticos.
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T'i‘;:‘i‘; PRODUCTOS COSMETICOS NTE INEN
: REQUISITOS 2867:2015
Ecuatoriana 2015-03
Voluntaria
1. OBJETO

Esta norma establece los requisitos que deben cumplir los productos cosméticos de uso humano.

2. REFERENCIAS NORMATIVAS
Los siguientes documentos, en su totalidad o en parte, son referidos y son indispensables para su
aplicacion. Para referencias fechadas, solamente aplica la edicion citada. Para referencias sin fecha,
aplica la ultima edicion del documento de referencia (incluyendo cualquier enmienda).
NTE INEN-ISO 22717, Cosméticos. Microbiologia. Deteccién de pseudomonas aeruginosa
NTE INEN-ISO 22718, Cosméticos. Microbiologia. Deteccion de staphylococcus aureus
NTE INEN-ISO 21150, Cosméticos. Microbiologia. Deteccion de Escherichia coli

NTE INEN-ISO 21149, Cosméticos. Microbiologia. Deteccién y recuento de bacterias aerobias
mesofilas

NTE INEN-ISO 18416, Cosméticos. Microbiologia. Deteccién de candida albicans

NTE INEN-ISO 22716, Productos cosméticos. Buenas préacticas de fabricacion (BPF). Guia de
buenas préacticas de fabricacion

3. DEFINICIONES
Para los efectos de esta norma, se adoptan las siguientes definiciones:

3.1 Cosmético o producto cosmético. Toda sustancia o formulacioén de aplicacion local a ser usada
en las diversas partes superficiales del cuerpo humano: epidermis, sistema piloso y capilar, ufias,
labios y érganos genitales externos o en los dientes y las mucosas bucales, con el fin de limpiarlos,
perfumarlos, modificar su aspecto y protegerlos o mantenerlos en buen estado y prevenir o corregir
los olores corporales.

3.2 Forma cosmeética. Ingrediente o combinacién de ingredientes que da como resultado un producto
con ciertas caracteristicas fisicas para su adecuado uso, aplicacion y conservacion.

3.3 Grupo cosmético. Productos cosméticos con la misma composicion basica cualicuantitativa, uso
y denominacién genérica, que poseen diferentes propiedades organolépticas (color, olor y sabor).
También se consideran grupos cosméticos, los tintes con la misma composicion cualitativa de sus
colorantes, los cosméticos de perfumeria con la misma fragancia y los productos cosméticos para
maquillaje de la misma composicion basica y diferente tonalidad.

3.4 Ingrediente. Toda sustancia que interviene en la formulacién de un producto cosmético.

2015-0073 1de5
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4. CLASIFICACION

Los productos cosméticos se clasifican en:

4.1 Cosméticos para nifos,

4.2 Cosméticos para el area de los ojos,

4.3 Cosméticos para la piel,

4.4 Cosméticos para los labios,

4.5 Cosméticos para el aseo e higiene corporal,
4.6 Productos desodorantes y antitranspirantes,
4.7 Cosméticos capilares,

4.8 Cosméticos para las uias,

4.9 Cosméticos de perfumeria,

4.10 Cosmeéticos para higiene bucal y dental,

4.11 Productos para y después del afeitado,

4.12 Productos para el bronceado, proteccion solar y autobronceadores,

4.13 Depilatorios,

4.14 Productos para el blanqueo de la piel.

5. REQUISITOS

5.1 Generalidades

201503

5.1.1 La fabricacion de los productos cosméticos se debe efectuar de conformidad con las Buenas

practicas de manufactura.

5.2 Requisitos microbiolégicos

5.2.1 Los productos cosméticos que cumplan las condiciones fisico-quimicas establecidas en la tabla

1 estaran exentos de ensayo microbiol6gicos.

TABLA 1. Condiciones fisico quimicas que exceptdan los analisis microbiolégicos

CONDICION RANGO
pH acido <3
pH alcalino 210
Soluciones Hidroalcdholicas 220 %
Temperatura de llenado 265,0°C
Actividad del agua (a,) <0,75
Productos de base solventes Sin limite
Productos oxidantes Sin limite

Clorhidrato de aluminio y sales
relacionadas

del 15 % al 225 %

2015-0073

2de$
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5.2.2 Los métodos de ensayo necesarios para la evaluacion microbioldgica se detalla en la tabla 2.

