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RESUMEN

El uso de plantas medicinales se remontan a épocas antiguas, por ello se han
utilizado las plantas para tratar dolencias. Con base en este conocimiento
cultural, investigadores realizan estudios en el laboratorio a fin de comprobar los
efectos de ciertas plantas sobre las diferentes enfermedades que afectan al ser
humano. El presente trabajo de investigacion se realizé con el objetivo de
desarrollar una formulacion de crema a base del extracto atomizado de las hojas
de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”, que fueron recolectadas en el
centro poblado de Anchac - Wasi (Huaraca) a 2700 m.s.n.m del distrito de
Vinchos, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho. Se llevé a cabo
en los Laboratorios del Area de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
en el Centro de Desarrollo, Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y
Fitomedicamentos (CEDACMEF) y en el Laboratorio de la Oficina Farmacéutica
MasPharma. El extracto atomizado tuvo un olor caracteristico, sabor amargo,
color marrén claro y tiene un aspecto de polvo fino homogéneo. Es muy soluble
en agua, con pH igual a 5,34 £ 0,06; humedad de 6,75%; cenizas 5,24%; un
rendimiento de 9,37% y un porcentaje de fenoles de 84,84 + 0,06%. Se
desarrollo tres formulaciones de la crema a base de extracto atomizado,
eligiéndose la crema 2 por presentar mejores parametros fisicoquimicos. Se le
realizé estudios de pre-estabilidad durante un mes, durante el cual se evalud sus
caracteristicas fisicoquimicas, asi mismo se determind el porcentaje de fenoles
por el método de Folin Ciocalteau. Para el estudio de estabilidad presenté un
aspecto homogéneo, de color beige claro, textura suave, olor Sui generis,
consistencia moderada y pH de 6,0. Del estudio de pre-estabilidad, después de
Su exposicion a temperatura ambiente y 30°C por un mes no presenté variacion
de sus caracteristicas organolépticas. EI pH no vari6. No hubo variacion
significativa en el porcentaje de fenoles. (p > 0,05). Del estudio de estabilidad
acelerada, a temperatura de 50°C, se desnaturaliz6. Del control de calidad
microbioldgico, la crema es conforme.

Se concluye que la férmula elegida tiene buenos atributos de estabilidad.

Palabras clave: Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”, crema, estudios de
pre-estabilidad, estabilidad, formulacion.
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l. INTRODUCCION

Se ha postulado que los productos fitoterapéuticos, debido a su naturaleza,
merecen consideraciones y cuidados adicionales.* El principal problema para el
uso y preparacion de las formas farmacéuticas con extractos liquidos obtenidos
a partir de plantas medicinales, es la estabilidad, ya que los mismos tienen una
composicion muy compleja y son, generalmente, sensibles a los cambios de
temperatura, sufren reacciones fotoliticas y se oxidan con facilidad,' de ahi que
la estabilidad se convierte en una caracteristica de los medicamentos que debe
garantizarse y que, por tanto, es un requisito fundamental que deben demostrar
los fabricantes de un producto farmacéutico ante las autoridades sanitarias para
la inscripcion y comercializacién del producto en el pais.? Para el éxito
terapéutico en el desarrollo de nuevas formulaciones en la Industria
Farmacéutica, la forma farmacéutica debe ser estable, lo que hace que la
evaluacién de la estabilidad sea un factor fundamental. Esta puede medirse a
través de un estudio de estabilidad acelerada, que tiene por objeto verificar, en
condiciones especificas y controladas, la capacidad de un producto para
mantener las mismas caracteristicas y propiedades durante su vida util.*

Los extractos son materias primas que contienen cantidades variables, pero
siempre pequefas, de principios activos y grandes cantidades de material
secundario (sales organicas e inorganicas, acidos y bases organicas, saponinas,
polifenoles, taninos, azlcares, polisacaridos, etc.); este material secundario
puede afectar significativamente la tecnologia de fabricacion y la estabilidad de
la forma farmacéutica.’

Tomando en cuenta el estudio realizado in vitro de la crema elaborada a base
del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”
y como parte del desarrollo de esta forma farmacéutica semisoélida con actividad
antimicrobiana tépica,' es necesario evaluar los parametros fisico - quimicos y

microbiologicos y su estabilidad acelerada en dos condiciones térmicas de



almacenamiento lo que se constituye como el objetivo principal de este trabajo.
La fecha de expiracién asignada a un producto farmacéutico es una aplicacion e
interpretacion directa del conocimiento obtenido con el estudio sobre estabilidad.
Bajo esta consideracion, este trabajo buscara esclarecer o definir el tiempo de
vida util del producto a través del estudio de su perfil cinético, que finalmente
garantice su éxito terapéutico.*
En este sentido, el tema de la estabilidad de los medicamentos se ha convertido
en un tema trascendental para el farmacéutico, tanto para su desempefio en el
area de la Tecnologia Farmacéutica Industrial, en el desarrollo de productos
farmacéuticos, como para el farmacéutico que se encarga de la distribucién y de
la dispensacion de los medicamentos tanto en las farmacias institucionales,
como en las farmacias de la comunidad.®

Es asi que se decidié llevar a cabo su estudio en los Laboratorios de Farmacia y

Bioguimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga cuyos

resultados quedan plasmados en este informe, como resultado de un estudio a

nivel experimental para lo cual se plantearon los siguientes objetivos.

Objetivo General

Desarrollar una formulacion de crema a base del extracto atomizado de las hojas

de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.

Objetivos Especificos

e Evaluar los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de las hojas de
Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”

o Formular la crema a base del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay”.

e Evaluar los parametros fisico - quimicos y microbiol6gicos de la crema
elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay”.

e Evaluar la estabilidad acelerada de la crema elaborada a base del extracto

atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

A continuacion, se reportan estudios e investigaciones realizadas con el género
Calceolaria:

Casanova,’ realizé un estudio sobre el extracto acuoso liofilizado de Calceolaria
cuneiformis Subsp. cuneiformis “ayapa zapatum”, en el cual se determiné una
buena actividad antioxidante y anti ulcerosa, debido a la presencia de
metabolitos secundarios como los flavonoides y taninos, obteniéndose mejores
resultados a la dosis de 125 pg/mL.

Del Solar,” estudié la actividad antioxidante de la crema elaborada a base del
extracto hidroalcohélico de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“‘wawillay”, en la que encontrdé que la crema al 0,5% con concentracion de 100
ug/mL presentd mayor porcentaje de inhibicion de radicales libres (99,46.+.0,11);
respecto a las cremas al 1,0% y 2,0% que presentaron porcentajes de
99,10.+£.0,46% y 96,45.£.0,53% respectivamente.

Romero y col,® realizaron el tamizaje fitoquimico de la especie Calceolaria
engleriana donde se demostrd la presencia de compuestos fendlicos como:
taninos, flavonoides y catequinas; los terpenoides como monoterpenos,
diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos y/o esteroides y las quinonas. Asi mismo,
reportan la actividad antibacteriana del extracto de las especies del genero
Calceolaria, frente a dos cepas gran positivas, Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes, tres cepas gran negativas Escherichia coli, Salmonella
tiphy y Pseudomonas aeuriginosa y finalmente una levadura Candida albicans,
donde se observa que la especie Calceolaria engleriana y Calceolaria
cuneiformis, son las que tiene mayor actividad antimicrobiana.

Harty y col,® en un estudio sobre Calceolaria chelidonioides Humb, planta que

pertenece a la familia Scrophulariaceae, se aislaron flavonoides, apigenina,



quercetina y rutina, utlizando diferentes técnicas espectroscopicas. La
evaluacion de la actividad antioxidante, mediante el radical libre DPPH, mostré el
siguiente orden con respecto a la energia para estas tres moléculas en la
reduccion de la molécula de DPPH: apigenina, rutina y quercetina (Clsy en
pg/mL= 30,3 £1,9; 23,7 £ 2,4y 18,8 = 2,1), los flavonoides son bien conocidos
antioxidantes y usando el DPPH.

De la Cruz,' realiz6 un estudio donde la actividad antioxidante de Calceolaria
rupestris Molau “romero” se determiné por el método de captacion del radical

libre DPPH, evaluandose a las concentraciones de 300 pg/mL, 600 pg/mL y 900
pg/mL, a diluciones de 1, 25, 50 y 100 pg/mL de cada uno de ellos

respectivamente, expresandose los resultados como porcentaje de inhibicion.
Los mayores porcentajes de inhibicion se obtuvieron a las diluciones de 100
png/mL, 50 pg/mL y 25 pg/mL de la concentracién de 300 ug/mL del extracto con
un 98,8 = 0,65; 99,0 + 0,46 y 86,5 + 6,46 y a la concentracion de 600 pg/mL a las

diluciones de 100 pug/mL y 25 pg/mL con un 98,0 + 0,37 y 97,0 + 0,28 de
porcentaje de inhibicion respectivamente.

