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INTRODUCCION

En una sociedad donde el culto a la imagen es un valor primordial, padecer el problema
de la caspa y la descamacion sobre la ropa causa malestar y hasta cierto punto
preocupacion en desmedro de la imagen personal. Las personas con Pitiriasis capitis
(caspa) se encuentran continuamente pendientes de la apariencia de su cabello y
hombros, llegando a evitar el uso de vestimenta oscura para no resaltar el problema, por
otro lado el romero (Rosmarinus officinalis) tiene propiedades antibacterianas,
antisépticas, fungicidas y balsamicas. A su vez, tiene un efecto cicatrizante,
antiespasmodico, diurético y colagogo cardiotonico, hipotensor, carminativo por la

presencia de aceites esenciales, diterpenos, triterpenos, flavonoides, polifenoles. (32).

Este trabajo se realizO en base a investigaciones realizadas por Alulema R. en la
determinacion de la sensibilidad “in vitro” de Malassezia globosa frente a los
hidrodestilados de Calendula officinalis, Rosmarinus officinalis y Salix alba que el
romero tiene actividad para el microorganismo productor de la caspa , y L. Chunata
comprueba que el tratamiento de la Pityriasis capitis del cuero cabelludo producida por
Malassezia globosa con shampoo de romero (Rosmarinus officinalis), con un intervalo

de aplicacion pasando un dia, resultd eficiente.(26) (27)

El objetivo principal es elaborar shampoo anticaspa de romero a escala piloto, obtener

el aceite de romero a partir de vegetal fresco, crear una formulacion para un volumen



piloto y realizar el control de calidad del producto terminado, asi como la estabilidad

para establecer el tiempo de vida util.

Se obtuvo un producto que cumple con todos los pardmetros establecidos con una
formulacion adecuada, efectiva contra Malassezia globosa, con tiempo de vida util

extensa y rentable.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1  Malassezia globosa

La Malassezia globosa pertenece al reino de los hongos, concretamente al género
Malassezia del que actualmente se conocen diez especies diferentes, esta presente en la
piel de todos los humanos y en muchos animales. Se estima que solo en la cabeza de

una persona hay una media de 8 millones de esporas. (37)

Este hongo se alimenta de la grasa secretada por las glandulas sebacea este suele habitar
las zonas de la piel que cuentan con un mayor nimero de estas glandulas como son el

cuero cabelludo, la cara y en menor medida el torax superior.

En 1904 R. Sabouraud descubrié que el hongo que el llamo "Pityrosporum malassez"
era el causante de la caspa. Posteriormente se demostrd que este organismo era el
mismo que ya habia sido descubierto anteriormente en el siglo XIX por Louis C.
Malassez al que llamo Malassezia, que es el nombre que finalmente ha llegado hasta

nuestros dias. (37)

Recientemente se ha demostrado que el hongo llamado Malassezia globosa es el

principal causante de la caspa y de la dermatitis seborreica. No obstante se cree que el



hongo Malassezia restricta también esta implicado en la formacién de la caspa aunque

en menor medida. (37)

Sin embargo con el paso del tiempo se identificaron diferentes especies que pertenecian
al género Malassezia (10 en la actualidad) y no se tenian pruebas de cudl de estos
organismos concretamente era el causante de la caspa y otros problemas de la piel como

la dermatitis seborreica. (37)

El genoma de la Malassezia globosa fue secuenciado en el afio 2007 y se espera que
gracias a su secuenciacion se encuentren nuevas dianas contra este hongo que puedan

resultar en nuevos medicamentos para eliminar la caspa.

La Malassezia fue clasificada dentro del género Fungi (hongo), division Basidiomicota,
clase Himenomicetos, orden Tremellales, familia Filobasidium uniguttulatum. La
levadura habia sido dificil de aislar, cultivar e identificar clinicamente. Esta nueva
especificacion taxonomica fue posible gracias a la moderna biologia molecular, similar
a la utilizada en la criminologia forense, y a las comparaciones entre el analisis de la

secuencia del ARN y el ADN, asi como del contenido G+C en el ADN extraido. (37)

En la tultima reclasificacion realizada Guého y Col, reconocieron siete especies
distintas dentro de este género: M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M.
globosa, M, obtusa, M. restricta y M. slooffiae. (29)

1.1.1 CARACTERISTICAS ~ MORFOLOGICAS  MACROSCOPICAS Y
MICROSCOPICAS DE Malassezia globosa

En medio Dixon modificado a 32°C después de siete dias de incubacion las colonias
son elevadas, plegadizas y rugosas, de 4 mm de didmetro en promedio. La textura de
estas levaduras generalmente es aspera y quebradiza. Presentan células esféricas, con un

diametro que varia entre 2.5-8 um de diametro. (31)



A diferencia de las otras especies, las cicatrices después de la gemacion no se
desarrollan en forma prominente. Algunas veces pueden presentar filamentos cortos
localizados en el origen de la gema. En ocasiones pueden ocurrir ramificaciones en el
punto de union de la célula madre. Algunas células hijas pueden elongarse, figurando
un tubo de germinacion o filamentos cortos semejantes a los observados en escamas de

Pityriasis versicolor. (31)

1.1.2 CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE Malassezia
globosa

Malassezia globosa pertenece a las levaduras que requieren la adicion al medio de
acidos grasos de cadena larga para su desarrollo. No crece en agar/peptona conteniendo
Tweens 20, 40, 60, y 80 como tnica fuente lipidica. Sin embargo, en ocasiones, al igual
que M. obtusa y M. restricta, se forma un anillo de precipitacion alrededor del pocillo
que contienen Tween 40 y 60, sin ningin crecimiento visible. Esta precipitacion a veces
avanza hacia el pocillo, hasta formar un disco opalescente completo. Ocasionalmente
pueden formarse colonias pequefias a lo largo de una linea entre los pocillos que
contienen Tween 60 y 80 y entre los que tienen Tween 80 y 20. Este fenomeno podria
representar un sinergismo con bajas concentraciones del lipido correspondiente. A 37°C
no se observa crecimiento o éste es muy débil. Esta especie presenta actividad fosfatasa

alcalina, estearasa, estearasa lipasa, fosfatasa acida y N-naftol fosfohidrolasa. (31)

Las células no sobreviven a la liofilizacién. Sin embargo, mediante la técnica de
congelacion a -80°C, usando glicerol al 10% (v/v) se lograron obtener excelentes

resultados de recuperacion. (31)

1.1.3 CARACTERISTICAS ECOLOGICAS Y EPIDEMIOLOGICAS DE

Malassezia globosa

Dentro de las especies lipodependientes M. globosa se aisla principalmente de casos de
PV Y DS, ya sea sola o en asociacion con otras especies del género Malassezia. En

individuos con DS M. globosa representd el 72% del total de las cepas aisladas. Asi



mismo, es considerada como uno de los principales componentes de la microbiota de la

piel en pacientes con DS. (31)

Los primeros aislamientos de M. globosa en animales se realizaron en piel sana de
guepardo y de vaca. Algunos estudios han confirmado la presencia de M. globosa en la
piel de gatos sanos. Recientemente, ha sido descrita la presencia de esta especie
lipodependiente en el conducto auditivo de bovinos con y sin otitis externa. Durante la
realizacion de varios estudios sobre la presencia de Malassezia spp. en caballos y

rumiantes domésticos. (31)

1.2 SHAMPOO

1.2.1 HISTORIA

El término y el servicio fueron introducidos en Gran Bretaia por Sake Dean Mahomed,
migrante de India, que abrié unos bafios de "shampoo" conocidos como Mahomed's
Indian Vapour Baths (Bafios Indios de Vapor de Mahoma) en Brighton en 1759. Estos
bafios eran similares a los bafos turcos, pero los clientes recibian un tratamiento indio
de champi (masaje terapéutico). Sus servicios eran muy apreciados, y Mahomed recibi6
el alto honor de ser nombrado "Cirujano de champu" para los reyes Jorge IV y
Guillermo IV. Irénicamente, la palabra “champt” tuvo su origen en Inglaterra casi al
mismo tiempo que los quimicos alemanes descubrian los verdaderos detergentes que se

convertirian en los modernos shampoos. (13) (31)

En los primeros tiempos del shampoo, los peluqueros ingleses hervian jabén en agua y
afiadian hierbas aromadticas para dar brillo y fragancia al cabello. Kasey Hebert fue el
primer fabricante conocido de shampoo, y su origen ain se le atribuye a él. Hebert
vendié su primer shampoo, con el nombre de "Shaempoo" del hindi champo, que

significa “dar masaje” en las calles de Londres. (13) (24)



1.2.2 DEFINICION

El champu o shampoo es un producto para el cuidado del cabello, usado para limpiarlo
de suciedad, la grasa formada por las glandulas sebéceas, escamas de la piel y en

general particulas contaminantes que gradualmente se acumulan en el cabello. (24)

1.2.3 ETIMOLOGIA

La palabra champu deriva del inglés shampoo, palabra que data de 1762, y significaba
originalmente "masajear". Esta palabra es un préstamo del Anglo-Indio shampoo, y esta
a su vez del Hindi champo, imperativo de champna, "presionar, amasar los musculos,

masajear”. (13)

1.2.4 REQUERIMIENTOS

- Los shampoos deben dejar el cabello flexible, suave, brillante y facil de peinar.
- Deben conferir al cabello un buen aspecto, sin electricidad estatica.

- No deben modificar el pH del cuero cabelludo. (28)

1.2.5 COMO FUNCIONA EL SHAMPOO

El shampoo limpia separando el sebo del cabello. El sebo es un aceite secretado por los
foliculos pilosos que es facilmente absorbido por las mechas de cabello, y forma una
pelicula protectora. El sebo protege de dafos externos la estructura proteinica del
cabello, pero tiene un coste asociado, el sebo tiende a atrapar la suciedad, las escamas
del cuero cabelludo (caspa) y los productos que se suelen afiadir al cabello (perfumes,
gomina, geles, etc.). Los surfactantes del shampoo separan el sebo de los cabellos,

arrastrando la suciedad con ¢l. (10)

El mecanismo quimico que hace funcionar el shampoo es el mismo que el del jabon. El

cabello sano tiene una superficie hidrofébica a la que se adhieren los lipidos, pero que



repele el agua. La grasa no es arrastrada por el agua, por lo que no se puede lavar el
cabello solo con agua. Cuando se aplica shampoo al cabello himedo, es absorbido en la
superficie entre el cabello y el sebo. Los surfactantes anidnicos reducen la tension de
superficie y favorecen la separacion del sebo del cabello. La materia grasa (apolar) se

emulsiona con el shampoo y el agua, y es arrastrada en el aclarado. (10)

1.2.6 ELEMENTO PRINCIPAL DEL SHAMPOO

El elemento principal en la formulacién del shampoo es el agente limpiador, también

conocido como Surfactante (tensioactivo) y se clasifican en cuatro categorias:

a. Surfactante Anidnicos: Estos surfactantes contienen generalmente uno de cuatro
grupos polares solubles, carboxilato, sulfonato, sulfato o fosfato, combinado con una
cadena hidrocarbonada hidréfoba. Si esa cadena es corta son muy hidrosolubles, y en
caso contrario tendran baja hidrosolubilidad y actuaran en sistemas no acuosos como
aceites lubricantes. A este tipo pertenecen los surfactantes de mayor produccion:

detergentes como alquilbencenosulfonatos, jabones o sales de &cidos. (12) (13)

b. Surfactante Cationicos: Estos comunmente utilizados en detergentes, agentes
limpiadores, liquidos lavaplatos y cosméticos estdn compuestos por una molécula
lipofilica y otra hidrofilica, consistente de uno o varios grupos amonio terciarios o
cuaternarios. Las sales de cadenas larga de amonio terciarias, obtenidas por
neutralizacion de las aminas con acidos organicos o inorganicos, son raramente usadas
en detergentes y preparaciones para limpieza. Su principal aplicacion esta en el

tratamiento de textiles y ocasionalmente como suavizantes tipo rinse. (12) (13)

Las sales de amonio cuaternarias con un solo grupo alquilo (C12-C18), o dos grupos
mas cortos (C8-C10) son usados como sustancias activas antimicrobianos. Debido a su
capacidad para adsorber sobre fibras o cabello, los inicialmente mencionados sirven

como acondicionadores para el cabello. (12) (13)



c. Surfactante No-idnicos: En contraste a sus contrapartes ionicas, los surfactantes no
i6nicos no se disocian en iones hidratados en medios acuosos. Las propiedades
hidrofilicas son provistas por hidratacion de grupos amida, amino, éter o hidroxilo.
Cuando existe un numero suficiente de estos grupos la solubilidad acuosa es
comparable con la de los surfactantes idnicos. Las aplicaciones son extensas y
dependen de la cantidad de grupos polares presentes, que determinaran la solubilidad
tanto en agua como en aceite. Una gran parte de estos surfactantes son alcoholes o
fenoles etoxilados (lavaplatos, shampoo). Ciertos derivados del sorbitol producen

surfactantes no-tdxicos para uso farmacéutico o alimenticio. (12) (13) (33)

d. Surfactante Anfotéricos: Productos que segun el pH de la solucién pueden
presentar tanto cargas positivas como negativas, al mismo tiempo. Como por ejemplo
los aminodcidos, las betainas o los fosfolipidos. Segtin el pH del medio una de las dos
disociaciones prevalece. Este tipo de surfactante se usa sélo en casos particulares

debido a su alto costo. (12) (13)

El término surfactante es una contraccion de la expresion agente activo de superficie
(surface-active.agent) y fue creado por la corporacion GAF. Todos los shampoos, con la
excepcion de algunos especializados, contienen un surfactante ya que este es necesario
para la formacion de la espuma, ademas de ser agente limpiador. Estas moléculas estan
formadas fundamentalmente por dos partes, una de las cuales es atraida por las grasas /
aceites (lipofilica) y otra que es atraida por el agua (hidrofilica).

Esta propiedad es la que permite que el agua y el aceite / grasas, lleguen a estar

intimamente mezclados. (12) (13)

Una cuidadosa selecciéon y mezcla de surfactantes dan al shampoo su habilidad de

remover el sucio y el sebo, sin dafiar o irritar el cabello y el cuero cabelludo. (12)

1.2.7  SHAMPOO ANTI CASPA

Las compaiias de cosméticos han desarrollado shampoos para aquellos que tienen

caspa. Estos contienen fungicidas como piritiona de zinc y sulfito de selenio que ayudan
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a reducir la caspa, alquitran y Salicilato y sus derivados son usados también a menudo.

Otro agente activo lo constituye el ketoconazol, poderoso antimicoético. (35)

Los principios activos mas utilizados para controlar la caspa son:
Zinc piritiona: Estas sustancias actuan principalmente inhibiendo la proliferacion
microbiana; sin embargo, también presentan cierto efecto citostatico que ayuda a

normalizar el proceso de la queratizacion o renovacion celular. (35)

Alquitran: Al igual que el anterior, actia como un queratoregulador, es decir,

disminuye la velocidad de duplicacion de las células del cuero cabelludo.

