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RESUMEN

La presente investigacion se realizé con la finalidad de optimizar una férmula que tenga
aceite esencial de Dacryodes peruviana (Copal) como principio activo y posteriormente
determinar la repelencia de la muestra, para lo cual se realizaron estudios de
preformulacion y formulacion para la elaboracién del fitocosmético. Se utilizé un disefio
factorial de 2* con la objetivo de obtener una formula estable, como resultado final los
excipientes que se incluiran dentro de la formula tenemos a BHT (Antioxidante), EDTA
(regulador de pH), Alcohol desodorizado (Cosolvente), siendo estos los que generen
una locion repelente segura y eficaz, de igual manera las pruebas de repelencia

ayudaron a determinar que la locion al 3% es mas efectiva.

Palabras clave: Dacryodes peruviana, excipientes, disefo factorial, repelencia



ABSTRACT

The present investigation was carried out in order to optimize a formula that has essential
oil of Dacryodes peruviana (Copal) as an active ingredient and later to determine the
repellency of the sample. for which preformulation and formulation studies were carried
out for the preparation of phytocosmetic. A 2% factorial design was used in order to obtain
a stable formula, As a final result, the excipients that will be included in the formula have
a BHT (Antioxidant), EDTA (pH regulator), Deodorized Alcohol (Cosolvent),
these being the ones that generate a safe and effective repellent lotion,

likewise Repellency tests helped determine that the 3% lotion is more effective

Key words: Dacryodes peruviana, excipients, factorial design, repellency



INTRODUCCION

El presente estudio consiste en la optimizacion de una formula para la elaboracién de
un repelente a base de aceite esencial de Dacryodes Peruviana. Se ha desarrollado en
tres capitulos, el primer capitulo es el marco te6rico, consiste en la fundamentacion
tedrica en la que se basa el proyecto, En el capitulo dos se muestran las técnicas y
métodos que se van a utilizar en la investigacion, el capitulo tres se presentan los
resultados obtenidos en la investigacion y a discusion. Este estudio contribuye al estudio
de la flora aromatica de la Regién Sur del Ecuador, principalmente en la “Evaluaciéon de
la flora aromatica de la provincia de Zamora Chinchipe”, que se lleva a cabo en el
departamento de Quimica y Ciencias exactas de la Universidad Técnica Particular de
Loja. Mediante este estudio se incrementan los conocimientos dentro del &mbito de los
aceites esenciales, acerca de sus propiedades y sus aplicaciones en las diferentes
areas como son: farmacéutica, cosmeética, alimenticia; asi mismo se determinan las
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de ellos, y el producto pueden ser
considerados como materia prima en las industrias o para la formulacién de

subproductos dependiendo de los metabolitos secundarios.

El objetivo general a desarrollar es: Optimizar la formula de un repelente de aceite
esencial de Dacryodes peruviana (copal) en base a un disefio factorial. Asi mismo los
objetivos especificos considerados también como componentes del proyecto son:
Determinar los parametros fisico-quimicos del aceite esencial de Dacryodes peruviana,
determinar la capacidad repelente del aceite esencia de Dacryodes peruviana,
determinar la mejor combinacion de excipientes utilizando un disefio factorial para la
elaboracion del repelente de Dacryodes peruviana y evaluar efecto repelente de la
formulacion a base del aceite esencial de Dacryodes peruviana. Para los estudios de
preformulacion se realizaron estudios de solubilidad del aceite esencial con los
diferentes excipientes que son utilizados en la formula. El disefio factorial escogido fue
de 3 factores con dos niveles, con este disefio factorial se realiza las distintas mezclas
de excipiente con el aceite esencial, probando, 30°C y 40°C. Por un periodo de 2 meses,
luego mediante Cromatografia de gases se determind en que mezclas el principio activo
se mantiene en mayor cantidad. Una vez que se escoge la mezcla se vuelve a realizar
las pruebas de repelencia. Para determinar la repelencia de la formula se utilizé6 una
trampa de luz para atraer a los mosquitos y se los capturo mediante un aspirador, luego

se utilizé el método planteado por Tolukder y Howse.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO



1.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales, son fracciones liquidas y volétiles, que por lo comdn se lo
obtienen por arrastre de vapor de agua, son estas fracciones las responsables del aroma
de las plantas debido a que constituye mezclas complejas constituidas por una gran
variedad de compuestos organicos. Este tipo de aceites son de gran impacto en lo que
corresponde a la industria alimentaria, cosmética, agricola y primordialmente las
Farmacéuticas, ya que actualmente es una industria en constante desarrollo y

crecimiento para un gran numero de paises (Plazas, 2011).
1.1.1 Aplicaciones y Usos de los aceites esenciales

Siempre ha existido una intima relacion entre el hombre y los plantas, permitiendo de
esta forma que el ser humano aproveche las ventajas que estas le brindan, ya sea como
alimento o en la medicina tradicional. Sin embargo existe gran variedad de géneros y
especies vegetales y es imposible poder conocer todos los beneficios que se pueden
obtener de las mismas, por tal motivo se ha tenido que experimentar varias veces con
la misma especie vegetal para conocer todas las virtudes que nos pueden brindar
(Rendodn, Rebollar, Caballera, & Martinez, 2001).

Los metabolitos secundarios dentro de las planta son los encargados de que sobreviva,
estos son compuestos de bajo peso molecular generados por varias vias sintéticas, Los
aceites esenciales son mas populares debido a sus diferentes virtudes y se producen
en porcentajes del 0.5% — 6% en las distintas plantas aromaticas, las distintas
sustancias que se producen son alcoholes, acidos, esteres, fenoles, terpenos y otro tipo
de sustancias, varios de estos compuestos son caracterizados por tener un olor tipico y
gran volatilidad (Sthashenko, 2009;Sellar, 1996).

1.2. Familia de Burseraceae

Los arboles de la familia de Burceracea se distribuyen en las selvas bajas de todo el
mundo actualmente se han reportado alrededor de 100 especies, en América esta clase
de arboles se la puede encontrar desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Peru;
una de las principales caracteristicas de los arboles de esta familia es ser de tamafio
promedio, ramificados; el color de la corteza puede variar y ser de color amarilla, roja o
gris, la textura de algunas de las cortezas es exfoliante, en épocas de lluvia florecen y

carecen de flores en temporada seca (Diaz et al., 2013).



1.2.1 Género de Dacryodes

Este género pertenece a la familia de las Burseraceae. Se han encontrado descritas
alrededor de 70 de las especies estan distribuidas en los bosques tropicales himedos
de Asia (16 especies), en los bosques tropicales de Africa (18 especies), y en los
bosques tropicales de América (22 especies y 14 especies que no se encentran
descritas) (Onana, 2008).

El género Dacryodes tiene una amplia distribucion geografica, en los neotrdpicos crecen
naturalmente en zonas tropicales de América, Africa y Asia. Es un arbol alto, de
profundas raices, sin refuerzos, permanentemente verde, su corteza es lisa, escamosa
con albura pélida. Las flores son unisexuales. Los frutos presentan un pericarpio
carnoso y grueso y es el que predomina en las areas de bosques lluviosas (Goldstein,
1974).

