7 S,E,LMEBW Revista Cubana de Farmacia. 2023;56(3):e916

Articulo original

Tamizaje fitoquimico y estudio de estabilidad del Viocan 3

Phytochemical Screening and Stability Study of Viocan 3

Lazara Sulin Gonzalez Ferrer' https://orcid.org/0000-0001-6008-1306
Yamilet Irene Gutiérrez Gaitén? https://orcid.org/0000-0002-8885-4849
Yudit Rodriguez Coipel® https://orcid.org/0000-0003-1878-8396

TEmpresa de Productos Inyectables LABIOFAM. La Habana, Cuba.
2Universidad de La Habana, Instituto de Farmacia y Alimentos. Cuba.

3Unidad de Desarrollo e Innovacion. Grupo Empresarial LABIOFAM. La Habana,
Cuba.

*Autor para la correspondencia: sulin@infomed.sld.cu

RESUMEN

Introduccion: El Viocan 3 es un producto natural para uso oral, compuesto por
extractos de Aloe barbadensis M (aloe vera), Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng
(orégano francés) y savia de seudotallo de Musa paradisiaca L (platano) en vinagre.
Se emplea en veterinaria como aditivo para mejorar el comportamiento productivo
y prevenir o coadyuvar en el tratamiento de los procesos infecciosos respiratorios y
digestivos en porcinos, conejos y aves.

Objetivo: Determinar los compuestos quimicos de interés biolégico presentes en el
Viocan 3 para comprobar el uso etnomédico atribuido y su periodo de validez.
Métodos: El producto se obtuvo mediante maceracion de las plantas aloe vera,
orégano francés y seudotallo de platano en vinagre. Se realiz6 un tamizaje
fitoquimico para identificar los principales metabolitos presentes en este y se llevo
a cabo un estudio de estabilidad a tiempo real durante nueve meses. Se

determinaron los parametros fisico-quimicos, caracteristicas organolépticas, pH,
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indice de refraccién, densidad relativa y contenido de sélidos totales segun la
Norma Ramal Cubana (NRSP-312) para extractos vegetales, asi como los fenoles
totales por Folin-Ciocalteu. Se determiné ademas el limite microbiano como ensayo
microbiolégico.

Resultados: Se identificaron en el Viocan 3, metabolitos como azucares reductores,
fenoles y flavonoides; no se detectaron principios amargos y astringentes,
alcaloides, saponinas ni mucilagos y mantuvo todos los requisitos de calidad fisico-
quimico y microbioldgico analizados durante el periodo de estudio.

Conclusiones: El Viocan 3 presenta compuestos fendlicos y azucares reductores.
Es estable por un periodo de nueve meses en frascos de polietileno de alta densidad
y brinda una alternativa natural para uso veterinario con garantias de calidad,
estabilidad y seguridad microbioldgica.

Palabras clave: Viocan 3; estabilidad; tamizaje fitoquimico.

ABSTRACT

Introduction: Viocan 3 is a natural product for oral use, composed of extracts of
Aloe barbadensis M (aloe vera), Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng (French
oregano) and pseudostem sap of Musa paradisiaca L (plantain) in vinegar. It is used
in veterinary medicine as an additive to improve productive behavior and to prevent
or assist in the treatment of respiratory and digestive infectious processes in swine,
rabbits and poultry.

Objective: To determine the chemical compounds of biological interest present in
Viocan 3 in order to verify the ethnomedical use attributed to it and its period of
validity.

Methods: The product was obtained by maceration of the aloe vera plants, French
oregano and banana pseudostem in vinegar. A phytochemical screening was
performed to identify the main metabolites present in it and a real-time stability study
was carried out for nine months. The physicochemical parameters, organoleptic
characteristics, pH, refractive index, relative density and total solids content were

determined according to the Cuban Ramal Standard (NRSP-312) for vegetable
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extracts, as well as total phenols by Folin-Ciocalteu. The microbial limit was also
determined as a microbiological test.
Results: Metabolites such as reducing sugars, phenols and flavonoids were
identified in Viocan 3; bitter and astringent principles, alkaloids, saponins and
mucilages were not detected, and it maintained all the physicochemical and
microbiological quality requirements analyzed during the study period.
Conclusions: Viocan 3 presents phenolic compounds and reducing sugars. It is
stable for a period of nine months in high density polyethylene bottles and provides
a natural alternative for veterinary use with guarantees of quality, stability and
microbiological safety.

