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RESUMEN

En el presente estudio se elaboré un ambientador liquido usando como ingrediente
activo el aceite esencial de Palo Santo (Bursera graveolens). Se realizaron estudios de
preformulacién como la valoracioén del aceite esencial mediante cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (CG/MS), donde se observé que los componentes
mayoritarios del aceite fueron Limoneno (59,84 %) y a-Felandreno (24,66 %). Ademas
se realizé estudios de formulacion en base al disefio factorial de Plackett y Burman, con
el fin de determinar la compatibilidad entre principio activo — excipientes y seleccionar la
mezcla final, que sera sometida a estudios de estabilidad. (Seis meses).

Serealiz6 el estudio de los parametros fisico-quimicos como pH, densidad y concentracion
del principio activo. Ademas se llevé a cabo el estudio de parametros microbiolégicos
frente a: aerobios mesdfilos, mohos, hongos y levaduras, mostrando inhibicion de
crecimiento durante los seis meses de estudio de estabilidad

Finalmente no se pudo determinar la prediccion de la vida util del ambientador liquido por
el método de Arrhenius.

Palabras clave: Palo Santo, Bursera graveolens, estabilidad, ambientador liquido,
Plackett y Burman.



ABSTRACT

In the present study, a liquid air freshener as the active ingredient using the essential
oil of Palo Santo (Bursera graveolens) was developed. Studies were conducted of
preformulation as the valuation of the essential oil by means of gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC/MS), where it was noted that the major components
of the oil were limonene (59.84 %) and a-phellandrene (24.66 %). He also did studies of
formulation based on the factorial design of and Plackett Burman, in order to determine
the compatibility between active principle - excipients and select the final mix, which will
be subjected to stability studies. (Six months).

The study of physico-chemical parameters such as pH, density and concentration of the
active ingredient was performed. He also conducted the study against microbiological
parameters: aerobic mesophilic bacteria, molds, fungi and yeasts, showing growth
inhibition during the six-month stability study

Finally he could not determine the prediction of the lifetime of the liquid air freshener by
the method of Arrhenius.

Key Words: Palo Santo, Bursera graveolens, stability, liquid air freshener, and Plackett
Burman.



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en disefiar y desarrollar un ambientador liquido a partir del
aceite esencial de Palo Santo (Bursera graveolens). Se desarrolla en 3 capitulos, el
primer capitulo titulado Marco Tedrico trata sobre el estado del arte de este tema, en el
segundo capitulo se da a conocer las técnicas y los materiales utilizados para llevar a
cabo la investigacién y en el tercer capitulo se expone y analiza los resultados.

El presente trabajo investigativo busca desarrollar un ambientador liquido a partir del
aceite esencial de Palo Santo (Bursera graveolens), no solo con el fin cognoscible,
académico y utilitarista sino también con la finalidad de prestar un servicio que brinde un
bien a la comunidad en general, dando un producto eficaz y seguro, y asi contribuir con
el avance en la Industria Farmacéutica.

El objetivo general es disefar y desarrollar un ambientador liquido que desempenie la
funciéon de aromatizar un lugar especifico, que cumpla con las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM) y asi garantizar un producto eficaz y seguro para los seres humanos;
los componentes del proyecto desarrollados son: Valorar e identificar cualitativamente y
cuantitativamente la composicion del aceite esencial de Palo Santo (Bursera graveolens)
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), asi
como también evaluar diferentes excipientes para establecer la compatibilidad con el
principio activo y determinar los mas adecuados e idoneos para la formulacién, mediante
el disefio factorial Plackett y Burman; Desarrollar la formula para obtener el ambientador
en base al resultado del modelo aplicado para compatibilidad de excipiente — principio
activo; Evaluar la estabilidad y vida util del ambientador liquido mediante pruebas fisicas,
quimicas y microbioldgicas.

El uso de ambientadores ha ido tomando a lo largo de los afios mas importancia, ya que
las crecientes ventas en este producto son inmejorables. Obviamente, a causa de la
evolucion de este producto, cada vez son mas los modelos de ambientadores que hay
en el mercado. Los formatos lideres que mas destacan son los ambientadores liquidos
eléctricos con mas del 50% del total del mercado. Su funcionamiento es muy sencillo
se basa en la expulsion de una alta concentracién de esencias especificamente para
aromatizar un espacio definido."

Los ambientadores desprenden varios olores diferentes, los mismos que consiguen
despertar los sentidos del ser humano tranquilizando y relajando su mente, permitiendo
la claridad y la inspiracion de este.?



Para desarrollar esta investigacion se aplicé la siguiente metodologia: primero se
realizé la identificacion de los componentes del aceite esencial de Palo Santo (Bursera
graveolens) mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG/
MS). Luego se desarroll6 estudios de preformulacion del aceite esencial como densidad,
indice de refraccion y estudios de formulacion mediante el disefio factorial de Plackett
y Burman para determinar la formula final que fue sometida a estabilidad acelerada
durante los seis meses en estudio. En los ensayos de estabilidad acelerada se llevo a
cabo pruebas organolépticas, fisico-quimicas y microbioldgicas del producto terminado.
Para la prediccion de vida util se utilizé la ecuacion de Arrhenius.



MARCO TEORICO



1.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por
arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las
plantas y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de
alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes).®

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de hasta mas de 100
componentes que pueden ser: Compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos), Monoterpenos, Sesquiterpenos y
Fenilpropanos.®

1.2 Ambientador

El ambientador es una sustancia que sirve para desodorizar y perfumar locales. La
funcion del ambientador es de aromatizar el ambiente, introducir fragancia en el aire de
los espacios interiores. La fragancia se difunde en el aire para enmascarar otros olores
o para introducir un olor especifico.’

Hay que destacar que la clave y la esencia del ambientador es el aroma, es decir, el
ambientador nace como consecuencia del perfume. El ambientador desprende varios
tipos de olores y estos consiguen despertar los sentidos del ser humano tranquilizando y
relajando su mente, permitiendo la claridad y la inspiracion de este.?

Los modelos que mas destacan son los ambientadores liquidos, su funcionamiento
es muy sencillo y se basa en la expulsion de una alta concentracion de esencias
fundamentalmente para aromatizar, tienen una duracion prolongada, ya que su consumo
es minimo y su rendimiento es maximo. En una estancia cerrada podemos decir que este
tipo de ambientador puede durar 12 horas aproximadamente.?

Todos los ambientadores estan constituidos principalmente por varios tipos de aceites
esenciales y esencias aromaticas. También hay que decir que los ambientadores pueden
ser de varios tamanos y diferentes colores pero todos siempre con el mismo objetivo,
aromatizar el ambiente.?

1.2.1. Ambientador liquido.



Son preparaciones liquidas que se caracterizan por impregnar los ambientes con aromas
agradables. Su accién aromatica se debe a que en su composicion contienen esencias
debidamente emulsionadas impregnadas disueltas en vehiculos excipientes.2

1.2.2. Ambientador y aceites esenciales.

Un ambientador formulado con aceites esenciales naturales proporciona un aroma
mucho mas agradable y delicado que cualquiera de los aromas sintéticos que despiden
los productos de limpieza cotidianos.®

Algunos aceites esenciales que son algo irritantes para ser utilizados en los perfumes o
que no se utilizan en aquellos en excesiva concentracion, encuentran mayor aplicacion
en la elaboracién de ambientadores de calidad.®

El método mas facil para ambientar un recinto es mediante pulverizacion de la disolucion.
Este método produce un aroma fresco que rapidamente se extiende a todo el volumen
del recinto.®

1.2.3. Otras funciones de los ambientadores.

Independientemente de la funcién principal de un ambientador, que basicamente consiste
en aromatiza una estancia o recinto definido, dependiendo de los aceites esenciales que
incorporen, pueden tener otras aplicaciones. Asi es posible formular un ambientador
que al mismo tiempo que aromatiza una habitacion mantenga alejadas a las moscas o
bien elimine los parasitos de las plantas domésticas.®



1.3 Bursera graveolens (Palo Santo)

En la figura 1 se muestra el arbol de Palo Santo.