Boza,™ realiz6 la pre formulacién de crema y ungiiento a partir de un extracto
seco de la corteza de Mangifera indica L. obteniendo el extracto por decoccién y
el secado por atomizacion, el polvo fino se caracterizd evaluando propiedades
fisicoguimicas ademas de estudios de pre estabilidad en funcién del tiempo y del
pH. Con el polvo se preparé un lote pequefio de crema y unglento evaluandolos
mediante procesos tecnoldgicos (pH, extensibilidad, propiedades organolépticas)
y por la cuantificacibn del contenido quimico de polifenoles totales.
Obteniéndose que la crema contiene una cantidad adecuada de polifenoles
totales para ser usada como antioxidante tépico o con fines antiinflamatorios.
Goyti,** realiz6 un estudio quimico y farmacol6gico de un extracto activo de
Buddleja globosa Hope, buddlejaceae “matico” y el disefio de la metodologia
analitica donde ultiliz6 la estandarizacién quimica que permita la cuantificacion de
metabolitos activos por el método de Folin Ciocalteu utilizando &cido galico como
estandar donde obtiene una lectura de ETMAT otofio ( extracto etandlico de
hojas secas y molidas recolectadas en otofio) de 12,55 + 0,00, ETMAT verano
(extracto etandlico de hojas secas y molidas recolectadas en verano) de 17,19 +
0,57, y EMG (extracto metandlico global de hojas secas y molidas recolectadas
en verano) de 14,48 + 0,00 donde refiere que este método de cuantificacion solo

da a conocer la concentracion de fenoles totales hidrosolubles sin valorar



particularmente a aquellos metabolitos activos de interés farmacolégico.

1.1® realizaron un estudio sobre la estabilidad sobre acetato de

Mesa y co
hidrocortisona en formulaciones en forma de crema al 1% donde se sometieron a
condiciones degradativas: medio 4cido (HCI 1 M), medio alcalino (NaOH 0,1M) y
condiciones oxidantes (H,O, 3%) por periodos variables de tiempo vy
temperatura. Los productos de degradacion se detectaron mediante técnicas de
HPLC (Cromatografia Liquida de alta Resolucion). Los resultados obtenidos
permitieron valorar la estabilidad del acetato de hidrocortisona y su crema al 1%.
Se propone un mecanismo de degradacién de este principio activo en sus
formulaciones.

Romani,** realizd un estudio in vitro sobre la actividad antibacteriana de la crema
elaborada a base de extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay”, en la que demostré que esta especie, bajo la
forma de crema al 2%, posee un importante poder antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus.

2.2. Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”

2.2.1 Clasificacién taxonémica de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Scrophulariales

Familia : Scrophulariaceae

Género : Calceolaria

Especie : Calceolaria engleriana Kraenzl.
Nombre vulgar: "wawillay”

Fuente: Constancia emitida por el Herbarium Huamangensis (Anexo 1)

2.2.2 Caracteristicas botanica de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”
Sub arbusto erecto que alcanza de 0,2 a 1,2 m de altura, ramas rojizo marrones
poco ramificado, con inflorescencia en cimas terminales multiflorales y parte
distales de las ramas finamente tomentosa, pelos ascendentes, hojas herbaceas
0 sub coriaceas, lanceoladas (raramente ovado estrechamente eliptica), aguda
cuneada o redondeada en la base, margenes enteros deflexos de 2,8 — 8,2 por
0,9 — 2,6 cm, de color verde olivo en ambos lados, haz tomentoso algo
deslucido, envés pinnado venoso, las venas tomentosas, inter espacios glabros,
glandulas sésiles inflorescencia compuesta de 1 - 2 pares de cimas de 8 flores,

pedunculos primarios de 2,3 - 10 cm, pedicelos 1 - 3 - 4 cm, la cima presenta



bracteas. Sépalo eliptico u ovado, de color amarillo limén, con pocos pelos
glandulares en la cara externa, internamente con pelos cortos, corola
profundamente amarilla con puntos amarillos en el interior de la garganta, labio
superior 3 - 5 x 5 - 7 mm labio inferior porcién incurvada 17 - 25 x 12 - 20 mm,
estambres con anteras de color amarillo con tecas opuestas, con filamento
estaminal corto, fruto capsula ovoide acuminada y glandular.™ *°

2.2.3 Estudio etnobotanico y etnofarmacolégico

En la medicina popular la utilizan como ténico del estbmago, agentes
bactericidas y edulcorantes, se recomienda el agua del cocimiento de ramas y
hojas.™

En colicos menstruales ingerir infusiones de las hojas y flores, en problemas del
rifdn, circulacién y varices, se recomienda masticar las hojas, también es (til
como purificante de la sangre, en infecciones, reumatismo.®

2.2.4 Composicion quimica

A partir de los extractos apolares se han aislado una serie de 55 nuevos
diterpenos pertenecientes a seis tipos estructurales, naftoquinonas y flavonoides.
Entre los diferentes diterpenos aislados cabe mencionar la presencia de ésteres
de &cido maldnico y bis-diterpenos. Cuatro nuevos compuestos de diterpenos se
han aislado de las partes aéreas de Calceolaria latifolia, y sus estructuras fueron
elucidadas por métodos espectroscépicos. Dos de ellos presentan un esqueleto
de tipo pimaradieno y los otros dos, un esqueleto stemarano.*’

El tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Calceolaria
engleriana, reveld la presencia de azlcares reductores, catequinas, flavonoides,
fenoles y taninos, quinonas y triterpenos y esteroides. En este mismo trabajo,
ademas se menciona que se han aislado diterpenos de las partes aéreas de
Calceolaria petiolaris, identificados como:
18-maloniloxi-9-epi-eti-7,15-primaradieno, 18-hidroxi-9-epi-ent-7,15-pimaradieno,
18-acetoxi-9-epi-ent-7,15-pimaradieno y el Petiolato (un bis—diterpeno). De igual
forma, naftoquinonas de las partes aéreas de Calceolaria recta y Calceolaria
paposana. Se ha reportado, ademas, dos naftoquinonas de Calceolaria andina,
identificadas como 2-(1,1-dimetilpro-2.enil)-3-hidroxi-1,4-naftoquinona y su
correspondiente acetato, el 2-acetoxi-3-(1,1-dimetilpro-2.-enil)-3-hidroxi-1,4-
naftoquinona. Del estudio de 22 especies de la familia Scrophulariaceae se

demostrd la presencia de flavonas y flavonoles metoxilados.™



2.3. Flavonoides
Los flavonoides son fenoles de tipo diaril-propano (Ar-Cs-Ar) unidos, la mayoria,
a una cadena de azUcar: estan constituidos por un anillo bencénico condensado

a una y-pirona (o sus derivados) sustituida en posicién 2 por un radical fenilo.*

Figura 1. Nucleo basico de un flavonoide,2-fenilbenzopirona.®
Los flavonoides se encuentran generalmente en mezclas como agliconas y/o
glicésidos, aun de las diferentes clases siendo esto Gltimo mas comudn. Se hallan
presentes en todas partes de las plantas, algunas clases se encuentran mas
ampliamente distribuidas que otras, siendo mas comunes las flavonas y
flavonoles, y mas restringidas en su ocurrencia las isoflavonas, las chalconas y
las auronas. La accién farmacolégica es también extensa y variada, son bien
conocidas sus actividades contra la fragilidad capilar, dilatadores de las
coronarias, espasmolitica, antihepatotoxica, colerética, estrogena y diurética.
Destacaremos asimismo la actividad antibacteriana de flavonoides prenilados y
otros fenoles y la accién fungitéxica de isoflavonas.*
2.4. Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un grupo considerable de
compuestos que pueden definirse, de una forma concisa y desde el punto de
vista quimico como compuestos organicos presentes en la naturaleza que
poseen, al menos, un anillo aroméatico, con uno 0 mas grupos hidroxilo unidos a
él (esos grupos funcionales pueden ser sustituidos por ésteres, metil-éster,
glicésidos, etc.), aunque una definicibn mas precisa se basa en su origen
metabdlico como aquellas sustancias derivadas del metabolismo de la ruta del
shikimico y de los fenilpropanoide.?
2.5 Taninos
Taninos, bajo esta denominacion se incluyen un grupo de derivados fendlicos
poliméricos de distinto peso molecular. Se les ha asignado distinto efecto como
estimulacion de células fagocitarias, actividad antitumoral y un amplio espectro

