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I INTRODUCCION

El objeto de esta tesis es realizar un estudio sobre la -
estabilidad de las cremas faciales conteniendo en su formula—-

cidn urea.

En este tipo de cremas se ha observado que poco tiempo ——
después de fabricadas, presentan pH elevado al que inicialmen-
te tienen cuando se fabricd, provocando alcalinidad en las mis
mas que producen alteraciones en la piel como prurito, escoria

c¢ibn, inflamacidn etc.

Se realizaron pruebas en Cromatografia en Capa Fina para-
probar si en dichas cremas presentabsn degradacidn de sus dife

rentes componentes.

Asi como también se efectuaron anglidis microbioldgicos -
del producto con el fin de saber la cantidad de microorganise-—
mos presentes y los efectos que éstos podrian causar en la de

gradacidén de la misma.



I1 GENERALIDADES

2.1 PIEL.

La piel o epidermis ( esquema ) es el Srgano destinado a
la proteccidn del cuerpo, lo reviste por entero y en corresvon
dencia con los orificios naturales que conducen a cavidades, -
continda en forma de membranas mucuosas. En su complexo desga——
rrolla una superficie de 15,000 cm.2 aproximadamente ademds, .
es un drgano termorregulador, secretor, excretor y de absor- .

cidn. Segin los individuos, sexo, edad, zona, varia el grosor.

Sobre la piel se advierten las crestas cutdneas separadas
por surcos epidérmicos, punteadas por poros sudoriparos, que -
son las aberturas de las gldndulas sudoriparas. Las prestas,-
en determinadas zonas forman vértices convexos, llamados emi—

nencias como pueden notarse en la yema de los dedos.

La parte mas externa de la piel constituye la epidermis,-
que es semitransparente, de color variable, entre el amarillo-
pajizo y el moreno, de un grosor comprendido entre 0.01 Y 2 mm
estd surcada profundamente por numerosos hoyuelos papilares —-
que acojen las papilas del derma. Perpendicularmente a tales -
hoyuelos supevrficiales, discurren los surcos eéidérmicos que -
limitan las crestas glandulares atravesadas por conductos su-—
doriparos y que corresponden superficialmente a las crestas ——

epidérmicas.

Estructuralmente la epidermis se divide en una capa ger-
minativa y otra clrnea unidas a otras dos capas secundarias:

la granulosa y la lisa.



La capa germinativa es la capa mas profunda y estd cons-
tituf{da por células basales que forman el estrato basal; las-
células estén dotadas de tonofibrilla, que se extienden por 1la

dermis y da lugar a la fijacién de la epidermis.

El estrato basal comprende también el estrato espinoso, -
constituido por células homénimas, dotadas asi mismo, de fibri
llas dispuestas radialmente y que entrelazdndose entre s{ man-
tienen la cohesidn de la capa, a travéds de la cual circulan —-—
los jugos nutritivos, el citoplasma de las células contienen -

.1a melanina que es la substancia colorante de la dermis.

Con la reduccién de los espacios interespinosos se forma-
la capa granulosa, consistente en granulaciones brillantes de-
gqueratohialina, que se transforma fluidificédndose, en querato-
elaidina en el siguiente estrato translidecido, caracterizado ——
por las células ocultas y por el micleo casi atrofiado. Ia ——
queratoelaidina se transforman después en queratina en la capa
cédrnea, cuyas células se adhieren fuertemente; cediendo mecdni
camente a continuacidn de la germinacidn inferior, ocacionando
la caida y descamacidn del tejido, con una pérdida cotidiana -

de células cérneas de 10 g. aproximadamente.

La capa cérnea tiene considerable importancia, ya que ——-
giendo la mis externa, cae directamente bajo la observacidén --
visual. BEn el epitelio cérneo las células de los estratos me-
dios, mientras van siendo empujadas hacia la superficie, se mo

difican transformdndose gran parte de su protoplasma en escle-

roprétidos, que les confieren particular dureza. La cornifica-
cidn viene ligada a procesos de congelacidén y deshidratacién —

con un aumento de azufre y nitrdgeno. Estos procesos ocurren -
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por grados sucesivos, ya que a.una profundidad donde las célu-
1las no estén adn muy ocultas, aparecen dentro del protoplasma-
caracter{sticas granulaciones baséfilas de queratohialina, que
se transforma en elaidina en la capa lisa y en queratina en la
capa cbérnea, Esta capa puede estar mds o menos desarrollada y-
superar en mucho el grueso de las inmediatas ( estrato de Mal-
pighio ), el nlcleo de las células va contra la evolucidn y ——

desaparece.

La capa mds profunda de la epidermis estd constituida por
la dermis blanquecina, teniendo un grosor variable de 0.3 & -
2.5 mm. Su parte mds superficial constituye el cuerpo papilar-
de la dermis formado por sobresalientes cénicos denominados pa
pilas dérmicas, las cuales se encuentran separadas de 10S sur-—
cos dérmicos, por las crestas dérmicas anchas y bajas, termi—-
nando con las crestas papilares. Las crestas epidérmicas co~--
rresponden en profundidad a los surcos dérmicos, mientras gue-

los surcos epidérmicos corresponden a las crestas dérmicas,

Inmediatamente bajo el cuerpo papilar de la dermis tiene-
asiento la capa dérmica constituida por haces conjuntivos fi--
brosos o redes de fibras eldsticas, por hacecillos musculares-
erectores de los pelos. En el tejido conjuntivo compacto de la
dermis se encuentran corpidsculos nerviosos y discurren vasos y
nervios. Las arterias y venas forman dos redes : wna subpapi--
lar y otra subdérmica. Los linfédticos se derraman en una red -
subpapilar, en una segunda cituada en la capa propia y una ter
cera red subtérmica. Los nervios pertenecientes al sistema ce-
rebro espinal tienen una funcidn sensitiva y sus remificacio—-
nes llegan a la capa germinativa de la epidermis, mientras que
las pertenecientes al simpdtico tienen funcidn basomotora,” mo-

triz de la musculatura lisa y secretoria por intervenir en las
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gldndulas cuténeas.

De la epidermis derivan los productos cutdneos de natura-

leza cdrnea y glandular,

Situado bajo la dermis, en relacidn con la cara profunda-—
en la cual se compenetra, existe el tejido conjuntivo fibroso-
h'a adipoéo que recibe el nombre de Hipodermis o Tejido Subcu———
tdneo. Tiene un grosor variable desde unos milfmetros hasta 8-
10 em. estd dotado de considerable elasticidad y resistencia, -~
puesto que presenta mucha travezén fibrosa o reticular, debido
a 1o cual se desprenden leminillas llamadas membranas interlo-
bulares, dispuestas en forma reticular, en cuyas mayas estédn ~
retenidas la adiposidad que proporeciona al tejido un color va-

riable desde el blanguecino al amarillo pajizo.

Bajo 1la formacidn queratinice se encuentra el tejido con~
juntivo, el cual participa eminentemente en la turgencia y tro
fismo de la superficie cutdnea, también determina la colora-—-
cidn de l1la piel y da lugar a su color encarnado. Guimicamente-
estd constitufda principalmente por glucopréitidos y mucoprdti-
dos, Estas substancias son consideradas como fundamentales en-
la gquimica de los tejidos por que, como un cemento celular ——-~
reune las unidades estructurales aisladas de los tejidos epite
liales. En la piel se encueniran bajo forma de gel, como un re
sultado de un complejo formado por glisidos y mucoprdétidos, —-
con predominio de hidratos de carbono. 4 través de variaciones
de polimeros aumentan o disminuyen de turgencia y de viscosi——
dad y por deshidratacidn se convierten en indispersables, La -

modificacién en su hidratecidn influye no solo en su Consisten
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cia, sino también en su grado de permeabilidad, el comporta——-
niento coléoidal de los gluco y mucoprdtidos condicionan 18 ——-—

elasticidad, el aterciopelamiento y la suavidad de la piel.

La piel posee gldndulas sudoriparas que secretan sudor y-
gléndulas sebdceas, generalmente en la base de los pelos, que—
secretan sebo cuténeo, capa grasa relativamente impermeable al

agua que recubre la superficie de la piel.

La piel constituye uno de los érganos mds grandes del «—-
cuerpo en un adulto pesa cercs de 4 Kg., tiene unos dos millo~
nes de gléndulas sudoriparas y contiene al rededor del 30% de-

1iquido extracelular del organismo,

CONCEPTO DE HIDRATACION D& L4 PIEL,

La capa cérnea tiene contacto en su superficie con la lia
mada "emulsidn epicutdnea”; 1la face acuosa de ésta contiene ——
electrolitos, azicares, productos nitrogenados ( urea y 4cidos
aminados ) en donde el agua proviene de los fluidos existentes
en las capas inferiores de la piel ¥y de la secrecién sudoral.
La face lipfdica procede de la liberacién de constituyentes ce
lulares en el proceso de la queratinizacién cédrnea y también -
de la secrecidn sebdcea; por lo tanto la composicidn quimica -
de los 1lipidos de la capa cdrnea es distinta al la del sebo, -
conteniendo fosfolipidos ( lecitina )}, Acidos grasos libres y-

combinados y esteroles ( colesterol, fundamentalmente libre ).

Bsta emulsidn desempefila un papel importante en la preven-—
cidn de la sequedad cutdnea y en el control microbiano merced-

a su pH 4cido.



