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RESUMEN

El trabajo de investigacion tiene como objetivo principal evaluar la actividad
antimicotica in vitro frente a Malassezia furfur ATCC 14521 del extracto
hidroalcohdlico y del tinte shampoo elaborado a partir del fruto de Genipa
americana L. “Huito” y determinar la capacidad de coloracion capilar del tinte
shampoo. Se recolectaron los frutos verdes de Genipa americana “Huito” en el
sector Sicllabamba, distrito de Echarati, provincia de La Convencion,

departamento de Cusco a 1200m.s.n.m.

Se realizaron pruebas preliminares para determinar la concentracion adecuada

de alcohol (40°,70° y 90°) para su extraccion.

Para el ensayo de concentracion inhibitoria minima se realizd, en el piloto,
mediante la prueba de sensibilidad en disco al medir los halos generados
obteniendo valores promedios de 7.60 al 40%; 20.71mm a una concentracion al

70% y 7.31mm a una concentracion de extracto al 90%.

Para elegir la formulacién del tinte shampoo se realizaron las pruebas de
sensibilidad en disco generando halos de inhibicion de 13.43mm al 7.5%;
17.84mm al 10% y 18.43 mm al 12.5%.

La capacidad de coloracién capilar en cabellos decolorados se realizé mediante
el método de medicion CIELab a diferentes tiempos por un periodo de un mes,
utilizando tres diferentes concentraciones de extracto en la formulacién (7.5%,
10% y 12.5%) dando como resultado el valor de luminosidad de 46.93; el valor
de la escala a* de 7.35 y el valor de la escala b* de 16.83 en el tinte shampoo al

10% con el mechdn de aplicacion diaria de 30 minutos.

Se realizé el control de calidad del producto, obteniendo ausencia total de
microorganismos en el control microbioldgico realizada segun la Comunidad
Andina, en el estudio de estabilidad durante 15 dias (estabilidad acelerada) se
colocé el tinte shamppo temperaturas de 4°C, 20-25°C y 40°C, obteniendo como
resultado que a 4°C hubo variacion en el pH, color, apariencia, olor y se solidifico,
a temperaturas de 20-25°C no se presentd ninguna variacién en la estabilidad, a

la temperatura de 40°C no se presentd variacion en color, olor, pH y la viscosidad



dio un valor de 4849 mPa a 12rpm siendo mas fluido el producto; en cuanto al
control de calidad toxicologico, se realizé mediante el método de irritacion ocular
en conejos durante 3 dias, observandose a los dos primeros dias irritacién ocular

moderada la cual desaparecid al tercer dia.

Concluimos que presentan actividad antimicética el extracto hidroalcohdlico a
70° extraido del fruto inmaduro de Genipa americana L. “Huito” y la formulacién
del Tinte Shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico a 70° extraido
del fruto inmaduro de Genipa americana L. (Huito) y este ultimo también
presenta la capacidad de coloracion capilar; eligiendo como optimo la
formulaciéon al 10% porque presentd mayor efecto antimicético con menor

cantidad de extracto usado y la variacion de color fue muy parecido al de 12.5%.

PALABRAS CLAVE: Genipa americana L. (Huito), Malassezia furfur, ATCC,
extracto hidroalcohdlico, antimicético, capacidad de coloracion capilar.



ABSTRACT
The main objective of the research work is to evaluate the in vitro antifungal

activity against Malassezia furfur ATCC 14521 of the hydroalcoholic extract and
the shampoo dye made from the fruit of Genipa americana L. "Huito" and to
determine the hair coloring capacity of the shampoo dye. The green fruits of
Genipa americana "Huito" were collected in the Sicllabamba sector, Echarati
district, La Convencion province, Cusco department at 1200m.s.n.m.
Preliminary tests were carried out to determine the adequate concentration of
alcohol (40 °, 70 ° and 90 °) for its extraction.

For the minimum inhibitory concentration test, it was performed, in the pilot, by
means of the disk sensitivity test when measuring the halos generated, obtaining
average values from 7.60mm to 40%; 20.71mm at 70% concentration and
7.31mm at 90% extract concentration.

To choose the formulation of the shampoo dye, sensitivity tests were carried out
on a disk, generating inhibition halos of 13.43mm at 7.5%; 17.84mm at 10% and
18.43mm at 12.5%.

The capacity of capillary coloring in bleached hair was carried out using the
CIELab measurement method at different times for a period of one month, using
three different concentrations of extract in the formulation (7.5%, 10% and
12.5%), resulting in the value of luminosity of 46.93; the a * value of 7.35 and the
b * value of 16.83 in the 10% shampoo dye with the 30-minute daily application
lock.

The quality control of the product was carried out, obtaining total absence of
microorganisms in the microbiological control carried out according to the Andean
Community, in the stability study for 15 days (accelerated stability) the shamppo
dye was placed at temperatures of 4 ° C, 20-25 ° C and 40 ° C, obtaining as a
result that at 4 ° C there was variation in pH, color, appearance, odor and it
solidified, at temperatures of 20-25 ° C there was no variation in stability, at
temperature At 40 ° C there was no variation in color, odor, pH and the viscosity
gave a value of 4849 mPa at 12rpm, the product being more fluid; Regarding the
toxicological quality control, it was carried out using the eye irritation method in
rabbits for 3 days, observing moderate eye irritation in the first two days, which

disappeared on the third day.



We conclude that the hydroalcoholic extract at 70 ° extracted from the immature
fruit of Genipa americana L. "Huito" and the formulation of the Shampoo Tint
made from the hydroalcoholic extract at 70 ° extracted from the immature fruit of
Genipa americana L. “Huito” have antifungal activity. and the latter also has the
ability to color hair; choosing the 10% formulation as optimal because it presented
a greater antifungal effect with a smaller amount of extract used and the color
variation was very similar to that of 12.5%.

KEY WORDS: American Genipa L. “Huito”, Malassezia furfur, ATCC,

hydroalcoholic extract, antifungal, capillary coloring capacity.



INTRODUCCION

La importancia de utilizar cosméticos que contengan principios activos que
produzcan efectos especificos, como el shampoo anticaspa, es cada vez mayor,
lo que indica una mayor tendencia hacia los productos de origen vegetal en los
ultimos anos. Esto ha llevado a la investigacion de nuevas opciones que brindan

mayores beneficios en el cuidado y manejo del cabello. (1)

En el Callao se observa que la mayoria de los habitantes emplean el uso tintes
para el cabello en forma habitual y se ha observado presentacion de dafos a la
salud sensibilidad del cuero cabelludo desde enrojecimiento de este, formacién
de pequenas ampollas, hinchazén, escozor, caida de cabello, irritaciéon de

garganta y nariz, como también lesiones en el cuello etc.

Los dafnos no solo son para las personas que se tifien el cabello con estas
sustancias que se exponen directamente sino también con las personas que

tifen el cabello y para el medio ambiente que se comentara posteriormente. (2)

Actualmente, con fines terapéuticos y cosméticos, los productos naturales se han
vuelto muy importantes porque por su naturaleza brindan a los usuarios

beneficios para su salud y bienestar. (3)

La caspa (pitiriasis capitis, dermatitis seborreica limitada al cuero cabelludo) es
una enfermedad consecuente de la alteracién del funcionamiento del cuero
cabelludo, que existe desde hace siglos a pesar de varias opciones de
tratamiento. Lo que representa una preocupacion estética para el profesional de
la salud que trata de mejorar el bienestar del individuo mediante el desarrollo de

nuevas tendencias de tratamiento capilar. (1)

La diversidad de plantas medicinales en nuestro pais es muy variada, lo cual es
muy conocido gracias a nuestros ancestros que transmiten estos conocimientos
de generacién en generacién, desde tiempos inmemoriales hasta la actualidad.
Siendo estas utilizadas en forma empirica por sus beneficios terapéuticos en el

cuidado y preservacion de la salud.

Por lo tanto, el extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L. “Huito”

se utilizé en la formulacion y elaboracion de un tinte shampoo, con el propésito



de evaluar su actividad antimicética In vitro y su capacidad de coloracién capilar,
para evitar asi el uso de tintes con componentes agresivos para nuestra salud a

través del desarrollo y validacion de un producto cosmético de origen natural.

Esta investigacion se llevo a cabo mediante la prueba de sensibilidad en disco
para determinar el efecto antimicético y la escala CIELAB para la determinacion

de la coloracion capilar en los mechones decolorados.



CAPITULOI
GENERALIDADES

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:
Durante los ultimos afos el uso de los tintes permanentes ha aumentado en

mujeres a partir de los 18 afios, y en una considerable cantidad en hombres. La
exposicion a los quimicos que contienen los tintes para el cabello es muy
elevada, y al no haber un adecuado control, el riesgo de presencia de dafio

genético aumenta. (4)

Los efectos de los componentes quimicos conducen a un deterioro de proteinas
y aminoacidos, en particular a la destruccién del triptéfano y una reduccion de la
resistencia a la traccion, puntas abiertas, perdida de color, flexibilidad y brillo. La
presencia de estas sustancias desestabiliza los enlaces de azufre, provocando
que las fibras se expandan en forma de escamas. Luego se facilita la entrada de

productos quimicos, por lo que se cambia la estructura del cabello. (5)

La tendencia por la imagen personal cada vez tiene mayor valor y se encuentra
en alza, por lo que, presentar problemas de caspa ocasiona momentos
vergonzosos que pueden causar inseguridad, estas personas se encuentran
constantemente obsesionadas con la apariencia de su cabello, estando

condicionadas en su modo de vestir. (1)

“El incremento de la formacion de la caspa se da por el cambio de temperatura
en cada estacion, también, existen otros factores son: usar champus con pH no
adecuado, los tintes duraderos y sintéticos para el cabello, el estrés, los cambios
hormonales, la predisposicién genética y otros factores del estilo de vida, como
consumo excesivo de alcohol o una dieta inadecuada”, afirmé la especialista
capilar Ana Menéndez del Instituto Médico Dermatolégico de Madrid- Espaia
(IMD). (6)

La caspa considerada como una forma de dermatitis seborreica afecta a casi
50% de la poblacion adulta a nivel mundial, en cuanto, que la dermatitis
seborreica afecta al 1- 5% de la poblacién; siendo la prevalencia en individuos
inmunocomprometidos de 30-33%, afecta a individuos de ambos sexos y de
diferentes edades, la prevalencia de dermatitis seborreica es mayor en hombres
y ocurre principalmente en la fase etaria de 30 a 50 afos, también se da en
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pacientes con desordenes neuroldgicos o psiquiatricos, como depresion y

enfermedad de Parkinson y en pacientes con Sindrome de Down. (1)

Malassezia furfur, un hongo sapréfito que pertenece al microbiota de la piel y se

encarga de aumentar la descamacion celular de la piel en el cuero cabelludo.

El incremento de descamacién producida por el hongo Malassezia furfur permite
la aparicion de escamas amarillentas que no se desprende del cuero cabelludo
con un lavado normal ya que hay un exagerado aumento de descamacion, para
lo cual se requiere un especial tratamiento, a estas escamas se les denomina

caspa. (7)

El arbol silvestre de Genipa americana L. “Huito”, se llega a expandir
probablemente desde las cuencas amazonicas, su distribucion se realizo
mediante los tropicos americanos por las comunidades indigenas en tiempos
prehistéricos, crece a nivel del mar hasta los 1200 m.s.n.m, y una temperatura
media anual de 18 a 30°C. (8)

Es una planta natural que crece en el distrito de Echarati, provincia de la
Convencién del departamento del Cusco. El uso tradicional de esta planta se
basa en las propiedades del fruto como diuréticas, para problemas estomacales
(enteritis cronica), problemas respiratorios (especialmente la bronquitis y asma).
El fruto verde se usa como astringente, antiinflamatorio, cicatrizante,
antihemorragico y como repelente. (9)

Asi como también, se usa el extracto de sus frutos rayados como tinte para la
piel y el cabello, para evitar infecciones en la piel, ademas se menciona que el
lavado con este extracto evita la aparicion de caspa y otras enfermedades de la
piel y del cuero cabelludo. (8)

En la regiéon del Cusco la demanda de productos cosméticos es alta,
especialmente los tintes (16.7% de frecuencia de servicio de tefido de cabello
en el Cusco- 2018), siendo el segundo de mayor demanda en centros estéticos

después de los cortes de cabello (42.8% de demanda). (10)

En la actualidad la cantidad de quimicos causantes de dafio ha disminuido, sin
embargo, aun existen algunos ingredientes que son conocidos por causar cancer
en animales, como son: benceno, amoniaco de plomo, acetato de plomo,

hidroquinonas, alcohol tetrahidrofurfurilico, resorcinol, p-fenilendiamina, p-
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toluendiamina, 4-amoniaco, persulfato de amonio, persulfato potasico (4), y la
tendencia mundial es evitar este tipo de quimicos y explorar nuevas fuentes

naturales.

Por ello se plantea dar una posible solucion a este problema, mediante el uso de
productos naturales, atacando uno de los principales agentes etioldégicos de
problema de salud capilar como es la Malassezia furfur, con la formulacion y
elaboracién de un tinte shampoo, con recursos propios de la regidn,
contribuyendo a disminuir la contaminacion de nuestro ambiente utilizando el

fruto de Genipa americana L. “Huito”.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢ Presentaran actividad antimicética in vitro frente a Malassezia furfur ATCC
14521 el extracto hidroalcohdlico y el tinte shampoo elaborados a partir del fruto

de Genipa americana L. “Huito”?

¢ Presentara capacidad de coloracion capilar el tinte shampoo elaborado a partir

del fruto de Genipa americana L. “Huito”?

1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.3.a. OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar la actividad antimicética in vitro frente a Malassezia furfur ATCC 14521
del extracto hidroalcohdlico y del tinte shampoo elaborado a partir del fruto de

Genipa americana L. “Huito”.

Determinar la capacidad de coloracién capilar del tinte shampoo elaborado a

partir del extracto del fruto de Genipa americana L. “Huito”.

1.3.b. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Obtener el extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L.
“Huito” y determinar sus propiedades fisicoquimicas y fitoquimicas.

2. Determinar la actividad antimicotica in vitro del extracto hidroalcohdlico
del fruto de Genipa americana L. “Huito” frente a la cepa de Malassezia
furfur ATCC 14521.

3. Realizar los estudios de pre-formulacion y determinar la formulacién del
tinte shampoo a partir del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa

americana L. “Huito”.



4. Determinar la actividad antimicética del tinte shampoo elaborado a partir
del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L. “Huito” frente
a la cepa de Malassezia furfur ATCC 14521.

5. Realizar el control de calidad fisicoquimico, microbiologico y toxicolégico
del tinte shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico del fruto
de Genipa americana L. “Huito”.

6. Determinar el comportamiento de la variacién de color en los mechones
de los cabellos decolorados sometidos al tinte shampoo elaborado a partir

del extracto hidroalcoholico del fruto de Genipa americana L. “Huito”.

1.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA:

SOCIAL:

Genipa americana L. “Huito” es usado por los pobladores nativos como
protector de malos espiritus en los nifios (pintandolos completamente en una
ceremonia), los adultos decoran sus rostros, cuerpos, vestimentas, y también
es usado por sus propiedades medicinales; por ello la presente investigacion
pretende utilizar este recurso natural aportando una base cientifica para
promover su uso en la poblacién con problemas de caspa, evitando asi el
uso de productos mas agresivos para el cuero cabelludo. Ademas, la
formulacion de nuevas alternativas naturales en uso de productos de
limpieza y cosmética con menor impacto ambiental contribuye al
fortalecimiento de una conciencia ambiental en la poblacién, buscando una
menor contaminacion con este producto.

ECONOMICA:

En Yarinacocha- Ucayali, desde el 2018 se realiza una intervencion efectiva
de manejo forestal comunitario de forma autogestionaria por los pueblos
indigenas, para la reforestacion y organizacion de la cadena de valor del huito
que asegure la oferta, fomente la transformacion y comercializacion del
producto con valor agregado, beneficiando a 150 familias Shipibo—Konibo
(11), también desde el afio 2012 se realiza una tinta para impresora a base
de Genipa americana L. “Huito” en Contamana-Loreto (12). En el Cusco no
se registra proyecto alguno para poder obtener beneficios de este recurso
natural de gran importancia, promoviendo con nuestra investigacion una

alternativa de uso que propiciaria una mejora econémica para los pobladores
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productores de esta planta, incidiendo ademas en el mejor manejo forestal
de esta especie por parte de los pobladores indigenas de la provincia de la
Convencién- Cusco.

TEORICA:

Es de gran importancia valorar y analizar las tradiciones y costumbres de
nuestra cultura que nos brindan un punto de partida para ponerlas en practica
y efectuar investigaciones cientificas para dar un buen uso y explotacion a
nuestros recursos naturales y asi poder realizar formulaciones en el campo
farmacéutico. Esta investigacion pretende contribuir al conocimiento sobre la
actividad antimicotica y propiedad de coloracion de un tinte-shampoo
elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana
L. “Huito”. Ademas, podrian realizarse investigaciones para verificar los
diferentes usos tradicionales empleados por los pobladores de algunas
zonas de la Amazonia.

PRACTICA:

El extracto de huito podra ser aplicada en el campo farmacéutico y cosmético
en una formulacion de tinte shampoo, para el alivio y prevencion de la caspa,
siendo biodegradable y amigable con el medio ambiente. También aportara
mayor beneficio en el cuidado y manejo capilar, siendo asi, que tendra
ventajas adicionales como que podra cubrir las canas, evitando el uso de
tintes sintéticos lo que podria prevenir enfermedades cancerigenas y la

presencia de la caspa.

1.5. HIPOTESIS:

El extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L. “Huito” y el tinte
shampoo elaborado presentan actividad antimicotica in vitro frente a
Malassezia furfur ATCC 14521.

El tinte shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico del fruto de

Genipa americana L. “Huito” presenta capacidad de coloracion capilar.
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CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1. VISION HISTORICA:

Desde la antigiedad existi6 la moda de cambiar el color del cabello, pero, al
estudiarlos a través del tiempo surgieron algunas limitaciones de su uso, porque
algunos presentaban toxicidad, actualmente se rige en la legislacion cosmética
vigente. Los arqueodlogos encontraron pruebas que demuestran, desde los
tiempos del hombre de Neanderthal, que el ser humano utilizaba diferentes

productos para modificar el color del cabello y de la piel. (13)

Figura 1: Uso de tinte en Egipto.

En Egipto, las personas para cambiar el color del
cabello utilizaban el kohl y la henna, de origen
mineral y vegetal respectivamente, aunque no era
una practica tan frecuente como en otras

civilizaciones. (14)

Fuente: Fitness Lady. Tendencias y belleza (2017).

Durante la antigua Roma, las mujeres introdujeron el proceso de decoloracion
del cabello en el cuidado capilar, practicado por las esclavas galas. Este
procedimiento consistia en colocar una mezcla elaborada con cenizas de
madera de haya y sebo de cabra para su decoloracién. En Venecia, durante la
época renacentista, se practicaba la decoloracion del cabello (inicio de este
método) con sosa natural o nature, y dejandolo durante horas al sol. Siendo
transferido a toda de Europa y aceptado de mejor manera en Francia. También
se crearon formulaciones para tefir el cabello con macerados de plantas, raices

y cortezas de arboles. (15)

Otra técnica consistia en secar las plantas, trozarlas y mezclarlas, con ceniza de
arbol; El polvo homogéneo obtenido se mezclaba con agua caliente, luego se

hacia una cataplasma que se depositaba durante horas en el pelo.
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Figura 2: Preparacion de tintes.

El alumbre de potasio se utilizaba para
potenciar los tintes, usados en el tefiido de
la lana. (16)

Fuente: Braman, Noreen. Historia de los colores de tinte para el cabello (2017).

En 1759 aparecio un producto para el cuidado e higiene del cabello “Shampoo”,
proviniendo su nombre del hindi Champo que significa “masajear”. Sake Dean
Mahomed un hombre de negocios, creador de los primeros “bafios de shampoo”,
se baso en el estilo de los bafos turcos en Gran Bretafa, los reyes Jorge IV y
Guillermo IV lo nombraron como el “Cirujano del shampoo” debido a su exitosa

propuesta que consistia en realizar masajes terapeuticos. (17)

Figura 3: Evolucién histérica del shampoo.

Fuente: AVON. Belleza por un propdésito — México (2016).

En 1860 se usaba el agua oxigenada para la decoloracion, conocida como “el
agua dorada de la fuente de la juventud” y seguian empleando los extractos

vegetales para la coloracion capilar. (16)
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Durante el siglo XIX, Eugene Schueller inicié diferentes estudios de productos
quimicos que sean inofensivos, basando su formulacion en un nuevo
componente llamado parafenilendiamina; Creando una base para las
coloraciones que actualmente se conoce. Ademas, pionero en realizar la
técnica de mecha como un paso fundamental en el proceso de coloracién y
como quimico en L'Oréal colabord en la creacion de nuevos productos que

cambiaron los rumbos capilares femeninos. (18)

El préximo en aparecer, fue el proceso doble para tefir el cabello de rubio, en
1932 Lawrence Gelb (duefio de la compaiia “Clairol”) refino los tintes, creando
un tinte que penetraba el pelo, en 1950, introdujo el primer tinte de un solo paso
que consistia en iluminar el cabello sin llegar a decolorarlo. Esto posibilitaba
hacer el tefiido del cabello en el hogar, marcando el inicio de la era moderna
en esta area. Actualmente se cuenta con una infinita variedad de colores
disponibles, como tonos naturales y otros. Aun existen colorantes que dafiany
maltratan el cabello, pero se pueden disminuir este dafo con el uso de

acondicionadores. (16)

Como una alternativa natural a los tintes quimicos, se presenta el tinte de Huito,
debido a que en estudios realizados en Francia (Paris) el 2004, donde se
concluyo que los tintes quimicos contienen sustancias cancerigenas, causando
dafo folicular, alergias, dafio hepatico y renal, estas sustancias son: Aminas
Aromaticas como la Anilina (fenilamina), Amoniaco y para-fenilamina, siendo

sustancias nocivas para la salud y para el bienestar humano. (19)

14



2.2. ANTECEDENTES:

2.2.a. ANTECEDENTES INTERNACIONALES:

Tenesaca, S. (2012) Elaboraciéon de cosméticos decorativos a partir de
frutos verdes de Genipa americana L. (Tesis de pre- grado) Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo- Ecuador.

Esta investigacion tenia como objetivo principal de realizar productos cosméticos
naturales a partir del fruto de Genipa americana L. Se recolectaron el fruto en las
provincias de Pastaza y Morona Santiago, para realizar diferentes pruebas y
determinar el mejor porcentaje de extraccion, “analizando la estabilidad forzada
y acondicionandolo a una formulacién por medio de disefios experimentales
fundamentado en los métodos dados por Endo y Taguchi, Barbosa, Rodrigues y
en ICH 2000”. Los resultados obtenidos demostraron que la extraccion con
etanol al 50% a 20°C, se lleg6 a aislar 3.5mg de Genipdsido que es el encargado
del color en este fruto. También se logré producir el delineador semipermanente
tipo emulsion O/W llegando a tener un pH y caracteristicas fisicas dentro de los
valores de referencia. Concluyendo que el delineador semipermanente tuvo
optimas caracteristicas como aplicacion facil, inocuidad, extensibilidad sin
grumos, trazo conciso, fijacion por 5 dias y cumpliendo con los requisitos de

referencia”. (20)

Sarayva de Assis, C. (2015) Evaluacién de los efectos toéxicos in vitro e in
vivo del extracto hidroalcohdlico de los frutos de Genipa americana L.
(Rubiaceae) en ratones suizos. (Tesis de maestria) Universidade Federal do
Rio Grande do Norte- Brasil.