antibacteriano. Asi pues, su accién antimicrobiana puede estar relacionada con



su capacidad para inactivar las adhesinas de microorganismos, enzimas,
proteinas de transporte de la cubierta celular. Los estudios publicados'” reflejan
que los taninos también pueden ser téxicos frente a hongos filamentosos y
levaduras. Los taninos condensados son capaces de unirse a la pared celular de
las bacterias presentes en el rumen de los herbivoros, impidiendo su crecimiento
y actividad proteasa.”
2.6 Cumarinas
Son compuestos fendlicos resultante de la fusién del anillo de benceno y una
alfa pirona. Como grupo las cumarinas tienen propiedades antimicrobianas por
su capacidad estimuladora de macréfagos que incide de forma directa en el
proceso infeccioso. Algunas de ellas se han empleado por sus efectos antiviricos
(warfarina), mientras que otras, como los acidos hidroxinamicos, son inhibitorios
de microorganismos gran positivos v las fitoalexinas, derivado hidroxilados de las
cumarinas tienen actividad anti fangica.?
2.7 Proceso de atomizacién
En la industria la obtencion de productos en polvo a partir de materiales liquidos
se lleva a cabo por medio de un proceso de secado por atomizacion. El proceso
de secado por atomizacion es capaz de transformar una disolucion, una
emulsién, una suspension o una dispersion liquida en un producto totalmente
seco y estable. Inicialmente, el liquido se introduce en el equipo por medio de
una bomba y se atomiza, a continuacién, se elimina el disolvente por medio de
una corriente de aire caliente, y como paso final los equipos utilizados en la
industria presentan compartimentos de deposicion de estas particulas para que
al final sean recogidos en un vaso o recipiente cerrado. Los bajos tiempos de
residencia que se emplean y el efecto refrigerador debido a la evaporacion,
posibilita trabajar eficazmente con productos sensibles a la temperatura. Las
ventajas frente a la liofilizacibn son un rendimiento mayor, unos tiempos de
procesamientos mas cortos y su menor costo.”* El secado por atomizacion
presenta tanto ventajas como inconvenientes:
Las principales ventajas del secado por atomizacién son: **
e Control de los pardmetros de calidad del producto, asi como especificaciones
concretas.
e Los alimentos sensibles al calor, los productos biol6gicos, y los productos
farmacéuticos se pueden secar a presion atmosférica y a bajas temperaturas.

A veces, se emplea la atmésfera inerte.



e El secado por atomizacion permite la produccion de grandes cantidades en la
operacion continua y con un equipo relativamente simple.

e El producto entra en contacto con las superficies del equipo en condiciones
anhidras, simplificando asi los problemas de la corrosion y de seleccién de
materiales costoso en la construccién del equipo.

e Produce particulas relativamente uniformes, esféricas y con casi la misma
proporcion de compuestos que en la alimentacion liquida.

e Puesto que la temperatura de funcionamiento del gas puede extenderse de
150 a 600 °C, la eficacia es comparable a la de otros tipos de secadores
directos.

Las desventajas del secado por atomizacién son:

¢ Deficiente si se requiere un producto a granel de alta densidad.

e Una unidad disefiada para la atomizacion fina puede no poder producir un
producto grueso, y viceversa.

e Para una capacidad dada, se necesita generalmente una evaporacién mayor
que con otros tipos de secadores.

e Hay una alta inversion inicial comparada a otros tipos de secadores
continuos.

2.8 Estudios de formulacion de formas farmacéuticas semisolidas

Los sistemas semisélidos satisfacen una exigencia de las preparaciones de

aplicacion topica, ya que, en general, poseen buena adherencia, lo que hace que

permanezcan sobre la superficie de aplicaciéon por un tiempo razonable hasta
que se elimine por lavado.

2.8.1 Clasificacion

Todos los preparados de consistencia semisélida estan, de hecho, englobados

en la definicibn genérica de “pomadas”, pero a menudo se utilizan otras

denominaciones mas especificas, relacionadas con sus caracteristicas
fisicoquimicas y su consistencia mas o menos blanda. Asi, en la Farmacopea

Europea se distinguen varias categorias de pomada.?

a) Pomadas (propiamente dichas);?* constan de un excipiente de una sola
fase en el que se pueden dispersar solidos o liquidos.

e Hidréfobas (lipdfilas).

e Absorbentes de agua.

e Hidrdfilas.

b) Cremas;* son formas farmacéuticas multifasicas constituidas por dos fases,



una lipofilica y otra acuosa se clasifican en dos grandes grupos:

e Hidrofobas (Emulsiones w/0). La fase continua o externa es la fase lipofila
debido a la presencia en su composicion de emulgentes tipo W/O.

e Hidrofilas (Emulsiones o/w). La fase externa es de naturaleza acuosa debido
a la presencia en su composiciéon de emulgentes tipo O/W, tales como
jabones sdédicos o trietanolamina, alcoholes grasos sulfatados y polisorbatos,
a veces combinados en proporciones convenientes con tensoactivos tipo
W/O.

c) Pastas; contienen elevadas proporciones de sélidos finamente dispersos en
el excipiente por lo que, generalmente, su consistencia es bastante elevada y
de bajo flujo, contienen polvos insolubles como 6xido de zinc, almidén,
caolin, talco (silicato de magnesio con trazas de aluminio). Son pomadas
duras que contienen hasta un 50% de polvo.?

2.8.2 Formulacion farmacéutica de productos fitoterapéuticos®
Los conocimientos y las técnicas de fabricacion de medicamentos, preparados a
partir de sustancias activas obtenidas por via sintética, son aplicables en un todo
a los productos naturales puros. Los productos fitoterapéuticos, debido a su
naturaleza, merecen consideraciones y cuidados adicionales. La formulacion de
extractos y tinturas en formas farmacéuticas no puede ser considerada como
problema Unicamente de la tecnologia farmacéutica. En la formulacion de
productos fitoterapéuticos deben ser consideradas no solamente la solubilidad y
la estabilidad de los principios activos, sino también las caracteristicas de los
componentes secundarios del extracto, como, por ejemplo, la higroscopicidad en
las formas farmacéuticas sélidas o la baja solubiidad en las formas
farmacéuticas liquidas. Practicamente todas las formas farmacéuticas pueden
ser preparadas a partir de extractos. En la seleccién de la forma farmacéutica de
un producto fitoterapéutico, los aspectos principales que deben tenerse en
cuenta son los siguientes:

e La forma debe ser aceptable para el paciente.

e Laférmula debe ser quimica y fisicamente estable.

e El producto debe ser correctamente envasado.

e El producto debe estar exento de contaminacién microbiana.

¢ El producto debe ser capaz de proporcionar una dosis correcta de la droga.

e El producto debe ser terapéuticamente eficaz.

e El proceso debe ser econdémico para la fabricacion en gran escala.
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e El producto debe tener una estabilidad adecuada.

La fabricacion de formas farmacéuticas de productos fitoterapéuticos debe
obedecer a las Buenas Practicas de Manufactura. El fabricante debe elaborar los
productos fitoterapéuticos garantizando que estos estén bajo la legislacion
vigente y debe asumir la responsabilidad por la calidad de cualquier producto por
él elaborado.

2.9 Estudios de pre-formulacién

El trabajo que abarca el conocimiento de las caracteristicas bdsicas, tanto
biofarmacéuticas como fisicoquimicas que van a influir en la eleccion y desarrollo
de la forma farmacéutica final del medicamento se conoce como estudios de pre-
formulacién.?

Se define como la investigacion de las propiedades fisicoquimicas y
biofarmacéuticas de un principio activo sélo o cuando se combina con
excipientes, con el objetivo de generar informacion util para la formulacién en el
desarrollo de una forma de dosificacion estable y biodisponible. Es decir,
ensayos realizados sobre un principio activo, concepcion y desarrollo de una
nueva preparacion farmaceéutica, primer paso en el desarrollo racional de una
forma farmacéutica para un principio.?

Por todo ello no es de extrafiar que los estudios de formulaciébn de un
medicamento puedan durar varios afios.?

Comprendera los siguientes pasos:?

e Caracteristicas del principio activo

e Caracteristicas de la forma de dosificacion

¢ Ensayos de estabilidad

o Paradmetros de formulacién y directrices para la produccion

¢ Datos Biofarmacéuticos y Farmacocinéticos

Condiciones de conservacion y acondicionamiento

Salud y prevencion de accidentes.

2.10 Estabilidad

La estabilidad es la aptitud de un principio activo o de un producto para
mantener sus propiedades originales dentro de las especificaciones relativas a
su identidad, concentracion o potencia, calidad, pureza y apariencia fisica.?®

a) Estudios de estabilidad preliminar

Es conocida también como prueba de seleccion o de corto plazo, tiene como

objetivo auxiliar y orientar en la eleccién de las formulaciones. “El estudio de
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estabilidad preliminar consiste en la realizacion de la prueba en la fase inicial del
desarrollo del producto, utilizandose diferentes formulaciones de laboratorio y
con duracién reducida”. Se emplea condiciones extremas de temperatura con el
fin de acelerar posibles reacciones entre sus componentes y el surgimiento de
sefiales que deben ser observadas y analizadas conforme las caracteristicas
especificas de cada tipo de producto. Este estudio no estima la vida util del
producto, sino auxilia en la seleccion de las formulaciones.*

b) Estudios de estabilidad

Conjunto de pruebas y ensayos a que se somete un producto en condiciones
preestablecidas y que permitira establecer su periodo de eficacia.?®

c) Estudios de estabilidad acelerada

El estudio de estabilidad acelerada es conocido también como estabilidad
normal o exploratoria. La norma mexicana de estabilidad de farmacos y
medicamentos NOM-073-SSA1 (2005), define a la estabilidad acelerada como
“estudios diseflados bajo condiciones exageradas de almacenamiento para
incrementar la velocidad de degradacién quimica, biolégica o los cambios fisicos
de un farmaco o de un medicamento”. Estos estudios son necesarios para
asegurar la estabilidad de la formulacion, determinar la forma de acondicionado
mas adecuada y estimar la caducidad del producto. Esta prueba es empleada
también en la fase de desarrollo del producto utilizando lotes producidos en
escala laboratorial y piloto de fabricacion. Ademas, puede ser realizado cuando
existan cambios significativos en ingredientes del producto y/o del proceso de
fabricacion, en el material de acondicionamiento que entra en contacto con el
producto o, para validar nuevos equipamientos o fabricacion por terceros. Antes
de iniciar los estudios de estabilidad, se recomienda someter al producto a la
prueba de centrifugacién. Se sugiere centrifugar una muestra a 3.000 rpm
durante 30 minutos. El producto debe permanecer estable y cualquier sefial de
inestabilidad indica la necesidad de reformulacién. Si es aprobado en este
ensayo, el producto puede ser sometido a las pruebas de estabilidad.*

d) Estudios de estabilidad a largo plazo

Son estudios diseflados de las caracteristicas fisicas, quimicas vy
microbiol6gicas, bajo condiciones de almacenamiento controladas durante el
periodo de vida util propuestas del producto, en el envase que se propone

circular en el mercado.®
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e).Estudios de Pre-estabilidad

