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INTRODUCCION

El comercio de productos de belleza ha experimentado un auge en los Gltimos cinco
afios a nivel mundial; en el Ecuador la industria cosmética genera 350 millones de
dolares anuales y crece a un promedio del 20%, se estima que una persona de bajos
ingresos gasta entre 20 y 30 délares al afio en articulos béasicos de cuidado personal,
mientras que una persona con ingresos mas altos gasta una media de 150 ddlares al afo.
(42)

Estos indices muestran que el mercado de los cosméticos es prometedor, sin embargo
también se reporta que el 90% de los productos vendidos son importados desde
Colombia, Pert, USA, Argentina, Chile, Brasil y Francia en contraposicion al 10% que
corresponde a los productos ofertados por la industria nacional. Apoyados en estos
datos es evidente que las industrias del pais necesitan entregar a los consumidores

productos innovadores accesibles y de calidad. (42)

A la par de la gran demanda en el comercio de productos de belleza, se ha
experimentado problemas de salud en los usuarios que utilizan cosméticos con
sustancias toxicas provenientes de industrias inescrupulosas, razén por la cual los
organismos reguladores internacionales desarrollaron listas de sustancias permitidas
para la elaboracion de cosméticos inocuos; a saber, el uso de colores se restringié con
la sancion de la Ley de Alimentos y Drogas de 1906 por el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, luego de que hubo constancia del empleo
descuidado e indiscriminado de colorantes peligrosos como los derivados de alquitran

de hulla, en sustancias alimenticias y bebidas. (2) (37)

Por otro lado el actual Comité de los productos de consumo de la Comision Europea
prohibid, en diciembre de 2006 (Directiva 2006/65/CE de la Comisién de 19 de julio de

2006), la venta de cosméticos que incluian tintes azoicos relacionados con el riesgo de



cancer vesical y especificamente se impidio la utilizacion de 22 sustancias porque la

industria no emitié ningun informe de seguridad. (2)(36)

A pesar de estas circunstancias negativas que rodean a los cosméticos, lo cierto es que
su uso prevalece desde tiempos antiguos, tanto con fines decorativos como destinados
para rituales religiosos; el uso popular de productos de origen vegetal, animal y mineral
son la base para explotar comercialmente sustancias inocuas para la industria, ejemplo
de ello es el empleo de los frutos verdes de Genipa americana por las poblaciones
indigenas de América del Sur, como colorante negro para el cuerpo durante las

ceremonias para las batallas. (16)

Un articulo de las Naciones Unidas titulado “Market Brief in the European Union for
selected natural ingredients derived from native species” ha propuesto la utilizacion de
varios componentes del arbol de huito (Genipa americana L) como frutos, corteza,
resina, y flores para elaborar productos como colorantes, almibares, bebidas, licores;
productos farmaceéuticos como insecticidas, fungicidas, y antibiéticos, productos para el
cuidado personal como perfumes, shampoos, desodorantes, etc. Resalta el mercado
potencial de colorantes alimenticios y cosméticos que pueden cubrir el Geniposido, o su
aglicona Genipina, que son los compuestos responsables de desarrollar el color azul
oscuro de este fruto; asi, en la industria de cosméticos se utilizarian para productos
decorativos como maquillaje de ojos, esmalte de ufias, barra de labios, tatuajes y tintes

capilares. (43)

Es por ello que en esta tesis se desarrollé un estudio en el cual se propuso como
hipotesis que el extracto de los frutos verdes de Genipa americana L. puede ser
utilizado como colorante para la formulacion de cosméticos decorativos, con el fin de
darle un valor agregado a esta especie que crece en los bosques de la Amazonia

Ecuatoriana.

Los objetivos fueron purificar el compuesto colorante, Genipdsido, de los frutos de
Genipa americana L. para realizar  un analisis de eficiencia en extraccion. Las

variables de estudio fueron la condicion de concentracion y pH del solvente (etanol), la



temperatura y la relacion solido-solvente; se escogieron estos pardmetros con el fin de
optimizar la extraccion ya que se conoce que los colorantes naturales tienden a ser mas
caros que los sintéticos por las caracteristicas tanto del proceso de obtencion como por
su concentracion en la materia prima, esta Ultima consideracion no es preocupante ya

que se ha reportado que la cantidad de Genipina es del 4-6% del fruto seco. (13)

Las ventajas de utilizar este colorante en un cosmético son su inocuidad avalado en
publicaciones que garantizan la baja toxicidad de este compuesto (En ratones LD50
i.v.,, I. p. y p.o. es de 3g/Kg) y la coloracion atractiva negro-azul que se consigue sin
presentar riesgos para la salud, ademaés esta tincion permanece en la piel por un periodo
de 5 dias, por tanto se propone la elaboracion de un delineador semipermanente para

aquellas personas que no desean maquillarse muy a menudo. (26)

El siguiente objetivo fue ensayar formulaciones de los tipos gel y emulsion O/W que
permitan obtener un producto con caracteristicas de facil aplicacion, fijacion continua
en la piel, extensibilidad sin dejar grumos y tiempo de secado dptimo; se limitd a estas

formas cosméticas debido a que el compuesto es soluble en condiciones hidrofilicas.

Como Ultimo objetivo se propuso determinar las especificaciones de la mejor
formulacion que permitan la reproducibilidad del producto, cerciorar que los
pardmetros fisico quimicos conserven estable al Genipdsido y ajustarse con los

requisitos de calidad, para entregar al consumidor un cosmético novedoso Yy seguro.
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CAPITULO I

1 MARCO TEORICO

1.1 COSMETICOS

1.1.1 DEFINICION DE COSMETICOS

“Cosmeéticos, Productos de Higiene y Perfumes “son preparaciones constituidas por
sustancias naturales o sintéticas, de uso externo en las diversas partes del cuerpo
humano, piel, sistema capilar, ufias, labios, 6rganos genitales externos, dientes y
membranas mucosas de la cavidad oral, con el objetivo exclusivo o principal de
limpiarlas, perfumarlas, modificar su apariencia y/o corregir olores corporales y/o

protegerlas o mantenerlas en buen estado”. (11) (12)

1.1.2 CATEGORIAS DE LOS PRODUCTOS COSMETICOS

Segln el Real Decreto 1599/1997, de 17 de octubre, sobre productos cosméticos,
Normativa vigente en Espafia los productos cosméticos se distribuyen en las siguientes
categorias:
1. Cremas, emulsiones, lociones, geles y aceites para la piel.
2. Maéscaras de belleza (con exclusion de los productos de abrasion superficial de
la piel por via quimica).
3. Maquillaje (liquidos, pastas, polvos).
4. Polvos de maquillaje, polvos para utilizar después del bafio y para la higiene
corporal.
5. Jabon de tocador, jabon desodorante.

6. Perfumes, aguas de tocador, aguas de colonia.
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7. Productos para bafio y ducha (sales, espumas, aceites, geles).
8. Depilatorios.
9. Desodorantes y antitranspirantes.
10. Productos capilares:
Tintes y decolorantes.
e Productos para moldear, para desrizar y fijar.
e Productos que ayudan a mantener el peinado.
e Productos de limpieza (lociones, polvos, champus).
e Productos acondicionadores (lociones, lacas, brillantinas).
e Otros productos para el peinado.
11. Productos para el afeitado (jabones, espumas, lociones).
12. Productos para el maquillaje y desmaquillaje de la cara y los ojos.
13. Productos para los labios.
14. Productos para cuidado bucal y dental.
15. Productos para cuidado y maquillaje de las ufias.
16. Productos para cuidado intimo externo.
17. Productos solares.
18. Productos para bronceado sin sol.
19. Productos blanqueadores de la piel.
20. Productos antiarrugas. (41)

1.1.3 COSMETICA NATURAL

Ecocert, institucion no gubernamental con sede en Francia y delegaciones en varios
paises entre ellos, Espafia define cosmético natural y cosmético natural y ecoldgico

como sigue:

1.1.3.1 Cosmético natural

Es el que retne las siguientes condiciones: un minimo del 95% del total de los
ingredientes (incluyendo el agua) es natural o de origen natural. Como méaximo el 5%
restante pueden ser ingredientes de sintesis, que forman parte de una corta lista

restrictiva que incluye algunos conservantes y sustancias auxiliares. Como minimo el
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5% del total de los ingredientes procede de agricultura bioldgica, que representa como

minimo el 50% de los ingredientes vegetales.

1.1.3.2 Cosmético natural y ecolégico

Cuando cumple las siguientes exigencias: como minimo el 95% del total de los
ingredientes es natural o de origen natural. Como méximo el 5% restante pueden ser
ingredientes de sintesis que forman parte de la lista restrictiva. Un minimo del 10% del
total de los ingredientes procede de agricultura bioldgica, que representa como minimo

el 95% de los ingredientes vegetales.

Los conservantes permitidos son: &cido benzoico y sus sales; &cido propidnico y sus
sales; &cido salicilico y sus sales; acido 4 hidroxibenzoico, sus sales y sus esteres; acido

formico; 2 fenoxietanol; alcohol benzilico; y acido sorbico. (36) (39)

1.1.4 COSMETICOS DECORATIVOS

“Los productos cosméticos decorativos son aquellos cuya funcion es dar color o
modificar el color de la zona corporal en la que van a ser aplicados. Es por esta razon,
que este tipo de preparados estd formado por dos componentes esenciales, la parte
activa compuesta por pigmentos o colorantes y el vehiculo, también conocido como
excipiente. Los colorantes utilizados en este tipo de cosméticos deben presentar unas
caracteristicas comunes tales como figurar en las listas positivas de la legislacion
cosmética vigente, ser dermatolégicamente inocuos, cumplir los requisitos de pureza
quimica y presentar el tamafio de particula adecuado para su incorporacion. Los
vehiculos o excipientes utilizados en los productos cosméticos decorativos pueden

agruparse en polvos sueltos o compactos, suspensiones, pomada y emulsiones” (9).

1.1.5 COSMETICOS DECORATIVOS PARA LOS 0JOS

La decoracion de la zona ocular se practica desde la antigliedad, en Egipto se utilizaba
una mezcla de carbon, kohl y grasa animal para aplicarlo en parpados y pestafias con el

fin de acentuar la mirada y atraer la atencién hacia los ojos. Existen varios productos
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cosmeéticos para este fin, uno de ellos es el delineador de ojos, este cosmético se
presenta en forma liquida, gel y l&piz. En su version fluida, la composicion de estos
productos presenta muchas similitudes con la de los maquillajes fluidos, pero,
obviamente, difiere en los agentes colorantes (que son similares a los de los rimeles), asi
como en la incorporacion de sustancias filmogenas (normalmente polimeros sintéticos
cuya finalidad es la de formar una pelicula eléstica sobre la piel) y en la eliminacion de
los aceites de la parte grasa (para darle mayor fijacion y evitar que se corra). Respecto a
su version en lapiz de ojos extruido, suele tratase de productos tipo kohl incorporados en
minas fuertemente grasas, de consistencia adecuada, que los hacen aptos para conseguir
una distribucion fina y uniforme, asi como una buena permanencia del producto sobre
los parpados. (1) (10)

1.1.6  SUSTANCIAS UTILIZADAS EN COSMETICOS DECORATIVOS PARA
0JOS

1.1.6.1 Caolin

Se trata de un silicato de aluminio hidratado que se presenta en forma de polvo muy
fino de color blancogrisiceo, con un tacto untuoso. Presenta unas apropiadas
propiedades absorbentes, ademas de ser tolerado dermatolégicamente. Su utilizacién en
este tipo de preparados incrementa el poder absorbente y cubriente, y elimina el brillo

del talco al ser totalmente opaco. (9).

1.1.6.2 Polimerosy resinas

“Estos activos forman una pelicula uniforme en la piel, destacan los derivados de
celulosa (fundamentalmente, hidroxietilcelulosa); la goma de acacia (INCI: Acacia
senegal); el alcohol polivinilico y sus derivados, los polimeros cuaternarios como
Polyquaternium-10; los derivados del acido vinilacrilico, como alil estearato/VA
copolimero, y los derivados de vinilpirrolidona, como PVP/eicoseno copolimero. Estos
altimos también actian como dispersantes de los pigmentos de color y mejoran su
fijacion”. (28)



1.1.6.3 Ceras

Impermeabilizan y protegen, la adherencia y flexibilidad se consigue combinando ceras
duras y flexibles en la proporcion adecuada. Las ceras duras, que poseen mayor punto
de fusion, fijan a las ceras flexibles sobre la piel y pestafias de forma inmediata. Las
més empleadas son las de carnatba (INCI: Copernicia cerifera), de candelilla INCI:
Euphorbia cerifera) y la cera de arroz (INCI: Oryza sativa). Entre las ceras flexibles
empleadas con més frecuencia cabe citar la de jojoba (INCI: Simmondsia chinensis), la
de abejas (INCI: Cera alba) y la ozoquerita (INCI: ozokerite). Segun el porcentaje final
en que figuren cada una de ellas en las formulaciones pueden ser cremosas 0 mas
ligeras. (28)

1.1.6.4 Sustancias auxiliares

“Se incluyen conservantes, antioxidantes (p. ej., acetato de tocoferol), reguladores del

pH, etc. El pH final del producto es similar al de la lagrima”. (28)

1.1.6.5 Pigmentos

“Los pigmentos de color més empleados son los 6xidos de hierro (INCI: iron oxides).
Para conseguir un color més definido, los productos mas avanzados también incluyen
pigmentos perlados, que absorben la luz y reflejan el mismo tono que la mascara. En
consecuencia, la cantidad de luz reflejada es mayor que cuando s6lo existen pigmentos

de color, y las pestafas se perciben con un color mas nitido”. (28)

1.1.7 CONSIDERACIONES GENERALES PARA LA ELABORACION DE
COSMETICOS.

Es total responsabilidad del fabricante, del importador o del responsable de la
colocacion del producto en el mercado, garantizar su seguridad para los consumidores

en las condiciones normales o razonablemente previsibles de uso.