La cape cérnea posee en su composicibn queratina, 1{ipidos
¥y un complejo de substancias solubles e higroscdépicas que cuan
do funcionan adecuadamente la piel en estado turgente y flexi-
ble; la concentracibn acuosa critica se considera de acuerdo a
lo informado por Blank del 10%; encontrdndose en la piel joven
aumentada el 13% y descendiendo hasta el 7% en pieles enve jeci
das. Se ha demostrado que la pérdida de humedad trae aparejada

la aparicidn de arrugas a la disminucidn de 1la elasticidad,

La disminucidn de la humedad puede deberse a factores ex-
trinsecos e intrinsecos. Entre los primeros, los factores am—-
bientales, climdticos, son primordiales ( rayos ultravioleta,-
temperatura, humedad, vientos y gases ) y van conformando los-
sintomas caracteristicos de la piel agraviada. Los compuestos-
quimicos, jabones, detergentes sintéticos, también modifican -
la inferrelacién entre los 1lipidos y las substancias higros——-—
cépicas de la capa cédrmea, la cual al disminuir la concentra-—
¢idn normal de los principios mencionados pierde su capacidad-

plena de retencidn de agua.

Entre los factores internos, mencionaremos que toda dis--
torsién en el metabolismo orginico general tiene su consiguien
te implicancia cutdnea : variadas afecciones ( estados careni-
cialeés, anemias ), medicamentos ( diuréticos ) y muchos otros-
motivos pueden condicionar la aparicidn de signos de involu———
eibn cutdnea, al favorecer la pérdida del contenido acuoso or-

génico.

El mismo proceso de envejecimiento, acentuado en 1lag ———-

4dreas expuestas, con la modificacidn estructural de la dermis-
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( donde las fibras coldgenas y eldsticas sufren un proceso de—
generativo, y el tenor en mucopolisacdridos disminuye ), produ

cen una merma en la retencidén hidrica.

Para restablecer la humectacidn pueden emplearse :

1) Substancias quimicas capaces de retener humedad en su-
superficie ( higroscdpicas ) como la glicerina, poli-—-
glicoles, sorbitol, etec.

2) Substancias higroscdpicas intracelulares ( azfcares, -
aminodcidos, dcido ldetico y urea ).

3) Substancias oclusivas: vaselinas, parafinas, silicones
ceras, perhidroescualeno o también con substancias ——
oclusivas higroscépicas como la lanolina, etc. algunos
derivados de lanolina, miristato y palmitato de isopro
pilo, colesterol y lecitina. Ciertos coloides oclusi--
vos higroscépicos, como los derivados celulbsicos y la
polivinilpirrolidona, tienen real importancia hidratan
te al poseer ambos grupos la capacidad de formar peli-

culas bloqueantes ( mdscaras ).

Pese a la dificultad de discernimiento en variados casos,
se ha propuesto llamar HUMECTANTES a los cuerpos higroscdpicos
gue actlian pasivamente, y en cambio HIDRATANTES a los que in-—
tervienen en el proceso en forma activa. Para obtener una hi--
dratacién o humectacidén cuténea se indica como las mis adecua-
da a la emulsidén por su composSicidén hidrolipidica y también a-
las méscaras por su efecto oclusivo. El uso combinado de estos
dos recurscs con la reiteracidén debida produce satisfactorios-—

resultados en tratamientos de cutis secos.



La piel normal constituye una barrera mecédnica eldstica--
¥ resistente, merced a su capa clrnea es pricticamente imper——
meable al agua y soluciones acuosas, y algo permeable a SubS——
tancias solubles en 1fipidos, no asi en la piel denudada, que--—
absorbe tan ficilmente como las mucuosas. Bs mala conductora —
del calor y por lo tanto protege al organismo de las variacio-
nes térmicas; por su pigmento de la melanina, protege a los ——

tejidos subyacegtes de la luz, especialmente ultravioleta.

METABOLISMO DEL AGUA.
Ta piel es un 8rgano importante de eliminacién de agua, -

1o que realiza por dos meécanismos:

a) Perspiracidén insensible, es decir el agua que atravie
sa la epidermis entre las células, desde la dermis y-

que se evapora sin ser visible.

b) El sudor secretado por las gldndulas sudoriparas,

Junto con el agua, las glédndulas sudoriparas excretan ——-
Cloruro de Sodio a una concentracién de 0.35% y pequeiias canti

dades de Urea y Acido Lictico.

Funciones Antiinfecciosas.- La piel, especiaslmente la ——
epidermis constituye una barrera mecdnica de primer orden fren
te a los gérmenes infecciosos y por otra parte, la piel posee-
una reaccidn dcida pH 5.5 ( por el dcido ldctico del sudor ),-

que retarda el desarrollo bacteriano.

Por lo antes mencionado, la piel se ve afectada por proce

sos inflamatorios, los cuales disminuyen o desaﬁarecen con la-
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- aplicacién de determinados firmacos, cuyo objeto es el de modi
ficar favorablemente dichos procesos, .que representan la reac-
cidn local de los tejidos frente a los agentes patdgenos tales
como: microorganismos, sensibilizaeidn, alergias y otros facto

res conocidos y desconocidos.

En las inflamaciones agudas lo primero en presentarse es-
el eritema, vaso dilatacidén cutdnea, que puede continuar en un
edema, si el proceso es intenso, aparecen vesiculas y ampollas
( exudacidén ) como resultante de aquel y mds tarde costras y -~
escamas; cuando la inflamacién se hace crénica la epidermis se

engrosa y se pigmenta.

Existen numerosas enfermedades de la piel, pero las que =

se observan comunmente son las siguientes:

ECZEMA .~ O Dermatitis Eczematiosa, es un proceso inflama-
torio dermoepidérmico - epidermodermitis -, caracterizado por-
la congestién y edema dérmico y epidérmico intercelular, que -
origina vesiculas microscépicas luego macroscdpicas. Se mani-~-
fiesta como una erupcidén eritematosa, vesicular y pruriginoesa,
y cuando las vesiculas se abren, rezumante - exsudacidén -, con
formacidn de costras por coagulacidn - fibrina - y desecacidn~
del exsudado; queda interferido el proceso de queratinizacidn-
normal, lo que origina descamacidn. Estas lesiones pueden ser-

agudas, subagudas y crdénicas.

El eczema puede deberse a fendmenos de sensibilizacidn —-
alérgica ~ eczema o dermatitis atdpica « a alimentos, firmacos
y productos de origen indeterminado. Algunos corresponden a la

afeccidn que a continuacidn se describe.
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DERMATITIS DE CONTACTO.~ Es una erupcién eczematosa pro-
ducida generalmente por sensibilizacidn de la piel por contac-
to previo con ciertas substancias que luego son capaces de pro
vocar la citada erupcidn en el sitio de aplicacién - alergia -
cutdnea - produciendo despuds diceminacidn en otras partes del

CUEeIpo.

Son muchas las substancias capaces de originar esta sensi
biligacidn, algunas de las cuales se emplean en la industria -
- dermatosis ocupacionales - ; las principales son : trementi-
na, tolueno, derivados.del petrdleo, caucho y derivados, resi-
. nas, ceras, colorantes, distintas plantas ( cédfamo, margarita)
inpecticidas ( piretro, clorofenotano ), jabones cosméticos —-
(esmaltes de ufias, ldpiz de cejas, de labios, cremas ), seda,-
rayén, lana, tabaco, compuestos de mercurio, azufre, resorci--
nol, penicilina, estreptomicina, sulfas entre otras. En esos -
casos la eliminacidén de las substancias casuales lleva a la cu

racidn del proceso.

PSORIASIS.~ Es una enfermedad inflamatoria crénica, no -
piuriginosa, caracterizada por placas rojas, multiformes, cu~—-~
biertas de escamas micdseas imbrincadés, secas y adherentes; -
afectan los codos, rodillas, cuero cabelludo especialmente, en
forma por lo general simétrica. Es una afeccidn de todas las -
edades y evoluciona con periodos de desaparicién y residiva, -
durante muchos afios., Es una enfermedad de causa desconocida y-
generalmente incurable, pero muy atenuable con medicacidn lo-—

cal,

PITIRIASIS ROSADA+- Erupcidn aguda eritematoescamosa, que
forma medallones diseminados, evoluciona y cura en pocas sSema——

nas. Su etiologia es desconocida pero sugiere un proceso infec
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cioso,

ACNE,- Consiste en una hiperactividad de las gldndulas -
sebdceas con cornificacién ( hiperqueratosis ) del folfeculo pi
loso, que origina la formacidn del comeddn, pequefia masa clr—-—
nea engastada en el orificio folicular, que se infecta e inflg
ma secundariamente, produciéndose vdpulas, pistulas, mbdulos y
luego cicatrices; Se observa en personzs jdvenes y su etiolo—-
gia es desconocida, interviniendo factores endocrinos éuya na-
turaleza no estd dilucidada. Por otra parte, el acné puede ser

producido o favorecido por la ingestidn de bromuros o ioduros.

DERMATITIS SEBORBEICA.- Es un proceso inflamatorio que -
se observa en los cssos de seborrea - hipersecrecidn sebdcea -
y aue se manifiesta por manchas rojas congestivas ~ eritema —--
y descamacidn, que afects al cuero cazbelludo, ofdo externo, —-
vérpados, cara, cuello, centro del pecho; puede ser bastante -
pruriginosa, Tampoco se conoce la etiologia de esta afeccién,-
pero es probable su naturaleza infecciosa, aunque el germen no

se ha identificado«
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2.2 CREMAS LIQUIDAS CON UREA,
La crema en la que se realizd el presente estudio con ca-
racteristicas emolientes, humectantes y absorbente, estd inte-

grada por las siguientes substancias:

Uresa

Monoestearato dcido de glicerol
Acido estedrico

Propilparabeno

Metilparabeno

Polimero de carboxivinilo

Agua deionizada c.b.p. 100 ml.