Los arboles de este género caracteristicamente son arboles grandes, perennes, frutos
carnosos, se conservan verdes, flores unisexuales, fruto con pericardio carnoso y
grueso; muchas especies de este género son utilizas como fuente maderera, sin
embargo tiene un amplia aplicacion en la medicina popular como para tratar la Malaria,
fiebre y enfermedades cutadneas, y actualmente se han empezado a investigar la
composicion nutricional, fitoquimica y actividades biolégicas de las especies del género
Dacryodes (Hong et al., 2010).

1.2.2 Dacryodes peruviana

Dacryodes Peruviana es también conocido como copal, de hojas perennes, que mide
alrededor de 20 metros de altura, este tipo de arbol es utilizado como madera local y
comercialmente. Las hojas de este arbol tiene una longitud de 8 a 28 cm y de ancho de
4 a 10, de color verde oscuro, membranosas por su lamina oblonga, acuminadas en las
base, margen o borde liso y su nerviacién es pinnantinervia, las inflorescencias de este
arbol son espigas de 22 cm de largo, los pétalos semiovalados, el fruto es una drupa
ovoide negro brillante, cuando madure mide aproximadamente 33 mm de largo y 24 mm
de didmetro, el pericarpio llega a ser de 4 mm de grosos. La raiz es axomorfa pivotante.
El uso medicinal que tiene esta planta es del latex que se obtiene del tronco, se aplica
sobre la piel para curar las varices, mientras que sus hojas son utilizadas po medio de

infusién para el asma (Diaz et al., 2013)



1.2.3 Clasificacién taxondmica

Nombre Cientifico: Dacryodes Peruviana
Reino: Plantae

Phylum: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Sapindales

Familia Burseraceae

Género: Dacryodes

Epiteto Especifico: peruviana

Autor de Epiteto Especifico: (Loes) H.J Lam
Determinacion: Daly, D

Fecha de Determinacién: 2010

1.2.4 Composicion quimica del aceite esencial de Dacryodes Peruviana

Entre los compuestos mayoritarios que se han logrado identificar del aceite esencial de
Dacryodes peruviana tenemos el a- felandreno, limoneno, - felandreno, terpinoleno. De
los 44 compuestos que se lograron encontrar en el aceite esencial de Dacryodes
peruviana mediante DB-5MS 32 de ellos fueron identificados, mientras con HPINNOWAX
se identificaron 31 compuesto, con lo que se determiné que entre los compuestos
mayoritarios que se encuentran en el aceite esencial de Dacryodes peruviana son:
a-felandreno en un 50,32%, limoneno en un 23,03%, B-fellandreno en un 8,27%,
terpinoleno 5,23%, cymene 3,06%, B-pineno en un 2,57% y sabiene 1, 44% (Andrade,
2016).

1.3. Fitocosméticos

Los ingredientes vegetales y otros productos naturales brindan informacion acerca de
los extractos y componentes vegetales que son utilizados en la cosmética. Existe
informacién del uso de plantas en productos cosméticos en alimentos y en medicina
desde los tiempos mas remotos. Los productos elaborados de ingredientes naturales se
asocian con la salud, bienestar y belleza. La industria cosmética actualmente compite

con las grandes industrias farmacéuticas (Ferraro, Martino, Bandoni, & Nadinic, 2015).



Los fitocosméticos son productos obtenidos mediante procesos tecnoldgicamente
adecuados, empleando primordialmente materias primas vegetales, con un proposito
profilactico, paliativo, curativo, o con fines de diagnéstico, se caracteriza porque se
conoce su eficacia y de los riesgos de su uso, asi como reproducibilidad y la constancia
de su calidad, los fitocosméticos pueden ser comercializados de diferentes maneras:
tabletas, capsulas, grajeas, unguentos, polvos, talcos, elixires y otros (Cea de Maya,
2013).

Los fitocosméticos se encuentran disponibles en todos los centros de dispensacion de
medicamentos, estos actualmente se han convertido en un arsenal terapéutico con los

gue cuenta el médico para poder laborar (Rodriguez, Lopez, & Casas, 2002).
1.3.1 Formas farmaceéuticas liquidas y tipos de administracion

Este tipo formas farmacéuticas pueden ser topicas u orales, en el caso de las tdpicas
suelen ser aplicadas sobre la piel que no tiene lesibn mediante frotacion para poder
obtener un efecto local. Las formas mas frecuentes que podemos encontrar son

lociones, suspensiones o emulsiones (Cremonini, 2011).

Es imprescindible que para estas formas farmacéuticas o de cualquier otro tipo, se
tengan en cuenta diferentes factores, como es la eleccion del principio activo y
excipientes adecuados, la forma farmacéutica y considerar los efectos dermatolégicos
y cosmetolégicos del vehiculo principal; con el cumplimiento de estos factores se
cerciora el uso del medicamento y del efecto terapéutico que deseemos obtener (Mufios,
2005).

1.3.2. Tipos de lociones

Las lociones son preparaciones acuosas que se aplican sobre la piel evitando friccion.
Pueden ser clasificadas como soluciones verdaderas, soluciones coloidales, emulsiones
0 suspensiones. Actualmente mediante las lociones tipo emulsion y suspension se ha
reemplazado las pomadas y cremas, las primeras son faciles de remover de la piel y la
ropa, ademas que se ha comprobado que presentan menos irritacion, las lociones se
las aplica sobre la piel dejando una capa fina de principios activos y excipientes. Como
vehiculo para la preparacion de lociones principalmente tenemos el agua purificada, se
le puede agregar alcohol, glicerina, propilenoglicol, o diferentes sustancias que permitan

una facil aplicacion de la locion sobre la piel.

Las lociones de tipo locién o emulsion sujeta a agentes emulsificantes o suspensores,

asi como pueden ser excipientes estabilizantes o preservantes.
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Las Lociones emulsificantes son de tipo O/W es decir aceite en agua en donde es
necesario saber que excipientes se encuentran en la fase oleosa y en la fase acuosa,
por lo general en la fase oleosa vamos a encontrar excipientes como: lanolina, parafina,

aceites vegetales, ceras, etc., (Sharapin & Pinzén, 2000).
1.3.3 Excipientes

Intentamos hablar de excipientes cuando nos referimos a los aditivos para transformar
la materia en un producto que sea farmacol6gicamente activo, que puede ser un
producto tanto farmacéutico o cosmético. Los excipientes son tan importante que es
necesario conocer las caracteristicas de cada uno antes de formular, las propiedades
fisico y quimicas de cada excipiente son primordiales, ya que ayudan a modificar
consistencia, viscosidad para evitar incompatibilidades y obtener las caracteristicas

deseadas en el producto (Alegria & Amaya, 2007).