Sulfuro de selenio: Previene la sustitucion acelerada de las células. Puede destefiir un

poco el cabello, por lo que se recomienda seguir cuidadosamente las indicaciones. (35)

Acido salicilico: Cuando a los dermatélogos llegan caspas mas severas, suelen utilizar
tratamientos antiinflamatorios toépicos con acido salicilico o corticoides para combatir la
inflamacion que existe, previa a la descamacion. El acido salicilico junto con algunos
derivados de azufre (azufre coloidal, sulfuro de selenio) son buenos agentes exfoliantes

que facilitan la eliminacion de las escamas del cuero cabelludo. (35)

Siguiendo la tendencia creciente del mercado a disefiar cosméticos menos agresivos y
mas naturales, se estan incorporando a las formulaciones anticaspa extractos vegetales
que aportan nuevas propiedades antisépticas y cicatrizantes ademds de reducir las

propiedades irritantes de alguno de los ingredientes activos. (33)

1.3 ROMERO (Rosmarinus officinalis)

[ 5
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Division: Magnolophya
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus

Especie: Rosmarinus officinalis

NOMBRES COMUNES: Los nombres locales varian segin la region, con mayor
frecuencia en la literatura se encuentra como, Romero bendito, romero blanco, romero
comun, romero coronario, romero de huerta, romero fino, romero hembra, romero
macho, romeron, romero peregrino, romero real, romiru, rosa de mar, rosmarino,

rumani. (12).

1.3.1 ORIGEN

El romero es conocido desde hace siglos, se dice que los faraones egipcios hacian poner
sobre su tumba un ramillete de romero para perfumar su viaje al pais de los muertos. En
el siglo XIV, la reina Isabel de Hungria, martirizada por el reumatismo, recobro la
juventud gracias a esta planta, tanto fue asi, que a sus 72 afios el rey de Polonia la pidio
matrimonio. Desde entonces se habla del “agua de la reina de Hungria” para hacer

referencia a una de las formas de aplicar esta planta. (8)

1.3.2 DESCRIPCION BOTANICA

Planta arbustiva que pertenece a la familia de las labiadas (Lamiaceae) caracteristica
por el aroma que desprende. Comun en nuestro pais, puede conseguir de uno a dos
metros de altura siendo abundante en la tierra baja de todo nuestro territorio. Las hojas
son opuestas y sésiles (no tienen peciolos) y las flores bilabiales son de un tono azul,

lila-rosado. Las ramas se desarrollan con consistencia lefiosa formando matas altas
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bastante erectas. Es verde todo el afo. Son caracteristicos los matojos de romero y

brezo de invierno. Es una especie mediterranea. (12)

Es una planta vivaz, lefosa, arbustiva, de ramas pardas, de la que parten hojas de 15 a
40 mm de longitud, perennes, sentadas, opuestas, coridceas, estrechas, lanceoladas, con
lo bordes enteros y revueltos hacia abajo, de color verde brillante, algo granulosas por
el haz y suaves, con tomento blanquecino, por su envés. Las flores estan agrupadas en
pequefios y cortos racimos, en las axilas de las hojas; el céliz es lefioso, con dientes
bordeados de blanco; la corola, de 10 a 12 mm de longitud, es de color azul o lila
palido, a veces rosa y mas rara vez blanca. En el interior del tubo de la corola se
insertan dos estambres salientes, provistos en su base de un pequeio diente y
terminados por dos anteras con un solo saco. El fruto es un tetraquenio. Florece desde

febrero hasta noviembre. (8)

1.3.3 COMPUESTOS QUIMICOS

Aceite esencial: tiene composicion variable en funcion del lugar de cultivo, contiene

los siguientes compuestos:

Monoterpenos: 1,8-cineol (15 a 50%), alcanfor (3 a 25%) responsables ambos del olor
alcanforado caracteristico, proporcionando una sensacion de frescor; alfa-pineno, alfa-
terpineol, canfeno, borneol, acetato de bornilo, limoneno, linalol, mirceno, verbenona.

Sesquiterpenos: j3- cariofileno, a-pineno (10 a 35%).

Las hojas de romero también contienen principios amargos, constituidos por:
Diterpenos: picrosalvina, carnosol, isorosmanol, rosmadial, rosmaridifenol,
rosmariquinona.

Triterpenos: acidos oleanolico y ursélico, y sus 3-acetil-ésteres.

Flavonoides: cirsimarina, diosmina, hesperidina, homoplantiginina,

fegopolina,nepetina y nepitrina.
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Polifenoles: acido rosmarinico, acido clorogénico, acido cafeico y &cidos fenolicos

derivados del 4acido cinamico. (4) (34) (36)

Cabe indicar que el acido rosmarinico es un antioxidante comiin en muchas especies
vegetales donde actua como una defensa frente a las agresiones externas. La aplicacion
topica de un contenido de acido rosmarinico se ha mostrado eficaz en la reduccion del

prurito, sequedad, eritema y otros sintomas de la dermatitis. (36)

1.3.4 ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

El romero es carminativo, digestivo y antiespasmoddico, y tiene propiedades coleréticas,
colagogas y hepatoprotectoras. El efecto favorable que ejerce en la digestion se produce
al actuar sobre varios niveles. En primer lugar, estimula la produccion de los jugos
gastrointestinales. Ademads relaja el musculo liso gastrointestinal, elimina posibles
espasmos y favorece las secreciones. Al relajar el cardias, tiene un efecto carminativo y

colagogo, gracias a la relajacion del esfinter de Oddi. (7) (9)

La planta ejerce también un efecto diurético, antiinflamatorio, antiulcerogénico y
antioxidante. Aunque en la literatura cientifica no se han descrito ensayos clinicos sobre
estas propiedades farmacologicas, si que se han demostrado mediante ensayos in vivo e
in vitro. Su actividad colagoga, colerética y protectora hepatica, asi como su efecto
diurético se ha observado en ratas y cobayas. Algunos ensayos farmacologicos han
permitido asimismo demostrar que el aceite esencial, algunos extractos y varios de sus
componentes aislados, relajan las musculaturas lisas traqueales, intestinales y

vasculares de distintos animales de experimentacion. (5) (24)

En cuanto a la actividad antiinflamatoria de los principios activos del romero, se ha
comprobado en animales de experimentacion que el 4cido rosmarinico incrementa la
produccion de prostaglandina E2 y reduce la produccion de leucotrieno B4 en
leucocitos polimorfonucleares humanos. Asimismo se ha observado que este acido

fendlico inhibe el sistema del complemento. Por esta razon su uso podria ser util en el
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tratamiento o la prevencion de diversas afecciones inflamatorias. También se ha
demostrado en ratas que el extracto hidroalcohdlico de la planta tiene una actividad
antiulcerosa, efecto que algunos investigadores atribuyen a los componentes

antioxidantes que contiene. (7)(22)

Finalmente, la esencia de la planta tiene propiedades antibacterianas, antisépticas,
fungicidas y balsamicas. Es por este efecto balsdmico por lo que se suele emplear para

combatir afecciones respiratorias. A su vez, tiene un efecto rubefaciente y cicatrizante.

(€19

El romero en tisana de flores y de hojas es un estimulante energético, hepatico y biliar
(colagogo). Se ha prescrito a convalecientes y a personas que padecen dermatitis.
También es antiespasmodico y diurético. Tiene propiedades antisépticas,
antiinfecciosas y cicatrizantes. Encontramos indicada la infusion de romero en el
aclarado del cabello y en las dermatitis seborreicas, pero suele ser recomendable el
combinarla con el uso interno. Si la dermatitis es muy marcada, serd recomendable
comenzar por una infusion muy diluida, pues puede aparecer una ligera irritacion

debido a la alta sensibilidad de la piel frente a la presencia de esencia. (1) (38)

La coccién de las ramitas con las hojas la aplican al cuero cabelludo para combatir la

caida del cabello, y la coccion hecha con vinagre para combatir la caspa. (25)

1.3.5 EFECTOS ADVERSOS Y/O TOXICOS

En dosis normales no es toxico. El aceite esencial, por el contrario, no debera usarse
internamente porque ocasiona irritaciones gastricas, intestinales y renales. El bano de
romero tomado por la noche altera el suefio. El 4cido rosmarinico ha demostrado una
baja toxicidad de acuerdo con la DL50 exhibida en ratones por via endovenosa, que
alcanz6 los 561 mg/kg. Dicho 4cido es eliminado de la circulacién con un tiempo de 9
minutos (Parnham M. &Kesselring K., 1985). En humanos, la aplicacion topica del

aceite esencial no provoca irritacion o dermatitis cutdnea, salvo algunos casos
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individuales de hipersensibilidad o fotosensibilidad aislados. Debe recordarse que el
aceite esencial de romero contiene alcanfor en concentraciones importantes, lo cual
hace que su empleo oral en dosis inadecuadas pueda generar cuadros epileptiformes.

Asi mismo puede ser irritativo para el endotelio renal. (4) (9)

1.3.6 FORMAS GALENICAS

- Infusion: De la sumidad florida al 2-4%, administrandose tres veces al dia.

- Extracto Seco: Relacion 8:1, se administra en base a 0,3-1 g diario, repartido en 2-
3 tomas.

- Tintura: Relacion 1:5 g/mL. Se recomienda 10 mL, 3 veces al dia. En casos de
elaborar la tintura en relacion 1:8, en etanol de 35%, se administran 3-5 mL/dosis.

- Aceite Esencial: Se suele administrar en forma de capsulas de 50 mg cada una, con
una dosis de 100-150 mg diarios.

- Via Externa: En aplicacion topica al 5% bajo solucion oleosa o alcoholica, es
empleado como repelente de insectos y antineuralgicos. También se emplea en

formulas capilares junto a la ortiga para evitar la caida del cabello. (31)

1.3.7 TAMIZAIJE FITOQUIMICO

El cribaje o tamizaje fitoquimico tiene como objetivo general la determinacion

cualitativa de los principales grupos fitoquimicos presentes en un extracto vegetal. (27)

La extraccion de los metabolitos secundarios del vegetal se lo realiza con un solvente
que solubilice al mayor numero de componentes, a este extracto se lo somete a
reacciones sensibles (de coloracion), reproducibles y de bajo costo, los resultados del
tamizaje fitoquimico constituyen Uinicamente una orientacion y deben interpretarse en
conjunto con los resultados de las pruebas in vitro, ya que en ocasiones la actividad
biologica estd dada por el fitocomplejo y en otras por un determinado compuesto

conocido como marcador. (4) (6)
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Las técnicas de determinacion cualitativa mas corrientemente utilizadas incluyen la

determinacion de la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, antracenos, esteroles

insaturados, saponinas, glicdsidoscardioactivos, taninos y otros grupos fenolicos. (27)

a.

.

i

Ensayo de Dragendorff: Utilizado para detectar la presencia de alcaloides.

Ensayo de Lieberman-Buchard: Permite reconocer en un extracto la presencia de
triterpenos y/o esteroide, en ambos tipos de productos debe poseer un nucleo

androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicion 5-6.

Ensayo de Borntranger: Es util para detectar la presencia de quinonas.

Ensayo de Baljet: Es util para reconocer la presencia de compuestos con
agrupamiento lactonico, en particular Cumarinas, aunque otros compuestos

lactonicos pueden dar resultado positivo.

Ensayo de Sudan III: Permite conocer en un extracto la presencia de compuestos
grasos.

Ensayo de Wagner: Se parte de la solucion acida, de igual forma que en los casos
anteriores. A esta solucion, se adiciona 2 o 3 gotas de reactivo de Wagner y se

reporta los resultados de igual forma que en la reaccion anterior.

Ensayo de Fehling: Permite reconocer en un extracto la presencia de aztcares

reductores.

Ensayo de Espuma: Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas,

tanto del tipo esteroidal como triterpénica.

Ensayo de Cloruro Férrico: Permite reconocer la presencia de compuestos

fendlicos y/o taninos en un extracto vegetal.
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j- Ensayo de Ninhidrina: Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia

de aminoacidos libres o de aminas en general.

k. Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en el extracto

vegetal.

I. Ensayo de Antocianidas: Permite conocer en los extractos vegetales la presencia

de estas estructuras de secuencia C6-C3-C5 del grupo de los flavonoides.

m. Ensayo de Mucilagos: Permite reconocer en los extractos de vegetales la presencia
de esta estructura tipo polisacarido, que forma un coloide hidréfilo de alto indice de

masa que aumenta la densidad del agua donde se extrae. (27)(6)

1.3.8 TAMIZAIJE FITOQUIMICO DE Rosmarinus officinalis

En el hidrodestilado de Rosmarinus officinalis se determinan que hay la presencia de
agrupamientos lactonicos, aceites esenciales y terpenoides, ya que las pruebas de Baljet,

Sudan III, y Rosenheid resultaron positivas. (6)

TABLA No. 1 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE Rosmarinus officinalis.

PRUEBAS RESULTADO
Ensayo de Dragendorff )
Ensayo de Baljet )
Ensayo de Sudan III ()
Ensayo de Cloruro Férrico )
Ensayo de Shinoda )

Ensayo de Rosentaler ()

FUENTE: TESIS ALULEMA R (26)
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1.4 ACEITES ESENCIALES

1.4.1 DEFINICION DE ACEITE ESENCIAL

Braverman (1967) sostiene que las esencias contienen en gran proporcion mezclas
volatiles de terpenos, sesquiterpenos, alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos, ésteres, y
otros compuestos no volatiles como alcanfores y materiales céreos por lo que se pueden

presentar en forma liquida o solida.

Contribuyendo a estas dos definiciones, los aceites esenciales son sustancias liquidas y
perfumadas que se encuentran en las flores en los frutos y en las hojas de las plantas;
quimicamente son mezclas complejas de compuestos organicos que suelen contener
terpenos; se obtienen por destilacion en una corriente de vapor, por absorcion sobre
grasas en frio, por infusién en caliente con grasas, por disolucion en disolventes
adecuados, por presion mediante el uso de prensas, etc. Se han dado muchas
definiciones de los aceites esenciales, en consecuencia debido a que los aceites
esenciales tienen el aspecto de los verdaderos aceites, pues se les considera como tales,

conservando hasta nuestros dias su nombre genérico original. (51)

Los aceites esenciales presentan las siguientes caracteristicas:

Constituyen un grupo de sustancias muy heterogéneas, muchas de las cuales tienen en

comun ciertos caracteres.

Su olor agradable se debe basicamente a la accion conjunta de varias sustancias
aromaticas, de tal forma que cuando estos son preparados artificialmente no constituyen
sustitutos perfectos de los productos naturales, tanto el olor y el sabor varian segln las

partes de la planta de la cual provienen; el sabor puede ser amargo e irritante.

En una gran proporcion los aceites esenciales son mas livianos que el agua, limpidos,

bastantes volatiles, incoloros o ligeramente coloreados.
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Casi todos los aceites esenciales se encuentran en estado liquido a la temperatura

ambiente.

Cuando son enfriados violentamente o por accion del tiempo, forman en el fondo del
recipiente que los contiene un sedimento de aspecto cristalino. La accion del tiempo
hace que los aceites esenciales modifiquen su aroma o lo pierdan, volviéndose estos

mas densos o inservibles.

Cuando son frescos, generalmente presentan una notoria neutralidad, pero después de
cierto tiempo y especialmente si los recipientes han estado deficientemente cerrados
toman un caracter acido denominandose a esto "Resinificacion" que modifica
totalmente las caracteristicas del producto, cambiando el color, olor y sabor; aumenta su
densidad, se vuelve acido y viscoso, aumentando el punto de ebullicién y disminuyendo

su solubilidad.