Keywords: Viocan 3; stability; phytochemical screening.
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Introduccion

La utilizacién de plantas medicinales se remonta a los mas antiguos origenes de la
humanidad. Su estudio en las ultimas décadas ha permitido encontrar nuevas
moléculas con posibilidad de actuar como nuevos farmacos.("

La explotacion animal moderna se caracteriza por una alta intensidad productiva,
cualquiera que sea la especie. Esto somete a los animales a constantes situaciones
estresantes que pueden traer como consecuencia mayor frecuencia en la aparicién
de enfermedades y disminucion de los niveles de produccién.® Los procesos
gastrointestinales y respiratorios son los problemas mas sobresalientes que
afectan la rentabilidad del sistema de explotacion que se emplee.

Para contrarrestar estas dificultades, durante afios, las dietas fueron
suplementadas con antibiéticos que mostraron ser efectivos. Sin embargo, su uso

indiscriminado trajo como consecuencia el desarrollo de cepas patdgenas

(CI) ev-ne | Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




€CiMED

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

resistentes a estos antimicrobianos. Por estas razones, se hace necesario el estudio
e introduccidn en las practicas de alimentacién y manejo de diferentes productos
que contribuyan a contrarrestar estos efectos negativos.

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) trabaja por introducir, en los
sistemas de produccién, productos y tecnologias para la obtencion de alimentos
sanos que permitan altas producciones con adecuada sostenibilidad econémica y
con garantia biolégica para proteger a los animales y al hombre. Entre estos se
encuentran los aditivos zootécnicos que representan un avance terapéutico
potencialmente significativo y seguro.

La fitoterapia tiene grandes ventajas zootécnicas en sistemas ecoldgicos: a) se
adapta muy bien a los ciclos naturales y fisiologia de la cria; b) es muy eficaz, junto
al manejo sanitario, para recuperar los equilibrios perdidos y normalizar la
homeostasis; c) es mas econdémica que la sintética y los residuos eliminados son
compatibles con el medio natural; d) se administra facilmente a través del agua de
bebida de los bebederos y depdsitos.®

El Viocan 3 es un producto natural para uso oral, no téxico,” compuesto por
extractos de Aloe barbadensis M (sabila), Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng
(orégano francés) y savia de seudotallo de Musa paradisiaca L (platano) en vinagre.
Se emplea como aditivo para mejorar el comportamiento productivo y prevenir o
coadyuvar en el tratamiento de los procesos infecciosos respiratorios y digestivos
en porcinos, conejos y aves. Los reportes del beneficio del amplio uso tradicional en
aves, condujo al estudio de este para obtener, desde el punto de vista cientifico, su
justificacion y lograr un extracto estandarizado para su produccién industrial con
calidad y eficacia para uso veterinario, con la inclusién de otras especies animales
de interés econoémico.

El vinagre presenta acido acético en su composicion, un acido organico que, al
disminuir el pH intestinal, reduce la carga de coliformes y bacterias patdégenas en el
tracto gastrointestinal y mantiene un buen balance de la microbiota, reduciendo la
ocurrencia de disturbios gastroentéricos comunes en los animales.(>9 Ademés,

mejora el uso de los alimentos balanceados y produce una mejor digestibilidad de
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minerales como calcio, fésforo, magnesio, zinc, hierro, cobre, ademas de proteinas
y energia.®

El A. barbadensis M o aloe vera mejora la inmunidad”) de los animales; se ha
demostrado su actividad biolégica como hepatoprotector, digestivo, antiulceroso,
antiacido, antiasmaético, antinflamatorio, antiviral, entre otras.®219) E| orégano
francés tiene propiedades broncodilatoras, anticatarrales, antiasmatico,
antiespasmodico y antimicrobianas.®'9 Al seudotallo de platano se le ha
comprobado efectos anticatarrales y antiasmaticos.('9)

La calidad y la estabilidad de las formulaciones representan importantes eslabones
en el desarrollo de los productos farmacéuticos o naturales. La estabilidad permite
definir las condiciones de almacenamiento en el envase propuesto y establecer la
vida util del producto. Ambas son requerimientos fundamentales para el registro de
un nuevo producto en el Centro Nacional de Sanidad Animal.(")

El objetivo fue determinar los compuestos quimicos de interés biolégico presentes

en el Viocan 3 para comprobar el uso etnomédico atribuido y su periodo de validez.