TABLA 2. Requisitos microbiol6gicos de los productos cosméticos

Area de aplicacion y fase Requisito Limites de aceptabilidad | Método de
Etaria ensayo de
referencia
o Cosmeéticos para nifios | Microorganismos Recuento de | NTE INEN-ISO
(hasta 3 afios) mesoéfilos  aerobios | microorganismos 21149
totales mesdfilos aerobios
o Cosméticos para el totales. Limite maximo 5 x
area de los 0jos 10° ufc*/g o ml
Pseudomona Ausencia de Pseudomona | NTE INEN-ISO
« Cosméticos que entran | @eruginosa aeruginosaen 1g 6 ml 22717
en contacto con las Staphylococcus Ausencia de NTE INEN ISO
membranas mucosas aureus Staphylococcus aureus 22718
en 1goml
Escherichia coli Ausencia de Escherichia | NTE INEN-ISO
colien 1goml 21150
Demas productos cosméticos | Microorganismos Recuento de | NTE INEN-ISO
susceptibles a contaminacion | mesdfilos  aerobios | microorganismos 21149
microbioldgica totales mesofilos aerobios
totales. Limite maximo 5 x
10° ufc*/g o ml
Pseudomona Ausencia de Pseudomona | NTE INEN-ISO
aeruginosa aeruginosaen1goml. 22717
Staphylococcus Ausencia de | NTE INEN-ISO
aureus Staphylococcus  aureus | 22718
enigoml
Escherichia coli Ausencia de Escherichia | NTE INEN-ISO
colien1goml. 21150
Productos cosméticos a ser | Candida albicans. Ausencia NTE INEN-ISO
utilizados en los érganos 18416
genitales externos
*ufc = unidades formadoras de colonias
NOTA. En el caso de que sean usados otros métodos alternativos a los considerados en la tabla 2, estos deben ser
oficiales. En el caso de no ser un método oficial, este debe ser documentadamente validado.

5.3 Requisitos complementarios

5.3.1 Para efectos de esta norma se deben aplicar los listados internacionales sobre ingredientes que
pueden incorporarse 0 no a los cosméticos y sus correspondientes restricciones de uso.

5.3.2 Se reconocen para este efecto la lista de aditivos de colores permitidos por la Food & Drug
Administration de los Estados Unidos de Norte América (FDA), los listados de ingredientes de The
Personal Care Products Council y de Cosmetics Europe — The Personal Care Association, asi como
las Directivas de la Union Europea.

6. ETIQUETADO

6.1 El envase o en el empaque de los productos cosméticos debe figurar con caracteres indelebles,
facilmente legibles y visibles, y debe contener:

a) Nombre y marca del producto,

2015-0073

3deb
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5.2.2 Los métodos de ensayo necesarios para la evaluacién microbiolégica se detalla en la tabla 2.

TABLA 2. Requisitos microbiolégicos de los productos cosméticos

Area de aplicacion y fase Requisito Limites de aceptabilidad Método de
Etaria ensayo de
referencia
e Cosmeéticos para nifios | Microorganismos Recuento de | NTE INEN-ISO
(hasta 3 afios) mesofilos  aerobios | microorganismos 21149
totales mesofilos aerobios
e Cosméticos para el totales. Limite maximo 5 x
area de los 0jos 10% ufc*/g o ml
Pseudomona Ausencia de Pseudomona | NTE INEN-ISO
o Cosméticos que entran | aeruginosa aeruginosaen 196 ml 22717
en contacto con las Staphylococcus Ausencia de NTE INEN ISO
membranas mucosas aureus Staphylococcus aureus 22718
en 1goml
Escherichia coli Ausencia de Escherichia | NTE INEN-ISO
colien 1goml 21150
Demas productos cosméticos | Microorganismos Recuento de | NTE INEN-ISO
susceptibles a contaminacién | mesofilos  aerobios | microorganismos 21149
microbioldgica totales mesofilos aerobios
totales. Limite maximo 5 x
10° ufc*/g o ml
Pseudomona Ausencia de Pseudomona | NTE INEN-ISO
aeruginosa aeruginosaen1goml. 22717
Staphylococcus Ausencia de | NTE INEN-ISO
aureus Staphylococcus  aureus | 22718
en1goml
Escherichia coli Ausencia de Escherichia | NTE INEN-ISO
colien1goml. 21150
Productos cosméticos a ser | Candida albicans. Ausencia NTE INEN-ISO
utilizados en los érganos 18416
genitales externos
*ufc = unidades formadoras de colonias
NOTA. En el caso de que sean usados otros métodos alternativos a los considerados en la tabla 2, estos deben ser
oficiales. En el caso de no ser un método oficial, este debe ser documentadamente validado.