Considerandose que no existe ausencia total de riesgo, segun surge de la literatura

consultada, y en funcién de las dificultades para establecer conceptos relativos a una
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condicion razonablemente previsible de uso, el responsable de un producto cosmético
debe emplear recursos técnicos y cientificos suficientemente capaces de reducir posibles

dafios a los usuarios, es decir:

a) formular el producto con ingredientes referenciados, que sean lo méas seguros
posible.

b) dejar un margen de seguridad entre el nivel de riesgo y el nivel de uso del
producto.

c) informar al consumidor, de la forma mas clara posible, a fin de evitar un mal uso
del producto.

d) seguir las Buenas Précticas de Fabricacién y Control. (35)

1.1.7.1 Parametros que deben ser observados en la evaluacion de los ingredientes
para productos cosméticos

Los ingredientes de productos cosméticos pueden ser sustancias quimicas, extractos de

origen botanica o animal, o asociacion de ingredientes.

Esta consideracion lleva a pensar que los pardmetros a contemplar en la evaluacion de

la seguridad de uso de tales componentes dependen de su categoria.

1. Caracterizacion

Es necesaria tener a disposicion los siguientes datos, para todos los ingredientes:
* Nombre comercial;
* Caodificacion INCI, cuando la haya;
* NuUmero CAS o EINECS;
» Especificaciones fisico quimicas, microbioldgicas y de estabilidad;
» Método de identificacion;
* Restriccion de uso;

» Condiciones particulares de almacenaje y manejo.



2. Aplicacion cosmética:

» Concentracion de uso indicada por el proveedor;
* Restricciones reglamentares de uso;

e Otros usos.

3. Datos toxicologicos:

El producto cosmético debe ser seguro para el usuario en las condiciones normales o
razonablemente previsibles de uso. Esto significa que los ingredientes se deben
incorporar a la férmula del producto cosmético en un nivel de concentracion que

presente un margen de seguridad adecuado. (35)

1.1.7.2 Consideraciones generales sobre estabilidad.

El estudio de la estabilidad de productos cosméticos proporciona informaciones que
indican el grado de estabilidad relativa de un producto en las variadas condiciones, a las

que pueda estar sujeto desde su fabricacion hasta su expiracion.

Esta estabilidad es relativa, pues varia con el tiempo y en funciéon de factores que
aceleran o retardan alteraciones en los parametros del producto. Modificaciones dentro
de limites determinados pueden no configurar como motivo para reprobar el producto.

El estudio de la estabilidad de productos cosméticos contribuye para:

Orientar el desarrollo de la formulacién y del material de acondicionamiento,
adecuado;

e Proporcionar ayudas para el perfeccionamiento de las formulaciones;

e Estimar el plazo de validez y proporcionar informaciones para su confirmacion;
e Auxiliar en el monitoreo de la estabilidad organoléptica, fisico-quimica y
microbioldgica, produciendo informaciones sobre la confiabilidad y seguridad

de los productos.
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Antes de iniciar los Estudios de Estabilidad, se recomienda someter al producto a la
prueba de centrifugacion. Se sugiere centrifugar una muestra a 3.000 rpm durante 30
minutos. El producto debe permanecer estable y cualquier sefial de inestabilidad indica
la necesidad de reformulacion. Si es aprobado en esta prueba, el producto puede ser
sometido a las pruebas de estabilidad. (10)

1.2 DESCRIPCION DE LA ESPECIE
1.2.1 Genipa americana L.

“Genipa americana es un arbol de tamafio pequefio a mediano, de 8 a 20 m de altura,
sin embargo se encuentran especimenes de hasta 30 metros. El didmetro del tronco es
de 30 a 80 cm vy tiene una corteza gruesa y suave. Cuenta con una copa densa y las
ramas mas bajas crecen mas o menos en forma horizontal, con 10 a 35 hojas en los
extremos. En la mayor parte de la cuenca del Amazonas, los arboles florecen de mayo a
septiembre y dan frutos entre septiembre y abril. Los frutos tardan hasta un afio para
madurar. En la mayoria de los arboles, las abejas polinizan las flores. Su fruto es
grande, tipo baya, de 9 a 15 cm de largo, 7 a 9 cm de ancho, con un peso entre 200 y
400 g; tiene una capa delgada y correosa de 1 a 2 cm de espesor, y su pulpa es de color
amarillo-marron. La cavidad central contiene hasta 300 semillas, encerradas en las
membranas. Las semillas son duras, planas y de color marrén oscuro. Son de 10 a 12
mm de longitud y por lo general se cuentan 10.000 en un kg. La germinacion es alta,

pero lento el crecimiento inicial.” (43)

FOTOGRAFIA No. 1. FRUTOS DE Genipa americana L.

FUENTE: TENESACA, S. 2011
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TABLA No 1. DESCRIPCION DE Genipa americana L.

Familia Rubiaceae
Género Genipa
Especie Americana

Nombres comunes

Jagua, juito, huito y genipa (En Latinoamérica
y areas espariolas), genipap y genipa (inglés),

bois de fer (Francés) y genipapo (Portugués)

Partes utilizadas

Frutos, corteza, resinay flores

FUENTE: UNITED NATIONS CONFERENCE ON TRADE AND DEVELOPMENT 2005.

1.2.2 AREA DE DISTRIBUCION NATURAL Y DE NATURALIZACION

“El &rbol de jagua se origin6 probablemente en la Cuenca Amazonica y fue esparcido a

través de los Tropicos Americanos por

los seres humanos en tiempos pre-historicos.

Los limites originales de su distribucién se desconocen. Hoy en dia, los arboles de jagua

crecen naturalmente a lo largo de ambas costas en México un poco al norte del Istmo de

Tehuantepec y del istmo a través de la América Central y a través del norte de la

América del Sur hasta Paraguay y el norte de Argentina (Figura No. 1). Esta especie

también se puede encontrar en las Antillas Mayores (a excepcion de Jamaica) y en

muchas de las islas de las Antillas Menores”. (16)
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FIGURA No.1 LAS AREAS DE DISTRIBUCION NATURAL E INTRODUCIDAS APROXIMADAS DEL
ARBOL DE JAGUA, Genipa americana L.

FUENTE: FRANCIS K. 1993
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1.2.3 CULTIVOY COSECHA

El cultivo de Genipa americana L. puede realizarse con fines de aprovechamiento tanto
de sus frutos como de la madera, se recomienda afiadir cultivos temporales de algodon o
yuca entre los arboles jovenes para cuidarlos del sol. La cosecha de las frutas es factible
cerca de los 6 afios de edad del arbol, se puede recolectar entre 400 a 600 frutos por
cosecha y se lo realiza en bolsas de ventilacion. Para la extraccion de colorante se

macera la pulpa de la fruta en agua. (43)

1.2.4 USO COMUN Y TRADICIONAL DE LAS ESPECIES

Del &rbol de este especie se producen colorantes, jarabes, ingredientes farmacéuticos,
extractos curtientes y otros materiales. En zonas remotas de América Latina se utilizan
las flores para elaborar aceites aromaticos y como infusién medicinal, la madera se
utiliza en la ebanisteria, en la fabricacion de hormas para zapatos, mangos de
herramienta, articulos torneados, trabajo doblado, material para muebles, pisos, chapas
decorativas y paneles. La fruta se consume muy poco, pero se lo acepta mejor en jugos,
jaleas, confites y licores, ademés se le atribuye propiedades medicinales como
cicatrizante y para remover el pez parasitico Vandellia sp. que penetra en los orificios
humanos. También de la fruta se obtiene un colorante para tefiir telas y el cuerpo. (16)
(43)

1.2.5 COMPUESTOS DE Genipa americana L.

Resultados de investigaciones indican que los compuestos bioquimicos de Genipa

americana son:

v' Lipidos: &cidos grasos y fitoesteroides como o ergosta- 4, 6,22-trieno, 4,4-dimetil-
colesta-6,22,24-trieno, B-sitosterol, tremulona, campesterol y estigmasterol.

v Compuestos fendlicos: 6,7-dimetoxi-cumarina, taninos.

v lIridoides: Genipdsido, Acido genipico, Acido genipinico, tarenosideo,
gardenosideo,  gardendiol,  shanzhisideo,  éster  acetilico de  &cido

desacetilasperulosidico, genopocidic, entre otros.
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v Monoterpenoides: genipacetal, genipaol

v' Compuestos volatiles: 2,4-octadieno, Estireno, Heptadienal, 2,3-dimetil-2-
ciclopenteno-1-ona, Acido hexandico, Nonanol, Octanoato de metilo,
Metilbenzaldeido, Acido octanoico, Acido 2-metil-butandico.

v" Alcaloides: cafeina.

<

Acidos y alcoholes organicos: manitol, acido tartérico.

v" Otros: hidantoina.

(31) (43)
TABLA No 2. ANALISIS ALIMENTARIO DE Genipa americana L.
Analisis alimentario por cada 100 g de pulpa comestible

Calorias 113
Humedad 67.6 9
Proteinas 529
Lipidos 039
Glicerina 25.7¢
Fibra 94¢
Cenizas 129
Calcio 40.0 mg
Fosforo 58.0 mg
Hierro 3.6 mg
Vitamina B 0.04 mg
Vitamina B2 0.04 mg
Niacina 0.50 mg
Acido ascorbico 33.0mg

Aminoacidos ( por g de Nitrogeno [N 6.25]
Lisina 316 mg
Metionina 178 mg
Treonina 219 mg

Triptéfano 57 mg

FUENTE: UNCTAD, 2005
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1.3 DESCRIPCION DE GENIPOSIDO Y GENIPINA
1.3.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE GENIPOSIDO Y GENIPINA

El Geniposido es un iridoide glicosilado que mediante hidrélisis con p-glucosidasa se
descompone en Genipina y D-glucosa. La estructura de la Genipina fue descubierto en
1960 por Djerassi y sus colaboradores a partir de la fruta madura de Genipa americana
L. esta sustancia es responsable de la coloracion azul violeta que se observa al
reaccionar espontdneamente con aminoacidos, en general con aminas primarias. Existen
amplios estudios sobre las propiedades antiangiogénico, antiinflamatoria y antioxidante
de este iridoide, ademas se lo considera un potente reticulante no toxico de proteinas,
cuya aplicacion inmediata es la elaboracion de un biopolimero para sistemas de
liberacion controlada de farmacos. El LDsy i.v., i. p., y p.0. del Genipésido en ratones es
de 3g/Kg, mientras que el LDso de la genipina en ratones es de 190 mg/Kg i. p. y 237
mg/Kg p.o. La Genipina constituye el 4-6% en peso de fruto seco, presenta absorbancia
méaxima en el espectro ultravioleta a una longitud de onda de 240 nm al igual que el
Geniposido. (13) (14) (15) (27) (32)

TABLA No 3. INFORMACION SOBRE GENIPOSIDO

GENIPOSIDO

Wrip
L
[ 4

Nombre UIPAC Methyl 7-(hydroxymethyl)-1-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-
ylloxy-1,4a,5,7a-tetrahydrocyclopenta[c]pyran-4-carboxylate

InChl: INChI=1S/C17H24010/c1-24-15(23)9-6-25-16(11-7(4-18)2-3-8(9)11)27-
17-14(22)13(21)12(20)10(5-19)26-17/h2,6,8,10-14,16-22H,3-5H2,1H3

Peso Molecular  388.36646 [g/mol]

Formula C17H24010

Molecular

FUENTE: NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION 2011
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TABLA No 4. INFORMACION SOBRE GENIPINA

GENIPINA

OH OH
H

o)
2
H
0~ "OCHj;

Nombre IUPAC

(1R,2R,6S)-2-Hidroxi-9-(hidroximetil)-3-oxabiciclo[4.3.0]nona-4,8-
dieno-5-carboxilato de metilo

Otros nombres

Ester metilico de 4&cido 1,4a-alfa,5,7a-alfa-tetrahidro-1-hidroxi-7-
(hidroximetil)- ciclopenta(c) pirano-4-carboxilico

Identificadores

Numero CAS 6902-77-8
PubChem 442424
InChl INChl=1/C11H1405/c1-15-10(13)8-5-16-11(14)9-6(4-12)2-3-

7(8)9/h2,5,7,9,11-12,14H,3-4H2,1H3/t7-,9-,11-/m1/s1

Propiedades

Férmula molecular

C11H1405

Masa molar 226.226 g/mol
Apariencia Cristales incoloros
Punto de fusion 120-121 °C
Solubilidad en agua  Soluble

Solubilidades

Soluble en metanol, etanol y éter dietilico.