Figura 1. Arbol de Palo Santo

Fuente: Cortesia de Ph.D Vladimir Morocho. Departamento de
Quimica de la U.T.PL

1.3.1. Clasificacion taxonémica.

La clasificacion taxonomica de B. graveolens es la siguiente:

Reino:
Division:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:

Especie:

Nombre cientifico:

Nombre comlin:

Plantae

Magnoliophyta

Magnoliopsida

Sapindales

Burseraceae

Bursera

Graveolens

Bursera graveolens (Kunth)Triana & Planch

Palo Santo ®



1.3.2. Descripcion botanica.

El Palo Santo (B. graveolens) es un arbol caducifolio que llega hasta 15 m de altura y
diametro a la altura del pecho (DAP) de 30-50 cm, posee corteza liza de color morado
grisaceo, fuste cilindrico y copa globosa.®

La corteza y las ramas exudan una resina amarilla con olor alcanforado o incienso, sus
hojas alternas con borde crenado y flores en panicula. El fruto es una drupa subglobulosa
de hasta 1.2 cm de largo por 0.6 cm de ancho puntiagudo, de color rojo el pericardio,
se abre en dos partes (bivaldo), estriado y color verde claro por dentro. El periodo de
fructificacion esta comprendido durante los meses de abril y mayo.®

1.3.3. Sinénimos.

Elaphrium graveolens Kunth, Spodias edmonstonei Hook. F, Amyris caranifera Willd
ex Engl, Bursera malacophylla B.L. Rob, Bursera penicillata (DC.) Engl, Elaphrium
graveolens Kunth, Elaphrium pubescens Schitdl.*°

1.3.4. Habitat.

La especie B. graveolens se encuentra en bosques de clima tropical seco, distribuido
desde México a Peru. En Ecuador se encuentra en altitudes de hasta 1500 msnm, en
lugares como el archipiélago de Galapagos, Guayas, Imbabura, Manabi y en la provincia
de Loja.*

1.3.5. Parte utilizada.

El aceite esencial de B. graveolens se extrae generalmente de las hojas, tallos y frutos.
Tradicionalmente se ha utilizado el tronco para la obtencion de aceite esencial, sin
embargo el Departamento de Quimica de la U.T.P.L ha tenido la iniciativa de utilizar el
fruto como materia prima para extraer el aceite esencial obteniendo resultados favorables.

1.3.6. Composicién quimica.

En la determinacion cualitativa realizada a las ramas de B. graveolens, resultaron positivos
los metabolitos correspondientes a los grupos quimicos siguientes: en el extracto etéreo,
aceites y grasas, triterpenos, y esteroides; en extracto alcohdlico: resinas, sustancias
reductoras, fenoles y taninos; en el extracto acuoso la presencia de fenoles y taninos,
flavonoides, sustancias reductoras, saponinas y aminoacidos."



Los componentes activos mas importantes en el aceite esencial de los frutos de B.
graveolens desde el punto de vista cuantitativo pertenecen a la familia de los terpenos
(monoterpenos y sesquiterpenos).*

1.3.7. Usos.

B. graveolens, ha sido utilizado desde épocas remotas como remedio para curar dolores
estomacales, sudorificos y como linimento para reumatismos y dolores en todo el
cuerpo.'?

La madera seca se utiliza para sahumarla y para espantar mosquitos para hacer objetos
a mano, para producir los palillos ardientes, al quemar el lefio seco se obtiene una
fragancia citrica, fresca, muy similar a la aroma de las flores de la naranja, el limon, etc.'

Se encontraron trabajos que describen las propiedades, fundamentalmente de los
triterpenos, Lupeoly epi-lupeol y aceites esenciales presentes enlos extractos metabdlicos
de la planta. Estos incluyen la accion antiinflamatoria, antirreumatica, antibacteriana y
antineoplasica. B. graveolens es usada en perfumeria y en medicamentos.?

1.4 Sustancias que componen un Ambientador liquido

Dentro de las sustancias basicas que componen un ambientador liquido tenemos las
siguientes:

* Disolventes: Una mezcla de disolventes volatiles podria resultar mejor desde
distintos puntos de vista que la utilizacion de un unico disolvente como el alcohol
etilico, pero dado que cualquier otro disolvente volatil como la acetona, etil metil
cetona. Es mas irritante que el alcohol, es aconsejable descartarlos directamente.®

+ Conservantes: Una pequena proporcion (0.1%) de un conservante quimico,
como puede ser el benzoato de sodio, sorbato potasico o cualquier derivado
de estos, que son de amplio uso en cosmética, farmacia y alimentacién. De
esta forma eliminaremos la proliferacion de microorganismos en el producto y
alteracion de su aroma.?

* Antioxidantes: Evitar la oxidacién de los terpenos de los aceites esenciales,
disminuyendo la posibilidad de aparicion de aromas oxidados durante el tiempo
de vida del producto.?

* Fragancia: Tienen su origen en la formacion de pequefias cantidades de aceites
volatiles por alteracion de los aceites esenciales contenidos en las partes de la



materia viva, pero también se pueden obtener distintas sustancias por medio de
la sintonizacién de aromas artificiales en un laboratorio.™

* Fijador de fragancia: Sustancia que sirve para prolongar mas tiempo el olor de
una sustancia en particular, utilizado con mayor frecuencia en la industria de la
perfumeria.®

* Colorante: Los colorantes se han usado desde los tiempos mas remotos,
empleandose para ello diversas materias procedentes de vegetales (curcuma,
indigo natural, etc.) y de animales (cochinilla, moluscos, etc.) asi como distintos
minerales.™

* Regulador de pH: acido citrico, citrato de sodio, fosfatos para mantener el pH
del ambientador.'

1.5 Control de Calidad

1.5.1. Buenas practicas de Manufactura.

Las Buenas Practicas de Manufactura. (BPM) o Good Manufacturing Practices (GMP): Es
un conjunto de normas que cada laboratorio Farmacéutico debe poner en practica con el
fin de asegurar la calidad de los productos que fabrique, debiendo para ello tomar todas
las medidas oportunas para garantizar que los productos posean la calidad necesaria
segun el uso a que se destinen.™

1.5.2. Parametros organolépticos.

Son el resultado de un conjunto de analisis sensoriales (visual, olfativo, tactil) que califican
los atributos organolépticos, es decir nos ayudan a describir el olor, color, y aspecto del
producto terminado de tal forma que contribuyen a la definicién de la calidad del mismo.®

1.5.3. Parametros Fisico-quimicos.

Los parametros Fisico-quimicos estudiados son: pH y densidad relativa.

pH: El pH es un indice numérico que se emplea para expresar el grado de acidez o
alcalinidad de una solucién. La determinacion del pH se realiza empleando un medidor
del pH, calibrado y capaz de reproducir valor es de pH con variaciones menores a
0,02 unidades de pH, empleando un electrodo indicador sensible a la actividad del i6n
hidrogeno, como el electrodo de vidrio y un electrodo de referencia apropiado, como por
ej., calomel o plata -cloruro de plata.®



Densidad relativa: cuando no se indique lo contrario, la densidad relativa se calculara
como la relacién entre el peso de un volumen determinado de una sustancia en el aire a
25°C y el peso de un volumen igual de agua a esa misma temperatura.'®

1.5.4. Parametros Microbiologicos.

Los criterios de aceptacion para el producto terminado de acuerdo a la actividad de
contenido de agua establecido en la USP (Farmacopea de los estados Unidos) son: RTMA
(Recuento total de Microorganismos Aerobios) y RTCLH (Recuento total combinado de
Hongos filamentosos y Levaduras."

1.6 Estudios de estabilidad

1.6.1. Definicion.

1.6.1.1 Estabilidad.

La estabilidad es la permanencia o duracién de las cualidades terapéuticas de sus
principios activos asi como la conservacion de las propiedades fisicas, quimicas y
microbioldgicas.'®

En el estudio de estabilidad se efectian pruebas a un medicamento para determinar
el periodo de vida util y las condiciones de almacenamiento en las cuales el producto
terminado permanece dentro de los limites especificados, bajo la influencia de diversos
factores como temperatura, humedad relativa y luz. Los ensayos seguidos se detallan
en las normativas tripartidas de la International Conference Harmonization (ICH)."®

1.6.1.2 Periodo de validez.

Es el periodo de tiempo durante el cual el producto farmacéutico cumple especificaciones
fisicas, quimicas y bioldgicas y no existe modificacién significativa de toxicidad del
degradante.’

1.6.1.3 Tiempo de vida util de un p.a. (Principio activo).

Expresa o mide la estabilidad quimica de p.a. en formas farmacéuticas. T _ ,, es el periodo

90%
de tiempo durante el cual el p.a. se degrada un 10% de su cantidad inicial 6 lo que sefale

en la especificacion de la monografia del producto.'”