Esta investigacion tenia como objetivo principal evaluar la toxicidad in vivo
(toxicidad aguda y subcrénica) e in vitro (citotoxicidad) del extracto de los frutos
de Genipa americana L. En el método, se realiz6 el extracto hidroalcohdlico por
maceracion, un analisis fitoquimico preliminar para evaluar la presencia de
metabolitos secundarios en el extracto, en el estudio de citotoxicidad del extracto
fueron utilizados células de fibroblasto de ratén, adenocarcinoma renal de
humano, para la evaluacién de toxicidad aguda (dosis unica de 2000mg/Kg) y

subcronica (100, 500 y 1000 mg/Kg por 30 dias) fueron utilizados ratones suizos
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de ambos sexos. En los resultados de la prueba fitoquimica demostrd la
presencia principalmente de iridoides, en los ensayos de citotoxicidad la de
inhibicion de la proliferacion celular es de 59% frente a células de B16, en la
dosis de 100ug/100uL, es hasta 29% frente las células 786- 0, en la dosis de
1000 ug/100uL, durante las evaluaciones in vivo no se presentdé muerte de los
animales. Llegando a la conclusion de que el extracto no promueve la muerte
celular, se sugiere que el extracto hidroalcoholico tiene una toxicidad baja y un

posible potencial citotoxico contra las células de melanoma (B16). (21)

Martinez, A. (2016) “Elaboracion de un producto cosmético para tincion del
cabello a partir del extracto de los frutos del huito, planta nativa del Centro
Cultural Uni-Shu de la comuna Chiguilpe de Santo Domingo de los
Tsachilas” (Trabajo de investigacion) Universidad Regional Auténoma de

los Andes — Ecuador

Esta investigacion tenia como objetivo principal el realizar la identificacion
taxondmica, analisis fisico-quimicos y el tamizaje fitoquimico; utilizando ensayos
cualitativos, fisico-quimicos y microbiolégicos para identificar los principios
activos presentes en el fruto de Genipa americana, elaborar el tinte natural y
realizar su control de calidad. Se obtuvo en el extracto alcohdlico al 70%, la
presencia de la genipina el responsable de la accion de tinte, la presencia de
azucares reductores, la presencia de flavonoides y taninos y También existio la
presencia de quinonas (accion antifungica y antibacteriana) y asi como en
minima cantidad los triterpenos y alcaloides. Concluyendo que el extracto de
huito presenta una gran actividad de tincion del cabello de color negro-azulado
con ausencia de microorganismos con el cumplimiento de las especificaciones
de calidad de la Norma INEN. (22)

Arroyo Figueroa G; Medina Saavedra T. (2019) “Calidad y solidez de un
producto cosmeético elaborado con el extracto del insecto grana cochinilla”

(trabajo de investigacién) Universidad de Guanajuato- México.

El objetivo principal de la investigacion fue determinar la calidad y solidez del
producto cosmeético champu tinte elaborado con extracto del insecto grana

cochinilla, como colorante natural. En la metodologia se tuvo que obtener el
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extracto hidrosoluble del insecto seco, determinar el porcentaje de acido
carminico, elaborar el champu tinte realizando luego pruebas fisicoquimicas
como: densidad relativa, solubilidad, pH, humedad, cenizas, espuma vy
viscosidad, también fueron aplicadas a un champu control comercial. Se midio el
color de las extensiones antes y después de ser tefiidas con el champu tinte y el
control, posteriormente se realizo la prueba de solidez en seco del color a las
extensiones tefidas, con ambos champus. Como resultados, se observd una
similitud entre el champu tinte y el control en las pruebas fisicoquimicas. Para la
prueba de solidez al frote en seco las extensiones de cabello natural tefidas con
el champu tinte, tuvieron una mejor solidez de color del frote en seco al obtener
un valor menor en cuanto al error en las coordenadas CIELab* (AE=1,11+0,32),
comparado con el champu control (AE=6,99£2,06). Se concluy6 que el champu
tinte elaborado con el colorante natural presenta buena calidad, y una buena

solidez del color al frote en seco en las extensiones naturales. (23)

2.2.b. ANTECEDENTES NACIONALES:

Miranda- Perlacio, C. Cardenas- Enriquez, G. (2015) “Evaluaciéon de la
potencialidad del fruto de huito (Genipa Americana) como fuente de
colorante natural”. (tesis de pre- grado) Universidad Nacional Amazénica
de Madre de Dios.

En esta investigacion tenia como objetivo principal evaluar la capacidad de
coloracion del fruto de Huito (Genipa americana). En el método, se realizé un
medio de contraste realizado por tres niveles de disolvente (agua, etanol 50% y
etanol 95%), también realizaron variaciones de pH (desde pH 4 a pH 9) y
variaciones de temperatura (desde 35°a 75°), los tintes fueron determinados por
colorimetria como la desviacibn de la norma indigo sintético azul,
considerandolos como los que demostraron menor desviacion. En los resultados
se vio un color que varia de azul oscuro a un color negro a menudo que se
incrementa la temperatura, pero sin haber un cambio total del color. Se concluy6
que la mejor coloracion se obtuvo a pH 4 a 75° y que esta planta es una gran
fuente de coloracion del azul hasta diferentes tonalidades en condiciones

adecuadas y una preparacion optima. (8)
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v' Ayala, C. y colaboradores. (2018) Desarrollo de un tinte cosmético a base
de semilla de Bixa orellana L. (Bixaceae) y evaluacion de su efecto in vitro.
(Trabajo de investigacion) Universidad Nacional de Trujillo.

En esta investigacion tenia como objetivo principal elaborar un tinte cosmético a
partir de la semilla de Bixa orellana L. El método utilizado fue el del alcali acuoso,
considerando las concentraciones del colorante obtenido al 5% y al 10%,
después se realizé estudios de compatibilidad de las materias primas con el
colorante en estudiado, se realizaron pruebas de estabilidad acelerada y de largo
plazo durante un tiempo de 18 meses llegando a cumplir con todos los
parametros de control de calidad y finalmente se determiné su coloracién in vitro
en mechones de cabello virgen. En los resultados se observo que la coloracion
presenta mayor brillo y se mantiene el color durante varios lavados de los

mechones. Concluyendo que presenta un gran poder de tefido esta planta. (24)

v' Sanchez, J. (2018) Actividad antibacteriana de extractos etandlicos de
plantas frente a cepas multiresistentes. (Tesis de pre- grado) Universidad

Nacional de la Amazonia Peruana- Iquitos.

Esta investigacion tenia como objetivo principal determinar la actividad
antibacteriana de tres plantas “Huito”, Genipa americana, “Toronja”, Citrus
Jambhiri y el “Jengibre”, Zingiber officinale, frente a bacterias resistentes mas
comunes.” Las cepas evaluadas fueron: Salmonella entérica, Staphylococcus
saprophyticus, Pseudomonas aeruginosa Yy Escherichia coli (aisladas vy
caracterizadas de casos clinicos del Laboratorio Bioservice S.R.L.)”. El método
fue mediante antibiogramas (método de disco difusion de Kirby & Bauer) que se
realizaron utilizando mas de dieciocho tipos de antibidticos de los cuales se
obtuvieron al menos 10 antibioticos resistentes a estas cepas bacterianas. En
los resultados se observé que solo el extracto etandlico de Genipa americana
“Huito” presenta la actividad antimicrobiana frente a todas las bacterias del
estudio, por otro lado, las dos especies de plantas (Jengibre y Toronja) no
presentaron ninguna actividad antimicrobiana. Se concluye que el Huito es un
potencial para la industria farmacéutica y se deberia continuar con los estudios
que amplien la produccién de nuevos antibidticos que colaboren en contra la

resistencia antibacteriana. (25)
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2.2.c. ANTECEDENTES LOCALES

Quispe, R. Paredes, Y. Solis, L. (2014) “EXTRACCION Y
CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL COLORANTE DEL HUITO
(Genipa americana) EN EL DISTRITO DE TAMBOPATA” Universidad
Nacional Amazonica de Madre de Dios, Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco.

Esta investigacion tenia como objetivo principal realizar la extraccion y
caracterizacion del fruto de Huito (Genipa americana). El método utilizado fue
de extraccién por percolacion con etanol al 90% ,70% vy finalmente con agua
caliente hasta agotamiento, se realizé el anallisis fitoquimico (solo al extracto
acuoso).En los resultados se observé una alta cantidad de glucosidos ,
moderada cantidad de flavonoides y baja proporcion de alcaloides, fenoles y
taninos. En cuanto al porcentaje de extraccion el extracto hidroalcohoolico del
90% tuvo mayor rendimiento con un 33.26% seguida del extracto acuoso que
tuvo un 16% y presentando un bajo rendimiento de 0.76% el extracto
hidroalcoholico al 70%, en las pruebas de estabilidad de la coloracion haciendo
variaciones en la temperatura y el pH se observd que la coloracion se mantiene
constante. Concluyendd que en el extracto acuoso se obtuvo un tinte de buena
calidad. (26)

Jauregui, S. Cardona, A. Frisancho, Z. De Oliveira, P. (2018) “EVALUACION
DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL EXTRACTO HIROALCOHOLICO IN
VITRO DE LA RAIZ TUBEROSA DE SACHA PARACCAY (Colignonia
parvifloravar. biumbellata Rafinesque) FRENTE A Malassezia furfur CEPA
S 14521 Y FORMULACION DE SHAMPOO ANTICASPA”.(tesis de pregrado)
Universidad Nacional Amazonica de Madre de Dios, Universidad Nacional
de San Antonio Abad del Cusco.

Esta investigacion tenia como objetivo principal determinar la actividad
antimicotica frente al hongo Malassezia furfur cepa 14521 y elaborar un shampoo
a partir de las raices tuberosas de Sacha paraccay. En el método se comparo
con controles mediante difusion en agar, para la evaluacion de la actividad
antimico-tica midiendo los halos de inhibicion. En cuanto a los resultados, se

observé que el extracto al 70% presentaba mayor porcentaje de rendimiento y
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mejor solubilidad en agua. “La concentracion de 80mg/Ul presenta halos de
inhibicion maximos y fueron de 18mm y en la formulacion de shampoo se hallé
un halo promedio de 36 mm”. Concluyendo que el extracto hidroalcohdélico como

el shampoo presentan la actividad antimicotica. (1)

2.3. ESTADO DEL ARTE

En un estudio de mercado, realizado por la empresa Euromonitor, indica que
la venta de cosméticos en el mercado latinoamericano se aproximé a los
US$75,6 billones en el afio 2012, en la cual el 14.5% fueron las ventas de
productos cosméticos para los cuidados capilares, de los cuales los mas
vendidos fueron los acondicionadores y shampoos precedidos de los tintes.
En la actualidad hay una mayor tendencia por elaborar productos de origen
natural, sobre todo en cosméticos para el cabello que contengan un principio
activo, la cual genere efectos importantes como el shampoo anticaspa. Esto
conllevo a una mayor investigacion en nuevas plantas y materia prima natural
que den mejores beneficios para el cuidado capilar en la industria cosmética.
(27)

Hoy en dia las personas se preocupan por el uso de cosméticos capilares de
origen natural elaborados a partir de extractos vegetales y minerales, lo cual
ocasiond que la industria cosmética investigue y elabore productos
cosmeéticos naturales, a pesar de que muchos de estos componentes no son
nuevos se amplia mas la investigacion en el uso de nuevas especies. (28)
La elaboracion del tinte- shampoo natural de Genipa americana L. “Huito”
sera un aprovechamiento importante en lugar de los tintes sintéticos que
muchas veces ocasionan efectos toxicos en el ser humano. Se realizé una
investigacion en el 2004 en Francia donde corroboro que los tintes sintéticos
tenian en su composicion aminas aromaticas como la Anilina (fenilamina),
Amoniaco, para-fenilamina los cuales causarian problemas cancerigenos,
alergias, dafo al foliculo piloso, dafio a nivel hepatico y renal. (19)

En nuestra region podemos aprovechar los recursos naturales (plantas) para
generar en el pais cambios y mayores ventas de productos capilares
fabricados; Este producto podra modificar el color del cabello, tefir las canas

20



reducir el riesgo de sufrir algun tipo de enfermedad cancerigena y evitar la

presencia de la caspa.

2.4. BASES TEORICO CIENTIFICAS

2.4.a. Aspectos botanicos de la especie vegetal
2.4.a.1. Clasificacion taxonémica
- Segun Mielke M. S. et al., (2003), la divisién taxonémica del Huito, es:
REINO: Plantae
SUBREINO: Tracheobionta
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Asteridae
ORDEN: Gentianales
FAMILIA: Rubiaceae
GENERO: Genipa
ESPECIES: Genipa americana L.

Nombres comunes: Huito, yaguayagua (Peru); jenipapo, jenipapeiro (Brasil);
bigrande (Bolivia); jagua (Colombia y Ecuador); caruto; jagua (Venezuela),

genipap (inglés). (8)
2.4.a.2. Caracteristicas de la familia genipa

Genipa americana L. (Huito)
La Genipa americana L. “Huito” es un arbusto perteneciente a la familia de las
Rubiaceae, es nativa comunmente en la Amazonia de Peru, Brasil, Venezuela y

Colombia (Cuenca del Amazonas), florecen entre los meses de mayo a

21



septiembre y desde septiembre hasta abril dan sus frutos, estos frutos tardan

alrededor de un afo en madurar. (8)

Genipa americana L. “Huito”, tiene un tamafo entre pequefio y mediano, que va
desde los 8 hasta los 20 metros de altura, aunque podemos encontrar algunas
especies que miden hasta 30 metros de altura. Su tronco tiene un diametro entre
30 a 80 cm y su corteza es gruesa y también suave. Su copa es densa y las
ramas mas bajas crecen horizontalmente, con 10 a 35 hojas en los extremos. El
fruto es una baya grande que cuenta con una alta tasa de germinacion. En la
Amazonia peruana, tiene el nombre de Huito, en Brasil de Jenipapo, en las
Guayanas Francesas de Genipa, en Panama de Guayatil y en Argentina se le

conoce como Jagua. (20)

Este fruto cuando aun no es maduro tiene una propiedad astringente.
Conteniendo alta cantidad de azucar y acidez pronunciada, variando segun al
tipo y dependiendo del clima y suelo de donde crece. Tiene una corteza suave
arrugada de color amarillo-marrén, a veces un poco oscuro y verdoso. Su pulpa
tiene un olor vinoso aromatico, es suave y contiene numerosas semillas duras y
fibrosas. El colorante que se obtiene a partir de la Genipa americana L. “Huito”
de los frutos verdes, siendo el producto un jugo verde color azulado; al madurar
los frutos, pueden ser aprovechados como dulces. Ademas, al fermentar el jugo

de Huito podemos obtener vino y licores. (20)

El fruto de Genipa americana L. “Huito” presenta un sabor acido y aroma
afrutado. En el afio 2000 Borges y Rao encontraron que los acidos, octanoico
(34,1%) 2-metilbutirico (9, 1%), hexanoico (18,2%) y 2-metil-éster 2-(E)-
butenoato de metilo (4,1%), octanoato (3,2%) y 2-propilfurano (2,5%) y acido
butirico, acido 2-metilbutirico y hexanoico son los responsables del sabor
amargo, y el aroma afrutado que lo caracteriza es porque presenta éster de 2-y
3-metilbutirato de etilo. (8)

La pulpa del fruto de Genipa americana L. “Huito” es muy abundante
comparando con otros frutos similares, teniendo la relacion corteza: fruto
12,05%, 47,81% y 40,61%. Esta pulpa presenta una acidez reducida, humedad
elevada, porcentaje de proteinas y lipidos bajos, cantidad de carbohidratos es
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alto, cantidad de hierro es regular, cantidad elevada de calcio y fésforo, cantidad
de taninos alto, y pequefias trazas de vitamina E y pectina. El fruto inmaduro de
Genipa americana L. “Huito” presenta en su pulpa mayor cantidad de proteina
que en la pulpa madura del fruto, esto se da por las variaciones en el nivel de
reorganizacion en los sistemas celulares del periodo climatérico. Segun va
madurando el fruto la cantidad de almiddn presente va disminuyendo, debido a
que los carbohidratos solubles junto al almidon, se metabolizan en su totalidad
durante la maduracion. Las concentraciones de calcio y hierro son mayores en
la pulpa del fruto inmaduro, pero en el fruto maduro las concentraciones de hierro
son mayores. La pulpa del fruto de Genipa americana L. “Huito”, indica que, en
su composicion quimica y su valor nutritivo, contiene: genipina, genipdésido,

manitol, taninos, metilésteres, hidantoina y acidos tanicos. (8)

El fruto inmaduro de Genipa americana L. “Huito” es rico en iridoides, son
metabolitos secundarios que normalmente se encuentran como glucésidos. Los
iridoides son monoterpenos biciclicos (C10), su esqueleto basico es un anillo de
ciclopentano- [C] -pirano fusionado tipicamente con un heterociclo oxigenado de
seis miembros. Entre los iridoides presentes en el fruto destacan la genipina y el
geniposido como fuentes naturales para la obtencion del color azul. La genipina
es una sustancia incolora, presente en frutos verdes de Genipa americana L.
“Huito”, capaz de reaccionar espontaneamente en presencia de oxigeno, con
grupos de amina primaria de aminoacidos, péptidos o proteinas y formar un color
azul. La genipina esta presente en Genipa americana L. “Huito” en la proporcion
de 1-3% de fruto y se puede obtener directamente de Genipa americana L.
“Huito” mediante extraccion con disolventes organicos o después de la hidrolisis
enzimatica de genipdsido con B-glicosidasas. El genipdsido representa alrededor
del 4 al 6% de la fruta seca. (29)
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Figura 4: Estructura quimica de los iridoides presentes en Genipa
americana L. “Huito”, genipésido y genipina.

Fuente: Nathia, Grazielle; Nogueira, Gislaine. Identification and quantification
of genipin and geniposide from Genipa americana L. by HPLC-DAD using a
fused-core column (2018).

Cuadro 1: Analisis fitoquimico cualitativo de los extractos

Fuente: Quispe-Herrera Rosel; Solis-Quispe Leoncio. Extraccion y

caracterizacion fisicoquimica del colorante de genipa americana L. (2014).



2.4.a.3. Usos tradicionales de la especie

En bibliografias etnobotanicas y etnofarmacoldgicas, indican que la Genipa
americana L. “Huito” es usado de forma medicinal y como tintura en fibras
textiles, también es considerado en algunos lugares como afrodisiaco. La pulpa
es utilizada en personas con ictericia y en enfermedades del estdmago, del bazo
y del higado. La goma extraida de Genipa americana L. “Huito” actua contra la
gonorrea. La raiz es utilizada hervido como purgante, como emético las semillas
trituradas, las hojas en infusiébn son empleadas para tratar la diarrea, para
problemas de asma el fruto rallado, y como ténico estomacal y diurético el zumo
del fruto maduro. (30)

2.4.a.4. Vida Util del Fruto de G. americana

El fruto de Genipa americana L. “Huito” es altamente perecible, como muchos
frutos tropicales, el deterioro se produce en pocos dias, esto complica
seriamente su comercializacion (incremento en las pérdidas). Planteando un
proceso para su contribuir a la conservacion del producto y preservacion de las

caracteristicas sensoriales, siendo este un sistema de deshidratacion osmatica.

La conservacion de los frutos en refrigeracion puede ser entre los 10 a 15°C,
manteniéndose asi hasta 15 dias, siendo este el tiempo maximo para su
procesamiento inmediato. A menores temperaturas de 10°C, se evidencia que el

fruto se ennegrece, presentando quemaduras a nivel del epicarpio. (31)

2.4.b. Aspectos generales de la caspa
2.4.b.1. Cuero cabelludo.

Numerosos cabellos de diferentes longitudes recubren el cuero cabelludo,
teniendo en su superficie una elevada cantidad de poros (pequefios orificios) de
donde sale el sudor producido por las glandulas sudoriparas. También se
encuentran muchos vasos sanguineos, sensible al sangrado excesivo. El
crecimiento del cabello se presenta en diferentes fases, pero en su ultima fase

el cabello se desprende naturalmente y otros nuevos lo reemplazan.

La descamacion del cuero cabelludo (hecho fisioldgico), es un proceso similar al

que se realiza en toda la piel, siendo esto porque en la capa basal se producen
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constantes mitosis de las células epidérmicas. Cuando se presentan los
fraccionamientos de los queratinocitos por la capa espinosa y la capa granulosa,
las células cambian hasta convertirse en células muertas (pierden el nucleo), que

son denominados corneocitos. (32)

Capas: (32).

La piel: Por la fascia superficial esta pegado al musculo epicraneo.
Fascia superficial: Encargada de resistir la presion de la cabeza, se
encuentra pegada al exterior de la piel y al interior del musculo. Su
elasticidad es por la pequefia cantidad de grasa contenida.

Musculo epicraneo: La sensibilidad capilar depende de su elasticidad.
Fascia profunda: Presenta vasos sanguineos, dando irrigacién al cuero
cabelludo.

Periostio o hueso: Previene la infeccién de un hueso a otro rodeando

por separado al hueso con un liquido.

24Db.2. Caspa

Es una exfoliacion exagerada, persistente e inflamatoria del cuero cabelludo,
manifestada como una exfoliacién escamosa. La caspa no arroja una sola célula
de la piel normalmente a la vez, sino que se aglomera debido a la acumulacion
de grumos, que son considerablemente grandes y de facil visibilidad en el cuero
cabelludo. Empieza con la pubertad y se produce por la proliferaciéon
descontrolada de microorganismos (Malassezia spp), existentes en nuestra piel

de manera natural. (33)

La caspa aparece es porque se eleva la tasa de descamacion de la epidermis,
porque en la capa basal las células necesitan alcanzar el estrato cérneo a tiempo
medio que el no afectado. Esta proliferacién anormal conduce a un aumento del
numero de queratinocitos y se acompafa de una base anormal, ya que, en
términos de produccion de caspa invernal, en términos de su diversidad
estacional, provoca la acumulacién de una gran cantidad de queratinocitos en el
cuero cabelludo. Se intensifica, mientras que, en verano, la caspa disminuye.
(34)
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Debido a que la caspa tiene sintomas similares, a menudo se confunde con la
dermatitis seborreica. Pero, se diferencian porque la dermatitis seborreica
presenta inflamacion y descamacion en areas donde las glandulas sebaceas
estan altamente concentradas, como el cuero cabelludo, cejas, frente, pestanas,

regiones retroauriculares y pliegues nasofaringeos. (35)

Tipos: (33)

Estructuralmente la caspa es clasificada en dos tipos:
a) Caspa seca.

Caspa seca o Pityriasis simplex, es la mas frecuente. Presentandose una
exfoliacion de escamas blancas, delgadas y secas, desprendidas con facilidad
estando en casi toda el area capilar. El cuero cabelludo presenta un poco de
sequedad, mas no presenta problemas inflamatorios ni aparicion de prurito.
Aunque este tipo de caspa puede aparecer de forma espontanea, tiene que ser
tratada de forma adecuada, porque se mantiene durante un largo tiempo y puede

llegar cambiar a caspa grasa.
b) Caspa grasa.