* Cosolventes

Los cosolventes son utilizados para ayudar a disolver el principio activo y mejorar la
combinacién con los excipientes, la solubilidad de cada uno de estos depende de la

polaridad, relacionada directamente con la constante dieléctrica

. Conservantes

Ayudan a evitar el crecimiento de microorganismos, aun mas cuando la forma
farmacéutica es multidosis, se corre el riesgo de que exista mayor contaminacion,
entre los principales conservantes tenemos los parabenes, &cido benzoico, etanol

cloruro, etc.

* Antioxidantes

Los antioxidantes ayudan a prevenir alteraciones de oxidacion por aire en el

producto.

* Reguladores de pH

Es importante que el producto que se vaya a formular tenga un pH igual al de la piel,
en este caso deberia tener un pH acido, para conseguir que el producto que tenemos

se torne &cido podemos emplear acido citrico, acido ascorbico y sulfatos.



1.4 Repelentes Naturales

Los repelentes sintéticos presentan ciertas desventajas debido a su conocida toxicidad
y efectos indeseables ya sea por el principio activo o los excipientes, pero la mayoria
presentan efectos indeseables. Uno de los compuestos calificados como perjudiciales
para el ser humano y que se pueden hallar en los repelentes tenemos el DEET
(N,NDIETIL, META TOLUAMINA ) (Wilson & Verpoorte, 2015), sin embargo entre las
alternativas para combatir los mosquitos y evitar los repelentes sintéticos es el uso de
repelentes botanicos, en varios sectores amazdnicos se ha podido observar como las
hojas de ciertas plantas y el humo que se produce al quemarlas es efectivo para evitar

la picadura de zancudos (Hernandez, 2011).
1.4.1 Efecto repelente de los aceites esenciales

El uso de los repelentes sirven como medida preventiva para evitar ser mordido por
insectos, molestias, reacciones alérgicas que se pueden generar, asi como las

enfermedades que se pueden transmitir (Gimenez Serrano, 2005).

Existe antecedentes de aceites esenciales de varias plantas que se les ha comprobado
su efecto repelente y es por esto que en varios estudios se los ha utilizado como control,
como ejemplo tenemos a: Myzus persicae, Solanum berthaultii, Cymbopogon atratus,

Diuraphis noxia, Brevicoryne brassicae (Riccci, Padin, & Kahan, 2002).
1.4.2 Concentracion de los aceites esenciales con efecto repelente

Los productos naturales como los aceites esenciales y los extractos vegetales son
algunas de las alternativas naturales que se pueden utilizar para combatir los diferentes
insectos, existen pruebas donde se han evaluado el efecto repelente utilizando aceite
esencial de laurel en una solucion acuosa de propilenglicol al 2% como emulsionante,
las concentraciones utilizadas dentro del ensayo fueron de 0,5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5%,
y 3%. Comprobandose de esta manera que el efecto repelente aumenta conforme la
concentracion del aceite esencial, concluyendo asi que es directamente proporcional,
es decir a mayor concentracion de aceite esencial mejor sera el efecto repelente,
mientras que a menor concentracion disminuird el efecto repelente (Ricci, Padin, &
Hennig, 2011).
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1.4.3 Componentes responsables de la actividad repelente de los aceites
esenciales

Loa aceites se pueden almacenar en distintos 6rganos de la planta, por ejemplo en la
raiz y rizomas de cudrcuma vy jengibre, del fruto de anis, hinojo, enebro y semilla de
mostaza se puede también extraer aceite. Loa aceites esenciales se caracterizan por
ser una mezcla compleja de aromas volatiles pertenecientes a diferentes clases de
guimica organica: compuestos terpénicos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres,
éteres y fenoles; entre los principales compuestos que se encuentran en los aceites
esenciales son los terpenos: a-pineno, B-pineno, limoneno, 1,8 cineol, mirceno, timol,

carbacrol, (Zacaria, 2012).

Entre las plantas que contienen estos compuestos tenemos: Citronella (Cymbopogon
nardus), arbol de ruda (Ruta graveolens), Eucalipto (Eucaliptus Citriodora) (Daza &
Florez, 2006).

1.5 Disefio Factorial

Este tipo de disefio se utiliza para conocer si determinados factores influyen en las
diferentes variables, y en el caso de gque si exista cierta influencia, esta se debe
cuantificar estadisticamente, lo que hace necesario que se seleccionen factores, niveles

y la posible combinacién que se desea estudiar (Badii, Rodriguez, & Villalpando, 2007).

Para poder analizar el efecto de las variables se debe elegir al menos dos niveles para
cada factor. De esta forma se podra determinar cual combinacion de factores da una
mejor repuesta, ademas que permite estudiar el efecto individual y en conjunto de los
factores. El efecto de un factor se mide mediante el cambio de respuesta que va a existir

al momento de intercambiar un factor por otro (Perez. 2015).

Las posibles variables que se pueden analizar mediante el disefio factorial en el
repelente serian los excipientes que se emplearian dentro de la formulacién, los
resultados nos ayudaran a conocer cuél es la mejor combinacion de excipientes para

llevar a cabo la elaboraciéon de la locion.
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CAPITULO 2
METODOLOGIA
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2.1 Composicion quimica del aceite esencial

La determinacion quimica del aceite esencial se la realiz6 mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrofotometria de masas, dichas corridas se realizaron en una

columna polar DB-5ms con el objetivo de obtener resultados cualitativos y cuantitativos

Para poder llevar la muestra al cromatégrafo, en un vial de cromatografia se coloca 10ul
de la muestra y 990ul de diclorometano obteniendo una dilucién del 1%, el mismo
proceso se realiza con los hidrocarburos que comercialmente se han conocido como
TPH-6RPM de CHEM SERVICE. Los Hidrocarburos inyectados fueron desde Cio
(Decano) hasta Cys (Pentacosano) en columna DB-5ms, el tiempo de retencion de los
hidrocarburos es importante para poder determinar los indice de Kovats y poder
identificar los compuesto, estos hidrocarburos se inyectaron siguiendo la misma

metodologia que se utilizd para inyectar el aceite esencial (Andrade, 2016).

2.1.1 Cromatografia de gases

Los compuestos quimicos del aceite esencial de D. peruviana se identificaron mediante
cromatografia de gases acoplada a espectofotometria de masas (CG-EM). El equipo
utilizado es un cromatégrafo de gases Agilent serie 6890N, acoplada a un espectrometro
de masas serie 5973 Inert; dispone un sistema de datos “MSD-Chemstation D.01.00

SP1”, ademas de tener un inyector automatico Split/splitless serie 7683 (Anexo 1).
2.1.2. Identificacion cuantitativa de Dacryodes peruviana

El resultado de la corrida cromatografica se expresa en un cromatograma el cual es una
representacion grafica producida por el detector en funcion del tiempo o volumen de
edicién. Para poder identificar es necesario tener en cuenta la posicion de los distintos
picos con respecto al eje del tiempo y el area es proporcional a la concentracion de cada

compuesto; esto permite el andlisis cuantitativo (Stashenko & Martinez, 2010).