Toxicidad

Baja toxicidad, (En raton) LD50 i.p.153mg/kg y LD50 p.o. 237mg/kg.

Longitud de onda de
absorcion

La genipina absorbe en el ultravioleta a una longitud de onda de
240nm.

FUENTE: WIKIPEDIA 2011; UENG, T. et al. 1997; DJERASSI et al., 1960
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1.3.2 ESTABILIDAD ACUOSA DE LA GENIPINA

La degradacion de la genipina en solucion acuosa consiste con un mecanismo de
reaccion de primer orden, con un primer paso reversible; en esta reaccion la genipina se
convierte en un intermediario hipotético, el cual puede reformarla, o ser degradado a un

segundo producto de manera irreversible.

El pH de la solucién influye drasticamente en la degradacion de la genipina, es rapida
bajo condiciones tanto alcalinas como &cidas, mientras que a pH 4-7 la molécula se
mantiene inmutable por més tiempo. La degradacion procede muy probablemente a
través de la apertura del anillo reversible dihidropirano por agua seguida por la

polimerizacion irreversible del intermedio (Figura No 2). (22)

COOCH3 COOCH;, COOCH;
X +H20 CHO -H0 CHO
-H,0 +H,0
CHaoH T cHon IO o8 cHon CHO

FIGURA No. 2 REACCIONES REVERSIBLE Y DE APERTURA DE ANILLO PROPUESTAS PARA LA
GENIPINA EN SOLUCION ACUOSA.

FUENTE: SLUSAREWICZ, P. et al. 2010

1.3.3 MECANISMO DE REACCION DE LA GENIPINA CON UN GRUPO
AMINO PRIMARIO

El grupo Touyama propuso un mecanismo para la reaccion de genipina con metilamina.
Su grupo prevé que la reaccion se produjo a través de un ataque nucleofilico de la amina
primaria en el carbono 3 de la genipina. Esta reaccion se muestra en la figura No. 3 Por
otro lado la reaccion de genipina con las proteinas de la piel como el colageno se ilustra
en la figura No. 4. (25) (26)
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FIGURA No. 3 EL GRUPO TOUYAMA PROPONE UN MECANISMO DE REACCION DE LA GENIPINA
CON METILAMINA.

FUENTE: TOUYAMA, R. et al. 1994

Colla%en

Intramolecular Crosslink Intermolecular Crosslink

FIGURA No. 4 MECANISMO DE RETICULACION INTERMOLECULAR E INTRAMOLECULAR DE LA
GENIPINA CON EL COLAGENO.

FUENTE: SUNG et al. 2003

1.3.4 FORMACION DEL PIGMENTO AZUL POR REACCION DE GENIPINA
CON UN GRUPO AMINO PRIMARIO

La formacion del pigmento azul por reaccion de genipina con un grupo amino primario
es optimo a pH 7, el estudio de la absorbancia de una mezcla de genipina y

aminoacidos en el espectro ultravioleta-visible demuestra que la A5, a 240 nm
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perteneciente a la genipina desaparece, mientras que aparece una nueva A,,s, @ 290 nm
que corresponde a un intermediario, y finalmente se establece una A,,s, entre 570-600
nm generado por el polimero pigmento azul formado. Este pigmento es més estable en
solucion alcalina (pH 9) que en solucion neutra (pH 7) o &cida (pH 5) y se mantiene

estable después de permanecer 10 horas a temperaturas de entre 60-90 °C (18)
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CAPITULO II

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se desarroll6 en los laboratorios de Anélisis instrumental y
Productos Naturales de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.2 FACTORES DE ESTUDIO

Se consideraron como factores en estudio:

1. Laeficiencia en extraccion del Geniposido bajo condiciones especificas
2. Aplicacion del extracto en un producto cosmético

3. Ladeterminacion de las especificaciones del producto cosmético

2.3 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.3.1 MATERIAL DE LABORATORIO

e Vasos de precipitacion
e Embudo de separacion
e Varillas

e Balones esmerilados

e Cuba cromatogréfica

e Pipetas aforadas
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Pipetas volumétricas
Columnas cromatograficas
Reverbero

Espétulas

Pinzas

Tubos de ensayo

Gradillas

EQUIPOS

Camara de Luz ultravioleta

Evaporador rotatorio marca Heidolph
Bomba generadora de vacio
Espectrofotdmetro marca Hekios f.

Bafo de ultrasonidos marca Branson 2510
Equipo HPLC marca LC-10Ai Shimadzu

Balanza analitica marca Boeco Germany

REACTIVOS

Metanol
Cloroformo
Acido acético
Acido clorhidrico
Etanol

Alcohol butilico
Acetonitrilo

Agua bidestilada

MATERIAL PARA CROMATOGRAFIA

Placas cromatograficas de silicagel 60F 54

Silicagel para cromatografia en columna
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2.3.5 MATERIA PRIMA (NOMBRE INCI)

e Frutos verdes de Genipa americana L
e Copernicia Cerifera Cera
e Cera Alba

e Stearic Acid

e Cetyl Alcohol

e Lanolin

e Steareth-2

e Carbomer

e Triethanolamine

e Steareth-20

e Kaolin

e Propylene glycol

e Propylparaben

e Methylparaben

2.4 METODOS DE ANALISIS

2.4.1 AISLAMIENTO DE GENIPOSIDO.

El aislamiento de Genipdsido de los frutos verdes de Genipa americana L. se baso en
el método descrito por Endo y Taguchi, asi como en el método empleado por
L'Empereur y Stermitz para el analisis de iridoides. A continuacion se detalla el

procedimiento:

1. Serall6 349,5 g de frutos verdes de Genipa americana L.

2. Se separé las grasas y compuestos lipofilicos del material vegetal por

maceracion con 700 ml de cloroformo durante 3 horas.
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Posteriormente se extrajo mediante maceracion los iridoides glicosilados y otros
compuestos polares con 1000 ml de metanol durante 3 horas, este extracto se

evaporo a 60 °C bajo presion reducida.

Para separar los iridoides glicosilados de los azucares obtenidos de la extraccion
metandlica se aplicé dos métodos: separacion mediante una cromatografia flash
de carbon activado, en el cual se eluyd primero etanol 10% para separar los
azlcares y luego metanol para recuperar la fraccion glicosidica. Y extraccion n-
butanol-agua, en el cual el residuo seco (19.9 g) se disolvié en 300 ml de agua y
se extrajo con 3 fracciones de 100 ml de n- butanol con la finalidad de separar
los azucares, las fracciones se recolectaron y la mezcla se evapor6 a 60 °C hasta
sequedad. Se eligié la muestra obtenida mediante extraccion butanol-agua para

continuar con el aislamiento del Genipdsido.

A continuacion se empacd una columna cromatogréfica flash con 25 g de
silicagel para separar los iridoides glicosilados, el peso del residuo butandlico
fue 3.3425 g, se utilizé como sistema de solventes CH3zOH - CHCI; (3:7, v/v),

el cual se recolect6 en fracciones de 10ml.

Para aislar el Genipoésido se utilizé una columna cromatogréfica de silicagel, el
sistema de solventes fue CH3;OH - CHCI3 - CH3;COOH (3:7:1, v/V) y se recolectd

en fracciones de 1 ml

Finalmente se selecciono la fraccion 4, la cual se concentrd y cristaliz6 mediante
la adicibn de 3 ml de acetona para dar 53 mg de Genipdsido.
(6)(15)(17)(23)(29)

ANALISIS DE LOS CRISTALES DE GENIPOSIDO MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION (HPLC).

Para el andlisis de los cristales de Genipdsido mediante cromatografia de alta resolucion

se basd en el método empleado por Barbosa con una modificacion menor. Los cristales

(3.5 mg) se disolvieron en una mezcla de metanol-agua (1:1, v/v) hasta volumen de 25

ml.
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Para el analisis se utilizé un cromatégrafo LC-10Ai Shimadzu, equipado con detector de
absorbancia (UV- Vis) SPD-10AVi Shimadzu, sistema inyector programado y columna
Rexchrom C18. La fase movil fue acetonitrilo-agua acidificada (Acido acético, pH 3;
15:85), y la deteccion se centrd en la visualizacion de un pico a A,,5, = 240 nm que

corresponde al Geniposido. (31)

24.3 DETERMINACION DE LA EFICIENCIA EN EXTRACCION DE
GENIPOSIDO BAJO CONDICIONES ESPECIFICAS.

2.4.3.1 Curva de calibracién de Genipdsido

La curva de calibracion para el Genipdsido se realiz6 por el método de calibracion de un
estandar externo, para ello los cristales aislados de Genipdsido se disolvieron a 25 ml

con una solucion de metanol-agua (1:1, v/v).

Luego se realizaron diluciones para obtener soluciones con concentraciones de 9.80,
19.60, 29.40, 40.60, 50.40 y 60.20 ppm y finalmente se midi6 la absorbancia de cada

muestra a 240 nm en un espectrofotometro Heios B. (5)

2.4.3.2 Condiciones de la determinacion de eficiencia en extraccion de Geniposido

a) Variables de estudio

1. Relacién soélido-solvente: 1: 2, 1:10, 1: 30.

2. Temperatura de extraccion: 20 °C y 40 °C (Se exceptuaron temperaturas
mayores debido a que el extracto se torna color azul con el incremento de la

temperatura.

3. Solventes: Solucidn hidroalcohdlica 50%, etanol 95%, solucién hidroalcohdlica
50% pH 4, etanol 95 % pH 4. (34) (31)
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b) Procedimiento

1. Se trituraron los frutos verdes de Genipa americana L para distribuirlos en
muestras de aproximadamente 5 gramos, y se adicionaron los diferentes

solventes de extraccion en las proporciones establecidas.

2. Las muestras se pusieron en el bafio ultrasénico por treinta minutos, y se reguld

la temperatura del bafio mediante adicion de hielo.

3. Se filtraron las muestras, luego se concentraron a presion reducida en un

evaporador rotatorio a 60 °C.

4. Las muestras concentradas se pesaron y diluyeron a volimenes especificos con

una solucion metanol-agua (1:1, v/v).

5. Finalmente se midio la absorbancia de cada muestra a 240 nm para cuantificar
la concentracion de Genipdsido, se ajustaron los resultados al rango de

absorbancia de la curva de calibracion. (19)
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CUADRO No 1. DISENO EXPERIMENTAL DE LA DETERMINACION DE LA EFICIENCIA EN
EXTRACCION DE GENIPOSIDO. DISENO FACTORIAL 3X2X4

Variables

Relacidn sélido- Temperatura de extraccion
solvente (p/v) (°C)

Solventes % Etanol

50

95
20

50 pH 4

95, pH 4
1:2 P

50

95
40

50 pH 4

95,pH 4

50

95
20

50 pH 4

Niveles

95, pH4
1:10 P

50

95
40

50 pH 4

95, pH 4

50

95
20

50 pH 4

95, pH4
1: 30 P

50

95
40

50 pH 4

95, pH 4
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c) Tratamiento estadistico de los datos

Para el tratamiento estadistico de los datos se utiliz6 el programa G-Stat 2.0, en el cual
se realizo el andlisis de la Varianza (ANOVA) multifactorial que es un método para
comparar dos 0 mas medias y el andlisis de las comparaciones multiples mediante el

método I. C. LSD para diferenciar las medias poblacionales. (3)

2.4.4 FORMULACION DE UN DELINEADOR SEMIPERMANENTE A BASE DE
EXTRACTO DE FRUTOS VERDES DE Genipa americana L.

Para la elaboracion de un delineador semipermanente se partié de la eleccion del tipo
de forma farmacéutica adecuada a la solubilidad del colorante y a las propiedades y
caracteristicas del producto cosmético deseado; por lo tanto se optd por un gel y una

emulsién O/W.

2.4.41 Formulacién para elaborar un delineador semipermanente en gel

TABLA No 5. COMPOSICION DE PARTIDA DE UN DELINEADOR SEMIPERMANENTE EN
FORMA DE GEL.

Funcidn Materia prima Porcentaje Para 25 g
Vehiculo Carbomer 0,50 0,125
Trietanolamina 0,10 0,025
Agua 49,04 12,260
Colorante G. americana 40,00 10,000
Sistema conservante Metilparabeno 0,18 0,045
Propilparabeno 0,18 0,045
Propilenglicol 10 2,500
pH formulacion 7

Procedimiento. Se calent6 el agua a 85° C, luego se afiadi6 el Carbomer con
agitacion, cuando el gel estuvo formado se afiadi6 la trietanolamina y el colorante. Se

enfrio lamezclaa 45y finalmente se afiadid el sistema conservante.
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2.4.4.2 Formulacion para elaborar un delineador semipermanente tipo emulsion
o/w

Para determinar la concentracion de los emulsionantes en la formulacion se sigui6 el

método de Griffin en el que el porcentaje de emulsionantes depende de la composicion

de la fase oleosa, para cada componente graso y para los emulsionantes se ha

determinado el balance hidréfilo-lipofilo (HLB), el cual es la relacion (o equilibrio)

entre la porcion hidrofila del tensioactivo no idnico a la porcion lipdfila de la

formulacion. (4)

Se calculd el HLB requerido segun Griffin para la fase oleosa de una emulsién O/W.