Estos estudios denominado también “estudios de prediccidon de la estabilidad”,
se realizan primeramente con la materia prima o principio activo y en una
segunda etapa con la forma terminada. Su objetivo fundamental es predecir el
posible comportamiento del o los componentes de interés y son de vital
importancia para el tecnélogo, pues le ayuda a definir los posibles pasos de la
tecnologia de elaboracion de la forma terminada. Generalmente estos estudios
se realizan durante el periodo de pre-formulacién y tiene la ventaja que son
estudios que se realizan en un corto tiempo y dan una abundante informacién.?®
Durante estos estudios se deben estudiar los siguientes pardmetros:
Cuantificacion de los principios activos: Se debe tener establecido antes de
comenzar el estudio. Como método de andlisis utilizar la cromatografia de placa
fina, empleandose un sistema de fase mdvil de cloroformo acetona (6:1), como
fase estacionaria placas de Silicagel G Fss4 Yy como revelador solucién de p-
dimetilaminobenzaldehido.?®

Influencia de la temperatura

Para conocer como influye este parametro, se somete la muestra de interés a
condiciones de temperatura elevada (entre 70 y 100 °C) durante un periodo de
tiempo que puede oscilar entre los 7 y los 10 dias.

Influencia de la humedad

Para la realizacion de esta experiencia se coloca la muestra en estudio en una
camara humeda que posea un 100% de humedad relativa, durante un tiempo
gue puede estar entre los 7 y 15 dias. Antes de comenzar el estudio se debe

pesar la muestra y al finalizar la misma se debe realizar nuevamente la
23
pesada.

Influencia de la humedad y el calor

Conocido como estudio “OMS”, el mismo consiste en realizar la experiencia
anterior, con la diferencia de que la camara humeda debe ser colocada en una
estufa con temperatura entre los 60 y 70 °C durante 7 dias. Al igual que el caso
anterior la muestra debe ser pesada antes y después de realizada la
experiencia.

Influencia de la luz

Se coloca la muestra en un frasco transparente, cerrado herméticamente y se

coloca a la luz solar durante 7 dias.
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Influencia del medio con y sin calor

En este estudio se realizan dos experiencias, con el objetivo de conocer cémo
puede influir sobre el producto el pH del medio.

Influencia del pH

Para realizar esta experiencia la muestra debe ser colocada en condiciones
extremas de pH. Para ello se toman cuatro tubos para ensayo con tapa de rosca
y se coloca dentro de ellos la muestra de interés. Posteriormente a dos de ellos
se le adicionan solucién de acido clorhidrico o sulftrico 1 mol/L (pH < 2) y a los
otros dos tubos se le adicionan solucién de hidréxido de sodio 1 mol/L (pH > 10).
Se colocan un tubo de cada uno de los medios en una estufa a 70 °C durante 72
horas y el otro tubo se deja a temperatura ambiente durante igual tiempo.
Influencia del medio oxidante y reductor

Se realiza la misma experiencia anterior con la diferencia de que se afade
solucion de perdxido de hidrogeno al 1% (medio oxidante) y de tiosulfato de
sodio al 1% (medio reductor).

Una vez finalizada cada una de las experiencias anteriormente expuestas, se
procede a realizar el andlisis quimico para conocer si hubo afectacion o no sobre
el principio activo de interés. Para ello se deben realizar las siguientes
determinaciones:

Andlisis de las caracteristicas organolépticas: Nos permite conocer si hubo
afectacion fisica de la muestra.

Identificacion de los principios activos y los productos de degradacion: Se

deben realizar dos o0 mas métodos de identificacion.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion

El presente trabajo de investigacion se ejecutd en la oficina farmacéutica
MASPHARMA, en los laboratorios de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga y en el Centro de Desarrollo, Analisis y Control de
Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.

3.2 Poblacion y muestra

3.2.1. Poblacion

El extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
3.2.2. Muestra

25 g del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay”.

3.2.3. Unidad de anélisis

01 frasco de crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas de
Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.

3.2.4. Sistema de muestreo

Libre por conveniencia

3.3 Procedimiento para larecoleccién de datos

3.3.1. Recoleccion y desecacion de las hojas

Las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”, fueron recolectadas al
azar, en el Centro Poblado Waracca anexo Anchac—Huasi, en el distrito de
Vinchos, luego fueron lavadas con hipoclorito de sodio, secadas a temperatura
ambiente, en un lugar con buena ventilacion, cambiando el papel de soporte
cada 24 horas y removiendo el vegetal para evitar su descomposicion, por un
periodo de una semana, luego se procedi6 a deshojar para su posterior

molienda.®
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3.3.2. Obtencién del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay”.

Las hojas desecadas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”, fueron
molidas utilizando un molino de martillo. Una cantidad de 965 g de muestra se
sometieron a maceracion con 1200 mL de etanol a 70° durante una semana. El
percolado se hizo a razén de 20 gotas por minuto, luego se filtr6 repitiendo el
proceso cinco veces. Las fracciones recolectadas se concentraron en bafio
maria a 40°C y se secd por atomizacion utilizando el Atomizador Mini Spray
Dryer B-290 y el producto obtenido se envasé en un recipiente herméticamente
cerrado, pues el extracto atomizado es muy higroscépico.?

3.3.3. Identificacion de compuestos quimicos del extracto atomizado

La identificacion de los diferentes compuestos quimicos (metabolitos
secundarios) del extracto atomizado de las hojas Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay” fueron realizadas siguiendo los procedimientos de Miranda y Cuéllar.?®
3.3.4. Evaluacion de los pardmetros fisicoquimicos del atomizado

Una vez obtenido el extracto atomizado, se evaluaron los siguientes parametros
fisico — quimicos:

a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas®

Color: Se colocé la muestra en un tubo de ensayo hasta las tres cuartas partes y
se obtuvo el color, la transparencia, la presencia de particulas y la separacion en
capas.

Olor: Se tomé una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho
por 10 cm de largo e introdujo en un extremo de la muestra del ensayo.
Determinando si corresponde con las caracteristicas del producto.

Los términos para describir los olores de la droga son: aromatico, aliaceo,
alcanforado, nauseabundo, desagradable, a especia, etc.

Sabor: Se tom6 una cantidad suficiente y se colocé en una luna reloj, luego
hacer contacto con la lengua y determinar el tipo de sabor (dulce, amargo, acido,
salino, astringente, punzante, nauseabundo, aromético, etc.).

Aspecto: Se tomo cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de
reloj, se observé y se determind el aspecto de la muestra.?

b) Determinacion de la solubilidad

Para determinar la solubilidad de extracto seco se pes6 un gramo de muestra y
se vaci6 en un tubo de ensayo, el cual se le adicion6 1 mL de disolvente (agua,
alcohol o cloroformo), agitar y observar, en caso de no disolverse aumentar el

disolvente a 10 mL, asi sucesivamente para 30 mL, 100 mL, 1L y mas de 10 L.*®
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c) Determinacién de pH

La medicion del pH se llevé a cabo mediante el pH-metro Hanna Checker 1 (HI
98103), para ello se preparé una solucién reguladora de pH, para rango de 0-7.
Una vez preparada la solucion reguladora, se ajusté el equipo al rango en que se
realizd la determinacién. Posteriormente se determind el valor del pH de la
muestra.*’

d) Determinacion del contenido de humedad

Se peso6 2 g de la muestra de ensayo con desviacion permisible de 0,5 mg y se
transfirio a una capsula de porcelana previamente tarada y desecada,
seguidamente se desec6 a 105 °C durante tres horas. La capsula se colocé en la
desecadora donde se deja enfriar a temperatura ambiente y se pesa,
colocandose nuevamente en la estufa durante una hora, volviéndose a pesar,
hasta obtener una masa constante.?