La resinificacion es el resultado do la oxidacion ocasionada por el aire y acelerada por
la luz; por este motivo los aceites esenciales deben conservarse en lugares oscuros o en
frascos de vidrio de color caramelo, herméticamente cerrados. (51)

1.4.2 CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Podemos clasificarlos en tres aspectos:

a. POR SU ORIGEN:

- ESENCIAS NATURALES: Son aquellos que se obtienen directamente de la

naturaleza ya sea como productos de secrecion o mediante procesos fisicoquimicos.

- ESENCIAS SINTETICAS: Son aquellas que se obtienen por sintesis organica ya sea
de las mismas o de las sustancias quimicas que la componen, esto es empleado en la

industria de perfumes.
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- ESENCIAS ARTIFICIALES O MIXTAS: Son aquellas que resultan de la mezcla de
las esencias naturales y sintéticas, siendo el aroma andlogo al de los naturales. Por

ejemplo la vainilla es la esencia artificial obtenida del almizcle. (51)

b. POR SU COMPOSICION ELEMENTAL:

- ESENCIAS NITROGENADAS: Son aquellas que en su composicion quimica llevan

nitrogeno como la esencia del berro, etc.

- ESENCIAS SULFURADAS: Son aquellas que en su composicion quimica contienen

azufre, como la esencia de mostaza, ajo, cebolla, etc.

- ESENCIAS POBRES EN OXIGENO: llamadas también esencias ricas en terpenos.

Tiene esta clasificacion la esencia de trementina, eucalipto, laurel, limén, romero.

- ESENCIAS RICAS EN OXIGENO: Dentro de ellas tenemos la esencia de rosas,

violetas, anis, menta, etc.

c. POR SU PUNTO DE EBULLICION:

- ESENCIAS FIJAS: Son aquellas cuyo peso molecular generalmente es elevado, en

este grupo estan: los productos balsamicos y las esencias resinosas.

- ESENCIAS FUGACES: Dentro de estas tenemos: menta.

- ESENCIAS PERSISTENTES: Dentro de estas tenemos: rosas.

1.5 ACEITE ESENCIAL DE ROMERO

El aceite esencial de romero es una sustancia liquida, obtenida a partir del Rosmarinus

officinalis L. es de color amarillento, con olor caracteristico, siendo su principal

constituyente el Borneol.
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La esencia de romero ademas contiene: a - pineno, canfeno, cineol, limoneno, alcanfor,

acetato de bornilo y cariofileno, ésta esencia se encuentra en una proporcion de 1.2-2 %

(hojas).
i- ¢ T /
J \
/ CH i
e \
r -'vv\ - l‘. ’-_‘,.
\ on, II
\ J
He *—‘(Cn
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FIGURA No. 1 FORMULA FORMULA FORMULA
FORMULA ESTRUCTURAL ESTRUCTURAL ESTRUCTURAL
ESTRUCTURAL DEL PINENO DEL CANFENO DEL CINEOL
DEL BORNEOL
p A it
Z /mm" Y
F!GURA No. 5 F!GURA No. 6 FIQURA No. 7 F!GURA No. 8
FORMULA FORMULA FORMULA FORMULA
ESTRUCTURAL ESTRUCTURAL ESTRUCTURAL DEL ESTRUCTURAL
DEL LIMONENO DEL ALCANFOR BORNEOL , ACETATO DEL
DE BORNILO CARIOFILENO

1.5.1

a. Densidad relativa a 20 °C =0.9170 g / mL.
b. Indice de refraccion = 1.4701
c¢. Solubilidad en alcohol = 1 en 3.3 vol. alcohol de 80 °.

d. Desviacion polarimétrica = 5°, 74. c. Indice do acidez = 0.77.

f. Absorcion en ultravioleta = débilmente absorbente.

PROPIEDADES FiISICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO

g. Caracteres organolépticos = Es un liquido limpido, amarillento, de olor alcanforado y

sabor amargo. (51)
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1.52 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

El proceso de extraccion de aceites esenciales a partir de diferentes materias primas
vegetales estd supeditado a la materia prima a utilizar. Ello ligado al rendimiento de
extraccion deseado, son los factores principales que condicionan el método y equipos a

emplear para dicho fin.

EXTRACCION POR DESTILACION

Ames y Mathews (1972) manifiestan que la destilacion es una técnica de separacion del
material volatil y no volatil mediante el vapor de agua. El material volatil es arrastrado
conjuntamente con el vapor de agua formando una mezcla, pasando luego a un
condensador donde ambas so separan en dos fases distintas por condensacion. Los
mismos autores mencionan que la caracteristica fundamental de los aceites esenciales
en la destilacion con vapor de agua es que estas sustancias son insolubles o poco
solubles en agua y que dos liquidos volatiles los cuales no son mutuamente solubles,
evaporan juntamente a una temperatura menor que el punto de ebullicion de uno u otro;
de este modo cada sustancia volatil en un aceite esencial es elevado por el vapor y la

mezcla tiene un punto de ebullicion ligeramente menor a 100°C.

Berg (1963), informa que la volatilidad de un liquido es directamente proporcional a su
presion de vapor e inversamente proporcional a su punto de ebullicion y peso

molecular.

Guenther (1963), denomina a la destilacion, hidrodestilaciéon y sefiala como los

principales efectos que lo acompafan lo siguiente:

- Difusion de aceite y agua caliente a través de las membranas de la planta.
- Hidrolisis de algunos componentes del aceite esencial.

- Descomposicion ocasionada por el calor.
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Garcia (1953) sefiala que el efecto de la destilacion es que el vapor mediante su accion
térmica, fisicoquimica c incluso quimica (sobre todo el vapor humedo) hincha las
paredes de los tejidos facilitando por medio de la osmosis el paso de la esencia al
exterior. Una vez aislada la esencia, ésta destila a temperaturas muy inferiores a su

punto de ebullicion, influyendo favorablemente en la cantidad de agua presente.

Sievers (1972) menciona que entre las ventajas del método de destilacion por vapor esta
su simplicidad, el tiempo corto de operacion y las grandes cantidades de materia prima

que se pueden utilizar a bajo costo.

Ames y Mathews (1972) mencionan que existen tres tipos basicos de destilacion de
aceites esenciales que se diferencian en el grado de contacto entre el agua y el material
de la planta.

- Destilacion por agua: En este tipo de destilacion, el material es totalmente sumergido
en agua en ebullicion, esta es la forma mas simple de destilacion do aceites esenciales;
consiste en sobrecalentar a fuego (madera y otro combustible) un recipiente
conteniendo agua y material de la planta. (51)

Las desventajas de este método son:

- Es casi imposible mantener un calentamiento uniforme.

- Ladestilacion es lenta.

- Ladestilacion en gran escala es antiecondmica.

Las ventajas que presenta son:
- La destilacion por agua es necesario para algunos casos por ejemplo: pétalos de

rosa.

- A veces la destilacion de algunos materiales de madera tales como la canela facilita

la difusion del aceite.

- Destilacion por agua y vapor de agua: En este tipo de destilacion el material es
soportado encima del nivel del agua en ebullicion (por medio de una rejilla), la

carga no esta expuesta directamente a la fuente de calor . Alternativamente el agua
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puede ser calentada por un serpentin cerrado por el cual circula vapor o fuego

directo sobre la base del recipiente. (51)

Las ventajas son:

- Corto tiempo de duracién del proceso.

- Se puede recuperar el aroma del agua condensada en una primera destilacion, al

utilizar esta nuevamente para producir vapor.

- Destilacion por vapor directo: Este tipo de destilacién constituye la técnica mas
avanzada de destilacion. La carga es mantenida sobre la rejilla dentro del destilador,
el vapor proveniente de un caldero alimenta al destilador a través de un serpentin
cribado. El vapor puede ser saturado o ligeramente sobrecalentado. Si el destilador
no esté revestido con material aislante se forma mucho condensado; sin embargo hay

suficiente vapor para facilitar que el aceite salga de los tejidos.
Las ventajas que presentan son:
- Es un proceso corto, esto minimiza la descomposicion de constituyentes sensibles

tales como los ésteres.

- Apropiado para la destilacion en gran escala, por la puesta en marcha del proceso

rapidamente, lo mismo que un vaciado y cargado de material.

Las desventajas que presenta son:

- Sino se regula la calidad del vapor, la humedad en el material puede evaporarse y

el aceite podria no liberarse de los tejidos. (51)

1.6 EXCIPIENTES

Son sustancias auxiliares que ayudan a que el principio activo se formule de manera

estable, eficaz y, sobre todo, seguras para el paciente. Estos excipientes se pueden
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clasificar de varias maneras, pero la mas interesante es atendiendo a la funcion que
realizan dentro del medicamento. Lo mas frecuente es que una misma sustancia tenga
mas de una funcién; por ejemplo, el etanol ayuda a solubilizar principios activos

parcialmente solubles en agua y ademas es un estupendo conservante. (13) (24).

1.6.1 LAURIL ETER SULFATO SODICO (TEXAPON)

FIGURA No. 9 FORMULA ESTRUCTURAL DEL TEXAPO N

Formula: C,,H,5NaOsS

Masa molecular: 272.38 g/mol

N° CAS:9004-82-4, 68891-38-3, 68585-34-2, 91648-56-5

Otros nombres: SLES, lauril éter sulfato de sodio, Genapol LRO, Texapon.

Propiedades generales

Este producto varia en cuanto a su nimero de grupos etoxil. En usos comerciales, es
comun n= 3. SLES es preparado por etoxilacion del alcohol dodecil, el resultado es
convertido en la mitad en un éster del acido sulftrico, el cual es neutralizado por
conversion de la sal de sodio. Su similar surfactante, el SLS o lauril sulfato de sodio, es
producido de la misma manera. SLS y lauril sulfato de amonio (ALS) es comunmente
usado con el SLES en productos de consumo masivo. Este producto es capaz, incluso a

bajas temperaturas, de desarrollar todo su poder espumante. (44)

Aplicaciones

Su alta compatibilidad con la piel y su capacidad humectante y emulsionante, hacen que
sea una de las materias primas mas usadas en la industria cosmética. A estas
propiedades hay que sumarle su ligero olor que permite que sea perfumado sin

inconvenientes.
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Se suele combinar con alcanolamidas de 4cidos grasos para sobreengrasar y espesar el
producto. Una manera de aumentar la viscosidad de estos compuestos es mediante la
adicion de sal comun (cloruro soddico). El lauril éter sulfato sddico se puede mezclar con
un gran namero de sustancias detergentes, en cualquier proporcion, y también con otros

principios activos y aditivos especiales (23) (44)
Toxicologia
El SLES es considerado seguro, los efectos de irritacion se incrementan al aumentar la

concentracion. (44)

1.6.2 DIETANOLAMIDA (COPERLAN)

D
CHs CH; OH

H,C | CM -
TCH‘T CH CHz OH

n10a16

FIGURA No. 10 ESTRUCTURA QUIMIC A DEL COPERLAND

Seccion: Tensioactivo

Tipo: No i6nico

Familia: Alcanolamidas

Subfamilia: Amida derivadas de las Alcanolamidas
Denominacién quimica: Dietanolamida de acido graso de coco

Numero CAS: 61791-31-9; 68603-42-9

Propiedades Fisico quimicas tipicas
Composicion Dietanolamida de acidos grasos de coco

Aspecto Liquido oleoso viscoso de color amarillo claro o pasta

blanda.



_27 -

Datos técnicos Amina libre <5%
Acido graso libre <1%
Ester 6%
Amida 78-90%
Agua 0.5%
Valor de pH 8-10
Propiedades

La dietanolamida de 4cidos grasos de coco se disuelve en agua formando un sol turbio
jabonoso levemente espumante. Este producto posee poder emulsionante y
codisolvente. En soluciones detergentes destacan especialmente sus propiedades
espesantes y formadoras de estructura. En estas combinaciones actua protegiendo la

piel con un suave poder detergente propio. (34)

En alcoholes y otros disolventes empleados en cosmética se disuelve en forma
transparente, siendo miscible con muchos aceites (especialmente con ceras y alcohol de
Guerbet). Mediante reducidas adiciones de alcohol, pueden clarificarse las mezclas con

aceites grasos de origen vegetal y animal.

La cocamide DEA e¢jerce un fuerte efecto emulsionante en todos los casos en que se

incorpore agua. (34)

Aplicaciones

Como espesante con propio poder detergente, la cocamide DEA se emplea
ventajosamente en la fabricacion de detergentes liquidos, especialmente en shampoos
transparentes y en emulsion. En estos casos no es indispensable la incorporacion de sal

para elevar la viscosidad.

Sin embargo, no puede indicarse un esquema de composicion fijo para estos sistemas
de estructura viscosa, especialmente después de haber efectuado una dilucién con agua.
Por tanto, sera necesario realizar en cada caso algunos ensayos previos para determinar

la composicion 6ptima de un producto final con buena estabilidad.
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Como ejemplo, una solucion de lauril éter sulfato sddico diluida con agua hasta doblar
su volumen debe alcanzar una viscosidad de aproximadamente 10000 cP a 20°C
mediante una adicion de un 6% de dietanolamida de acidos grasos de coco.

La cantidad de empleo de la cocamide DEA en muchos productos especiales
cosméticos y técnicos oscila en general entre 1 y 5%, calculado sobre el producto

final.(23)(34)

Estabilidad
Pueden sufrir hidrdlisis a pH extremos, pero en su uso normal en cosmética son
estables. Cabe destacar que tienen tendencia a decolorarse con la exposicion al aire y la

luz.

1.6.3 EUPERLAND

Es una mezcla de eter-sulfato de alcoholes grasos con sustancias nacarantes y avivantes

para preparaciones tensoactivas, elaborados en estado frio.

ASPECTO: Es una emulsién viscosa, blanda y con brillo nacarado.

OLOR: Ligeramente débil caracteristico al alcohol.

USOS: Debido a su elevado contenido de sustancias avivantes es particularmente
apropiado para las llamados cremas espumantes para el baflo, como componente
nacarante y reengrasante.

PROPIEDADES: El Euperlan PK es apropiado para la industria de preparados
cosméticos en forma de emulsion con brillo nacarado, como por ejemplo para

shampoos, geles, espumantes, etc.

PELIGRO: No es toxico, no irrita la piel y no es inflamable.
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APLICACION Y ELABORACION: Este producto es compatible con todos los tipos
Texapon y demas sustancias detergentes afines. Su especial ventaja consistente en la
posibilidad de que pueda incorporarse en frio. Para su elaboracion se mezclan todos los
componentes y se agita hasta su homogenizacion. La viscosidad se regula con el

comperlan o cloruro de sodio.

ALMACENAMIENTO: Se conserva como minimo tres afios en los envases

originales, debidamente cerrados y a temperaturas normales.

NOTA: Tenemos cinco tipos de EUPERLAN, las mismas que su aplicacién es
universal para los preparados tensoactivos, cuya funcion es como concentrado

nacarante por que genera brillo perla, sedoso muy denso y fino. (36)

1.64 BRONIDOX (BROMIDOX)

Br
O5N O

O

FIGURA No. 11 ESTRUCTURA QUIMICA DEL BRONIDOX

Es un moderno agente de conservacion, apropiado para todas las operaciones y
preparados de cosméticos que no permanecen en la piel; como shampoos, bafios de
espuma, preparaciones para la ducha, cremas detergentes, humectantes, emulsionantes,

etc.