Las caracteristicas de esta crema son las de una crema —-—

1iquida cuyas propiedades son las siguientes:

EMOLIENTE, -

Se denomina emolientes a substancias grasas o de consis-—-
tencia.que, al aplicarlas sobre la piel tienen la propiedad de
ablandarla aumentando su flexibilidad.

Las substancias emolientes o bases para cremas se clasifi

can en: Oleaginosas, Absorbentes, Emulsivas e Hidrosolubles.

Bases Oleaginosas.- Las bases oleaginosas o grasas son -
anhidras no absorben agua, son insolubles en ella y no lava—--
bles, se clasifican a su vez en : hidrocarburos, grasas anima-

les, aceites vegetales y ceras.

Dentro de los aceites vegetales encontramos los trigli——-—

céridos 1iquidos provenientes de los dcidos palmitico, estéari
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co, oleico y linoleico.

Bases Absorbentes.- Son anhidras e insolubles en agua e
ro tienen la propiedad de fijar agua - hidréfila - formando —-
emulsiones del tipo agua en aceite, por 1o que pueden incorpo-
rédrsele substancias en solucidn acuosa; habitualmente no son -

lavables.

Entre estas bases encontramos: 1os alcoholes cetilico y--
estedrico o estearilico, los cuales son alcoholes sdlidos ob--
tenidos por hidrogenacidén de los 4cidos correspondientes y tie

nen la venteja de no poseer olor desagradable.

Bases Emulsivas.- Absorben agua aunque son insolubles en
ella, formando emulsiones agua en aceite, no lavables, o acei-
te en agua, en cuyo caso se pueden quitar fécilmente de la ——-
piel, es decir son lavables. Comprenden los agentes humectan—-—
tes o superficialmente activos, que tienen la propiedad de dis
minuir la tensidn superficial del agua - agentes tensoactivos-
surfactantes ~ de manera que ella se extienda y moje mds féeil

mente la superficie.

Los jabones o sales de decidos grasos emulsificantes o sur
factantes anibnicos, y& que el grupo lipofilico es un anién, -
en este caso se preparan generalmente por la combinacidn del -
4cido estéarico y del dcido oleico con bases o 4lcalis tales -

como hidréxido de potasio y la trietanolamina.

Bases Hidrosolubles.- Son anhidras, absorben agua y son-
completamente solubles en ella, no grasosas y lavables, ademés

de que no manchan la ropa.
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Por ejemplo 1los polietilenglicoles que son polimeros sin-
téticos constitufdos por condensacidn del 6xido de etileno, —-
siendo los principales el polietilenglicol 400 - 1fquido - el-
polietilenglicol 1540 ( carbowzax 1540 ) - semisblido - y el —=
polietilenglicol 4000 ( carbowax 4000 ) - sdlido - donde los -

ntmeros indican el peso molecular aproximado.

La crema como se ha mencionado anteriormente, estd consti
tuida por emulsionantes, espesantes, ingredientes grasos, agua
y el principio activo que es el objeto de este estudio, es de-

cir la urea.

Las materias grasas contituyen la " PFase Dispersa " de la
emulsién. Asi pues una emulsidn es un sistema que consta por -
lo menos de dos liquidos inmiscibles uno de los cuales se en-—-
cuentre dispersoc en el oitro en forma de pequefias gotitas, La —
estabilizacidn de este cistema se logra mediante la adicidn de
ciertas substancias que constituyen la " PFase Emulgente o Emul

gificadora ",

Esta Fase Emulsificadora la forman los agentes emulgentes
o superficialmente activos que hacen disminuir la Tensidn Su--
perficial, la cual se explica como una fuerga de contraccién.—
que actia sobre la superficie de los liquidos y tiende a redu-
cirla a un minimo, como concecuencia de esto las gotas de la -
fase dispersa toma la forma esférica que permite que se extien
dan y moje mds fédcilmente la superficie. La molécula de estas-
substancias consta de dos partes : una se une o disuelve en el
agua - Grupo Hidréfilo o Polar - generalmente formado por ———-

hidréxilo, carbéxilo o sales de éste Wltimo, mientras que la -
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otra lo hace con el aceite — Grupo Lipéfilo o no Polar —, De -
manera que el agente superficialmente active o emulsificante-~
junta las dos moléculas de agua y de aceite formando una peli-
cula al rededor de las gotitas de la fase dispersa, originando

as{ las emulsiones.

La estabilidad de las emulsiones puede determinarse por -

los siguientes puntos :

1.- Floculacién y Formacién de Crema.
2.- Coalescencia y Destruccién de la Fmulsién.

3.~ Diversas Alteraciones Fisicas y Quimicas tales como:

a) Hidrélisis

b) Contaminacidén y formacidn de microorganismos
¢) Temperatura

a) pH

e) Viscosidad

Espesante.- Son substancias coloidales gque tienen por ob

jeto aumentar la viscosidad de la fase eXterna.

Todas las substancias que se han descrito hasta aquf son-
generalmente inertes al aplicarlas sobre la piel, poseen una -
accidn protectora debido a que forman una capa misS 0 menos im-
permeable sobre la piel, impidiendo asi la desecacidén de la ——
epidermis en su capa cdrnea al retardar la evaporacidén del —-—-
agua de la superficie cuténea; en esta forma la piel queda mis
blanda y flexible finalmente estas substancias que sirven como
excipientes del principio activo en estudio es decir, la urea,
tienen una accidn local cuyos efectos son prolongados por la -

lenta liberacidén de la misma.
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Es importante sefialar que ademds de las propiedades de -

la creme antes citadas es también un astringente.

Se denomina astringente a las substaricias que precipitan
las proteinas en la superficie celular formando una capa pro-

tectora de protefna coagulada.

Los queratoliticos o astringentes se emplean en las der-
matosis escamosas, como Psoriasis, Eczemas crénicas. Se ha —-
observado que estos padecimientos se eliminan o atentian apli-

cando crema que contenga urea al 10%.
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LA UREA COMO HIDRATANTE.
La urea o carbamida, cuerpo descubierto en el afio 1773, -
en la orina y luego sintetizado en 1828 por Wohler ha sido uti

lizado tanto en medicina como en cosmética.

Desde el punto de vista de su utilizacidén tépica en huma-
nos, su historia nace en los primeros afios de este siglo. Ya -
en 1900 Spiro demuestra gue las soluciones fuertemente concen-—
tradas disuelven proteinas y en 1902 Ramsden observa que una -
rana sumergida en una solucidn ssturada de urea, se macera y -

se desintegra en pocas horas.

Peji y Rajat en 1906 y Wilson en ese mismo afio, informan-
gque la urea se conporta como un buen inhibidor bacteriano., ——-
Kligman en 1957 ratifica el efecto macerante del cuerpo en ——-
cuestidn sobre los tejidos humanos y en 1969 Swanbeck descubre
gue sumergiendo trozos de capa cbrnea de pieles normal, ictid-
tica ¥y psoriética en soluciones de urea al 30% se incrementa -
considerablemente la capacidad de retener agua. Esta propiedad
" humectante " de la urea, sumada a su capacidad de penetra—--
cidn y su efecto antipruritico { Swanbeck y Rajat en 1970 )~
1o hace realmente interesante en el tratamiento de la piel al-

terada como también en la involucidn cutédnea.

Stewart en 1969, estudia comparativamente una crema con -
urea al 10% y otra conteniendo hidrocortisona al 1% utilizando
pacientes con ictiosis, xerosis y atrofia senil. Sus resulta--

dos fueron equivalentes.

Las simples soluciones de urea al 10% en agua manifiestan
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caracteristicas muy gratas con sensacidn hidratante; son visco
sas, penetrantes ligeramente anestésicas y mejoran 1la turgen—-—
cia de los tejidos a nivel epidérmico aportando mayor flexibi-
lidad a 1la capa cérnea. Su tolerancia ( comportamiento dermato
1dgico ) es muy buena, siendo considerada la urez, no irritan-
te, sensibilizante o téxica en concentraciones del 3 al 10% —-
variando entre 6.5 y 7.5 ) y provocan un efecto macerante de -
la capa cérnea mucho mids evidente que el agua sola. Como inte-
grante de férmulas humectantes o dermoiréficas, podrian utili-

zarse en concentraciones de 3 al 5%.

Recordamos que la urea concentrada participa en la inte-—
gracién de la capa cérnea como un componente principal ( 74 )-
del 1llamado " Pactor de Humectacidn natural " o " Cuervo Jaco-

bi ".

La absorcidn cutdnea es ridpida ya gue una buena absorcidn
cutdnea se presenta con aquellas substancias que son solubles-
en agua ( la urea es sumamente soluble en agua ) y en grasas;-—
en este caso tienen las propiedades suficientes para penetrar,
ya que los productos tensoactivos modifican la permeabilidad -
cutdnea favoreciendo la absorcidn en virtud de su estructura,-

en parte liposoluble y en parte hidrosoluble.
Su vida media biollgica es de 1.17 horas.

En los estudios realizados con la crema en diferentes pa-
cientes, se han encontrado los siguientes resultados: la crema
con urea se ha empleado al 10% para el tratamiento de Ictiosis
como un hiperqueratolitico para desérdenes de la piel; también

es un bactericida y sus proniedades queratoliticas dependen --
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probablemente del incremento de hidratacién,

Excelentes resultados se observaron en 17 pacientes con -~
Ictiosis iratados con la crema con urea al 10% y 9 de 10 pa—w-—
cientes con hiperqueratosis de pies y manos. Pocos pacientes -
con dermatitis atdpica difundida con neurodermatitis y dermati
tis en las manos respondieron y no hubo respuesta en pacientes

con Psoriasis, Queratitis solar o Dermatitis Perioral.