Célculo:
M, - M;

Hg =21
8= M, - M

x 100

Donde:

Hg = Pérdida en peso por desecacion (%)

M = Masa de la cdpsula vacia (g)

M; = Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)

M, = Masa de la capsula con la muestra de ensayo (g)

100 = Factor matematico.

e) Determinacidn del contenido de cenizas totales

Se pesd no menos de 2 g ni mas de 3 g de la muestra de ensayo, con una
desviacién permisible de 0,5 mg en un crisol de porcelana o platino previamente
tarado. Se calenté suavemente la muestra de ensayo aumentando la
temperatura hasta carbonizar y posteriormente se inciner6 en una mufla a una
temperatura de 700 a 750°C, durante dos horas. Se enfrid el crisol en una
desecadora y se peso, repitiéndose el proceso hasta que dos pesadas sucesivas
no difieran en mas de 5 mg por gramo, para obtener la masa constante los
intervalos entre calentamiento y pesada son de 30 min. Al enfriar el crisol el
residuo es de color blanco o casi blanco.?

Célculo:

C= M1><100
- M
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Donde:

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada

M = masa del crisol vacio (g)

M; = masa del crisol con la porcién de ensayo (g)

M, = masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matemético.

3.3.5. Cuantificacion de fenoles ®

El contenido de fenoles totales se determiné por el método colorimétrico de

Singleton y Rossi. Con algunas modificaciones.

Procedimiento:

e Se transfirid 1 mL del extracto acuoso atomizado obtenido de la muestra, en
una fiola de 25 mL.

e Seguidamente se agregd 1 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (grado analitico
Merck).

e Se agitd y luego se dej6é en reposo por 5 minutos.

e Seguidamente se adicion6 10 mL de carbonato de sodio al 7%, y afor6 con
agua destilada a 25 mL.

e Después de 90 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente se procedio
a realizar la lectura a una longitud de onda de 550 nm.

e Para realizar la curva de calibracion se utilizé soluciones estandar de acido
caféico a concentraciones entre 100 a 500 xg/mL, preparadas a las mismas
condiciones antes mencionadas.(Anexo 10)

e Se preparé el blanco a las mismas condiciones que la muestra.

3.3.6. Formulacion de la crema elaborada a base del extracto atomizado de

las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”

Para la elaboracion de la crema a base del extracto atomizado de las hojas de

Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”, se tomaron tres formulaciones de

diferentes composiciones de los excipientes para evaluar sus caracteristicas que

estas presentan y la 6ptima incorporacion del atomizado como principio activo al

2%, de las cuales se eligid la segunda formulaciébn por presentar mejores

caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas. A continuacién, se detallan las

formulas utilizadas en el proceso de elaboracién de la crema.?
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Tabla 1. Elaboracion de la crema base.

BASE (Cantidad g)

Componentes

A B C
Lanett SX 15,0 - -
Lanett N - 15,0 -
Alcohol cetilico - - 15,0
Vaselina liquida 10,0 10,0 10,0
Parabenos 1,0 1,0 1,0
Propilenglicol 50 50 50
Butilhidroxitolueno BHT 0,025 0,025 0,025
Lauril sulfato de sodio - - 2,0
Aguac.s.p 100,0 100,0 100,0

Formulacion de la crema elaborada a base del extracto atomizado de las hojas
de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”

a) Férmula 1

Ingrediente Farmacéutico Activo y/o excipientes

Cantidad (%)

Extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana
Kraenzl “wawillay”

Propilenglicol

Agua purificada

Crema base A c.s.p

2,0
2,0
10,0
30,0

b) Formula 2

Ingrediente Farmacéutico Activo y/o excipientes

Cantidad (%)

Extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana
Kraenz “wawillay”

Propilenglicol

Agua purificada

Crema base B c.s.p

2,0
2,0
10,0
30,0

¢) Férmula 3

Ingrediente Farmacéutico Activo y/o excipientes

Cantidad (%)

Extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana
Kraenzl “wawillay”

Propilenglicol

Agua purificada

Crema base C c.s.p

2,0
2,0
10,0
30,0

Las cremas bases se elaboraron acorde las técnicas conocidas.”
3.3.7. Evaluacién de los parametros fisicoquimicos de la crema
a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Olor: Se tomo cantidad suficiente de muestra y se coloc6 en una luna de reloj se
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percibio el olor y determino el tipo de olor. Los términos para describir los olores
de la crema fueron: arométicos, alidceo, alcanforado, nauseabundo,
desagradable, a especia, etc.*

Color: Se tomé cantidad suficiente de muestra y se colocé en un tubo de
ensayo, este se colocé en un fondo blanco, se observé el color y determingé el
tipo de color.*

Aspecto: Se tomé cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de
reloj, se observé y se determind el aspecto de la muestra.*

b) Determinacion de las caracteristicas fisicas

Determinacion del tipo de emulsion o signo de emulsién

Método de dilucién: En dos tubos de ensayo se colocd 1 a 5 mL de emulsién, a
uno de ellos se agregd 5 mL de agua y al otro 5mL de alcohol, se mezcl6 y se
observo.

El tubo que presenta un aspecto homogéneo indica la fase externa de la
emulsién, es decir, si presenta una dispersion homogénea en agua la fase
externa es acuosa (O/W) y si es homogénea en vaselina o alcohol la fase
externa es oleosa (W/0).*

Influencia de la temperatura

Para conocer cémo influye este parametro, sometimos la crema de interés
acondicionado en un frasco de plastico a temperatura ambiente (entre 20 - 25
°C) durante un periodo de tiempo de 1 y 30 dias. Pasado este tiempo se valord
la crema formulada por el método de Singleton y Rossi.?®, pesando 1 g de la
crema en estudio en un vaso de precipitado y agregamos 25 mL de metanol,
filtramos y con el filtrado preparamos diluciones para llegar a las concentraciones
deseadas, luego tomamos 1 mL del filtrado y se realiz6é la valoracion para su
cuantificacion.®

Determinacion del indice de extensibilidad: Para realizar este ensayo se
utilizaron dos placas de cristal (10 x 10 cm.) entre las cuales se colocé una
cantidad pesada del preparado (por ejemplo = 1 g), trabajar a una variacion de
temperatura de + 0,5°C. Se coloco la placa inferior de cristal sobre una hoja de
papel milimetrado. Se recuadra la placa y se trazan las diagonales, se colocé la
muestra del preparado sobre el punto de interseccion. Se pesoé la placa superior
y se sitla sobre la inferior. Pasado un determinado tiempo (1 minuto), y por
efecto de la presion, la preparacion se habrd extendido de forma

aproximadamente circular. Se anoté los valores de los dos diametros y se
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calculo el diametro medio y a partir de éste, se calculd la superficie del circulo
formado. Se repitié esta operacion con sucesivos pesos de 50, 100, 200 y 500 g,
colocados en el centro de la placa.

Se representd la extensibilidad en mm? (Area = n(d/2)?) frente a los pesos
empleados. **

Determinacién del pH: Se pesa 1 g de muestra, se coloca en un tubo de
ensayo y se adiciona 2 mL de agua destilada, se diluye y se mide el pH
sumergiendo la tira reactiva marca MACHEREY-NAGEL con escala de 0 al 6 pH
acido, 7 pH neutro, y de 8 al 14 pH bésico en la muestra a evaluar, después de 2
minutos cuando el color de la tira haya cambiado, se compar6 con el patron de
coloracién impreso en la caja y se le asigné un valor de pH. ?*

Cuantificacion de fenoles

Se valor6 la crema formulada por el método de Singleton y Rossi.?%, pesando 1 g
de la crema en estudio en un vaso de precipitado y agregamos 25 mL de
metanol, filtramos y con el filtrado preparamos diluciones para llegar a las
concentraciones deseadas, luego tomamos 1 mL del filtrado y se realizé la
valoracion para su cuantificacion para cada periodo de evaluacion.®

3.3.8. Control de calidad microbiol6gico de lacrema

Para la determinacion de bacterias coliformes y Eschericha coli se usé la
técnica de diluciones en tubo mdltiple (nimero mas probable 6 NMP).*

a) Determinacién de Escherichia coli

La determinacion de microorganismos coliformes totales por el método del
namero mas probable (NMP), se fundamenta en la capacidad de este grupo
microbiano de fermentar la lactosa con produccion de &cido y gas al incubarlos a
35°C % 1°C durante 48 horas, utilizando un medio de cultivo que contenga sales
biliares. Esta determinaciéon consta de dos fases, la fase presuntiva y la fase
confirmativa.

En la fase presuntiva el medio de cultivo que se utilizé es el caldo Lauril Sulfato
de Sodio el cual permite la recuperacion de los microorganismos dafiados que se
encuentran presentes en la muestra y que sean capaces de utilizar a la lactosa
como fuente de carbono. Durante la fase confirmativa se emplea como medio de
cultivo caldo lactosado bilis verde brillante el cual es selectivo y solo permite el
desarrollo de aquellos microorganismos capaces de tolerar tanto las sales
biliares como el verde brillante.