El Bronidox puede trabajarse en frio, en forma que su aplicaciéon no ofrece problemas
alguno. Este producto se incorpora a las formulaciones acabados bajo agitacion, sin que
por ello surja problema alguno como cambio de color y olor. Es estable frente a la luz y

la temperatura y es a la vez compatible con otros componentes.
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ADVERTENCIA: En la manipulacion de esta materia prima en forma diluida, debera

evitarse su contacto directo con la piel y las mucosas.

NOTA: Tenemos dos clases de bronidox. L Y LS5, las mismas que se utilizan para
conservar el producto terminado durante un tiempo determinado, especialmente para
shampoos, bafios de espuma, preparaciones tensoactivas, productos enjuagables y otros
cosméticos similares. También se observaran las regulaciones de las correpondientes

leyes sobre cosméticos. (23)(36)

Es el 5-bromo, 5 nitro-1.3 dioxano. es el nombre comercial de la compaiia Cognis.
Viene en solucion al 5% y al 10 % en glicoles. Su uso principal; como preservante
contra contaminacion microbiologica de producto cosméticos liquidos y sélidos en

concentraciones que van desde 0.05% hasta 0.1%

1.6.5 ALCOHOL CETILICO (CETIOL HE)

OH

FIGURA No. 12 ESTRUCTURA QUIMICA DEL CETIOL

Es un aceite de éster decilico del acido oléico, siruposo, limpido e incoloro y de
reaccion neutra, similar a las grasas cutdneas biologicas de uso universal para

preparados de tratamiento.

Olor: Débil caracteristico a la glicerina.
USOS: Productos farmacéuticos, perfumeria, acondicionadores, cremas, tonificantes
colorantes capilares, shampoos finos, jabones especiales, humectantes, emulsionantes y

preparaciones anhidras.

ENVASES: Al almacenar debe realizar en lugares frescos y en envases de polietileno.
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PELIGRO: Poco toxico y no es inflamable.

PROPIEDADES: Por su alto poder penetrante es usado como buen disolvente en
sustancias farmacéuticas y comerciales, ya sea puro o en mezcla de otros aceites. Es
muy apropiado para elaborar aceites cutaneos y componentes reengrasantes para cremas
y emulsiones liquidas, es un alto agente acondicionante y un fijo engrasante en cremas

y shampoos.

MISCIBILIDAD: Es compatible con agua, alcohol, éter y disolventes orgéanicos.

En la cosmética fina, el CETIOL HE es utilizado para elaborar productos de alta calidad
por ser aceites con cardcter fuertemente graso, escaso poder de extensibilidad y con
gran efecto a profundidad. Es un aceite hidréfilo como componente para todos los
preparados tensoactivos y componentes oleosas con propiedades conservantes,
agradable impresion sobre la piel y con pronunciado efecto medio de uso universal.

(23)(34)

Peso molecular: 212.06.

Color: polvo cristalino blanco, liquido descolorido, transparente en el glicoll.2- del
propileno.

Punto de fusion: 60°C o 58.5-62°C

Solubilidad: insoluble en agua

pH: 6-7

Establo bajo condiciones normales

No reactivo con enzima/sustrato en la inhibicion de los andlisis pero de las causas de las

bacterias de la actividad enzimatica.

Se utiliza en inmunologia para preservar los anticuerpos y los antisueros en 0.1 - 0.5%

concentracion.

Bactericida. Muy eficaz contra la levadura y los hongos.
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Utilizado en cosméticos desde los mediados de los afios setenta como preservativo para
los shampoos, el bafio de la espuma, el etc. La concentracion maxima es 0.1 %.

(28)(23)

1.7 ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD

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 funcion 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 contribuye para:

* Orientar el desarrollo de la formulaciéon y del material de acondicionamiento
adecuado.

* Proporcionar ayudas para el perfeccionamiento de las formulaciones.

* Estimar el plazo de validez y proporcionar informaciones para su confirmacion.
(12 Theme series Anvisa Cosmetics Volume 1)

e Auxiliar en el monitoreo de la estabilidad organoléptica, fisico-quimica y
microbiologica, produciendo informaciones sobre la confiabilidad y seguridad de

los productos.

1.7.1 FACTORES QUE INFLUENCIAN LA ESTABILIDAD

Cada componente, activo o no, puede afectar la estabilidad de un producto. Variables
relacionadas a la formulacién, al proceso de fabricacion, al material de
acondicionamiento y a las condiciones ambientales y de transporte pueden influenciar

en la estabilidad del producto. Conforme el origen, las alteraciones pueden ser
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clasificadas como extrinsecas, cuando son determinadas por factores externos; o
intrinsecas, cuando son determinadas por factores inherentes a la formulacion.
FACTORES EXTRINSECOS

Se refieren a factores externos a los cuales el producto estd expuesto, tales como:

a) Tiempo

El envejecimiento del producto puede llevar a alteraciones en las caracteristicas

organolépticas, fisico-quimicas, microbiologicas y toxicologicas.

b) Temperatura
Temperaturas elevadas aceleran reacciones fisico-quimicas y quimicas, ocasionando
alteraciones en: la actividad de componentes, viscosidad, aspecto, color y olor del

producto.

Bajas temperaturas aceleran posibles alteraciones fisicas como turbiedad, precipitacion,

cristalizacion.

Problemas generados, en funcion de temperaturas elevadas o muy bajas, también
pueden ser resultantes de disconformidades en el proceso de fabricacion,

almacenamiento o transporte del producto.

c¢) Luz y Oxigeno
La luz ultravioleta, conjuntamente con el oxigeno, origina la formacion de radicales

libres y desencadena reacciones de 6xido-reduccion.

Los productos sensibles a la accion de la luz deben ser acondicionados en lugares
protegidos, en frascos opacos u oscuros y deben ser adicionadas substancias

antioxidantes en la formulacion, con el propdsito de retardar el proceso oxidativo.(31)

d) Humedad
Este factor afecta principalmente las formas cosméticas sélidas como talco, jabon en

barra, sombras, sales de bafio, entre otras.
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Pueden ocurrir alteraciones en el aspecto fisico del producto, volviéndolo blando,
pegajoso, o modificando su peso o volumen, como también contaminacién
microbiologica.

¢) Material de Acondicionamiento

Los materiales utilizados para el acondicionamiento de los productos como vidrio,
papel, metal y plastico pueden influenciar en la estabilidad.

Deben ser efectuadas pruebas de compatibilidad entre el material de acondicionamiento

y la formulacioén, con el propoésito de determinar la mejor relacion entre ellos.

f) Microorganismos
Los productos cosméticos mas susceptibles a la contaminacion son los que presentan

agua en su formulacion como emulsiones, geles, suspensiones o soluciones.

La utilizaciéon de sistemas conservantes adecuados y validados (prueba de desafio del
sistema conservante - Challenge Test), asi como el cumplimiento de las Buenas
Practicas de Fabricacidbn son necesarios para la conservacion adecuada de las

formulaciones.

g) Vibracion
Vibracion durante el transporte puede afectar la estabilidad de las formulaciones,
ocasionando separacion de fases de emulsiones, compactacion de suspensiones,

alteracion de la viscosidad entre otros.

Un factor agravante del efecto de la vibracion es la alteracion de la temperatura durante

el transporte del producto.

FACTORES INTRINSECOS
Son factores relacionados a la propia naturaleza de las formulaciones y sobre todo a la

interaccion de sus ingredientes entre si y/o con el material de acondicionamiento.

Resultan en incompatibilidades de naturaleza fisica o quimica que pueden, o no, ser

visualizadas por el consumidor.
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Incompatibilidad Fisica
Ocurren alteraciones, en el aspecto fisico de la formulacidon, observadas por:

precipitacion, separacion de fases, cristalizacion, formacion de grietas, entre otras.

(6)(28).

Incompatibilidad Quimica
a) pH
Se deben compatibilizar tres diferentes aspectos relacionados al valor del pH:

estabilidad de los ingredientes de la formulacion, eficacia y seguridad del producto.

b) Reacciones de Oxido-Reduccion
Ocurren procesos de oxidacion o reduccion llevando a alteraciones de la actividad de
las substancias activas, de las caracteristicas organolépticas y fisicas de las

formulaciones.

c¢) Reacciones de Hidrolisis
Suceden en la presencia del agua, siendo mas sensibles las substancias con funciones
éster y amida. Cuanto mas elevado es el contenido de agua en la formulacion, es mas

probable que se presente este tipo de reaccion.

d) Interaccion entre los ingredientes de la formulacion
Son reacciones quimicas indeseables que pueden ocurrir entre ingredientes de la

formulacion anulando o alterando su actividad.

e) Interaccion entre ingredientes de la formulacion y el material de acondicionamiento
Son alteraciones quimicas que pueden acarrear modificacion a nivel fisico o quimico
entre los componentes del material de acondicionamiento y los ingredientes de la

formulacidn.

1.7.2 ASPECTOS CONSIDERADOS EN LA ESTABILIDAD
Fisicos: deben ser conservadas las propiedades fisicas originales como aspecto, color,

olor, uniformidad, entre otras.
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Quimicos: deben ser mantenidos dentro de los limites especificados para la integridad

de la estructura quimica, el contenido de ingredientes y otros parametros.

Microbioldgicos: deben ser conservadas las caracteristicas microbioldgicas, conforme
los requisitos especificados. El cumplimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion y
los sistemas conservantes utilizados en la formulacion pueden garantizar estas

caracteristicas.

Ademés de estos aspectos es necesario considerar también el mantener las
caracteristicas del producto en cuanto a la Funcionalidad: los atributos del producto
deben ser mantenidos sin alteraciones en cuanto al efecto inicial propuesto.

(Cosmetic Products Stability Guide 15)

Seguridad: no deben ocurrir alteraciones significativas que influencien en la seguridad

de uso del producto.

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.(6)(28)

1.7.3 MOTIVOS PARA REALIZAR UN ESTUDIO DE ESTABILIDAD.

- RAZONES LEGALES.- Este es un requisito establecido por las autoridades salud

para establecer el periodo de vida 1til del producto farmacéutico.

- RAZON SANITARIA.-Es necesario realizar este estudio, porque los productos de
degradacion del principio activo excipientes no siempre suelen ser inocuos.

- RAZONES ECONOMICAS .- Si el producto sufre degradaciones fisicas que afecten
su presentacion comercial, este ya no es aceptado por parte del paciente consumidor.

(32)
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1.7.4 DEFINICIONES BASICAS EN UN ESTUDIO DE ESTABILIDAD

- T90.- Es el tiempo necesario para que el principio activo llegue al 90% de su

concentracion.

- PERIODO DE VIDA UTIL.- Es el intervalo de tiempo desde la elaboracion del
medicamento hasta que ya no cumple con las especificaciones fisicas, quimicas y

microbiologicas establecidas en farmacopeas oficiales.

- FECHA DE CADUCIDAD.- Es la fecha limite que pasada la cual ya no cumple con

las especificaciones establecidas en farmacopeas oficiales (24) (40).

1.7.5 TIPOS DE ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Tenemos dos tipos de estudio.
a) Estudios normales

b) Estudios acelerado

a) ESTUDIOS NORMALES.- Estos estudios consisten en someter a la muestra a
condiciones normales de temperatura y humedad de almacenamiento, se determina en
forma periodica la degradacion del principio activo; este es un método que nos permite
determinaren una forma mas exacta la vida util del medicamento o cosmético, sin

embargo el gran inconveniente es el tiempo que demora el estudio.

b) ESTUDIOS ACELERADOS.- Este tipo de estudios se basan en el efecto de la
temperatura sobre la velocidad de reaccion. Consiste en someter la muestra a
condiciones extremas de almacenamiento (Temperatura y humedad relativa), con el fin
de acelerar a degradacion quimica y modificacion fisica se determina en forma

periddica la concentracion del principio activo. (12)(50)



-38 -

1.7.6  METODO PARA REALIZAR EL ESTUDIO DE ESTABILIDAD

El método mas usado es:

METODO DE POPPE
Es una variacion del método de Arrhenius, es mas practico y seguro, no se necesita
determinar el orden de reaccidon, no se necesita un porcentaje alto de degradacion del

principio activo.

Se basa determinar tablas de contingencia y determinar el porcentaje degradado del
principio activo a diferentes temperaturas considerando energias de activacion usuales
para productos farmacéuticos. Dependiendo del tiempo para el que se realicen las tablas
de contingencia, se podra estimar si el producto tiene determinados meses previamente

establecidos de vida util.

Este es un método muy utilizado en investigacion y desarrollo de nuevos farmacos.

Este método se basa en la ecuacion de Arrhenius:

K= (kT/n) e->*
En donde:
K= Velocidad de reaccion.
k = Constante de Boltzman 1.38 x 107 erg. °K
n = Constante de Plank 6.624 x 10 erg. s

Ea = Energia de activacion.

METODOLOGIA

- Se procede a elaborar la tabla de contingencia de la siguiente forma:

Basados en las dos ecuaciones:

K= (kT/n) ™
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K= AeERT
Igualamos ecuaciones y despejemos A:

A =[(1,38x10"% )erg’k /(6,624x107 Yerg.seg] T
A =((2,0833x10")°K ".seg”’ )T

Calculando A, a dos temperaturas extremas 0°C y 50°C tenemos:

A =((2,0833x10") °K ".seg™ )x 273° K = 5,68741x10"* seg’!
A =((2,0833x10"%) °K " seg™ )x 323° K = 6,72906x 10" seg™

Los datos de A se mantienen constantes a diferentes temperaturas, por lo cual tenemos:
K,= Ale-Ea/RT1 K,= A2e-Ea/RT2

Dividiendo y eliminando A tenemos:

Aplicando logaritmos:

Kl _ e(EafR)(n_rz)fm—Tz)

K,

Aplicando logaritmos

of K1 | B0/ R, 1)
\ Kz ) Tl _Tz

_(Ea/R)T,~T)

InK, +Ink,

BTy
Posteriormente se calcula K; a una temperatura de 25°C, siguiendo una cinética de

orden uno, y un tiempo de 24 meses.
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InC=InCo—-K,t

E s InCo-InC
t
0105

K
: t

Siguiendo a esto podemos calcular K; a 30°C tomando en cuenta las energias de

activacion de 10 Kcal/mol y 25 Kcal/mol:

_ (10000 /1,987)cal mol/"K cal mol(303 — 298)°K

Ink,
B (303x298)°K

+1n438%10°=-51499

antiln— 51499=58x%10" mes

Este mismo célculo se realiza para una energia de activacion de 25 Kcal/mol a 30°C, y

similar para 40°C y 50°C.

De esta manera obtenemos la siguiente tabla:

TABLA No 2. VALORES DE CONSTANTES PARA DIFERENTES TEMPERATURAS Y EN ERGIAS DE
ACTIVACION DEL METODO DE POPPE.

°C °K E. 10 Kcal/mol E, 25 Kcal/mol
(mes'l) (mes'l)

25 298 4.38x10” 4.38x10”

30 303 5.80x107 8.81x107

40 313 9.86x107 3.32x107

50 323 1.62x107 1.15x107

Una vez obtenidas las constantes procedemos a calcular el porcentaje remanente y el

degradado:
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C = Coe™
C=100 Xe( 4.39x10-3 )(3)meses
C=98.69% remanente
%degradado = 100- 98,69 = 1,31%

En donde:
C= Concentracion final.

