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RESUMEN

Se aplica un procedimiento para la implementacién del control estadistico utilizando

el sistema computacional Statistica 10.0 General AOV/AOCU con la herramienta
estadistica ANOVA anidada. Se realiz6 esta investigacion con el objetivo estimar la
diferencia entre los promedios de varios subgrupos cada uno localizado dentro de un
grupo; donde la prediccidn de la actividad antimicrobiana posee valores de (log x =
0) y tiene una Equivalencia Numérica segun estandar ISO 11930:2012 de 1000; vy
un Criterio de aceptacion de eficacia preservante de A que es el maximo. Como
investigacién del Centro de Estudio Quimica Aplicada (CEQA) de la Universidad de
Granma se expone el analisis de una mezcla de aceites de Curcuma longa y Luffa
cylindrica en medio acuoso, donde para la extraccion de aceite esencial Curcuma
longa se utilizaron los siguientes equipos hidrodestilacion (con agua y vapor) y un
rotaevaporador; y para el aceite Luffa cylindrica equipo de Soxhlet. Se estimd que la
mayor actividad antimicrobiana se logra en la combinaciéon donde los componente
poseen los siguientes valores: aceite esencial Curcuma longa 0.833333, aceite Luffa
cylindrica 0.833333, agua 78.2333.

Palabras clave: Statistica; Analisis estadistico, ANOVA; conservante; Cosmético

natural y organico.
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INTRODUCCION

La adicion de conservantes en productos farmacéuticos y cosméticos es esencial para
evitar la alteracién y degradacion por microorganismos durante su almacenamiento,
ademas ayudan a proteger el producto contra la contaminacion accidental por parte
del consumidor durante su uso, siendo los conservantes sintéticos los mas
empleados. Sin embargo en los Ultimos anos se ha incrementado el interés
investigativo de varias especies vegetales debido a su alto contenido de agentes
antimicrobianos tales como polifenoles(1).

La determinacion de las condiciones déptimas se realiza con la utilizacién o no de
modelos matematicos, pudiendo estos Ultimos ser empirico o fenomenoldgicos. La
utilizacién de uno u otro dependera en gran medida del conocimiento tedrico que se
tenga del problema, los recursos econémicos disponibles y el avance de las ciencias
matematicas y computacionales(2).

La primera vez que se aplicd estadistica a la experimentacién fue en 1920, cuando
Ronald A. Fisher fue contratado en Rothamsted Experimental Station para realizar un
minucioso analisis estadistico a los datos recolectados de las investigaciones en
plantaciones de trigo. En este periodo Fisher desarrollé el andlisis de varianza y el
diseno factorial (3).

El analisis de la varianza (ANOVA, ANalysisOfVAriance, segun la terminologia inglesa)
es uno de los aspectos mas interesantes dentro del tema de las pruebas de hipédtesis.
Para ello, se calcula |la varianza de las medias de los grupos, que permite analizar la
variacion en una variable de respuesta (variable continua aleatoria) medida en
circunstancias definidas por factores discretos (variables de clasificacion)(4).

Una extension del analisis de varianza de una via es el Anadlisis de Varianza Anidado
(ANOVA anidada) cuando se tiene una variable de medicién y dos o mas variables
nominales. Se divide cada grupo en subgrupos. En teoria, estos subgrupos se eligen
al azar de un conjunto mas amplio posible de los subgrupos. Un ANOVA anidada,
tiene una hipdtesis nula para cada nivel; en la misma, una hipdétesis nula seria que
los subgrupos dentro de cada grupo tienen promedios iguales, la segunda hipotesis
nula seria que los grupos tienen las mismas medias(5).

La optimizacién de respuesta multiple implica determinar un punto en la regién

experimental, en el cual las variables de respuestas presentan algunas caracteristicas



deseadas, particularmente préximas a un valor especifico y con varianza pequeiia.
En esto consiste la optimizacién de respuesta multiple, donde todas las respuestas
se consideran simultdneamente y es improbable que alcancen el dptimo en el mismo
punto(6).

Las formulaciones que se proponen se ajustan a especificaciones, pero cualquier
variacion del valor nominal que se tiene como objetivo puede provocar rechazos o
interacciones, bucles, lo largo del proceso.