Una vez obtenido los cromatogramas se procede a realizar el analisis mediante la de los
indices de Kovats de los cromatogramas obtenidos. Para empezar se debe comparar
los tiempos de retencién de los hidrocarburos con los tiempos de retenciéon de los

compuestos obtenidos en el aceite, como se observa en la siguiente ecuacion:

tRX —tRn
IK=100n+100+*
tRN —tRn
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Dénde:
IK: indice de retencion de Kovats

n: Nimero de atomos de carbono en n-alcano;

trx: Tiempo de retencion del compuesto analizado, que eluye en el centro de n-alcanos;
trn: Tiempo de retencion n-alcano que eluye antes del compuesto analizado;

trn: Tiempo de retencién de n-alcano que eluye después del compuesto analizado.

Los indices de kovats de los compuestos obtenidos en la columna apolar se compararon
con los valores reportados por Adams (Adamsm 2009) y bases electrénicas como Nist
(National Institute of Standars and tecnology). De tal forma que el indice de kovats
calculado y leido debe ser menor a 30 unidades. Se tomoé en cuenta el CAS que cada
compuesto presenta para poder facilitar la busqueda y asi poder identificar los
compuestos del aceite esencial de Dacryodes peruviana (Mora, Piedra, Benavides, &
Rupert, 2012).

2.2 Determinacién de las propiedades fisicas

Las pruebas fisicas realizadas al aceite esencial de D. peruviana fueron, indice de
refraccion, densidad y solubilidad.

2.2.1 Densidad relativa

La densidad relativa se determind utilizando un picnémetro de 1ml y una balanza
analitica, el picnometro se lavé con acetona y se dej6 secar; se realizaron tres
mediciones, una del picnémetro vacio, otra con agua destilada en donde se pone el
tapon del picnémetro para poder liberar el exceso de agua, se anota el peso, luego se
vacia y se seca el picnémetro para proceder a realizar la tercera medicion, para esto
colocamos el aceite esencial en el picnébmetro, eliminamos los excesos y pesamos,
luego realizamos los calculos para poder obtener el valor de la densidad aplicando la

siguiente formula (Gutierrez, 2004).
m2-ml
m3-m1l

Donde:
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m1= gramos del picnébmetro vacio
m2= gramos del picnémetro con agua destilada

m3= gramos del picnédmetro con aceite esencial

2.2.2 indice de refraccion.

Para la determinacion del indice de refraccion se utilizé un refractometro ABBE, este
dispositivo electrénico mide la velocidad de una propagacioén de luz en el aceite esencial
a una temperatura de 20°C. Se coloc6 una gota de aceite esencial y se procedi6 a la

respectiva lectura.

2.2.3 Determinacién de la solubilidad

La determinacion de la solubilidad del aceite esencial contribuye a escoger cual de los
disolventes es el mas apto para poder realizar la formulacion. Los disolventes utilizados
fueron, propilenglicol, polietilenglicol, butilenglicol, alcohol potable, polietilenglycol y

glicerina.

La solubilidad se evalu6 mediante el método descriptivo, este método se encuentra

descrito en la farmacopea vigente y podemos observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de la solubilidad (Método descriptivo)

Clasificacion del soluto Cantidad de disolvente
para disolver el soluto

Muy soluble Menos de 1 parte
Facilmente soluble De 1 a 10 partes
Soluble De 10 a 30 partes
Bastante insoluble De 10 a 100 partes
Poco soluble De 100 a 1000 partes
Insoluble Mas de 10000 partes

Fuente: (USP 33;NF 28)
Elaboracion: Autora

2.3 Disefio factorial
2.3.1 Fundamento

El disefio factorial nos permite analizar de manera in vitro cual es la mejor combinacion

entre el principio activo y los excipientes, siendo las mezclas sometidas a diferentes
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condiciones controladas para posteriormente ser analizadas, de esta manera determinar

la compatibilidad y estabilidad para la elaboracién de la formula final.

2.3.2 Composicion de las muestras

Todas las mezclas fueron elaboradas mediante la siguiente composicion.

Férmula de composicion

Los excipientes que se utilizaron fueron los podemos observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Excipientes utilizados dentro de las formulas para el disefio factorial

Funcién Excipientes
o BHT
1 Antioxidantes _
Vit.E
2 Acido citrico
Reguladores de pH
EDTA
3 Cosolventes Alcohol desodorizado
4 Solventes/humectantes Glicerina
5 Conservantes Sorbato de potasio
6 Emolientes Cetomacrogol

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

2.3.3 Elaboracion y acondicionamiento de las muestras

Para la elaboracion de las muestras se pesé cada uno de los excipientes y el principio
activo, para luego preparar cada una de ellas.

Las muestras se almacenaron en viales de vidrio &mbar de 10 ml debido a que el

principio activo presente puede presentar fotosensibilidad, ademas de tener tapa rosca
para evitar agentes externos adicionales que puedan alterar la mezcla, las diferentes

temperaturas seleccionadas estan basadas segun las normas que se encuentran en

WHO/2009 y fueron 30°C y 40°C.

El disefio factorial utilizado es de 2%, en donde se trabaja con dos niveles que se
diferencian mediante los signos +y -, tres factores estan incluidos dentro de las mezclas.

El nimero de mezclas originadas fueron 8 por cada temperatura (Tabla 3).
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Tabla 3. Asignacioén de las muestras en los viales

Ndmero de viales Mezcla Cantidad vial Condiciones
8 Todas 5g 30°C
8 Todas 5g 40°C

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

Para determinar los excipientes a utilizar fue necesario realizar ensayos de
preformulacion disefiando varias mezclas, para de esta manera llegar a los excipientes
expuestos en la Tabla 4.

Tabla 4. Distribucion de los excipientes para llevar acabo el disefio factorial

Factor Nivel Excipiente
+ BHT
A i Vit. E
+ Ac. Citrico
B - Edta
+ Alcohol desodorizado
C

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

2.3.4 Tiempo de anélisis

Las muestras fueron analizadas a los 30 y 60 dias. En cada mes se leyé en el
cromatdgrafo de gas acoplado a un espectrometro de masas, cada una de las muestras
sometidas a las diferentes condiciones.

Para realizar la lectura primero se debe elaborar una curva de calibracion con el estandar
de limoneno con diferentes concentraciones del mismo, las muestras deben ser
inyectadas en iguales condiciones en las que se inyecto el aceite esencial. Los
resultados se interpretan en base a las areas obtenidas en cada una de las lecturas de
las muestras, con la finalidad de cuantificar la cantidad de principio activo o de productos
de degradacion que se encuentran presentes (Arias, 2017).
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2.4 Planteamiento de la formula

Con los resultados obtenidos en el disefio factorial en donde analizaron tres grupos de
excipientes como fueron antioxidantes, reguladores de pH y coslventes, se

seleccionaron los excipientes iddneos para ser aplicados en la férmula final (Tabla 5).