Co= Concentracion inicial.

Una vez calculados todos los porcentajes, se procede a elaborar la tabla de contingencia

a partir de la cual graficamos la curva Log % degradado vs.1/T x 10000.

ESTIMACION DE ESTABILIDAD METODO DE
POPPE
Log % p.adeg vs. 1/T x 10000

169
1,54
a4 T c
1,3 4 ™~
1,2 4 .
1,14 .
14 ~u
091 B ™
0,8 4 .
0.7 4 -— .
0,6 4 — ~
0,54
0.4 - A
0,3 4
0.2 4
0,14
0 v v r r T r v r r v "
3075 3 3125 35 3175 32 3225 325 3275 33 3325 335

1/T x 10000

Log % p.a degradado

10 K callmol

| —+—Ea=10 Kealmol —=— Ea=25 Kealimol |

GRAFICO No. 1 ESTABILIDAD DE METODO DE POPPE

En base a la gréfica se obtiene el periodo de vida 1til:

- Si se ubica en el area A, el producto tiene la probabilidad de tener un periodo de vida

util mayor a dos afios.

- Si se ubica en el area B, el producto tiene buenas probabilidades de tener un periodo

de vida 1util de dos afios.
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- Si se ubica en el area C el periodo de vida util del producto es muy probable que sea

menor a dos afnos.

1.7.7 ZONAS CLIMATICAS EN UN ESTUDIO DE ESTABILIDAD
Debido a que un producto farmacéutico puede ser comercializado en cualquier parte
del mundo, y por ende hay una gran variedad de tipos de clima, los estudios de

estabilidad se dividieron en las siguientes zonas climéticas (12).

TABLA No 3. ZONAS CLIMATICAS PARA UN ESTUDIO DE ESTABILID AD

ZONA DESCRIPCION TEMPERATURA HUMEDAD
ZONA 1 Clima Templado 25°C+/- 2°C 45°C+/- 5°C
ZONA 2 Mediterraneo 25°C+/-2°C 60°C+/- 5°C
ZONA 3 Caliente y seco 30°C+/-2°C 35°C+/- 5°C
ZONA 4 Caliente y humedo 30°C+/- 2°C 70°C+/- 5°C

BID (54).2108 PP.

1.8 ESCALA PILOTO

Como su nombre lo indica es un proceso a escala reducida. Este proceso persigue
disefar, construir y operar una planta piloto para recolectar informacion sobre varios
procesos como procesos fisicos o quimicos, que permita determinar si el mismo es
técnico y econdmicamente viable, asi como establecer los pardmetros de operacion
optimos de dicho proceso para el posterior disefio y construccion de la planta a escala

industrial.(47)
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CAPITULO II

2. PARTE EXPERIMENTAL

LUGAR Y PRUEBAS DE ENSAYO

La presente investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Productos naturales,
laboratorio de Microbiologia aplicada y laboratorio de Operaciones Unitarias de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en funcion a las

diversas determinaciones y ensayos que se debieron realizar.

2.1 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

- Rosmarinus officinalis

2.1.2 OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

La materia prima se la obtuvo en el mercado mayorista de la ciudad de Riobamba por

su accesibilidad, disponibilidad, y temporada de recoleccion.

Nombre comtn: Romero
Nombre cientifico: Rosmarinus officinalis

Lugar de procedencia: Cantén Chambo, provincia de Chimborazo

2.1.3 EQUIPOS

- Hidrodestilador para aceites esenciales industrial de 220L.
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pH metro (Hanna HI98127)
Balanza técnica (Orion)
Balanza Analitica (Boeco)
Estufa (Fanem)

Cémara Digital

Mezcladora semi industrial 50L.
Céamara de maduracion.
Viscosimetro (Selecta ST-2001)
Reverbero Eléctrico

Mufla

Desecador

Computadora Vaio

Cémara de flujo laminar
Autoclave

Centrifuga

MATERIALES DE LABORATORIO

Varilla de agitacion
Probetas

Pipetas volumétricas
Pipetas 1,5, 10 mL
Pera de succion
Erlenmeyer
Picnometro
Mascarilla

Baldes de 20L

Papel Aluminio
Masqui

Placas para cromatografia en capa fina
Algodon

Mechero
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Cépsula de porcelana

Desecador

Tripode

Embudo

Vasos de precipitacion

Pinza para capsulas

Pinza para buretas

Soporte universal

Tubos capilares

Placas cromatograficas con indicador fluorescente
Espatulas semi industriales

Envases plasticos numero 2 de 500mL
Gradillas

Tubos de ensayo

REACTIVOS

Agua destilada

Alcohol antiséptico
Cloruro de sodio
Comperland KD

Texapon N70

Euperland

Aceite esencial de romero
Bromidox

Alcohol cetilico

Agua de peptona

Caldo de cultivo verde bromocresol
Petrifilm para aerobios
Tolueno

Acetato de etilo

Acido férmico
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- Acido acético glacial

- Acido sulftrico concentrado
- Sulfato de cerio

- Vainillina

- Acido nitrico

2.2  TECNICAS

2.2.1 PRUEBAS DE CONTROL DE CALIDAD DE LA ESPECIE VEGETAL

El control de calidad de la droga se lo realizd considerando las metodologias de la
OMS, y demas organismos encargados de asegurar la calidad de los productos
fitofarmacéuticos.

Para el control de calidad de la droga cruda se realizan las siguientes pruebas:

- Determinacion de la humedad

- Cenizas totales

- Cenizas solubles en agua

- Cenizas insolubles en acido clorhidrico

- Determinacion de sustancias solubles

- Determinacion de microrganismos

2.2.1.1 DETERMINACION DE HUMEDAD

De la muestra pulverizada se pesan 2g con desviacion permisible de 0.5 mg y se
transfieren a una cépsula de porcelana previamente tarada y desecada a 105 °C hasta
masa constante; seguidamente se deseca a 105 °C. Durante 3 horas. La capsula se
coloca en la desecadora donde se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa,
colocandose nuevamente en la estufa durante lh., volviéndose a pesar, hasta obtener
una masa constante.

Expresion de los resultados.



% H = pérdida en peso por desecacion (%).

M, = peso de la capsula con la muestra de ensayos (g.)

M, = peso de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g.)
M = peso de la cépsula vacia.

100 = factor matematico. (25)

2.2.1.2 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

Se determina la masa de 2.0 g. de la muestra de ensayo con una variacidon permisible de

0.5mg en un crisol de porcelana previamente tarado.

Calentar suavemente la porcion de ensayo aumentando la temperatura hasta carbonizar

y luego incinerar en un horno mufla a temperaturas de 700 a 750 °C. Durante 2h.

Se enfria el crisol en una desecadora y se pesa, repitiéndose el proceso hasta que dos

pesadas sucesivas no difieran en mas de 0.5 mg. por g. (masa constante).

Para obtener masa constante los intervalos entre calentamiento y pesada son de 30 min.
Si el residuo presenta trazas de carbon, se le afaden unas gotas de solucion de H,O,
concentrado, acido nitrico o solucioén de nitrato de amonio al 10% y se calienta hasta

evaporar los solventes. Al enfriar el crisol el residuo es de color blanco.

Expresion de los resultados:

%Cr = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.

M = peso del crisol vacio (g).
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M ;= peso del crisol con la porcion de ensayo (g).
M= peso del crisol con la ceniza (g).

100= factor matematico para los célculos. (25)

2.2.1.3 DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

A las cenizas totales obtenidas segun el apartado anterior, se le afiaden de 15 a 20 mL

de agua. El crisol se tapa y se hierve suavemente a la llama del mechero durante 5 min.

La solucion se filtra a través del papel de filtro libre de cenizas. El filtro con el residuo
se transfiere al crisol inicial, se carboniza en un mechero y luego se incinera en un
horno mufla de 700-750 °C., durante 2h. Posteriormente se coloca en una desecadora y
cuando alcance la temperatura ambiente se pesa. Se repite el procedimiento hasta
alcanzar peso constante.

Expresion de los resultados.

%CA = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2 = peso del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =peso del crisol con las cenizas insolubles en agua (g).

M1 = peso del crisol con la muestra de ensayo (g).

M = peso del crisol vacio.

100 = factor matematico. (25)

2.2.1.4 DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO
CLORHIDRICO

A las cenizas totales obtenidas segliin la técnica se le afiaden de 2-3 mL de acido

clorhidrico al 10%. El crisol se tapa con un vidrio reloj y se calienta sobre un bafio de
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agua hirviente durante 10 min. Se lava el vidrio reloj con 5 mL de agua caliente y se

une al contenido del crisol.

La solucion se filtra a través de un papel de filtro libre de cenizas; se lava el residuo
con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con &cido nitrico al cual se le afiade

una o dos gotas de solucion de nitrato de plata 0.1M. No muestre presencia de cloruros.

El filtrado con el residuo se deseca de 100 a 105 °C., se transfiere al crisol inicial y se
incinera en un horno mufla a una temperatura de 700-750 °C durante 2h00 (si no se
seflala otra temperatura en la norma especifica) Posteriormente se coloca en una
desecadora y cuando alcance la temperatura ambiente se pesa. Se repite el

procedimiento hasta obtener masa constante.

Expresion de los resultados:

wer = 22— M 0o
e VE v

%CI= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.
M = peso del crisol con la porcion de ensayos (g.)

M1= peso del crisol con cenizas insolubles en acido clorhidrico

M?2= peso del crisol con la ceniza (g.)

100= factor matematico. (25)
2.2.1.5 DETERMINACION DE SUSTANCIAS SOLUBLES

De la muestra de ensayo previamente pulverizada y tamizada se pesa 5 g y se transfiere
a un frasco cénico con tapa con capacidad de 250 mL. Se afiade 100 mL de agua y se
agita constantemente durante 6 horas. Dejar en reposo 24 horas, luego se agita 30 min.

y se filtra por papel.
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Se toma una alicuota de 20 mL, se transfiere a una capsula de porcelana previamente
tarada, evaporar sobre bafio de agua, se deseca en estufa a 105 °C, durante 3 horas, se

enfria en un desecador y se pesa. El ensayo se realiza por triplicado.

Expresion de los resultados.

R %500 % 100

%Ss =
wSS = i 00— 1)

%Ss = porcentaje de sustancias solubles en base hidratada.
H = Humedad de la muestra en %

R = Residuo de la muestra (g.)

M = peso de la muestra de ensayo (g).

100 y 500 = factor matematico para los céalculos.

2.2.2 DETERMINACION DE MICROORGANISMOS CONTAMINANTES EN
LA DROGA CRUDA.

2.2.2.1 METODO DE CONTEO DE AEROBIOS MESOFILOS TOTALES EN
PLACA.

- Pesar 25 g. de materia prima vegetal en un erlenmeyer estéril.

- Agregar 250 mL de agua peptonada al 0.1% estéril y homogenizar; de este modo se

obtiene una dilucion de 107!

- Dejar reposar por 1 hora.

- De esta dilucion, tomar 1 mL y mezclar con 9 mL de agua peptonada 0.1% y obtener

una dilucién de 107, De este modo realizar otras diluciones.

- Se preparan tubos de ensayo tapa rosca con 15 mL de medio de cultivo PCA (Plate

count agar).
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- A cada tubo con agar se adiciona 1 mL de la dilucion preparada en el agua peptonada

al 0.1%.

- Homogenizar en un vortex, y el contenido de cada tubo verter en cajas petri.

- Incubar a 35+2°C por 48 horas.

- Transcurrido este tiempo, realizar la lectura.

- Contar las colonias que se desarrollan y se anota el resultado de las placas con mayor

numero de colonias. (24)

2.2.2.2 DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES

a) PRUEBA PRESUNTIVA.

- Pesar 25 g de materia prima vegetal en un erlenmeyer estéril.

- Agregar 250 mL de agua peptonada al 0.1% estéril y homogenizar. De este modo se

obtiene una dilucion de 107,

- Dejar reposar por 1 hora.

- De esta dilucion, tomar 1 mL y mezclar con 9 mL de agua peptonada 0.1% y obtener

una dilucién de 1072

- Colocar 1 mL de cada una de las diluciones en 10 mL de caldo lactosado.

- Incubar por 24-48 h. a 35 + 2°C.

- Observar si existe turbidez en el caldo lactosado y/o presencia de burbujas en la

campana Durham (fermentacion con formacién de gas).



b) PRUEBA CONFIRMATORIA.

- De los tubos positivos en caldo lactosado tomar 2 o 3 asadas y sembrar en tubos 10mL

de caldo BRILLA.

- Incubar por 24-48 h. a 35 £2°C.

- Observar si existe turbidez en el caldo lactosado y/o presencia de burbujas en la

-52-

campana Durham (fermentacion con formacion de gas).

- Los resultados se interpretaron segun la tabla de NMP.

TABLA No 4. DATOS PARA LA INTERPRETACION DEL NMP PARA LA DETERMINACION DE

COLIFORMES TOTALES.

COMBINACION | NMP COMBINACION NMP
DE TUBOS. DE TUBOS.

0-0-0 03 3-0-0 23
0-0-1 3 3-0-1 39
0-1-0 3 3-0-2 64
1-0-0 4 3-1-0 43
1-0-1 7 3-1-1 75
1-1-0 7 3-1-2 120
1-1-1 11 3-2-0 93
1-2-0 11 3-2-1 150
2-0-0 9 3-2-2 210
2-0-1 14 3-3-0 240
2-1-0 15 3-3-1 260
2-1-1 20 3-3-2 1100
2-2-0 21 3-3-3 12400

Fuente: Caceres, Armando. Control de Calidad Microb iolégico de Materia Prima y Productos Fito farmacéu

ticos. Farmaya. Guatemala.
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El nimero de microorganismos aceptados para este tipo de material es:

Para coliformes totales: 0-100 NMP/g. ACEPTABLE.

100-460 NMP/g. REGULAR ACEPTABLE.

> 460 NMP/g.
INACEPTABLE/RECHAZADO.
Para coliformes fecales: <de 10 NMP/g. ACEPTABLE.

> DE 10 NMP/g. RECHAZADO. (8)

2.2.2.3 DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES.

a). PRUEBA PRESUNTIVA.

Se procede de igual forma que en la prueba presuntiva para Coliformes totales.

b). PRUEBA CONFIRMATORIA.

- De los tubos positivos en caldo lactosado tomar 2 6 3 asadas y sembrar en tubos 10

mL de caldo EC.

- Incubar por 24-48 h a 35 £2°C.

- Observar si existe turbidez en el caldo lactosado y/o presencia de burbujas en la

campana Durham (fermentacion con formacién de gas).

- Los resultados se interpretaron segun la tabla de NMP. (24)

2.2.2.4 METODO DE CONTEO DE MOHOS EN PLACA

- Pesar 25 g. de materia prima vegetal en un erlenmeyer estéril.
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- Agregar 250 mL de agua peptonada al 0.1% estéril y homogenizar; de este modo se

obtiene una diluciéon de 107,

- Dejar reposar por 1 hora.

- De esta dilucion, tomar 1 mL y mezclar con 9 mL de agua peptonada 0.1% y obtener

una dilucién de 1072

- Preparar cajas petri con medio de cultivo OGY.

- Sobre las cajas petri colocar 0.1 mL de las diluciones respectivas y extender mediante

un extensor de vidrio.