La mayoria de las formulaciones cosméticas, debido a que contienen un elevado
porcentaje de agua y a que muchas de las sustancias utilizadas en su fabricacion
pueden ser degradadas biolégicamente por microorganismos, son productos que se
deterioran con el paso del tiempo. La presencia de microorganismos en los productos
cosméticos puede producir cambios en el aspecto fisico, color, olor y textura. En estas
ocasiones, cuando el consumidor detecta signos visibles de alteracion, reacciona
rechazando el producto(7).

En los ultimos afios, ha habido un creciente interés en el desarrollo de formulaciones
cosméticas libres de los conservantes tradicionales quimicos. Se pueden fabricar
productos cosméticos sin conservantes y seguros microbiolégicamente cuando sus
condiciones de produccidon sean estériles y generalmente empacadas bajo la
modalidad de monodosis. Sin embargo, bajo éste enfoque, no puede ser elaborados
la mayoria de cosméticos, ya que son comercializados en envases para ser utilizados
varias veces.

Por esta razén, el objetivo de esta investigacién es disefiar un procedimiento, que
tiene como finalidad, estimar estadisticamente la mejor combinacidn de aceite
esencial de Curcuma longa y aceite Luffa cylindrica, en la que es mas eficaz como
conservante frente a los microorganismos ATCC indicados en el estandar
internacional ISO 11930:2012, para lo cual se aplicara la herramienta estadistica
Anova Anidada seguido del Test Tukey Honestly Significant Difference (HSD).
METODOS

El material vegetal seleccionado en el experimento se tuvo en cuenta las plantas
Curcuma longa L. y Luffa Cylindrica L, atendiendo ademas se considerd la
disponibilidad de estas plantas en la flora de nuestra localidad y estudios realizados

que demuestran de su actividad antimicrobiana(8).



Taxonomia: Segun desde el punto de vista botanico la curcuma se clasifica de la
siguiente manera. Reino: Plantea; Division: Magnoliophyta; Clase: Liliopsida;
Subclase: Zingiberidae; Orden: Zingiberales; Familia: Zingiberaceae; Género:
Curcuma; Especie: Curcuma longa L. Bibliografia Ficha técnica Catasu Guerra(9).
Taxonomia: Especie propagada en Cuba de forma silvestre. Se reportan 2 especie:
Luffa cylindrica L. Roem vy Luffa acutangula L Roxb. Reino: Plantea; Division:
Magnoliophyta (planta con flores); Clase: Manoliopsida (dicotiledéneas); Subclase:
Dilleniidae; Orden: Violales; Familia: Cucurbitaceae; Género: Luffa. Establecido por
Adanson; Especie: Luffa cylindrica L. Bibliografia Ficha técnica Catasu Guerra(10).
El material vegetal recolectado, segun NRSP 309 del MINSAP. Luego se sometié a un
proceso de lavado con agua potable, y desinfeccidon mediante inmersiéon en una
disolucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 %, asegurando la calidad del material
vegetal, segun las exigencias de la Organizacién Mundial de la Salud.

Para la extraccidn del aceite esencial, de la Curcuma longa L. el método seleccionado
fue el arrastre con vapor por el procedimiento descrito en la NRSP 311 del MINSAP
donde se emplearon los siguientes equipos un Clavenger 97 constituido por un
hidrodestilador y un condensador simple y se utilizd agua como liquido refrigerante
haciendo uso de un recirculador modelo MLW fabricado en Alemania; mientras para
la Luffa Cylindrica L, se utilizd la extraccion con soxhlet empleando el n-heptano como
solvente.

Metodologia para conocer el analisis de varianza (ANOVA).

Segun (11) el andlisis de varianza (ANOVA) es la técnica central en el analisis de
datos experimentales. La idea general de esta técnica es separar la variacion total en
las partes con las que contribuye cada fuente de variacion en el experimento. En el
caso del disefio completamente al azar (DCA) se separan la variabilidad debida a los
tratamientos y la debida al error.

El ANOVA es util cuando hay mas de dos grupos que necesitan ser comparados,
cuando hay mediciones repetidas en mas de dos ocasiones, cuando los sujetos
pueden variar en una o mas de dos ocasiones, cuando los sujetos pueden variar en
una o mas caracteristicas que afectan el resultado y se necesita ajustar su efecto o
cuando se desea analizar simultdneamente el efecto de dos o mas tratamientos
diferentes(12).