Lo caracteristico de esta exfoliacion es que va acompafnado de seborrea.
Localizado normalmente en los lugares con exceso de grasa en la cabeza (frente
y nuca). Presenta una escama mas grande, espesa, grasosa, de color amarillo,
suelen pegarse al cuero cabelludo produciendo mucho escozor, ronchas y forma
placas en el pelo. A veces llega a producir alopecia, asociandolo a la dermatitis

seborreica.
Factores especificos:

Cuando lavamos el cabello se busca quitar las células muertas, pero en el cuero
cabelludo existe un hongo llamado Malassezia spp, el cual se nutre de los aceites
grasos en los foliculos pilosos; de esta manera por la higiene y el hongo, se
mantiene sano el cabello. Aun se desconocen con veracidad las condiciones
adecuadas para la multiplicacién excesiva del hongo, llevando esto a una
irritacion en el cuero cabelludo obligando a las células que se modifiquen en poco

tiempo. (35)
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Por ende, el proceso de intercambio de células que se produce normalmente en
un mes, este seria realizado solo en dos semanas y todas las células muertas
no se desprenden con facilidad. Las células muertas se van aglomerando en el
cuero cabelludo mezclandose con la grasa de los foliculos pilosos llegando a
formar escamas de color blanco con aspecto desagradable que se desprenden

y caen hacia los hombros. (33)

a) Desequilibrio hormonal.
La frecuencia de la aparicion de la caspa no estd mediada por el sexo.
Apareciendo normalmente en la pubertad y este aumenta de forma progresiva
hasta llegar a la edad de 30 afios; Aunque a veces se observa estos problemas
en nifios y de mayor edad. La actividad hormonal esta relacionada directamente
con la edad de proliferacion de la caspa, porque aumenta de forma considerable

en el periodo de mayor actividad de las glandulas sebaceas. (33)

b) Producida por hongos.
Producido por el hongo Pityrosporum ovale, Malassezia furfur y conocido como
Pityriasis simplex, Furfuracea, se da cuando estos hongos, que son parte de la

flora normal de la piel, empiezan a reproducirse de manera descontrolada. (33)

c) Causada por psoriasis.
Psoriasis, problema cronico que aparte de afectar al cuero cabelludo también
afecta a la piel y a las uias. Produce escamas gruesas, relacionadas de mayor

forma con heridas. (33)

d) Causada por dermatitis seborreica.
Es un problema crénico de presentado en la piel con prurito, comezén, escamas

gruesas y también usualmente afecta a la frente y lados de la nariz. (33)

e) Causada por parasitos.
La pediculosis (piojos), pueden ocasionar caspa por el rascado del cuero
cabelludo para aliviar la intensa picazon producida por la irritacién en el cuero
cabelludo. (33)

f) Causada por alergia.
Se puede producir una alergia por el uso de articulos para el cabello como: tintes,
sustancias para alisados, champu, acondicionadores, etc. A veces provocan

28



comezon, prurito; sin embargo, no se llega a ver con facilidad estos sintomas por

el cabello y apenas pueden observarse escamas muy finas. (33)

g) Causada por estrés.
Ante el estrés, la piel es el primero que sufre sus efectos, en estos momentos de
tension aparecen ciertos tipos de erupciones denominados dermatitis nerviosa,

por ello el cuero cabelludo es susceptible a presentar este problema. (33)

h) Causada por carencias nutricionales.
La deficiencia de algunas vitaminas como la vitamina A y del complejo B, asi
como la deficiencia de minerales, en especial el zinc son causas principales de

descamacion de la piel del cuero cabelludo. (33)
Mecanismos desencadenantes

Aun son desconocidos las causas especificas que lleven a que aparezca la
caspa. Pero, han determinado la existencia de algunas circunstancias que
influyen en la proliferacion del hongo y desorden funcional de la epidermis. A
estos factores se les relaciona con el clima en cada estacion del afio, a la
reproduccion celular en el estrato basal, a como esta el individuo hormonalmente

y a la actividad metabdlica de microbiota en el cuero cabelludo. (32)

- Condiciones ambientales.
- Actividad hiperproliferativa de la epidermis.
- Desequilibrio hormonal.

- Flora microbiana.

2.4.c. Patologia dérmica

En la parte superficial de la piel humana, existen una variedad de
microorganismos. Estos microorganismos estan en las hendiduras del estrato
coérneo y en los foliculos pilosos como bacterias saprofitas. EI microbiota normal
de la piel se distribuye en micro-colonias de diferentes tamafios, género, raza y
terreno. No se encontraron glandulas endocrinas ni apocrinas. La flora cutanea
normal se define como microorganismos que habitualmente viven de forma
inofensiva en la superficie de la piel y en los foliculos. El precio lo divide en dos

categorias: flora residente o flora consuetudinaria y flora de transicion. (33)
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a) Flora residente

Son organismos que tienen la facultad de reproducirse y adherirse a la parte
superficial de la piel, siendo los componentes principales de la piel. Esta flora
residente no es dafina para los humanos y la cantidad de organismos se
encuentra entre 200 y 50.000/cm2, viven en pequefas colonias en la superficie
del estrato corneo y la capa mas externa de la epidermis, y su composicidn varia
segun ciertas areas de la superficie de la piel, compuesta de un numero limitado

de bacterias, levaduras, acaros aerdbicos y anaerébicos. (36)

Cuadro 2: Flora residente en el cuero cabelludo.

S. epidermidis
Estafilococcus S. capitis.
Micrococcaceae S. aureus.
S. Pyogenes.
Brevibacterium
Organismos — . -
Flora corg;neiformes Propionibacterium P. acné.
cutgnea (corineformes anaerébios) | P. granulosum.
residente Bacilos Acinetobacter A. calcoaceticus var. anitratus.
gramnegativos A. calcoaceticus var. Iwoffi
Microflora Malassezia (Pityrosporum) | M. furfur.
P. ovale.
P. orbiculare
Céandida sp C. glabrata.
C. albicans
Flora parasitaria | Demodex foliculorum

Fuente: Modificado de Sanchez, L. Saenz, E. Infecciones Cutaneas
bacterianas (2006).

b) Flora Transitoria

Esta compuesto por microbios del medio ambiente, estos microbios caen
libremente sobre la piel de forma accidental, no tienen nada que ver con la piel,
y pueden ser retenidos por un corto periodo de tiempo. Se encuentran
comunmente en la piel desnuda, no pueden crecer ni reproducirse en estos
ambientes casi desolados sin ningun sentido de adherencia a la piel. En algunas
personas se presenta la flora ndmada que puede colonizar la piel
ocasionalmente, conocida también como residentes temporales o flores

acompanantes, porque tienden a adherirse a la piel y reproducirse en un corto
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periodo de tiempo, dependiendo de las actividades de la flora de los residentes

y las influencias ambientales. (36)

2.4.d. Descripcion del hongo en estudio
Malassezia furfur

Los hongos del género Malassezia pertenece a la flora normal de la piel humana
y de algunos animales homeotermos, sim embargo, se llegan a convertirse en
patdgenos oportunistas teniendo relacion con varios tipos de dermatosis como
dermatitis seborreica, pitiriasis versicolor, algunas formas de foliculitis, psoriasis,
dermatitis atdpica, papilomatosis reticulada confluente de Gougerot y Carteaud,
eritema anular centrifugo, blefaritis seborreica marginal, intertrigo, acné neonatal
y otras complicaciones sistémicos en humanos, como otitis externa y dermatitis
seborreica en animales, comunmente en perros. (37)

En nifios el indice de proliferacion es baja en comparacién al de los adultos. En
la piel sana del recién nacido, la colonizacion se produce dentro del primer mes
de vida, es un proceso asintomatico y no tiene nada que ver con la salud del
bebé. Especies M. pachydermatis, M. caprae, M. equina. M. nana y M. cuniculi
forman parte de la flora normal de la piel de los animales isotérmicos, se
encuentran en las personas que entran en contacto con estos animales
(especialmente paquidermatis), forman parte de la microbiota cutanea humana,

pero de forma temporal.

Malassezia es el agente causante de la enfermedad de la mancha negra y su
epidemiologia ha cambiado mucho, porque hasta ahora, de las 14 especies
descritas, se han aislado ocho especies, a veces incluso dos, de la escala de
pacientes con manchas negras. Sin embargo, segun la literatura mundial,
aunque se obtuvieron casos esporadicos de todas las lesiones de pacientes con
psoriasis variegada, las micobacterias esporadicas han confirmado su papel
como patdégeno, aunque la mayoria de las investigaciones aislaron a la M.
globosa, M. furfur y M. sympodialis, en algunas situaciones se encontré M.
pachydermatis e los lugares lesionados de pacientes con pitiriasis versicolor,

siendo el agente causal por transferencia, incluso en recién nacidos. (38)
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2.4.d.1. Historia y taxonomia

Por primera vez en 1846, Eichstedt describio, la relacion de un hongo con heridas
de pitiriasis versicolor; en 1853, Robin le puso el nombre de Microsporon furfur;
y en 1889, Baillon clasificé al hongo en del género Malassezia.

Durante mucho tiempo, los investigadores han creido que la levadura y el micelio
son organismos diferentes, por lo que se incluyen en diferentes géneros: la forma
de levadura es Pityrosporum y la forma de micelio es Malassezia. Mas tarde, el
primero en vincular estas dos formas fue Sabouraud, y en 1927 Panja las agrupo
en el mismo género. La primera clasificacién taxonomica oficial del género
Pityrosporum, que consta de dos especies: Pseudomonas ovale y Pseudomonas
pachyderm. En 1977, varios investigadores descubrieron que la levadura
producia hifas in vitro, lo que unificé los dos géneros en 1986, incluidos
Malassezia furfur y Mycobacterium pachyderm. El género se limita a dos
especies, una es lipidica dependiente (Malassezia furfur) y el otro no lipofilico

(M. pachydermatis).

En 1939, Beham descubrié que debido a la dificultad de cultivar Malassezia, se
necesitaba un medio rico para promover su crecimiento. Entre 1960 y 1970, los
estudios han demostrado que para desarrollar Mycobacterium furfur, se
necesitaran acidos grasos saturados con mas de 12 atomos de carbono, pero

menos de 20 atomos de carbono.

En 1996, Guillot y Guého compararon la secuenciacion de genes de grandes
unidades de ARNr, realizaron investigaciones complementarias sobre ADN
nuclear y revisaron la taxonomia de 7 géneros de Malassezia. En la actualidad,
el género Malassezia pertenece a la clase Brasilia, subclase Ustilaginomycotina,
Exobasidiomycetes y Malassezia, e incluye 14 especies: Malassezia furfur, M.
pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. slooffiae, M. dermatis,
M. japonica, M. nana, M. yamatoensis, M. caprae, M. equina y M. cuniculi. (39)

2.4.d.2. Pitiriasis Versicolor:
Es una infeccion superficial producida por hongo, no produce recidivas y es

benigna, comunmente caracterizado por heridas con manchas irregulares de un
solo color y que se descaman, pero en algunos se presenta de diferentes tonos

de color como rosado o marron (en lugares cubiertos de preferencia) o blanca
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(en areas expuestas a la luz), siendo mas comun en la parte superior del cuerpo,

manifestandose de manera hiperpigmentada e hipopigmentada.

Es una patologia del tejido epitelial distribuida por el mundo, mas comun en
zonas tropicales y subtropicales con climas humedos y calidos, favoreciendo la
invasion del hongo en el tejido epitelial, la hidratacion excesiva del estrato corneo
debido a la sudoracién y el calor provocado La disminucion del recambio celular
de serotonina, explicando el aumento de esta patologia durante el verano.
Encontramos otros tipos de factores precipitantes como: Factores externos como
la humedad, temperatura de la piel, obstruccion (tipo de ropa), hiperhidrosis,
mala nutricion, uso de aceites, corticoides sistémicos o inmunosupresores, etc.
Y factores Intrinsecos, incluida la genética, infecciones crénicas (como

tuberculosis), embarazo, diabetes y otras formas de inmunosupresion. (40)

La hipopigmentacion en la piel, se puede explicar porque se bloquea el traslado
del melanosoma al queratinocito o cuando se inhibe la melanina porque se
produce el acido azelaico e inhibe también la propiedad de filtro UV dado por el
producto inddlico del hongo. Pero, en caso de la hiperpigmentacion se da a razon
del edema y de la perdida de grosor en la piel o porque se encuentran en mayor

cantidad estos organismos presentes en la lesion.

Por una prueba histopatologica, se evidencia una gran concentracién del
organismo en la capa cérnea de la piel dafiada, presentado un pequefio edema,
con poca hiperqueratosis y acantosis o con pequefia cantidad de infiltrado
linfocitico perivascular en la superficie, siendo estos facilmente visibles en la piel

danada hiperpigmentada.

El tratamiento primario es toépico; con una duracion de muchas semanas;
lociones, cremas o jabones con acido salicilico y azufre 1-3%, ketoconazol 2%,
terbinafina 1%, imidazoles tépicos en cremas o solucion (1-2%), butenafina o
derivados de piridona como cliclopiroxolamina y griseofulvina topicos. Los
tratamientos orales son una opciéon cuando hay muchas zonas involucradas o

cuando el tratamiento topico no es suficiente.
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Se presenta recaidas comunmente: 60% antes de cumplir el primer afio y 80%
antes de cumplir los dos anos. Las maculas restantes de coloracion leve

persisten a veces cuando ya no se presenta esta patologia. (39)

2.4.d.3. Crecimiento y reproduccion micética

En medio liquido agitado se hace dificil determinar el crecimiento de hongos
filamentosos (parecido al de bacterias), pero la fase logaritmica es cambiada por
una fase casi lineal. Este desarrollo en medio liquido agitado es globoso, porque
esta accién lo cumplen las puntas de hifas y no individualmente de cada célula.
Se requiere que el hongo flote en un medio liquido estacionario o no obtendra
oxigeno necesario. Su crecimiento se da en superficies de poca extension en el

medio y el crecimiento aéreo es variado. (41)

La reproduccion de los hongos es por esporas, siendo estos estructuralmente
unicelulares de resistencia, en el cual se encuentra toda la informacion genética.
Los hongos pueden clasificarse por sus principales caracteristicas como el tipo

de espora que presenta, tamafio y la manera de su esporulacion.

Su reproduccién puede darse de manera asexual (por simple diferenciacion del
micelio) o de manera sexual (al fusionar los nucleos haploides o formar un cigoto
sexual). (42)

2.4.d.4. Curva de proliferacion

Se mide el incremento en el numero de células o de masa celular, o las dos
formas simultaneamente; su proliferacion dependera de las condiciones
ambientales y a la composicién de medio al que se expone. Si el hongo esta
creciendo en un medio acuoso que tiene los nutrientes esenciales necesarios, el
peso seco se grafica contra el tiempo obteniendo una curva que tiene las

siguientes fases:
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Figura 5: Fases de desarrollo de un microorganismo.

Fuente: Estrada, Gloria; Ramirez, Martha. Micologia General (2019).

Es posible distinguir cuatro fases:

A. Fase lag o retardada.

B. Fase logaritmica o exponencial.
C. Fase estacionaria.

D. Fase de autdlisis o de muerte

Fase lag o retardada: Cuando se inocula el hongo en un nuevo medio no hay
reproduccion de forma inmediata, no presenta variacion por algun tiempo; pero
las células individualmente crecen, siendo mas activos sintetizando un nuevo
protoplasma. En este nuevo medio la célula puede presentar déficit de enzimas
y coenzimas, siendo los primeros en ser sintetizados para obtener las cantidades

Optimas para un buen funcionamiento del mecanismo quimico de la célula.

Fase logaritmica o exponencial: La poblacion crece muy rapido, siendo uniforme
en composicion, actividad metabdlica y otras propiedades fisiologicas. Es

elevado el acopio de micelio en peso seco.

Fase estacionaria. La caida de la fase exponencial es gradual, hasta la
suspension del crecimiento, esto se da por el consumo total de los nutrientes y

también por el acopio de subproductos nocivos.
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Fase de autdlisis o de muerte. Generalmente el consumo total de nutrientes
esenciales y el acopio de subproductos nocivos en cantidades significativas para

inhibir cualquier accion explican esta fase. (41)

2.4.e. Forma Cosmética: Shampoo Anticaspa
2.4.e.1. Definicion de Shampoo

El champu o shampoo, es un producto usado para la higiene del cabello,
limpiando la suciedad, la grasa segregada por las glandulas sebaceas, las
células muertas de la piel y en general fragmentos contaminantes

acumuladas en el cabello. (43)

24.e.2. Etimologia
La palabra champu deriva del inglés shampoo, primera vez usado en 1762, y
originalmente significaba "masajear". Pero esta palabra viene del Anglo-Indio
shampoo, y esta viene del Hindi champo, del champna que significaba

"presionar, amasar los musculos, masajear”. (44)

2.4.e.3. Requerimientos
- Los shampoos tienen que mantener el cabello flexible, suave, brillante y

dejandolo facil para poder peinarlo.

- Al cabello le debe conferir un aspecto agradable y sin electricidad estatica.

- No debe haber modificaciones de pH en el cuero cabelludo. (44)

24.e.4. ;Como funciona el shampoo?

La limpieza del cabello por el shampoo se da separando el sebo del cabello y
llevandose la suciedad presente, por los surfactantes del shampoo. El sebo es
secretado por los foliculos pilosos que las mechas de cabello lo absorben con
facilidad conformando una capa protectora. Este sebo defiende a la estructura
proteinica del cabello de los dafos externos, pero este también atrapa la
suciedad, células muertas del cuero cabelludo (caspa) y productos que
usualmente son usados en el cabello (perfumes, gomina, geles, etc.). (44)
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2.4.e.5. Elemento principal del shampoo

El principal componente en una formulacion de shampoo tensioactivo
(surfactante) conocido como agente limpiador, clasificado en las siguientes

categorias:

a. Tensioactivos anionicos: normalmente contienen uno de los cuatro grupos
polares solubles, a saber, carboxilato, sulfonato, sulfato o fosfato, combinado con
una cadena de hidrocarburo hidréfobo. Si la cadena es corta, significa que es
soluble en agua, por el contrario, su solubilidad en agua es muy pequefia y puede
jugar un papel en los sistemas aceitosos. Los tensioactivos mas producidos
pertenecen a esta categoria: detergentes como alquilbencenosulfonatos,

jabones o sales acidas. (45)

b. Tensoactivos catidnicos: se utilizan habitualmente en detergentes,
limpiadores, lavavajillas y cosméticos, compuestos por moléculas lipofilicas e
hidrofilicas, y compuestos por uno o0 mas grupos amonio terciario y cuaternario.
Las sales de amonio terciario de cadena larga obtenidas neutralizando aminas
con acidos organicos o inorganicos generalmente no se usan en detergentes y
productos de limpieza. Su objetivo principal es tratar los textiles y, a veces, como
suavizante que se aclara. Las sales de amonio cuaternario con un solo grupo
alquilo (C12-C18) o dos grupos mas cortos (C8-C10) se utilizan como sustancias
activas antibacterianas. Debido a su capacidad de adsorberse a las fibras o al
cabello, las sustancias mencionadas anteriormente se utilizan como

acondicionadores del cabello. (44)

c. Tensoactivos no ionicos: Los tensoactivos no idnicos no se descomponen en
iones hidratados en medios acuosos. La hidrofilia viene dada por la hidratacion
de amida, amino, éter o hidroxilo. Cuando el numero de estos grupos es
aceptable, su solubilidad en agua es similar a la de los tensioactivos ionicos.
Tiene una amplia gama de aplicaciones, dependiendo del numero de grupos
polares presentes (solubilidad en agua). Muchos de estos tensioactivos son
alcoholes o fenoles etoxilado (lavavajillas, champu). Algunos derivados de
sorbitol pueden usarse para producir tensoactivos no tdxicos con fines

farmacéuticos o alimentarios. (45)
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d. Tensoactivos anféteros: estos productos mostraran cargas tanto positivas
como negativas, dependiendo del pH de la solucion. Como aminoacidos, betaina
o fosfolipidos. Dependiendo del pH del medio, prevalece una de las dos
disociaciones. Este tipo de tensoactivo solo se utiliza en determinadas

circunstancias debido a su elevado coste. (44)

Surfactante proviene de la contraccion de la expresion agente activo de
superficie (surface-active.agent), creado por la corporaciéon GAF. Generalmente
los champus, exceptuando algunos especiales, contienen un surfactante porque
es requerido para formar la espuma y también es el encargado de la limpieza. El
surfactante es formado principalmente por una parte lipofilica y otra hidrofilica.
Gracias a esta propiedad se mezclan intimamente el agua y el aceite / grasas.
La habilidad del shampoo de remover el sebo y el sucio se debe a la cuidadosa
seleccién y mezcla de los surfactantes para no causar dano ni irritacién del cuero

cabelludo ni del cabello. (46)
2.4.e.6. Mecanismo de accion:

El &rea a limpiar tiene una gran variacion dependiendo a su diametro y numero
de fibras capilares, estimandolo entre 4 y 8 m? en la cabeza femenina, esto sin
tener en cuenta la exfoliacién continua que es afiadida al area del cabello y que

puede llegar a cinco capas. (47)

EL shampoo actua sobre la queratina dura y porosa de la fibra capilar y blanda
del cuero cabelludo (sustrato basico). El tallo piloso tiene porosidad que varia
debido a: Tintes permanentes, decolorantes, deslizadores y exposicion al medio
ambiente; En el cuero cabelludo se deposita muchas particulas y materiales
extrafos provenientes del medio ambiente y restos de productos cosméticos

capilares. (44)
2.4.e.7. Funcion de los agentes tensioactivos:

Con tal de lograr la limpieza del cabello y cuero cabelludo se requiere agentes
con gran afinidad por las grasas, por ello los agentes tensoactivos logran la
remocién de grasas, presentando otras caracteristicas de los shampoos y siendo

una base en su formulacion. La parte polar en los agentes surfactantes tiene que
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presentar atraccion al area donde se humedece el pelo, asi es como las
moléculas detergentes en la interfase arrastran el agua sobre el area del cabello

separando la capa de grasa que es eliminado en el enjuagado. (45)

El Mecanismo de remocidn de la capa de grasa del area capilar es complejo,

indicando 5 etapas para este proceso:

1) Transporte del surfactante al area del cabello.

2) Adsorcion de micelas sobre el area de las grasas.

3) Solubilizacion de la grasa por formacion de micelas mixtas aceite-
detergente.

4) Desprendimiento de las micelas mixtas del area.

5) Transporte de la grasa, fuera del area del cabello. (47)

2.4.e.8. Shampoo Anticaspa

Numerosas industrias de cosmética trabajaron en el problema de combatir la
caspa utilizando el Ketoconazol en sus formulaciones, al ser considerado un
poderoso antimicético, también incorporando sulfito de selenio, piritiona de zinc,

alquitran y salicilato, que tienen fungicidas. (48)
Los componentes activos mas empleados que combaten la caspa son:

- Zinc piritiona: Tiene la funcion de disminuir la multiplicacion de microbios, asi
como también presenta un efecto citostatico, lo cual contribuye con el cuidado

capilar y renovacion celular. (44)

- Alquitran: Actua de manera similar que el zinc piritiona, inhibiendo la divisién

celular en el cuero cabelludo como queratoregulador. (45)

- Sulfuro de selenio: es empleada para prevenir la division celular acelerada,
tiene como efecto desfavorable decolorar el cabello por ello se debe usar con

debida precaucion. (44)

- Acido salicilico: Este componente al combinarse con el azufre coloidal y sulfuro
de selenio actua como exfoliante eliminando las excesivas células muertas en el

cuero cabelludo, por otro lado, también es utilizado en el tratamiento de la caspa
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severa disminuyendo la inflamacion después de la descamacién producida por

esta dermatitis capilar. (45)

2.4.f. Farmaco utilizado como Patron
24f1. Ketoconazol

Este medicamento perteneciente a los imidazoles es utilizado para tratar
infecciones causadas por hongos, dentro de esta familia se encuentran el

clotrimazol, fluconazol, itraconazol e imidazol. (49)

Los antifungicos imidazdlicos tienen varios mecanismos de accion, las cuales
son inhibiendo la respiracion enddégena del hongo y la transformacion de los
hongos a micelas, asi como también alterar la interaccion de los fosfolipidos de
la membrana celular. El shampoo de ketoconazol al 2% inhibe de lo biosinlesis
de ergosterol u otros esteroles, lesionando lo membrana de la pared celular del
hongo y alterando su permeabilidad; inhibe lo biosintesis de triglicéridos y

fosfolipidos de los hongos y la actividad enzimatica oxidativa y peroxidativa.