- Incubar a temperatura ambiente por 5-7 dias.

- Realizar el contaje.

-El recuento del nimero de colonias formadas no debe ser mayor de 100 Colonias/caja.

24)

2.2.3 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO (Rosmarinus
officinalis) MEDIANTE HIDRODESTILACION

Hidrodestilacion: Proceso para obtener aceite esencial de alguna materia prima vegetal,

mediante el uso de vapor saturado a presion atmosférica.

Procedimiento:

- Lavar el romero con una solucion de agua con hipoclorito de sodio, enjuagarla con

abundante agua.
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Colocar el romero en el hidrodestilador con la cantidad suficiente de agua para que

esta cumpla con su funcién de manera correcta.

Tapar el hidrodestilador de manera adecuada y dejar que este cumpla con su

funcion evitando que se escapen vapores para no perder todos los beneficiosos del

aceite esencial que se extrae.

Recoger el aceite esencial y separlo mediante en embudo de separacion.

2.2.4 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXCIPIENTES

El control calidad de los excipientes que son utilizadas para formular formas

farmacéuticas es uno de todos los eslabones del sistema de Aseguramiento de Calidad

en la Industria Farmacéutica. El laboratorio de Control de Calidad, mediante técnicas

analiticas validadas, debe certificar la calidad de todos los farmacos y excipientes luego

que ¢éstos llegan a la bodega de materias primas. De esta manera, el laboratorio de

Control de Calidad podra liberar una partida de una sustancia determinada, la cual

entonces y solo entonces puede ser utilizada en los diferentes procesos de produccion.

2.2.5 ELABORACION DEL SHAMPOO DE ROMERO (100 L)

Ingredientes:

Texapon N70
Comperland KD
Cloruro de sodio
Euperland
Bromidox

Aceite esencial de romero

PROCESO:

Tensioactivo

Espesante

Espesante, activador del texapon
Aditivo (agente acondicionador)
Conservante

Principio activo anti fiungico

1. Colocar en la mezcladora 5.4Kg de Texapon, Coperland 1.125Kg y mezclar durante

10min hasta dar el aspecto de una crema chantilli.
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2. Diluir previamente 1.125Kg de NaCl en 3.88L de agua destilada en un recipente,
filtrar e incorporarlo a la mezcla anterior, agitarla por 15min, hasta que esta tome un

aspecto homogéneo.

3. Diluir previamente 28.24g de acido citrico en 14.12L de agua e incorporarlo a la

mezcla y agitar por Smin.

4. Incorporar 0.45g de Cetiol, 25mL de Bromidox, y continuar agitando por 10min.

5. Anadir el aceite esencial de romero e incorporar 1.125Kg de Euperlan y agitar

durante 25min hasta obtener una mezcla homogenea.

6. Dejar reposar la mezcla por 24 horas hasta que se complete su proceso de

saponificacion.

7. Envasar el shampoo en recipientes de plastico nimero 2 de 500mL adecuados para

cosméticos y medicamentos.

8. Realizar el control de calidad del producto terminado.

2.2.6 DETERMINACION DE LA PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS DEL
SHAMPOO DE ROMERO

2.2.6.1 Color
Tomar un tubo de ensayo limpio y seco, llenarlo hasta las 3/4 partes con la muestra de
ensayo y se observa el color, la transparencia, la presencia de particulas y la separacion

de capas. Se reportan los resultados. (9)
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2.2.6.2 Olor
Tomar una tira de papel secante aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm de largo y
se introduce un extremo en la muestra de ensayo. Se huele y se determina si
corresponde con la caracteristica del producto. (9)
2.2.6.3 Apariencia

Analisis del aspecto externo. (9)

2.2.7 DETERMINACION DE LA PROPIEDADES FiSICAS DEL SHAMPOO
DE ROMERO

2.2.7.1 Densidad relativa

Es la relacion entre el peso especifico del cuerpo y el peso especifico de la sustancia de

referencia.

La sustancia de referencia es aire para los gases y agua para los sélidos y liquidos.

Gcuerpo rcg Rc
Densidad relativa=  Sc=dr= = =
greferencia Rrg Rr
La densidad relativa es adimensional:
[ F/L3 ]
[S]=—m8M — =1
[ F/L3 ]

Densidad relativa del agua: Sa=1. (37)

Doénde:
M1: Peso de picnometro con la muestra (g)
M2: Peso del picndémetro con agua (g)

M: Peso del picnometro vacio (g)
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Procedimiento

Pesar el picnometro vacio y seco a 25 °C, llenar el picnémetro con la muestra de
analisis a temperatura de 25 °C  (+/- 1 °C) y retirar el exceso con una tira de papel y

pesarlo. (9)

Llenar el picnometro con agua destilada a una temperatura de 25°C secar el exceso de

agua y proceder a pesarlo.

Repetir todo este proceso 3 veces y el resultado es el valor de la media de todas las

mediciones.

2.2.7.2 DETERMINACION DE pH

El pH es un indice numérico que se utiliza para expresar la mayor o menos acidez de
una solucion en funcion de los iones hidrogeno. Se calcula tedricamente mediante la
ecuacion:

pH =-log a[H]
a[H'] = Actividad de los iones hidrogeno

En la practica, la medicion del pH se lleva a cabo por medio de la lectura de pH en la

escala de un instrumento medidor de pH, ya sea digital o analdgico. (9)

Esta lectura est4 en funcion de la diferencia de potencial establecida entre un electrodo
indicador y un electrodo de referencia usando como solucion de ajuste de la escala del

medidor de pH, una solucion reguladora del mismo. (9)

Procedimiento
- La determinacion debe efectuarse por duplicado sobre la muestra

convenientemente homogenizada.

- Colocar aproximadamente 300mL de la solucion prepara (300mL al 1% v/v en

agua destilada) en un vaso de precipitacion perfectamente limpio.
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- Introducir los electrodos del potenciometro (previamente calibrado) en la

solucion, cuidando que no toquen ni las paredes ni el fondo del recipiente.

- Efectuar la lectura en la escala de pH en forma inmediata. (38)

2.2.7.3 VISCOSIDAD

Es la resistencia que oponen los liquidos al movimiento de unas capas sobre otras. Se

calcula mediante la formula de Stockes:

= 29 & (Pesy - plia)

gh
t
Doénde:
u Viscosidad del liquido problema
r Radio de la esfera
g Gravedad
Pesg  Densidad de la esfera
pliq Densidad del liquido problema
t Tiempo de caida de la esfera
h Longitud del tubo
Procedimiento.

Se mide directamente en 12g de producto a 25°C, utilizando un viscosimetro rotacional

de Brookfield, registrar modelo, velocidad de giro y numero de husillo utilizado.

2.2.7.4 DETERMINACION DEL RESIDUO SECO

Se basa en la medicion gravimétrica de la perdida en peso que se produce cuando se

calienta una muestra (1g) a 105°C por un periodo de 2 horas.
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peso final de la muestra x 100

% residuo seco = —
peso inicial

2.2.7.5 INDICE DE ESPUMA

Se basa en la propiedad de producir espuma por parte de los tensioactivos presentes en

el producto.

Procedimiento

Transferir 100mL de una solucion al 1% de shampoo a una probeta con tapa de 250mL,
agitar la probeta invirtiéndola en 180° por 10 veces.

Medir la altura total y la altura de la espuma al minuto, a los 3 y 5 minutos.

altura de la espuma

Indice de espuma =
altura total

Una espuma duradera presenta valores de indice de espuma relativamente constantes.
Observar el tamaiio y forma de los globulos, lo que da una indicacion de la calidad de la

espuma.
2.2.7.6 ESTABILIDAD DEL COLOR

Exponer el producto a la luz solar indirecta durante 12 horas. El color debe ser estable a

la luz.

2.2.7.7 DETERMINACION DE LA VIDA UTIL DEL PRODUCTO

Se recomienda que las muestras para evaluacion de la estabilidad sean acondicionadas
en frascos de vidrio neutro, transparente, con tapa que garantice un buen cierre evitando
pérdida de gases o vapor para el medio. La cantidad de producto debe ser suficiente
para las evaluaciones necesarias. Si existiera incompatibilidad conocida entre los

componentes de la formulacion y el vidrio, el formulador debe seleccionar otro material



-61 -

de acondicionamiento. El empleo de otros materiales queda a criterio del formulador,
dependiendo de sus conocimientos sobre a formulacion y los materiales de

acondicionamiento.

Se debe evitar la incorporacion de aire en el producto, durante el envasado en el
recipiente de prueba. Es importante no completar el volumen total del recipiente
permitiendo un espacio vacio (head space) de aproximadamente un tercio de la
capacidad del frasco para posibles intercambios gaseosos.

Se puede utilizar, paralelamente al vidrio neutro, el material de acondicionamiento
final; anticipAndose de esta manera, la evaluacion de la compatibilidad entre la

formulacion y el embalaje.

Generalmente tiene una duracién de noventa dias y las formulaciones en prueba son

sometidas a condiciones menos extremas que en la prueba de estabilidad preliminar.

En algunos casos, la duracion de esta prueba puede ser extendida por seis meses o hasta
un afio, dependiendo del tipo de producto. Las muestras pueden ser sometidas a
calentamiento en estufas, enfriamiento en refrigeradores, exposicion a la radiacion

luminosa y al ambiente.

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 FASE DE CAMPO

Se realiz6 la compra de la materia vegetal en el mercado mayorista de la ciudad de
Riobamba, la misma que procedia del canton Chambo en la provincia de Chimborazo,
la parte de la planta que se utilizo son las hojas y el tallo ya que estas presentan mayor

concentracion de principio activo.

2.3.2 FASE DE LABORATORIO

En la fase de laboratorio se realizo:

- Control de calidad de la materia prima.
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- Control de calidad de los excipientes.

- Extraccion del aceite esencial de Romero.

- Elaboracion del Shampoo de Romero.

- Estabilidad acelerada del Shampoo de Romero.

- Control de calidad del producto terminado.

También se debid realizar un tratamiento estadistico de los datos.
- Test de ANOVA para 1 factor en 3 niveles diferentes con un nivel de confianza

del 95%.

2.4 TIPO DE DISENO EXPERIMENTAL

Aleatorio al azar para 3 lotes durante 4 meses.

2.5 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se tabularon y se determinaron las medias de las distintas lecturas para
realizar el andlisis de varianza, separacion de medias y analisis de regresion, con el

software R version 2.15.1(2012-06-22) ISBN 3-90051-07-0.

2.5.1 ANOVA PARA 1 FACTOR PARA 3 NIVELES DIFERENTES

M¢étodo para comparar dos o mas medidas, para medir la variacion de las

observaciones a las que se divide sus componentes.
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CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA PRIMA

CUADRO No.1 RESULTADOS CONTROL DE CALIDAD DEL ROMERO

DETERMINACION RESULTADO LIMITE
Humedad 10% 8-14%
Cenizas Totales 4.6% Max. 12%
Cenizas Solubles en Agua 2.23% -
Cenizas Insolubles en Acido 2.37% -
Clorhidrico

CUADRO No. 2 RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL R OMERO

DETERMINACIONES METODO USADO Y VALORES DE VALORES
CONDICIONE’S DE REFERENCIA ENCONTRADOS
INCUBACION
Determinacion del Método AOAC (990.12 10° 0
nimero de recuento de aerobios en
organismos alimentos, film seco re
Aerobios Mesoéfilos  hidratable, 35 cada 48 horas
UFC g
Determinaciéon de  Método INEN 1529-6 técnica 0
microorganismos de numero mas probable 35
coliformes totales 48horas
NMP g
Determinaciéon de  Método INEN 1529-6 técnica 10 0
microorganismos de nimero mas probable 35
coliformes fecales y 48horas

E.coli. NMP g
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La materia prima que va a ser utilizada para la elaboraciéon del shampoo anticaspa de
romero es adecuada para este proceso ya que esta dentro de los limites establecidos

tanto fisicos, quimicos, microbiologicos.

3.2 PORCENTAIJE DE RENDIMIENTO DE ACEITE ESENCIAL DE ROMERO

Rendimiento tedrico aceite de romero
1.3%
Rendimiento real aceite de romero

1.8%

Se colocd 10K g de romero fresco en el equipo de destilacion con 40L de agua destilada

se obtuvo 130 mL de aceite esencial y 16 L de hidrodestilado.

rendimiento teorico
rendimiento real
1.3

72.22% Rendimiento del aceite esencial de romero

* 100

Un porcentaje aceptable es de un rendimiento del 70%

3.3 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICAS DEL ACEITE
ESENCIAL DE ROMERO

CUADRO No. 3 RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS O RGANOLEPTICAS Y
FISICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO

Parametro Especificacion Resultado
Aspecto Liquido aceitoso Liquido Aceitoso
Color Amarillento Pardo verdoso
Olor A Romero Caracteristico
Sabor Amargo Amargo picante

pH 7 6.8

Densidad 0.9170 g/ mL 0.9166g/M1
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Segun el cuadro No. 2 las caracteristicas organolépticas y fisicas del aceite esencial de

Romero (Rosmarinus officinalis) estan dentro de lo establecido en bibliografia.