La forma mas simple es el llamado ANOVA de una via o factor, cuando existe una
sola variable independiente para clasificar a los sujetos y dos o mas niveles (que
definen los grupos) de ella. Las otras formas de ANOVA (de 2 o mas factores o de
medidas repetidas) son extensiones basadas en el mismo raciocinio(12).

Muchas veces se desea estudiar el efecto simultaneo de dos o mas variables o
factores. Cuando son dos los factores, (ANOVA de 2 vias). La varianza total en este
caso también se divide en varianza ENTRE los grupos y la varianza DENTRO o
residual. Sin embargo, la varianza DENTRO se parte en dos para dar cuenta del efecto
separado o combinado de los factores independientes(12).

El trabajo se realizd mediante un “andlisis estadistico de disefios anidado” que se
utiliza cuando posee dos o mas factores: Se dice que el factor B esta anidado en el
factor A significa que los niveles del factor B no son los mismos en cada nivel del
factor A. Es decir, hay una especie de relacion padre-hijo entre los niveles del factor
A (padres) y los niveles del factor B (hijos)(13).

1. Hay un solo factor, el cual no se encuentra anidado con ningln otro factor, sea
este Fi;, que representa la primera jerarquia entre todos los factores que
existen.

2. Existe un segundo factor F;, el cual se encuentra dentro de F;. Diremos F> es
el factor que representa la segunda jerarquia entre todos los factores que
existen.

3. El préximo factor en caso que exista (F3), debe encontrarse anidado dentro
del factor F>. Diremos F3 es el factor que representa la tercera jerarquia entre
todos los factores que existen.

En este sentido, los disefios anidados también se conocen como disefios

jerarquicos “NESTED”(13).

En un ANOVA anidado de dos niveles mixto, los variatos pueden ser descompuestos
en:
Yijg = u+ ai + Bij + €
Y en un ANOVA anidado de dos niveles modelo II, los variatos se descomponen en:
Yije = u+ A+ Bij + €

a; es un efecto fijo del tratamiento y 4; es una contribucién aleatoria de variancia.



El método de Tukey, es conservador para comparar pares de medias de tratamientos,
consiste en comparar las diferencias entre medias muéstrales con el valor critico dado
por:

To = qa(k,N = K)\/CMg/m;
Donde CMe es el cuadrado medio del error, n es el nUmero de observaciones por
tratamiento, k es el nUmero de tratamientos, N - k es igual a los grados de libertad
para el error, a es el nivel de significancia prefijado y el estadistico g (k, N — k) son
puntos porcentuales de la distribucion del rango estudentizado, que se obtienen de
la correspondiente tabla en el apéndice. Se declaran significativamente diferentes los
pares de medias cuya diferencia muestral en valor absoluto sea mayor que T, A
diferencia de los métodos LSD y Duncan, el método de Tukey trabaja con un error a
muy cercano al declarado por el experimentador(11).
El MODELO ANOVA ANIDADO “NESTED” Y TEST DE TUKEY (HSD): buscan determinar
diferencias entre medias de dos a mas grupos (bloques), pero al mismo tiempo
detectar si existen diferencias entre los datos debidas a algun tipo o tipos de factores
que afecten interiormente a cada grupo (tratamientos). Estos valores son
corroborados mediante un test a posteriori para la discriminacion de cual o cuales
grupos de datos son diferentes entre si. El Test de Tukey (HSD) es el mas utilizado
para este analisis.
Para el analisis estadistico se importaron los resultados de los criterios de aceptacion
de la eficacia perservante del estandar internacional ISO 11930:2012, obtenidos de
cada una de las concentraciones de los aceites a los microorganismos ATCC
utilizados(1).
Adicionalmente se realizé una equivalencia de los criterios de aceptacion de la eficacia
preservante de una denominacion alfabética a cédigos numeéricos, y de igual manera
a los microorganismos ATCC utilizados se les asigné una denominacidon numérica, ya
que es necesario para realizar el analisis estadistico en el programa estadistico
valores del tipo numérico.
La Norma Internacional ISO 11930 reglamenta equivalencia numérica tanto para los
criterios de aceptacidon de la eficacia perservante como para los microorganismos

ATCC se hace referencias en los (Puntos 1 y 2).



1- Equivalencias numéricas para los criterios de aceptacion de la eficacia
preservante del estandar ISO 11930.

1.1- Criterio de aceptacion de la eficacia preservante “A”; tiene una Equivalencia
numérica “1000".