Cuatro grupos con cerca de 20 pacientes con Ictiosis vul-
garis fueron tratados respectivamente con crema de urea al 10%
y con una crema que contenia Acido Salicflico; el estudio se -
ralizd con el método de doble ciego. Los pacientes demostraron
no sentir ninguna diferencia entre las dos cremas, pero ¢lini-
camente se encontrd que la crema de urea es significativamente

méds efectiva.

En 14 pacientes con Ictiosis tratsdos durante tres sema——
nas con la crema con urea al 10% causd un incremento del 100#-
en la rehobilitacidn de la piel por 1a retencidn del agua, Es-

ta recuperacidn se debid probablemente al efecto higrosedpico.

También se han realizado estudios con una doble compara—-—
c¢idn con el nétodo de doble ciego en 50 pacientes con lz crema
con urea al 10% e hidrocortisona al 1%; fue efectiva en el tra
tamiento de eczena atdpicd. Seis pacientes con piel escoreada,
reportados con escozor y dolor, cucndo se les aplicd la crema-

de urea € hidrocortisona.

Otro estudio es con el método de dohle ciego triple enm 55

pacientes a los cuales se les aplicd crema con urea al 10% , -
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no fue méds efectivo que una crema acuosa en el tratamiento de-~

hipergueratosis,

Sobre un pericdo de tres aiios, 112 pacientes con células-
basales escamosas y piel carcionoma fueron tratados con inyec—
ciones de urea al rededor de la lesidn, asi como también con -
polvo de urea., Una completa recuperacidn ocurrid en 65 pacien-—

tes y considerable mejoria en 27 pacientes.,
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2.3 CONTROLES MHIZROBICLOGICOS.

Antes de iniciar el tema del que tratarid el siguiente ca-
pitulo, es importante mencionar el término contaminacién, el -
cual se limita a la presencia de microorganismos patdgenos o -
de otro tipo siempre y cuando representen un peligro para la -

integridad fisica del individuo.

Todos los investigadores que han abordado el tema de la -
Microbiologia en cosméticos y productos farmacéuticos de apli-
cacidn tdépica, estdn ée acuerdo en que el principal veligro —-
gue los microcorganismos presentes pueden acarrear, es contira -
el mismo producto, al due le pueden provocar enturbiamiento, -
rompimiento de emulsidn, cambio de color, olor, de viscosidad,

formacidn de gas, ete.

Existe uns gran discusidn sobre si los cosméticos y pro=-—
ductos farmacéuticos de aplicacidn cutanea, pueden o no conte-
ner microorganismos sin el peligro para el consumidor, y en —-—
que nivel es vermisible este contenido. Todos estdn de acuerdo
en que ningin producto debe contener ninguna cantidad de micro
organismos patdgenos, sin embargo este Wltimo término no esti-
debidamente aclarado ya que se pueden presentar "patdgenos ———
oportunistas", es decir microorganismos que solo en condicio——
nes especiales muestran estas caracteristicas. Con respecto al
contenido de gérmenes inocuos, llamados saprofiticos. Dunnigan
propone que cualquier preparacidn gue se aplique directamente-—
a.la piel humana debe . tener un nivel de contaminacidn de menosg
de 100 microorganismos por gramo, Tenenbaum por su parte opina
que para considerar el grado de contenido microbiano que debe-

ser controlado en los productos debe tomarse en cuenta para —--
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gue y como son usados. ue la preparacidn de productos de apli
cacidn tépica estériles s costasa ¥ resulta initil si Se tome
en cuenta gue la piel contiene de varios millares a varios mi-
llones de Estreptococos epidermidis por centimetro cuadrado en
la regién de la axila, que el cuero cabelludo contiene una bas
ta flora incluyendo levaduras y hongos, que la piel contiene -
de varios cientos a varios millares de Clostridium acné por —-
centimetro cuadrado y que la saliva contiene normalmente millo
nes de gérmenes por mililitro. Esta misma opinidn 1a comparten

Jungermann, Wallhousser y Most entre otros.

La CTFA publicd en 1973 unos " Lineamientos para limites-
microbianos en productos de aplicacidn tépica " donde recomien
da no més de 500 microorganismos por gramo o mililitro en pro-
ductos para nifios, no mds de 500 microorganismos por gramo o -
mililitro en vroductos usados alrededor de los ojos, no mds de
1000 en oroductos restantes, especificando que en adicidn a es
tos 1imites ninglin producto deberd tener un contenido microbia
no reconocido como peligroso a los usuarios determinado por la

cuenta estendar de placa,

#allhousser en su magnifico estudio sobre el problema de-
preservar productos de aplicacién tdpica, menciona que gérme--
nes correspondientes a 17 géneros diferentes pueden provenir -
del aire, 31 géneros provienen del agua y 9 de otras fuentes -~
de contaminacidn. De estos algunos pueden destruirse mediante-
calentaniento a 70 - 80O C. por 20 - 30 minutos, otros resig-—-
ten hasta 119° G. y algunos requieren 120° C. y una atmésfera-

de vresidn durante 30 minutos para ser destruidos.

Pricticamente en todas las etapas por las que pasan los -
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productos durante su vida estén sujetos a la contaminacidn; si
agregamos a esto que la composicidén de muchos de ellos es un —
medio rico en nutrientes que pueden aprovechar los microorga—-
nismos para su desarrollo y tendremos el panorama completo al-
que se debe enfrentar, En forma concreta Se revisaridn los dife
rentes factores que contribuyen en la contaminacidén de los pro

ductos.

a) MATERIAS PRIMAS.~ De 1los varios miles de ingredien-—-—
tes que se pueden usar parz fabricar productos con accidn der-
matoldgica, algunos de ellos muestran frecuentemente niveles -
de contaminacidn peligrosa. ®n primer lugar debemos mencionar-
el agua, considerada como el contaminante ndmero uno, que como
ya se menciond anteriormente puede contener hasta 31 géneros -
diferentes de gérmenes, pero 1o mds importante es que es la —-—
fuente mds frecuente de contaminaecidn de Pseudomona aeruginosa
sobre todo cuando se trata de agua deionizada o desmineraliza-—

da que se ha mentenido en almacenamiento,

b) WEDIO AMBIENTE.- Las condiciones higiénicas del lo—-
cal de manufactura, necesariamente repercutirin en los produce
tos que se elaboren en él. Contar con pisos, paredes y techos—
limpios y sin superficies rugosas o permeables; mantener un —-
control efectivo de roedores e insectos, evitar la circulacidn

de zire y vnolvo ete.

e¢) HIGIENE PERSONAL.- Ya se menciond que la piel y el -
cuero csbelludo de las personas normales estd fuertemente con-
taminado, ademds el polvo que se adhiere a sus ropas constitu-

ye otra contaminacidn adicional que se puede introducir al pro
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ducto que se fabrica si no se tienen las precauciones adecua—-—
das. Es recomendable el lavado frecuente de las manos con solu
ciones desinfectantes, el uso de guantes protectores, cofias -
para retener el cabello as{ como exdmenes perfodicos que asegu

ren la condicidn sanitaria de los operadores.

d) MATERIALES DE BEWPA4URE.- El empaque primario suele ——
ser también una fuente de contaminacién aunque originalmente -~
se fagrican prédcticamente estédriles. Su contaminacidn proviene
principalmente del polvo, por lo gque deberdn ser conservados -
en lugares limpios y secos y de preferencia en envases cerra——
dos que no permitan la entrada del polvo. Otro materisl que se
ha encontrado contaminado con frecuencia, son los empaques de-
las tapas debido principalmente a su manejo y conservacidn en-

condiciones antihigiénicas.

e) EQUIPO DE MANUFACTURA.~ El equipo de fabricaciédn, al
macenamiento, llenado, mezclado, homogenizacidn, etc. constitu
ye la segunda fuente de contaminacidn en importancia, sobre to
do en aqguellos productos que durante su proceso de manufactura
no incluyen ningln calentamiento, Es indispensable la limpieza
y desinfeceidn de todo el equipo mediante agentes fisicos o0 =—
quimicos que garanticen su conservacidn en condiciones apropia

das entre una fabricacidn y otra.

f) CONTAMINACION SECUNDARiA.— Con este nombre se conoce
a la que se produce durante el uso del producto hasta su termi
nacibn. Bs la mds dificil de predecir ya que su naturaleza pue
de ser muy diversa y es pridcticamente imposible de evitar., -—-
Segin Wallhousser cada vez que sSe introduce un dedo en una cre

ma para tomar una pequefia porcidn se deja de 20 - 100 gérmenes
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que pueden reproducirse en el producto. La vnica solucidn posi
ble a este tipo de contaminacidn, es la presencia de un buen -
sistema conservador aunque puede ayudar el uso de aplicadores,
atomizadores, tubos colapsibles, sistemas en aerosol y cual———
gquier tipo de envase que evite el contacto directo del produc-

to con la persona.