TABLA No. 6 HLB DE LOS COMPONENTES DE LA FASE LIPOFILA DE LA EMULSION O/W

Componente HLB % En la % En la fase
formulacion oleosa
Copernicia Cerifera Cera 12 0,6 6,3
Cera Alba 12 2,8 29,2
Stearic Acid 15 2,8 29,2
Cetyl Alcohol 15 1,7 17,7
Lanolin 12 1,7 17,7

Y. HLB de cada componente * % en la fase oleosa

HLB req = 100

12%63+292%12+292% 15+ 17715+ 17.7 x 12
HLB req = 100 =134

El porcentaje de emulsionantes en la formulacion se ajustd al 10% del peso de la fase
oleosa. Se utilizé un par contrastado de emulsionantes, uno lipéfilo Steareth-2 (HLB:
4.9) y uno hidréfilo Steareth-2 (HLB: 15.3) y se mezcld en una proporcion adecuada

para dar el valor de HLB requerido de la fase oleosa, segun la férmula:

HLB = XA+ (1 - X)B



Donde

De esta forma, se calcul6 la proporcidn de los emulsionantes a utilizar.

Finalmente, la cantidad de emulsionantes a manejar en la formula fue:
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x es la proporcién de tensioactivos

Ay B son los valores de HLB de los tensioactivos empleados.

134=X(153)+(1-X)*49

104x =85
x =082

0.82*1=0.82 para steareth-20 y

0.18*1 =0.18 para steareth-2

TABLA No 7. COMPOSICION DE PARTIDA DE UN DELINEADOR SEMIPERMANENTE TIPO

EMULSION O/W

Fase Materia prima (Denominacion INCI) Peso 25¢g Porcentaje %
Copernicia Cerifera Cera 0,150 0,6
Cera Alba 0,700 2,8
Stearic Acid 0,700 2,8
A Cetyl Alcohol 0,425 1,7
Lanolin 0,425 1,7
Steareth-2 0,046 0,18
Steareth-20 0,204 0,8
Aqua 11,525 46,1
Carbomer 0,150 0,6
B Triethanolamine 0,025 0,1
Kaolin 0,100 0,4
Propylene glycol 1,250 5
C Propylparaben 0,025 0,1
Methylparaben 0,025 0,1
D Extracto de Genipa americana 9,250 37
Total 25 100,0
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Procedimiento.

1. Se calentd el agua a 80 °C, luego se afiadio el caolin y el carbomer mientras se

agitaba, cuando el gel estuvo formado se afiadio la trietanolamina.

2. Se calentd la fase A a 80°C, luego se lo incorporo a la fase anterior mientras se

agitaba hasta lograr una emulsion homogénea.

3. Se calento el extracto de Genipa americana y se lo afiadi6 a la emulsion.

4. Se disolvio los conservantes en el propilenglicol y se lo afadi6 a la mezcla

anterior cuando ésta se enfrié a 45 °C.

245 DETERMINACION DE LAS ESPECIFICACIONES DE LA FORMULACION
PARA LA ELABORACION DE UN DELINEADOR SEMIPERMANENTE
DE FRUTOS VERDES DE Genipa americana L.

Para la determinacion de las especificaciones de la formulacién de un delineador
semipermanente de frutos verdes de Genipa americana L. se utiliz6 métodos descritos
en la USP 30, Guia para la Evaluacion de la Seguridad de Productos Cosmeéticos, Guia
de Estabilidad de Productos Cosméticos y Guia de Control de Calidad de productos
Cosméticos de la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria de Brasil. (8)(11)(12)(35)

2.4.5.1 Ensayos organolépticos

1. Aspecto

Se observo visualmente las caracteristicas de la muestra. Para la descripcion del aspecto
se consideraron términos como: Fluido, viscoso, volatil, homogéneo, heterogéneo,

transparente, opaco, lechoso, etc.

En lo que respecta a las formas farmacéuticas tipo emulsion, son de principal
preocupacion la homogeneidad y la ausencia de proliferacion y contaminacion

microbiana excesivas. Por lo que se consider6 como signos de inestabilidad, la
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separacion de la emulsion; o los cambios organolépticos ya que la proliferacion

microbiana puede estar acompafiada de decoloracion, turbidez o formacion de gases.

2. Color

Se observo el color de la muestra utilizando fuente de luz natural.

3. Olor

Se percibi6 el olor de la muestra, directamente a través del olfato.

2.4.5.2 Ensayos fisicoquimicos
1. pH (Determinacion potenciométrica)

Antes del uso, se debe verifico la limpieza y la sensibilidad del electrodo utilizando
soluciones tampén de referencia (pH 4 y 7). Se prepard una solucién acuosa al 10% del

producto y se midi6 el pH con un electrodo de vidrio.

2. Densidad

Se determiné la densidad como un pardmetro que puede indicar la incorporacion de aire

o la pérdida de ingredientes voldtiles al producto.

Se utiliz6 un picnémetro de vidrio de 10mL y se procedi6 de la siguiente manera:

a) Se peso el picndmetro vacio (M)

b) Se lo llend completamente con agua purificada, evitando introducir burbujas,
c) Se sect cuidadosamente el picndmetro, y se pesd nuevamente (M;)

d) Se llené el picnémetro completamente con la muestra

e) Se seco cuidadosamente, y se peso una vez mas (M)
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Para el calculo se utilizo la siguiente formula:

M, — My

d=—>—"2
M; — M,

Donde:

d = densidad
My = masa del picnébmetro vacio, en gramos
M3 = masa del picndmetro con agua purificada, en gramos

M, = masa do picndmetro con la muestra, en gramos

3. Viscosidad

La viscosidad se determind en un viscosimetro Brookfield digital que se basa en la
resistencia que ofrece la sustancia al movimiento de la parte rotatoria del equipo y se

procedi6 de la siguiente manera:

a) Se agreg6 aproximadamente 5 g de la muestra en un vaso de precipitacion

b) Se adapto el ursillo L3 al equipo porque su diametro reducido es apto para la
medicion de muestras muy viscosas.

c) Se programd el equipo a velocidad de 100 rpm y se anotd la lectura de la

viscosidad

2.4.5.3 Ensayos microbiolégicos

Los ensayos microbioldgicos se realizaron con la finalidad de conservar las

caracteristicas microbioldgicas conforme a los requisitos especificados. (30)(38)
1. Determinacion del numero de Microorganismos Aerobios Meso6filos UFC/g

Este estudio se realiz6 por el Método descrito por el Bacteriological Analytical Manual

y se procedi6 de la siguiente forma:



b)

d)

b)
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Se prepararon y etiquetaron por duplicado un conjunto de placas petri que contenian
agar modificado letheen (MLA) para muestras diluidas desde un factor 10" a un
factor 10°°.

Se tomd 1 gramo del cosmético y se afiadié a un tubo de ensayo que contenia 1 ml
de una solucion estéril de Tween 80 y perlas de vidrio, esta mezcla se agité en un
Vortex, luego la mezcla se ajusté a volumen de 10 ml con caldo estéril letheen

modificado (MLBY), de esta forma se elabor6 la dilucién 10™.

Para obtener la dilucién 10  se tom6 1 ml de la dilucién 10™ y se afiadi6 a un tubo
de ensayo con 9 ml con MLB, y las siguientes diluciones se elaboraron

consecutivamente usando la Gltima dilucion.

Luego se inoculd 0.1 ml de cada dilucion en la superficie de las cajas petri

preparadas y se disperso la muestra con una espéatula Drigalski estéril.

Se dejaron absorber las muestras por el medio de cultivo, luego se invirtieron las

placas y se incubaron a 30 = 2 °C por 48 horas

Finalmente se contaron las colonias formadas en el medio de cultivo. (40)
Determinacion de Levaduras y Hongos UFC/g

Se prepararon y etiquetaron por duplicado un conjunto de placas petri que contenian

agar extracto de Malta (MEA) y 40 ppm de clortetraciclina, para muestras diluidas

desde un factor 10 a un factor 10°®

Las diluciones del producto cosmético se prepararon de la forma descrita

anteriormente

Luego se inoculd 0.1 ml de cada dilucion en la superficie de las cajas petri

preparadas y se disperso la muestra con una espéatula Drigalski estéril.
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d) Se dejaron absorber las muestras por el medio de cultivo, luego se invirtieron las

placas, se incubaron a 30 £ 2 °C y se observaron a diario por 7 dias.

e) Finalmente se contaron las levaduras u hongos formados en el medio de cultivo.
(40)

24.6

EVALUACION DE LA ESTABILIDAD FORZADA DEL GENIPOSIDO

El objetivo de este estudio es conocer las posibles rutas de degradacion del Genipdsido

por lo que se ensaya la degradacion artificial mediante hidrolisis &cida, hidrdlisis

alcalina, degradacion oxidativa y efecto de la luz. Ademas este estudio nos advierte

sobre los riesgos en la estabilidad quimica. (33)

Para ello se procedi6 de la siguiente manera:

a)

b)

d)

Se tomd una alicuota de 5 ml de extracto hidroalcohdlico de Genipa americana
L y se aford a 25 ml con agua destilada, para la medicion de la absorbancia en el
espectro ultravioleta- visible se tom6 0.2 ml de esta solucion y se aford a 10ml,
de esta forma se cuantific la concentracion inicial antes de someter a las
condiciones degradativas de estudio.

Se elaboraron soluciones del extracto para el estudio de hidrolisis alcalina
mediante la adicién de NaOH 20%, hidrélisis acida mediante la adicién de HCI
20%, degradacion oxidativa mediante la adicion de perdxido de hidrogeno al
30% y efecto de la luz.

Para cada solucion se adicion6 5 ml de extracto y se afor6 a 25 ml con la
solucién degradativa, las muestras se colocaron en una estufa a 50+2 °C, excepto
la muestra sometida al efecto de la luz, la cual se mantuvo a la luz natural
durante el dia y bajo luz de ne6n en la noche.

Se midié la absorbancia a 240 nm de cada solucion a tiempo 0, 1, 3, y 4 dias,
para ello se prepard la muestra con una alicuota de 0.2 ml de la solucién de

estudio y se afor6 a 10 ml con agua.
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CAPITULO Il

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO DE GENIPOSIDO.

Se aisl6 3.5 mg de Genipdsido de acuerdo como se explica en el capitulo Il, la

obtencion del compuesto se logré en 4 etapas que se describen a continuacion.

3.1.1 COMPUESTOS EXTRAIDOS CON METANOL.

En el extracto metanolico se apreciaron 7 compuestos del tipo iridoide glicosilado, la
deteccion se realizd por cromatografia en capa delgada con un sistema de solventes
compuesto por cloroformo-metanol-agua (60:40:4, v/v) con revelador de vainillina
sulfarica. Se numer6 las manchas en la Fotografia No. 2, de forma arbitraria en orden

ascendente de abajo hacia arriba.

Para este sistema de solventes no se tuvo un valor Rf de referencia que corresponda al
Geniposido, sin embargo se supuso que el compuesto No 6 era el Geniposido ya que la
intensidad de la mancha sobrepasa a las otras, esta decision se apoy6 en lo mencionado
en bibliografia (13), que menciona que este iridoide glicosilado es el que predomina en

los frutos verdes de Genipa americana L, y también porque su color es violeta azulado.

Se calculd los valores Rf de las manchas mediante la férmula:

Xn
Rf =2
I=%

N

Donde X,= Distancia recorrida por cada compuesto identificado.

Xs= Distancia recorrida por el sistema de solventes.
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Entonces, para el sistema de solventes descrito, el Rf de Geniposido es 0.85. (Cuadro
No. 2)

FOTOGRAFIA No 2. CROMATOGRAFIA DEL EXTRACTO METANOLICO DE Genipa americanalL,
SISTEMA DE SOLVENTES: CHCI; - CH30OH- H»0 (60:40:4, v/v), REVELADOR
VAINILLINA SULFURICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
DICIEMBRE DE 2011

CUADRO No 2. DESCRIPCION DEL VALOR RF DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN EL
EXTRACTO METANOLICO DE FRUTOS VERDES DE Genipa americana L.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE DE 2011

Compuestos Distancia (cm) Rf Descripcion
Sistema de 7,8
solventes
1 2,2 0,28
2 2,8 0,36
3 3,8 0,49
4 5 0,64
5 59 0,76
6 6,6 0,85  Geniposido
7 7,4 0,95
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3.1.2 SEPARACION DE COMPUESTOS GLICOSILADOS

Esta fase se estudio por dos métodos, el que corresponde a una cromatografia flash de

carbon activado y el que utiliza extraccion butanol-agua.

Para la cromatografia flash en carbon activado primero se eluyé Etanol 10% para
separar los azucares y luego metanol para recuperar la fraccion glicosidica. Se parti6 de
una muestra de 3.1050 g y se recuperé 1.032 g que corresponde a los iridoides
glicosilados.