Métodos

Obtencion del Viocan 3. El orégano francés (partes aéreas), aloe vera (mesofilo) y
seudotallo de platano fueron colectados en el mes de abril del 2019 en el
Laboratorio de la Estacion Experimental de Plantas Medicinales Juan T. Roig
localizado en la provincia de Mayabeque, perteneciente al Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos (CIDEM). Cada uno de los extractos se obtuvieron por
maceracién de las plantas frescas orégano francés (partes aéreas), aloe vera
(mesdfilo) y seudotallo de platano en vinagre durante siete dias. Posteriormente se
mezclaron por agitacién mecanica. El producto se envaso en frascos plasticos de
polietileno de alta densidad con capacidad para 1 L y tapa toly de polietileno de baja
densidad con sistema de cierre a presion y sello de inviolabilidad.

Tamizaje fitoquimico. Se realizaron reacciones quimicas de identificacion mediante
cambios de color o formacion de precipitados, para detectar la presencia de
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metabolitos secundarios en el producto tales como flavonoides, azucares
reductores, fenoles, alcaloides, saponinas, principios amargos y astringentes y
mucilagos a través de los ensayos de Shinoda, Fehling, cloruro férrico, Dragendorff
y Mayer, espuma, principios amargos Yy astringentes y mucilagos
respectivamente.(2)
Estabilidad del Viocan 3 a largo plazo:(*3) Se elaboraron tres lotes industriales y se
le determinaron a tiempo 0, 1, 3, 6 y 9 meses, los parametros fisico-quimicos de
control de calidad, caracteristicas organolépticas, pH (con PHmetro HANNA,
Argentina), indice de refraccion (empleando refractometro Abbe, China), densidad
relativa (con un picnémetro de 25 mL de capacidad) y contenido de sélidos totales
(a partir de 5 mL de extracto, utilizando cdpsula de porcelana, balanza analitica
Sartorius, Alemania; bafio de agua y estufa P-Selecta, Espafia) segun la Norma
Ramal Cubana (NRSP-312) para extractos vegetales.(') El contenido de fenoles
totales fue determinado espectrofotométricamente (espectrofotémetro UV-Vis
Knauer, Alemania) por el método colorimétrico con reactivo Folin-Ciocalteu's
(Sigma, USA). Se realizé una curva de calibracion con 5 puntos empleando como
material de referencia acido galico. Las lecturas se hicieron a una longitud de onda
de 765 nm.("9 El limite microbiano se determind seguin el método descrito en la
Norma Cubana 585: 2017 “Contaminantes microbiolégicos en alimentos-
Requisitos sanitarios”.(16)
Los ensayos se realizaron por triplicado y los datos se procesaron estadisticamente
mediante el programa Minitab 17; se calculé la media y la desviacion estandar para
cada uno. Se realiz6 el andlisis de tendencia del estudio de estabilidad, previamente
se hizo el ensayo de covarianza.(17.1819)
Los frascos con el producto en estudio se almacenaron a temperatura ambiente (30

+2°Cy70+5%de humedad relativa) y protegidos de la luz.
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Resultados

Mediante el tamizaje fitoquimico realizado al Viocan 3 se comprob¢ la existencia de
diferentes grupos de metabolitos secundarios tales como compuestos fendlicos,

flavonoides y azucares reductores, este Ultimo con una presencia abundante (tabla

1).

Tabla 1 - Resultados del tamizaje fitoquimico al Viocan 3

Ensayos Metabolitos Extracto
Principios amargos y astringentes Principios amargos y astringentes -
Dragendorff y Mayer Alcaloides -
Fehling Azlcares reductores ++
Espuma Saponinas -
Shinoda Flavonoides +
Cloruro férrico Fenoles +
Mucilagos Mucilagos -

+: ensayo positivo; - ensayo negativo; ++: ensayo muy positivo.

Todos los parametros evaluados durante nueve meses en el estudio de estabilidad

en vida de estante, se encuentran dentro de la norma (tabla 2).