De los microorganismos que han sido reportados como conta
minantes aislados pueden citarse 17 géneros de bacterias, 13 —-

géneros de hongos y 3 géneros de levaduras.,

De todds ellos, Pseudomona aeruginosa es de los més fre——-
cuentes y peligrosos en emulsiones farmacéduticas y cosméticas -
ya que es patdgeno para el hombre donde se le ha asociado a pro
cesos supurativos y de otra naturaleza. Se le ha encontrado co-
mo huésped comfin del agua ain despuds de tratamientos de clora-
cibn. Se produce fécilmente en vdlvulas, tubos en U, filtros de
cerdmica, medidores de flujo, equipos de desmineralizacidn y en
general en cualgquier parte del equipo que no pueda desinfeectar-
se con frecuencia. Una de las razones por las gque este micro———
organismo es especialmente peligroso es porque es resistente a-
muchos antibidticos y en los casos en que estos se apliean o ad
ministran en cantidades masivas, eliminan casi toda la flora ~-
gue puede competir con ellas en el desarrollo favoreciéndolo en
forma indirecta. Por esta misma razdn las personas con grandes-
dreas afectadas por quemaduras o afecciones dérmicas estén ex—-
puestas a infecciones por Pseudomonas contenidas en cremas. Tam
bién se consideran peligrosas la presencia de Protens, Estafilo
cocos, Estreptococos, Serratia, Penicillium, Aspergillus y Can-

dida.
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Sobre la contaminacién microbioldgice de productos cosmé—
ticos y farmacéuticos la FDA reportd lo siguiente: 7 unguentos
contaminados de 79 conteniendo antibidticos, 19 envases conte—

niendo Pseudomonas de 20 muestras de cremas,

Resulta evidente que ante la amplia posibilidad de conta-
minacién que presentan los productos farmacéuticos y cosméti-—
cos tanto derivada de sus ingredientes conservadores efectivos
en adicién a buenas précticas de namufactura y disefio apropia-

do de envase.

Ademds de las posibles fuentes de contaminacidn que se ha
revidado, influye en el tipo y cantidad de microorganismos pre
sentes, otros factores como la humedzd del medio, el contenido
de agua del preoducto, el pH de la fase acuosa, la temperatura,
la actividad superficial,'el efecto osmético, el valor nutriti
vo, el grado de aereacidn, la disponibilidad de oxigeno y el -

volumen.

E1l efecto esterilizador rdpido en productos cosméticos y-
farmacéuticos, gque es necesario para cumplir con los niveles -
de contenido microbioldgico requeridos por las autoridades, -~
puede ser obtenido por altas concentraciones de un conservador
o por combinaciones binarias o terciarias de agentes antimicro
bianos. Esto dltimo resulta recomendable tedrica y précticamen
te ya que resulta menos costoso. La contaminacidén comprende a-
menudo gran variedad de microorganismos de diferente suscepti-
bilidad a un solo conservador y la combinacidn proporciona un~
espectro de actividad mis amplio. Si la concentracidn de un --

congservador no puede aumentarse por razones de solubilidad o -
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toxicidad, el uso de sistemas binarios o terciarios resulta re

comendable con menor riesgo de irritacidn o alergia.

El conservador de un producto deberd preservarlo de 1la —-
contaminacidn secundaria ¥y de aquellas contaminaciones prima—-—
rias normales, pero nunca puede ser substituta de una buena -~

préictica de manufactura.

Aunque se trata de inactivacidén, esta no es absoluta y -
més bien se trata de reduccidn de la actividad antimicrobiana-
por factores tales como pH, coeficiente de distribucidén entre-
fases, solubilizacibn del conservador por efecto de emulsifi--—
cantes, unidn a superficies macromoleculares no activas o a na
teriales de empaque. Aunque todos los articulos que se refie-—
ren a conservadores mencionan las posibles incompatibilidades-
con los componentes mds comunes, el gran ntmero de pardmetros—
que determinan esta aceidn, hace recomendable gue se pruebe de
finitivamente en el producto antes de desechar o aprobar un —-—

conservador.

Una propiedad que debe ser demostrada experimentalmente -
con todo conservador, es su ihcapacidad para provocar reaccio-—
nes alérgicas, o de tal manera moderadas gque no representan un
peligro para el usuario normal. En realidad no hay ningién con-
servador que sea totalmente no alérgico o sensibilizante cuan—
do un niimero suficiente de personas se exponen repetidamente a
1. Por esto es necesario que el concepto seguridad se esta-——
blezca sobre bases por todos aceptadas y reconocidas como ade-

cuadas para juzgar la inocuidad de un producto.
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El método y las condiciones que se requieren para reali—-

zar un andlisis microbioldgico es el siguiente:

1..- Tipo de Microorganismo.- ILa Farmacopea Nacional de -~
los Estados Unidos Mexicanos y la U,S,P recomiendan como micro
organismos de prueba Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli,~
Estreptococos aﬁreus, Clostridium albicans; la CTFA adiciona -
Protens leteum y Basilo subtilis y la SCQ considera que deben~
usarse cepas aisladas de productos contaminados. Cowen y Stei-
ger han encontrado que microorganismos aislados de un producto

no crecen en otro con el mismo comservador.

2. Medio de Cultivo.- La resistencia de un microorganis
mo depende de la calidad del medio en que se desarrolla. Gene-
ralmente se usan medios de Soya, Caseina, Agar Nutriente o Me-

dio de Sabouraud.

3. Inoculeo Simple o Mezclado.~ En virtud de que se ha -
reportado que cusndo se inoculan mezclas de microorganismos ——
son més susceptibles, se recomienda inocularlos a partir de —-—

cultivos puros.

4, Tamafio del Inoculo.—- La Farmacopea Nacional de 108 =
Estados Unidos Mexicanos y la U.3.P recomiendan 0.1 ml. de un-
cultivo conteniendo de 125,000 a 500,000 microorganismos por -
ml, a 20 ml. de la muestra por valorar, Otros recomiendan cul-
tivos conteniendo hasta 10 millones de gérmenes por ml. pero -
debe tenerse en cuenta que entre mds se agregan aumenta €l —--
nimero de células resistentes al mismo tiempo que se va inacti

vando el conservador.
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5. Temperatura de Incubacidn.- Varios autores recomien
dan de 32 - 370 C. para bacterias y de 27 - 32o C. para hongos
Hay que tener en cuenta que estas temperaturas no son tipicas-
y aunque favorecen el crecimiento es posible que el efecto del
conservador sea diferente, por lo que se recomienda que la in-
cubacidn se haga a temperatura ambiente. La PFarmacopea Nacio—-—
nal de los Estados Unidos Mexicanos recomienda de 30 - 320 Com
y la U.S8.P de 20 - 250 ¢, en caso de que el producto no traiga

especificada la temperatura de almacenamiento.

6. Nimero de Inoculaciones.- La Parmacopea de los Esta-
dos Unidos Mexicanos y l1la U.S.P utilizan una sola inoculaecidn
inicial, 1a CTPA recomienda una segundz con 7 dfas de interva-—
lo y la 38CGQ varia segin el producto pero recomienda dos, la —-
ventaja de la inoculacidn miltiple es que previene de la inac-—
tivacidn del conservador con el tiempo, debido a la reaccidn -

con ingredientes con el empagque o con materiales extrafios,

7. Hétodo de Muestreo.,-~ EL método para analizar las —-—-
muestras generalmente es el de placa auncue puede usarse el de
tubo miltiple, es importante agregar agentes neutralizadores -

del conservador para que la prueba sea efectiva.

8. Duracidén de la Prueba.- En la Farmacopea Nacional de
los Estados Unidos Hexicanos y la U.S.P recomiendan 28 dfas -
con dos observaciones con una diferencia de 7 dias entre una y
otra, la CTFA recomienda también 28 dias con observaciones a -
0, 1, 2, 7, 14, y 28 dias y la 5CQ recomienda observaciones a-
0, 1, 2, 3, 4, y hasta 8 semanas segin el producto. La impor——
tancia de este dato es que algunos conservadores son sSolo bac—

teriostdticos ademds de que ciertas especies en ocaciones dis-
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minuye mucho su concentracidn para luego recuperar su viabili
dad.

9, Criterio de Efectividad.- La Parmacopea Nacional de
los Estados Unidos Mexicanos y la U.3.P consideran un conser-
vador como apropiado vara productos de uso oftdlmico o paren-
teral si no hay aumento apreciable en el nimero de microorga-—
nismos Clostridium albicans y si el nidmero de microorganismos
relativos es reducido a 0.1% cuandc mds del nimero inicial y-
permanece bajo ese nivel durante 7 dias, dentro del perfiodo -
de 28 dias de la prueba. La CTFA exige cuentas reducidas des-
pués de la segunda inoculacidn de la SC{y que las cuenfas se&an

reducidas en tres pruebas semanales para cremes,
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2.4 IRRITANTES Y SENSIBILIZANTES.
; Los dafios que pueden surgir por la aplicacién de substan
cias a la piel, son diversos, por lo que se desea emprender -
una clasificacidn de tipos ée dafios y subétancias responsa-—-——

bles.

Las dos clases en las que las substancias se clasifican-

dependiendo del modo como daidan a la piel son:

a) Irritantes

b) Sensibilizantes

La diferencia escencial consiste en el mecanismo de ——w-
accién, a través de los efectos que producen, 1los cuales en -

algunas reacciones son seme jantes,

En general los irritantes empiezan a actuar sobre la —w-
piel inmediatamente al contacto produciendo efectos ripida—-—-
mente { Irritantes Primarios ), o en unas cinco horas, ( Irri

tantes Secundarios ).