El seguimiento de la separacion se realiz6 mediante cromatografia en capa fina con un
sistema de solventes compuesto por cloroformo-metanol-agua (60:40:4, v/v) con
revelador de vainillina sulfrica. Se identificaron 4 compuestos de los cuales uno es el

Geniposido y observa como la mancha mas intensa en la fotografia No 3

FOTOGRAFIA No 3. SEPARACION DE LA FRACCION GLICOSIDICA MEDIANTE CROMATOGRAFIA
FLASH DE CARBON ACTIVADO. a. AZUCARES ELUIDOS CON ETANOL 10%,
b. AZUCARES ELUIDOS EN LA TRANSICION DE ETANOL 10% A METANOL.
¢. COMPUESTOS GLICOSIDICOS ELUIDOS CON METANOL. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE DE 2011

Este método present6 las siguientes ventajas: tiempo de elucion moderado y una buena

separacion, las desventajas fueron la cantidad pequefia de muestra con la que se puede
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trabajar y por ende la cantidad pequefia de muestra que se recupera y la falta de un

equipo més grande para efectuar la cromatografia flash.

Para la extraccion de los iridoides glicosilados en una mezcla n-butanol-agua se siguio
la separacion mediante cromatografia en capa fina con un sistema de solventes n-
butanol-acido acético-agua (4:1:5, v/v), y revelador de vainillina sulfurica. Se
identificaron 7 compuestos en el extracto metandlico de partida y en la fraccion acuosa;
en la fraccion butandlica se identificaron 4 compuestos; se enumeraron las manchas en

la placa cromatogréfica de forma arbitraria en orden ascendente de abajo hacia arriba.

En este sistema de solventes se tuvo como referencia un valor Rf de 0,60 para el
Geniposido; se encontraron cantidades apreciables de este iridoide glicosilado, con un
valor Rf de 0.59, en la fraccion metandlica, acuosa y butanolica (Compuesto No. 3 en

el cuadro No 3 y fotografia No 4).

Este sistema de solventes no logra una buena resolucion de las manchas como el que se

obtiene con el sistema de solventes metanol-cloroformo-agua.

En la extraccion n-butanol-agua, el Genipo6sido estd presente tanto la fraccion
butandlica como en la fraccion acuosa, esto sugiere que se debe hacer una extraccion
exhaustiva con butanol hasta que la mayor parte del Genipésido haya pasado a la fase
butandlica. Se trabaj6 con 19.9 g de muestra y se recuper6 10.1 g.

CUADRO No 3. DESCRIPCION DEL VALOR RF DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN EL

EXTRACTO BUTANOLICO DE FRUTOS VERDES DE Genipa americana L.
FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE DE 2011

Compuestos Distancia Rf extracto  Rf fraccion  Rf Descripcion
(cm) metandlico  acuosa fraccion
acuosa
Sistema de 7,3
solventes
1 2,8 0,38 0,38 0,38
2 3,7 0,51 0,51 0,51
3 4,3 0,59 0,59 0,59 Genipdsido
4 5,0 0,68 0,68 -
5 55 0,75 0,75 -
6 6,0 0,82 0,82 0,82
7 6,3 0,86 0,86 -
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FOTOGRAFIA No 4. CROMATOGRAFIA DEL EXTRACTO BUTANOLICO DE Genipa americanall,
SISTEMA DE SOLVENTES: BUOH — CH3sCOOH- H,0 (4:1:5, V/V), REVELADOR
VAINILLINA SULFURICA. a. EXTRACTO METANOLICO INICIAL, b. EXTRACTO
BUTANOLICO, c. EXTRACTO ACUOSO. FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH.
RIOBAMBA. DICIEMBRE DE 2011

Las ventajas de este método son que se puede trabajar con una cantidad grande de
muestra y por tanto se puede recuperar mas, esto es posible sin utilizar grandes
cantidades de solventes, ademas de que el tiempo de extraccion es corto a diferencia de

las condiciones requeridas en la cromatografia flash en carbon activado.

3.1.3 COMPUESTOS EXTRAIDOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA FLASH
DE SILICAGEL

El extracto butandlico (3.34g) que se obtuvo en la fase anterior se acondicion6 para

eluirlo en una columna flash de silicagel; se utiliz6 un sistema de solventes cloroformo-

metanol (3:7, v/v), el cual se recolectd en fracciones de 10 ml; en total se obtuvieron 14

fracciones.

De las 14 fracciones se escogi6 la fracciobn 6 para continuar el aislamiento de
Geniposido, porque se observaron solamente dos compuestos; el Geniposido presentd

un valor Rf de 0,89. Las demas fracciones se descartaron tanto porque no contenian el



-37-

iridoide buscado como porque contenian mas de 2 compuestos. (Fotografia No 5 y
Cuadro No 4)

No se recuper6 el Genipdsido al 100%, ya que las fracciones restantes también lo
contenian. Para mejorar el porcentaje de Genipdsido obtenido es necesario recurrir a
una elucion a gradiente, de esta forma se eliminarian los compuestos interferentes. La

cantidad de muestra de la fraccion 6 fue de 0.1172 g

FOTOGRAFIA No 5. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LAS FRACCIONES 4,5Y 6 DE LA
EXTRACCION EN COLUMNA FLASH DE SILICAGEL, SISTEMA DE
SOLVENTES: CHCIs - CHsOH- H20 (60:40:4, V/V), REVELADOR VAINILLINA
SULFURICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE DE
2011.

CUADRO No 4. DESCRIRCION DEL VALOR RF DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN LA
FRACCION 6 OBTENIDO MEDIANTE CROMATOGRAFIA FLASH EN SILICAGEL
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE DE 2011.

Compuestos Distancia (cm) Rf Descripcion
Sistema de solventes 8,2
1 7.3 0,89 Genipdsido

2 7,9 0,96
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3.1.4 COMPUESTOS EXTRAIDOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA DE SILICAGEL.

Debido a que no se aisl6 al Geniposido en la etapa anterior, se recurrid a separar los dos
compuestos de la fraccion 6 mediante una cromatografia en columna de silicagel. Para
ello primero se estudio el sistema de solventes a utilizar, los ensayos se realizaron en
cromatografia de capa fina contraponiendo dos sistemas de solventes para optar por

aquel que logre una distancia considerable entre los dos componentes.

Con el sistema de solventes Acetato de etilo-n-butanol-agua (2:1.5:3, v/v/v) se
observaron en la muestra mas de dos componentes (Fotografia No 6) a diferencia del
sistema de solventes CH3;OH - CHCI3 (3:7, v/v), sin embargo no se escogié este sistema
ya que no logra una distancia considerable entre los compuestos para que sea eficaz su

separacion mediante cromatografia en columna de silicagel.

FOTOGRAFIA No 6. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LA FRACCION 6. SISTEMA DE
SOLVENTES: ACETATO DE ETILO-n-BUTANOL-AGUA (2:1.5:3, v/v/v)
REVELADOR VAINILLINA SULFURICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. ENERO DE 2012

El segundo sistema de solventes de estudio fue metanol-cloroformo-acido aceético
(3:7:1, viv), y como se observa en la Fotografia No 7 se logra separar con una distancia

considerable los dos compuestos identificados en la fraccion 6; se escogio este sistema
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para aplicarlo en la cromatografia en columna de silicagel. El Genipdsido corresponde

a la mancha azul violeta.

FOTOGRAFIA No 7. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LA FRACCION 6. SISTEMA DE
SOLVENTES: CH30H - CHCl3— CH3COOH (3:7:1, v/v). REVELADOR VAINILLINA
SULFURICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO 2012

Para la cromatografia en columna de silicagel se trabajé con 26,7 mg de muestra y se
recolectaron 18 fracciones de 1 ml, se escogio la fraccion No 14 porque se logro aislar
el Genipdsido; en las fracciones siguientes eluyd también el segundo compuesto. Con
este sistema de solventes se logra recuperar casi en su totalidad el Genipdsido sin mayor

interferencia.

La fotografia No 8 muestra las manchas que se relacionan con el Geniposido, si bien la
mancha de la fraccion No 5 se destaca por su intensidad no se escogio ésta porque en
la parte inferior apareci6 una pequefia mancha débil que corresponde al segundo

compuesto.



FOTOGRAFIA No 8. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE LAS FRACCIONES 4, 5y 6 OBTENIDAS
POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE SILICAGEL, SISTEMA DE
SOLVENTES: CHCI3 - CH30OH- H,0 (60:40:4, v/v), REVELADOR VAINILLINA
SULFURICA. FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO 2012

A continuacion se presentan en la tabla No. 8 los porcentajes de recuperacion de los
compuestos extraidos en cada etapa, cabe sefialar que la extraccion no fue exhaustiva.
TABLA No 8. PORCENTAJES DE RECUPERACION DE COMPUESTOS EXTRAIDOS EN CADA

ETAPA DURANTE EL ASILAMIENTO DEL GENIPOSIDO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012

Peso de muestra  Peso de muestra

Etapa % Recuperacion
inicial recuperada
Extraccion metandlica 34954 34,2 ¢ 9,8
Extraccion butanol-agua 199¢g 10,1 g 50,8
Cromatografia Flash en silicagel 3,3425¢ 0,1172 g 3,5
Cromatografia en columna de

. 26,7 mg 3,5mg 13,1
silicagel
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3.2 ANALISIS DE I:OS CRISTALES DE ) GENIPOSIDO MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Para el analisis de la pureza de los cristales de Genipésido mediante HPLC primero se

obtuvo un cromatograma del blanco para descartar los picos generados por el

disolvente; se detectd un total de 24 picos, con un area maxima de 343, 94 y area

promedio de 111,74; los dos primeros picos que aparecieron a los tiempos de retencion

1,7 y 2,2 min corresponden a la fase movil, los demés son atribuibles a la mezcla de

metanol-agua (1:1) que se utiliz6 para disolver el Genipdsido.

Luego se obtuvo el cromatograma de la muestra y se diferencié del cromatograma del
disolvente por la destacada aparicién de un pico a un tiempo de retencién promedio de
5,072 y area promedio de 1715,35 que corresponde al Genipdsido (Figura No. 5); el
tiempo de retencion difiere del reportado por Barbosa (8.32 min), debido a las
diferencias en la columna utilizada para la elucion; los demés picos observados
corresponde a los generados por el solvente y se los puede correlacionar segun sus
tiempos de retencion, por lo tanto se puede afirmar que se obtuvo el Genipdésido en un

grado de pureza considerable de aproximadamente el 100%.

FIGURA No.5 CROMATOGRAMA DE GENIPOSIDO MEDIANTE HPLC. CONDICIONES:
ACETONITRILO: AGUA ACIDIFICADA (ACIDO ACETICO, pH3, 0; 15:85) COMO
FASE MOVIL Y DETECCION POR ABSORCION UV (240nm). 1y 2. PICOS
GENERADOS POR LA FASE MOVIL. 3. PICO QUE CORRESPONDE AL GENIPOSIDO
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012
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3.3DETERMINACION DE LA EFICIENCIA EN EXTRACCION DE
GENIPOSIDO EN SOLUCIONES HIDROALCOHOLICAS BAJO
CONDICIONES ESPECIFICAS.

Para cuantificar la cantidad de Genipdsido extraido en las condiciones de estudio, y de
esta forma optimizar su obtencion, primero se realizd una curva de calibracion, donde se
relaciona la concentracion de Genipdsido con la absorbancia medida a 240 nm en el

espectro ultravioleta-visible.

3.3.1 CURVA DE CALIBRACION DE GENIPOSIDO

La curva de calibracion para el Geniposido se realizd con seis concentraciones
conocidas del compuesto aislado de frutos verdes de Genipa americana L., en el cuadro

No. 5 se recogen los datos observados.

CUADRO No 5. CURVA DE CALIBRACION PARA EL GENIPOSIDO AISLADO DE FRUTOS VERDES
DE Genipa americana L. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
FEBRERO 2012

Concentracion ppm Absorbancia a 240 nm
9,80 0,079
19,60 0,175
29,40 0,335
40,60 0,475
50,40 0,596
60,20 0,734

Los datos se ajustaron a la ecuacion de la recta por el método de los minimos cuadrados
lineales, se obtuvo la siguiente relacion entre la absorbancia y la concentracion de

Geniposido.

A =0.013C - 0.061

Donde A= absorbancia y

C = Concentracion

Ademas se calcul6 el coeficiente de determinacion para la ecuacion resultante del

tratamiento de los datos experimentales, el resultado se expresa a continuacion:
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R? =0.9977

Dado que el valor del coeficiente de determinacion se acerca a 1 y en el gréfico No. 1
se observa que los datos experimentales no se alejan considerablemente de la linea de
tendencia, se argumenta que la ecuacion es representativa y por tanto se la puede utilizar
con un minimo de error para la cuantificacion de Genipdsido en muestras procesadas

bajo las mismas condiciones y cuyos datos concuerden al rango establecido.

Curva de calibracion para
Genipdsido
08

£ 07 y=0,0132x - 0.0614-2
S g,g R2 = 0,9977
= 04 ad
803 g
5 02 e
'<C,2: 0,1 &

0 . : : : : : .