Tabla 5. Férmula para la elaboracién de la locién repelente

Funcién Excipiente
Solvente Glicerina
Conservante Sorbato de potasio
Antioxidante BHT
Regulador de pH EDTA
Emulsificante Cetomacrogol
Solvente Alcohol desodorizado

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora
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2.4.1 Proceso de elaboracion de la Locién repelente
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2.5 Pruebas de repelencia
2.5.1 Repelencia del aceite esencial

Para la realizacion de las pruebas de repelencia del aceite esencial se utilizé el método

in vitro propuesto por Talukder y Howse, 1993.

Para por llevar a cabo la practica necesitamos con luz UV, aspirador de los zancudos,
papel filtro cortado por la mitad de 9cm de diametro, aceite esencial diluido en glicerina,
agua destilada, repelente sintético que se utiliz6 como control positivo en nuestro caso

fue Detan®.

Para poder empezar colocamos la trampa de luz led alrededor de las parcelas de arroz
en el barrio Santa Marianita del canton Macara, con el aspirador manual vamos
capturando los zancudos (Anexo 2) y (Anexo 3); por otro lado a una de las mitades del
papel filtro la empapamos con la dilucion del aceite esencial y glicerina y a la otra mitad
con agua destilada y dejamos a estas mitades secar. Luego de forma contigua son
colocadas en la caja Petri en su interior se liberaron 10 zancudos de la especie culicidae.

El recuento de zancudos se realiz6 cada hora por cuatro horas (Vacacela, 2012).
Para convertir los resultados en porcentaje de repelencia se aplica la siguiente formula:

PR (%) = (Nc —50) x 2
Donde Nc es el porcentaje de zancudos presentes en la mitad donde se encuentra el
agua destilada. Valores positivos indican repelencia valores negativos indican atraccion
(Anexo 4).

Los valores son clasificados segun la Tabla 6.

Tabla 6. Clasificacion del grado de repelencia

Grado de repelencia % Clase
De 0,1 a 20 I
De 20,1 a 40 Il
De 40,1 a 60 Il
De 60,1 a 80 v
De 80, 1 a 100 V

Fuente: Toluker y Howse, 1993
Elaboraciéon: Autora
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2.5.2 Repelencia de la Locién

Para el analisis de la prueba de repelencia de la locion se utilizé el mismo método
mencionado anteriormente para el aceite esencial, sin embargo se probaron 3
concentraciones diferentes que fueron de 1%, 2%, 3%, mas un control positivo (Anexo

5). Los cuales fueron evaluados segiin como se muestra Tabla 6.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Determinacion quimica del aceite esencial

Los compuestos analizados mediante el CG-EM los observamos en el cormatograma

(figura 1). El eje de las x representa el tiempo de retencién, y el eje “y” la abundancia

del compuesto, entre unos de los compuestos mayoritarios tenemos al limoneno.
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Figura 1. Cromatograma del Aceite esencial D. peruviana
Fuente Cromatégrafo de gases Agilent serie 6890N

Elaboracién: Autora

La identificacion de los compuestos se realiz6 utilizando los tiempos de retencién de los

hidrocarburos inyectados con los cuales se determind la pendiente para poder

establecer el indice de kovats de los compuestos para ser comparados con la

bibliografia y de esta manera conocer si el espectro de masas corresponde con la

bibliografia del libro de Adams (Figura 2). Los resultados obtenidos fueron comparados

con los de Andrade, 2016, en los que el limoneno se encuentra en una concentracion

del 23,03% (Tabla 7).
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Figura 2. Concentracion obtenida de los compuestos
Fuente: autora
Elaboracion: Autora
Tabla 7. Compuestos identificados a partir del indice de Kovats
N° Compuestos IR(cal) IR(ref) % Cantidad Retenida
1 a-Felandreno 1003 1002 50.3
2 Limoneno 1026 1029 23.03
3 B-Felandreno 998 1025 8.3
4 Terpinoleno 1081 1088 5.23
5 B-cymene 1021 1020 3.06
6 B-pinene 975 974 2.58
7 Sabiene 972 975 1.43
Total 94.19

IR(ref): indice de Kovats que se referido en la literatura.
IR(cal): indice de Kovats calculado.

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

3.2 Preformulacién

Como resultado de las propiedades fisicas se obtiene lo siguiente:
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Tabla 8. Propiedades fisicas del aceite esencial

Propiedades Resultado
Indice de refraccion 1,4753
Densidad relativa 0,8429

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

Dentro de las propiedades fisicas del aceite esencial el indice de refraccion ayuda a
determinar calidad y pureza de los aceites esenciales. Segun Viturro, et al., 2010 el
resultado de D. peruviana obtenido con un valor 1, 4753 se encuentra dentro de los
rangos establecidos que son 1,474 y 1,478 para considerar al aceite como 6ptimo para
ser utilizado dentro de la formulacién. Al igual que el indice de refraccion la densidad
del aceite esencial ayuda a determinar la calidad y pureza, para que el aceite sea
considerado de esta manera el resultado debe encontrarse entre 0,84 g/cm® a 1,18

g/cm? lo que coincide con nuestro valor obtenido que es 0,8429 g/cm? (Artuiio, 2006).

Los valores de densidad e indice de refraccién son similares a los obtenidos por Andrade,

2016 en donde se analizé las propiedades fisicas de este aceite esencial.

3.2.1 Solubilidad

Las diferentes mezclas realizadas nos daran a conocer cual de los solventes disuelven

en menos partes el principio activo (Tabla 9).
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Tabla 9. Determinacion de la solubilidad de aceite esencial de D. peruviana

Partes de disolvente
requeridas para 1 parte

Disolventes de soluto
Glicerina 4
Propilenglicol 15
Polietenilglicol 10
Alcohol potable 40
Etilenglicol 30
Butilenglicol 5

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

El solvente que disuelve el aceite en menor numero de partes es la glicerina

correspondiendo de esta manera el aceite esencial a la categoria de facilmente soluble.

Solubilidad

Facilmente Soluble
Soluble
Soluble
Moderadamente soluble

Moderadamente soluble

Facilmente soluble

3.3 Disefio factorial realizado al aceite esencial de D.peruviana

El desarrollo de este disefio factorial es establecido con la final de averiguar si los

diferentes factores seleccionados influyen en la variable de interés.

Mediante el disefio factorial establecido de 23 se determind la matriz (Tabla 10) a

elaboracion de 8 mezclas con tres repeticiones cada una, la matriz de mezcla se expone

en la Tabla 11.
Tabla 10. Matriz para el desarrollo de mezclas

N° de Mezclas

o N o o~ W N P
+

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

Factores
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Tabla 11. Matriz de mezclas obtenida a partir del disefio 23

Materia % ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
prima
BHT 0.047 * * * *

VIT.E 0.5 & * * %
Acido citrico 3 x % % .