1.2- Criterio de aceptacion de la eficacia preservante “B”; tiene una Equivalencia
numeérica “100".

1.3- Criterio de aceptacion de la eficacia preservante “C”; tiene una Equivalencia
numeérica “10".

2- Equivalencias numeéricas para los microorganismos ATCC estandarizados del

estandar ISO 11930.

2.1- Microorganismo ATCC (Pseudomona aeruginosa ATCC 9027); tiene una

Equivalencia numérica “1”.

2.2- Microorganismo ATCC (Staphylococcus aureus ATCC 6538); tiene una

Equivalencia numérica “2".

2.3- Microorganismo ATCC (Escherichia coli ATCC 8739); tiene una Equivalencia

numeérica “3".

2.4- Microorganismo ATCC (Candida albicans ATCC 10231); tiene una Equivalencia

numeérica “4”".

2.5- Microorganismo ATCC (Aspergillus niger); tiene una Equivalencia numérica “5".

Software utilizado

. Programa Statistica 10.0 General AOV/ AOCV

o Programa Statistica 10.0 Tukey HSD All- Pairwise Comparisons Test.

La evaluacién de los resultados se realiza en funcién de la reduccion logaritmica del
nimero de microorganismos viables determinados en los tiempos especificos, en
relacién con los valores correspondientes al inoculo inicial sembrado.

El calculo de la reduccién logaritmica se realiza utilizando la siguiente formula:

Ecuacién #...... Calculo de reduccién logaritmica.
Red Log= Log [No] - Log [Nx]
Siendo:

No: numero de microorganismos inoculados al To.
Nx: numero de microorganismos supervivientes en cada tiempo de muestreo

establecido.



Ademas, el estandar internacional ISO 11930:2012, proporciona los siguientes
criterios para la evaluacion de la eficacia del sistema de preservacion(1):
CRITERIO A. se asigna si los resultados obtenidos satisfacen al mismo tiempo todas
las condiciones que se indican a continuacion:

Después de 7 dias: la reduccién de al menos 3 logaritmos para las bacterias y al
menos 1 logaritmo de Candida albicans;

Después de 14 dias: reduccion de al menos 3 logaritmos para las bacterias (sin
ninglin aumento con respecto al resultado de los 7 dias), al menos 1 logaritmo para
Candida albicans (sin ningin aumento con respecto al resultado de los 7 dias) y
ninglin aumento con respecto al tiempo cero para Aspergillus niger;

Después de 28 dias: reducciéon de al menos 3 logaritmos para las bacterias (sin
ninglin aumento con respecto al resultado de los 14 dias), al menos 1 logaritmo para
Candida albicans (sin ningun aumento con respecto al resultado de los 14 dias) y al
menos 1 logaritmo para Aspergillus niger.

CRITERIO B. se asigna si los resultados satisfacen al mismo tiempo todas las
condiciones que se indica a continuacién:

Después de 14 dias: reduccién de al menos 3 logaritmos para las bacterias, por lo
menos 1 logaritmo para Candida albicans y ninglin aumento con respecto al tiempo
cero para Aspergillus niger.

Después de 28 dias: la reduccion de al menos 3 logaritmos para las bacterias (sin
ningun incremento con respecto a la vez anterior), de al menos 1 logaritmo de
Candida albicans (un aumento con respecto a la vez anterior) y ningln aumento de
Aspergillus niger.

Si al final de la prueba la muestra es de conformidad con el:

Criterio A: el riesgo microbioldgico es aceptable. El producto cosmético se considera
protegido contra la proliferacion microbiana y no es necesario considerar otros
factores que sean independientes de la farmulacion.

Criterio B: el riesgo microbioldgico es aceptable, por lo que el nivel de proteccién es
aceptable, si el analisis de riesgos demuestra la existencia de factores de control no
relacionados con la formulacién, tales como las caracteristicas del embalaje, para
reducir el riesgo microbioldgico.

En la siguiente tabla se resume lo anteriormente descrito:



Tabla 1 criterio de aceptacidon de la eficacia preservante estandar internacional ISO

11930:2012
CRITERI MICROORGANISMO REDUCCION LOGARITMICA
0] (Rx=log No - Log Nx) requerida®
7 dias 14 dias 28 dias
A Bacterias >3 >3y NIP >3y NIP
Candida albicans >1 >1y NIP >1 vy NIP
Aspergillus niger NI? NI? >1vy NI°
B Bacterias No aplica >3 >3y NIP
Candida albicans No aplica >1 NIP
Aspergillus niger No aplica NI® NI®

Rx: Reduccion logaritmica.

a: No se produce incremento en el recuento microbiano desde el momento de la
inoculacion al To.

b: No se produce incremento en el recuento microbiano con respecto al resultado
anterior.