5.3 Requisitos complementarios

5.3.1 Para efectos de esta norma se deben aplicar los listados internacionales sobre ingredientes que
pueden incorporarse o no a los cosméticos y sus correspondientes restricciones de uso.

5.3.2 Se reconocen para este efecto la lista de aditivos de colores permitidos por la Food & Drug
Administration de los Estados Unidos de Norte América (FDA), los listados de ingredientes de The
Personal Care Products Council y de Cosmetics Europe — The Personal Care Association, asi como
las Directivas de la Unién Europea.

6. ETIQUETADO

6.1 El envase o en el empaque de los productos cosméticos debe figurar con caracteres indelebles,
faciimente legibles y visibles, y debe contener:

a) Nombre y marca del producto,

2015-0073

3de$§
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Anexo 2 Deshidratacién de las hojas del chocho

CONDICIONES

IMAGEN

» Tiempo deshidratado: 10 horas
» Temperatura deshidratado: 35°C
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Tiempo deshidratado: 10 horas
Temperatura deshidratado: 45°C
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» Tiempo deshidratado: 10 horas
» Temperatura deshidratado: 55°C

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018) i
Anexo 3 TRATAMIENTOS EN MACERACION

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Anexo 4 Evaporacion y pesaje del extracto solido



CONDICIONES

IMAGEN

g Temperatura evaporacion 35°Cp

g Temperatura evaporacion 35°Cp
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g Temperatura evaporacion 35°Cy

g Extracto sdlido del alcaloidef

g Pesaje extractosy
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Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Anexo 5 Aplicacion de alcaloides y obtencion del gel aséptico

CONDICIONES IMAGEN

O Disolucién

0 delO
CARBOPO
L.




g Pulverizado de los cristalesp

obtenidos de alcaloides.

g Adicion del restante deg

INsUMos y materias primas.

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Anexo 6 Resultado de presencia de Alcaloides + Agua “LABOLAB”

64



LAE[R]LAB

ANALSRFORME DE RESULTADOS ="
Orden de trabajo N° 181188
Hoja | de |
NOMBRE DEL CLIENTE: Cristian Huertas
DIRECCION: Latacunga
FECHA DE RECEPCION: 23 de febrero del 2018
MUESTRA: Maceracion de hojas de chocho con agua
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Liquido color verdoso
ENVASE: Frasco estéril
FECHA ELABORACION: 19 de febrero del 2018
FECHA VENCIMIENTO: e
LOTE: -
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 23 — 27 de febrero del 2018
REFERENCIA: 181188
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 22.5°C 45%HR
ANALISIS QUIMICO:
PARAMETRO METODO RESULTADO
Alcaloides cualitativo Reaccion de Dragendorff y Meyer Presencia

Gd‘& 40“‘" 'Jf,._ 54
Dra. Cecilia Luzuriaga—

GERENTE GENERAL
El presente informe es vilido s6lo para la muestra analizada. T lAr
F,stcinfotmcmk&m&nﬁwnﬁqwmwmﬂﬂdmhmﬁm&#&mwk ‘

INFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA NOTIFICACION SANITARIA

Andlisis fisico, quimico, microbioldgico, entomologico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceados, cosméticos, pesticidas, suelos, metales pesados y otros
Fco. Andrade Marin E7-29 y Diego de Almagro Telf.: 2563-225 / 2561-350 / 3238