El ketoconazol de forma in vitro evita la aparicion de pseudo hifas en la especie
Candida y aumenta la fagocitosis de estos hongos. También este farmaco a una
dosis de 200 a 400mg/dia actua inhibiendo la sintesis de esteroles, aldosterona,
cortisol y testosterona en el ser humano. Por otro lado, el ketoconazol es
empleado en la clinica para el tratamiento del cancer prostatico y el distrés
respiratorio al inhibir la sintesis de tromboxanos en pacientes mayores de alto

riesgo. (50)

La biodisponibilidad de Ketoconazol como medicamento es de 80% y es
intensamente metabolizado, siendo excretado por los rinones solo de 2 a 4%. Es
el medicamento preferido en la candidiasis mucocutanea crénica, raramente
existe resistencia al Ketoconazol. Puede interaccionar con las cefalosporinas,
aumentando la concentracion sanguinea de esta ultima, lo que puede resultar en
nefrotoxicidad. El Shampoo de ketoconazol al 2% no se detecta em plasma en
individuos sanos ni en pacientes con infecciones, quedandose en la epidermis

sin ser absorbido sistematicamente. (49)
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Figura 6: Estructura del ketoconazol

Fuente: Pérez Castellano, Teresa. Antifungicas dosis veterinarias para
Candidas y Malassezia (2016).

2.4.g. Control de Calidad

El nombre calidad proviene de la palabra griega Kalos que significa “lo bueno, lo
apto” desde inicios de la industria. Al medir las caracteristicas de un producto

relacionando con los fines que tendra realizamos un estudio de la calidad.

En la industria farmacéutica el control de calidad implica una planificacién de
disefiar, mantener y dar seguridad de los productos que se elaboran, asi como
evaluar la pureza del principio activo desde su fabricacion hasta el consumo
humano, a este proceso se le denomina buenas practicas de manufactura
(B.P.M.) para universalizar los criterios a tener en cuenta durante estos procesos
y obtener la calidad del producto. Para la produccién de shampoo en la industria
cosmetica se debe realizar el control de calidad en varios procesos tanto en la
elaboracién del producto y en el producto ya acabado listo para su uso. (51)

2.4.9.1. Pruebas de Control de Calidad en Cosméticos

Para realizar el control de calidad fisicoquimico en productos cosméticos es
importante supervisar y comparar el producto con las especificaciones
declaradas por el fabricante. Durante este analisis de calidad se debe verificar la
forma adecuada de manipulacién del producto y que estas condiciones estén
especificadas por el importador, ademas deben estar realizadas por un
especialista con un protocolo ya estandarizado y equipos calibrados en
condiciones idoneas. Mas adelante se describen las pruebas de control de
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calidad microbioldgico, fisicoquimico y organoléptico a la cual debe estar

condicionado el producto. (52)
a) Pruebas organolépticas

Estas pruebas necesitan del uso de los sentidos como el olor, color, aspecto,
sabor y tacto, mediante los cuales analizamos las caracteristicas del producto.
Gracias a estas caracteristicas que se evaluan se pueden identificar alteraciones
que se presentan en la muestra como: separacion de fases, precipitacion,
formacién de grumos (cambios fisicos) y variaciones en el color, turbidez

(cambios quimicos de oxidacion), etc. (53)

El control fisicoquimico se debe realizar mediante una comparaciéon con la
muestra estandar, que esté en condiciones de temperatura y humedad
controlados a las del medio ambiente, para poder observar si se presenta
cambios en sus propiedades organolépticas de la muestra analizada o si
mantiene estas caracteristicas macroscopicas; Para utilizar la muestra estandar
o de referencia también se deben realizar al inicio controles de sus
caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas que deben estar ya establecidas

por el fabricante. (53)

Existen diferentes métodos empleados para evaluar el color; Los métodos
visuales e instrumentales son los mas aplicados hoy en dia. Para el analisis
visual se hace una comparacién entre los colores de la muestra y el patrén,
almacenados en las mismas condiciones segun las especificaciones
establecidas, este examen se realiza a diferentes longitudes de onda (en
camaras especiales), en condiciones de luz blanca, natural o artificial. En
cambio, en el andlisis instrumental la deteccion del color se realiza por un
espectrofotometro en la cual se compara el espectro en la region visible de la
muestra con el espectro de referencia o estandar, sefialando los cambios que se
presentan en las tonalidades del color. Esta prueba solo es posible para
muestras homogéneas, pero para las emulsiones que son productos
heterogéneos mezclas de polvos y otras mezclas con diferentes intensidades de

color se prefiere antes tomar fotografias, que ayuden a evidenciar los cambios,
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en condiciones ideales; Por ejemplo, sin flash y con un fondo claro, para evitar

que la coloracién cambie con la muestra de referencia. (54)

En la evaluacion del olor, se realiza a través del sentido del olfato, se comparan
los olores entre la muestra y la referencia o estandar manteniendo su olor, y
deben estar almacenados en el mismo material de empaque; Solicitar otra vez
la muestra o del extracto utilizado para elaborar de nuevo el producto es una

alternativa para asegurarse de que no hay variaciones del olor en la prueba. (52)

Para cosméticos como labiales cremas dentales y enjuagues bucales se realiza
mediante el paladar, en la cual el producto debe cumplir con la muestra estandar
interno. El analisis sensorial se realiza siguiendo protocolos ya estandarizados,
con la finalidad de no desviarse por las preferencias propias de uno mismo (del
fabricante), sino que contenga aspectos equiparables a lo que prefiere el

consumidor, siendo:

e Como se observa el producto.
e Como se siente el producto al tomarlo.
e Como se siente el producto al ser aplicado.

e Caracteristica secundaria y sensacion al tacto.

La calidad de un cosmético esta dada por cdmo se adecua las propiedades que

presenta frente al uso que se le da y para el que fue elaborado. (54)
b) Pruebas Fisicoquimicas

Tienen un procedimiento estandar para realizar pruebas que determinen las
caracteristicas del producto, estas pruebas se llevan a cabo con el uso de
equipos debidamente calibrados, con un mantenimiento que garantice su
resultado en las mediciones, los resultados deben ser repetitivos sin variaciones
al seqguir los procedimientos ya establecidos, también deben tener documentos
donde se registren sus resultados para comprobar la veracidad de estos

resultados.
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Los métodos mas comunes son:

e Determinacion del pH: El pH es definido como el logaritmo negativo en
base 10 de la concentracion de hidrogeniones que se encuentra en una

disolucién acuosa acida. (55)
pH: - log[H+] = log (1 / [H+])

Cuando se observa un cambio en [H+] por un factor de 10 resulta en un cambio

de unidad de pH; El pH esta dado por:
pH=-log [H+] =-1log (1.0 x 10 -7) = 7.00
En esta forma el pH de una disolucion neutra es 7.00.

Las disoluciones se pueden diferenciar en acidas y alcalinas de acuerdo con la

variacion en las concentraciones de hidrogeniones que definen el pH:

0 pH <7 en disoluciones acidas.
o pH > 7 en disoluciones basicas.

0 pH =7 en disoluciones neutras. (53)

Potenciométrica mente el pH se calcula mediante la diferencia del potencial de
electrodos que se sumergen en la muestra analizada. Esta prueba depende de
las concentraciones de hidrogeno presentes en la solucion y deben estar

correctamente calibrados los equipos con soluciones buffer de referencia. (54)

e La viscosidad: es la capacidad de resistencia a la fluidez de los liquidos,
junto con la tensién superficial son propiedades propias de los liquidos, la
viscosidad tiene como unidad general al poise que equivale a 1 g/cm-s,
generalmente la viscosidad se mide en centipoises (cP), que tienen como

valor equivalente a 0.01 poise (P). (55)

Existen diferentes métodos para determinar la viscosidad. Los viscosimetros

mas conocidos son: rotacion, de orificio y capilar. (53)

- Viscosimetro rotatorio: estos viscosimetros son empleados en tipos de

sustancias liquidas que son independientes de la temperatura y de la presién (a
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diferentes exposiciones y condiciones de la muestra); En la estructura del equipo
se tienen dos partes las cuales son el cabezal con un motor y un husillo
accionado por el motor; La viscosidad se determina al medir la resistencia del

husillo que se encuentra girando dentro de la muestra.

- Viscosimetro de orificio: este tipo de viscosimetro es usada para comparar la
fluidez de la muestra con la del agua, para esta medicidn el equipo consta de un
vaso en forma de cono con un orificio ubicada en la base; para elegir el diametro

del orificio se determina de acuerdo de la viscosidad a analizar

- Viscosimetro capilar: se mide la duracién con la que fluye la muestra en
comparacion al flujo del agua, esto se consigue gracias a que se genera la fuerza

hidrostatica que permite fluir al liquido dentro del tubo capilar.

Se define como densidad al peso de masa que existe sobre un volumen de

liquido o muestra:
Densidad= masa / Volumen

Para realizar mediciones de densidad en muestras solidas o liquidas se
representan en unidades de gramos por mililitro (g/ml). También hay que tener
en cuenta que las variaciones en la temperatura influyen con el cambio del
volumen, aumentando o disminuyendo también la densidad, por ello al medir la
densidad se debe indicar la temperatura de nuestra muestra. La temperatura
ambiente se considera a 25 °C que se entiende como temperatura normal. Para

medir la densidad tenemos varias formas dentro de ellas estan: (54)

Densidad absoluta: Es medida por el valor de una masa que tiene una sustancia

entre el volumen que ocupa esta sustancia (d=m/v).

Densidad relativa: Es la comparacion de las densidades absolutas que existen
entre una muestra liquida y una muestra estandar o de referencia que ya esta

determinada.

Densidad aparente: esta medida se realiza al inicio del proceso de compactacion,
la cual consiste en realizar una comparacién de forma directa entre la masa y su

volumen que es medida en un cilindro graduado. (53)
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c) Pruebas Microbioldgicas

para realizar los controles microbiolégicos en productos cosméticos se deben

tener en cuenta los limites microbioldgicos permitidos por la Comunidad Andina

de Naciones, emitida en su resolucion 1482 del afio 2002, con la finalidad de

garantizar las acciones de control en la industria cosmética, para asi tener

normas estandarizadas que deben cumplirse segun la notificacion sanitaria de

forma obligatoria. (56)

En el cuadro 3 y 4 se muestran los parametros de control establecidos por la
comunidad andina en los ultimos afnos.

Cuadro 3: Parametros de control microbiolégico para cosméticos. (57)

AREA DE APLICACION Y FASE
ETARIA

LIMITES DE ACEPTABILIDAD

Productos para uso en infantes
(hasta 3 afios)

Productos para uso en el area de
los ojos

Productos que entran en contacto

con las membranas mucosas

a) Recuento de microorganismos mesdfilos
aerobios totales. Limite maximo 5 x 102 UFC/g
oml.

b) Ausencia de Pseudomona aeruginosa en 1
gomi

c) Ausencia de Staphylococcus aureus en 1 g
oml.

d) Ausencia de Coliformes totales y fecales en

1goml

Demas productos cosmeéticos

susceptibles a contaminacion

microbiolégica

a) Recuento de microorganismos mesofilos
aerobios totales. Limite maximo 5x 10° UFC/g
o ml.

b) Ausencia de Pseudomona aeruginosa en 1
goml

c) Ausencia de Staphylococcus aureus en 1 g
o ml.

d) Ausencia de Coliformes totales y fecales en

1goml

Fuente: Comunidad andina. Resoluciéon 797- limites de contenido

microbiolégico de productos cosméticos (2012).
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Cuadro 4: Condiciones y limites microbiolégicos para productos
cosméticos.

CONDICIONES Y LIiMITES MICROBIOLOGICOS | LIMITES
CONDICIONES

pH acido <3,0

pH Alcalino =>10,0
Soluciones hidroalcohdlicas 220%
Temperatura de llenado >65,0 °C
Actividad del agua (aW) <0,75
Productos de base solvente Sin limite
Productos Oxidantes Sin limite
Clorhidrato de aluminio y sales relacionadas 15% al 25%

Fuente: Division de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos. Manual de
microbiologia aplicada a las industrias farmacéutica, cosmética y de productos
médicos (2016).

El contenido de agua presente en la formulacién del producto cosmético favorece
a un aumento en la velocidad de multiplicacion y aparicion de microorganismos
y esto no depende de la cantidad de humedad que exista en el producto, ya que
para la division y metabolismo de microorganismos se requiere de agua que se
encuentra en la formulacion; También se emplea la actividad del agua, que es la
cantidad de agua que esta presente dentro de un producto, y se define con una
comparacion entre la presién de vapor de agua presente en un producto y la del

agua pura (ambos a una temperatura igual). (54)

La multiplicacion de microorganismos dentro de un producto cosmético genera
alteraciones en la estabilidad fisicoquimica del producto (cambios en el aspecto,
coloracién, olor y textura); También presenta un riesgo para la salud de las
personas, con la aparicion de posibles infecciones en la zona de aplicacion. Los
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productos cosmeéticos generalmente necesitan de conservantes en sus

formulaciones que eviten la proliferacién de microorganismos.

Estas son las principales caracteristicas que debe tener un conservante:

o Debe ser de amplio espectro (actividad contra hongos, levaduras, bacterias
Gram positivas y Gram negativos)

Considerar solubilidad en agua y aceite

Coeficiente de reparticion

Temperatura de adicion

Espectro de accion

Eficiente a bajas concentraciones

Debe ser estable

Debe ser incoloro e inodoro

Tener un rango de pH amplio

Compatible con la formulacién y con todos los ingredientes que la forman.

Toxicidad

O 0O 0O 0O o 0O o o o o o

Porcentaje de uso y relacion costo-beneficio

Es importante evaluar la eficacia del conservante que se va a utilizar en el
producto, para ello se tiene los ensayos ya estandarizados por la USP, uno de
los métodos empleados es la inoculacién del conservante que esta dentro del
producto con un microorganismo, segun los procedimientos descritos en la

técnica. (53)

En el analisis microbiolégico se debe almacenar el producto cosmético en
condiciones ya determinadas por un periodo de tiempo en la cual se realizara los
controles microbiolégicos (para contabilizar los microorganismos sobrevivientes)

hasta cumplir el periodo de un mes.

Los microorganismos causantes de contaminacién microbiana en productos

cosmeéticos con mayor frecuencia son: (58)

Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus

v
v
v Escherichia coli
v

Salmonella spp
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v Clostridium spp
v" Hongos filamentosos y levaduras

v" Candida albicans

Para verificar la presencia de microorganismos en productos cosméticos se
utiliza las pruebas de recuento microbiologico, las cuales se mencionan a
continuacion: (56)

- Recuento Aerobios Mesofilos: Se siembra 0.1ml de muestra, previamente
diluida en la solucién madre que contiene caldo Caso en placas con medio de
agar PCA; Luego se realiza el recuento total de microorganismos que aparezcan
en las placas cultivadas después de las 48 horas a una temperatura de 32.5°C.
- Recuento de Hongos y Levaduras: Se realiza el sembrado de la muestra en
placas que contengan el medio agar Sabouraud y se realiza el conteo de hongos
y levaduras después de 5 dias de cultivo a 22.5°C.

- Ausencia de Patégenos: Se realiza con la finalidad de evaluar la presencia o
ausencia de microorganismos como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella ssp; Se realiza el sembrado de la
muestra en un medio especifico para cada microorganismo y se procede con la

lectura después de 24 horas de haber cultivado.

Test de desafio o Efectividad de Preservantes: Esta prueba se realiza para
evaluar que el conservante presente en la formulacién del producto cosmético
cumple su funcién como conservante, para ello se coloca al interior de la muestra
diferentes tipos de cepas patégenas “Candida albicans (ATCC No. 10231), K
(ATCC No. 16404), Escherichia coli (ATCC No. 8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC No. 9027), y Staphylococcus aureus (ATCC No. 6538)” las cuales se
observan que disminuyan dentro de un rango ya definido después de un periodo
de 28 dias de incubacion. (54)

2.4.h. El cabello
2.4.h.1. Estructura del cabello

En el cabello se pueden considerar dos partes principales:

El Tallo: Presenta un diametro de 70 a 100 micras con una carga de ruptura que

oscila entre 40 a 60 gramos; Esta ubicada en la parte externa del cuero cabelludo
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y formado a través de tres estructuras concéntricas que son: cuticula, cortex y
medula. (59)

v

Cuticula: esta ubicada en la parte externa del tallo, estructurada de 6 a 8
capas de células que se extienden a las puntas del tallo, la cuticula determina
el grado en el que esta maltratado nuestro cabello ya sea por excesivos
procesos de decoloracion, exposicion a tintes permanentes o por dafios del
propio medio (viento, polvo, la lluvia luz solar, agua salada, etc.). (60)
Corteza: Formando parte de la parte gruesa del tallo piloso cumple con la
funcién de dar elasticidad y resistencia (caracteristicas mecanicas del
cabello), también la coloracion del pelo esta condicionado a este sector del
tallo; Por ello los cosméticos van a actuar en esta parte generando cambios.
(4)

Médula: formada por células especiales que tienen espacios de aire entre
ellas, se encuentra la medula central solo en los cabellos largos, pueden estar
presentes en todo el tallo piloso o solo en la parte inicial, asi como también

no estar presentes en el tallo piloso. (4)

La Raiz: se encuentra en la zona de la dermis, dentro de la raiz se realiza el

metabolismo y division mitdtica de las células; La buena circulacion sanguinea

favorece en la aceleracion del crecimiento del cabello y disminuye cuando hay

una mala circulacion de la sangre; La raiz termina en un bulbo en cuyo hueco

central se alberga la papila dérmica que es la que alimenta el pelo. (59)

La raiz se forma a partir de un bulbo en la porcion del estrato de Malpighhi, donde

las células se multiplican al unirse con la papila y van eliminando al exterior las

mas antiguas a través de la oxidacion. (61)

Figura 7: Seccion transversal del cabello

Fuente: Arroyave, Maria; Gomez, Paula. Elaboracion de un producto con base

en colorantes naturales para tehir el cabello (2006).
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2.4.h.2. Quimica del cabello

La composicion del cabello se basa en cinco elementos organicos (carbono,
hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y azufre) los cuales al unirse con otros elementos
forman proteinas como la queratina, los lipidos, los minerales y pigmentos que

dan coloracion al cabello: (62)

La queratina alfa es una proteina que se encuentra en altas concentraciones en
el cabello, inclusive mucho mayor que en la lana de los ovinos (en una proporcién
de 15 — 17%). Tiene un peso molecular de 45 000 aproximadamente; En sus
propiedades fisicoquimicas es completamente insoluble en el agua, sustancias
de medio alcalino y en medio acido; También presenta resistencia a la digestidn
de enzimas. Ademas, tiene alta cantidad de cistina y baja proporcién de azufre.
(13)

En la estructura quimica del cabello también se encuentran a los lipidos que
tienen dificultad en determinarse cuantitativamente, porque son derivados del
sebo; los lipidos se encuentran formados por colesterol, fosfolipidos, triglicéridos,

ceras, escualeno y acidos grasos libres.

Los minerales forman parte de la estructura quimica, en general estan
conformados por: hierro, zinc, magnesio, cobre y plomo; Estos oligoelementos

ayudan en los procesos proteico-enzimaticos. (62)
2.4.h.3. Pigmentacion del cabello

La coloracion del cabello esta controlada genéticamente, y se da por la presencia
de melanocitos que son pigmentos naturales localizados al interior del cortex, la
ausencia de melanina genera la aparicion de las canas; Por lo tanto, se afirma
que a mayor concentracion de melanocitos mayor coloracién tiene nuestro
cabello. (13) La queratina que es una proteina del cabello se forma a partir de la

transferencia de melanina a través de los queratinocitos (63)

La sintesis y produccién de melanina se realiza unicamente a través de los
melanocitos (células hormonales) y no se regeneran, esto produce la aparicion
de canas, ya que al ser hormonales cuando mueren ya no es posible su sintesis.
(13)

En la coloracion del cabello se tiene dos tipos de melanina:
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Figura 8: Estructura quimica de la Eumelanina.

Fuente: Ginna, Machado. Quimoa, amaranto y arginina como ingredientes

protectores en tintes para cabello (2015).

Figura 9: Estructura quimica de la Feomelanina.

Fuente: Ginna, Machado. Quimoa, amaranto y arginina como ingredientes

protectores en tintes para cabello (2015).

La feomelanina y la eumelanina estan presentes en la piel y los cabellos, y se
biosintetizan a través del metabolismo de la tirosina, ambos componentes se
encuentran presentes en el interior de los melanocitos del cabello en forma de

granulos; la eumelanina es el mas abundante en el cabello. (63)

Eumelaninas: es la que da coloraciones oscuras, que van desde un color negro
hasta una coloracion castafa, no es soluble en soluciones acuosas;

Estructuralmente estan formados por “acido 5,6 dihidroxiindole-2 carboxilico y
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acido pirrol carboxilico” enlazados por enlaces covalentes C-C de forma

intercalada. (13)

Feomelaninas: Estos pigmentos a diferencia de las eumelaninas generan
colores claros, que pueden variar desde un color amarillo hasta una coloracion
rojiza, son muy solubles en soluciones alcalinas; Estructuralmente estan
formados por “unidades de 1,4-Benzotiazina” unidos mediante enlaces de

puentes de manera intercalada. (13)

La cantidad de melanina que se encuentra en el hombre depende de la variacién
interindividual como: el tipo de gen, raza, etc. A continuaciéon, mostramos en la

siguiente tabla los porcentajes de melanina:

Cuadro 5: Contenido de la eumelanina en cabello humano.

CONTENIDO DE LA EUMELANINA EN CABELLO HUMANO
ORIGEN DEL PIGMENTO CONTENIDO DE EUMELANINA (%)
CABELLO CASTANO ITALIANO 1.1
CABELLO NEGRO JAPONES 2.0
CABELLO PELIROJO IRLANDES 0.3
CABELLO RUBIO ESCANDINAVO 0.06
CABELLO ALBINO 0.0

Fuente: Ginna, Machado. Quimoa, amaranto y arginina como ingredientes
protectores en tintes para cabello (2015).