Los sensibilizantes son generalmente definidos como subs
tancias que producen efectos dafiinos en la piel, en un segun—
do o subsecuente al inbculoso primer contacto, ( algunas subs
tancias son capaces de producir ambos efectos con lo cual di-

ficultan la clasificacidn.
SINTOMAS.~ Los sintomas de irritacidn y sensibilizacidn

alérgica pueden ser idénticos y son descritos como variacio--

nes suaves las que finalmente resultarin en francas dermati-—-—
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tis clinicas, cuando el contacto es prolongado y razonablemen-

te abundante, o cuando el alivio de los sintomas no se efectia

Usualmente se observa un eritema o ruborizante en la inme
diata aplicacién de la substancia, seguida por un tumor o ede-
ma de la misma ligera 4rea rojiza al rededor del sitio. Estas-—
pueden progresar en prurito ( comezdén ) ulceracién en casos ex

tremos,

Estos sintomas caracterizan la respuesta de la piel tanto
los irritantes como sensibilizantes, sin embargo frecuentemen-
te el tiempo puede dejar un rastro como el tipo de respuesta =

que puede ser observada.

Los sintomas se deben a la liberacidn de substancias, de—
las cuales la mds importante es Histamina, liberada por las --
células de la dermis ( Células Mast ); las cuales son miembros
normales de la poblacidn dermatoldgica. Estas células son fri-
giles y contienen grénulos, que se liberan en la dermis cuando
las eblulas son rotas ( lisadas ), a través de los grénulos —-—
que son los agentes involucrados en la 1ib¢racién de histamina
La histamina, se deriva del aminodcido Histidina, el cual se —
presenta en el medio ambiente normal de la dermis. La histami-
na produce todos los sintomas de la respuesta triple en la ———

piel.
MECANISMOS DE ACCION.- Son irritantes por medio de los —

efectos externos producidos directamente en las células mast,=-

por virtud de aquellas propiedades fisicas y quimicas. Un irri
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tante puede definirse por consiguiente como un compuesto el —-
cual es capdz de lisar células mast al penetrar en la dermis.-
Los sensibilizantes por‘otra parte no son capaces de causar la
relacién de histamina en las células mast por lo tanto, no ne-
cesariamente producen-la triple respuesta al primer contacto -

con la piel.

Los procesos de sensibilizacidn pueden describirse como -
un sensibilizador reacciona quimicamente con un cuerpo pro———-
tefnico para producir un antigeno. Estos procesos ocurren en -
el primer contacto con el sensibilizador, sin embargo no produ
cen un efecto visible. Durante cinco dias posteriores los an-—
tigenos estimulan la produccidén de un anticuerpo especifico —-
contra el mismo en la corriente sanguinea. El siguiente paso -
es cuando el sensibilizador aplicado a la piel, es decir una -
nueva cantidad del mismo antigeno se forma y éste neutraliza —
la procién del anticuerpo produciendo un precipitado del com--
plejo antigeno-anticuerpo en el sitio de aplicacidn. Se cree -
que este complejo es culpable del rompimiento de las células -
mast, de este modo relacionando histamina en la Germis y gene-
rando la triple respuesta en la via como un irritante. ILa ——=—
sintesis de anticuerpos como respuesta a los antigenos especi-
ficos esparcidos en el cuerpo normalmente como una defensa con
tra infecciones, toma tiempo para crear la misma efectividad -

{ como 24 dias ).

Numerosas pruebas han sido sometidas en animales y huma-—-
nos los cuales se han sujetado a variaciones bioldgicas y sus-
ceptibilidades de varias pruebas de dosis, duracidn del contac

t0, frecuencia de aplicacidn, dificiles de decidir, ya que ——-
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solo el 0.01% de las referencias de dafios producidos por las -
substancias con lo cual en la mayoria de las pruebas implica -
la carencia de irritacién lo que significa que en una pobla——-
cién de cinco millones, el 5% de la poblacidn es adversamente-
afectada. Inicialmente cada prueba requiere cerca de 30,000 su

jetos para ser satisfactoria,

El1 concepto de indice de sensibilizacidn debe definirse -
como la capacidad relativa de un producto quimico para causar-
sensibilizacién alérgica en la piel humana; el segundo concep—
to es la diferencia entre el comportamiento de la piel normal-
y el de una piel gque sufre dermatitis de contacto causada por-
irritacién primaria o por alergia & otrs substancia previa; el
tercer concepto es el uso correcto y la interpretacidén de las-
pruebas de parche empleados en el diagndstico de alergias cu——
tédneas. Fl uso de individuos -normales y de concentraciones —-—-
inadecuadas, ha hecho creer gue algunos couservadores son t0-——
talmente inocuos. Esto Se debe a errores involuntarios en los-
gue se creyd necesario solo utilizar pacientes sanos y concen-
traciones similares a aquellas reéomendables para uso indus——-
trial, y a la creencia equivocada de gque el producto deberia -
ser totalmente inocuo para ser Gtil. En la actuaslidad esto no-
pasa de ser un ideal y €l conocimiento de la cdpacidad aler---
génica real de los conservadores ha proporcionado mds ventajas
que inconvenientes a los dermatélogos que tienen que tratar --

los padecimientos ocacionales provocados por su utilizacidén.

Algunos de los datos reportados en la literatura médica -
sobre la alergenicidad o indice de sensibilizacidn de conserve
dores establecidos sobre pacientes con dermatitis previas, son
0.8 para derivados del #dcido p-hidroxibenzoico, 0.3% en pa——-—

cientes con cczema para 4cido sérbico, 0.3 hexaclorofeno.
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ESQUEMA No, 2
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2.5 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Hasta hace poco La Cromatografia en Capa Fina se usaba —-
solo pars sevarar e identificar compuestos, esto se debia en -
parte por la falta de equipo adecuasdo para su desarrollo, obte
niéndose determinaciones solo semicuantitativas. Conforme ha -
pasado el tiempo, se han disefiado técnicas mds especificas pa-—

ra cada caso obteniéndose buenos resultados.

Bs por esta razdn que se ha realizado este estudio en Cro
matografia de Capa Fina, ya que es un método de separacién de-
una mezcla en varios componentes, Esto crea un eguilibrio hete
rogéneo estabilizador durante el flujo del solvente llamado -—
" Fage Movil " a través de una " Fase Fija o Estacionaria ", -
para separar dos o mads componentes del material a estudiar 1le

vados por el solvente.

La Cromatografia por Adsorcidn, requiere un adsorbente el

cual se aplica a un sostén o apoyo, que pueden ser :

a) DPlacas de Vidrioc ( mds comunes )
b) Placas de Pléstico

¢) 7Placas de Aluminio

Cuyo tamafio varf{a, siendo las mds generalizadas las de —-

20 x 20 cm.

Los adsorbentes o Pase Kstaclionaria pueden ser de diferen

tes clases @

1) 8ilica Gel G

2) s8{lica Gel G P ( con indicador fluorecente )

254
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3) Celulosa
4) Alvmina

5) Tierras Diatomeas,

Los materiales empleados para la Fase Lstacionsria deben-
tener un tamafio de partfcula uniforme; asi como al distribuir-
el adsorbente sobre la placa, deben tener un determinado gro--—
sor que va de 0.1 a 1 mm, dependiendo del tipo de placa gue se
requiera emplear, para que puedan reproducirse los estudios a-

realizar.

En 1la Cromstografia por Capa Finaz, la accidn capilar en -
la fase estacionaria provoca el moVimiento de la fase movil a-

travds del medio y a este proceso se le denomina desarrollo.

Adsorcidn Cromatogrdfica.- Bs el proceso por el cual una
muestra es separada por interaccién entre fuerzas adsorbentes-

de un medio ( fase estacionaria ) y un solvente ( fase movil )

Ta separacidn se logra pasando un solvente o fase movil a tra-
vés de la placa y la substancia en estudio que se encuentra —-
sola o en una mezcla de componentes es mds fuertemente adsorbi
da por la fase estacionaria que los otros componentes de la —-=
mezcla, Ya que la adsorcidn es un fendmeno de superficie, el -
grado de separacién depende del Area de la superficie del ad--
sorbente deseado. De aqui el énfasis de que las particulas del

adsorbente sean de tamafio pequetio,

La naturaleza y compoSicidn quimica de la fase movil se -

le determina por el tipo de subsiancia a separar y el adsorben
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te empleado para la separacidén. La composicién de la fase mo-—-
vil puede ser simplé como un solo solvente o como un complejo
de tres o cuatro solventes conteniendo proporciones definidas.
Taﬁbién se requiere del conocimiento de la polaridad de 10S =
solventes, un compuesto polar es aquel que se encuentra en la-
fase estacioneria puesto que una substancia no polar tiende a-
moverse apresuradamente en la fase movil por lo que es menor -
en la. fase estacionaria. De agui 1la importancia en escoger ade
cuadamente el solvente o mezcla de solventes a emplear para ob

tener un buen desarrollo.

El cromatograma se desarrolla durante un determinado tiem
po hasta la mitad de la placa o hasta el final de la misma, de

pendiendo del Rf. de la substancia.

Bl Rf. es un valor conveniente para expresar la posicidn-
de una substancia en un cromatograma desarrollado y es calcula
do como ¢

RE. Distancia del origen al centro de la mancha

Distancia del origen al frente del solvente

Los valores del Rf. se encuentran entre 0 y 0.999

Para elegir el tipo de fase estacionaria y fase movil,hay
que examinar las caracteristicas de la muestra, La naturaleza;
de la muestra determina el adsorbente, éin embargo frecuente--
mente la muesira se sujeta a varias separaciones tales como --
extraceidn, filtracidn, contrifugacién eic. para obitener una -

buena separacidn en Cromatografia de Capa Fina.
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La muestra se aplica de 2 a 3 cm. de la orilla de la pla-
ca con microvipetas o con microjeringas, éstas Wltimas son las

que mds se emplean para trabajos cuantitativos.

Despuéds el cromatograma es deshidratado o evaporado ade—-
cuadamente y las manchas pueden observarse bajo la luz ultra--
violeta o bién rociarse con una seleccidn de reactivos especi-
ficos y no especificos con los cuales reaccionan las substan—-—

cias produciendo una coloracidn visible o fluorescente.