-503/ 3238-504 Cel.: 099 959 0412 / 099 944 2153 / 098 700 1591

E-mails: secretana@labolab.com ec / servicioalc Diabolat ec / cecilialuzuriaga@Iabolab.com.ec / informes@Ilabolab.com. e

www labholab.com ec

Anexo 7 Resultado de presencia de Alcaloides + Cloroformo “LABOLAB”
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ANALI mTE&ﬁﬂMFlNES
Orden de trabajo N° 181189
Hoja | de |
NOMBRE DEL CLIENTE: Cristian Huertas
DIRECCION: Latacunga
FECHA DE RECEPCION: 23 de febrero del 2018
MUESTRA: Maceracion de hojas de chocho con cloroformo
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Liquido color café
ENVASE: Frasco estéril
FECHA ELABORACION: 19 de febrero del 2018
FECHA VENCIMIENTO: =
LOTE: ...
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 23 - 27 de febrero del 2018
REFERENCIA: 181189
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 22.5°C 45%HR
ANALISIS QUIMICO:
PARAMETRO METODO RESULTADO
Alcaloides cualitativo Reaccion de DragendorfT y Presencia
Meyer
Gudeg
Dra. Cecilia

GERENTE GENERAL

El presente informe es vélido sélo para la muestra analizada. s w
Emnnfmmmmwm&qummwwwnmm&gﬁmﬁtm

INFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA NOTIFICACION SANITARIA
Analisis fisico, quimico, microbiolégico, entomologico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceados, cosméticos, pesticidas, suelos, metales pesados y otros
Fco. Andrade Marin E7-29 y Dwgo de Almgm Telf.: 2563 ’25 2561- 350 3238 503/ 3238- 504 Cei 099 959 0412/ 099 944 2153 / 098 700 1591

E-mails: secretana@labolé

www.labolab.com.ec

Anexo 8 Resultado andlisis fisico — quimico
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ANALI mTﬁisﬁimFlNES
Orden de trabajo N° 181123
Hoja | de 2
NOMBRE DEL CLIENTE: Cristian Huertas
DIRECCION: Latacunga
FECHA DE RECEPCION: 20 dc febrero del 2018
MUESTRA: Gel antibacterial
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Gel turbio
ENVASE: Polietileno
FECHA ELABORACION: 19 de febrero del 2018
FECHA VENCIMIENTO: 19 de febrero del 2020
LOTE:
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 20 27 de febrero del 2018
REFERENCIA: 181123
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 22.3°C 46%HR
ANALISIS QUIMICO:

PARAMETRO METODO RESULTADO
Viscosidad (cP) Brookfield 8388
Densidad (g/cm?) Picnémetro 0.9721
pH (20°C) PEE/LA/10 INEN ISO 4316 7.01
Sélidos (%) PEE/LA/07 INEN 382 230

Dra. Cecil

GERENTE GENERAL
El presente informe es vélido solo para la muestra analizada.
Fmtnfmm@cWWqummemquhﬁm

INFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA NOTIFICACION SANITARIA
Analisis fisico, quimico, microbiologico, entomologico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceados, cosméticos, pesticidas, suelos, metales pesados y otros
Fco. Andrade Marin E7-29 y Dwgo de Allnaglo Telf.: 2563225 | 2561-350 / 3238-503/ 3238-504 Cel.: 099 959 0412 / 099 944 2153 / 098 700 1591

E-malls: secretana@lab com.ec / servicoalchente@labolab ec / cecilia aga@labola € formes@labolab.com.ec

www.lubulab.t.um,u. S s

Anexo 9 Resultado validacion del producto
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~“INFORME DE RESULTADOS -
Orden de trabajo N° 181123
Hoja 2 de 2
NOMBRE DEL CLIENTE: Cristian Huertas
DIRECCION: Latacunga
FECHA DE RECEPCION: 20 dc febrero del 2018
MUESTRA: Gel antibacterial
DESCRIPCION DE LA MUESTRA: Gel turbio
ENVASE: Polietileno
FECHA ELABORACION: 19 de febrero del 2018
FECHA VENCIMIENTO: 19 de febrero del 2020
LOTE: -
FECHA DE REALIZACION DE ENSAYO: 21- 27 de febrero del 2018
REFERENCIA: 181123
MUESTREADO: Por cliente
CONDICIONES AMBIENTALES: 23.5C 48HR
VALIDACION:
DOSIS | Directo
TIEMPO / min RESULTADO
ezl 5 | §
Escherichia coli 25922 | NC [ NC | NC [ NC Cumple
Staphylococcus aureus 25923 | € | C | C C No cumple
C C NC | NC | Cumple a partir de los
CEPAS | Candida albicans 10231 5 min
ATCC C | NC | NC | NC | Cumple a partir de los
Proteus mirabilis 12453 2 min
C C | NC | NC | Cumple a partir de los
Salmonella typhimurium 14028 5 min
NC: NO Crecimiento C: Crecimiento