2.4.h.4. Decoloracion del cabello

Es un proceso que se realiza para aclarar suavemente el color normal del
cabello; este procedimiento puede realizarse a través de dos maneras:
-Aplicando decolorantes directamente al cabello
-Utilizando tintes especiales. (64)
Decolorantes: Ayudan el aclaramiento del color de cabello, para esto necesitan
de sustancias pre-oxigenadas, como el peréxido de hidrogeno, que es el mas
utilizado por sus ventajas:
a) la decoloracion es en tiempo mas corto que otros decolorantes y no
presenta efectos secundarios.

b) Se puede controlar facilmente la decoloracion.

c) tienen un amplio margen de seguridad al usarlo.
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El proceso de oxidacion se realiza mediante la union del peréxido de hidrogeno,
que se encuentra en el agua oxigenada, con la melanina lo que conduce
rapidamente a absorberse y expandirse por el tallo capilar; Logrando el
aclaramiento de la melanina que esta presente en el cabello aclarando el cabello.
La melanina puede ser destruida en su totalidad por soluciones muy alcalinas,
por ello la oxigenta tiene un estabilizador de pH de 3.5 a 4.0 que se mezcla con

el peroxido de hidrogeno. (61)

2.4.i. Tintes capilares
Los tintes capilares tienen sustancias quimicas que tienen la funcién de cambiar
la coloracion del cabello, ya sea la tonalidad del cabello o cubriendo los cabellos

canos, se clasifican de acuerdo con su duracion o componentes. (65)
24.i1. Tipos de tintes
Segun su permanencia se clasifican en:

1. Coloracién temporal. Estos tipos de tintes se almacenan en la parte externa
del cabello, no penetrando el cabello, porque no contienen amoniaco ni
oxidantes (que son los componentes que dilatan la fibra capilar abriendo las
capas del pelo permitiendo asi la difusion del tinte por el tallo capilar). Son
empleados para modificar la tonalidad del cabello, aclarar el color natural,
mejorar el teAido de un tinte permanente u ocultar las canas; Las
presentaciones de estos tintes son en forma de aerosoles, gel, espumas,
entre otras. (4)

2. Colorantes semipermanentes. son elaborados a parir de férmulas suaves,
que no penetran intensamente los cabellos, y al ser empleados no es
necesario el peroxido de hidrogeno; y tienen una permanencia moderada
ya que se mantienen hasta por 4 a 5 lavados. (4)

3. Colorantes permanentes. A diferencia de los tintes ya mencionados, los
tintes permanentes si penetran totalmente la cuticula y se almacena sus
particulas en la corteza, produciendo una coloracion mas prolongada que
resiste a los lavados y factores del medio ambiente; La duracién de la
coloracion depende del volumen de peroxido de hidrogeno incluido en la

preparacion; Al pasar el tiempo la coloracion va disminuyendo en
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tonalidades de acuerdo a los lavados, en algunos casos cambiando

totalmente el color del cabello. (4)
Por su origen se clasifican en: (15)

a. Tintes vegetales: Henna, manzanilla, quina, nuez verde, ruibarbo, indigo.

b. Tintes Minerales: Acetatos (Pb, S, Cu, Ni, Ag y Co), sales de plomo, sales
de plata, sales de tiosulfato.

Nitrofenilediaminas, nitraminofenoles,

c. Tintes Sintéticos:

aminoantraquinonas, derivados aromaticos polihidroxilico.

El siguiente cuadro nos muestra los dafios que pueden ocasionar los tintes segun

sus componentes:

Cuadro 6: Agentes quimicos contenidos en tintes.

DANO

La exposicién prolongada del benceno produce defectos en
el nacimiento o el cancer, dafio en los tejidos celulares
sanguineos al tener contacto con la piel; periodos cortos
causan irritacion y enrojecimiento de la piel.

AGENTE
Benceno

Amoniaco de plomo

Es muy toxico para el sistema nervioso al ser inhalado y al
tener contacto directo con la piel ocasiona lesiones graves.

Hidroquinonas

Genera irritaciones en la piel y sensaciones de quemadura.

Resorcinol

Produce alteraciones en el sistema endocrino, irritaciones
en la piel y en los ojos (por alergia a este componente).

p-fenilendiamina

Puede ocasionar dermatitis de contacto irritativa y alérgica

sensibilizante.

p-toluendiamina, 4- | Causa irritacion a nivel ocular, cutaneo, respiratorio y
Amoniaco, Persulfato | urticaria en la piel.
de amonio

Persulfato potasico Puede causar rinitis y asma.
Fuente: Cervantes, Yesica; Ramirez Yazmin. Estudio de cancer en
micronucleos de la mucosa oral (2015).

Colorantes vegetales:

Estos colorantes que son naturales se clasifican en familias, las cuales son:

a) Carotenoides: Poseen en general la estructura quimica “poliénica”, formada a
partir de 40 atomos de carbono; A este grupo pertenecen las xantofilas y los
carotenos. (66)

b) Clorofila: este colorante se encuentra en los cloroplastos, en abundantes
cantidades en la naturaleza, también es insoluble en soluciones polares. (67)

c) Antocianinas: tienen propiedades importantes; EI cambio en la temperatura

puede ocasionar la pérdida del color, por disminucién del peso molecular
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(eliminacion del glicésido); también son completamente solubles en soluciones
acuosas. Estos pigmentos son los que dan una variedad de colores, rojo, azul,
anaranjado, purpura que estan presentes en las frutas. (66)

d) Flavonoides: Son pigmentos que generan la coloracion amarilla, estan
formados estructuralmente por una aglicona (formado a partir del 2-
fenilbenzopirona). (68)

e) Betalainas: Estan formados estructuralmente por glucésidos, a partir de
setenta pigmentos hidrosolubles que forman parte de este grupo, También estan
clasificadas en dos grandes grupos: las betaxantinas que generan la coloracién
amarilla y las betacianinas que dan la coloracion roja. (67)

f) Taninos: Estan formados por compuestos fendlicos que producen una
coloracion amarillo-café, pueden ser solubles o insolubles en agua; También son
empleados en el cabello ondulado para alisar los rizos logrando la disminucion

del pelo encrespado. (68)

24.j. Colorimetria

El colorimetro realiza mediciones triestimulo, donde se observa a través de filtros
los colores basicos a semejanza del ojo humano (rojo, amarillo y azul). Los
colorimetros miden valores de la cantidad de estas coloraciones que tienen los
productos, esto ayuda a ajustar los componentes del color. También este equipo
tiene muchas ventajas como: ser de facil manipulaciéon y costo bajo; Ademas,
ayuda a medir la reflectancia a través de una iluminaciéon simple, una de las
desventajas de este equipo es que no se puede realizar mediciones en

complejas como fuerza de color y meteorismo. (69)

24.j1. Caracteristicas
v" Con el método de medicién CIELAB, el color se mide en forma de tres
variables, L*, a*, y b*.
v' Se debe especificar el tipo de iluminante para realizar la medicion.
v' La semejanza del color se establece por el limite de impresion en el color
para el control de un producto.

v El colorimetro es un instrumento de mediciéon del color especifico

<\

Tienen la capacidad de medir los colores directamente.
v" Los colorimetros se basan en medir a través de filtros de color en base a

la medicidon triestimulo de colores directos; Sin tomar en cuenta las
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densidades, las tonalidades, grisura, entre otras especificaciones o

caracteristicas. (70)

24.j.2. Entendiendo El Espacio de Color CIE L*A*B*

La observacién del color es distinta en cada persona debido a la variabilidad
interindividual, esto conlleva a observaciones equivocadas y confusiones al
especificar el color para los fabricantes y proveedores, generando gastos
adicionales a la empresa.

Espacio de Color

Para describir el color de un producto se puede determinar a través de
mediciones numéricas, a esta anotacion llamamos “espacio de color”.

La autoridad encargada de la luz y el color es el CIE (Commission
Internationale del Eclairage) que actualmente define tres espacios de
medicién del color: CIE XYZ, CIE L*C*h, y CIE L*a*b*, para estandarizar el
color de un objeto en forma objetiva.

Actualmente el espacio de color CIELAB o también llamado L*a*b*, es el mas
conocido y empleado para analizar la coloracion de un objeto, este espacio
de color es mas utilizado porque realiza una mediciéon coherente y uniforme
al comparar los datos cuantitativos con la percepcion del ojo humano.

Coordenadas L*a*b*:

Figura 10: El Espacio de Color CIE L*A*B*.

Fuente: Konika Minolta Sensing Americans. Entendiendo el espacio de
color CIE L*A*B* (2020).
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Al clasificar a los colores se analiza en tres aspectos: saturacion (vividez),
luminosidad (brillo), y matiz (color). Al crear rangos para estas caracteristicas
se logra una forma especifica que define el color.

El espacio de coloracién L*a*b* se basa en la teoria de color oponente, donde
afirma que dos colores (rojo-verde) y (azul - amarillo) no pueden estar a la
misma vez.

Donde:

L*=luminosidad

a*= coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde)

b* = coordenadas amarillo/azul (+b indica amarillo, -b indica azul)

Existen muchos equipos que miden cuantitativamente las caracteristicas del
color, estos equipos miden el color de un objeto en diferentes espacios de color

y generan valores para comparar con las coordenadas L*, a*, y b*. (71)

Figura 11: Coordenadas de la Escala CIELAB.

Fuente: Konika Minolta Sensing Americans. Entendiendo el espacio de
color CIE L*A*B* (2020).
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2.5.

MARCO CONCEPTUAL.:

Medicina tradicional: Se denomina asi, a todo el conjunto de acciones y
conocimientos ancestrales de diversas culturas que se practican, con la
finalidad de prevenir o curar, fisica y/o mentalmente al ser humano. Estas
acciones se basan en experiencias, creencias hipotéticas que no tienen
sustentos cientificos. (72)

Principio activo: Es toda sustancia o combinacién de dos o mas sustancias,
que se usan para elaborar medicamentos con la finalidad de ejercer efectos
fisiologicos y/o modificaciones dentro de nuestro organismo; Esta sustancia
llega a ser el componente activo del medicamento con acciones

farmacoldgicas, inmunoldgicas o metabdlicas. (73)
ATCC: American Type Culture Collection.

Bioseguridad: se llama asi a todo el conjunto de procedimientos, normas y
acciones ya estandarizadas que se deben cumplir durante la ejecucion de las
investigaciones cientificas, con la finalidad de prevenir riesgos quimicos,

fisicos que pueden ponen en peligro la salud humana. (74)

Cepa: se denomina asi, a un conjunto de bacterias u hongos que tengan las
mismas caracteristicas bioldgicas propias, de una misma especie, generadas

a parir de un solo aislamiento.

Colonia: Es el crecimiento y reproduccion de los hongos que se pueden
observar a simple vista; Generados a partir de un solo hongo que existia
anteriormente. (75)

Concentracion minima inhibitoria (CIM): Se denomina asi, a la cantidad mas
infima del antibidtico o antimicético capaz de inhibir o eliminar al crecimiento
observable de una cepa del hongo, dentro de un periodo de 18 a 24 horas de

incubacion. (76)

Disco de sensibilidad: Son materiales de forma circular con un diametro
regular, que contienen cantidades de sustancias (antimicrobianos o

antimicoéticos o soluciones estandar), que pueden o no generar la inhibicion
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de los hongos dentro de una cepa determinada, esto ayuda a determinar la
concentracion mas minima a la cual puede ser eliminada el hongo o las
bacterias. (77)

Esterilizacion: Es un procedimiento validado que se realiza con la finalidad de
eliminar todo tipo de microorganismos vivientes o existentes en el medio. Se puede

ejecutar a través de diferentes métodos (fisicos, quimicos o gaseosos). (76)

Iritis: es la hinchazon e irritacion (inflamacion) en el anillo de color alrededor

de la pupila del ojo (iris). (78)
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES:
3.1.1. Material Bioldgico
3.1.1.1.  Microorganismo de experimentacion.
3.1.1.2. Mechones de cabello natural decolorado.
- Malassezia furfur ATCC14521.
3.1.1.3. Material botanico.

- Frutos de Genipa americana L. “Huito” obtenido del distrito de Echarati,
provincia de la Convencién del departamento del Cusco.
3.1.2. Materiales e instrumentos de laboratorio.

3.1.2.1. Material de campo.

- Bolsa de papel Craft.

- Bolsas de polietileno.

- Termometro ambiental digital.

- Tijeras y cuchillo.

- Camara Fotografica Digital.

- Cuaderno de campo.

- Lapices y lapiceros.

- Reloj.

- Papel periddico reciclado.

- Cinta adhesiva.

3.1.2.2. Material de Laboratorio

- Pipetas.

- Vasos de precipitado.

- Balones.

- Placas Petri.

- Tubos de ensayo.

- Micropipetas.

- Discos de sensibilidad.

- Tips de 100UL.

- Viales.
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Probetas.
Buretas.
Espatulas.
Pinzas estériles.
Matraces de Erlenmeyer de 200, 500 y 1000 ml.
Fiolas de 50 y 1000 ml.
Goteros.
Gradilla.
Luna de reloj.
Asa de siembra.
Regla milimétrica.
3.1.2.3. Equipos (Especificaciones)
Balanza Analitica con una capacidad de 210 g, resolucion de 0,1 mg y
sensibilidad de 1 mg
Autoclave Modelo LS - BSOI - 1. Pres. Max. 0.22 Mpa, T° max. 134°C.
Incubadora MERD, con un rango de temperatura desde 5°C temperatura
ambiente hasta 60°C
Bafio maria.
Refrigeradora Coldex hasta -20°C.
pHmetro WMeters pH-009, rango 0.00- 14.00 pH, resolucion 0.1 pH,
precision 0.1 pH.
Viscosimetro rotatorio Aton Paar ViscoQC™ con husillo N°3.
Colorimetro Konica Minolta CR-400, area de medida de 8 mm.
3.1.2.4. Medios de Cultivo
Agar Sabouraud
Agar PCA
Agar Mac KonKey
Agar cetrimide
Agar Manitol salado
Caldo TSB
Caldo CASO
3.1.2.5. Insumos para elaboracién del shampoo
Agua destilada (Vehiculo).
Sodio Lauril Sulfato 70%.
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Cloruro de sodio

Butil hidroxi tolueno (BHT)

Metil parabeno

Dietianolamina de acido graso de coco
EDTA

Trietanolamina

Extracto del fruto de huito (Principio activo antimicatico).

3.1.2.6. Discos de sensibilidad y Shampoo Patron
Discos de sensibilidad de Ketoconazol.
Shampoo Ketoconazol 2%- Formulario Magistral.
3.1.2.7. Reactivos y Solventes
Alcohol 96°.
Alcohol 70°.
Agua destilada.
Acetato de etilo Q.P.
Acetona.
Acido clorhidrico concentrado.
Acido sulfarico concentrado.
Aceite de oliva.
Cloroformo Q.P.
Cloruro férrico al 1%.
Eter etilico Q.P.
Metanol.
N- hexano Q.P.
Propilenglicol.
Reactivo de Bajlet.
Reactivo de Felhing Ay B.
Reactivo de Shinoda.
Reactivo de Dragendorff.
Tween 80.
3.1.2.8. Materiales de Escritorio
Laptop HP Pavilion.
Hojas bond.

Lapiceros.
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- Resaltador.

- Cuaderno de apuntes.
3.1.2.9. Otros materiales

- Guantes estériles.

- Barbijo.

- Gorros.

- Algodon.

- Pabilo.

- Pinzas.

- Papel filtro.

- Papel aluminio.

- Cinta adhesiva.

- Secador de cabello
- Brochas
- Reglas milimétricas.

- Tijeras.
- Envases de vidrio color ambar.
- Envases de plastico.

- Recipiente de plastico.
3.2DISENO METODOLOGICO:

TIPO DE ESTUDIO:

El presente estudio es del tipo experimental porque se manipulé6 como minimo
una variable independiente, y se establecidé relacion de causa efecto entre la
concentracion del extracto del fruto de Genipa americana L. “Huito” sobre el
efecto antimicotico in vitro y de la capacidad de coloracion capilar del tinte

shampoo elaborado.
DISENO DE LA INVESTIGACION:

La investigacion presente tiene un disefio cuasiexperimental, porque se
manipuld la variable independiente de forma intencional y se realizé en grupos
de muestra intactas de forma no aleatorizada. Las variables que se evaluaron
fueron las concentraciones del extracto hidroalcohdlico presentes en las

formulaciones del tinte shampoo elaborado, en relacion; a la actividad
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antimicotica que demostraron frente a la cepa del hongo Malassezia furfur ATCC

14521 y a la capacidad de coloracién en los mechones de cabello. (79)

3.2.2.1 DISENO DE PRUEBA ANTIMICOTICA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO.

Disefio con post prueba unicamente y grupos intactos.

Cuadro 7: Diseiio con posprueba unicamente y grupos intactos.

Grupo | Tratamiento experimental Medicion de la prueba
G13 X13 O 02 O3
G4 X4 O4 Os Os
Gs -- Oz Os Oy

Control Control

dia 5 dia 7

Donde:
Gi1-5:  Placas petri con cepas estandar de Malassezia furfur ATCC 14521.

X1-3:  Discos de sensibilidad con diferentes concentraciones de extracto

hidroalcohdlico de Genipa americana L. “Huito”
X4: Discos de sensibilidad de Ketoconazol 15 pg.

- Ausencia de estimulo (administracién de agua destilada).

01, O2, O3 : Observacion y medicion de los halos de inhibicion
representados por los extractos hidroalcohdlicos de Genipa americana L.
“Huito”.

O4, O5, 06 : Observacion y medicion de los halos de inhibicidon generados
por el grupo patron (Ketoconazol 15 pg.).

O7, 08,09 : Observacion y medicion de los halos de inhibicién generados
por el grupo ausente de principio activo (control).

Posteriormente se realiz6 la comparacion de los resultados de los grupos
tratados en la postprueba a través del analisis estadistico.
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3.2.2.2 DISENO DE PRUEBA ANTIMICOTICA DEL TINTE SHAMPOO
ELABORADO CON EXTRACTO HIDROALCOHOLICO.

Cuadro 8:. Diseio con postprueba unicamente y grupos intactos.

Grupo | Tratamiento experimental Medicion de la prueba
G13 X13 O 02 Os
Gs X4 O4 Os Os
Gs -- Oz Os Oy

Control

Donde: dia 5

G1-s:  Placas petri con cepas estandar de Malassezia furfur ATCC 14521

X13: Tinte Shampoo elaborado con extracto hidroalcohdlico de Genipa

americana L. “Huito” a diferentes concentraciones.
X4:  Shampoo Ketoconazol 2% - formulario magistral.
- Shampoo control (sin componente activo).

01, O2, Os: Observacién y medicion de los halos de inhibicion representada por
el tinte shampoo elaborado con extracto hidroalcohdlico de Genipa americana L.

“Huito”.

O4, Os, Os: Observacion y medicion de los halos de inhibicién representada por

el grupo patrén de Shampoo Ketoconazol 2% - formulario magistral.

Oz, Os, Og: Observacion y medicion de los halos de inhibicion representada
por el shampoo control (sin componente activo).
Posteriormente se realizé la comparacion de los resultados de los grupos

tratados en la postprueba a través del analisis estadistico.

66



3.2.2.3 DISENO DE CAPACIDAD DE COLORACION CAPILAR DEL TINTE
SHAMPOO ELABORADO CON EXTRACTO HIDROALCOHOLICO.

Cuadro 9: Diseiio con postprueba de la capacidad de la coloraciéon

capilar.
Grupo | Tratamiento experimental Medicién de la prueba
Gi13 X1-3 O1 (0)) Os
Gs -- O4 Os Os
Control Control Control Control
Donde: dia 5 dia 10 dia 20 dia 30

G14: Mechones de cabellos decolorados.

X13: Tinte Shampoo elaborado con extracto hidroalcohdlico de Genipa

americana L. “Huito” a diferentes concentraciones.
- Shampoo control (sin componente activo).

O1, Oz, O3: Observacion de la variacion de coloracion en los mechones de
cabellos sometidos al tinte shampoo elaborado con extracto hidroalcohdlico de

Genipa americana L. “Huito”.

04, Os, Os: Observacion de la variacion de coloraciéon en los mechones de

cabellos sometidos al shampoo control (sin componente activo).

Posteriormente se realizé la comparacion de los resultados de los grupos

tratados en la postprueba a través del andlisis estadistico.
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3.3IDENTIFICACION, DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE

VARIABLES
3.3.1 IDENTIFICACION DE VARIABLES

Variables independientes:

Concentracion del extracto hidroalcohdlico de Genipa americana L.

“Huito”

Tinte shampoo elaborado en base al extracto hidroalcohdlico de Genipa

americana L. “Huito”

Variable dependiente:

Actividad antimicdtica in vitro frente a la cepa Malassezia furfur ATCC

14521.

Variables intervinientes:
De la especie vegetal

- Lugar de recoleccion

- Temporada de recoleccion

- Técnica de recoleccion

- Partes de la planta a estudiar

- Estadio del crecimiento.
Del hongo

- Medio de cultivo
- Cepas Malassezia furfur ATCC 14521

- Estadio de crecimiento.
De la formulacion

- Color

- Olor

- Apariencia

- Determinacion del pH

- Viscosidad
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indice de espuma
Estabilidad del color

3.3.2 DEFINICION DE VARIABLES

Variables independientes

Concentracion del extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana
L. “Huito”.

Definicién Conceptual

Cantidad presente de la especie vegetal que esta presente en un
determinado porcentaje de alcohol para ejercer la accién farmacolégica
adecuada.

Shampoo elaborado en base al extracto hidroalcohdlico del fruto de

Genipa americana L. “Huito”.
Definicién Conceptual
Producto elaborado que en la que se adaptan los principios activos y

excipientes con la finalidad de formar un medicamento. (80)

Variables Dependientes

Actividad antimicoética frente a la cepa de Malasezia Furfur ATCC 14521.

Definicién Conceptual
Es la capacidad de evitar el crecimiento de hongos y en algunos casos

provocando su muerte. (81)

3.3.3 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
3.3.3.1 Variables implicadas

3.3.3.1.1 Variables independientes

Concentracion del extracto hidroalcohodlico de Genipa americana L. “Huito”.

Naturaleza : Tipo cuantitativa

Forma de medir : Directa

Escala de medicion : Razon

Instrumento de medicion : Micropipeta

Procedimiento al medir : Pesar el extracto seco y disolver en

etanol a diferentes concentraciones.

indicador . porcentaje
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Se expresa en : % en miligramos

Tinte shampoo elaborado en base al extracto acuoso de Genipa americana L.

“Huito”

Naturaleza : Tipo cuantitativa
~ Forma de medir : Directa
~ Escala de medicion : Razon
~ Instrumento de medicion . Micropipeta
"~ Procedimiento al medir : Pesar el extracto hidroalcohdlico que se

incluye a diferentes concentraciones en la formulacién del tinte shampoo
Indicadores . porcentaje
Expresion final : % en miligramos

3.3.3.1.2 Variables dependientes

Actividad antimicética in vitro frente a la cepa Malassezia furfur ATCC 14521.

Naturaleza : cuantitativa
~ Forma de medir : Directa
~ Escala de medicion : Razon
~ Instrumento de medicién : Vernier
~ Procedimiento de medicion : Se procedio a medir los diametros de

los halos de inhibicién del crecimiento que se forma después de realizar
el sembrado del hongo.
Indicadores : Diametro del halo de inhibicién del
crecimiento del hongo.
Expresion final : Diametro del halo de inhibicién del
crecimiento del hongo.

3.3.3.2 Variables no implicadas

3.3.3.2.1 Variables intervinientes

De la especie vegetal

Lugar donde se recolecté: La planta de Genipa americana L. “Huito” se
recolectd en el sector Sicllabamba de la provincia La Convencion y

departamento del Cusco a una altura de 2000 m.s.n.m. aproximadamente.
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Temporada de la recoleccion: El fruto de Genipa americana L. “Huito” se
recolecté durante los meses de enero y febrero.

Horario en la que se recolecté: La especie vegetal Genipa americana L.
“Huito” se recolecté en horas de la mafana.

Técnica de recoleccidn: se recolecto realizando cortes longitudinales del
fruto.

Partes de la planta a estudiar: Se estudia el fruto

Estadio del crecimiento. : Especies inmaduras, en floracion

Del hongo
Medio de cultivo : Se utilizé el medio de cultivo agar Sabouraud.
Hongo aislado : Cepas de hongos viables (Malassezia furfur) que se

observaron en la placa Petri previamente identificadas.

Estado de crecimiento: Fase de crecimiento.
De la formulacion

Color : Se observé el color, se espera un color azul oscuro.