EDTA 0.5 * * * *

Alcohol 3 * * * *

Sin alcohol 0 * * * *

Glicerina 15 * * * * * * * *
Cetomagrogol 3 * * * * * * * *
Sorbato potasio 0.075 * & * * * * * *

Aceite esencial D. peruviana 1 * * * * * * * *

Agua csp * % | & x| = * *

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

Se realizaron dos diferentes lecturas de las mezclas una a los 30 dias (mes 1) y otra a
los 60 dias (mes 2) las cuales se sometieron a dos temperaturas diferentes de 30°C y
40°C en las cuales se determind la concentracion y el % de degradacion del limoneno
mediante cromatografia de gases los resultados se muestran en Tabla 12.
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Tabla 12. Concentracién y % de degradacion del limoneno a 30°C y 40°C durante dos meses
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M1 12,3 100 0 7,7 62,6 374 7,7 62.6 37,4 6,9 56.8 432 6,9 56.7 43,3
M2 = 93 100 0 7,7 83,3 16,7 55 70.8 29,2 6,5 70.3 29,7 6,5 59.4 40,6
M3 10,2 100 0 8,7 84,4 152 7,7 75.8 24,2 6,1 60.1 39,9 5,9 58.4 41,6

M4 | 8,2 100 0 7,6 92.8 7,2 3,1 66.1 33,9 54 651 349 53 619 38,1
M5 8,8 100 0 8,5 96.7 3,3 6,8 77.6 22,4 5,9 669 331 5,6 64.2 35,8
M6 7,7 100 0 6,9 89.6 10,8 6,8 88.2 11,8 57 747 | 25,7 5,6 72,4 27,6
M7 8,7 100 0 54 62,1 37,9 54 61.4 38,4 53 611 389 51 58,4 41,6

M8 86 100 O | 58  67.9 322 58 675 325 5 582 418 5 582 418

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

Como se puede observar en la tabla anterior las concentraciones de limoneno en tiempo
0 a temperatura ambiente son diferentes, la principal causa de estos resultados puede
ser ocasionado por varios factores (temperatura, pureza de agua, pH, etc.) (Sanchez et
al., 2012), sin embargo en nuestro caso es mas probable que se dé por las distintas
combinaciones de excipientes que se realizaron en cada mezcla.

A 30°C en el primer mes es la mezcla 5 presenta un 3,3% de % degradacion con lo que
se conserva un 96,7% de limoneno, considerando asi que Vit. E, EDTA y alcohol
mantienen la concentracion de limoneno.

Por otro lado la mezcla 6 a 40°C del primer mes tiene un % de degradacion del limoneno
de 11,8%, conservandose un 88,2% de esta manera se puede concluir que el BHT,
EDTA vy alcohol mantienen la concentracién de limoneno, con respecto al % de
degradacion para 30°C y 40°C tenemos 25.7% y 27.6% respectivamente, con lo que se
conservaria el limoneno en un 74.7% y 72.4, estos resultados nos llevan a concluir que
la mezcla 6 que contiene BHT, EDTA y alcohol es 6ptima para ser utilizada dentro de la
formulacion.

El programa Minitaba® ayuddé a identificar la significancia de los resultados y la

significancia de cada factor, los datos utilizados fueron los porcentajes de degradacion,
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obteniendo una férmula en la cual el % degradacién del principio activo es menor
(Sarango, 2017).

Los efectos principales que se observan en Figura 3. Indican que en relacion al regulador
de pH el EDTA causa menor porcentaje de degradacién. En el caso de los antioxidantes
tenemos a BHT y con respecto a los cosolventes al no tener una diferencia marcada
podria ser el alcohol como la no utilizacion de este. El andlisis de la varianza de cada
uno de los excipientes se lo expone en la Tabla 13.
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Figura 3. Grafica de efectos principales primer mes de 30°C
Fuente: Autora

Elaboracién: Autora

Tabla 13. Andlisis de la varianza de los efectos Principales primer mes 30°C

Grados de
e AjSqu.te Am(;te Valor F  Valor P
Antioxidantes 1 2715 2715 1,60 0,219
Reguladores de pH 1 219,5 219,5 1,28 0,270
Cosolventes 1 22,36 22,36 0,12 0,728

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

Observando el andlisis de varianza de efectos principales concluimos que en ninguno
de los tres casos existe diferencias significativas al ser todos los valores superiores a
p=0,05, asi mismo se analizaron las interacciones dobles mediante medias ajustadas,
se observan en la Figura 4, las interacciones fueron Regulador de pH/antioxidante,
antioxidante/Cosolvente y Regulador de pH/Cosolvente, ademas mediante ANOVA se

analizé si los resultados fueron o no estadisticamente significativos, el valor de p
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utilizado fue de 0.05, en base a estos resultados se determinara cual de las

combinaciones disminuye el porcentaje de degradacion del principio activo (Tabla 14).

Figura 4. Interacciones dobles del primer mes a temperatura de 30°C
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Elaboracion: Autora

Tabla 14. Resultados del analisis de ANOVA realizado de las interacciones dobles de respuesta
en relacién al tratamiento 30°C primer mes

Sc. Mc. Valor
Fuente GL : _ Valor p.
Ajustado Ajustado F

Trat 2 158,5 79,24

Error 15 2735,4 181,69 0,44 0,654

Total 17  2883,9

Trat 2 636,0 318,0
Antioxidante/cosolvente Error 10 1561,8 104.1 3,05 0,077

Total 11 2897,8

Trat 2  1337,0 668,52
Error 15 8191 25461 1224 0,001

Total 17 2856,1

Regulador de

pH/antioxidante

Regulador de pH/
Cosolvente

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

Los resultados obtenidos nos indican que en las interacciones que no muestran
diferencias significativas son las que se dan entre Regulador de pH/antioxidante y
antioxidante/Cosolvente obteniendo resultados de p= 0.654 y 0,077 respectivamente,

sin embargo en el caso de Regulador de pH/Cosolventes existe diferencia significativa
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con un resultado de p=0.001, para poder verificar estos resultados se utilizé6 Tukey en
la cual los resultados obtenidos indicaron que no existen diferencia significativa en las
primeras interacciones pero si en la relacion pH/Cosolventes (Tabla 15), estos
resultados indican que las mezclas realizadas entre regulador de pH/Cosolvente son

estadisticamente diferentes.

Tabla 15. Comparacién en parejas Tukey en las interacciones dobles 30°C primer mes

Tratamiento N Media Agrupacion
Requlad q B 6 20,42 A
p?f/::ti(;)xridantee A 6 19,74 A
C 6 13,81 A
C 6 26,33 A
Antioxidante/cosolvente A 6 21,53 A
B 6 12,02 A
Regulador de pH/ B 6 27,11 A
C 6 11,24 B
Cosolvente A 5 1 -

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

De igual manera la Figura 5 indica los efectos principales obtenidos en el primer mes a
una temperatura de 40°C, en donde BHT, EDTA y alcohol son los responsables de que
el porcentaje de degradacion sea menor, el analisis de varianza lo podemos observar
en la Tabla 15. Asi mismo se analizaron las medias ajustadas que se observan en la
Figura 6, asi las interacciones fueron regulador de pH/antioxidante, Regulador de
pH/Cosolvente, y antioxidante/Cosolvente, mediante ANOVA se analizé si los resultados

fueron o no estadisticamente significativos, el valor de p utilizado fue de 0.05 (tabla 16).
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Figura 5. Efectos principales primer mes a 40°C
Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

TABLA 16. Analisis de la varianza de los efectos Principales primer mes 40°C

Grados de Sc. Mc.

libertad Ajuste Ajuste Valor F Valor P

Antioxidantes 1 84,37 84,37 1,17 0,290
Reguladores de pH 1 296,6 296,62 4,77 0,040
Cosolventes 1 143,30 143,3 2,07 0,164

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

Los resultados de la varianza en la tabla expuesta nos reporta que Unicamente hay
diferencia significativa en el caso de los reguladores de pH, de esta manera concluimos

que es el EDTA el que menor porcentaje de degradacion produce.