La urea comenzd a investigarse en combinacidén con amino——
dcidos, indoles e imidazoles, en sangre y orina de primates en
Cromatografia de Papel. Posteriormente se fueron separando ca-
da grupo y observaron que la urea interferia con los otros gru
pos por lo que se tratd de investigar si se separaba mejor con
otro tipo de cromatografia y asi se estudid en Cromatograffa —
de Capa Fina empleando placas de Celulosa. Se obtuvo una buena
separacidn, solo gue variaba un poco el Rf. cuando provenia de
materiales naturales; sin embargo con unz mezcla de materiales
sintéticos muestra una buena correspondencia. Obteniendo una -

comparacidn de ambos métodos en urea encontramos que:

a) La cromatografia en papel, los métodos son simples y -
baratos, pero también tardados, ya que el tiempo usual

de desarrollo es de aproximadamente de 24 horas.

b) En cromatografia de capa fina, la celulosa es el mate-
rial que corre mds rApidamente; los colores de las man
chas en general son considerablemente mds estables que

en cromatografia de papel.
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Otra ventaja de la cromatografia en capa fina, es que se-
pueden aplicar pequefias cantidades conteniendo urea observéndo

se manchas claras y definidas,
A continuacidn se presenta un esquema general de los proce

s0s que se llevan a cabo hasta obtener un andlisis cuantitati-

vo por cromatografia en capa fina.
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ESQUEMA No. 3
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Se ha demostrado que la urea en un excipiente como 1a ~-
crema antes citada se encuentra en éptimas condiciones, sin--
embargo la urea en soluciones acuosas present2 un problema —-
que es el de la hidrdlisis, la cual aumenta con el calenta——-
miento, as{ como los 4cidos y £lcalis también aumentan este -

rango de hidrélisis.

La hidrdlisis de urea en varios medios acuosos ha sido -
ampliamente estudiada, incluyendo los mds recientes en cuanto
a la naturaleza de la reaccidn de hidrdlisis.

En la degradacién de urea, ésta se transforma en :

NH CO NH + H0 ———s NH coo + NH

2 2 2 4 2
——
. NH3 + co

Se ha observado en estudios anteriores que la conductivi
dad especifica de soluciones de urea incrementan linealmente-
con €l tiempo. Posteriormente notaron que el rango de incre-—-
mento en la conductividad especifica es proporcional al pro--
ducto de la viscosidad relativa por concentracién de urea, —-
Aparece entonces que la degradscidn de urea sigue una cinéti-
ca de Primer Orden tanto en soluciones diluidas como concen—-

tradas.

En los estudios realizados anteriormente se ha encontra-
do que el rango de degradacién disminuye en funcidn del tiem-—
po; esto sugiere que la reaccidn reversible es un factor im—-—

portante en la degradacidn de soluciones de urea,.
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I1T PARTE EXPERIMENTAL

3.1 EQUIPO Y MATERIAL.
EQUIPO.

Espectrofotémetro de luz Ultravioleta y Visible
Unicam S.P. 800

Balanza Analitica

Unimatic Instruments Stanton

Potenciometro

pH asar I Digital Meter

Beckman Scientific Instruments.

Viscosimetro

Brookfield L.V.T.

Placas para Cromatografiaz en (apa Fina de CGelulosa 300 mm.
Aspersor de Placas de Cromatografia de 125 ml.

Microgeringa.

MATERIAL

A Y
Material de vidrio utilizado comunmente en los laborato--—

rios de control analitico de medicamentos.

~ 42 -



PREPARACION DE LAS PLACAS DE CELULOSA 300 mm.

Se mezclan 15 g. de Celulosa con 100 ml. de agua destila-
da en un matrdz de bola de 250 ml. y se agita de 30 a 60—
segundos, Se mezclan suavemente para tener una mejor hi--
dratacién y evitar la formacidn de burbujas de aire, Pos-
teriormente se distribuye sobre las placas de vidrio de -
20 x 20 cm., con un carro esparcidor dejando las mismas —-—
con un grosor de 0.3 mm. ; deshidratar con aire y no acti

varlas con calor,
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3.2 SISTEMAS UTILIZADOS.
Al fabricar la crema cuya férmula ya ha sido indicada en—
la seccibn 2.3, se observé que el pH inicial es de 6.5 y con—-

forme va pasando el tiempo el pH obtenido aumentd hasta 9.

Esto probalbemente se deba a la degradacidn de la urea., -
por lo gue se selecciond el método de Cromatografia en Capa Fi

na, para detectar dicha degradacidén.

Para poder elegir el mejor sistema para el desarrollo del
cromatograma, se probaron diferentes tipos de adsorbentes, sol

ventes y reveladores, obtenfendose los siguientes resultados:

SOLVENTES 3

S1 .= Bu A " N. Butenol - Acido Acético — agua - ( 60:15:25 )
So »= Bu P N. Butanol -~ Piridina - Agua { 60:60:60-)
S3 .~ I Pr Am Isopropanol - Agua - Amoniaco { 200:20:10 )
S4 .~ Pr A N. Propanol - Acido Acédtico 1N {(3:1)
(3:1)

Sg «= Bu A D N. Butanol - Acetona — Dietilamina-( 70:70:14:35

S5 .~ Pr Am  N. Propanol - Amoniaco

hLgua
Sq =M A Metanol - Amoniaco ({60 : 75 )

REVELADORES ¢
D1 .— ILuz Ultravioleta

Do .~ Nitrato de Plata.- Bl cromatograma se rocia con una so
lucién saturada de Nitrato de Plata en acetona. Calen--

tar a 1050 C. por 15 minutos.
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CUADRO No., 1

PLACA SOLVENTE REVELADOR RESULTADOS

SILICA GEL G F 254 Bu A Iuz U. V. No se observa ninguna macha
Bu :P t "
I Pr Am " "
Pr A " "
Pr im " "
Bu A D " "
Tﬁ. A 1] "

SILICA GEL G Bu 4 Dy Se observan las manchas
Bu P Dy claramente, pero desapa
I Pr Am Dy recem ridpidamente.
Pr A D3
Pr Am D4
Bu 4 D D4
M A Do

CELULOSA Bu A Dy 3e observan clarsa Rf, 0.54

' Bu P " mente las manchas Rf. 0.48

I Pr Am " Rf. 0.44
Pr A " Rf. 0.51
Pr Am " Rf. 0.48
Bu 4 D ) " Rf. 0.30
M A " Rf. 0.36



Perricianuro con Nitroprusiato.— Iguales voldmenes al-
10% en soluciones acuosas de Ferricianuro de potasio, -
Nitroprusiato de sodio e hidrdxido de sodio, se mezclan
Después de 15 a 20 minutos, el color de la solucidn se-~
torna amarilla y esta solucidn se emplea para rociar el

cromatograma,

p-Dimetilaminobenzaldehido.-~ Se disuelve 1.0 g. de p-
dimetilaminobenzaldehfdo en 50 ml. de metanol, se adi-
ciona 10 ml. de dcido clorhidrico y se afora a 100 ml.

con metanol.
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3.3 DETERMINACIONES EN CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA
De acuerdo con los resultados obtenidos, el sistema que -

se selecciond y utilizé para este estudio es el siguiente:

Placas.— Celulosa

Sistema.~ N. Butanol - Acido Acético - Agua ( 60:15:25 )
Revelador.~ Por rociado con p-Dimetilaminobenzaldehido
Tiempo para Ascender,- 4 horas,

Temperatura.- Temperatura ambiente 250 C.

Preparacidn de la Substancia de Referencia:

1. Substancia de Referencia

Se pesdé 50 mg. de urea substancia de referencia y se pa--—
saron a un matrdz volumétrico de 1 ml., se disuelve y se-

afora con azgua destilada.
Se tiene una concentracidn de :

50 mg. ————————— 1 ml. 50 mg. / ml.

2. Substancia de Referencia con la Crema.
Se preparé la crema sin adicionarle urea., A4 100 ml, de -—-
la crema antes mencionada, se le incorpord 10 g. de urea-

Substancia de Referencia.

De esta crema, se pesd el equivalente a 5 g. de urea'y -

se prosiguid al igual que la muestra.
Procedimientos
Pesar una cantidad equivalente a 5 g. de urea en un vaso-

de precipitados, pasarlos a un embudo de separacién de 250 ml.

- 46 -



agregar 50 ml de agua destilada y agitar. Extraer con 5 porcio
nes de 25 ml. de cloroformo; desechar los extractos cloroférmi
cos. La solucidn acuosa, se pasa a un matrdz volumétrico de —-
100 ml., aforar con agua destilada, se agita y se filtra a tra

vés de papel Whattman No. 42.

De esta solucidén se miden 6041. y se aplican a una placa

con celulosa, preparada un dia antes.

Hasta aqui se tiene la siguiente concentracidn:
5g., ——————— 100 ml. 50 mg. / ml,
De esta solucidn se aplican :

6041, =~~—————— Aplicar 3 mg.

La misma cantidad que se pesd de muestra se pesa de la —-
crema sin urea para tenerla como un blanco. Posteriormente se-
siguid el mismo procedimiento que la muestra. El objeto de ———
aplicar este blanco es para saber si presenta una absorcidn en

el espectro.

Se aplican en forma similar Substancias de Referencia, --—
Mustras y Blanco a dos placas. También se deja un canal de ca-
da placa vacio con el fin de tener un blanco de 1a fase esta——
cionaria, en este caso Celulosa. Se prepara este blanco de Ce-
lulosa con &1 objeto de observar si interfiere presentando una

absorcidn en el espectro.