Olor : Para analizar el olor del shampoo se sumergio un extremo de una
tira de papel secante (1cm de ancho por 10cm de largo) al interior de la
muestra y al sacarla se evalu6 el olor desprendido.

Apariencia : Se realiz6 un analisis del aspecto externo

Determinacion del pH: para este proceso se utilizaron las tiras de pH y
se compararon con la escala de colores para determinar el pH.
Viscosidad : Se midi6 directamente utilizando un viscosimetro
rotacional.

indice de espuma: Se midi6 un mililitro de muestra en el tubo de ensayo,
luego se agitd la muestra para luego medir la altura de espuma producida
en 1 minuto, 3 y 5 minutos.

Estabilidad del color: se analiz6 mediante exposiciones del tinte
shampoo a la luz solar de forma indirecta por un periodo de 12 horas,
donde se debe observar un color que se mantiene estable.
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Tabla 1: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES IMPLICADAS

INDEPENDIENTE

Variables Indicadores Definicion Naturaleza Forma de Escala de | Instrumento Procedimiento de Expresion final
conceptual de los del medicion medicion medicion
indicadores indicador

Concentracién | Porcentaje de | Es la obtencién del | cuantitativa | Directa Razon Ficha de | Pesar el extracto | % en mg.
del extracto extracto principio activo de Recoleccion | seco y disolver en
hidroalcohdlico | hidroalcohdlico | yna planta o parte de de Datos etanol a diferentes
de Genipa obtenido ella por medio del concentraciones.
americana L. proceso de
“Huito extraccion con etanol

y/o agua, que

presentan aroma y

color caracteristicos.
Tinte shampoo | concentracion | Es la cantidad del | cuantitativa | Directa Razoén Ficha de Pesar el extracto | % en mg.
elaborado en | del extracto | extracto Recoleccion hidroalcohdlico que

de Datos

base al extracto | hidroalcohdlico | hidroalcohélico que se incluye a
hidroalcohdlico se encuentra en la diferentes
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de Genipa
americana L.

“Huito”

formulacion del

tinte shampoo.

concentraciones en
la formulacion del

tinte shampoo

Capacidad de | Es una operacion | Cuantitativa | Directa Razon Formato de | Se procedera a | Escala
coloracion que se da por un registro  de | medir la coloracién | CIELAB
capilar. agente  externo la de los cabellos,
para modifica el coloracion expuestos al tinte
color natural o capilar. shampoo, con el
artificial del instrumento.
cabello, con fines
estéticos.
DEPENDIENTE
Actividad Diametro  del | Es una medida de | cuantitativa | Directa Razén Ficha de | Se procedera a | Diametro del
antimicotica in | halo de | la potencia del registro de | medir los diametros | halo de
vitro frente a la | inhibicion. antimicotico frente los halos de | de los halos de | inhibicion del
cepa al hongo. inhibicion. inhibicion del | crecimiento del
Malassezia crecimiento que se | hongo (um).

furfur ATCC
14521.

forma después de
realizar el sembrado

del hongo.
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Tabla 2: VARIABLES NO IMPLICADAS

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES IMPLICADAS

VARIABLES INTERVINIENTES

De la especie vegetal

Lugar donde se recolectd
Temporada de la recoleccion
Horario en la que se recolecto
Técnica de recoleccion
Partes de la planta a estudiar

Estadio del crecimiento

Del hongo

Medio de cultivo
Hongo aislado

Estado de crecimiento

De la formulacién

YV V. V V V V VIV V V|V V V V V V

Color

Olor

Apariencia
Determinacién del pH
Viscosidad

indice de espuma
Estabilidad del color
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3.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

a)

b)

d)

3.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION
De la especie vegetal

Se utilizé solo el fruto inmaduro de la planta que no present6
dafo evidente, haciendo una seleccion.
Del hongo
Se utilizé solo la cepa de la especie Malassezia furfur ATCC 14521.
De la formulacién
Se escogio la formulaciéon de tinte shampoo, elaborado a partir del
extracto hidroalcohdlico de Genipa americana L. “Huito” que fue mas

estable.

3.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
De la especie vegetal

No se tomd en cuenta las hojas y el tallo, de igual forma los frutos
dafnados con parasitos o los que presentaron contaminantes.
Del hongo
No se utilizaron las cepas contaminadas o que no cumplieron las
especificaciones de las caracteristicas fundamentales de la cepa.

De la formulacion

Se excluyeron formulaciones del tinte shampoo que presentaron

inestabilidad durante el periodo del control de calidad.
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3.5 PROCEDIMIENTO

Flujograma 1: Procedimiento general.

Identificacion

taxondmica de la \ Ubicacia leceid
especie. 'Ubicacion, reco _e,cuon,
limpieza y seleccion de la

Secado,

—L> tamizado

molienda y
de los frutos

verdes de la especie

Determinacion del |, _—" especie vegetal.
porcentaje de
humedad. l

Preparacion del extracto hidroalcohdlico del fruto de
Genipa americana L. “Huito” a diferentes diluciones.

—

— £ !

T

Pruebas de Marcha Porcentaje de
solubilidad. fitoquimica Rendimiento.

Evaluacion de la
actividad antimicética In

Obtencién y
seleccion del
extracto

Prueba
screening:

Extracto
acuoso/etandlico.

hidroalcoholico

/
vitro. \

Evaluaciéon de la actividad

Estudios de pre-

formulacion y formulaciéon
elaboracién del tinte

shampoo elaborado

extracto hidroalcohdlico.

con

Shampoo elaborado con
extracto hidroalcohdlico.

antimicética in vitro del tinte /

Tinturaciéon de
mechones

v

Control de Analisis y
calidad del tinte — resultados.

Shampoo Huito.

Fuente: Elaboracion propia.
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Flujograma 2: Evaluacion de la actividad antimicética in vitro del tinte Shampoo elaborado con extracto hidroalcohdlico.

Muestra
(extracto)

Placa
hongo
activado

Pesar 3.25g
de agar
Sabouraud y
diluir en 50
ml de H20 y
poner a
hervir por
un minuto

Diluir en
H20 (1-10)

Descongelar
a 35°C

BRI Auto clavar a

121°C/15min

Impregnar con
10ulL en cada
lado del disco

Colocar en
Solucién de
suero
fisioldgico

Dejar enfriar
50°Cy colocar
en placas
Petri

Fuente: Elaboracion propia.

Colocar los
discos en las
placas Petri

Verificar y
controlar el
crecimiento
micético y la

inhibicidn

correspondiente
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Flujograma 3:Evaluacion de la capacidad de coloracion capilar.

TINTURACION DE MECHONES

\ 4

SELECCIONAR 4 GRUPOS DE MECHONES DE CABELLO

\/IRGGFN PNR TRIPIICANN

mechones con tinte mechones con mechones con tinte GRUPO 4 mechones

shampoo al 7.5% tinte shampoo al shampoo al 12.5% sin tinte shampoo
10%

TINTURAR CON EL TINTE SHAMPOO QUE CONTIENE EL
ACTIVO POR UN TIEMPO DE 30 A 45 MIN. Esta mezcla
es individual para cada mechén

LAVADO DE
MECHONES:

Masajear los mechones x dos min. con los dedos de las manos,

masajear nuevamente v enjuagar con agua desmineralizada.

Secar todos los mechones con la secadora en punto medio de secado.

Aplicar nuevamente el tinte shampoo en los mechones que procederan

de la siguiente manera:

1er grupo de mechones aplicar el tinte shampoo diariamente por un
mes.

2do grupo de mechones aplicar el tinte shampoo Inter diariamente
por un mes.

3er grupo de mechones aplicar el tinte shampoo por un periodo de
dos dias en dos dias por un mes.

Realizar las mediciones de cada grupo con el colorimetro

Observar y comparar con el Grupo 4 mechones sin tinte shampoo

Fuente: Elaboracion propia.
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3.5.1. RECOLECCION DE LA MUESTRA VEGETAL

Se recolectaron los frutos verdes de Genipa americana L. “Huito” del sector
Sicllabamba, distrito de Echarati, provincia de la Convencion a 1000 m.s.n.m.,
departamento de Cusco tomandose en cuenta los criterios de inclusion vy

exclusion.

3.5.2. DETERMINACION DE LA IDENTIDAD DE ESPECIE LA ESPECIE
VEGETAL

Para obtener la certificacion botanica por el Herbario “Vargas” se llevé la muestra
(fruto y hojas) del arbol de Genipa americana L. “Huito” a la facultad de ciencias
bioldgicas de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco donde se

analizé por un especialista botanico responsable del area.

3.5.3. MOLIENDA DE LA MUESTRA VEGETAL

Luego de haber sido escogida e identificada la muestra vegetal se procedio a
realizar cortes longitudinales, lo suficientemente delgados para ser secada en el
laboratorio de la escuela profesional de Biologia y se conservo en papel periddico
hasta la eliminacion completa de agua para proceder con la molienda, este

proceso de secado duro como dos semanas aproximadamente.
3.5.4. PORCENTAJE DE HUMEDAD

Para determinar el porcentaje de humedad se escogio tres frutos de Genipa
americana L. “Huito” de tamafio regular con un peso semejante, tomando un
peso inicial, luego se colocaron a la estufa a la temperatura de 40°C hasta que
mantengan un peso constante, finalmente se calculé el porcentaje de humedad
mediante la siguiente formula: (1)

P1 — P2

%H=T*100

Ecuacion N°1 calculo del porcentaje de humedad.

En donde:

%H = Porcentaje de Humedad
P1 = Peso inicial del fruto fresco
P2 = Peso del fruto seco
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3.5.5. OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

En la obtencion del extracto hidroalcohodlico se macerd la muestra con etanol al
70%, durante 20 dias.

El tipo de extraccion es solido-liquido. La parte molida fue envasada en
recipientes color ambar y sometidas a maceracion en soluciones
hidroalcohdlicas al 70%, durante 20 dias a temperatura ambiente. Luego de este
periodo, se empezo con el filtrado envasando a vasos precipitados (forrados) y

evaporandolos en bafio maria a 40°C aproximadamente. (9)

3.5.6. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

En este ensayo se colocaron 100mg de extracto seco aproximadamente en
varios tubos de ensayo, luego se les afadido 1 ml de soluciones de disolventes
con diferente grado de polaridad: agua destilada, metanol, etanol (al 40%, 70%,

96%), acetona, acetato de etilo, cloroformo, benceno y hexano. (82)

3.5.7. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO
El extracto hidroalcohdlico obtenido fue analizado mediante una marcha

fitoquimica para la determinacion de los metabolitos secundarios. (83)

Cuadro 10: Analisis Fitoquimico Cualitativo.

REACTIVO METABOLITOS SECUNDARIOS
Lieberman- Burchard Esteroides
Cloruro férrico 1% Compuestos Fendlicos
Reaccion de Shinoda Flavonoides
Borntrager Quinonas
Gelatina Taninos
Acido sulfarico concentrado Saponinas
Fehling Ay Fehling B Azucares Reductores
Molisch Glicosidos
Ninhidrina Aminoacidos
Dragendorf Alcaloides

Fuente: Adaptado de Rengifo, Diana. Estudio fitoquimico cualitativo preliminar
y cuantificacién de flavonoides y taninos del extracto etandlico de hojas de

Desmodium vargasianum Schubert (2018).
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3.5.8. PRE- FORMULACION DEL TINTE SHAMPOO

INSUMOS:
Tabla 3: Formulaciéon del tinte shampoo.
Materia Prima Funcion
Lauril Sulfato de Sodio Tensioactivo anidnico
Dietianolamina de acido Tensioactivo no ionico

graso de coco

EDTA Quelante
BHT Antioxidante
Cloruro de sodio Espesante
Metilparabeno Preservante
Extracto de Huito Principio activo
Trietanolamina Ajuste de Ph
Agua Vehiculo

Nota: La Tabla muestra los componentes de la formulacion del tinte shampoo

MODUS OPERANDI:

- Colocar Lauril Sulfato de Sodio, metilparabeno, EDTA, BHT,
Dietanolamina de acido graso de coco em agua caliente a 55°C hasta
completar solubilidad (agitar y no formar espuma).

- Enfriar.

- Colocar el extracto de Genipa americana L. “Huito” a la mezcla.

- Cambiar a pH= 7 con trietalonamina.

- Completar con agua destilada a 100 ml.

- Adicionar NaCl hasta espesar.

3.5.9. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

En la actualidad tenemos varios métodos que determinan el efecto antimicético
de las plantas medicinales, pero los métodos mas aplicados son: de difusion y
dilucion. (84)

3.5.9.a METODO DE DIFUSION AGAR

El fundamento de este método se basa en la colocacion de discos (de papel

filtro), que ya estén con la muestra antifungica o muestra vegetal, en la parte
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superficial de placas con agar Sabouraud que contiene cepas de la especie
Malassezia furfur previamente ya sembradas. Una vez que el disco este
impregnado con la superficie del agar el filtro del disco absorbe el agua y a la
misma vez difunde al antifungico por el agar; creando un “gradiente de
concentracion”, pasados un dia o dos dias de incubacién en la placa se pueden
observar que los discos estén rodeados por una zona de color claro casi
transparente que indica la inhibicién del crecimiento del hongo Malassezia furfur.
(85)

Procedimiento
a. Pasos para preparar el inéculo y sembrar:

e Se inicia a partir de un cultivo puro que haya sido incubado desde hace 24 h a
37°C, se coge la cepa con un asa de siembra para suspender en un tubo de

ensayo que contiene 5ml de solucién salina.

e Luego homogenizar y mezclar para ajustar la turbidez segun la escala de Mc
Farland a 0,5 (que equivale a 1x10%— 5x108 UFC/ml).

e Realizar el sembrado cuidadosamente en la placa de agar Sabouraud de forma
uniforme, en toda la superficie de la placa, en tres distintas direcciones; para
evitar la humedad se debe colocar la placa con la tapa arriba por lo menos unos
10- 15 minutos, el tiempo prolongado puede generar contaminacion durante el

secado.

e finalmente colocar el disco, que contenga el antimicético o la muestra a probar,

de manera equidistante.
b. Pasos para la colocar los discos e incubar:

e Una vez esterilizados los discos se colocan a temperatura ambiente por un

tiempo de 10 a 15 minutos.

eColocar los discos en la superficie del agar de la placa anteriormente ya
sembrada con la cepa y fijar presionando ligeramente con la pinza en el centro

del disco.

e Al colocar los discos se debe tener como referencia una distribucion de 20mm

al borde de la placa y una distancia de 40mm de separacion entre si.
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e Se debe esperar 10 a 15 minutos con la tapa hacia arriba dejando a

temperatura ambiente, para luego proceder con la incubacion.

e Dejar en la incubadora a temperatura de 37°C las placas de forma invertida

con los discos ya impregnados por 24h.

e Si en el periodo de 24 horas no se logra observar claramente los halos se debe
alargar el tiempo de incubacién hasta las 72 horas para poder evaluar hongos

que tienen un crecimiento mas lento.
C. Observacion de los halos de inhibicion:

e Para recoger los resultados se deben medir los halos, formados al exterior de
los discos, con un vernier o regla milimétrica; en la zona de inhibicién se puede
observar también colonias con un crecimiento inhibido con un diametro menor al
de las colonias externas, en este caso también se consideran estas colonias

dentro del halo de inhibicion.

CONTROL DE CALIDAD DEL TINTE SHAMPOO ELABORADO CON EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE Genipa americana L. “HUITO”.

CONTROL DE CALIDAD DEL

PRODUCTO
— b !

ANALISIS ANALISIS ANALISIS
FISICOEUIMICO ) MICROBIOLOGICO ORGANOLEPTICO
v densidad, P> Microorganismos de estudio:
v pH, v' Color
v' viscosidad v' Escherichia coli, Pseudomona v" Olor
v cant@gd - aeruginosa, Staphylococccus v aspecto

estabilidad aureus y aerobios meséfilos totales

de espuma.
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Flujograma 4: Control de calidad microbiolégico. A /‘\

Identificacion de E. coli —

Sembrar 0.1ml de tubo A (solucion madre)

féagar Mac Konkey é

Identificacion de Staphylococcus 90 ml Caldo

Sembrar 0.1ml de tubo A en caso
agar Manitol Salado

— -

Identificacion de aerobios mesofilos viables

Identificacion de Pseudomona — ) o ) ) o
Realizar dos diluciones mas a partir de la solucion

Sembrar 0.1ml de tubo A en madre en el diluyente de caldo caso o TSB
agar Cetrimide

Fuente: Elaboracion propla

Realizar el recuento de microorganismos. 84
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3.5.10. CONTROL MICROBIOLOGICO:
DEL TINTE SHAMPOO ELABORADO A PARTIR DEL HIDROALCOHOLICO AL

70% DE Genipa americana L. “Huito”.

Para el analisis microbiolégico se tomaron en cuenta los criterios y

especificaciones de la USP 40.
Se analizaron cuatro microorganismos: (86)

«» Escherichia coli
« Pseudomona aeruginosa
< Aerobios mesofilos totales

¢+ Staphylococcus aureus

3.5.11. TINTURACION DE MECHONES

PROCEDIMIENTO: Se selecciona 4 mechones (transparencia de cabello
virgen), luego se tintura con el tinte shampoo que contiene el activo realizando
una mezcla. Durante un tiempo de 30 minutos a 45 minutos. Esta mezcla es

individual para cada mechén. (23)

3.5.12. LAVADO DE MECHONES:
- Una vez tinturado los mechones se procede a masajear los mechones

durante dos minutos con los dedos de las manos, masajear nuevamente
y enjuagar con agua desmineralizada.

- Proceder a secar todos los mechones con la secadora en punto medio de
secado.

- Aplicar nuevamente el tinte shampoo en los mechones que procederan
de la siguiente manera:

o 1er grupo de mechones aplicar el tinte shampoo diariamente por un
mes (30 lavados).
0 2do grupo de mechones aplicar el tinte shampoo interdiariamente por
un mes (15 lavados).
o0 3er grupo de mechones aplicar el tinte shampoo por un periodo de dos
dias en dos dias por un mes (10 lavados).
- Realizar las mediciones de cada grupo con el colorimetro.

- Observar y comparar con el Grupo 4 (mechones sin tinte shampoo).
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3.5.13. MEDICION COLORIMETRICA

Para analizar el color se utilizd el colorimetro marca Minolta CR-400, que
tiene como fundamento medir el color mediante la escala CIELAB
empleando las coordenadas L*, a*, b*. Donde:

-Coordenada L*: Indica la claridad del color, sus valores van en un intervalo
de 0 hasta 100, el valor mas préximo a cero genera un color mas oscuro de
tonalidad.

-Coordenada a *: Esta coordenada indica la variacion de color que va de
rojo a verde, los valores se encuentran en el eje horizontal, donde los valores
mayores a cero tienden al color rojo y los valores menores a cero tienden a
una coloracion verde.

-Coordenada b*: Se encuentra en el eje vertical, los colores varian del
amarillo al azul, a medida que aumenta el valor numérico a partir del cero
genera una tendencia al color amarillo y cuando disminuyen estos valores

por debajo de cero el color tiende al azul. (23)

3.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE
DATOS

+ Técnicas para la recoleccion de datos
Para realizar la investigacion se emplearon técnicas de observacion
experimental en laboratorio como: crecimiento micético, variaciones de
las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas, microbiologicas vy
determinacion del color instrumental.

+ Instrumentos para la recoleccién de datos

Para la determinacion de porcentaje de humedad. (Anexo N°4)

Para la determinacion del porcentaje de extraccion. (Anexo N°5)

Para la determinacion de la actividad antimicética del extracto
hidroalcohdlico de Huito. (Anexo N°6)

Para las pruebas fisicoquimicas de la formulacion tinte shampoo. (Anexo
N°7)

Para la actividad antimicoética del tinte shampoo de Huito. (Anexo N°8)
Para el control de estabilidad acelerada a corto plazo. (Anexo N°9)
Control de calidad microbiologico. (Anexo N°10)

Control de toxicidad ocular en conejos expuestos al tinte shampoo.
(Anexo N°11)

Coloracion de mechones con tinte shampoo. (Anexo N°12)
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3.7 METODOS PARA EL PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION Y
ANALISIS DE RESULTADOS

El método que se emple6 mediante la estadistica inferencial, para el
analisis de resultados que se obtuvieron en la determinacion de la
actividad antimicética tanto de la especie vegetal y del tinte shampoo, fue
el paquete estadistico “Stadistical Package for Social Sciences” (SPSS)
version 25. En el procesamiento de variables cuantitativas se realizd
mediante Prueba “t” de Student para determinar si hay una diferencia

significativa entre las medias de dos grupos.

Para el analisis de los resultados de la coloracion capilar en los mechones,

se utilizé el programa estadistico EXCEL.
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. DE LA PREPARACION DE LA MUESTRA
4.1.1 RECOLECCION DE LA MUESTRA

Los frutos de Genipa americana L. “Huito” se recolectaron durante el mes
de febrero del afio 2020, en el sector de Sicllabamba del distrito de Echarati,
provincia La Convencion del departamento del Cusco, a una altura de 2000
m.s.n.m. aproximadamente; segun Miranda (2015) indica que la etapa de
produccion del fruto se da entre los meses de setiembre a abril después de la
etapa de floracion, por lo cual la fecha de recoleccién fue adecuada por estar

dentro de estos meses.
4.1.2. SECADO DE LA PLANTA

En el proceso de secado, se realizd una seleccion de los frutos
recolectados, escogiendo los frutos inmaduros en buen estado, sin plagas ni las
que demuestren algun dano, para luego cortarlas longitudinalmente y secarlas a
40°C; segun Reinoso (2006) , la temperatura 6ptima para evitar alguna alteracion
en los metabolitos presentes en érganos carnosos de la planta debe ser desde
30°C a 40°C como maximo, no siendo conveniente una mayor temperatura para

evitar que se alteren los 6rganos de la planta (87).

4.1.3. PORCENTAJE DE HUMEDAD

Cuadro 11: Determinacion de porcentaje de Humedad.

Peso de TIEMPO
fruto
Genipa 24 h 48h 72h 96h 120h 144 h 168 h 192 h Porcentaje
americana de huomedad
L. “Huito” (%)
Peso 1: 104.28 91.70 70.57 34.08 26.80 26.34 26.12 26.12 80.66
135.091g
Peso 2: 77.06 63.54 46.92 23.30 20.60 20.35 20.24 20.24 81.31
108.31g
Peso 3: 94.2 82.74 63.16 3277 23.08 2288 22.71 22.71 77.78
124.72g

Promedio de % de humedad del fruto de Genipa americana L. “Huito” 79.92

Fuente: Datos experimentales del estudio.
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El cuadro N° 11 nos muestra los resultados obtenidos del porcentaje
humedad, después de haber realizado el secado en horno a 40 °C durante siete
dias, obteniendo un promedio de 79.92% (porcentaje de humedad); segun Rivas
(2014) el porcentaje de Humedad de Genipa americana L. “Huito” (fruto verde)
que se obtuvo en su estudio fue de 72 % a 45°C, el porcentaje de humedad en
nuestro estudio es mayor que puede deberse a la temperatura de secado y a la

diferente ubicacion geografica de la planta (88).

Este valor nos indica que para obtener mayor cantidad de muestra seca
necesitamos mayor cantidad de muestra fresca por su gran contenido de agua

en el fruto.
4.2. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE EXTRACCION

Tabla 4: Determinacion del porcentaje de extraccion.