1.6.2. Tipos de estudios de estabilidad.

Las Normas ICH (International Conference On Harmonization) consideran como
principales factores para el estudio: Humedad, temperatura y Luz.?®

1.6.2.1 Estudios acelerados.

Los estudios de estabilidad en condiciones de stress o degradacion acelerada tienen
caracter predictivo o establecen una fecha predictiva de vencimiento del producto.

Los estudios acelerados, se realizan con el principio activo y con la forma de dosificacién
a temperaturas superiores a la temperatura ambiente, normalmente hasta los 50 °C por
ejemplo 30 °C, 40 °C y 50 °C e incluso hasta 60 °C y a menudo en distintas condiciones
de humedad relativa y en envases distintos con los siguientes objetivos-'®

* Acelerar el proceso de degradacion del principio activo y/o de la forma de
dosificacion, por lo cual en un proceso relativamente corto por ejemplo de 1-
3 meses, tendremos resultados de la inestabilidad del principio activo o de la
forma farmacéutica, pudiendo asi comparar los resultados del efecto de distintos
envases Yy distintas formulaciones.™

» Establecer un tiempo de validez inicial que posteriormente tendra que
ser confirmado a través de estudios de estabilidad en las condiciones de
almacenamiento adecuadas dadas para el producto.?°

* En algunos casos predecir en poco tiempo (maximo 6 meses), la velocidad de
degradaciéon a temperatura ambiente, aplicando la ley de Arrhenius. Esto servira
para conocer mejor los mecanismos de degradaciéon y por consiguiente aplicar
mejor las medidas correctoras a esta inestabilidad. Se ha de recordar, que
oficialmente, estos estudios no pueden sustituir a los estudios a tiempo real.™

1.6.2.2 Estudios a tiempo real.

Los estudios a tiempo real, consisten en someter a la muestra a condiciones normales
de humedad relativa y temperatura, determinando de forma periédica la degradacién del
principio activo.?!



1.6.3. Prediccién de vida util del Ambientador liquido: Estudio de estabilidad
acelerada por el método de Arrhenius.

Para la prediccién de vida util se utiliza camaras termostatizadas y con humedad relativa
determinada. Tomando en cuenta orden de reaccion (k) y ecuacion de Arrhenius (K).2

Método de Arrhenius: es muy utilizado en estudios de estabilidad, se basa: en
una reaccién quimica donde las moléculas que tienen energia en exceso sobre un
determinado nivel de energia denominado energia de activacion; son las que intervienen
en la reaccion quimica y la magnitud de dicha energia depende de la naturaleza del
proceso y el numero de moléculas activadas varia de una reaccion a otra, para que
una molécula pueda adquirir energia adicional para reaccionar necesita de choque o
intercambios entre las mismas.?!

La posibilidad de que una molécula tenga energia en exceso esta dada por el factor de
Boltzman:

K= A eERT

En donde:

K= Constante de velocidad

A= Frecuencia de colision entre las moléculas.
E= Energia de activacion.

R= Constante de los gases.

T= Temperatura absoluta en grados Kelvin.

Este sistema consiste en someter a la muestra en estudio a diferentes condiciones
de temperatura y Humedad relativa; por lo general tres temperaturas y se determina
periodicamente la degradacion del principio activo de la formula. Se calcula la constante
de velocidad cada temperatura. Se procede a graficar la ecuacion de Arrhenius In K vs.
1/T X 10000, y se calcula la constante K25 de degradacion en el caso de Ecuador (Tabla 1)
ya que se encuentra ubicado en Zona Climatica IV para estudio de estabilidad.?!

A partir de la constante K25 se calcula el periodo de vida util y la fecha de caducidad del
producto.



Tabla 1. Zonas climaticas en el Mundo.

ZONAS T°C HR % CLIMA PAISES

1 21 45 Templado Norte de Europa

Sur de Europa, EE UU,
2 25 60 Mediterraneo y subtropical p
Japon
3 30 35 Caliente y seco Sahara
Africa Central
4 30 70 Caliente y humedo !
ECUADOR

Fuente: ICH. International conference Harmonization. Stability Testing Of New Drug Substances And Products (Revision 2). Datos
disponibles en Mayo del 2014: http://www.ich.org/products/guidelines/quality/quality-single/article/stability-testing-of-new-drug-

substances-and-products.html
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2.1 Obtencion del aceite esencial

2.1.1. Zona de recoleccion.

En la figura 2 se muestra la zona de recoleccion de los frutos de Bursera graveolens,
los mismos que se encuentran al suroeste de la provincia de Loja, canton Zapotillo,
parroquia Limones en la zona de influencia de las comunidades de Malvas, Chaquiro,
Totumos y Paletillas de Malvas.*

00 72000 &74000 78000 78000 580000 582000

N
Simbologia
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1: 100 000 5
[ Republica del Ecuador @ Lugares de referencia Limite de microcuenca
. B Frovincia de Loja A@ Poblados onaling
@ Pn pchiea [ Cantén Zaptillo 4 7 Limite del valle [ ]zonaDos
L Uniowsidad Caeticn ds o ° : e
Eoie [ Microcuenca Malvas Vl_as prl.ncl.pales [ ]zonaTres
l:l Valle Rios principales

Figura 2. Mapa de recoleccién de B. graveolens.
Fuente: Cortesia de Ph.D Vladimir Morocho. Departamento de Quimica de la U.T.P.L

2.1.2. Extraccion del aceite esencial.

El método de extraccion empleado fue mediante destilacidn por arrastre de vapor en un
equipo de destilacion tipo Clevenger con capacidad de carga de 1000 g de muestra. En
la parte inferior del cilindro se afadieron 1.5 litros de agua destilada aproximadamente,
sobre la rejilla del mismo recipiente se colocé 1000 g de la muestra (frutos de Palo
Santo).*

El vapor formado pasa por un condensador donde es condensado y la mezcla de aceite y
agua es recolectada en un florentino, donde se separan por diferencia de densidades, de
esta manera se obtiene el aceite esencial. La destilacion del aceite por arrastre de vapor
durd alrededor de 2 horas, tiempo en el cual ya no se observo aumento en el volumen.



Una vez obtenido el aceite esencial se realiza el control de calidad que esta relacionado
con los estudios de preformulacion.?

2.2 Estudios de preformulaciéon

2.2.1. Valoracién del aceite esencial (Principio activo).

La identificacién de los compuestos del aceite esencial de B.graveolens, se obtuvo
mediante cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas. (GC-MS).
El equipo utilizado para los respectivos analisis fue un Cromatégrafo de Gases Agilent
serie 6890N, acoplado a un espectrometro de masas Agilent serie 5973 Inert (Figura 3),
dotado con un sistema de datos MSD-Chemstation D.01.00 SP1. Ademas este equipo
cuenta con un inyector automatico split/splitless serie 7683.

Figura 3. Cromatografo de gases Agilent 6890N

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

La columna capilar en la cual se corre la muestra es DB-5MS (5%-Fenilmetilpolisiloxano)
de 30 m de longitud, diametro interno (DI) 0,25 mm, pelicula 0,25 pm.

La preparacion de las mezclas se realizo disolviendo 10 pL de aceite esencial con 990
ML de diclorometano grado HPLC colocado en un vial para cromatografia de capacidad
de 1,5 mL. También se inyectdé una muestra de hidrocarburos (C10-C25) conocida
comercialmente con el nombre de TPH-6RPM de CHEM SERVICE, que contiene el
mismo método empleado para el analisis de aceite esencial con el fin de utilizarlos para
el calculo de los indices de Kovats.



La identificacion de los compuestos quimicos del aceite esencial se determina mediante
comparacion computarizada de sus espectros de masas con los de la base de datos del
equipo utilizado y con ayuda de los indices de Kovats.

En la figura 4, se detalla las condiciones de operacion del cromatégrafo de gases
acoplado a espectrometria de masas.

CONDICIONES DE OPERACION
GC/MS EN LA COLUMAN
DB-5MS

/ COLUMNA

Columna capilar DB-5MS,
modelo Agilet 122-5562

0.25 mm*30 m*0.25 ym
Temperatura Maxima: 350 °C

INYECTOR (SPLIT/SPLITLESS)
Modo: Slipt
Temperatura inicial: 200 °C
Radio de particion: 50:1

Flujo constante
Flujo inicial: 0.9 ml/min.