Si al final del estudio, la muestra no cumple ni el Criterio A ni el Criterio B, es
indicativo de que el nivel de proteccion es no aceptable y el riesgo microbioldgico es
alto, por lo que, la evaluacion microbiana se toma en cuenta considerando
exclusivamente la estimacién del riesgo microbioldgico, por ejemplo si el producto
sera de una sola dosis y controlando de manera especial que la calidad microbioldgica
del producto esté garantizado mediante una adecuada produccidon con estricto
cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura. A este caso particular cuando
no cumplan ninguno de los dos criterios, se le denominara exclusivamente para fines
del analisis estadistico como criterio C.

RESULTADOS

Fue establecido para este estudio de caso, la influencia de las proporciones de los
aceites y el solvente en los ingredientes del cosmético como se muestra en la Anexo
1(14).

Como resultado de la ejecucidon del disefio y los modelos matematicos seleccionados
se obtienen mediante el Statgraphics un total de 14 corridas. Estas corridas
especifican porcientos de cada componente dentro de la mezcla, como se muestran

en la tabla 2.



Tabla 2 Resultados obtenidos en cada punto experimental. Fuente: elaboracion

propia.
Concentraciones de aceites de Curcuma Equivalencias Numéricas
longa(%) Luffa cylindrica(%)
Curcuma(%) = 2.5 Luffa(%) = 0 1
Curcuma(%) = 0 Luffa(%) = 2.5 2
Cur(%) = 0.0 Luff(%) = 0.0 3
Cur(%) = 0.833333 Luff(%) = 1.66667 4
Cur(%) = 1.66667 Luff(%) = 0.833333 5
Cur(%) = 0.833333 Luff(%) = 0.833333 6
Cur(%) = 0.833333 Luff(%) = 0.833333 7
Cur(%) = 0.0 Luff(%) = 0.833333 8
Cur(%) = 0.416667 Luff(%) = 1.66667 9
Cur(%) = 1.66667 Luff(%) = 0.0 10
Cur(%) = 1.66667 Luff(%) = 0.416667 11
Cur(%) = 0.0 Luff(%) = 1.66667 12
Cur(%) = 0.833333 Luff(%) = 0.0 13
Cur(%) = 0.416667 Luff(%) = 0.416667 14

Una vez que se obtuvieron las lecturas de absorbancia de los indculos, se realizaron
de manera inmediata las diluciones adecuadas para obtener las concentraciones
tanto de bacterias como de hongos y levaduras que indica el estandar internacional
ISO 11930:2012, por lo tanto los valores de UFC/ml de los inéculos de los
microorganismos ATCC a tiempo inicial (To) del experimento, se indica a continuacion.
Staphylococcus aureus (ATCC 29737) = log (1.78 x 10°%) = 6.25
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) = log (1.64 x 10%) = 6.22
Escherichia coli (ATCC 25922) = log (1.82 x 10°%) = 6.26
Candida albicans (ATCC 10231) = log (4.41 x 10°) = 5.64
Aspergillus niger = log (1.23 x 10°) = 5.09
Tiempo final (Tr) = 30 dias
En la tabla 3, se indica la variacidén logaritmica de la carga microbiana para los 30
dias:

Tabla 3 Resultado de la actividad antimicrobiana

COMPONENTES DE LA MEZCLA SA PA EC CA AN
PRESERVANTE
Aceite aceite agua Tollogx=6.25 | To:logx=6.22 | To:logx=6.26 | Tologx=5.64 | To:logx=5.09
esencial Ti= 30 dias Ti= 30 dias Ti= 30 dias Ti= 30 dias Ti= 30 dias
Doénde: Doénde: Dénde: Dénde: Doénde:
logx=0 logx=0 logx=0 logx=0 logx=0
1 25 0 77.4 0 2.99 3 2 1.99
2 0 25 774 3 0 0 25 2.1
3 0 0 79.9 6.25 6.22 6.26 5.64 5.09
4 0.833333 1.66667 774 1 0 0 15 1
5 1.66667 0.833333 77.4 0 15 1 1 1
6 0.833333 0.833333 78.2333 0 0 0 0 0