Glia dpasiage S

Dra. Cecilia Cuzuriaga
GERENTE GENERAL
El presente informe es vilido solo para la muestra analizada.
Este informe no debe reproducirse mas que en su totalidad previa autorizacion escrita de LABOLAB.

INFORME TECNICO, FICHA DE ESTABILIDAD, INFORMACION NUTRICIONAL PARA NOTIFICACION SANITARIA

Andlisis fisico, quimico, microbiologico, entomolégico de: alimentos, aguas, bebidas, materias primas, balanceados, cosméticos, pesticidas, suelos, metales pesados y otros
Fco. Andrade Marin E7-29 y Diego de Almagro Telf.: 2563.225 / 2561-350 / 3238-503/ 3238-504 Cel.: 099 959 0412 / 099 944 2153 / 098 700 1591

E-mails: secrelaria@labolab.com.ec / servicvalchente@labolab.com.ec / ceclialuzunaga@iabolab.com.ec / informes@labolab.com.ec

e labolab. com.ec Qs - Eated

Anexo 10  Tabla de célculo de % de Humedad Replica |

Peso Peso
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Tratamiento Temperatura Inicial Final % % Agua
Humedad  Perdida

(9) )
T1 35 80,56 2292 | 28,45 71,55
T2 35 80,34 2313 28,79 71,21
T3 35 80,23 2301| 28,68 71,32
T4 35 80,34 2292 | 2853 71,47
T5 35 80,22 2313 28,83 71,17
T6 35 80,23 21,01 26,19 73,81
T7 45 80,45 21,23 26,39 73,61
T8 45 80,23 2234 2784 72,16
T9 45 80,34 21,04 | 26,19 73,81
T10 45 80,53 2223 | 27,60 72,40
T11 45 80,23 22,14 27,60 72,40
T12 45 80,45 21,04 | 26,15 73,85
T13 55 80,32 2054 | 2557 74,43
T14 55 80,22 21,12 26,33 73,67
T15 55 80,55 2023 2511 74,89
T16 55 80,67 2054 | 25,46 74,54
T17 55 80,12 21,12 26,36 73,64
T18 55 80,23 21,02 26,20 73,80

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)

Anexo 11 Tabla de célculo de % de Humedad Replica Il



.

Tratamiento Tempera % % Agua

tura IEie(fiZI FiF;leaslo Humedad  Perdida
) @)
T1 35 80,56 22,23 27,59 72,41
T2 35 80,34 22,22 27,66 72,34
T3 35 80,23 22,02 27,45 72,55
T4 35 80,34 22,45 27,94 72,06
T5 35 80,22 22,24 21,72 72,28
T6 35 80,23 22,89 28,53 71,47
T7 45 80,45 21,02 26,13 73,87
T8 45 80,23 21,45 26,74 73,26
T9 45 80,34 22,98 28,60 71,40
T10 45 80,53 22,45 27,88 72,12
T11 45 80,23 22,32 27,82 72,18
T12 45 80,45 21,22 26,38 73,62
T13 55 80,32 21,34 26,57 73,43
T14 55 80,22 20,02 24,96 75,04
T15 55 80,55 20,34 25,25 74,75
T16 55 80,67 20,23 25,08 74,92
T17 55 80,12 20,34 25,39 74,61
T18 55 80,23 20,34 25,35 74,65