Sasile Presion inicial: 6.50 psi
Velocidad promedio:
35 cm/seg.
\ Presion de salida: vacio
4 @
HORNO
Temperatura inicial: 50 °C DETECTOR
Temperatura final: 230 °C Espectrometro de
Gradiente de temperatura: 3 °C/min asas
Tiempo de corrida: 66 min. :Zﬂ%f;??g?oodg
h Gas: Helio

-
Figura 4. Condiciones de Operacién del GC/MS en la columna DB-5MS.

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

2.2.2. Evaluacion de las propiedades fisico-quimicas.

2.2.2.1 Solubilidad.

La determinacién de la solubilidad se realiza mediante el método semicuantitativo, que
consiste en la adicion de pequefias cantidades del aceite a un volumen conocido y fijo
del disolvente. Después de cada adicién el sistema se agita vigorosamente y se observa
si quedan particulas por disolver cuando esto sucede, el total del aceite anadido hasta
este momento sirve para hacer una estimacioén de solubilidad.



De acuerdo ala USP —NF32 "7, las solubilidades se indica mediante términos descriptivos
en la siguiente tabla:

Tabla 2. Solubilidad en términos descriptivos.

Término Descriptivo Partes Disolvente Requeridas para 1 Parte de Soluto
Muy Soluble Manos de 1
Facilmente Soluble De1a10
Soluble De 10 a 30
Moderadamente Soluble De 30 a 100
Poco Soluble De 100 a 1000
Muy Poco Soluble De 1000 a 10000
Practicamente Insoluble o Insoluble 10000 o mas

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos, Formulario Nacional. USP-NF32. 2009; Vol. 1, pp 970

En el trabajo realizado por Vacacela (2012)%, muestra la solubilidad del aceite esencial
de Palo Santo de acuerdo a la USP mediante términos descriptivos (Tabla 3), cuyos
resultados fueron la base de esta investigacion.

Tabla 3. Solubilidad del aceite esencial de Palo Santo de acuerdo a la USP mediante
términos descriptivos.

Solvente Resultado
Propilenglicol insoluble
Glicerina facilmente soluble
Alcohol 70% insoluble

Fuente: Vacacela M. 2012. Disefio y desarrollo de una locidn repelente a partir del aceite esencial de la especie Palo Santo (Bursera
graveolens). Tesis (Bioquimico-Farmacéutico). Loja, Ecuador, Universidad Técnica Particular de Loja. 33p

2.2.2.2 Densidad relativa.

La densidad del aceite esencial se realiza mediante la norma AFNOR NF T 75-111, en el
analisis se utiliza un picnémetro de vidrio de 1ml, un termémetro y una balanza analitica.

Para esto se pesa el picndmetro vacio con el tapdn en su sitio y luego se registra el peso.

Se llena el picnémetro con agua destilada a una temperatura de 20 °C, y se registra el
peso del picnémetro lleno.
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Realizar el mismo procedimiento reemplazando el agua destilada por el aceite esencial.

La densidad relativa se expresarea con la siguiente formula:

_m2—m0

p " ml—m0

Dénde:

m_ = Masa en gramos del picnémetro vacio.
m = Masa en gramos del picnémetro con agua.
m,= Masa en gramos del picnémetro con el aceite esencial.

2.2.2.3 Indice de refraccion.

El indice de Refraccién es la relacion que existe entre el seno del angulo de incidencia y el
seno del angulo de refraccion de un rayo luminoso de longitud de onda determinada, que
pasa desde el aire a través del aceite esencial, manteniendo la temperatura constante. La
temperatura de referencia es de 20 °C.? El indice de refraccion de los aceites esenciales
se determin6 segun la norma AFNOR NF T 75-112 empleando un refractémetro ABBE
(Figura 5).

Figura 5. Refractometro ABBE

Fuente: Laboratorio del Departamento de Quimica
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2.2.3. Estudio de compatibilidad aceite esencial- excipientes.

El estudio se basa en mezclar el principio activo con los excipientes mas comunes
para el ambientador liquido y estudiar la degradaciéon de las mezclas bajo condiciones
aceleradas.

La estabilidad fisica y quimica de las mezclas suministra informacion acerca de la
compatibilidad entre cada uno de los excipientes y el aceite esencial. El objetivo es
poder afrontar posteriormente los estudios de estabilidad de nuestra formulacién con las
maximas garantias posibles.

Se suele emplear disefios experimentales, los cuales permiten elaborar diferentes
mezclas y evaluar los resultados obtenidos, dentro de los disefios para el analisis
estadistico se incluye el disefio Plackett y Burman.'®

2.2.3.1 Estudio de compatibilidad aceite esencial — excipientes: Disefno
factorial de Plackett y Burman.

Este tipo de disefio conduce a la obtencion de la maxima informacién cuando se estudia la
estabilidad de un numero minimo de mezclas. El tratamiento estadistico de los resultados
permite conocer la compatibilidad de un determinado excipiente con el principio activo.®

En el disefio utilizado se emplea 7 factores a dos niveles diferentes senalados por los
signos (+) y (-), donde el numero de experimentos fue 8. En nuestro caso los factores
son excipientes. Dos de los factores son variables dummy (grados de libertad) y no
contienen excipientes a ninguno de los dos niveles. Se deben incluir para poder realizar
el tratamiento estadistico.™

El disefio de Plackett y Burman se realizé a partir de las siguientes etapas:

I. Composicion de las mezclas

La composicién general de cada mezcla es la siguiente:

Principio activo — Aceite esencial 12%

Excipientes 88%

En la tabla 4 se muestra los factores utilizados en la composicién de mezclas.
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Tabla 4. Factores utilizados para el disefo Plackett y Burman.

NIVELES
FACTORES

() (*)
A | Alcohol al 96° 62 60
B | Alcohol isopropilico 2 1,5
C | Tween 80 15 12
D | Glicerina 3 0
E | Fragancia 8 6

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Para la construccion de la matriz experimental Plackett y Burman en la mayoria de los
casos la primera linea de signos esta ya dada (++-; +++; - - -; + - -) y las restantes se
obtienen mediante permutaciones ciclicas a partir de la primera fila, excepto la ultima,
en al cual se introducen todos con signo menos (-). A partir de la matriz se originan las
mezclas (Anexo 1), las mezclas contienen otros componentes que conforman la férmula
farmacéutica liquida como conservantes antimicrobianos, regulador del pH.

Il. Elaboracién y Acondicionamiento de las mezclas

Se preparan las mezclas combinando porciones sucesivas del principio activo con los
excipientes. Una vez preparadas las mezclas, se reparten en viales de vidrio de tipo Il, de
10 ml de capacidad. Se coloca 2 g de mezcla por duplicado y se someten a temperatura
ambiente y a 30 °C. Asi mismo se coloca 3 g de mezcla por duplicado y se somete a
temperatura de 40 °C. La distribucion es como se muestra en la siguiente tabla 5.

Tabla 5. Distribucion y acondicionamiento de las mezclas.

N° de viales Mezcla Cantidad / vial Condiciones
2 Todas 29 Ambiente
2 Todas 2g 30°C
2 Todas 39 40°C

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Las muestras se conservaran a las condiciones citadas durante 8 semanas.

lll. Analisis de las mezclas.

Transcurridas las 8 semanas, se extraen los viales del armario y de las estufas. Se
procede a su observacion y andlisis a través de Cromatografia de gases acoplado a
Espectrofotometria de masas (GC/MS) con el fin de determinar el contenido en principio
activo y detectar y cuantificar posibles impurezas y productos de degradacion dentro de
la forma farmacéutica liquida.
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IV.Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante una tabla que relaciona el efecto para
cada factor en funcion de la potencia 6 porcentaje de identificacion del aceite esencial,
se calculé la varianza experimental, desviacion estandar experimental y finalmente la
significancia estadistica con un valor de p= 0.05 a p= 0.005.2

2.3 Estudios de formulacion

2.3.1. Planteamiento de la Férmula.

Una vez obtenidos los resultados en el disefio factorial de Plackett y Burman se
escogeran los excipientes mas adecuados, es decir, aquellos que tienen compatibilidad
con el principio activo, para que formen parten de la férmula del ambientador de Palo

Santo (Bursera graveolens).

La férmula para la elaboracion del ambientador estara compuesta por los siguientes
excipientes descritos en la tabla 6.