COMPONENTES DE LA MEZCLA SA PA EC CA AN
PRESERVANTE
Aceite aceite agua To:logx=6.25 | To:logx=6.22 | To:logx=6.26 | To:logx=5.64 | To:logx=5.09
esencial T= 30 dias T= 30 dias Ti= 30 dias Ti= 30 dias Ti= 30 dias
Doénde: Doénde: Donde: Donde: Doénde:
logx=0 logx=0 logx=0 logx=0 logx=0
7 0.833333 0.833333 78.2333 0 0 0 0 0
8 0.0 0.833333 79.0667 6.25 2.99 3 3.5 3
9 0.416667 1.66667 77.8167 2 0 0 25 2
10 1.66667 0.0 78.2333 1 6.22 6.26 3 2.99
11 1.66667 0.416667 77.8167 0 25 2 15 1.5
12 0.0 1.66667 78.2333 6.25 1 1 4 3.5
13 0.833333 0.0 79.0667 3 6.22 6.26 3.5 3
14 0.416667 0.416667 79.0667 3 3 3 3 3

Como se observa en la tabla 3 la mayor actividad antimicrobiana sobre las Bacterias
Gram (+), Bacterias Gram (-), Hongos y Levaduras se logra en la mezcla donde la
los componente poseen los siguientes valores aceite esencial 0.833333, aceite
0.833333, agua 78.2333; debido a que la actividad antimicrobiana posee valores de
(log x = 0).

Los datos utilizados para el estudio estadistico mediante analisis de varianza ANOVA
ANIDADO “NESTED” y test de Tukey (HSD), se muestran a continuacion, al igual que
las equivalencias numéricas de la concentracién de aceites asociada a los
componentes de la mezcla preservante de la tabla 3 para cada corrida, indicadas
tanto para los criterios de aceptacion de la eficacia conservante, como para los
microorganismos ATCC utilizados que referenciaron anteriormente en los (Puntos 1
y 2):

Tabla 4 datos utilizados para el analisis estadistico
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PA |2 8]|]9]|10|11|12|13|14|B|A|C|B|B|C]| B[ 100 |1000| 10 | 100 | 100 | 10 100

EC 318 9110|1112 |113|14|B|A|C|B|B|C]|B]| 100 |1000| 10 | 100 | 100 10 100

CA 418 9110|1112 |13|14|B|B|B|B|B|B|B]| 100 | 100 |100| 100 | 100 | 100 100

AN 51| 8 9|10|11|12|13|14|B|B|B|B|B|B|B]| 100 | 100 [{100| 100 | 100 | 100 100

Los resultados presentados en las siguientes tablas se obtienen de la aplicacion de

las pruebas estadisticas establecidas.

Tabla 5 resultados del analisis de varianza anova anidado “nested” de los criterios

de aceptacion segun estandar iso 11930:2012 del aceite esencial de curcuma longa

y aceite /uffa cylindrica frente a las 14 combinaciones de concentraciones

establecidas: y a los microorganismos ATCC utilizados.

Resultados del analisis de la descomposicion efectiva de la
hipotesis

Degr. of | Equivalencia | Equivalencia | Equivalencia | Equivalenci
Freedo | numérica de | numérica de | numérica de | a numérica

EFECTOS m criterio de criterio de criterio de de criterio

aceptacion aceptacién aceptacién de
segun segun segun aceptacién
estandar estandar estandar segln

ISO 11930- ISO 11930- ISO 11930- estandar

2012 2012 2012 ISO 11930-
SS MS F 2012
P

Intercepto 1 3082604 3082604 37.80930 0.000000

CEPAS ATCC 1 408240 408240 5.00723 0.029312
Concentracioén
df aceitesde C | 5 6879099 529161 6.49037 0.000000
onga (%) L
cylindrica (%)
Error 55 4484160 81530
Total 69 11771499




DISCUSION

El andlisis estadistico ANOVA anidado, proporcion6 como resultado que existe
diferencia entre las concentraciones de aceite esencial de Curcuma longa vy aceite
Luffa cylindrica ensayadas y los microorganismos utilizados frente a los criterios
establecidos en estandar ISO 11930:2012. Para poder discriminar cual es la
diferencia entre las concentraciones utilizadas de aceite esencial de Curcuma longa y
aceite Luffa cylindrica, a fin de determinar cual la combinacién de concentraciones
mas efectiva como conservante frente a los criterios establecidos en el estandar
internacional ISO 11930:2012, se realizd el Test de Tukey, el cual se indica a
continuacion:

El test evidencid que las combinaciones de concentracion nimero 6 y 7 son las mas
efectivas como conservante para todos los micoorganismo ATCC utilizados.
Adicional, se compara los criterios establecidos en estandar internacional ISO
11930:2012 para cada una de las cepas mediante el Test de Tukey, indicados en la
siguiente figura:

- R e e i i —_ - ———_— - — et =S

CONCENTRACION DE ACEITES DE Curcuma longai(9s) Luffa cyhindnca( ™). Unweaighted Moans
Curnrent effect F(13  65§5)=6 4904 p= 00000
E fMMoctrve hypothesis SecOomiposition
Vertical bars denote O 95 confidence intervals
1600

1400

) 11630 2012

i
o 1200 | '
» —_—
ft o 1000 4 .‘
—— 5 /1 I\
= o8 800 | [ \
S =S 1 {
ac = 600 | |
w 8 I )| ' |
= 5 400 | 2 | % !
= 4+ |
2 O 200 f * | | |
a3 =
a3 |
- |

400 - - - - - - - - - - - - - -
: | 2 3 -t s a 4 n o 10 " 12 13 14
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Figura 2 resultados del test de tukey de los criterios de aceptacidn de eficacia
microbiana frente a los microorganismos ATCC utilizados.
Se evidencio que las combinaciéon de concentraciones 6 y 7 son la que tiene mayor
eficacia conservante frente a cada una de las cinco cepas utilizadas del estandar

internacional ISO 11930:2012, como son: Pseudomona aeruginosa ATCC 9027,



Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Candida albicans

ATCC 10231 y Aspergillus niger.

CONCLUSIONES

e Sefundamenta la necesidad e importancia de implementar un procedimiento para
estimar la eficacia estadistica de combinaciones de mezclas naturales para su uso
como preservante en una formulacién cosmética natural y organica.

e La técnica de ANOVA anidada se puede utilizar para las situaciones de la
presencia de los subgrupos dentro de los grupos, con el objetivo de determinar
la diferencia estadistica entre los promedios tanto de sub-grupos como de los
grupos. Esta técnica tiene la ventaja de ahorrar el esfuerzo, ya que en lugar de

realizar varios ANOVA's, el investigador se puede llegar a conclusiones deseadas
realizando solamente un analisis de varianza denominado ANOVA anidado.

e En el caso estudiado la mayor actividad antimicrobiana sobre las Bacterias Gram
(+), Bacterias Gram (-), Hongos y Levaduras se logra en la mezcla donde la los

componente poseen los siguientes valores aceite esencial 0.833333, aceite
0.833333, agua 78.2333; debido a que la actividad antimicrobiana posee valores
de (0 log) y esto tiene con una equivalencia numérica segun estandar ISO
11930:2012 de 1000 y un Criterio de aceptacion de eficacia preservante A que es
el maximo.
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Anexos

Anexo 1.
Formula general de crema natural y organica para 2.5%. Fuente: elaboracion
propia.

# | INGREDIENTES | (%) CANTIDAD para FUNCION/ ORIGEN DEL
INCI 750ml COMPONENTE INGREDIENTE

FASE GRASA (FUNCION)

1 Theobroma 12 90 Emoliente/Triglicerid | Natural,
cacao seed o-Manteca Vegetal |procedencia
butter vegetal, con
certificacion
organica.
2 | Aceite de Coco 3 22.5 Emoliente/Triglicerid | De origen
o] natural
EMULSIFICANTES (FUNCION)
3 Sorbitol 5 37.5 Emulsificante/No De origen
idnico natural

FASE ACUOSA (FUNCION)



Xanthan Gum 0.1 0.75 Espesante, De origen
Controlador de natural
viscosidad

Aqua 77.4 580.5 Solvente Origen natural
ADITIVOS (FUNCION)
Curcuma longa 2.5 18.75 Preservante Origen natural,
Luffa cylindrical| Maxima categoria
cantidad vegetal, con
de la certificacion
mezcla de organica.
aceite
esencial y
aceite
vegetal de
nuestra
localidad
TOTAL 100 750