Concentraciones Hidroalcohoélicas

40% 70% 90%
Pesos 1 1 1
Pi: Peso inicial 109 10g 109
(muestra vegetal)
Pf: Peso final 3 3.94 2.91
(extracto seco)
%R: Porcentaje de 30.00% 39.40% 29.10%

rendimiento

Fuente: Datos experimentales del estudio.
Analisis, interpretacion y discusion:

La tabla N° 4 nos presenta el porcentaje de extraccion obtenida por maceracion
del fruto de Genipa americana L. “Huito” con etanol de 40°, 70° y 90° hasta
agotamiento; resultando una extraccion de 30%, 39.40% y 29.10%
respectivamente. Este valor permite determinar que la concentracion
hidroalcohdlica de 70° presenta mayor porcentaje de extraccion. Ademas, nos
indica la cantidad de muestra vegetal necesaria, para la realizacion de los
diferentes ensayos del trabajo de investigacion y que hay buena cantidad de

materia prima, para la elaboracion del tinte shampoo.
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Quispe Leoncio Solis (2014) en su investigacion acerca de la extracciéon vy
caracterizacion fisicoquimica del colorante de Genipa americana L. “Huito” en el
distrito de Tambopata, determind un porcentaje de extraccion de 33.26% del
extracto hidroalcohdlico al 90%, 0.82% del extracto hidroalcohdlico del 70% y un
16.43% del extracto acuoso. (26) En el presente trabajo hay un mayor porcentaje
de extraccion en las tres concentraciones y aun mas al del 70 %, a pesar de ser
la misma especie, esto podria deberse a la variacion geografica del lugar de

crecimiento de la planta en estudio.
4.3. DETERMINACION DE LAS PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Tabla 5: Resultados de la prueba de solubilidad.

DISOLVENTE Solubilidad

40% 70% 90%
H20 +++ +++ +++
ETANOL 40% +++ +++ +++
ETANOL 70% +++ +++ +++
ETANOL ABSOLUTO +++ ++ +++
ACETONA + + +
ETER ETILICO - + -
ACETATO DE ETILO - + -
CLOROFORMO - - -
HEXANO - - -

Fuente: Datos experimentales del estudio.

LEYENDA:

+++: Muy soluble
++: Soluble

+: Poco soluble
—: Insoluble

Analisis e interpretacion

El tabla N° 5 muestra los resultados del extracto hidroalcohdlico al 40%, 70% y
90% de Genipa americana L. “Huito” frente a diferentes solventes de polaridad

descendente.

Se observa que las tres concentraciones hidroalcoholicas presentan mayor
solubilidad en solventes polares, en especial son muy solubles en agua, lo que
favorece su incorporacién en la formulacion del tinte shampoo. Segun el

investigador Penalter et al. (1996), concluy6 también que hubo buena extraccion
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del colorante de Genipapo en agua y etanol, dando un color azul intenso a una

temperatura de 80°C, mas no hubo extraccién con hexano por lo cual afirmé que

el colorante es polar. (89)

En el estudio de Miranda P. emplearon tres niveles de disolvente (agua, solucion

acuosa de etanol al 75% y etanol al 95%) donde observaron variaciones en la

coloracién a diferente pH y temperatura observando un color azul oscuro, que

tiraba negro y esto les permitié escoger un disolvente alcohdlico en lugar de

agua, ya que la eliminacion de agua se da en mucho tiempo y el proceso es caro.

(8)
4.4. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

Cuadro 12: Analisis Fitoquimico Cualitativo del extracto al 70% de Genipa

americana L. “Huito”.

METABOLITOS SECUNDARIOS REACTIVO 70%
FLAVONOIDES Shinoda +
Vapores de NH3 +
FENOLICOS FeCls ++
QUINONAS Borntraguer ++
TANINOS FeClz 1% ++
AZUCARES REDUCTORES Fheling +++
GLICOSIDOS Fheling ++
ALCALOIDES Dragendorff ++
SAPONINAS Prueba de -
espuma
LACTONAS Balget +++
SESQUITERPENICAS
ESTEROIDES Liberman- -
Burchar

LEYENDA:

+++: Muy abundante
++.  Abundante

+: Poco abundante
- negativo

INTERPRETACION Y ANALISIS

Fuente: Laboratorio Fitoquimica de la Universidad Nacional de San Antonio
Abab Del Cusco.

La deteccidn de metabolitos secundarios se realizdé mediante reactivos de

identificacion especificos para cada familia de compuesto, obteniéndose en

algunas pruebas coloraciones especificas y siendo otras de precipitacion.
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De acuerdo con el cuadro N° 12 se determind muy abundante presencia de
azucares reductores, y lactonas sesquiterpénicas. En abundante cantidad la
presencia de compuestos fendlicos alcaloides, quinonas, glicosidos y taninos. En

pequefia presencia de flavonoides. En ausencia de saponinas y esteroides.

La abundante presencia de lactonas contribuye a determinar su efecto
antimicotico de nuestro tinte shampoo elaborado a partir de esta planta Genipa

americana L. “Huito”. (90)

La presencia abundante de glucosidos nos indican la presencia de genipina 'y

geniposido (iridoides) , favoreciendo a la coloracién azul. (29)

Segun Martinez (2016) en su investigacion se obtuvo gran presencia de
azucares reductores, flavonoides y taninos, También present6 una cantidad
regular de quinonas casi igual al obtenido en nuestra investigacion y asi como
una minima cantidad de alcaloides comparando lo con el nuestro que

presentamos una mayor cantidad en este metabolito. (8)
4.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA

4.51 ENSAYO DE LA SENSIBILIDAD MICOTICA DE LA PRUEBA
PILOTO SOBRE CEPAS DE Malassezia furfur ATCC 14521
4.51.1 RESULTADO DE LOS DIAMETROS DE INHIBICION DE LA
PRUEBA PILOTO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Genipa americana
L. “HUITO”

Tabla 6: Resultados de la prueba piloto del extracto hidroalcohdlico al
70% de Genipa americana L. “Huito”.

Concentracion % Diametro del halo de Inhibicién (mm) en cepas de
Malassezia furfur ATCC 14521

| Il ]l Promedio
40 7.5 7.52 7.79 7.60
70 21.34 19.78 21.01 20.71
90 6.09 8.23 7.6 7.31

Fuente: Datos experimentales propios del estudio.

Leyenda:

I: Primer grupo de halos

[I: Segundo grupo de halos
[ll: Tercer grupo de halos
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INTERPRETACION Y ANALISIS

En la Tabla N°6 se encuentran los resultados de los diametros de los halos de
inhibicion obtenidos de la prueba piloto de la evaluacion del extracto
hidroalcohdlico al 70% sobre cepas de Malassezia furfur ATCC 14521. Se
observa que el extracto hidroalcohdlico presenta un halo minimo de inhibicién de

7.31mm en promedio a una concentracion al 90%.

Los halos de inhibicion maximos que se obtuvieron fueron de 20.71mm en
promedio a una concentracién al 70%, pero a concentraciones mayores se
obtienen halos de inhibicidn menores. De esta manera se evidencia que el
extracto hidroalcohdlico al 70% del fruto de Genipa americana L. “Huito”, posee
actividad antimicética in vitro sobre las cepas de Malassezia furfur ATCC 14521.
Esta prueba se realizé para eleccidn de la concentracion considerada 6ptima,
para el siguiente paso que es la elaboracion de la forma cosmética, se observa
una similitud entre las concentraciones al 40° y 90°, lo cual se va a discernir

mediante un analisis estadistico y revisidon de bibliografia.

Segun Jauregui Zela (2018) en su investigacion encontré que en el extracto de
la raiz tuberosa de Sacha Paraccay presento un diametro de inhibicién de 18
mm, siendo menor el halo en comparaciéon con el diametro de inhibicion de
nuestra formulacion que fue de 20.71 mm (extracto hidroalcohdlico con alcohol
al 70%).
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ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Genipa americana L. “Huito”
SOBRE CEPAS DE Malassezia furfur ATCC 14521.

Grafico 1: Resultados de los diametros de inhibicion de la actividad
antimicética de los extractos hidroalcohodlico de Genipa americana L.

Resultados de los diametros de inhibicion de la actividad
antimicoética de los extractos hidroalcohdlico de Genipa

inhibicion (mm)
[ [ ) N
(93] o (9] o (9]

o

7.6

“Huito”.

americana.

20.71

Promedio

m40° m70° m90°

ANALISIS E INTERPRETACION

7.31

Fuente: propios del estudio.

En el grafico N° 1, se observa que el extracto hidroalcohdlico extraido con alcohol

a 70° presenta mayores diametros en los halos de inhibicion, siendo el que nos

brinda mayor eficacia del efecto antimicético ante el hongo Malassezia furfur, en

comparacién con las otras concentraciones de extracto. Por ello elegimos el

extracto al 70% para nuestra formulacion de tinte shampoo.

Tabla 7: Prueba estadistica T de Student de la actividad antimicoética de
los extractos hidroalcohdlicos de Genipa americana L. “Huito”.

Prueba para una muestra

Valor de prueba =0

95% de intervalo de

T gl .S|g. leerenclzla confianza de la diferencia
(bilateral) de medias i )
Inferior Superior
HINB_DE_HONG 2,687 2 0,115 11,87333 -7,1406 30,8873

Fuente: Valores brindados por el programa estadistico SPSS versién 25
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ANALISIS E INTERPRETACION

En la tabla N° 7, se obtuvo estadisticamente en el programa SPSS, mediante la
prueba estadistica T de Student el valor de P=0.115 (significancia bilateral) de
los resultados de la prueba antimicética de los extractos extraidos con alcohol
40°, 70° y 90°; lo cual nos indica que todos los extractos presentan actividad
antimicética, siendo esta la hipotesis nula, la cual es aceptada debido a que el
valor de p es mayor a 0.05 (grado de error), notandose una alta variacién de las

medias en los resultados.

Grafico 2: Resultados de los diametros de inhibicién de la actividad
antimicética del tinte-shampoo elaborado a partir del extracto

hidroalcohdlico al 70% de Genipa americana L. “Huito”.

Resultados de los diametros de inhibicion de la actividad
antimicoética del tinte-shampoo elaborado a partir del extracto
hidroalcohdlico al 70% de Genipa americana L. "Huito".
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=
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=
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H7.50% ®10% 12.50% ™ patron ketoconazol 2%

Fuente: propios del estudio.

ANALISIS E INTERPRETACION

En el grafico N° 2 se muestra los resultados de inhibicion del tinte shampoo a
diferentes concentraciones de extracto (7.5%, 10% y 12.5%) y del patrén
(shampoo de ketoconazol al 2%); donde se observa que la formulacion al 10%
de extracto presenta halos de inhibicion con una diferencia minima al de la
formulacion al 12.5% de extracto, también presenta una diferencia significativa
en los halos de inhibicion en comparacion con el shampoo patrén (Ketoconazol

2%)y con la formulacién al 7.5% de extracto. Escogiendo la formulacién al 10%
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de extracto por ser mas 6ptimo como tinte shampoo antimicotico utilizando una
menor cantidad de extracto de Genipa americana L. “Huito”.
Cuadro 13: Prueba estadistica ANOVA de la actividad antimicética de los

del tinte-shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico al 70%
de Genipa americana L. “Huito”.

ANOVA
HINB_DE_HONG
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 117,172 2 58,586
Dentro de grupos ,000 0
Total 117,172 2

Fuente: Valores brindados por el programa estadistico SPSS version 25

En test de Anova no muestra el estadistico F ni el P value por los reducidos
grados de libertad. En consecuencia, respaldamos la investigacion con la prueba
T menciona a continuacion. Para muestras dependientes o relacionadas es
recomendable usar la prueba de t de student, asi determinar si hay relacion entre

estas muestras. (91)

Tabla 8: Prueba estadistica T de Student de la actividad antimicética del
tinte shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohélico al 70% de

Genipa americana L. “Huito”.

Prueba para una muestra

Valor de prueba =0

95% de intervalo de

Sig. Diferencia _ _ _
T Gl confianza de la diferencia
(bilateral) de medias
Inferior Superior
PROMEDIO | 7,705 3 0,005 14,97500 8,7895 21,1605

Fuente: Valores brindados por el programa estadistico SPSS version 25

En tabla N° 8, se obtuvo estadisticamente en el programa SPSS, mediante la
prueba estadistica T de Student el valor de P=0.005 (significancia bilateral) de
los resultados de la prueba antimicética de las formulaciones del tinte shampoo
(7.5%, 10% y 12.5%) y del patrén (shampoo de ketoconazol al 2%); lo cual nos
indica que no todos los shampoos presentan la misma actividad antimicética,

siendo esta la hipotesis alterna; por consiguiente rechazamos la hipétesis nula
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(todos presentan la misma actividad antimicética), la cual es no aceptada, debido

a que el valor de p es menor a 0.05 (grado de error), notandose una alta variacion

de las medias en los resultados.

4.6. FORMULACION Y ELABORACION DE LA FORMA COSMETICA CON
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Genipa americana L.
“HUITO” A TRES DIFERENTES CONCENTRACIONES.

Tabla 9: Resultados de pruebas fisicoquimicas a la formulacion de tinte
shampo a tres diferentes concentraciones de extracto.

Pruebas 7.5% 10% 12.5%
pH 6 6 6
Color ++ +++ +++
Olor + ++ ++
Formacién 5cm 5cm 5cm
espuma
Facilidad Buena Buena Buena
incorporaciéon
de insumos
Homogeneidad Homogénea Homogénea Homogénea
Formacién No precipita No precipita Si precipita
precipitado después de
una semana
LEYENDA:
Valoracién Aspecto Color (Negro-azul) Olor (Caracteristico a Huito)
Liquido Suave Ligero
Viscoso Moderado Tenue
+++ Salido Intenso Intenso

Fuente: Elaboracion propia del estudio
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4.7.

ANALISIS E INTERPRETACION

En la tabla N° 9 se muestra los resultados de las pruebas fisicoquimicas
de la formulacion del tinte shampoo a tres diferentes concentraciones de
extracto, donde se observa que las tres formulaciones presentan similares
caracteristicas fisicoquimicas presentandose pequefias variaciones como
en la coloracién; siendo menos intensa la formulacion de 7.5% que los
otros dos formulaciones; también se presentd una precipitacién en la
formulacién del 12.5% después de una semana, lo cual no hubo en las
otras dos formulaciones; por lo tanto se eligié la formulacion al 10 %

porque presentar mejores caracteristicas fisicoquimicas.

RESULTADO DE LOS DIAMETROS DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICOTICA DEL TINTE SHAMPOO ELABORADO CON EL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Genipa americana L.
“HUITO”

Tabla 10: Resultados de los diametros de inhibicion de la actividad

antimicética del tinte shampoo elaborado con el extracto hidroalcohdlico

al 70% de Genipa americana L. “Huito”.

Concentracion % Diametro del halo de Inhibicién (mm) en cepas de

Malassezia furfur ATCC 14521

| | ]| Promedio
7.50% 11.29 1413 14.87 13.43
10% 19.12 16.94 17.45 17.84
12.50% 19.28 17.79 18.23 18.43
patréon ketoconazol 11.31 9.93 9.36 10.20

2%

Fuente: Elaboracién propia del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION

En la Tabla N° 10 se observan los resultados descriptivos de los diametros de

los halos de inhibicidon del efecto antimicotico de la formulaciéon farmacéutica del

tinte shampoo elaborado con extracto hidroalcohdlico al 70% de Genipa

americana L. “Huito”, en tres concentraciones que se incorporaron a la

formulacion del tinte shampoo, y del shampoo patrén de Ketoconazol al 2%.
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Se puede observar que la concentracion del 10 % y 12.5 % presentan mejor

actividad antimicética frente a Malassezia furfur.

Segun Jauregui Zela (2018) en su investigacién encontré que su formulacion de

shampoo elaborado a partir de la raiz tuberosa de Sacha Paraccay presenté un

diametro de inhibicion de 36mm, siendo mayor el halo en comparacioén con el

diametro de inhibicion de nuestra formulacion al 10% que fue de 17.84 mm.

Segun los criterios expuestos por Espinosa T. (2017) para la susceptibilidad

antimicotica el ketoconazol como medicamento inhibe al hongo Malassezia furfur

en un rango intermedio de 15 a 25 mm, lo cual indica que nuestro tinte shampoo

10% presenta un halo de inhibicion de 17.4mm, siendo una inhibicion intermedia

al comparar con el dato tedrico.

4.8. CONTROL DE CALIDAD DEL TINTE SHAMPOO ELABORADO A
PARTIR DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE
Genipa americana L. “HUITO”

4.8.1. CONTROL DE ESTABILIDAD

Tabla 11: Resultados de control de estabilidad acelerada a corto plazo.

T pH Aspecto Color Olor Viscosidad (mPa)
| 12 rpm
E
M 4°C 20- 40°C  4°C  20- 40°C 4°C 20- 40°C 4°C 20- 40°C  4°C  20-25°C 40°C
P 25°C 25°C 25°C 25°C
o
0 6 6 6 ++ ++ ++ +++ +++ +++  +++ +++ +++ 4849 4849 4849
3 7 6 7 +++ ++ + + +++ +++ + +++ +++
7 7 6 6 +++ ++ + + +++ +++ + +++ +++
4749 - 4849
10 7 6 6 +++ ++ + + +++ +++ + +++ +++
15 7 6 6 +++ ++ + + +++ +++ + +++ +++
LEYENDA:
Valoracién Aspecto Color (Negro-azul) Olor (Caracteristico a Huito)
+ Liquido Plomo Ligero
++ Viscoso Plomo- azul Tenue
+++ Sdlido Negro- azul Intenso

Fuente: propio del estudio.
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ANALISIS E INTERPRETACION

En la tabla N° 11 se muestran los resultados de estabilidad acelerada de la
formulacion final expuesta a tres temperaturas diferentes (4°C, 20- 25°C y 40°C)
durante quince dias. Donde se observé que el pH se mantuvo dentro de los
parametros normales (pH 6-7) a las tres temperaturas; en cuanto al aspecto se
observé una solidificacion a temperatura de 4°C, se mantuvo viscoso a
temperatura ambiente y se observd mayor fluidez(liquido) a temperatura de
40°C; en la coloracién se observo que a 4°C el color varia de negro-azul a plomo,
manteniendo una coloracién constante a temperatura ambiente y de 40°C; el olor
es caracteristico al fruto de Genipa americana L. “Huito” en todas las
temperaturas, pero se evidencia una ligera disminucion del aroma a temperatura
de 4°C.

En los resultados de viscosidad a temperatura ambiente se mantiene constante,
habiendo una variacién a las temperaturas de 4°C y 40°C.

Teniendo en cuenta que la comision de la comunidad andina en la Decision 833
“‘Armonizaciéon de legislaciones en materia de Productos Cosméticos”, en el
articulo 3 indica que “Los productos cosméticos que se comercialicen dentro de
la Subregidn no deberan perjudicar la salud humana cuando se apliquen en las
condiciones normales o razonablemente previsibles de uso, teniendo presente
particularmente, la presentacion del producto, su etiquetado y las eventuales
instrucciones de uso y eliminacién, asi como cualquier otra indicacion o
informacion que proceda del fabricante o del responsable de comercializacién
del producto”. (86)
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4.8.2. CONTROL DE CALIDAD MICROBIOLOGICO

Tabla 12: Resultados de control de calidad microbiolégico segun
parametros de la comunidad andina.

AREA DE APLICACION

RESULTADOS

LIMITES
ACEPTABILIDAD

DE

Productos
cosmeéticos
susceptibles a
contaminacién

microbioldgica

Mesodfilos aerobios

0x10% UFC/ml

Limite maximo 5 x 103

totales UFC/g o ml.
Pseudomona Ausencia Ausenciaen 1 go ml
aeruginosa

Staphylococcus Ausencia Ausenciaen 1 goml.
aureus

Coliformes totales y Ausencia Ausenciaen 1 go ml.

fecales

Fuente: Modificado de la comunidad andina

ANALISIS E INTERPRETACION

En la tabla N°12 se observan los resultados de la ausencia total de patégenos

en la formulacion final de tinte shampoo elaborado a partir del extracto del fruto

de Genipa americana L. “Huito”. Al comparar con los limites permisibles dados

por la Comunidad Andina, encontramos que el tinte shampoo presenta inocuidad

por no evidenciarse ningun tipo de crecimiento de los microorganismos

estudiados, por lo cual se determina que el tinte shampoo elaborado a partir del

fruto de Genipa americana L. “Huito” cumple con los parametros microbioldgicos

establecidos.
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4.8.3. CONTROL DE SENSIBILIDAD OCULAR

Tabla 13: Resultados de control de toxicidad ocular del tinte shampoo en

conejos.
TIEMPO DE OBSERVACION
1h | 24h | 48h | 72h No se
. requirié
CO'\II\!EJO CORNEA OPACIDAD 1 1 1 0 realizar
ULCERACION | 0 | © 0 o0 | hastalos?7
5659 ] dias porque
CONJUNTIVA | INFLAMACION | 1 1 0 0 alas 72 ya
IRRITACION | 2 | 2 1 0 hinguno
presentaba
IRIS IRITIS 1 1 0 0 | alteraciones
. oculares
CONEJO CORNEA OPACIDAD 1 1 0 0
N°2 .
ULCERACION 0 0 0 0
481 .
g CONJUNTIVA | INFLAMACION | 1 0 0 0
IRRITACION 2 0 0 0
IRIS IRITIS 1 0 0 0
CONEJO CORNEA OPACIDAD 1 1 0 0
N°3 .
ULCERACION | 0 0 0 0
4569 ]
CONJUNTIVA | INFLAMACION | 1 0 0 0
IRRITACION 2 1 0 0
IRIS IRITIS 1 0 0 0
CONEJO CORNEA OPACIDAD 1 1 0 0
N°4 .
ULCERACION 0 0 0 0
4749 .
CONJUNTIVA | INFLAMACION | 1 0 0 0
IRRITACION 2 0 0 0
IRIS IRITIS 1 0 0 0
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Escala de puntuacion:

l. CORNEA (total de lesiones corneales axbx5=80)

a.- Grado de Opacidad ligera 1
opacidad . . .
Areas opacas diseminadas 2
Areas translucidas con iris visible 3
Opacidad completa con iris invisible 4
b.- Extension de Mas de 74 del area total 1
la opacidad _ .
Mas de 72 y menos de 2 del area 2
Menos de % y mas de Y2 del area 3
Mas de % del area total 4
Il. IRIS (Total de lesiones iridianas ax5=10)
a.- Evaluacion de | Con alteracion, pero reaccionando a la luz 1
las lesiones . _
Lesionados hasta que no reaccionan a la luz 2

Il. CONJUNTIVA (total de lesiones en la conjuntiva (a x b x ¢) x 2=20)
a.- Vasos enrojecidos sobre lo normal 1
Enrojecimiento

Enrojecimiento moderado 2
Enrojecimiento difuso intenso 3
b.- Edema Edema ligero, incluyendo la membrana nictitante 1
Edema con eversion parcial del parpado 2
Edema con parpados cerrados a la mitad 3
Edema con parpados totalmente cerrados 4
C.- Secrecion Secrecion ligera 1
Secrecion moderada en ambos parpados 2
Secrecion en ambos parpados y alrededores 3

Fuente: Adaptado de MINSA “Disefio e interpretacién de pruebas
farmacoldgicas en control de calidad” (1997) (92)

ANALISIS E INTERPRETACION

Segun la tabla N° 13, se observa que todos los conejos presentaron
enrojecimiento e irritacion ocular moderado los dos primeros dias, inflamacion
del parpado inferior (donde fue administrado) y pequenas alteraciones en el iris
con reaccion a la luz; lo cual indica que la reaccion mas grave presente en esta
prueba es la irritacién en la conjuntiva, desapareciendo todos estos antes del

tercer dia. Al comparar con el cuadro de valoracion de puntos del MINSA (1997)
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se determina que el tinte shampoo produce pequefas lesiones que estan dentro

del margen de seguridad para Shampoos.