3.4 CONCENTRACION DE CINEOL EN EL ACEITE ESENCIAL DE
ROMERO

CUADRO No 4. CONCENTRACION DE 1,8 CINEOL EN EL ACEITE ESENCI A DE ROMERO

ABSORBANCIA A B Concentracion
mg/mL
0,053 0,0604 1 0,877
0,051 0,0604 1 0,844
0,036 0,0604 1 0,596
0,035 0,0604 1 0,579
0,027 0,0604 1 0,447
0,022 0,0604 1 0,364
0,07
0,06
K y=10,0604x+0,0274 _/‘
:_5 0,05 =
= 0,04 /
2 —4—ABSORBANCIA
S 0,03 -
7]
20,02 - —— Lineal
(ABSORBANCIA)
0,01
0
0 0,2 0,4 0,6
DILUCION

A=549.00

GRAFICO No 2. REGRESION LINEAL PARA EL CALCULO CONCENTRA CION DE 1,8 CINEOL

La concentracion del Cineol en 5mL de aceite esencial de romero (Rosmarinus

officinalis) corresponde a 0.877mg.
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FOTOGRAFiIA No 2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA IDENTIFICACION D EL 1,8CINEOL EN
EL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO

FASE ESTACIONARIA: Silica gel 60F ;54
FASE MOVIL: Tolueno- Acetato de etilo 93:7
REVELALOR: Vainillina-Acido sulftrico
Rfestandar 0,4 Rfaceite de romero 0,39

FRENTE
Rf

INICIO
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FASE ESTACIONARIA: Silica gel 60F s,
FASE MOVIL: Tolueno- Acetato de etilo 93:7
REVELALOR: Vainillina - Acido sulftrico

g 3 .y st s g PN . i . e

S ot i Bt
i
u 4ot Bl

Rf=04 Rf=0.39 Rf=0.39 Rf=0.39
FOTOGRAFIA No. 3 | FOTOGRAFIA No. 4 | FOTOGRAFIA No. 5 | FOTOGRAFIA  No.6
CROMATOGRAFIA EN | CROMATOGRAFIA EN | CROMATOGRAFIA EN | CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA EN EL | CAPA FINA EN EL | CAPA FINA MES | CAPA FINA MES

PRIMER
CINEOL

MES 1.8

SEGUNDO MES
CINEOL

1,8

TRES 1,8 CINEOL

CUATRO 1,8 CINEOL
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3.5 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXCIPIENTES

3.5.1 TEXAPON
CUADRO No 5 CONTROL DE CALIDAD DEL TEXAPON
Tipo de Analisis Especificaciones Resultado
Descripcion Cristales pequefios, blancoso  CUMPLE
ligeramente amarillos, presenta un
olor caracteristico leve.
Solubilidad Facilmente soluble en agua, ligeramente = CUMPLE
soluble en etanol y metanol
Ensayos de identidad El precipitado obtenido de la muestra noes CUMPLE
mayor al obtenido con la solucién de
referencia
Alcalinidad No masde 0.6 mLson necesarios para CUMPLE
neutralizar
Cloruro de sodio No mayor al 8.0% CUMPLE
Sulfato de Sodio No mayor al 8.0 %
Agua No mas del 5.0 % CUMPLE
Alcoholes no Sulfatados EIl peso del residuo no es mayor del 4.0  Ficha técnica
% Alcoholes Totales El peso del residuo no es menor del 59.0 % Ficha técnica
% metales pesados No mas de 200 ppm Ficha técnica
3.5.2 COPERLAND
CUADRO No 6 CONTROL DE CALIDAD DEL COPERLAND
TIPO DE ESPECIFICACION RESULTADO
ANALISIS
Aspecto Liquido oleoso viscoso de color CUMPLE
amarillo claro o pasta blanda.
Agua 0.5% CUMPLE
Valor del pH 8-10 CUMPLE
Amina libre <5% FICHA
, TECNICA
Acido graso libre <1% FICHA

TECNICA
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Ester 6% FICHA
TECNICA
Amida 78-90% FICHA
TECNICA
Indice de 1.4697-1.4816 CUMPLE
refraccion

3.5.3 BRONIDOX

CUADRO No 7 CONTROL DE CALIDAD DEL BRONIDOX

TIPO DE ANALISIS ESPECIFICACION RESULTADO
Apariencia polvo cristalino blanco CUMPLE
Pureza 99% min. FICHA
TECNICA
Pérdida por desecacion 0.5% CUMPLE
Punto de fusion 57-62°C 58°C
Aspecto de la solucion (10%  Claro o casi clara solucion, libre de CUMPLE
w/ven CH3OH) extranjeros particulas
Formaldehido S ppm FICHA
TECNICA
3.5.4 CETIOL

CUADRO No 8 CONTROL DE CALIDAD DEL CETIOL

TIPO DE ESPECIFICACION RESULTADO
ANALISIS
Aspecto Polvo cristalino blanco, liquido CUMPLE
descolorido, transparente en el glicoll.2-
del propileno.
Punto de fusion 58.5-62°C 59°C
Solubilidad Insoluble en agua CUMPLE

Ph 6-7 6.5
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3.6 ANALISIS ORGANOLEPTICO DEL SHAMPOO ANTICASPA DE
ROMERO EN PRODUCTO TERMINADO Y PARA ESTABILIDAD AL
MES 1,2, 3, 4

CUADRO No. 9 RESULTADOS DEL ANALISIS ORGANOLEPTICO DEL SHAM POO ANTICASPA DE
ROMERO EN LOS 4 MESES DE ESTUDIO

CARACTERISTICAS PRODUCTO MES 01 MES 02 MES 03 MES 04
TERMINADO

COLOR Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco

OLOR Romero Romero Romero Romero Romero

PRECIPITADO No No No No No

ASPECTO Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo

El analisis organoléptico del Shampoo de Romero presenta caracteristicas propias.

3.7 DATOS DE LAS PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DEL
SHAMPOO DE ROMERO PARA TRES LOTES

CUADRO No. 10 DATOS DE LAS PROPIEDADES FiSICAS, QUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS DEL
SHAMPOO DE ROMERO PARA TRES LOTES, LOTE UNO

CARACTERISTICAS MO MES 01 MES 02 MES 03  MES 04
FISICAS

pH(5-7,5) 7 7 7 7 7
7 6,8 7 7 7
6,9 7 7 7 7
7 7 7 7 6,9
6,8 7 6,9 7 7
7 6,9 7 6,8 7

DENSIDAD (1,015- 1.025 1.023 1.026 1.023 1.022
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T B ¥ S V-7 S ¥ -7 NS ¥ 5 S ¥

1.023 1.023 1.021 1.023 1.022
1.024 1.025 1.024 1.025 1.020

5810,4 5809,2 5810,7

5812,6 5811,3 5809,9 5811,3

5808,3 5810,3 5810,2 5809,1

INDICE DE
ESPUMA

10,3 9,8 10 10,1 10,1

10,2 10,1 10,2

96,47%  96,46% 96,35% 96,38% 96,36%
96,50%  96,45% 96,36% 96,36% 96,36%

96,49%  96,43% 96,39% 96,37% 96,37%

CONCENTRACION 02689  0.2689 02687 02686 02684
CINEOL 02689 02688 02688 02685 02683

(lomL) 02688 02688 0.2688 02686 02685

02689  0.2689 02687 02685 02683

*valores entre 2.500-13.000 se han valorados correct  0s; <2.500, insuficientes y >13.000, excesivos



-T2 -

CUADRO No 11. DATOS DE LAS PROPIEDADES FISICAS, QUIMICAS Y MICROBIOLOGICA S DEL
SHAMPOO DE ROMERO PARA TRES LOTES, LOTE DOS

CARACTERISTICAS PRODUCTO  MES MES 02 MESO03 MES 04
TERMINAD 01

B o

pH(5-75) 7.0 7.00 7.0 7.0 7.0

7.0 7.0 6.9 6.8 6.9

7.0 6.9 7.0 7.0 6.9

1.024 1.024 1.025 1.024

1.025 1.023 1.025 1.024

*VISCOSIDAD  5809.4 5813.7 58124  5813.10 58118
(5805-5816Cp)

5808.7 5812.7 5813.2 5813.7 5809.6

5810.7 5812.8 5813.0 5811.9 5811.2

INDICE DE
ESPUMA

[
=)
(O8]
[
=)
p—
p—
)
[
)
\O
(0]

9.9 10.1 10.1 9.7 10.3

10.1 10.3 10.3 10.2 9.9

RESIDUO SECO 96.48% 96.44% 96.37%.  96.37% 96.35%

96.46% 96.50% 96.38% 96.38% 96.34%

96.49% 96.46% 96.49% 96.36% 96.38%
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CONCENTRACION 0,2689 0,2689  0,2687 0,2686 0,2684
DE 1,8 CINEOL 0,2689 0,2689  0,2689 0,2685 0,2685
(10mL) 0,2689 0,2688  0,2688 0,2685 0,2683
0,2688 0,2688  0,2688 0,2686 0,2683

0,2687 0,2688  0,2687 0,2687 0,2683

*valores entre 2.500-13.000 se han valorados correc  tos; <2.500, insuficientes y >13.000, excesivos)

CUADRO No 12 DATOS DE LAS PROPIEDADES FiSICAS, QUIMICAS Y MICROBIOLOGI CAS DEL
SHAMPOO DE ROMERO PARA TRES LOTES, LOTE TRES

CARACTERISTICAS PRODUCTO MESO01 MES02 MES03 MES 04

, TERMINADO
FISICAS
pH(5-17.5) 7.00 7.00 7.00 7.0 7.0
7 7 7 7 7
7 6.9 6.9 7 6.9
6.9 7 7 7 7
7 7 6.9 6.9 7
DENSIDAD (1.015-  1.025 1.023 1.026 1.023 1.022
1.052g/mL) 1.026 1.024 1.026 1.024 1.024
1.023 1.026 1.024 1.022 1.023
1.025 1.025 1.023 1.025 1,024
1.026 1.024 1.024 1.023 1,025
VISCOSIDAD (5805- 5809.4 5813.7 58124  5813.10 5811.8
5816Cp) 5810.1 5811.6 58104 58124  5810.7
5808.6 5812.6  5813.1 5810.4  5809.7
5809.9 5811.8  5812.5 5811.7 58124
5811.5 58109 58104 58104  5813.5
[INDICE DE 10.3 10.1 10 10 9.8
ESPUMA 10.1 10.2 10.2 10.1 10
10 10.3 10.1 10.3 9.9
10.2 10.1 10 10 10.1
10.1 10 10.3 10.2 9.9
RESIDUO SECO  96.48% 96.44%  96.37%. 96.37%  96.35%

96.50% 96.43%  96.39%  96.41%  96.37%
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96.49% 96.42%  96.40%  96.45%  96.42%
96.45% 96.46%  96.42%  96.47%  96.41%
96.50% 96.47%  96.43%  96.43%  96.39%
96.49% 96.49%  96.41%  96.46%  96.36%

CARAC"}"ERiSTICAS PRODUCTO MESO01 MES02 MESO03 MES04
QUIMICAS TERMINADO

CONCENTRACION 0,2689 0,2689  0,2687  0,2685  0,2682
DE 1,8 CINEOL 0,2689 0,2688  0,2688  0,2685  0,2683
(10mL) 0,2688 0,2687  0,2688 0,2686  0,2684
0,2687 0,2688  0,2689  0,2687  0,2683

0,2687 0,2689  0,2686  0,2685  0,2683

*valores entre 2.500-13.000 se han valorados correc  tos; <2.500, insuficientes y >13.000, excesivos

3.8 RESULTADOS TEST DE ANOVA 1 FACTOR 3 NIVELES POR CUATRO
MESES

HO= Los tres lotes de shampoo anticaspa de romero presentan caracteristicas fisicas y

quimicas similares.

H1= Los tres lotes de shampoo anticaspa de romero no presentan caracteristicas fisicas

y quimicas iguales.

Pr(>f) debe ser mayor a 0.05 para que con un nivel de confianza de 95% se diga que

los tres lotes son iguales.

CUADRO No. 13 RESULTADOS TEST ANOVA PARA CUATRO MESES 3 LOTES
Caracteristicas MO M1 M2 M3 M4
pH 0,535 0,446 0,425 0,803 0.862

Densidad 0,060  0,0912 0,171 0,726 0,06
Viscosidad 0,559 0,26 0,162 0,26 0,172

Indice de 0,441 0465 0,77 0,992  0.158
espuma
Residuo seco 1 0,53 0,109 0,06 0,06

Concentracion 0,495 0,627 0,735 0,707 0,267

de 1,8cineol
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El valor de Pr (>F) es mayor a 0,05 en todos los casos por lo que se acepta HO, es decir
el valor de pH, densidad, viscosidad, indice de espuma , residuo seco y concentracion
de 1,8 cineol en el MO,M1,M,M3,M4 de los tres lotes no tienen una variacion

significativa, por lo tanto son iguales.
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3.9RESULTADOS CONTROL DE CALIDAD DEL PRODUCTO TERMINADO

CUADRO No. 14 RESULTADOS CONTROL DE CALIDAD DEL PRO DUCTO TERMINADO EN CONDICIONES ACELERADAS 40C+2 Y 70% HR =5

PARAMETROS ESPECIFICACION RESULTADOS METODO
*medias de datos obtenidos en cuatro meses
L1 L2 L3
ASPECTO Viscoso, de olor caracteristico, Cumple Cumple Cumple Percepcion
blanco nacarado
PRESENTACION Envases Plasticos N°2 De Cumple Cumple Cumple
500mL
VOLUMEN DE 500mL + 10mL Cumple Cumple Cumple
LLENADO
pH 5-7.5 6.97 6.94 6.98 Potenciometria
DENSIDAD 1,015- 1,052g/mL 1,0228 g/mL 1,0238 g/mL 1,024 g/mL Picnometria
VISCOSIDAD 5805-5816Cp 5810,45Cp 5811,54Cp 5811.40Cp Poiseuille
INDICE DE ESPUMA | = e 10,10cm 10,06cm 10,09cm
RESIDUO SECO No menor al 95% 96,34% 96,41% 96,45% Gravimetria
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CONCENTRACION DE 0,2687mg/10mL | 0,2687mg/10mL | 0,2687mg/10mL | Espectroscopia
IL8CINEOL | = e
AEROBIOS MESOFILOS 10° 0 0 0 AOAC (990.12)
COLIFORMES 0 0 0 0 INEN 1529-6
TOTALES NMP
COLIFORMES 10 0 0 0 INEN 1529-6
FECALES Yy E.coli NMP

Los resultados del estudio son los mismos para los tres lotes de shampoo anticaspa de romero durante los cuatro meses de analisis, es

decir cumplen con los parametros fisicos quimicos y microbioldgicos establecidos en normas por lo que el shampoo es apto para el uso

en humanos.




-78 -

3.10 CALCULO DE LA ESTABILIDAD ACELERADA Y VIDA UTIL DEL
PRODUCTO

CUADRO 15. DATOS PARA GRAFICO LOG % DEGRADADO VS. 1/T X 10000 PARA EL SHAMPOO
ANTICASPA DE ROMERO EN CONDICIONES ACELERADAS 40 +2T Y 7 0% +5%

DIAS Y%
0 17.4
30 17.7
60 17.0
90 14.1

La diferencia de porcentaje de principio activo fue 3.3 y su logaritmo es 0.51

ESTIMACION DE ESTABILIDAD METODO DE
POPPE
Log % p.a deg vs. 1/T x 10000

15 -
1,5 4 -

1.4 C

1.3 4 \
12 4

14
0.9 - T
D,B 1 ey
0,7 4 T e
0,6 TT— Ry
0,5+ T .
0,4 - A — =
0,3 1 — N
0,2 4 T
0,1 e
i) v . : : . r . r : : ,
30,75 31 31,25 315 3175 32 3225 325 3275 33 3325 335

1T x 10000

Log % p.a degradado

—s— Ea=10 Kcalimol —=— Ea=25 Kcalimol —@— Valor maximo degradado

GRAFICO No. 3 Log% DEGRADO VS.1/T X 10000 PARA EL SHAMPOO ANTICASPA DE
ROMERO

A través de las graficas obtenemos que el logaritmo del maximo porcentaje de 1,8
cineol degradado cae en el 4area B de las curvas, por lo cual se estima que el periodo

de vida 1til del shampoo anticaspa de romero es de dos afios.
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3.11 ANALISIS DE COSTOS
CUADRO No. 16 ANALISIS DE COSTOS PARA EL SHAMPOO ANTICASPA D E ROMERO

Costos produccion shampoo 300L

Romero 116
Excipientes 277
Balanza 25
Examenes de laboratorio 160
Agua destilada 15
Insumos 8
Transporte 40
Mano de obra 135
Servicios basicos 20
TOTAL 796 USD

ANALISIS FINACIERO DE PRODUCCION

TOTAL PRODUCCION
600 botellas de 500 mL
COSTO DE PRODUCCION:
1.33 USD por cada botella de 500mL
PRECIO MINIMO DE VENTA
1.72usd
PRECIO DE VENTA
2.50 USD
PORCENTAJE DE GANANCIA:
47%
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1.- Se comprobo que las caracteristicas fisicas quimicas y microbiolégicas del shampoo
anticaspa de romero estan dentro de los rangos establecidos, mediante un test de
ANOVA de un factor (lote) a tres niveles (tres lotes diferentes) durante cuatro meses
con un nivel de confianza del 95%, todos los valores fueron mayores a 0.05 lo que nos
indica que no existe diferencia significativa entre los tres lotes por lo que hipotesis nula

se acepta.