La determinacién del nimero mas probable de microorganismos coliformes
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totales se realiza a partir de los tubos positivos de la prueba presuntiva y se

fundamenta en la capacidad de las bacterias para fermentar la lactosa y producir

gas cuando son incubados 44,5°C +0,1°C por un periodo de 24 a 48 horas.*

Prueba presuntiva *

Se agitd la muestra y transfirié6 volimenes de acuerdo con el Anexo 15, a
cada uno de los tubos con caldo lauril sulfato de sodio que se seleccionaron.
Se agit6 los tubos para homogenizar la muestra.

Se Incubd los tubos a 35°C + 0,5°C. Luego se examiné los tubos a las 24
horas y observé si hubo formacién de gas (desplazamiento del medio en la
campana de Durham); al no observar produccién de gas, se incubd 24 horas

mas.

Prueba confirmativa de microorganismos coliformes totales *

Se transfirié de 2 a 3 asadas de cada tubo positivo obtenido durante la prueba
presuntiva, en este caso no hubo tubos positivos, pero se sigui6 el
procedimiento para descartar la presencia de microorganismos en la
formulacién, a otro tubo que contiene caldo de bilis verde brillante (brilla), con
campana de Durham.

Se agito los tubos para su homogenizacion.

Se incubg a 35°C + 2°C.durante 24 a 48 horas.

Se registr6 como positivos aquellos tubos en donde se observd turbidez
(crecimiento) y produccién de gas después de un periodo de incubacion de 24
a 48 horas.

Al no observarse turbidez ni produccion de gas después del periodo de
incubacién se decidio realizar el plaqueado en placas activadas de agar levine
para un descarte mas determinante de bacterias coliformes totales que
puedan estar presentes en la formulaciéon de la crema.

Se consulté con el anexo 17, de NMP para conocer el nimero mas probable

de organismos coliformes totales/100 M.

3.4 Tipo y disefio de investigacion

3.4.1. Tipo de Investigacion

Pre — experimenta

|34

3.4.2. Disefio de Investigacion *

Disefio de prueba con tres grupos.

G, (O] X O,
G, 0O, X O,
Gs O3 X O3
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G: Grupos de sujetos (G, grupos; G, grupo,; etc.)

X: Tratamiento, estimulo o condicion experimental.

O: Medicion experimental.

3.5 Anélisis de datos.

Los datos obtenidos fueron procesados y analizados mediante el programa
Microsoft Excel. Los datos cualitativos como las caracteristicas organolépticas,
se reporté en cuadros. Para los datos de pH, extensibilidad y cuantificacion de
fenoles se calcul6 la media y el error estandar de la media. Los resultados de
control microbiolégico como unidades formadoras de colonias (UFC) se reportod
en cuadros. Se realiz6 la prueba de student para los valores de pH,
extensibilidad y porcentaje de fenoles con un nivel de significancia estadistica de
0,05 para comparar los valores al inicio y al final del estudio de la evaluacién de

la estabilidad.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado de las hojas de

Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay". Ayacucho, 2014.

Parametros Ensayos Resultados

Color Marrén claro

o Olor Sui generis

Organoléptico

Sabor Amargo

Aspecto Polvo fino homogéneo
. Agua Bastante soluble

Solubilidad

Etanol Soluble
pH Extracto hidroalcohélico 5,34
Humedad Pérdida por desecacién 6,75%
Sustancias solubles Sustancias extraibles 20,97%
Cenizas Cenizas totales 5,24%
Rendimiento Sélidos totales 9,37%
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Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto atomizado de las

hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay". Romani, 2012.

METABOLITOS
ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES
SECUNDARIOS
Azlcares ] o ]
Fehling +++ Precipitado rojo
reductores
. ) Mancha verde carmelita
Catequinas Catequinas ++
aluz Uv
Lactonas y/o ) o )
] Baljet ++ Precipitado rojo
cumarinas
_ Si hay presencia de
Saponinas Espuma +++
espuma
) ] Presencia de
Resinas Resinas ++ .
precipitado
) _ Fase amilica de color
Flavonoides Shinoda ++ o
amarillo intenso
NaOH 20% ++ Color naranja
H2S04 (c) ++ Color amarillo
Fenoles y/o Cloruro Coloracion verde (no
+++
taninos férrico son hidrosolubles)
. Presencia de un color
Quinonas Borntrager ++
rosado
Triterpenos y/o Liebermann .
) +++ Interfase color rojizo
esteroides - Burchard

(-) : Ausente(+): Escasa (++): Buena (+++): Excelente
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Tabla 4. Parametros de evaluacion de las cremas elaboradas a base del extracto

atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay". Ayacucho,

2014.

Cremas elaboradas

Parametros de
evaluacion Cremal Crema 2 Crema 3
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Color Beige claro Beige claro Beige claro
Olor Sui generis Sui generis Sui generis
Consistencia Moderada Moderada Moderada
pH 6,04 6,13 5,93
Extensibilidad 19466,1 mm® 23287,0 mm? 27302,0 mm?
Centrifugado Cumple Cumple Cumple
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Figura 2. Extensibilidad de las cremas elaboradas a base del extracto atomizado

de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay". Ayacucho, 2014.
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Tabla 5. Parametros de evaluacion por dia de la crema 2 elaborada a base del
extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay".
Ayacucho, 2014.

Parametro Dia 1 Dia 7 Dia 15 Dia 21 Dia 30
Aspecto Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo Homogéneo
Color Beige Claro Beige Claro Beige Claro Beige Claro  Beige Claro
Textura Suave Suave Suave Suave Suave
Olor Sui generis Sui generis Sui generis Sui generis Sui generis
Consistencia Moderada Moderada Moderada Moderada Moderada
pH 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
Extensibilidad ~ 14919,5 mm? - - - 14402,7 mm?
Centrifugado cumple cumple cumple cumple cumple
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Tabla 6. Estabilidad térmica por dia de la crema 2 elaborada a base del extracto
atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay". Ayacucho,
2014.

Temperatura Dia 1 Dia 7 Dia 15 Dia 21 Dia 30
Ambiente
Estable Estable Estable Estable Estable
20-25°C
30°C Estable Estable Estable Estable Estable
50°C Estable Inestable Inestable Inestable Inestable
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Tabla 7. Pérdida por evaporacién por dia de la crema 2 elaborada a base del
extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay".
Ayacucho, 2014.

Dias Dia 1l Dia 7 Dia 15 Dia 21 Dia 30
Muestra
@ 19,3055 g 19,2949 g 19,2844 g 19,2738 g 19,2634 g
g
Pérdida por
. - 0,0106 g 0,0105¢g 0,0106 g 0,0104 g
evaporacion.
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Tabla 8. Control microbioldgico de la crema 2, elaborada a base del extracto
atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay" al inicio y
final del estudio. Ayacucho, 2014.

95% de limite de

N° de tubos NMP/100

D0sitivos oL confianza Inicio 30 Dias
Inferior Superior
0 <1,1 0 3,0 Ausente Ausente
1 11 0,05 6,3 Ausente Ausente
2 2,6 0,3 9,6 Ausente Ausente
3 4,6 0,8 14,7 Ausente Ausente
4 8,0 17 26,4 Ausente Ausente
5 >8,0 4,0 infinito Ausente Ausente
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Tcalculado = 0,4944, Ttabla= 2,47, p > 0,05

Figura 3. Extensibilidad de la crema 2 elaborada a base del extracto atomizado
de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay" frente al peso aplicado,

en funcion al tiempo inicial y final. Ayacucho, 2014.
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Figura 4. Cuantificacién de fenoles en la crema 2 elaborada a base del extracto
atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay", en un
estudio de estabilidad de un mes. Ayacucho, 2014.
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V. DISCUSION

En la presente investigacion se busco realizar una formulacién semisélida a base
del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay"
a una concentracion de 2%, ya que a dicha concentracién la crema posee mayor
efecto antibacteriano tal como lo demostré6 Romani.** Las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay" fueron recolectadas en el centro poblado de
Anchac-wasi (Huaraca) del distrito de Vinchos de la provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho.

Para la obtencidon del extracto atomizado de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay” se sigui6 el protocolo descrito por Sharapin N.! mostrando que el
extracto atomizado obtenido de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“‘wawillay" es un producto de calidad que cumple con los parametros
mencionados.

En la Tabla 2, se presentan los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado
con un color marrén claro, olor aromatico, sabor amargo, aspecto de polvo fino
homogéneo, soluble en metanol y bastante soluble en agua, pH de 5,34;
humedad de 6,75% y ceniza de 5,24%. Segin Kuklinski,*® la solubilidad depende
de la forma en que se encuentran: aglicones libres: son insolubles en agua, poco
solubles en mezclas hidroalcohdlicas y solubles en disolventes organicos ya
sean polares o apolares. Heter6sidos: son solubles en agua y en mezclas
hidroalcohdlica e insolubles en disolventes organicos apolares.

De las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay" se obtuvo un extracto
atomizado con un porcentaje de rendimiento de 9,37%, es decir de 965 g de
hojas secas se obtiene 90,58 g de extracto atomizado.