Tabla 6. Formula que para ambientador liquido.

Ambientador liquido

Funcién Excipientes
Principio activo Aceite esencial
Cosolvente Alcohol al 96 °
Cosolvente Alcohol isopropilico
Tensoactivo Tween 80
Antioxidante Acido ascérbico
Fragancia Manzana
Fijador de fragancia Glicerina
Conservante antimicrobiano Metilparabeno
Conservante antimicrobiano Propilparabeno
Regulador de pH Acido citrico
Colorante Verde
Agua destilada para aforar

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)
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2.3.2. Diagrama de procesos.

2.3.2.1 Proceso general de fabricacion de soluciones liquidas.

En el Figura 6 muestra el proceso de manufactura general para soluciones liquidas.

BPFM
PROTOCOLO DE ELABORACION
CONTROLES PROCESO

FRINCIPIO ACTIVG FORMAS
EXCIFIENTES — PROCESO DE =+ FARMACEUTICAS

MATERIAL DE ENVASE | FABRICACION ...-—\ LIQUIDAS

INDICADORES:
CONTROL DE CALIDAD
EQUIPOS DE PRODUCTO
AREA TERMINADD

Figura 6. Proceso General de fabricacion de soluciones liquidas

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos, Formulario Nacional. USP-NF32. 2009; Vol. 1

2.3.2.2 Proceso de manufactura del ambientador liquido.

En la figura 7 se detalla el proceso de manufactura del producto terminado.
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Figura 7. Proceso de elaboracion del ambientador liquido
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

2.4 Estudio de estabilidad del producto terminado

El Ambientador liquido fue sometido a estabilidad acelerada (6 meses) siguiendo
condiciones generales como se indica en la tabla 7, establecidas en las Normas ICH
(Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use) que son a: Temperatura ambiente (21°C Aprox), Temperatura a 30 ° C
2°C y Temperatura a 40 °C = 2°C con una humedad relativa del 75% * 5%.

Para estudios de registro (ICH) comprende 3 lotes sometidos a estabilidad acelerada.
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Tabla 7. Condiciones generales de estudios sugeridos por ICH

ESTUDIO CONDICIONES DE TIEMPO DE
ALMACENAMIENTO ESTUDIO
(meses)
Largo plazo 25°C +/- 2°C 1/ 60% 12
+/- 5% HR
Intermedio 30°C +/-2°C /I 6

>60% +/- 5% HR

Acelerado 40 °C +/- 2°C /1 75% 6
+/- 5% HR

Fuente: Normas ICH (Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)

Se elabord del producto terminado 3 Lotes piloto de una unidad, cada mes se los
monitoreo al azar y se realizd ensayos organolépticos, fisico-quimicos y microbiolégicos,
durante 6 meses. En la tabla 8, se describe los parametros evaluados para la estabilidad
del ambientador liquido.

Tabla 8. Parametros evaluados en el estudio de estabilidad.

ACTIVIDAD METODO
Analisis Organoléptico Aspecto, olor y color.
Analisis Fisico- quimico pH, densidad, GC/MS

Aerobios Mesdfilos (USP 32)

Analisis Microbiolégico
Hongos- Levaduras. (USP 32)

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

2.5 Prediccion de vida util del ambientador liquido mediante el método
Arrhenius

Para el método de Arrhenius se utiliza camaras termostatizadas y con humedad relativa
determinada.

Para llevar a cabo la ecuacion de Arrhenius es muy importante tomar en cuenta lo siguiente:

1. El contenido del principio activo (aceite esencial de Bursera graveolens)
mediante cromatografia de gases acoplado a Espectrofotometria de Masas
(GC/MS), a las temperaturas en las que fueron sometidas (temperatura
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ambiente, 30°C y 40°C) con tiempos periodicos de muestreo durante todo el
estudio de estabilidad acelerada (0, 1, 2, 3, 4, 5,6 meses).

2. Elorden de reaccién (K), para esto se construye la grafica con las pendientes
respectivas en funcion del tiempo vs temperatura.

3. Una vez obtenido la ecuacion de Arrhenius se procede a determinar T90%
(o la minima especificacion de la farmacopea), tiempo en que el principio
activo llega a degradarse en un 10%, a la temperatura de 30 °C, Zona IV, que
corresponde a la ubicacion del Ecuador segun las normas ICH.

2.6 Estudios complementarios

2.6.1. Evaluacion sensorial para determinar la duracién del aroma del
ambientador liquido.

La determinacién del aroma del producto terminado se realizé mediante la evaluacién
sensorial. Para este estudio se necesité de 10 personas pertenecientes al décimo ciclo
de la Titulacién de Bioquimico Farmacéutico, a cada uno de ellos se les entregd una
muestra del ambientador liquido y la ficha de evaluacion a completar (Anexo 3), disefiada
en base a lo descrito por Sancho ( 2002).24

Se les hizo las indicaciones respectivas como: Pulverizar oprimiendo con el spray en el
ambiente y luego realizar la evaluacién de duracién del aroma durante 0, 1, 3,6 .9y 12
horas.

La ficha de evaluacion permite determinar la duracion del aroma del ambientador a través
de una escala de intensidad descrita a continuacion:

Escala de intensidad
Leve

Moderado

Mucho

Extremo

AIWIN|I—~

Luego de haber culminado el estudio se realizé la tabulacién de los resultados con el
programa estadistico XLSTAT.
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RESULTADOS Y DISCUSION



3.1  Preformulacion

3.1.1. Valoracién del aceite esencial de Palo Santo (B. graveolens)

Los estudios de preformulacion incluyen la valoracién del aceite esencial de B. graveolens,
el cual se realizé mediante GC-MS. Para la identificacion de los compuestos quimicos del
aceite se hizo comparacion computarizada de sus espectros de masas con los espectros
de masas de la base de datos Wiley 7n.1 del Cromatografo.

En la figura 8 se observa el cromatograma obtenido una vez analizado el aceite esencial
con la columna DB-5MS.
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Figura 8. Cromatograma del aceite esencial de Palo Santo mediante (GC-MS).

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

En la tabla 9 se detalla los compuestos principales que forman parte de la composiciéon
quimica del aceite esencial cuyo porcentaje total corresponde un 94,13%. El orden de los
compuestos quimicos del aceite esencial descritos en la tabla 9 depende de la elucion
de la columna DB-5MS.
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Tabla 9. Compuestos principales identificados del aceite esencial de Palo Santo.

iNDICES DE RETENCION % CANTIDAD RELATIVA
PICOS COMPUESTOS
RI 2 DB-5MS

1 o-Pineno 934 1,39
2 B-Mirceno 991 1,38
3 o-Felandreno 1009 24,66
4 Limoneno 1038 59,84
5 Mentofurano 1162 5,95
10 Germacreno-D 1472 0,91

Total % 94,13

RI: indice de tencion en la columna no polar (DB-5MS)
a= Componentes ordenados segun el orden de deteccion de la columna DB-5MS
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Los resultados obtenidos en la Tabla 9 coinciden con los del trabajo realizado por Salas
M. et al 2006 *, por lo que el aceite esencial de esta investigacién es adecuado para
iniciar el proceso de diseno.

3.1.2. Evaluacion de las propiedades organolépticas y fisico- quimicas.

La tabla 10 muestra los resultados organolépticos y fisico-quimicos obtenidos al realizar
el analisis del aceite esencial de B. graveolens, donde se pudo evidenciar claramente
que el color, olor, apariencia, densidad e indice de refraccién estan dentro de las
especificaciones establecidas por el Departamento de Quimica de la Universidad Técnica
Particular de Loja (U.T.P.L).

Tabla 10. Parametros organolépticos y fisico-quimicos del aceite esencial de Palo Santo.

ANALISIS ESPECIFICACIONES ANALISIS
Apariencia Liquido viscoso Conforme Patrén
Color Subjetivo Incoloro a amarillo translucido Conforme Patrén
Olor Citrico, especiado y amaderado Conforme Patrén
Densidad (g/cm?®) 0,8300 — 0,8900 0,8544 * 0.0099
indice de Refraccién (nD) 1,4200 - 1,4900 1,4768 * 0.0001

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Segun los resultados obtenidos en los estudios de preformulacion, el aceite esencial
de Palo Santo presenté condiciones apropiadas para realizar el disefio experimental de
Plackett y Burman.