Tabla 2 - Resultados del estudio de estabilidad en vida de estante

Parametros Norma Tiempo Lotes
(meses) 1 2 3
Caracteristicas Liquido de color 0 C C C
organolépticas amarillo o amarillo 1 C C C
verdoso, no
3 C C C
traslucido, puede
6 C C C
presentar
sedimentos, olor y 9 C C C
sabor
caracteristico a
vinagre.
pH 25-35 0 2,85/0,01 2,87/0,01 2,93/0,01
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indice de refraccion

Densidad relativa
(g/mL)

Sélidos totales (%)

Concentracion
fenoles totales
(mg/100 mL)

Limite microbiano
(UFC/mL)

1,000 -1,400

0,900-1,150

01-08

Hongos F. <104

Levaduras < 104

Salmonella spp en

25 g: Ausencia

2,87/0,01
2,87/0,01
2,99/0,02
3,04/0,01
1,3385/0,00006
1,3386/0,00006
1,3389/0,00015
1,3389/0,00000
1,3389/0,00006
1,0086/0,00000
1,0086/0,00006
1,0086/0,00012
1,0091/0,00000
1,0098/0,00010
0,44/0,01
0,44/0,00
0,44/0,01
0,44/0,01
0,44/0,01
13,04/0,01
12,99/0,02
12,95/0,01
12,90/0,01
12,83/0,02
0
0

C: corresponde.

2,88/0,02
2,90/0,01
2,92/0,02
2,98/0,02
1,3362/0,00006
1,3364/0,00000
1,3364/0,00006
1,3370/0,00006
1,3372/0,00010
1,0086/0,00006
1,0087/0,00010
1,0087/0,00006
1,0090/0,00010
1,0092/0,00006
0,24/0,01
0,24/0,01
0,24/0,00
0,23/0,01
0,23/0,01
9,92/0,02
9,91/0,02
9,88/0,01
9,82/0,01
9,78/0,01
0
0

Los resultados expresan el valor medio de las determinaciones/desviaciéon estandar.

2,94/0,01
2,94/0,01
2,98/0,02
3,01/0,02
1,3370/0,00010
1,3370/0,00006
1,3373/0,00006
1,3374/0,00012
1,3382/0,00006
1,0085/0,00006
1,0085/,000000
1,0088/0,00010
1,0090/0,00006
1,0092/0,00012
0,30/0,00
0,30/0,01
0,30/0,02
0,30/0,02
0,30/0,01
9,34/0,00
9,34/0,02
9,31/0,01
9,25/0,02
9,25/0,01
0
0

El andlisis de covarianza se muestra en la tabla 3 para todos los parametros

evaluados (pH, indice de refraccidén, densidad relativa, sélidos totales y fenoles
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totales); todas las pendientes resultaron estadisticamente significativas al ser los
valores de p menores de 0,25 por lo que no se puede hacer un modelo unico para
estimar la vida util de los tres lotes, sino calcularlo independiente para cada uno a
partir de la ecuacion de regresion y establecer el menor tiempo como fecha de

vencimiento.

Tabla 3 - Resumen del analisis de covarianza a los parametros de calidad del Viocan 3

Parametros Pendiente Ecuacién de regresion Vida util estimada
(valor p) (meses)

pH 0,004 2,8391 + 0,02234 tiempo 25,63

Indice de refraccion 0,034 1,33621 + 0,000114 tiempo 390,11

Densidad relativa 0,054 1,00843 + 0,000134 tiempo 854,26

Sélidos totales 0,001 0,24113 - 0,001350 tiempo 82,85

Fenoles totales 0,007 9,34252 - 0,01172 tiempo 91,63

La ecuacion de regresion corresponde a la del lote con menor tiempo estimado.

El indice de refraccion, los sélidos totales, la densidad relativa y los fenoles totales
presentan poca variacion con una vida util estimada muy elevada segun el limite el
intervalo de confianza (95 %) para la recta (fig. 1 B, C, D y E). Solo el pH mostré un

tiempo menor cercano a los dos afios (fig. 1 A).
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Fig. 1- Comportamiento de los parametros fisico-quimicos del Viocan 3. A pH, B indice de