En la Tabla 3, se presentan los compuestos quimicos identificados del extracto

"4 siendo

atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay
estos: azUcares reductores, catequinas, cumarinas, saponinas, resinas,

flavonoides, fenoles, taninos, quinonas, triterpenos y esteroides. Segun Del
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Solar,” se identificaron los siguientes metabolitos secundarios flavonoides,
taninos, triterpenos y esteroides y quinonas en el género Calceolaria. De la Cruz,
19 refiere que los flavonoides (presentes en el género Calceolaria), como los
acidos fenolicos demuestran ser fuertes atrapadores de radicales libres y al
mismo tiempo son capaces de inhibir la formacién de estos ultimos al enlazarse
con iones de metales de transicion.

Fauli,®® menciona que un estudio de formulacién debe ir precedido del
conocimiento de determinadas propiedades fisicas, quimicas y biofarmacéuticas
del principio activo y las influencias sobre los excipientes y en el proceso
tecnolégico determina las cualidades fundamentales del medicamento que son
eficacia, seguridad y estabilidad.

En el presente estudio esta situacién es critica, debido a la higroscopidad
inherente del extracto atomizado y a la cantidad de extracto afiadido. Las
medidas utilizadas para evitar estos inconvenientes es adecuar un area de
trabajo, controlando el porcentaje de humedad en el medio.

En la presente investigacion se elaboré tres férmulas de crema al 2% a base de
extracto acuoso atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“‘wawillay". Se varid la composicibn en excipientes y los resultados de su
evaluacion se muestran en la Tabla 4. Observamos que en las tres formulas
vemos que el color y olor se mantienen uniformes; no presentan variacion alguna
en sus caracteristicas. En cuanto al aspecto que estas presentan observamos
qgue la férmula 1, presenta un aspecto homogéneo pero espeso debido a la
utilizacion de cera Lanett SX(15%), que actia como agente tensoactivo y le da
volumen a la crema en combinacion con la vaselina liquida (10%) por lo que
dicha formula por la evaluacion del indice de extensibilidad fue descartada, la
férmula 3, presenta un aspecto homogéneo pero liquido debido a la utilizacién de
alcohol cetilico (15%) que actlla como agente espesante y vaselina liquida (10%)
a comparacion de la formulacién 2 donde no se utiliz6 alcohol cetilico y también
por la evaluacion del indice de extensibilidad se descart6 esta formulacion. Para
seleccionar la mejor férmula, se evalud diferentes parametros descritos en la
Tabla 4 y la 6ptima incorporacion del principio activo al 2% en las tres formulas.
Respecto a la extensibilidad estas se midieron de acuerdo al procedimiento
indicado donde los resultados para las formulas 1, 2 y 3 fueron 19466,1 mm?,
23287,0 mm?; 27302,0 mm? respectivamente donde se observa que la formula 2

responde mejor a esta prueba. Respecto al peso promedio estas se midieron de
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acuerdo al procedimiento indicado donde los resultados para las formulas 1, 2 y
3 fueron 19,32 g, 19,20 g, 18,98 g respectivamente donde se observa que no
hay variacion en cuanto a pesos entre una férmula a otra esta debido a la
precision en el envasado. Respecto al pH, la formulacion 1, 2 y 3 presentan pH
acidos 6.04, 6.13 y 5,93 respectivamente donde se observa que la férmula 2
presenta un pH de 6,13 que es ligeramente acido; este pH responde mejor para
otros productos cosméticos como champus o productos para el cuidado del
cuero cabelludo que van desde 4,0-5,5; en este caso se recomienda ajustar el
pH de esta formulacién de acuerdo a la zona del cuerpo donde se va a utilizar.
Evaluados los parametros establecidos y presentados en la Tabla 4, se eligié a
la féormula 2 por presentar mejores caracteristicas organolépticas y
fisicoguimicas. Por lo tanto, se procedié a realizar los ensayos de pre-estabilidad
a dicha formula cuyos resultados se presentan en la Tabla 5.

Se realizé un estudio de pre estabilidad, sometiendo la formula 2 a diferentes
condiciones de temperatura (30°C y ambiente 20-25°C) y periodos de tiempo.
Esta exposicion se realiz6 en un tiempo inicial y un mes, luego del cual se
procedi6 a evaluar sus caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas.

En la Tabla 5, se presentan los datos de la variacion de las caracteristicas
organolépticas de la formula 2. Podemos observar, que en todos los casos se
observa que tanto el color como el olor se mantienen; presentando un color
beige claro y un olor aromatico, un aspecto homogéneo suave al inicio y al final.
Respecto a los valores de extensibilidad, no hubo variacion estadisticamente
significativa (p > 0,05) entre los valores al inicio (14919,5 mm?) y luego de un
mes se observa (14402.7mm?), respecto al pH se observa que al inicio presenta
un pH de 6,00 y después de un mes presenta un pH de 6,00 donde tampoco
presenta variacion estadisticamente significativa (p > 0,05)

En la Tabla 7 se presentan los datos respecto al peso promedio se observa que
al inicio (19,31 g) y después de un mes (19,26 g) no presentan variacion
estadisticamente significativa (p > 0,05).

En la Figura 3, se presenta los resultados de la variacion del indice de
extensibilidad de la crema 2 al inicio, y a los 30 dias respectivamente donde
observamos que no existe variacion estadisticamente significativa (p > 0,05).

En la Tabla 7, se presenta los resultados de la variacion del peso promedio de la
crema 2 al inicio, dia 7, dia 15, dia 21 y a los 30 dias respectivamente donde

observamos que no existe variacion estadisticamente significativa (p > 0,05).
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En la Tabla 5, se presenta los resultados de la variacion del pH de la crema 2 al
inicio, dia 7, dia 15, dia 21 y a los 30 dias respectivamente donde observamos
que tampoco existe variacion estadisticamente significativa (p > 0,05).

En la Figura 4, se presenta los resultados de cuantificacion de fenoles en la
crema 2 en un estudio de pre-estabilidad a temperatura ambiente (20-25°C),
donde observamos que presenta un t= 0,36 que es menor que el Tt= 2,57 el cual
nos indica que no existe variacion significativa de la concentracion de &cido
caféico al inicio y a los 30 dias de evaluacion (p > 0,05).

En la tabla 8, se presenta los resultados del control microbiolégico de la crema
(férmula 2), donde se observa la ausencia de bacterias coliformes totales, debido
a la presencia de preservantes en la composicion de la férmula 2 como es el
metilparabeno y propilparabeno que son excelentes antibacterianos y

principalmente responde bien como fungicidas.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto atomizado tiene un olor aromético, sabor amargo, es de color
marrén claro y tiene un aspecto de polvo fino homogéneo. Es muy soluble
en agua, el pH es igual a 5,34; con una humedad de 6,75%; cenizas 5,24%;
un rendimiento de 9,37% y con un porcentaje de fenoles de 84,84 + 0,06%.
Se determiné que la formula 2 fue la mas adecuada para la formulacién de
la crema al 2% a base de extracto atomizado de las hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay" por las caracteristicas que esta presentaba al
incorporar el atomizado de manera éptima.

La crema al 2% elaborada a base de extracto atomizado de las hojas de
Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay" elegida (crema 2), presentdé un
aspecto homogéneo, de color beige claro, aromatico y un pH de 6,13. Del
control de calidad microbiolégico, la crema es conforme por presentar
lecturas ausentes de bacterias coliformes y Escherichia coli.

Del estudio de estabilidad acelerada, se sometié a la crema en estudio a
temperatura ambiente 20-25°C, 30°C y 50°C por 1, 7, 15, 21 y 30 dias. No
hubo variacion estadisticamente significativa en la evaluacién de los
parametros organolépticos y fisicoquimicos a temperatura ambiente y 30°C,
Asi mismo se observd desnaturalizacion de la crema expuesta a
temperatura de 50°C. Los resultados de cuantificacion de fenoles totales
presentes en la crema, en un estudio de estabilidad acelerada a temperatura
ambiente por 1 y 30 dias, vemos que presenta un t=0,36 donde no hubo
variacion estadisticamente significativa en los porcentajes de acido caféico
frente a un Tt=2,57.
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VIl. RECOMENDACIONES

Continuar el estudio de estabilidad a largo plazo de la crema elaborada a
base del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl
“wawillay" para asegurar su calidad.

Realizar estudios clinicos y farmacoldgicos para evaluar la eficacia y
seguridad de la crema a base del extracto atomizado de las hojas de

Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay".
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Anexo 1. Certificado de identificacion de la Calceolaria engleriana Kraenzl
“‘wawillay" Ayacucho -2014

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Walter Kike, MARTINEZ TINEO, ha
solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : SCROPHULARIALES

FAMILIA : SCROPHULARIACEAE
GENERO : Calceolaria

ESPECIE : Calceolaria engleriana. Kraenzl
N.V. : “‘wawillay”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 22 de Noviembre del 2014

“ UNIVERSIDAD D NACIONA
SAN CRISTOBAL DE HUAME‘?J%A
M:UUAD o: rxcucms Blomcm
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Anexo 2. Fotografia de las hojas y flores de la Calceolaria engleriana Kraenzl
“‘wawillay" Ayacucho - 2014.
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Anexo 3. Flujograma de obtencién del extracto atomizado de Calceolaria
engleriana Kraenzl “wawillay” Realizado en el Centro de Desarrollo Andlisis y
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos. Ayacucho

Hojas de Calceolaria Recoleccion y
engleriana Kraenz| = determinacion
“wawillay" taxonémica

v

Secamos y deshojamos las

hojas
Se realiza la molienda

con un molino de
—

Molienda de las hojas cuchilla

v

Se utiliza un tanque de
—>| 100L aunaT<70°C

Extracto hidroalcohélico
por 1 semana

!