3.2 Estudio de compatibilidad aceite esencial- excipientes

3.2.1. Diseno factorial Plackett y Burman.

En la presente investigacion los factores o excipientes empleados en el disefio factorial
se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Factores utilizados para el disefio factorial de Plackett y Burman.

A Alcohol al 96° + 62
Alcohol al 96° - 60
B Alcohol isopropilico + 2
Alcohol isopropilico - 1,5
Cc Tween 80 + 15
Tween 80 - 12
D Glicerina + 3
Glicerina - 0
E Fragancia + 8
Fragancia - 6

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

La matriz de experimentacion de Plackett y Burman es obtenida en funcion del nivel de
los factores y la potencia para cada una de las mezclas, descritas en la Tabla 12.
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Alcohol al
96°

Alcohol
isopropi-
lico

Tween 80

Glicerina

Fragancia

DUMMIE
1

Tabla 12. Matriz “Plackett y Burman”, relacionada con la potencia del principio activo.

DUMMIE

+

380 365 385 365 380 380 365
365 380 360 290 365 365 380
3,750 -3,750 6,250 18,750 3,750 3,750 -3,750
EZ 14,063 14,063

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

A través de los datos de la potencia obtenida para cada una de las mezclas se calculd
el efecto promedio.

Por lo tanto, para obtener el efecto promedio de A (E,) lo calculamos sumando y restando
las respuestas obtenidas para las distintas mezclas. Los signos vienen marcados por la
columna “A” de la matriz:

(Respuestas +)  (Respuestas —)

E=
A 4 4

Para la significancia de los efectos se calcula la varianza experimental (S? exp) y la
desviacion estandar experimental.

La varianza experimental (S? exp): varianza de los efectos de los factores “Dummy” (F y
G):

2
YE;
Szexp ==
n
28,125
S%exp =
P= 2

SZexp = 14,063
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Donde E, representa el efecto de las variables “Dummy” y n es el numero de estas
variables

La desviacion estandar experimental (S): Raiz cuadrada de la varianza experimental.
Entonces:

S=./S2%exp
S=./14,063

S=3,75

Para cada efecto se calcula su t experimental (t.) de la siguiente forma:

E.
te= =
E S

Los grados de libertad (Dummies) se obtienen de la siguiente forma:

G.L. = M-N-1
M= Numero de ensayos
N= Numero de variables sin contar las “Dummy”

En este caso hay 2 grados de libertad.

Por lo tanto se mira en la tabla de Student el valor de t para 2 grados de libertad y las
diferentes probabilidades 90%, 95%, 99% y 99,5%:

P t (G.L.=2)

95 9,9249
97,5 4,3026

99 6,9645
99,5 9,9249

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Un factor es significativo, para una determinada probabilidad, si el valor absoluto de “”,
calculado para su efecto, es mayor que el valor “t” tabulado. En caso contrario, no sera
significativo. De tal forma que los valores de t experimental nos permiten darnos cuenta
que mientras estos mas se alejen de cero, los factores o excipientes utilizados en la
matriz influyen de manera directa o indirecta en la potencia del principio activo (aceite
esencial de Palo Santo).

Los resultados de la significancia de los efectos en funcidon a su t experimental se
detallan en la tabla 13, donde se observa que los factores o excipientes utilizados no
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es significativo, es decir, que hay compatibilidad entre excipientes y principio activo,
pero sin embargo al analizar la tabla 12 ( Matriz de experimentacién) donde los factores
se encuentran en funcion a su efecto promedio y potencia, se observa que el factor D
(glicerina) se encuentra en un nivel (+) e influye en el porcentaje final de la potencia de
las mezclas.

Tabla 13. Significancia de los efectos en funcion de su respuesta en Matriz “Plackett y
Burman”.

95 97,5 99 99,5
p=0,05 | p=0,025 | p=0,01 | p=0,005
9 1 2,92 4,303 6,965 9,925
<) A 3,75 0,267 * * * *
100 B 3,75 -0,267 * * * *
85 c 6,25 0,444 * * * *
100 D 18,75 1,333 » » » »
9 E 3,75 0,267 * * * *
100 F 375| 14,0625 0,267 * * * *
<l G 375 | 14,0625| -0,267 * * * *

(*) No significativo, (**) Significativo
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Es por ello, que la formula seleccionada para someterla a estabilidad acelerada debe ser
aquella que contenga la glicerina en un nivel (-) y que su potencia final sea del 100%.

Segun los resultados de la matriz de experimentacion (tabla 12), tenemos dos mezclas
que son aptas para estabilidad, la mezcla 3 y 7, debido a que en estas, la glicerina esta
en un nivel (-) y que su potencia final es del 100%. Por lo tanto cualquiera de las dos
mezclas puede ser elegida.

Finalmente la férmula escogida es la numero 7, garantizandonos de esta manera la
compatibilidad entre aceite esencial de Palo Santo (B. graveolens) y sus excipientes.

3.3 Formulacion

3.3.1. Establecimiento de la féormula.

Una vez culminado y obtenidos los resultados del disefio factorial experimental de
Plackett y Burman, la mezcla final seleccionada fue la mezcla numero 7 (férmula 7), que
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se muestra en la Tabla 14, debido a su mayor cantidad de potencia y a la compatibilidad
entre los excipientes y el principio activo.

Tabla 14. Mezcla final seleccionada de la Matriz “Plackett y Burman”.

FORMULA 7

Componentes % (p/v)

Alcohol al 96° 60

Tween 80 15

Metilparabeno 0,18

Acido ascorbico 0,1

Colorante 0,01 % 2

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

LaFérmula7fue elaboradaen ellaboratorio de Tecnologia Farmacéuticadel Departamento
de Quimica (DQ) y utilizada para los estudios de estabilidad acelerada.

3.3.2. Férmula de composicion.

Cada 100 ml de Ambientador liquido contiene:

Principio activo (Aceite esencial B. graveolens).............ccc.oooviiiiiiiiinininnn 12%
EXCIPIENIES. .. c.s.p. 100mi

3.4 Estabilidad del ambientador liquido

3.4.1. Parametros organolépticos.

Las caracteristicas organolépticas del ambientador liquido durante la estabilidad se
muestran en la tabla 15, donde observamos que parametros como el olor y aspecto no
cambiaron durante los seis meses de estudio, ya que se mantuvo el olor a manzana
verde y aspecto liquido. Sin embargo es evidente el cambio de color entre temperaturas
al transcurrir los meses, de tal forma que, en el tiempo cero todas presentan un color
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verde manzana pero a partir del primer mes hasta finalizar el estudio se origina una
variacion de color, dando como resultados que para la temperatura ambiente el color
sea verde primavera, la de 30 °C sea verde lima y la de 40 °C sea de verde oliva. Para
determinar la gama de colores verdes antes indicados se utilizé una carta de colores
expuesta en el Anexo 2.

Tabla 15. Parametros organolépticos del ambientador liquido durante los 6 meses de
estabilidad,

Ambiente Verde manzana Manzana Liquido

Tiempo
cero 30 °C Verde manzana Manzana Liquido
40°C Verde manzana Manzana Liquido
Ambiente Verde primavera Manzana Liquido
MES 1 30 °C Verde lima Manzana Liquido
40°C Verde oliva Manzana Liquido
Ambiente Verde primavera Manzana Liquido
MES 2 30 °C Verde lima Manzana Liquido
40°C Verde oliva Manzana Liquido
Ambiente Verde primavera Manzana Liquido
MES 3 30 °C Verde lima Manzana Liquido
40°C Verde oliva Manzana Liquido
Ambiente Verde primavera Manzana Liquido
MES 4 30 °C Verde lima Manzana Liquido
40°C Verde oliva Manzana Liquido
Ambiente Verde primavera Manzana Liquido
MES 5 30 °C Verde lima Manzana Liquido
40°C Verde oliva Manzana Liquido
Ambiente Verde primavera Manzana Liquido
MES 6 30 °C Verde lima Manzana Liquido
40°C Verde oliva Manzana Liquido

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

En cuanto a la variacion de color ocurrida durante este estudio, es posible que se deba
al efecto de luz, a la degradacion térmica o al colorante utilizado sensible a reacciones
de degradacion (Ordofez G, 2006).25

3.4.2. Parametros fisico-quimicos

En las siguientes tablas se muestran los parametros fisico-quimicos del ambientador
liquido como el pH, densidad y la concentracién del aceite esencial de Palo Santo (B.
graveolens) durante los 6 meses de estabilidad. Conjuntamente a ello se analizaron los
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resultados estadisticamente mediante el programa XLSTAT (ANOVA), aplicando el test
HSD (Honestly-significant-difference) de Tukey para efectuar comparaciones multiples;
Asi como para determinar diferencias significativas entre los 3 pardmetros vs el tiempo.