000 1000 20,00 30,00 40,00 5000 60,00 70,00

Concentracién ppm

GRAFICO No.1 CURVA DE CALIBRACION DE GENIPOSIDO OBTENIDO DE FRUTOS VERDES DE
Genipa americana L. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO
DE 2012

3.3.2 CUANTIFICAC[ON DE GENIPOSIDO BAJO DISTINTAS CONDICIONES
DE EXTRACCION
La concentracion de Geniposido se expreso en porcentaje de Geniposido en muestra

hdmeda, se calculé mediante las siguientes expresiones:

A+0.0614

CdeGnpdenD; = 00132

CdeGnpden D3 * VD3 * VD, * VD4 * 100
FCLaml+*FCmgag* VA2« VAL « PM

% de Gnpd en muestra himeda =
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Los datos experimentales se muestran en el Capitulo VII

A continuacion se expresa los codigos de las variables de estudio para facilitar el

tratamiento de los datos.

CUADRO No 6. CODIGOS Y VARIABLES DE ESTUDIO DEL ANALISIS DE EFICIENCIA EN
EXTRACCION DE GENIPOSIDO.

Tipo de solvente Relacion sélido-solvente Temperatura
Cadigo Descripcion Codigo  Descripcion  Codigo  Descripcion
A Etanol 50% 1 1:2 a 20
B Etanol 95% 2 1:10 b 40
C Etanol 50% pH 4 3 1:30
D Etanol 95% pH 4

Los resultados del porcentaje de Genip6sido en muestra himeda de cada condicion se
muestran en el cuadro No 7, ademas se aprecia que el valor maximo se obtiene en el
tratamiento A3a que corresponde a 20 °C, con etanol al 50% Yy una relacion sélido-
solvente (1:30). Durante la ejecucidn de los ensayos se constatd que con etanol 95%
el color de la extraccion es verde, diferente del color marrdn que se consigue al usar
etanol 50%, se considera que puede relacionarse con una extraccién de clorofilas
(Fotografia No 9).

FOTOGRAFIA 9. DIFERENCIA EN EL COLOR DE LA EXTRACCION AL UTILIZAR ETANOL 95% Y
ETANOL 50%. FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE
2012
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CUADRO No 7. PORCENTAJE DE GENIPOSIDO OBTENIDO BAJO DISTINTAS CONDICIONES DE
EXTRACCION. FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE
2012

Condiciones % de Genpd en muestra

Solv S/Solv himeda.

[E=N

3,27

2,32

1,99

2,08

3,90

6,77

3,17

4,08

4,18

4,22

4,01

2,72

7,75

6,40

7,41

5,02

9,09

8,93

8,17

7,36

8,14

5,85

5,62
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8,70

3.3.3 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS DE EXTRACCION DE
GENIPOSIDO

El tratamiento estadistico de los datos se realizd en el programa G-Stat 2.0 y se

obtuvieron los siguientes resultados:

3.3.3.1 Medidas descriptivas

Las medidas descriptivas se refieren a la media, mediana, valor maximo y minimo de
cada grupo gobernado por una variable, se observa que la media de la variable relacion
solido-solvente (1:30) tiene el més alto porcentaje de Genipdsido en muestra hiumeda
del grupo y es indicativo de que esa proporcion seria la mas idénea para una extraccion
eficaz. (Cuadros No 8, 9 y 10)
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CUADRO No 8. ESTADiSTICOS PARA LA VARIABLE REITACION SOLIDO- SOLVENTE EN EL
ANALISIS DE EFICIENCIA DE EXTRACCION DE GENIPOSIDO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012

Desviacion
Relacion solido-solvente | N Media Mediana  Tipica Minimo  Maximo
3 | 8 1.132% 8.1550 1.3478 5.6200 9.0900
| 5.2137|  4.6200 1.7898 2.7200  7.7500
1 | 8 3.447 3.2200 1.5592 1.99%00 6.7700
Total | 2 5.4646 | 5.3200 2.3439 1.9900  9.0900

CUADRO No 9. ESTADiSTICOS PARA LA VARIABLE SOLVENTE EN EL ANALISIS DE EFICIENCIA
DE EXTRACCION DE GENIPOSIDO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012

Desviacion
Solvente | N Media Mediana  Tipica Minimo  Maximo
A | 6 6.0550 5.9650 2.5435 3.2700 9.0900
D | 6 4.9933 4.5500 2.6012 2.0800 8.7000
C | 6 5.0617 4.8150 2.4334 1.9900 8.1700
B | 6 5.7483 6.1250 2.2668 2.3200 8.9300
Total | 24 5.4646 5.3200 2.3439 1.9900 9.0900

CUADRO No 10. ESTADISTICOS PARA LA VARIABLE TEMPERATURA EN EL ANALISIS DE
EFICIENCIA DE EXTRACCION DE GENIPOSIDO. FACULTAD DE
CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012

Desviacion
Temperatura | N Media  Mediama  Tipica Minimo  Maximo
] | 12 6.0675  6.1250 1.7800 3.1700  8.7000
a | 12 4.8617  4.0950 2,433 1.9900  9.0900

Total | 24 5.4646  5.3200 2.3439 1.9900  9.0900
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3.3.3.2 Gréficos de interacciones

Estos graficos muestran la posible interaccion entre los factores de estudio sobre la
variabilidad de la variable respuesta; asi tanto en el grafico No. 2 como en el grafico No
3 se observa la influencia conjunta de los factores relacion sélido solvente, solvente y
temperatura en la variable respuesta % de Genip6sido en muestra himeda, ademas se

aprecia que éste incrementa cuando la proporcion sélido-solvente es de 1:30.
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Relacion sdlido-solvente

GRAFICO No. 2 INTERACCION DE LAS VARIABLES RELACION SOLIDO-SOI,_VENTE POR
SOLVENTE EN EL ANALISIS DE EFICIENCIA DE EXTRACCION DE GENIPOSIDO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012
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GRAFICO No. 3 INTERACCION DE LAS VARIABLES RELACION SOLIDO-SOLVEI\JTE POR
TEMPERATURA EN EL ANALISIS DE EFICIENCIA DE EXTRACCION DE
GENIPOSIDO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO 2012
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En el grafico No 4 hay paralelismo entre las variables temperatura y solvente, se
interpreta que estos factores no actian de forma conjunta en la variabilidad del % de
Geniposido obtenido. Segun este grafico parece que la temperatura de 40 °C logra una

mayor extraccion.
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GRAFICO No. 4 INT!ERACCION DE LAS VARIABLES SOLVENTE POR TEMPERATURA EN EL
ANALISIS DE EFICIENCIA DE EXTRACCION DE GENIPOSIDO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012

3.3.3.3 Anadlisis de la muestra

Es evidente que la variable relacion sélido-solvente influye de forma directamente
proporcional en el porcentaje de Genipdsido extraido, concluyendo que la relacion
eficaz es 1 de sdlido y 30 de solvente. En cuanto a la variable solvente no existe gran
diferencia en el porcentaje de Genipo6sido obtenido, y al igual que la variable
temperatura no presenta una tendencia para determinar con exactitud una condicion

eficaz.

3.3.3.4 Andlisis de la poblacion

Segun el analisis ANOVA (cuadro No 11) a un nivel de confianza del 95%, se concluye
que solo la variable relacion solido-solvente logra diferencias significativas en la
extraccion de Geniposido, y que tanto el tipo de solvente como la temperatura

analizados, pueden usarse sin distincion.
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CUADRO No 11. ANOVA FACTORIAL SIN INTERACCIONES DE LOS DATOS DE EXTRACCION
DE GENIPOSIDO BAJO DISTINTAS CONDICIONES. FACULTAD DE
CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012

Variahle Respuesta: % de Geniposido
Variable(s) Explicativa(s): Relacion solido-solvente, Solvente, Temperatura
Nimero de Casos: pL
Anova
Suma de Cuadrado

Relacion solido-solvente 74,1999 2 31,1000  16.3593  0.0001

Solvente 4.8811 3 1.6210 0.1 0.5551
Temperatura 8.1242 1 8.7242 3.8470 0.0664
Residual 38,5529 n 2,2618

Total (corr.) 126.3582 23

Al utilizar como post prueba 1.C. LSD se demuestra que hay diferencias significativas
en la extraccion de Geniposido entre los grupos gobernados por la variable relacién
solido-solvente y que la relacion es directamente proporcional, es decir incrementa el
porcentaje de Geniposido obtenido de muestra himeda cuando incrementa el volumen
del solvente de extraccion. Asi la mejor extraccion se logra con una razén sélido-
solvente de 1:30.
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CUADRO No 12. ANOVA FACTORIAL. COMPARACIONES MULTIPLES DE LOS ENSAYOS DE
EFICIENCIA EN EXTRACCION FACULTAD DECIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA.
FEBRERO DE 2012

Modelo sin interacciones

con I.C. LSD al 95.0%

Grupos
Relacion solido-solvente n Media Homogéneos
1 8 3.4475 X
2 8 5.2137 X
3 8 T7.1325 X

1Vs 2 *-1.7663 *1.5886
1Vs 3 *-4.2850 *1.5886
2VS 3 *-2.5187 *1.5886

* Diferencia estadisticamente significativa.

Al realizar un analisis ANOVA con interacciones a dos niveles (cuadro No 13), se
determina que también la temperatura en conjunto con la variable relacion sélido-

solvente influye en la extraccion de Genipdsido.

CUADRO No 13. ANOVA FACTORIAL CON INTERACCIONES A DOS NIVELES DE LOS DATOS
DE EXTRACCION DE GENIPOSIDO BAJO DISTINTAS CONDICIONES. ESPOCH.
RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012

Suma de Cuadrado

Cuadrados G.L Medio F-valor p-valor
Relacion solido-solvente  74.1999 2 37.1000 22.6230 0.0016
Solvente 4.8811 3 1.6270 0.9921 0.4577
Temperatura 8.7242 1 8.7242 5.3199 0.0606
INTERACCIOHES
A*B 7.9641 6 1.32713 0.8094 0.5980
AxC 19.6243 2 9.8121 5.9833 0.0372
B*C 1.1250 3 0.3750 0.2287 0.8733
Residual 9.8395 6 1.6399
Total (corr.) 126.3582 23

HOTA: R = Relacion solido-solvente
B = Solvente
C = Temperatura
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En este caso segun el analisis 1.C. LSD con interaccion a dos niveles hay diferencia
significativa solo entre los tratamientos 1,2 y 3, y al igual que en el analisis sin

interacciones la condicion 3 ofrece una extraccion eficaz.

CUADRO No 14. ANALISIS I.C. LSD CON INTERACCION A DOS NIVELES. ESPOCH. RIOBAMBA.
FEBRERO DE 2012
Modelo con interacciones 2 niveles

con I.C. LSD al 95.0%

Grupos
Relacion so6lido-solvente n Media Homogéneos
1 8 3.4413 X
2 8 5.2200 X
3 8 7.1325 X

1Vs 2 -1.717187 2.7137
1Vs 3 *-4.2912 *1.9189
2VS 3 *-2.5125 *1.9189

* Diferencia estadisticamente significativa.

3.4 FORMULACION DE UN DELINEADOR SEMIPERMANENTE A BASE DE
FRUTOS VERDES DE Genipa americana L.

3.4.1 FORMULACION PARA UN DELINEADOR EN FORMA DE GEL

Se elabord un delineador en forma de gel utilizando carbomer como agente gelificante,
sin embargo la adicion del extracto hidroalcohdlico de los frutos verdes de Genipa
americana no permite una formacion adecuada del gel y tampoco aumenta la viscosidad
con la adicién de trietanolamina, por lo que el producto es muy liquido (Fotografia No.
10) y se difunde en la piel, sin lograr un trazo conciso y adecuado, por lo que se

descart6 esta formulacién.
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FOTOGRAFIA No 10. DELINEADOR EN FORMA DE GEL FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH.
RIOBAMBA. MARZO DE 2012

3.4.2 FORMULACION PARA UN DELINEADOR EN FORMA DE EMULSION
Oo/wW

Se ejecutaron varios ensayos preliminares para proponer la formulacién de partida de
un delineador en forma de emulsibn O/W, antes de encontrarla, el principal
inconveniente era que la fase grasa influia en la consistencia del delineador haciéndolo
muy sélido, ello a pesar de que la fase acuosa constituia el mayor componente de la
formulacion; superado este problema se derivaron 3 formulaciones més, donde se

variaron tanto alguna materia prima como su concentracion.
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TABLA No 9. FORMULACIONES PARA LA ELABORACION DE UN DELINEADOR
SEMIPERMANENTE EN FORMA DE EMULSION O/W. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DE 2012

o Parcentaje Porcenta_je Porcenta_je Porcenta}je
Fase Materia prima (INCI) 7 Formulacion ~ Formulacion  formulacidn
Formulacién 1 2 3 4
Copernicia Cerifera Cera 0,6 0,3 0,3 0,3
Cera Alba 2,8 1,4 1,4 1,4
Stearic Acid 2,8 1,4 1,4 1,4
Cetyl Alcohol 1,7 0,85 0,85 0,85
A Lanolin 1,7 - - -
Theobroma Cacao Seed i i i 0,85
Butter
Steareth-2 0,18 0,18 0,18 0,18
Steareth-20 0,8 0,8 0,8 0,8
Agqua 46,1 40 - -
Etanol 50% - - 40 -
Etanol 40% - - - 40
B Propylene glycol - 6.1 6.1 6.1
Carbomer 0,6 0,6 0,6 0,6
Triethanolamine 0,1 0,1 0,1 0,1
Kaolin 0,4 0,4 0,8 0,4
Propylene glycol 5 5 5 5
C Propylparaben 0,1 0,1 0,1 0,1
Methylparaben 0,1 0,1 0,1 0,1
D Extracto c_ie Genipa 37 37 37 37
americana
Total 100 100,0 100,0 100,0

En la formulacion 2 se excluye la lanolina y los demas componentes de la fase grasa se
reducen a la mitad, ademés se aumenta la concentracion de propilenglicol de 5% a
11.6%, se lo utiliza como agente humectante y para evitar la disminucién en la

propiedad conservante de los parabenos bajo la accion de los emulsionantes no idnicos.