Para el manejo de los conejos en laboratorio se realizaron de acuerdo a la “Guia

de manejo y cuidado de animales de laboratorio: Conejo”. (93)

49. COLORACION DE MECHONES DE CABELLOS DECOLORADOS
SOMETIDOS AL TINTE SHAMPOO ELABORADO APARTIR DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DEL FRUTO DE Genipa americana

L. “HUITO”

Tabla 14: Resultados de la coloraciéon en mechones de cabello
decolorados sometidos al tinte shampoo elaborado a partir del extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L. “Huito”.

TIEMPO DE
MUESTRA COLORACION L* b*
(dias)
BLANCO 0 93.07 0.42 2.78
DECOLORADO 0 554 7.32 22.01
1 51.73 71 18.78
7.50% 2 54.74 6.65 19.43
3 56.9 6.82 20.65
1 46.93 7.35 16.83
10% 2 50.45 6.99 17.16
3 54.94 6.45 18.37
1 47.24 7.46 14.52
12.50% 2 48.69 7.25 15.86
3 52.27 6.23 16.54
Fuente: Elaboracién propia del estudio
Leyenda:

L*=luminosidad

a*= coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde)

b* = coordenadas amarillo/azul (+b indica amarillo, -b indica azul)
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla N° 14 se muestra los resultados de la coloracién, de las diferentes
concentraciones del tiente shampoo frente al tiempo que fueron sometidos los
mechones de cabellos decolorados, siendo estos cada dia (1), cada dos dias
(2) y cada tres dias (3), por media hora y finalmente lavarlo, obteniendo que L*,
a* y b* varian de forma considerable en relacién a los datos obtenidos del cabello
decolorado y una coloracion mas oscura, también se observa que cuando la
exposicion del cabello al tinte shampoo es mas constante (cada dia) el cambio

de coloracion es mayor.

Cuando L* (luminosidad), es mayor que cero la coloracién tiende a mayor
claridad, pero cuando es menor que cero tiende a oscurecer por consiguiente
cuando disminuye este valor el color se oscurece; Cuando a*, es mayor a cero
tiende al color rojo, pero cuando es menor que cero tiende al color verde y por
consiguiente los mechones sometidos con muestro producto no presenta una
variacion considerable de cambio de color en este rango en comparacion con los
mechones decolorados; Cuando b*, es mayor a cero tiende al color amarillo, en
cambio cuando b* es menor a cero tiende al color azul, por consiguiente los
mechones sometidos al tinte shampoo presentan una disminucion considerable
de este valor lo que demuestra la tendencia hacia el color azul en comparacion

con los mechones decolorados.

Segun Arroyo Figueroa (2019) en su investigacion donde evalué la coloracion en
mechones de cabello de tinte shampoo elaborado con el extracto del insecto
grana cochinilla, obteniendo la disminucioén en el valor de L* (luminosidad) de
22.30 (control) a 15.14 (tinte shampoo) lo cual coincide con nuestros resultados,
porque el valor del control fue 55.4 disminuyendo hasta 46.9 (tinte shampoo 10%,
cada dia/ 30 min.).
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CONCLUSIONES

. El extracto hidroalcohdlico al 70% extraido del fruto inmaduro de Genipa
americana L. “Huito” y la formulacion del Tinte Shampoo elaborado a partir
del extracto hidroalcohodlico al 70% extraido del fruto inmaduro de la
Genipa americana L. “Huito” al 10% presentan actividad antimicoética.

. La formulacion del Tinte Shampoo al 10% elaborado a partir del extracto
hidroalcoholico al 70% extraido del fruto inmaduro de la Genipa
americana L. “Huito” al 10% presenta la capacidad de coloracion capilar.
. Se logro obtener el 39.40% de extracto seco hidroalcohdlico del fruto de
Genipa americana L. “Huito” por maceracion con alcohol al 70% siendo
esta cantidad mayor a lo extraido con los alcoholes al 40% y 90%,
presentando el extracto al 70% una solubilidad total en agua y abundante
cantidad de lactonas sesquiterpénicas, azucares reductores y gran
cantidad de taninos.

. El extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L. “Huito” frente
a la cepa de Malassezia furfur ATCC 14521 extraido con alcohol a 70%
presentd mayor halo de inhibicion (20.71 mm) que los extraidos a 40% vy
90% (7.6mm y 7.31 mm respectivamente).

. La mejor formulaciéon del tinte shampoo a partir del extracto
hidroalcohdlico del fruto Genipa americana L. “Huito” fue con 10% de
extracto a 70% en la formulacién por presentar mayor estabilidad en sus
caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas.

. De la formulacion elegida a tres diferentes concentraciones del extracto,
el tinte shampoo elaborado al 10% del extracto hidroalcohdlico extraido
con alcohol a 70% del fruto de Genipa americana L. “Huito” present6 un
optimo halo de inhibicion (con menor cantidad de extracto en la
formulacion) de 17.34mm frente a la cepa de Malassezia furfur ATCC
14521 en comparacion a los halos obtenidos de la formulacién con
extracto al 7.5% y 12.5% siendo estos valores de 13.43mm y 18.43mm
respectivamente.

. El tinte shampoo elaborado al 10% del extracto hidroalcohdlico extraido
con alcohol a 70% del fruto de Genipa americana L. “Huito”, no presenté

bacterias, inestabilidad ni variaciones fisicoquimicas (a temperatura
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ambiente), pero presento irritacion ocular moderada por dos dias, dentro
de los rangos de seguridad.

. El tinte shampoo elaborado al 10% del extracto hidroalcohdlico extraido
con alcohol a 70% del fruto de Genipa americana L. “Huito” presentd
variacion de color en mechones de cabello decolorado sometidos
diariamente por media hora durante un mes, que se percibié por el 0jo
humano un oscurecimiento en el color, comprobada esta variacion con el
colorimetro triestimulo mediante la escala CIElab, con los resultados
obtenidos en las dimensiones; L* de 55.4 (mechoén decolorado) a 46.93
(mechén sometido al tinte shampoo al 10%); a* de 7.32 (mechon
decolorado) a 7.35 (mechdn sometido al tinte shampoo al 10%); b* de
22.01 (mechon decolorado) a 16.83 (mechdn sometido al tinte shampoo
al 10%).
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SUGERENCIAS

A LAS AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO
ABAD DEL CUSCO

v" Fomentar la investigacion en plantas naturales de la regién a nivel de
todas las carreras involucradas en la salud.

v Implementar el area de control microbiolégico para evitar contaminacion
cruzada en los productos elaborados en el laboratorio de Tecnologia

Farmacéutica.

A LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

v’ Capacitar a los alumnos en el manejo y cuidado de los equipos y reactivos
que hay en los diferentes laboratorios.

v" Fomentar a la investigacion y elaboracion de productos cosméticos a base
de los diferentes recursos naturales del departamento del Cusco.

v" Incentivar a la investigacion de nuevas tendencias metodolégicas para la

elaboracién de productos farmacéuticos y cosméticos.

A LOS ESTUDIANTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

v" Continuar investigando las diferentes propiedades que presenta el fruto
de Genipa americana L. “Huito” para elaborar nuevos productos naturales.
v Realizar la marcha fitoquimica cuantitativa para especificar la cantidad de
los metabolitos presentes responsables de sus propiedades medicinales.
v' Realizar investigaciones en plantas medicinales de las que aun no se

tiene conocimientos amplios ni certificados sobre sus usos tradicionales.
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ANEXOS
Anexo N°1

Certificacion de la planta Genipa americana L. “Huito”




Anexo N°2
Analisis Fitoquimico del extracto hidroalcohdlico a 70° de Genipa americana L.
“Huito”.

INFORME DE AMALISIS FITOQUIMICO Y SOLUBILIDAD DE EXTRACTO
ETANCOLICO M1 = extracto azul oscuro

Saolicitante:
Fecha: 26 de octubre de 2020
RESULTADOS DE MARCHA FITOQUIMICA

METABOLITOS REACTIVO M1

SECUNDARIOS

FLAVONOIDES Shinoda +
Vapores de MH: +

FEMOLICOS FeCls ++

QUINONAS Borniraguer ++

TANINOS FeCls 1% ++

AZUCARES Fheling. +4+

REDUCTORES

GLICOSIDOS Fheling. ++

ALCALOIDES Dragendorff ++

SAPONIMAS Prueba de -
espuma

LACTOMNAS Balget +++

SESQUITERPENICAS

ESTEROIDES Liberman-Burchar -

LEYENDA +++ muy abudanie ++ abundante +poco abundante — negativo
RESULTADOS DE SOLUBILIDAD

DISOLVENTE

M1

Hz0O

+++

ETANOL 40%

+++

ETANOL 70%

+++

ETANCOL ABSOLUTO

ACETONA

ETER ETILICO

ACETATO DE ETILOD

+ ||+

CLORCFORMO

HEXANO

LEYENDA +++ muy soluble ++ soluble +poco soluble — insoluble

Se realizo en laboratorio fitpguimica de la UNIVERSIDAD MACIOMNAL DE SAN
ANTONIO ABAE DEL CUSCO.



Anexo N°3
Criterios de Actividad Antimicotica atendiendo al halo de inhibicion.

Para definir el tipo de actividad antimicética, se utilizaran los criterios expuestos por
Espinosa T. Alejandra Paula (2017) (94)

Dénde:
- R resistente, menores a este valor no presenta actividad antimicética,

- | : intermedio, entre estos valores presenta actividad antimicotica intermedia
(dosis dependiente).

- S :suceptible, mayores a este valor presenta actividad antimicotica muy buena.

Fuente: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD in vitro DE ANTIFUNGICOS CONTRA
DERMATOFITOS AISLADOS EN ANIMALES DE COMPANIA 2017)

Anexo N°4

Determinacion de porcentaje de humedad

Peso de TIEMPO

fruto

Genipa .

americana 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h | 168 h | 192 h | Porcentaje

L. “Huito” de
humedad

(%)

Peso 1

Peso 2

Peso 3

Promedio de % de humedad del fruto de Genipa americana L. “Huito”

Elaboracion Propia




Anexo N°5

Determinacion del porcentaje de extraccion

Pesos

Concentraciones Hidroalcohoélicas

40% 20%

90%

Pi: Peso inicial

(extracto seco)

Pf: Peso final

(muestra vegetal)

%E: Porcentaje de

rendimiento

Elaboracion Propia

Anexo N°6

Actividad antimicotica del extracto hidroalcohdlico de Genipa americana L.

“Huito”

Concentracion
%

Diametro del halo de Inhibicién (mm) en cepas
de Malassezia furfur ATCC 14521

| 1| ]| Promedio

40

70

90

Elaboracion Propia

Leyenda:

I: Primer grupo de halos
II: Segundo grupo de halos
lll: Tercer grupo de halos




Anexo N°7

Pruebas fisicoquimicas de la formulacion tinte shampoo

Pruebas

7.5%

10%

12.5%

pH

Color

Olor

Formacion

espuma

de

Facilidad

incorporacién

de insumos

de

Homogeneidad

Formacion

precipitado

de

LEYENDA:

Valoracion

Aspecto

Color (Negro-azul)

Olor (Caracteristico a

Huito)

+

Liquido

Suave

Ligero

++

Viscoso

Moderado

Tenue

+++

Solido

Intenso

Intenso

Elaboracion Propia

Actividad antimicoética del tinte shampoo de Genipa americana L. “Huito”.

Anexo N°8

Concentracion %

Diametro del halo de Inhibicion (mm) en cepas de
Malassezia furfur ATCC 14521

Promedio

7.50%

10%

12.50%

patron ketoconazol 2%

Elaboracion Propia




Anexo N°9

Control de estabilidad acelerada a corto plazo

T pH Aspecto Color Olor Viscosidad (mPa)
| 12rpm
E
M | 4°C| 20- | 40 | 4° | 20- | 40 | 4°C | 20- | 40 | 4°C | 20- | 40 | 4°C 20- | 40°
P 25°C | °C| C | 25° | °C 25° | °C 25° | °C 25°C | C
o C C C
0
3
10
15
LEYENDA:
Valoracion Aspecto Color (Negro-azul) | Olor (Caracteristico a Huito)
+ Liquido Plomo Ligero
++ Viscoso Plomo- azul Tenue
+++ Sdlido Negro- azul Intenso
Elaboracion Propia
Anexo N°10
Control de calidad microbiolégico
AREA DE APLICACION Y FASE RESULTADOS LIMITES DE

ETARIA ACEPTABILIDAD

Productos Mesdfilos aerobios Limite maximo 5 x 10°

cosmeticos totales UFC/g o ml.

susceptibles a | Pseudomona Ausenciaen 1 go ml

contaminacion | aeruginosa

microbioldgica | Staphylococcus Ausenciaen 1 goml.
aureus

Coliformes totales vy

fecales

Ausenciaen 1 go ml.

Fuente: modificado de la comunidad andina




Anexo N°11

Control de toxicidad ocular en conejos expuestos al tinte shampoo

TIEMPO DE OBSERVACION
1h 24h | 48h | 72h
CONEJO CORNEA OPACIDAD
N1 ULCERACION
peso
CONJUNTIVA | INFLAMACION
IRRITACION
IRIS IRITIS
CONEJO CORNEA OPACIDAD
N"2 ULCERACION
peso
CONJUNTIVA | INFLAMACION
IRRITACION
IRIS IRITIS
CONEJO CORNEA OPACIDAD
N3 ULCERACION
peso
CONJUNTIVA | INFLAMACION
IRRITACION
IRIS IRITIS
CONEJO CORNEA OPACIDAD
N4 ULCERACION
peso
CONJUNTIVA | INFLAMACION
IRRITACION
IRIS IRITIS




Escala de puntuacion:

l. CORNEA (total de lesiones corneales axbx5=80)

a.- Grado de Opacidad ligera 1
opacidad Areas opacas diseminadas 2
Areas translucidas con iris visible 3
Opacidad completa con iris invisible 4
b.- Extensién de | Mas de " del area total 1
la opacidad Mas de Va2 y menos de 2 del area 2
Menos de %y mas de 2 del area 3
Mas de % del area total 4

Il. IRIS (Total de lesiones iridianas ax5=10)
a.- Evaluacion Con alteracion pero reaccionando a la luz 1
de las lesiones

Lesionados hasta que no reaccionan a la luz 2

[I. CONJUNTIVA (total de lesiones en la conjuntiva (axbxc)x2=20)

a.- Vasos enrojecidos sobre lo normal 1
Enrojecimiento Enrojecimiento moderado 2
Enrojecimiento difuso intenso 3

b.- Edema Edema ligero, incluyendo la membrana nictitante 1
Edema con eversién parcial del parpado 2

Edema con parpados cerrados a la mitad 3

Edema con parpados totalmente cerrados 4

c.- Secrecion Secreciodn ligera 1
Secrecion moderada en ambos parpados 2

Secrecién en ambos parpados y alrededores 3

Fuente: Adaptado de MINSA “Disefio e interpretacion de pruebas farmacolégicas
en control de calidad” (1997)



Anexo N°12

Coloracion de mechones con tinte shampoo

TIEMPO DE
MUESTRA COLORACION L a
(dias)

BLANCO 0

DECOLORADO 0

7.50%

10%

12.50%

24hrs

Elaboracion Propia

Leyenda:
L*=luminosidad

a*= coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde)

b* = coordenadas amarillo/azul (+b indica amarillo, -b indica azul)



REGISTRO FOTOGRAFICO
Parte N° 1: Recoleccion de la especie en estudio

Fotografia N° 01: Sector Sicllabamba, distrito de Echarati, provincia de
Cusco, departamento de Cusco a 1000 m.s.n.m.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

Fotografia N° 02 y 03: Recoleccioén de los frutos inmaduros de Genipa
americana L. “Huito”.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



Fotografia N° 03: Seleccion de los frutos inmaduros de Genipa americana
L. “Huito”.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 04 y 05: Resultados de la determinacién del porcentaje
de Humedad de los frutos inmaduros de Genipa americana L. (Huito).

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



FOTOGRAFIA N°06: Cortes longitudinales de los frutos inmaduros de
Genipa americana L. (Huito).

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 07 y 08: Secado de los frutos inmaduros de Genipa
americana L. “Huito” en el secadero del herbario Vargas- UNSAAC.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



FOTOGRAFIA N° 09 Y 10: Identificacion de la especie vegetal Genipa
americana L. “Huito” por el herbario Vargas- UNSAAC.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 11: Molienda del fruto seco de Genipa americana L.
“Huito”.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



Parte N° 2: Obtencion del extracto hidroalcohdlico con alcohol de 70° del
fruto seco de Genipa americana L. (Huito).

FOTOGRAFIA N° 12: Pesado del fruto seco molido de Genipa americana
L. “Huito”.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 13 y 14: Obtencion del extracto hidroalcohélico seco con
alcohol de 70° de Genipa americana L. “Huito”.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



Parte N° 3: Determinacion de la actividad antimicética del extracto
hidroalcohdlico con alcohol de 70° del fruto seco de Genipa americana L.
“Huito”.

FOTOGRAFIA N° 15: Sembrado del hongo Malassezia furfur Cepa ATCC
14521 en agar Sabourand.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 16, 17, 18 y 19: Determinacion del efecto antimicético del
extracto hidroalcohdlico con alcohol de 70° del fruto seco de Genipa

americana L. “Huito”, sembrado, Blanco, 40°, 70° y 90°.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.




Parte N° 4: Formulacion del tinte Shampoo elaborado a partir del extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L. (Huito)

FOTOGRAFIA N° 20: Formulacién del tinte Shampoo elaborado a partir de
tres diferentes concentraciones de extracto hidroalcohoélico del fruto de
Genipa americana L. “Huito”.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 21 y 22: indice de espuma de la formulacién de tinte
Shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohélico de Genipa
americana L. “Huito” a tres diferentes concentraciones.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



Parte N° 5: Determinacion de la actividad antimicética y capacidad de
coloracién capilar del tinte Shampoo elaborado a partir del extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L. “Huito”.

FOTOGRAFIA N° 24, 25, 26, 27 y 28: Determinacion del efecto antimicético
del tinte Shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico de Genipa
americana L. “Huito” a diferentes concentraciones, Blanco, patrén, 7.5%,
10% y 12.5%.

Blanco




Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 29, 30: Mechones decolorados antes y después de ser
sometidos al tinte Shampoo elaborado a partir del extracto
hidroalcohédlico de Genipa americana L. “Huito” para la determinacion de
su capacidad de coloracion capilar.

Antes:




Después:

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

Parte N° 6: Control de calidad del tinte Shampoo elaborado a partir del
extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L. “Huito” al 10%.

FOTOGRAFIA N° 31: Elaboracién de los caldos y medios de cultivos para
el analisis de Control de calidad microbiolégico del tinte Shampoo
elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico de Genipa americana L.
“Huito”.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



FOTOGRAFIA N° 32, 33, 34 y 35: Observacion de los microrganismos
presentes en el control de calidad microbiolégico del tinte Shampoo
elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico de Genipa americana L.
“Huito”.

Mesofilos aerobios totales

Pseudomona aeruginosa

Coliformes totales y fecales Staphylococcus aureus

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 36, 37 y 38: Control de Estabilidad fisicoquimico del tinte
Shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohélico de Genipa
americana L. “Huito”.

Apariencia

20-25°C




Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 39 y 40: Conejos empleados para el control de
sensibilidad ocular del tinte Shampoo elaborado a partir del extracto
hidroalcoholico de Genipa americana L. “Huito”.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



FOTOGRAFIA N° 39 y 40: Aplicacion del tinte Shampoo elaborado a partir
del extracto hidroalcohélico de Genipa americana L. “Huito” en el
parpado inferior del conejo.

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.

FOTOGRAFIA N° 39 y 40: Observacion de efecto causado por el tinte
Shampoo elaborado a partir del extracto hidroalcohélico de Genipa
americana L. “Huito” al primer y tercer dia.

Primer dia Tercer dia

Fuente: D. Gutierrez y J. Ortiz de Orue.



MATRIZ DE CONSISTENCIA
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICOTICA IN VITRO FRENTE A Malassezia furfur CEPA ATCC 14521 Y DETERMINACION DE LA
CAPACIDAD DE COLORACION CAPILAR DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO Y DEL TINTE SHAMPOO ELABORADO A PARTIR DEL
FRUTO DE Genipa americana L. “Huito”.

FORMULACION OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES | METODOLOGIA | INSTRUMENTOS
DEL PROBLEMA
¢ Presentaran Objetivo General El extracto | Variables
actividad Evaluar la actividad antimicotica in vitro frente a | hidroalcohdlico independientes: Tipo de estudio: Fichas de
antimicotica in vitro | Malassezia furfur ATCC 14521 del extracto | del  fruto  de | Concentracion del |- Porcentaje de | Cuasi observacion y
frente a Malassezia | hidroalcoholico y del tinte shampoo elaborado a partir | Genipa extracto extracto experimental- recoleccion de
furfur ATCC 14521 | del fruto de Genipa americana L. “Huito”. americana L. | hidroalcohdlico de hidroalcohdlico | | ongjtudinal. datos (Anexo N°
el extracto | Determinar la capacidad de coloracion capilar del tinte | “Huito” y el tinte Genipa americana obtenido 4-12).
hidroalcohdlico y el | shampoo elaborado a partir del extracto del fruto de | shampoo L. “Huito” Nivel de la Paquete
tinte shampoo | Genipa americana L. “Huito”. elaborado T.inte shamooo investigacion: estadistico
elaborados a partir | Objetivos Especificos presentan P gacion. SPSS  version
del fruto de Genipa | 1. Obtener el extracto hidroalcohdlico de la especie | actividad elaborado en base Correlacional. 25.
americana L. | vegetal de Genipa americana L. “Huito” y determinar | antimicética  in | @ extracto | _ concentracion | Programa
“Huito™? sus propiedades fisicoquimicas y fitoquimicas. vitro  frente  a | hidroalcohdlico de | e  extracto | Diseno de estadistico
¢ Presentara 2. Determinar la actividad antimicética in vitro del | Malassezia furfur | Genipa americana | hidroalcohdlico | Investigacion: EXCEL.
capacidad de | extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa | ATCC 14521. L. “Huito” - Capacidad de | Disefio
coloracion capilar el americana L. “Huito” frente a la cepa de Malassezia | El tinte shampoo | Variable coloracion Completamente
tinte shampoo |  furfur ATCC 14521. elaborado a partir | dependiente: capilar al azar.
elaborado a partir | 3. Realizar los estudios de pre-formulacién y determinar | del extracto | Actividad
del fruto de Genipa | |a mejor formulacién del tinte shampoo a partir del | hidroalcohdlico antimicética in vitro
americana L. | extracto hidroalcohdlico del fruto de Genipa |del  fruto  de | gente 3 1a cepa | - Didmetro del
“Huito™? americana L. “Huito”. Genipa americana | \1oioccois furfur | halo de

4. Determinar la actividad antimicética del tinte shampoo | L. “Huito” | \rcc 14521 inhibicion.
elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico del | presenta '
fruto de Genipa americana L. “Huito” frente a la cepa | capacidad de

de Malassezia furfur ATCC 14521.

5. Realizar el control de calidad del tinte shampoo

elaborado a partir del extracto hidroalcohdlico del
fruto de Genipa americana L. “Huito”.

6. Monitorear el comportamiento de la coloracién de

mechones de cabellos virgen sometidos al tinte
shampoo elaborado a partir del extracto
hidroalcohdlico del fruto de Genipa americana L.
“Huito”.

coloracion capilar