refraccion, C densidad relativa, D solidos totales, E fenoles totales.
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Discusion
Una de las etapas que permite determinar cualitativamente los principales grupos
constituyentes quimicos presentes en una planta o extracto es el tamizaje
fitoquimico. Los resultados reflejados en la tabla 1 muestran que el Viocan 3
presenta fenoles, flavonoides y azucares reductores. No se identificaron principios
amargos ni astringentes, alcaloides, saponinas y mucilagos. Aunque el aloe vera es
rica en mucilagos, no se evidencié como componente en el extracto probablemente
debido a la presencia de vinagre que inhibe su extraccion.
Los tres lotes industriales de Viocan 3 en estudio durante los nueve meses de
analisis, mostraron el mismo color y olor, correspondiente a una coloracién amarilla
o amarilla verdoso, el extracto no fue traslicido y puede presentar sedimentos, olor
y sabor caracteristico a vinagre;, dicha descripcién indica la presencia de
metabolitos como resultado del proceso extractivo.
Los valores de las determinaciones del pH, después de la elaboracion del Viocan 3
hasta los nueve meses en estudio, se encuentran entre 2,5y 3,5, (tabla 2) indicando
que se trata de una solucién acida, lo que ayuda a evitar el crecimiento de bacterias,
pues estas no sobreviven en medios acidos. Esto podria permitir una mayor
estabilidad y conservacion de este extracto.
Estos resultados denotan un caracter acido, justificado principalmente por la
presencia de vinagre, a lo que se le suma los compuestos resultantes de la
extraccion que también aportan caracteristicas identificadas en el tamizaje
fitoquimico, tales como fenoles y flavonoides. A pesar de que el producto presenta
un pH 4acido y se aplica por via oral, en la forma recomendada para su empleo no
resulta irritante a la mucosa oral.(20
Los valores del indice de refraccién del extracto desde tiempo cero hasta los nueve
meses, no mostraron grandes variaciones; se alcanzaron valores superiores al del
disolvente empleado para su preparacién (vinagre 1,3340), hecho atribuible a la
presencia en el medio de sustancias capaces de refractar la luz como resultado del

proceso extractivo.
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Como puede apreciarse, las respuestas obtenidas para la densidad relativa del
producto durante el tiempo en estudio son ligeramente superiores a la del
disolvente; esto se justifica por la presencia en el medio de las sustancias extraidas
durante la maceracion.
Las determinaciones para los solidos totales de Viocan 3 se mantienen
practicamente constantes para cada lote estudiado durante los nueve meses
analizados.
La concentracion de fenoles totales del extracto mostrd, como se observa en la
tabla 2, pequenas variaciones para cada lote estudiado, desde su elaboracién hasta
los nueve meses. A pesar de que los fenoles presentes en el extracto se encuentran
en bajas concentraciones, se ha demostrado la actividad mucosecretora@) y
antidiarreica,?? confirmando las acciones biolégicas reportadas en la literatura
para este tipo de metabolito secundario y es por ello que se toman como marcador
quimico del Viocan 3 lo cual justifica el uso de este producto como aditivo para
mejorar los procesos respiratorios y digestivos en diferentes especies animales de
interés econémico.?
En los ensayos de limite microbiano realizados a cada lote a tiempo cero y a los
nueve meses, se demostré que cumplen con el criterio de aceptacidn descrito en la
norma cubana NC 585:2017 “Contaminantes microbioldégicos en alimentos —
Requisitos sanitarios” para este tipo de producto que se incluye en el grupo 16
alimentos destinados al consumo animal.
Todos los resultados en las determinaciones antes explicadas, no pueden ser
comparados pues no existen reportes de estudios de este tipo para este producto,
de ahi que estos constituyan la base cientifica para el fundamento de
investigaciones futuras.
El conjunto de los resultados mostrados en la tabla 2, demostraron la estabilidad
del producto ya que después de transcurridos nueve meses se mantuvieron todos
los parametros conforme con los limites establecidos en los requisitos de calidad

del producto terminado, sin cambios significativos.
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El andlisis de tendencia al estudio de estabilidad arrojo un periodo de validez mucho
mayor que el propuesto para este aditivo, por lo que se recomienda continuarlo al
menos veinticinco meses, teniendo en cuenta la prediccion realizada para el pH
correspondiente al limite superior de especificacién del 95 % de confianza. Los
parametros indice de refraccion, densidad relativa y sélidos totales se mantienen
practicamente constantes en el tiempo, por lo que a pesar de ayudar a caracterizar
el producto y su calidad, se consideran de poca utilidad para el estudio de
estabilidad en vida de estante.

Se concluye que el Viocan 3 presenta en su composicion metabolitos tales como
flavonoides y compuestos fenodlicos que justifican el uso etnomédico atribuido,
también presenta azucares reductores. Se evidencio la estabilidad fisico-quimica 'y
microbioldgica a tiempo real por un periodo de nueve meses en frascos plasticos al
cumplir con las especificaciones establecidas, lo que constituye una garantia de la
calidad y seguridad de este producto como alternativa para mejorar la salud y el
comportamiento productivo de los animales, ademas de evitar la presencia de
residuos de farmacos en la carne y la resistencia bacteriana que generan los
antibiéticos empleados como promotores de crecimiento cuyo uso esta prohibido
desde el afio 2003.
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