Grafica de interaccion para 40°C_1M
Medias ajustadas
Antioxidante * Regulador de

{ Regulador de
35 -

—®— Ac_ citrico
S e o —m— - Edta
30 -
-
//
= 25 -
o' -
$ 20
=
=
a 15 —
= | Antioxidante * Cosolvente Cosolvente
S 35 —&— Con Alcochol
b —B— - Sin Alcochol
B o o
= 30 =
A-f‘-
"
25 - L
. i
20
15 - - | . 5
BHT Vit E Ac._citrico Edta
Antioxidante Regulador de

Figura 6. Interacciones dobles primer mes a 40°C

Fuente: Autora
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Tabla 17. Resultados del andlisis de ANOVA realizado de las interacciones dobles de respuesta
en relacién al tratamiento 40°C primer mes

Fuente| GL Sc. Mc. Valor  valor
Ajustado Ajustado E p.
Trat 2 272,1 136,0

Regulador de Error 15 15654 104,4 1,30 0,301

pH/antioxidante
Total 17 18375
Trat 2 162,8 63,42
Antioxidante/cosolvente Error 15 292.8 19,52 3,25 0,067

Total 17 419,7

Trat 2 624.,4 312,21

Error 15 625,3 41,69 7,49 0,006
Total 17  1249,7

Regulador de pH/
Cosolvente

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

Los resultados expuestos en la tabla anterior indican que si existe diferencias
significativas en la interaccién entre reguladores de pH/ Cosolvente con un valor de p=
0,006, en el caso de las otras dos combinaciones ninguna es estadisticamente
significativo. De igual manera al realizar el andlisis de Tukey observamos de que existen
diferencias significativas Unicamente en las interacciones entre Regulador de

pH/Cosolvente, relacionando los resultados directamente (Tabla 18).

Tabla 18. Comparacion en parejas Tukey en las interacciones dobles 40°C primer mes

Tratamiento N Media Agrupacion

B 6 29,97 A

Regulador pH/antioxidante A 6 26,59 A
C 6 20,57 A

C 6 35,49 A

Antioxidante/cosolvente B 6 33,35 A

A 6 29,10 A

B 6 30,19 A

Regulador de pH/ Cosolvente C 6 29,10 A
A 6 17,19 B

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora
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Con respecto al segundo mes se le realizaron las mismas pruebas en ambas
temperaturas 30°C y 40°C, los efectos principales de 30°C se observan a continuacién
en la Figura 7, en donde se considera que BHT, EDTA y alcohol ocasionan menor
porcentaje de degradacion del principio activo. El analisis de varianza nos da a conocer
gue antioxidantes y reguladores de pH son significativos teniendo un valor de p menor
a 0,05 (tabla 19).
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Figura 7. Efectos principales del segundo mes 30°C
Fuente: Autora
Elaboraciéon: Autora

Tabla 19. Andlisis de la varianza de los efectos Principales Segundo mes 30°C

Grados de . Mc. Valor P
libertad Sc. Ajuste Ajuste Valor F
Antioxidantes 1 200,1 200,07 7,35 0,013
Reguladores de pH 1 2129 212,88 7,99 0,010
Cosolventes 1 25,70 25,70 0,73 0,402

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora
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El andlisis de las medias ajustadas de los efectos principales se los puede visualizar en
la Figura 8. Mediante el analisis de ANOVA se determind que existen diferencias
significativas entre Regulador de pH/Cosolvente y Regulador de pH/antioxidante
obteniendo un valor de p= 0.000 cada uno (Tabla 20). Estos resultados estan
directamente relacionados con los obtenidos con Tukey en donde se observa que estas

interacciones son significativas (Tabla 21).
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Figura 8. Interacciones dobles segundo mes 30°C
Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

Tabla 20. Resultados del andlisis de ANOVA realizado de las interacciones dobles de respuesta
en relacion al tratamiento 30°C Segundo mes

Mc.
Fuente GL  °C Valor F valor p
Ajustado Ajustado

Trat 2 445,0 222,49
Error 15 253,2 16,58 12,18 0,000
Total 17 698,1
Trat 2 21,00 10,94
Antioxidante/cosolvente Error 10 575,58 38,37 0,29 0,756
Total 11 597,46
Trat 2 2598,5 1299,23
Error 15 227,8 15,18 85,57 0,000
Total 17 2826,2

Regulador  de
pH/antioxidante

Regulador de pH/

Cosolvente

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora
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Tabla 21. Comparacion en parejas Tukey en las interacciones dobles 30°C segundo mes

Tratamiento G Media Agrupacion

C 6 38,38 A

Regulador de Ph/antioxidante A 6 38,20 A
B 6 27,74 B

C 6 35,05 A

Regulador de pH/ Cosolvente A 6 33,79 A
B 6 32,25 A

B 6 40,37 A

Antioxidante/Cosolvente A 6 29,41 B

C 6 11,24 C

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

En el caso de 40°C para este mes el resultado de los efectos principales lo podemos
observar en la Figura 9. En donde se indica que BHT, EDTA y alcohol son los que
ocasionan menor degradacion del principio activo, sin embargo el analisis de varianza
(Tabla 22) nos indica que los excipientes considerados dentro del grupo Cosolventes

son significativos obteniendo un valor de p menor a 0,05.
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Fuente: Autora
Elaboracion: Autora
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TABLA 22. Andlisis de la varianza de los efectos Principales Segundo mes 40°C

Grados de Sc. Mc.

libertad Ajuste Ajuste Valor F valor P

Antioxidantes 1 74,55 74,55 3,45 0,077
Reguladores de pH 1 93,46 93,46 4,51 0,045
Cosolventes 1 106,8 106,81 531 0,031

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

Los resultados de las interacciones dobles podemos observarlos en la Figura 10 y su
andlisis de ANOVA en la Tabla 23. En donde observamos que la interaccién entre

Regulador de pH/Cosolvente es significativo con un valor de p=0.000.
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Tabla 23. Resultados del andlisis de ANOVA realizado de las interacciones dobles de respuesta
en relacién al tratamiento 40°C segundo mes

Mc.
Fuente GL . > _ Valor F valor p
Ajustado Ajystado

Trat 2 140,9 74,94

Error 15 508,7 33,56 2,23 0,142

Total 17 653,6

Trat 1 178,1 89,04
Antioxidante/Cosolvente Error 10 357,7 23,84 1,71 0,048

Total 11 535,7

Trat 2 410,0 204,9

Error 15 110,8 7,38 27,75 0,000

Regulador de

pH/antioxidante

Regulador de pH/

Cosolvente
Total 17 520,8

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

Los resultados de ANOVA se encuentran directamente relacionados con el analisis hecho
por Tukey en donde Regulador de pH/Cosolvente tiene diferencias significativas con un
valor de p de 0,000 (Tabla 24).