2.- El control de los excipientes: Texapon, Coperland, Euperland, Cetiol, Cloruro de
sodio, Bronidox, se encuentran dentro de los parametros establecidos por la USP
XXVIII concluyendo que estos excipientes cumplen caracteristicas de calidad para la

elaboracion del shampoo anticaspa de romero y son aptos para su uso en humanos.

3.- Se obtuvo 40.5L de hidrodestilado de romero (Rosmarinus officinalis) junto con
aceite esencial, con un concentracion de 1,8cineol de 0.877mg/mL para el inicio de la
determinacion en condiciones aceleradas y 0,364 mg/mL de 1,8 cineol en el shampoo

de romero a los 4 meses corroborando la vida til de dos afios.

4.- Se desarroll6 una formulacion para la elaboracion del shampoo anticaspa de romero
(Rosmarinus officinalis) para tres lotes de 100L, estableciendo caracteristicas como
olor aromatico, blanco, homogéneo, con pH 5-7.5, densidad 1.015-1.052g/mL,
viscosidad 5805-5816c¢ps, indice de espuma de 10.10cm, residuo seco menor al 95%,
caracteristicas quimicas como concentracion de 1,8 cineol, de 0.877 mg/mL, ausencia

de microorganismos aerobios mesofilos, coliformes totales, coliformes fecales.
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5.- El estudio de estabilidad acelerada realizado por el método de Poppe da como

resultado que el periodo de vida util del shampoo anticaspa de romero es de dos afios.

6.- Esta produccion a escala piloto tiene una ganancia del 47% ya que cada shampoo
cuesta producirlo $1.33 y se lo vende en $2.50 por lo que su produccion es rentable y

puede ser llevado a una escala mayor.
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Dada la efectividad ya comprobada del shampoo anticaspa de romero es
conveniente promocionar el producto en cuanto se ha comprobado que es mejor

que los shampoos comerciales y ademdas con un menor precio.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

La elaboracion del shampoo de romero (Rosmarinus officinalis) con actividad anti
Malassezia globosa a escala piloto se realizo en los laboratorios de fitoquimica,
procesos unitarios, y de microbiologia de la Facultad de Ciencias, utilizando el método
cientifico deductivo.

La extraccion del aceite de romero se obtuvo por hidrodestilacion dando 16L de
hidrodestilado con un rendimiento del 1.8% de aceite esencial sustancia activa para la
Pitiriasis capitis (caspa), se determind con cromatografia de capa fina, corrida en placas
de silica gel con tolueno acetato de etilo 97:3 revelada con vainillina acido sulfurico
dando como resultado un Rf de 0.39

Realizados los controles de calidad de la materia prima se determind que se necesita
4.5Kg de Texapon, 0.45Kg de Cetiol, 1,125Kg de Euperland, 1.125Kg de Coperland,
1.12 Kg de Cloruro de sodio, 28.24mL de Bronidox, 2mL aceite esencial de romero por
cada 40L de shampoo.

Los anélisis de calidad del shampoo indican el test de ANOVA del factor lote a tres
niveles (L1, L2, L3) a condiciones aceleradas 40+2°C y 70% +5% de humedad relativa
con un nivel de confianza del 95% todos los valores son mayores a 0.05 lo q nos indica
que no existe diferencia significativa entre los tres lotes analizados.

Esta produccion a escala piloto tiene una ganancia del 47% ya que cada shampoo cuesta
producirlo $1.33 y se lo vende en $2,50 por lo que su produccion es rentable.

Concluyo que el shampoo anticaspa de romero a escala piloto cumple con las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas establecidas para su produccion a

escala piloto y puede ser llevado a una escala mayor.
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Se recomienda el uso de este shampoo pasando un dia para eliminar los problemas

relacionados con la caspa pues se ha comprobado su efectividad.
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SUMMARY

The elaboration of Rosemary shampoo (Rosmarinus officinalis) with activity anti
Malassezia globosa to pilot scale was carried out in the laboratories of Phytochemical,
microbiology of de Faculty of Sciences and unitary process, using the deductive

scientific method.

The extraction of Rosemary oil was obtained by hydro distillation giving 16L of hydro
distilled with a yield of 1.8% of essential oil active substance to the Pitiriasis capitis
(dandruff), it was determined by thin-layer chromatography set up on plates of silica gel

toluene ethyl acetate 97:3 revealed with vanilla sulfuric acid resulting in a Rf of 0.39

Once quality controls have been done in the raw, it was determined that is needed
4.5Kg of Texapon, 0.45kg of Cetiol, 1.125Kg of Euperland, 1.125Kg of Coperland,
1.12Kg of sodium Chloride, 28.24mL of Bromidox, 2mL Rosemary essential oil for
every 40L of shampoo.

Shampoo quality analyses indicate factor ANOVA test batch at three levels (L1, L2,
L3) to accelerated conditions 40+2°C and 70%=+5% relative humidity with a confidence
level of 95% all values are greater than 0.05 which tells us that there is no significant

difference between the three lots tested.

This pilot-scale production has a gain of 47% since each shampoo costs to produce it

$1.33 and sells it at $2.50, so its production is profitable.

I conclude that the shampoo anti dandruff of Rosemary to pilot scale complies with the
physical, chemical and microbiological characteristics established for its production to

pilot scale and can be taken to a major scale.
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The use of this shampoo is recommended spending one day to eliminate the problems

related to the dandruff since its effectiveness has been verified.



.
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CAPITULO VIII

8 ANEXOS

ANEXO 1. EXTRACCION DEL ACEITE DE ROMERO

ANEXO 2. CARACTERISTICAS DE LA MEZCLADORA UTILIZADA.

NOMBRE Mezcladora
MARCA Genérica
CAPACIDAD 60L
NUMERO DE SERIE B32327-B15
LOTE SN
PALETAS 1
MOTOR EMR 60
RPM 60

TORQUE 60
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ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DE LA MEZCLADORA

ANEXO 4. PROCESO ELABORACION DEL SHAMPOO ANTICASPA DE
ROMERO
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ANEXO 5. ENVASADO DEL SHAMPO ANTICASPA DE ROMERO

m‘u "

TP (g

W L
|

|

ANEXO 6. MEDICION DE LA VISCOSIDAD
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ANEXO 7. ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL SHAMPOO ANTICASPA DE
ROMERO
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ANEXO 8. RESULTADOS TEST ANOVA PARA EL pH MES CERO

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)

MO 1 0.308 0.3076 0.405 0.535
Residuals 14 10.630  0.7593

7.00
|

6.95
|

PH
685 690
| |

|
|

Lote

ANEXO 9. RESULTADOS TEST ANOVA PARA EL pH MES UNO

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
M1 1 0459 04592 0.614 0.446
Residuals 14 10.478 0.7484

7.00
I

695
1

PH
6.90
|

6.85
1

6.80
I

Lote
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ANEXO 10. RESULTADOS TEST ANOVA PARA EL pH MES DOS

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
M2 1 0504  0.5042 0.677 0.425
Residuals 14 10.433 0.7452

PH
630 692 594 696 698 700

Lote

ANEXO 11. RESULTADOS TEST ANOVA PARA EL pH MES TRES

Df  Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

M3 1 0.05 0.0504  0.065 0.803
Residuals 14  10.89 0.7776

7.00
|

6.95
|

PH
690
|

6.85
|

6.80
|
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ANEXO 12. RESULTADOS TEST ANOVA PARA EL pH MES CUATRO

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
M4 1 0.024 0.0245  0.031 0.862
Residuals 14 10913  0.7795

7.00
1

695
|

PH
590
|

685
1

6.80
|

Lote

ANEXO 13. RESULTADOS TEST ANOVA PARA DENSIDAD MES CERO

Df SumSq MeanSqF value Pr(F)
Mo 1 2774 2.7745 4.758 0.0567
Residuals 14  8.163 0.5831

1026.0
I
o

1025.0
1

Densidad
I

1024.0
I

1023.0
1
o

Lote
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ANEXO 14. RESULTADOS TEST ANOVA PARA DENSIDAD MES UNO

Df SumSq MeanSq F value PrCF)
M1 1 2.081 2.0814 3.29 0.0912
Residuals 14  8.856 0.6326

1026

1025

1024

Densidad

1023

1022

ANEXO 15. RESULTADOS TEST ANOVA PARA DENSIDAD MES DOS

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
M2 1 1.418 1.418 2.085 0.171
Residuals 14 9.520 0.680

+

Densidad

)
!

1021 1022 1023 1024 1025 1026
|

Lote
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ANEXO 16. RESULTADOS TEST ANOVA PARA DENSIDAD MES TRES

Df SumSq Mean Sq F value Pr(cF)
M3 1 0.099  0.0988 0.128  0.726
Residuals 14 10.839  0.7742

1025.0
|

1024.0
1

Densidad
I

1023.0
|

|

Lote

ANEXO 17. RESULTADOS TEST ANOVA PARA DENSIDAD MES CUATRO

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(cF)
M4 1 2.575 2.5751 4311  0.0568
Residuals 14 8.362 0.5973

Densidad

200 400 600 80O 1000
1

0
!

Lote
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ANEXO 18. RESULTADOS TEST ANOVA PARA VISCOSIDAD MES CERO

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
MO0 1 0.272 0.2724 0.358 0.559
Residuals 14 10.665 0.7618

5812

5811

Viscosidad

5810
1

5809
1

Lote

ANEXO 19. RESULTADOS TEST ANOVA PARA VISCOSIDAD MES UNO

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(F)
M1 1 0.981 0.9810 1.379 0.26
Residuals 14 9.957 0.7112

Viscosidad
5808 5810 5811 5812 5813

Lote
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ANEXO 20. RESULTADOS TEST ANOVA PARA VISCOSIDAD MES DOS

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
M2 1 1.475 1.4747 2,182  0.162
Residuals 14  9.463 0.6759

5813.0

58120

Viscosidad

58110

58100

Lote

ANEXO 21. RESULTADOS TEST ANOVA PARA VISCOSIDAD MES TRES

Df Sum Sq Mean Sq  F value Pr(>F)

M3 1 0.981 0.9809 1.379 0.26
Residuals 14  9.957 0.7112

Viscosidad

5809 5810 5811 5812 5813
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ANEXO 22. RESULTADOS TEST ANOVA PARA VISCOSIDAD MES
CUATRO

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
M4 1 1.413 1.4130 2.077 0.172
Residuals 14 9.524  0.6803

Viscosidad

5808 5810 5811 5812 5813

ANEXO 23. RESULTADOS TEST ANOVA PARA INDICE DE ESPUMA MES
CERO

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
Mo 1 0.471 0.4712 0.63 0.441
Residuals 14  10.466 0.7476

103
1

10.2
1

Espuma
1041
I

9.9
1

Lote
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ANEXO 24. RESULTADOS TEST ANOVA PARA INDICE DE ESPUMA MES
UNO

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
M1 1 0.424 0.4239 0.564  0.465
Residuals 14 10.514 0.7510

:
|

Espuma

99 100 101 102 103

|

98

Lote

ANEXO 25. RESULTADOS TEST ANOVA PARA INDICE DE ESPUMA MES
DOS

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
M2 1 0.069 0.0687 0.089  0.77
Residuals 14  10.869 0.7763

Espuma

97 98 98 100 101 102 103

Lote
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ANEXO 26. RESULTADOS TEST ANOVA PARA INDICE DE ESPUMA MES
TRES

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
M3 1 0.00 0.0001 0 0.992
Residuals 14 10.94 0.7812

Espuma
97 98 98 100 101 102 103
1

Lote

ANEXO 27. RESULTADOS TEST ANOVA PARA INDICE DE ESPUMA MES
CUATRO

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
M4 1 1.501 1.501 2227 0.158
Residuals 14 9.436 0.674
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Espuma
I

98 98 100 101 102 103 104

|
}
|

Lote
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ANEXO 28. RESULTADOS TEST ANOVA PARA RESIDUO SECO MES CERO

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
MO0 1 0 0.00 0 1
Residuals 16 12 0.75

0.9849
1

Residuo

0.9847
1

0.9645
1

Lote

ANEXO 29. RESULTADOS TEST ANOVA PARA RESIDUO SECO MES UNO

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
M1 1 0.427 0.4272 0.591 0.453
Residuals 16 11.573 0.7233

Residuo
089642 09844 09646 08848 0.9650
|
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ANEXO 30. RESULTADOS TEST ANOVA PARA RESIDUO SECO MES DOS

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
M2 1 1.827 1.8268 2.873 0.109
Residuals 16 10.173 0.6358

Residuo

09636 09640 09644 0.9648

ANEXO 31. RESULTADOS TEST ANOVA PARA RESIDUO SECO MES TRES

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
M3 1 6.586 6.586 19.46  0.000437
Residuals 16 5414 0.338

0.9644
|

Residuo
0.9640
1

0.9626
|
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ANEXO 32. RESULTADOS TEST ANOVA PARA RESIDUO SECO MES
CUATRO

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
M4 1 3.318 3.318 6.114 0.0525
Residuals 16 8.682 0.543

+

Residuo

|
|

09634 09636 09638 09640 09642
1 1

ANEXO 33. RESULTADOS TEST ANOVA PARA CONCENTRACION DE
1,8CINEOL MES CERO

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
MO 1 0.366 0.3659 0.494  0.495
Residuals 13 9.634 0.7411

0.26890
1

Cineol
0.26880
|

0.26870
1

Lote
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ANEXO 34. RESULTADOS TEST ANOVA PARA CONCENTRACION DE
1,8CINEOL MES UNO

Df SumSq Mean Sq F value Pr(>F)
M1 1 0.188 0.1875 0.248 0.627
Residuals 13 9.812 0.7548

0.26890
1

Cineol
0.26880
|

0.26870
1

Lote

ANEXO 35. RESULTADOS TEST ANOVA PARA CONCENTRACION DE
1,8CINEOL MES DOS

Df SumSq MeanSq F value Pr(>F)
M2 1 0.091 0.0915 0.12  0.735
Residuals 13 9.909 0.7622

eol

Ci
0.26860 0.26870 0.26880 0.26890

Lote
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ANEXO 36. RESULTADOS TEST ANOVA PARA CONCENTRACION DE
1,8CINEOL MES TRES

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
M3 1 0.112 0.1119 0.147  0.707
Residuals 13 9.888 0.7606

0.26870

Cineol
026880

0.26850
1

Lote

ANEXO 37. RESULTADOS TEST ANOVA PARA CONCENTRACION DE
1,8CINEOL MES CUATRO

Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F)
M4 1 0.938 0.9375 1.345  0.267
Residuals 13 9.062  0.6971

0.26850

0.26840

Cineol

026830

026820

Lote
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ANEXO 38. NORMA TECNICA ECUATORIANA INEN 820
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ANEXO 39. NORMA TECNICA ECUATORIANA INEN 821
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ANEXO 40.NORMA TECNICA ECUATORIANA INEN 822
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ANEXO 41. NORMA TECNICA ECUATORIANA INEN 823
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ANEXO 42. NORMA TECNICA ECUATORIANA INEN 833
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ANEXO 43. NORMA TECNICA ECUATORIANA INEN 851
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ANEXO 44. NORMA TECNICA COLOMBIANA NTC 1689
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