Concentracién de la Se utiliz6 el rota
muestra —_— vapor industrial

l

Se lleva a atomizar

|

Extracto atomizado Atomizador Spray
Driver B290
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Anexo 4. Concentracion del extracto hidroalcohdlico de Calceolaria engleriana
Kraenzl “‘wawillay” realizado en el Laboratorio de Control de Calidad de Farmacia
y Bioquimica. Ayacucho — 2014.
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Anexo 5. Programando el equipo atomizador Spray Driver B290 del Centro de
Desarrollo Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos.
Ayacucho — 2014
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Anexo 6. Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto atomizado de las hojas
de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay". Romani, 2012.
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Anexo 7. Flujograma de cuantificacion del estdndar acido caféico a diferentes
concentraciones. Ayacucho-2014.

CUANTIFICACION DE ACIDO CAFEICO

10 mg acido cafeico
(AC)
MeOH c.s.p. 25 mi [0,4 mg/ml]
0,2 ml 0,5 ml 1,0ml 1,5ml 2,0ml
H20 c.s.p. 10 ml
8 ug/ml 20 ug/ml 40 ug/ml 60 ug/ml 80 ug/ml
1ml Iml 1ml 1ml 1ml
imlF.C. iml F.C. 1mlF.C. 1mlF.C. 1mlF.C.

Reposar 5 min.

10 ml NazCOs3 7%

H20 c.s.p. 25 mly reposar 90 min en oscuridad

Leer A550 nm, usando blanco H20

F.C. Folin Ciocalteau 1:6 (F.C.:H20)

Para la muestra problema, preparar una soluciéon 0,0004 mg/ml (0,01 g + H20 c.s.p. 25 mL) y proseguir idem a los
estandares
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Anexo 8. Preparacion del estandar acido caféico a diferentes concentraciones.
Ayacucho-2014.
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Anexo 9. Lectura de la solucion estandar de acido caféico a diferentes
concentraciones mas la muestra del atomizado de Calceolaria engleriana
"wawillay" en el espectrofotometro UV vis. En el Laboratorio de cinética y

estabilidad de medicamentos de Farmacia y Bioquimica. Ayacucho-2014.
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Anexo 10. Curva de calibracion de acido caféico. Ayacucho - 2014.

0,3
y =0,0039x - 0,002
Rz =0,9995

02
.S
(&)
s 0,2
Ke) 5
3
o)
< ,,,-O

0,1

0
01 -
o
0,0 . t . t . T . 1
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00

Concentracion [ug/mL]

Factor de calibracién = 263,14, S = 11,48, %C.V. =4,36
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Anexo 11. Producto terminado de las formulas 1, 2 y 3; realizado en el
Laboratorio de farmacias MASPHARMA. Ayacucho -2014.
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Anexo 12. Producto terminado elegido (crema 2) elaborada en el Laboratorio de
farmacias MASPHARMA.Ayacucho -2014.
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Anexo 13. Evaluacion de pH a la crema 2 elaborada en el Laboratorio de
farmacias MASPHARMA Ayacucho -2014.
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Anexo 14. Cuantificacion de fenoles presentes en la crema 2 elaborada en el
Laboratorio de farmacias MASPHARMA Ayacucho -2014.
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Anexo 15. Preparacion de inoculo con caldo lauril sulfato de sodio. Ayacucho -

2014.
INOCULO CANTIDAD DE VOLUMEN DE ~ CALDO LAURIL CONCENTRACION

(mL) MEDIO POR MEDIO MAS REQUERIDO
TUBO (mL) INOCULO (mL) g/l
1 10 o mas 11 o mas 35,6 1X
10 10 20 71,2 2X
10 20 30 53,4 1.5X
20 10 30 106,8 3X
100 50 150 106,8 3X
100 35 135 137,1 3.5X
100 20 120 213,6 4X
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Anexo 16. Determinacion del numero mas probable de microorganismos

coliformes totales. Ayacucho -2014.
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Anexo 17. indice del NMP con 95% de limite de confianza para varias
combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 5 tubos con
20 mL de muestra.Ayacucho -2014.

N° de tubos NMP/100 mL 95% de limite de confianza (Aprox.)
positivos Inferior Superior
0 <1,1 0 3,0
1 1,1 0,05 6,3
2 2,6 0,3 9,6
3 4,6 0,8 14,7
4 8,0 1,7 26,4
5 >8,0 4,0 infinito
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Anexo 18. Lectura de resultados positivos y negativos por el método NMP de la
crema de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”. Ayacucho-2014.
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Anexo 19.Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA HIPOTESIS OBJETIVO VARIABLE MARCO TEORICO METODOLOGIA
Desarrollo de ¢lLa crema Lacrema elaboradaa General Variable Independiente: Antecedentes Tipo de investigacién: Pre experimental.
una formulacién elaborada a base base del extracto e Desarrollar una Disefio de investigacion:
de crema a base del extracto atomizado de las formulacién de crema a - Crema elaborada a base |dentificacion Pre prueba — Post prueba con un solo grupo.
del extracto atomizado de las hojas de Calceolaria base del extracto  del extracto atomizado de  taxon6mica - Poblacion: El extracto atomizado estandarizado de
atomizado de las  hojas de engleriana  Kraenzl atomizado de las hojas las hojas de Calceolaria las hojas de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
hojas de Calceolaria “wawillay” cumple con de Calceolaria engleriana  engleriana Kraenzl  Caracteristicas Muestra: 25 g del extracto atomizado de hojas de
Calceolaria engleriana las especificaciones Kraenzl “wawillay”. ‘wawillay”. boténicas Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
engleriana Kraenzl técnicas para dicha  Especificos. Indicadores: Unidad experimental: 01 frasco de crema elaborada a
Kraenzl “wawillay” formulacion. e - Evaluar los parametros - Tipo ‘de excipiente. Etnobotanica base del extracto atomizado de las hojas de
“wawillay”. cumplird con las fisicoquimicos del - Cant[dad de excipiente. Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
Ayacucho, 2014. especificaciones extracto atomizado delas -EXQIPIGHIES- ) Quimica Metodologia:
técnicas para hojas de Calceolaria Variable Dependiente: - Se obtiene el extracto atomizado de las hojas de de
dicha engleriana Kraenzl - Formulacion de la crema  Pre formulacion Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.
formulacién? “wawillay”. elaborada a base del - Se evaluardn los parédmetros fisicoquimicos del
e - Formular la crema a €xtracto atomizado de las  Crema extracto atomizado (caracteristicas organolépticas,
base del extracto hojas de  Calceolaria Identificacion de compuestos quimicos, pH 'y
atomizado de las hojas €ngleriana Kraenzl ~ Control de  humedad).
de Calceolaria engleriana Wawillay™. parametros - Se determinard la férmula adecuada para la
Kraenzl “wawillay”. Indicadores: - fisicoquimocos elaboraci6n de la crema elaborada a base del extracto
- Caracteristicas atomizado.

- Evaluar los parametros
fisico-quimico y
microbiolégicos de la
crema elaborada a base
del extracto atomizado de
las hojas de Calceolaria

engleriana Kraenzl
“wawillay”.
e - Evaluar la estabilidad

acelerada de la crema
elaborada a base del
extracto atomizado de las

hojas de Calceolaria
engleriana Kraenzl
“wawillay”.

fisicoquimicas:
color, olor, pH.
- Control microbioldgico:
UFC (Unidades
Formadoras de Colonia).

- Cuantificacién de fenoles
totales antes y después
de someterlos a estrés
térmico.

Aspecto,

Estabilidad

Estabilidad
acelerada

- Se evaluaran los pardmetros fisicoquimicos y se
realizara el control microbiolégico de la crema
elaborada a base del extracto atomizado de las hojas
de Calceolaria engleriana Kraenzl “wawillay”.

- Se realizara un estudio de pre-estabilidad a la crema
2 sometiéndola a stress térmico a temperatura
ambiente, 30°C y 50° C.

- Se cuantificara los fenoles totales presentes en la
crema elaborada a base del extracto atomizado de las
hojas de Calceolaria engleriana Kraenz |
“wawillay”.antes y después de someterlos a stress
térmico.

Anélisis de datos:

Los datos obtenidos seran procesados y analizados
mediante el programa microsoft Excel. Se procedera a
obtener la media, la mediana, la moda, la desviacion
estandar y la varianza. Se utilizar4 la prueba de t de
student con una significancia estadistica de p=0,05.
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