La formula No 3 es una modificacion de la formula No 2 en la cual se aumenta al doble
el porcentaje de caolin (de 0.1% a 0,2%), para mejorar la consistencia del producto y se
sustituye el agua por una mezcla hidroalcoholica al 50% para acelerar el tiempo de

secado del delineador en la piel.
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La férmula No 4 es una modificacion de la formula No 1, donde se utiliza cera de cacao
en lugar de lanolina, se aumenta la concentracion de propilenglicol de 5% a 11.6% y se

sustituye el agua por una mezcla hidroalcohélica al 40%.

La formula No 2 fue liquida y no logré un trazo consistente, mientras que la formula No

4 se desplaz6 a formar una emulsion muy consistente que no tenia buena extensibilidad.

La formula No 3 fue aceptable ya que mejoro6 su extensibilidad en la piel, el tiempo de
secado y el trazo fue consistente, consecuentemente se trabajé en determinar las

especificaciones del producto.

FOTOGRAFIA No 11. FORMULACION No 3PARALA ELABORACION DE UN DELINEADOR EN
FORMA DE EMULSION O/W. FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA.
MARZO DE 2012

Al aplicar la formulacion No. 3 en los parpados (Fotografia No. 12) se observa buenos
resultados ya que logra intensificar la mirada sin causar irritacion, al inicio el color es
negro brillante, luego cuando el cosmético se ha absorbido por la piel se torna negro
azul, que es un indicativo de la reaccion del Genipdsido con grupos aminos primarios
presentes en el colageno de la piel, lo que permite que se fije por un tiempo aproximado
de 5 dias
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FOTOGRAFIA No 12. APLICACION DEL DELINEADOR SEMIPERMANENTE PROPUESTO
FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DE 2012

3.4.3 ESPECIFICACIONES DEL DELINEADOR SEMIPERMANENTE

PROPUESTO A BASE DE FRUTOS VERDES DE Genipa americana L.
Se evaluaron las caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del delineador
semipermanente propuesto 'y se compararon los resultados obtenidos con
especificaciones de referencia encontrados en la resolucién 1418 de la Comunidad
Andina, Notes of Guidance for Testing of Cosmetic Ingredients and Their Safety
Evaluation by the SCCNFP de la Comision Europea y en el Reglamento Técnico
Centroamericano 71.03.45:07.

Se destaca que se ajusto6 el pH de la formulacion con aproximacion al pH fisioldgico del
liquido lacrimal que es de 7.4 para evitar molestias en los ojos. Ademas se realizo el
recuento total de Aerobios Mesofilos y Hongos y levaduras para asegurar que el
producto cumple con los requisitos microbianos de referencia con el fin de preservar la

salud del consumidor.



- 56 -

TABLA No 10 ESPECIFICACIONES DEL DELINEADOR SEMIPERMANENTE PROPUESTO A BASE

DE FRUTOS VERDES DE Genipa americana L. FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH.
RIOBAMBA. MARZO DE 2012

Especificacién del producto

Producto No: 001

Fecha de revisién:
No de formula: 3

2012-02
Ensayo Método Especificaciones Valores
encontrados
Color Observacion visual - Negro
Olor Observacion olfatoria - Agradable
Aspecto Observacion visual - Homogéneo
Densidad (25 °C) USP 30 - 1.1877 g/ml
Viscosidad 25 °C
USP 30 - 100.3 cp
Brookfield L3 100rpm
Méx. 10
pH (25°C) USP 30 Min. 3 7.06
Comunidad Andina
Recuento Total de Bacteriological < 100 UFC/G <
Aerobios Mesofilos Analytical Manual CTEA
Recuento Total Hongos Bacteriological <100 <
y Levaduras Analytical Manual RTCA

35 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DEL GENIPOSIDO

Las muestras acondicionadas a los diferentes tratamientos de estudio de estabilidad,

mostraron un descenso en la absorbancia a 240 nm debido a la degradacion del

Geniposido (Cuadro No 15), la absorbancia de partida para todas las muestras fue de

0,722 que corresponde a una concentracion de Genipdsido de 59,35 ppm. La muestra

destinada a la degradacion oxidativa no arrojo valores coherentes ya que el peroxido de

hidrégeno también muestra absorbancia a 240 nm en el espectro ultravioleta.
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CUADRO No 15 ABSORBANCIA OBSERVADA EN LAS MUESTRAS SOMETIDAS A LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS DE ESTUDIO DE ESTABILIDAD. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DE 2012

Tiempo (Dias) Absorbancia a 240 nm
Sin Tratamiento  Luz NaOH HCI
0 0,722 0,722 0,432 0,624
1 0,722 0,708 0,392 0,216
3 0,722 0,693 0,388 0,216
4 0,722 0,605 0,361 0,131

Se observa una caida dréstica en la concentracion de Genipdsido cuando se lo somete a
una hidrolisis alcalina, inmediatamente después de la adicién de hidroxido de sodio

20% la concentracion disminuy6 desde 59.35 ppm a 37.38 ppm. (Cuadro No 16)

El tratamiento de la muestra de Geniposido con HCI 20%, no mostré un descenso
dréstico inmediato en la concentracion del compuesto asi como sucedié con el NaOH

porque disminuyd desde una concentracion de 59.35 ppm a 51.92 ppm. (Cuadro No 16)

CUADRO N° 16 CONCENTRACION DE GENIPOSIDO EN LAS MUESTRAS SOMETIDAS A LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS DE ESTUDIO DE ESTABILIDAD. FACULTAD DE
CIENCIAS.ESPOCH.RIOBAMBA. MARZO DE 2012

Tiempo Concentracién de Genipdsido (ppm)
(dias) Luz NaOH HCI
0 59,35 37,38 51,92
1 58,29 34,35 21,02
3 57,15 34,05 21,02
4 50,48 32,00 14,58

En el grafico No 5 se observa el descenso en la concentracién de Geniposido de 37,38 a
32 ppm en un tiempo de 4 dias por accion de una hidrolisis alcalina a una temperatura
de 50 °C, cabe resaltar que a pesar de que esta variacion en la concentracion de
Geniposido no es grande comparado con el descenso inmediato, la condicion si

representa una de las rutas de degradacion del Genipdsido.
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Degradacion de Genipésido por
Hidrolisis Alcalina
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GRAFICO No.5 DEGRADACION DE GENIPOSIDO POR HIDROLISIS ALCALINA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DE 2012

En el gréfico No 6 se evidencia una gran disminucion de la concentracién de
Geniposido desde 51.92 a 14.58 ppm por tratamiento con HCI 20 %, en un tiempo de 4

dias y a una temperatura de 50 °C.

Degradacion de Genipésido por
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GRAFICO No. 6 DEGRADACION DE GENIPOSIDO POR HIDROLISIS ACIDA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH.RIOBAMBA. MARZO DE 2012

La exposicion de la muestra de Geniposido a la luz influye en el descenso de la
concentracion del compuesto desde 59.35 a 50.48 ppm en un tiempo de 4 dias a
temperatura ambiente. Se evidencia que la degradacion no es marcada como en los

casos anteriores por hidrolisis alcalina y &cida.
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Degradacion de Genipésido por
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GRAFICO No.7 DEGRADACION DE GENIPOSIDO POR EXPOSICION A LA LUZ. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DE 2012

Bajo estos resultados se argumenta que el Geniposido que se encuentra en el extracto de
frutos verdes de Genipa americana L. se degrada de forma drastica por hidrdlisis
alcalina e hidrolisis acida, por tanto se sugiere evitar pH extremos en la formulacién
cosmética donde se lo utilice y acercarse a la neutralidad para asegurar su

compatibilidad con la piel.
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CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES

1. Se aislé6 3,5 mg de Geniposido de los frutos verdes de Genipa americana L.,
basados en el método descrito por Endo y Taguchi, asi como en el método
empleado por L'Empereur y  Stermitz para el andlisis de iridoides;
consecuentemente se determind la pureza del compuesto mediante anélisis HPLC,
para ello se utiliz6 las condiciones descritas por Barbosa con pequefias
modificaciones y se verifico la elucion de un solo pico a un tiempo de retencion de
5,072 min y area de 1715,35.

2. Mediante un disefio experimental 3*2*4, donde las variables fueron el tipo de
solvente, la temperatura y la relacion sélido-solvente, se determind bajo un nivel de
confianza del 95 % que solamente la variable relacion sélido- solvente genera
diferencias significativas en la extraccion de Genipdsido a estas condiciones y que
se logra una 6ptima extraccion con etanol 50%, a una relacion sélido solvente (1:30)
y a 20 °C.

3. Para la elaboracion de un delineador semipermanente a partir de frutos verdes de
Genipa americana L se ensayaron varias formulaciones, de las cuales la que mejor
se ajustd a las caracteristicas deseadas del producto como facil aplicacion,
extensibilidad sin dejar grumos, tiempo de secado moderado y fijacion continua fue
un delineador tipo emulsion O/W que combina 1% de emulsionantes, 9.6% de
componentes grasos, 37 % de extracto de Genipa americana L, 0.2 % de
conservantes, 0.4 % de componente mineral y 51,8 % de componentes hidrofilicos.
Ademas el delineador no causo irritacion durante su uso y se fijo en la piel por un

tiempo de 5 dias
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4. Se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas del delineador
propuesto y se observd que cumplen con los pardmetros de referencia establecidos
en la resolucion 1418 de la Comunidad Andina, Notes of Guidance for Testing of
Cosmetic Ingredients and Their Safety Evaluation by the SCCNFP de la Comision
Europea y en el Reglamento Técnico Centroamericano 71.03.45:07; cabe destacar
que se encontraron los siguientes valores pH 7.06, densidad 1.1877 g/ml,
viscosidad 100.3 cp, recuento de total de aerobios mesofilos y recuento total de

hongos y levaduras < 1.

5. Se analizé la estabilidad del Genipdsido bajo condiciones de hidrolisis &cida,
hidrdlisis alcalina y exposicion a la luz y se encontr6 que es muy inestable a pH
extremos, estos resultados concuerdan con los encontrados por Slusarewicz y
colaboradores para su aglicona, la Genipina; por otro lado la degradacion de
Geniposido por exposicion a la luz no es marcado como para las condiciones
anteriores, finalmente se argumenta que el pH final de cosméticos que utilicen
extracto de frutos verdes de Genipa americana L deben ser cercanos a la neutralidad
tanto para asegurar la inocuidad del producto como para asegurar la estabilidad del

Geniposido.
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CAPITULO V

5 RECOMENDACIONES

1. En el aislamiento del Genipdsido para mejorar el porcentaje de compuesto
recuperado es necesario recurrir a una elucion a gradiente, de esta forma se
eliminaria los compuestos interferentes y seria mayor la concentracion de

Genipésido aislado.

2. Se considera 6ptimo para aislar el Genipdsido aplicar cromatografia en columna con
un sistema de solventes CH3;OH - CHCI; - CH3COOH (3:7:1, v/v), en lugar del
sistema de solventes CH3OH - CHCI; (3:7, v/v), para mejorar la separacion de los
compuestos presentes en el extracto metandlico de Genipa americana L. debido a

una mayor espaciamiento entre los tiempos de elucion de los mismos.

3. Se puede continuar con esta investigacion al proponer el uso de otras materias
primas para la elaboracion de un delineador semipermanente que mejore en el

tiempo de secado en la piel.

4. Es factible desarrollar otras cosméticos del extracto de frutos verdes de Genipa

americana L. como tintes de cabello, lacas de ufias, mascaras de pestafas, etc.

5. Para la elaboracion de cosméticos que use extracto de frutos verdes de Genipa
americana L. evitar que el producto final tenga pH extremos tanto acidos como

alcalinos para asegurar su estabilidad.

6. En la presente investigacion también se estudié la posible formulacion de un tinte

capilar a base de frutos de Genipa americana L. sin embargo no se lo pudo
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establecer debido a que primero se requiere encontrar las condiciones adecuadas
para que el colorante se fije al cabello, como la influencia de los demés
componentes del fruto en la tincion, la temperatura y pH adecuados, la
concentracion 6ptima de Genipdsido para asegurar una coloracion homogeénea, y un

vehiculo que permita la difusion del colorante al interior de las fibras del cabello.
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CAPITULO VI

6 RESUMEN

La elaboracion de cosméticos decorativos a partir de frutos verdes de Genipa americana
L. (huito), se realizd en los laboratorios de Productos Naturales, Analisis Instrumental y
el departamento de Investigacion y Desarrollo de la Facultad de Ciencias de la
ESPOCH.