Para determinar si existen diferencias significativas entre los parametros pH, densidad y
concentracién del principio activo se debe tomar en cuenta que si el valor de F calculado
(diferencia estandarizada) es mayor que el F critico (valor critico), esto significa que
los cambios entre los factores en los ensayos tuvieron un efecto estadisticamente
significativo sobre los resultados analizados

En la tabla 16 se aprecia una variacion del pH entre temperaturas durante los meses de
ensayos de estabilidad, de tal forma que, al tiempo cero todas las temperaturas presentan
un pH 6 pero al terminar el estudio, la temperatura ambiente presenta un pH de 4,35; la
temperatura de 30 °C un pH de 4,53 y la de 40 °C un pH de 4,66. Esto es debido a que
el acido ascorbico presente en la formulacion es facilmente oxidable. Se debe tener en
cuenta que dentro de los procesos oxidativos se estarian cediendo protones al medio, lo
que podria generar una disminucion del pH. Ademas pudieron haber existido reacciones
de degradacion del principio activo (Bernal, 2012).%¢

Tabla 16. Control del pH durante los seis meses de estudio de estabilidad.

CONDICIONES MESES
TIEMPO 0 | MES 1 MES 2 MES 3 MES 4 MES 5 MES 6
Ambiente 6 5.6 5.22 5.05 4.60 4,58 4,35
30 °C 6 5.5 5.18 5.00 4,86 4,68 4,54
40°C 6 5.3 5.23 5.00 4.96 4,67 4,66

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Tabla 17. Pruebas de comparaciéon multiple de Tukey (HSD) entre pH vs Tiempo.

Contraste Diferencia Diferencia Valor critico Significativo
estandarizada
40 °C vs Ambiente 0,060 0,214 2,552 *
40 °C vs 30°C 0,009 0,031 2,552 *
30°C vs Ambiente 0,051 0,183 2,552 *

(*) No significativo, (**) Significativo
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

En la tabla 18 observamos una ligera variacién de densidad durante los seis meses de
estabilidad, donde al tiempo cero la densidad es de 0,84 g/ml para todas las temperaturas
pero se aprecia que al tercer mes existe una densidad de 0,87 g/ml para la temperatura
ambiente; 0,91 g/ml para la temperatura de 30 °C y 0,82 g/ml para la temperatura de
40 °C. Asi mismo ocurre al finalizar el estudio ya que existe una densidad de 0,86 g/ml
para la temperatura ambiente; 0,85 g/ml para la temperatura de 30 °C y 0,87 g/ml para la
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temperatura de 40°C. Esta variacion de densidad puede ser debido al alto contenido de
etanol en la formulacion produciéndose evaporacion del mismo y a las condiciones de
estrés a las que fueron sometidas (Bernal, 2012).%

Tabla 18. Control de densidad (g/ml) durante los seis meses de estudio de estabilidad.

MESES
CONDICIONES
TIEMPO 0 | MES 1 MES 2 MES 3 MES 4 MES 5 MES 6
Ambiente 0,84 0,86 0,86 0,87 0,88 0,93 0,86
30 °C 0,84 0,86 0,86 0,91 0,94 0,81 0,85
40°C 0,84 0,87 0,89 0,82 0,87 0,88 0,87

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Tabla 19. Pruebas de comparacion multiple de Tukey (HSD) entre Densidad vs Tiempo.

Contraste Diferencia Diferencia Valor critico Significativo
estandarizada
Ambiente vs 40 °C 0,009 0,573 2,552 )
Ambiente vs 30°C 0,003 0,191 2,552 *
30°C vs 40 °C 0,006 0,382 2,552 *

(*) No significativo, (**) Significativo
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

En la tabla 20 se expone los porcentajes de concentracion del aceite esencial de Palo
Santo, donde es evidente su disminucién durante el ensayo de estabilidad acelerada, ya
que en el tiempo cero existe un porcentaje de 95 % del principio activo (p.a.) en todas
las temperaturas, en cambio a partir del tercer mes existe una disminucion del mismo
presentado un porcentaje de 90 % en todas las temperaturas pero ya en el sexto mes
es notable la disminucién de concentracion del p.a. presentando un porcentaje de 60 %
tanto para la temperatura de ambiente como para la de 40°C y un porcentaje de 65 % en
la de temperatura de 30 °C. Esto se debe a que en condiciones de estrés por temperatura
se pueden acelerar reacciones de descomposicion de tipo enzimatico y de tipo quimico,
generando diversos compuestos de descomposicion mas rapidamente (Bernal, 2012).28

Y otro factor que pudo haber influido en la disminucién de la concentracion del principio
activo es el material de acondicionamiento utilizado (PET), que segun estudios realizados
en la Universidad de Heidelberg en Canada, afirman que se utiliza un catalizador de
antimonio para la fabricacion de los envases PET (polietilen tereftalato), lo que podria
terminar produciendo una interaccion entre el envase y la formulacion liquida, es decir,
una lixiviacion continua de antimonio en el liquido.?”
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Tabla 20. Resultados del porcentaje de concentracion de aceite esencial mediante CG/MS
de durante los seis meses de estudio de estabilidad.

MESES
CONDICIONES
TIEMPO 0 | MES 1 MES 2 MES 3 MES 4 MES 5 MES 6
Ambiente 95 80 90 90 65 60 60
30 °C 95 85 90 90 65 65 65
40°C 95 85 90 90 60 60 60

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Tabla 21. Pruebas de comparacion multiple de Tukey (HSD) entre % concentracion de
aceite vs Tiempo.

Contraste Diferencia Diferencia Valor critico Significativo
estandarizada
30°C vs 40°C 2,143 0,238 2,552 ’
30°C vs Ambiente 2,143 0,238 2,552 ’
Ambiente vs 40°C 0,000 0,000 2,552

(*) No significativo, (**) Significativo
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Los resultados en las tablas 17,19 y 21 revelan que los parametros evaluados como, pH,
densidad y concentracion del principio activo respectivamente, no presentan diferencias
significativas al emplear un limite de confianza del 95% porque la F calculada obtenida
al analizar los 3 parametros a distintas temperaturas durante los estudios de estabilidad
es menor al valor critico

3.4.3. Parametros microbioldgicos
En la tabla 22 se detallan los resultados obtenidos de los analisis microbioldgicos para

determinar bacterias aerobias mesofilas, hongos, mohos y levaduras, durante el ensayo
de estabilidad acelerada del ambientador liquido sometido a distintas condiciones.

Tabla 22. Control microbiolégico durante los seis meses de estudio de estabilidad.

; ESPECIFICA- MESES
ANALISIS CONDICIONES
CIONES USP TIEMPO 0 MES 1 MES 2 MES 3 MES 4 MES 5 MES 6
Ambiente
Aerobi Maximo 100
ero’ 'IOS aximo 0°C
Mesofilos ufc/g
40°C
H Ambiente
on99%: 1 \aximo 100
mohos y ol 30°C
levaduras g 40°C

(+) Presencia (-) Ausencia
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Una vez realizado el control microbiolégico del ambientador liquido, no se observo
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crecimiento bacteriano, ni antifingico como se muestra en las figuras 9 y 10 garantizando
de esta manera la calidad final del producto terminado. También podemos atribuir la
inhibicion de microorganismos al principio activo del ambientador liquido ya que segun
Manzano, P. (2009) °, el Palo Santo tiene accion antibacteriana y antifungica.

Temperatura Ambiente

Temperatura 30°C

Temperatura 40°C

Figura 9. Resultados de los analisis microbiolégicos en agar plate count para aerobios meséfilos.
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)



Temperatura Ambiente

Temperatura 30°C

Temperatura 40°C

Figura 10. Resultados de los andlisis microbiolégicos en agar sabouraud para hongos, mohos
y levaduras.

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)
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3.5 Prediccion de vida util del ambientador liquido mediante ecuacion de
Arrhenius

Luego de obtener los resultados del porcentaje de la concentracion del principio activo
durante la estabilidad deducimos que no se puede llevar acabo la Ecuacion de Arrhenius
debido a que:

* En el primer mes de estabilidad la concentracion de principio activo es del 80 % y
en cambio en adelante la concentracién del p.a. es mayor o igual al 90%.