Tabla 24. Comparacioén en parejas Tukey en las interacciones dobles 40°C segundo mes

Tratamiento G Media Agrupacion
B 6 39,56 A
Regulador de
. A 6 34,15 A
pH/antioxidante
C 6 32,92 A
B 6 42,45 A
Antioxidante/cosolvente C 6 38,72 AB
A 6 34,75 B
A 6 41,97 A
Regulador de pH/
C 6 41,78 A
Cosolvente
B 6 31,71 B

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

Con los resultados estadisticos obtenidos en primera instancia se considerd utilizar
dentro de la formula BHT, EDTA y no incluir el alcohol. Sin embargo luego de realizar el
analisis de todas las temperaturas en los dos meses se lleg6 a la conclusion de incluir

alcohol pero Unicamente si este se utiliza conjuntamente con EDTA, esta combinacién
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causa dentro de las mezclas menor porcentaje de degradacién, siendo seleccionados
BHT, EDTA y alcohol para la elaboraciéon de la formula, que en nuestro caso

corresponderia a la mezcla nimero 6.

3.4 Elaboracién de la locién repelente

Con los resultados de los ensayos del disefio factorial, se elabor6 una locién de D.
peruviana en el laboratorio de Tecnologia Farmacéutica del Departamento de quimica

y ciencias exactas (Figura 11).

Figura 11. Prototipo de locion repelente elabora al 3%

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

3.4.1 Formula de composicion
Cada 120 ml contiene:

Aceite esencial ----- 3%
Excipientes----------- csp
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Tabla 25. Calculos realizados para obtener férmula unitaria

» Formula
Funcién Componente % p/p (9) % p/v (ml) o
unitaria (g)
Api Aceite esencial 2.6 3 3.6
Solvente Glicerina 15 11.90 14.28
Emulsificante Cetomacrogol 3 3.6
Antioxidante BHT 0.047 0.05 0.06
Conservante Sorbato de K 0.075 0.9
Regulador de
EDTA 0.5 0.6
PH
Cosolvente Alcohol 3% 3,73 3,6
desodorizado
Agua de aforo C.S C.S C.S

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

3.5 Bioensayos de repelencia

Luego de realizar el conteo de los mosquitos que se encuentran en la parte testigo y en
la parte donde se encuentra la muestra, estos resultados fueron convertidos en
porcentaje tanto para los ensayos realizados en el aceite como en los ensayos

realizados en la locién Tabla 26 y Tabla 27. Los cuales se categorizaron segun la escala
de Toluker y Howse.

Tabla 26. Prueba de repelencia Locion

_ 1 2 3 4 Promedio Grado de
Concentracion _
Hora Horas Horas Horas % repelencia
3% 80 80 60 40 65 v
2% 80 60 60 40 60 1]
1% 60 60 40 40 50 1
Control (+) 100 100 100 100 100 Vi

Fuente: Autora

Elaboracién: Autora
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Tabla 27. Prueba de repelencia aceite esencial

. 1 2 3 4 Promedio Grado de
Concentracion _
Hora Horas Horas Horas % repelencia
3% 100 60 60 60 70% \v
2% 80 60 60 60 65% \v
1% 80 60 60 60 65% \v
0.5% 100 40 40 40 55% Il
Control (+) 100 100 100 100 100% \

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

Los resultados obtenidos en ambos casos nos indica que tanto el aceite como la
formulacion poseen actividad repelente a diferentes concentraciones lo que ocasion6 que
el grado de repelencia sea varié, asi mismo el control positivo que es el Detan® mostro

repelencia de 100% en ambos casos conservando asi el grado de repelencia fijo.

Con estos resultados también podemos determinar que la locién a una concentracion
del 3% tiene actividad repelente. Sin embargo con el aceite esencial a partir del 1% se
considera que es efectivamente repelente. Las diferencias se pueden observar en la

Figura 12.
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Figura 12: Comparacion de repelencia del aceite y locién
Fuente: Autora

Elaboracion: Autora

Comparando nuestra locidn a base de copal con la elaborada por Vacacela, 2012 a base
de Palo santo cuya concentracion es de 3%, podemos decir que nuestra locion es ideal
para ser utilizada como repelente. De igual manera al realizar una comparacion con la

locion de Palo santo hecha por Arias, 2017, en donde la concentracion ideal es 2 %
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alcanzando una grade de repelencia de nivel IV, concluimos que nuestra lociéon con una
concentracion de principio activo de 3% es idénea para actuar como repelente.

El aceite esencial de D. peruviana es el Unico principio activo con actividad repelente
gue se utiliza en nuestra formulacion y puede actuar como tal por un periodo de 4 horas,
analizando estos resultados con los obtenidos por Daza & flores, 2006, en donde su
formulaciéon posee como principios activos aceite de Citronella, aceite de Ruda, aceite
de Eucalipto, y el periodo de duracién del efecto repelente es de 2 horas, nos lleva a

considerar a nuestra formulacién como efectiva.
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CONCLUSIONES

Los estudios de preformulacion ayudaron a obtener la informacién necesaria para
desarrollar la féormula para la elaboracién de la locion repelente, porque nos
permite conocer que excipientes pueden ser utilizados dentro de la formulacién.
Los estudios de solubilidad ayudaron a determinar que la glicerina es el mejor
solvente dentro de la investigacion.

El disefo factorial contribuye a conocer cuéles son los excipientes idéneos que
ocasionan menos porcentaje de degradacién dentro de las mezclas.

EIBHT, EDTAY el alcohol desodorizado son los éptimos para ser utilizados dentro
de la formulacion.

La locién repelente a una concentracion de 3% presenta un grado de repelencia

IV es decir de un 70% por un periodo de 4 horas.
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RECOMENDACIONES

Desarrollar pruebas de toxicidad dérmica del aceite esencial y del producto

terminado
Desarrollar estudios de estabilidad del producto terminado para poder evaluar el

tiempo de vida til
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Anexo 1

Cromatografo de gases Agilent serie 6890N, acoplado a un espectrometro de
masas serie 5973 Inert
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Anexo 2

Trampa de luz y aspirador de mosquitos utilizada en las pruebas de
repelencia
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Anexo 3

Parcelas de arroz ubicadas en el sector Santa Marianita de Macara
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Anexo 4

Pruebas de repelencia del aceite esencial

Control positivo a
base de Detan®
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Anexo 5

Pruebas de repelencia de locién

Control positivo
abase de Detan®
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