Fuente. Los autores (Gabriel S. y Cristian H; 2018)
Anexo 12 Aval de traduccion



CENTRO DE IDIOMAS

AVAL DE TRADUCCION

Fn calidml de Doceste del Tdiomn Inglés del Centra de Mionas de ks Universidad Técnica de
Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que: La tradweciin del resumen de proyecto de
investigacion al Idsoma Inghs presentado por los Sefiores de la Carera de Engeaigrin
Agrindustrial  Cristian Alexander Huertas Borfa y Gabriel Fabricie Sundoval
Pachucama, cuyo tido versa “EVALUACION DEL METODO DE EXTRACCION DE
ALCALOIDES DE LAS H(MAS DEL CHOCHO (LUPINUS MUTABILIS SWEET) Y
51 IMPLEMENTACION PARA LA ELABORACION DE UN GEL
ANTIBACTERIANO DE USO ASEPTICO®, lo realizd bajo mi supervisiin y cumple con
U comrects estruciuea gramatical,

£5 todo cuanto pedo cerfificar en honar & la verdad ¥ autorizo a las peticianarias hacer so
ded presente certificado de b manern Slica que eslmaren covenicnte:
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Anexo 13

ESTADO CIVI: Crasle

CHIMILA DE COUBADANIA: 171439204

LUGAR ¥ FRCHA DI KACIMIENTO: Grisa, 3 de Jusor de 1900
DMRECCHON POMMCTLIARLA: O, Tasasba. Pumasoricars s b 3.3

TELEFONG CRLULAR: 0840462

TERCER, | INGEMIIRA AGRODEISTRIAL -

CUARTD | DIFOMADD SUPFENR BN GESTIN PARA EL

MARSTRIA BN INGENERIA BINSTEIAL Y |
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Anexo 14 Hoja de vida investigador (Cristian Huertas)

DATOS PERSONALES

APELLIDOS: Huertas Borja
ROMBRES: Cristian Huerlas
ESTADO COWVIL: Saitern

CEDULA DE CIUDADAWNIA: 0503147803

LUSGAR ¥ FECHA DE NACIMIENTO: Latacunga, 07 de Diciembwe
che 1593

DIRECCHON DOMICILIARIA: Calle Quito y Gabrieks Mistral Casa N°21
TELEFOMNOD CELULAR: (1976749406
CORRED ELECTRONICO: crishusertas 2001 @ otmal, com

ESTUDIOS REALZADOS
Afio: 1999-2006 Thtubo de Educacitn Prirmaria
Latacunga-Ecuadar Unidad Eclucativa FAE N5
Imlcho Aflo: 2006- 2012 Titulo *Cuimics Bidlogo™
Latacunga-Ecuador Unidad Educativa *lean Piaget”
Inicio Afko: 22-actual Titulo “Ingenierla Agroindusteial” (9™ Ciclo)
Latacunga-Ecundor Uindversidad Téenica de Cotapax
Programas manejados: Word, Exced, Power Polnt, Mitad, Photoshop Editor C56

IDIOMAS

Espaiial: Natal
nglés: Media

EXPERIERCLA LABOLAL

Hinguna



REFERENCIAS LABORALES
Ninguna
FORMACIONES ADICIONALES
*  Reologia Apliceda al Ambito Alimentario

« | Seminario Internacional de Elaboracidn de Cerveza Artesanal 2016
» | Seminario de Inoculdad de Alimentos Agroindustriales 2017
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Anexo 15 Hoja de vida investigador (Gabriel Sandoval)

ESTUDIOS

Adia: 2000
Sanpoloui-Lousdor

Afto: 2006
Sangobqui-Ecumior

Mo 2012
Samngpokeyi-Ecisaton

Gabriel Fabricio Sandoval Pachacama

Tituko de Educacion Primara
Excuets Faca Mkl Cadog Laco

Titulo "Técnico en Agropecuaria®
Estamis Facal Mute Canos Lacn

Tituke “Ingeniera Agroindustral” (Cursando 9™ Cicla)
Escumin Fscal Mada Canos Larco

= mumejados: Wor, Excal, Power Point, Mitad, Pholoshap Edifor
(56, Adobe Audition CE8,

IDIOMAS

Espafiol: Natal
Inghis: Medio

EXPERIENCIA LABORAL

HNinguna

REFERENCIAS LABORALES

REFERENCIAS PERSONALES

Edwin Victor S8andoval Checa
Padre (Sangolqui-Ecuador)
Profesional

Chalar
DEaTasaT
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