* Por lo tanto no se puede hacer la prediccion de vida util ya que la ecuacion
de Arrhenius es un método muy riguroso que debe cumplir con ciertas
especificaciones segun la Farmacopea de los estados unidos, donde establece
que la degradacion del principio activo debe ser del 10% y en esta investigacion
existe mas del 10% de degradacion en el primer mes de estabilidad.

3.6 Estudio complementario

3.6.1. Evaluacion sensorial para determinar la duracién del aroma del
ambientador liquido.

Para este estudio se utilizé la ficha de evaluacion (Anexo 3) y los resultados obtenidos
se muestran en el figura 11.

PORCENTAIE

O|| -:ll '!l '!. v

9

TIEMPO ( HORAS)

W EVE MMODERADO MNMUCHO MEXTREMO

Figura 11. Duracién del aroma del producto terminado segun la escala de intensidad.
Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)
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En lafigura 11, las encuestas establecen que en el tiempo cero el aroma del ambientador
liquido segun la escala utilizada se encuentra en un 80 % (correspondiente a 8 personas)
en una intensidad extrema y mucho en un 20 % (correspondiente a dos personas). A
las tres horas el tiempo de duracién del aroma para desodorizar ambientes segun las
personas encuestadas es moderado en un 50% (correspondiente a 5 personas) mientras
que el resto afirma que el aroma esta entre mucho (30 %) y leve (20 %). Entre el 80 al
100% (correspondiente de 8 a 10 personas) de las personas encuestadas opinan que la
duracién del aroma es leve entre las 9 y 12 horas.
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CONCLUSIONES.

En la valoracion del aceite esencial de Palo Santo (Bursera graveolens) usado
como principio activo se identificaron 6 compuestos mayoritarios: o-pineno
(1,39%), P-mirceno (1,38%), limoneno (59.84%), germacreno-D (0,91%),
a-felandreno (24,66%), mentofurano (5,95%)

Segun los resultados del disefio factorial de Plackett y Burman la mezcla mas
estable que posteriorfue sometida a estabilidad eslaférmula 7, donde se encuentra
el factor D (glicerina), en un nivel (-) porque este factor influye directamente en el
porcentaje final de la potencia del principio activo.

Durante los meses de estudio de estabilidad acelerada que incluyen parametros
organolépticos y fisicos- quimicos, es evidente una variacion en cuanto al color,
pH, densidad y una disminucion del porcentaje de concentracion del principio
activo a partir de cuarto mes.

Después de la utilizacion de los métodos de control microbiolégico para el recuento
total de Mesofilos aerobios, mohos, hongos y levaduras, no se observé ningun tipo
de crecimiento microbioldgico en el producto terminado (ambientador liquido), por
lo tanto esto indica el correcto uso de buenas practicas de manufactura durante
todo el estudio y que el ambientador liquido cumple con las especificaciones
establecidas en la USP.

Al terminar el estudio de estabilidad acelerada se decididé no aplicar la ecuacién
de Arrhenius debido a que existi6 una degradacién del principio activo (aceite
esencial de Bursera graveolens) superior al 10 %.
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RECOMENDACIONES:

Realizar los estudios de estabilidad del ambientador liquido con otros tipos
de envase, con la finalidad de asegurar la completa estabilidad del producto
elaborado.

Para garantizar que el producto sea de calidad se recomienda cumplir con
buenas practicas de manufactura, asi como realizar los controles microbiolégicos
establecidos por la farmacopea de los Estados Unidos (USP).

Realizar estudios de estabilidad acelerada para la prediccion de vida util del
producto.

Se sugiere disenar y elaborar nuevas formas farmacéuticas utilizando no solo el
aceite esencial de Palo Santo (Bursera Graveolens) sino incluyendo otros tipos
de aceites esenciales con el fin de potenciar su efecto.

Ademas del disefo factorial de Placket y Burman se debe incluir otro tipo de
disefio como el SPSS, con la finalidad de lograr mejores resultados al momento
de seleccionar la formula que sera sometida a estabilidad acelerada.
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ANEXOS

ANEXO 1

Mezclas generadas a partir de la matriz de experimentacion

FORMULA 1

FORMULA 3

Componentes % (p/v) Componentes % (p/v)
Aceite 12 Aceite 12
Alcohol al 96° 62 Alcohol al 96° 62
Alcohol isopropilico 1,5 Alcohol isopropilico 2
Tween 80 12 Tween 80 15
Glicerina 3 Glicerina 0
Fragancia de Manzana 6 Fragancia de Manzana 6
Metilparabeno 0,18 Metilparabeno 0,18
Propilparabeno 0,02 Propilparabeno 0,02
Acido ascérbico 0,1 Acido ascérbico 0,1
Acido citrico 0,02 Acido citrico 0,02
Colorante 0,01 % 2 Colorante 0,01 % 2

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

FORMULA 2

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

FORMULA 4

Componentes % (p/v) Componentes % (p/v)
Aceite 12 Aceite 12
Alcohol al 96° 62 Alcohol al 96° 60
Alcohol isopropilico 2 Alcohol isopropilico 2
Tween 80 12 Tween 80 15
Glicerina 0 Glicerina 3
Fragancia de Manzana 8 Fragancia de Manzana 6
Metilparabeno 0,18 Metilparabeno 0,18
Propilparabeno 0,02 Propilparabeno 0,02
Acido ascorbico 0,1 Acido ascorbico 0,1
Acido citrico 0,02 Acido citrico 0,02
Colorante 0,01 % 2 Colorante 0,01 % 2

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)
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FORMULA 5

FORMULA 7

Componentes % (p/v) Componentes % (p/v)
Aceite 12 Aceite 12
Alcohol al 96° 62 Alcohol al 96° 60
Alcohol isopropilico 1,5 Alcohol isopropilico 1,5
Tween 80 15 Tween 80 15
Glicerina 3 Glicerina 0
Fragancia de Manzana 6 Fragancia de Manzana 8
Metilparabeno 0,18 Metilparabeno 0,18
Propilparabeno 0,02 Propilparabeno 0,02
Acido ascorbico 0,1 Acido ascorbico 0,1
Acido citrico 0,02 Acido citrico 0,02
Colorante 0,01 % 2 Colorante 0,01 % 2

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

FORMULA 6

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

FORMULA 8

Componentes % (p/v) Componentes % (p/v)
Aceite 12 Aceite 12
Alcohol al 96° 60 Alcohol al 96° 60
Alcohol isopropilico 2 Alcohol isopropilico 1,5
Tween 80 12 Tween 80 12
Glicerina 3 Glicerina 3
Fragancia de Manzana 8 Fragancia de Manzana 6
Metilparabeno 0,18 Metilparabeno 0,18
Propilparabeno 0,02 Propilparabeno 0,02
Acido ascorbico 0,1 Acido ascorbico 0,1
Acido citrico 0,02 Acido citrico 0,02
Colorante 0,01 % 2 Colorante 0,01 % 2

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)

Elaboracion: Jaramillo, P. (2014)
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ANEXO 2

Referencia de gamma de verdes del ambientador liquido sometido a estabilidad

GAMMA DE VERDES

Verde primavera

Verde oliva

Verde lima

Fuente: WEBUSABLE. Carta de colores. Datos disponibles en Junio del 2014:
http://www.webusable.com/coloursChart.htm



ANEXO 3

Ficha de evaluacion

FECHA:

INDICACIONES:

Usted ayudara a evaluar la duracion del aroma del ambientador liquido a base de Palo
Santo (Bursera graveolens), segun la siguiente escala:

Escala de intensidad

Leve
Moderado
Mucho
Extremo

AIWOIN -

Para esto usted debera pulverizar oprimiendo con el spray en el ambiente.

En el momento en que lo coloca es el tiempo cero, luego realizara la evaluacion de
duracion del aroma durante 1, 3,6 ,9 y 12 horas.

TIEMPO
ESCALA DE INTENSIDAD
( horas)
1 2 3 4
0
1
3
6
9
12

Fuente: Sancho J.,Bota E.,Castro J. (2002) . Introduccion al analisis sensorial de alimentos. Edicions de la Universitat de Barcelona.
Barcelona- Espafia. Pag 127.
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