La sustancia de interés que se estudié fue el Genipdsido porque es el responsable de
desarrollar un color negro azul cuando reacciona con grupos aminos primarios presentes
en el coldgeno de la piel. Para ello se trabajo con frutos de huito recolectados en las
provincias de Pastaza y Morona Santiago, se aislé el compuesto, se determind su
extraccion eficaz bajo condiciones especificas, se analizo la estabilidad forzada y se lo
acondicion6 a una formulacion mediante disefios experimentales basados en los

métodos descritos por Endo y Taguchi, Barbosa, Rodrigues y en ICH 2000.

En esta investigacion se aislé 3,5 mg de Genipdsido, con una pureza aproximada del
100% ; se encontré que hay una Optima extraccion del compuesto al usar etanol 50%, a
20°C y una relacion sélido -solvente (1:30); se determiné que el Geniposido se degrada
facilmente mediante hidrolisis alcalina y acida, ademas se elabor6 un delineador
semipermanente tipo emulsion O/W para el cual se encontraron los siguientes valores
pH 7.06, densidad 1.1877 g/ml, viscosidad 100.3 cp, recuento de total de aerobios

mesofilos y recuento total de hongos y levaduras < 1.

Se concluye que el delineador semipermanente presento caracteristicas deseables como

facil aplicacion, inocuidad, extensibilidad sin dejar grumos, trazado conciso, fijacion
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continua durante 5 dias y que cumple con los requisitos de referencia. Se recomienda
que los cosméticos que incluyan extractos de Genipa americana L. tengan un pH final
cercano a la neutralidad para asegurar su estabilidad y la afinidad del compuesto por la

piel.



- 66 -

SUMARY

The present investigation was carried out to elaborate ornamental cosmetics starting
from green fruits Genipa americana L. (huito), in the laboratories Native substances
Instrumental Analysis and Research and Development department from Sciences
Faculty in the ESPOCH.

The substance that was studied was Geniposide because it is the responsible of
developing a blue black color when reacts with groups amines primary present in
collagen of the skin. Even it worked with huito fruits gathered in Pastaza and Morona
Santiago province, it isolated it compound, its effective extraction was determined in
specific conditions, the forced stability was analyzed and conditioned it to a formulation
by means of experimental designs based on the methods described by Endo and
Taguchi, Barbosa, Rodrigues and in ICH 2000.

The 3,5 mg Geniposide was isolated with an approximate purity to 100%; it was found
that there is an optic extraction of made up to using ethanol 50%, to 20°C and a
relationship solid-it pays (1:30); it was determined that the Geniposide demeans easily
by means of alkaline and sour hydrolysis, also a liner semi-permanent type emulsion
O/W was elaborated the following value pH 7.06 density 1.1877 g/ml, viscosity 100.3

cp, recount total of aerobic mesophilic edges and fungi and yeasts <1.

It concludes that the liner semi-permanent presented characteristic desirable as easy
application, innocuousness, extensibility without leaving clots, concise layout,
continuous fixation during 5 days and that fulfills the reference requirements. It is
recommended that cosmetics that include extracts of Genipa americana L. have a near

final pH neutrality to assure their stability and the likeness of composed by the skin.
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CAPITULO VIII

8 ANEXOS

ANEXO No 1. SECUENCIA DE FOTOS DEL AISLAMIENTO DE GENIPOSIDO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2011- ENERO DE 2012

Extraccion en CﬁgoH Cromatografia flash en
carbon activado

Cromatografia en columna
de silicagel

-

Fraccion 4 que contiene el Genipo6sido aislado

Cristales de Geniposido
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ANEXO No. 2 TLC DE LAS FRACCIONES 3-14 OBTENIDOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA FLASH
DE SILICAGEL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2011

ANEXO No 3. TLC DE LAS FRACCIONES 1 A 14 OBTENIDOS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA DE SILICAGEL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012
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ANEXO No 4. FOTOGRAFIA DEL EQUIPO DE HPLC LC-10Ai SHIMADZU

ANEXO No 5. PICOS IDENTIFICADOS EN EL SOLVENTE METANOL-AGUA MEDIANTE HPLC.
ENSAYO 1. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012

Componente Tiempo de retencidn Area Altura
1 1,783 171,811 18,862
2 2,2 284,981 29,443
3 2,616 159,067 9,546
4 2,9 254,5365 9,07
5 3,333 392,159 8,335
6 4,2 181,878 7,156
7 4,583 104,562 6,65
8 5,133 233,175 6,665
9 55 75,891 5,483
10 5,766 96,6265 5,163
11 6,05 33,7165 4,809
12 6,166 90,672 4,667
13 6,533 82,578 4,223
14 6,866 74,361 3,805
15 7,3 56,7875 3,275
16 7,45 30,596 3,084
17 7,6 44,721 2,899
18 7,95 39,56 2,477
19 8,15 17,8 2,229
20 8,383 42,478 1,96
21 8,816 42,573 1,455
22 9,216 18,836 0,955
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ANEXO 6. CROMATOGRAMA DEL SOLVENTE METANOL-AGUA OBTENIDO MEDIANTE HPLC.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012

U_Ll_l__JleLliﬂ_il_lli_Liiug_#—w*

ANEXO 7. PICOS IDENTIFICADOS EN EL SOLVENTE METANOL-AGUA MEDIANTE HPLC.
ENSAYO 2. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012

Componente Tiempo de Retencién Area Altura
1 1,766 184,809 17,61
2 2,183 295,296 30,229
3 2,6 132,484 9,624
4 2,866 145,767 9,189
5 3,133 139,419 8,724
6 3,35 125,7635 8,449
7 3,7 144,76 8,009
8 3,9 138,268 7,775
9 4,2 151,9445 7,392
10 4,55 82,514 6,925
11 4,85 98,97 6,552
12 5,133 195,503 6,9
13 5,666 153,072 5,501
14 6,083 136,64 4,973
15 6,5 119,928 4,446
16 6,916 71,6785 3,895
17 7,233 47,95 3,488
18 7,45 34,8295 3,22
19 7,6 43,352 3,032
20 7,95 45,689 2,585
21 8,183 18,104 2,287
22 8,333 35,769 2,1
23 8,816 47,8735 1,5
24 9,183 14,041 1,014
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ANEXO No 8. PICOS IDENTIFICADOS EN LA MUESTRA DE GENIPOSIDO MEDIANTE HPLC.
ENSAYO 1. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012

Componente Tiempo de retencidn Area Altura
1 1,766 155,726 16,074
2 2,166 318,008 39,503
3 2,6 159,629 9,452
4 2,983 223,8375 8,926
5 3,316 275,8355 8,583
6 3,75 55,186 7,897
7 3,966 152,11 7,643
8 4,333 129,588 7,169
9 4,683 150,296 6,794

10 5,083 1153,817 110,052
11 5,55 131,724 57
12 6,133 208,9915 5,389
13 7,1 191,29 3,667
14 7,45 62,5555 3,191
15 7,85 18,738 2,669
16 8,25 60,74 2,177
17 8,583 60,0475 1,783
18 9,216 36,314 1,055

ANEXO No 9. PICOS IDENTIFICADOS EN LA MUESTRA DE GENIPOSIDO MEDIANTE HPLC.
ENSAYO 2. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012

Componente Tiempo de retencion Area Altura
1 1,733 347,498 32,935
2 2,2 349,364 50,537
3 2,616 167,932 9,402
4 2,933 204,5195 8,937
5 3,316 227,7685 8,634
6 3,65 102,946 7,979
7 3,95 195,69 7,644
8 4,316 112,941 7,137
9 4,6 113,6505 6,744
10 5,05 1976,8585 199,809
11 5,533 128,462 5,812
12 6,1 236,744 5,908
13 6,7 56,2 4,062
14 7,05 80,634 3,689
15 7,3 42,592 3,315
16 7,55 36,128 2,993
17 7,666 83,6055 2,848
18 8,516 69,36 1,841

19 9,166 44,038 1,182
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ANEXO No 10. PICOS IDENTIFICADOS EN LA MUESTRA DE GENIPOSIDO MEDIANTE HPLC.
ENSAYO 3. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ENERO DE 2012

Componente Tiempo de retencidn Area Altura
1 1,766 309,063 31,451
2 2,216 347,369 52,498
3 2,65 170,712 9,536
4 2,966 224,9898 9,045
5 3,333 301,157 8,747
6 3,966 205,7885 7,717
7 4,366 235,846 7,162
9 5,55 129,7855 5,894

10 6,116 229,505 6,064
11 7,066 149,508 3,922
12 7,35 79,5665 3,543
13 7,966 82,362 2,786
14 8,133 18,02 2,567
15 8,5 86,689 2,154
16 9,2 54,633 1,312

ANEXO No 11. FOTOGRAFiAS DE LA DETERMINACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DEL
GENIPOSIDO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012
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ANEXO No 12. FOTOGRAFiAS DE LA DETERMINACION DE LA EFICIENCIA EN EXTRACCION DE
GENIPOSIDO BAJO CONDICIONES ESPECIFICAS. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012
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ANEXO No 13. FOTOGRAFIAS DE LA DETERMINACION DE LA EFICIENCIA EN EXTRACCION DE
GENIPOSIDO BAJO CONDICIONES ESPECIFICAS (CONTINUACION). FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012
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ANEXO No 14 DATOS EXPERIMENTALES DE LA DETERMINACION DE LA EFICIENCIA EN EXTRACCION DE GENIPOSIDO BAJO CONDICIONES

ESPECIFICAS. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012

Condiciones C Genpd (g/gnd;d
Pl(gg P2(g %E \(/rra)l \(/r':ﬁ \(/rr3§ \(/r':ﬁ \(/rrli;% A en D3 en

Solv  S/Solv T (ppm) muestra
fresca.
A 1 a 50720 0,4248 8,4 10 0,09 25 5 10 0,333 29,8788 3,27
B 1 a 5,1466 0,3332 6,5 10 0,11 25 5 10 0,286 26,3182 2,32
C 1 a 51224 0,2771 54 10 0,14 25 5 10 0,315 28,5152 1,99
D 1 a 51995 0,3407 6,6 25 0,28 25 6,67 10 0,366 32,3788 2,08
A 1 b 50661 0,3487 6,9 10 0,11 25 5 10 0,513 43,5152 3,90
B 1 b 52118 0,5258 10,1 10 0,07 25 5 10 0,591 49,4242 6,77
C 1 b 50319 0,3416 6,8 10 0,11 25 5 10 0,402 35,1061 3,17
D 1 b 50520 0,3137 6,2 10 0,12 25 5 10 0,591 49,4242 4,08
A 2 a 5,2697 0,6473 12,3 25 0,15 25 4 10 0,218 21,1667 4,18
B 2 a 52410 0,7539 14,4 25 0,12 25 4 10 0,163 17,0000 4,22
C 2 a 50046 0,6712 13,4 25 0,14 25 4 10 0,176 17,9848 4,01
D 2 a 4,9869 0,3949 7,9 25 0,24 25 4 10 0,214 20,8636 2,72
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ANEXO No 15 DATOS EXPERIMENTALES DE LA DETERMINACION DE LA EFICIENCIA EN EXTRACCION DE GENIPOSIDO BAJO CONDICIONES
ESPECIFICAS (CONTINUACION). FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DE 2012.

Condiciones % de
VDI VAL VD2 VA2 VD3 Ge(ri g Genpd
PL@ P2@  %E oy ) () () (ml) A ps en
Solv S/Solv T (ppm) muestra
fresca.
A 2 b 50927 05540 10,9 25 017 25 5 10 0,647 53,6667 7,75
B 2 b 51641 05571 10,8 25 017 25 667 10 0,73 59,9545 6,40
C 2 b 53571 05117 96 25 018 25 5 10 0,693 57,1515 7,41
D 2 b 50071 05176 10,3 25 018 25 5 10 0,416 36,1667 5,02
A 3 a 50025 04964 99 10 008 25 4 10 0,707 582121 9,40
B 3 a 52639 04916 93 10 0,08 25 4 10 0,733 60,1818 8,66
C 3 a 50633 0,7878 15,6 25 012 25 667 10 0,638 52,9848 8,17
D 3 a 51428 04839 94 10 008 25 5 10 0,738 60,5606 7,36
A 3 b 51503 04830 94 10 008 25 4 10 0,647 53,6667 8,14
B 3 b 51410 04867 95 10 008 25 5 10 0,574 48,1364 585
C 3 b 52558 0,4943 94 25 019 25 667 10 0,729 59,8788 5,62
D 3 b 51653 04987 97 10 008 25 3 10 0,508 43,1364 8,70




-84 -

ANEXO No 16 SECUENCIA DE FOTOGRAFIAS DE LA ELABORACION DEL DELINEADOR
PROPUESTO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DE 2012
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ANEXO No 17 SECUENCIA DE FOTOGRAFIAS DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD FORZADA DE
GENIPOSIDO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DE 2012