Las dos placas se colocan en un 4ngulo ligero en la misma
cdmara cromatogrifica previamente saturada, dejdndose desarro-
llar el cromatograma por un tiempo de 4 horas.
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Posteriormente se sacan las placas y se dejan secar.

Una de las placas se reveld por rociado con el reactivo -
de p-dimetilaminobenzaldehido y se observd el lugar donde apa-
recen las manchas, asi también se determind el Rf. de la subs-

tancia de referencia y las muestras.

Por otra parte, en la placa que no se revela, se trazan -
dos lineas limitando la zona donde aparecen las manchas al re-
velarlas. Se raspan cuidadosamente y se vacia la celulosa a un
matrdz erlenmeyer de 25 ml. en el cual se disuelve la urea al-
adicionar 10 ml. de agua, se agita y se filtra. La solucidn se
pasa cuentitativamente a un matrdz volumétrico de 25 ml. Se ——
adicionan 10 ml. del reactivo p-dimetilaminobenzaldehido, se -
agita y se afora con agua. Se espera exactamente 1) minutos, -
despuds de los cuales se lee a unz longitud de onda de 420 nm.

en un SUspectrofotdmetro Ultravioleta y Visible.

La concentracidn final es de :

R Y- — 25 ml. 129 meg/ ml

A continuacidn se presenta una fotografia de la placa que

se reveld, observédndose la posicién de las manchas,
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FOTOGRAFIA DE LA PLACA REVELADA




CUADRO DNo. 2

DETERMINACIONES EFECTUADAS EIN LA
LOCION CREMA.

No. DE MUESTRA DETERMINACION DE pH VISCOSIDAD Rf. ENCONTRADO
Y LOTE
1 (L37) 6.5 4562 0.55
2 (519) 7.5 4565 0.55
3. (TT72) 7.8 4570 0.55
4 (U s2) 8.0 4552 0.55
5 (X 69) 8.2 4560 0.55
6 (z91) 8.5 4565 0.55



Los resultados obtenidos en la determinacidén de urea por

espectrofotometria ultravioleta fueron los siguientes:

Absorciones Porciento Encontrado

St. 0.440

my 0.440 100.0 %
mp 0.490 111.3 %
m3 : 0.540 122.7 %
my 0.615 139.7 %
mg 0.745 169.3 %
mg 0.790 179.5 %

COMENTARIO

ILos resultados obtenidos en la determinacidn de urea en-
las muestras, no corresponden a la cuantificacidn de ésta, --

sino a su degradacidn.
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METODO No. 1II

DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

PRIMERA PRUEBA:

Método de Membrana

Deteccidn de Hongos y Bacterias

1.~ MWedio de Cultivo: Fluido de Sabouraud
DextrosaiAgar

Preparacidn del Medio de Cultivo:

Suspender 65 g. del polvo en un litro de agua destilada,-
mezclar perfectamente hasta obitener unes solucidn, se calienta-

agitando frecuentemente dejando hervir durante cinco minutos.

e distribuye 40 ml. en tubos de 200 x 35 mm. pyrex con -

tapa de acero inoxidable, anteponiendo una corunda.

Esterilizar por autoclave durante 20 minutos a 121° C. y-

a 15 1lbs. de presidn.

2.~ Wedio de Cultivo: Medio Flufdo de Tioglicolate— 30g.

Polisorbato Tween 80 ~ 30 ml
Asolectin - 5g,
Agua destilada 1000 ml

Se disuelve calentando y agitando frecuentemente, hervir -

durante 5 minutos y disversar 40 ml. en tubos de ensayo de ——w-

o
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200 x 120 mm. pyrex con tapa de acero inoxidable, anteponiendo-~

una corunda.

Esterilizar vpor autoclave durante 20 minutos a 121° C. ¥y a

15 1bs. de presién.

Una vez que los tubos han sido esterilizados, agitarlos --
enérgicamente para disolver el polisorbato acumulado en 1la par-

te baja del tubo.

Los tubos de ensSaye deberin estar previamente estériles:—

PR [}
se esterilizan por calor seco durante 2 horas a 180 (.

Solucidén Lavadora.
Preparacidn: - Peptona = —eeee 0.1 %
Polisorbato Tween 80 —wm—-— 0.1 %

Se disuleve y se dispersa en frascos de vidrio neutral de

140 x 50 mm, con tapa de metal.

Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121o C. ¥y a

15 1bs. de presién.

Cultivo de la Muestra:

Trabajando con material y equipo estéril, bajo una campa-
na de flujo laminar, se snalizaron seis muestras diferentes de
de la crema. 3e tomaron 10 ml, de cada muesira y se filtraron-
a través de una membrana de 0.45 micras, poSteriormente se la-
v6 con tres porciones sucesivas de 20 ml. de la solucidn lava-

dora.
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Con unas pinzas se partid a la mitad la membrana, una de-
ellas se vacié a uno de los tubos que contenfa el Medio de —m—-
Sabouraud y la otra mitad se introdujo a uno de los tubos que-~
contenia el Medio de Tioglicolate. Se agitaron ligeramente los

tubos y se incubaron.

Se dejé un tubo de cada medio sin abrir, con el fin de te
nerlos como testigo, sSe incuban al igual gque los demds tubos -

y se observan.

Los tubos con Tioglicolate se dejan incubar a 37O C. du—m
rante siete dfas observdndolos diariamente para ver si no hay-

desarrollo,
Por otra parte, los tubos con el Medio de Sabouraud se in
cubaron también a temperatura ambiente durante 14 dias, obser-

véndose diariamente si el 1iquido presenta turbiedad.

No debe desarrollar ninguna burbiedad ya gque esto indica-

el desarrollo microbiano.
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SEGUNDA PRUEBA:
Medio de Cultivo: Agar Soya - Tripticase

Preparacidn del Cultivo:
Suspender 8 g. del polvo en un litro de agua destilada.
3e disuelve calentando y agitando constantemente, dejéndg

se hervir durante cinco minutos.

Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121° C., 15

libras de presidn.

Cultivo:

Se analizaron seis muestras diferentes de la crema, de —-
las cuales se efectuaron dos diluciones de cada una 1:10 y ===

1:190 con solucidn buffer de fosfatos pH 7.5

Se tomé 1 ml. de 1la orimera dilucidn y se colocd en una -
caja Petri previamente esterilizada; de igual forma se trabajd
con la segunda dilucién y posteriormente se adiciond a cada ca
ja 20 ml. del medio de Agar Soya previamente fundido, se mez—-
cld y se dejd soldificar.

Se deja una caja sin cultivo como testigo.

Posteriormente se incuban a 37o C. por 72 horas,

Pasado este tiempo, se sacz un promedio de las colonias -

desarrolladas en cada caja de diferente dilucién.
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TERCERA PRUEBA:
Medio de Cultivo: Agar

Preparacidn del Cultivos
Suspender 30.5 g, de polvo en un litro de agua destilada.
Se calienta agitando frecuentemente y se hierve durante -

cinco minutos,

Dispersar en tubos pyrex 1D ml. del medio, tapando cada -

uno con tapén de vakelita.

Mpterilizar por autoclave durante 20 minutos a 121O C, y—a
a 15 1bs. de presién.

U

Una vesz estéri;es los tubos, se mantienen en posicidn in-

clinada y se espera a que soldifiquen en 30 minutos.

Cultivo:
Al igual gue el andlisis enterior, se prepard bajo wna —-
campana de flujo laminar dos diluciones de cada muesira 1:10 y

1:100 con solucidn buffer de fosfatos pH 7.5

Se formaron cuatro series de itres tubos, con 10 ml. del -

medio de Agar en cada tubo.

La primeras serie se inoculd con 1 ml. de la muestra di=—-
lufda 1 ¢ 10.

Ia segunda serie se inoculd con 1 ml. de la muestra di——-—
lufda 1 : 100.

La tercera serie se inoculd con 1 ml. de una cepa de Eg—-—

cherichia coli que contenfia 150,000 microorganismos vor milili
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litro.

La cuarta serie se dejd sin inocular para tenerla como

testigo.
Se incubaron a 37o ¢. durante 48 horas, después de las-

cuales sSe observaron los tubos para ver el desarrollo bacte

riano.
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CUADRO No. 3

DETFRMINACION.S MICROBIOLOGICAS

DRT#CCION DR

MRDIO DE CULTIVO BACTRRIAS

HONGOS

-SABOURAUD No hubo desarrollo

PIOGLICOLATC Se observd un creci-
miento bacteriano, vor
lo gque se rezlizd un
frotis y una tincidn
de Gramm encontrindose
microorganismos :
Gramm negativos
Estreptococos

AGAR SOYA

TRIPTICASE

AGAR NUTRITIVO No pudo reproducirse

Ho. DE COLONIAS

DILUCIONES
1 : 10
53x10 = 500
53x10 = 530
49%x10 = 490
30x10 = 300
54x10 = 540
38x10 = 380

1
4x1090
Tx100
4x109
5x100
3x100
6x100

100

= 400
700
400
500
300
= 600

o



V  CONCLUSIONES

De acuerdo con los rstudios realizados se puede concluir-

lo siguiente:

Las condiciones utilizadas para el andlisis de urea por -
Cromatografia en Capa Fina en este trabajo, pueden emplearse -
como un método de identificacidén, mds no para cuantificar, ya-
que los reactivos empleados para formar €l complejo y poder ——
detectar el priﬁcipio activo reacciona con todos los grupos —
amino, esto significa que en el método utilizado también cuan-
tificard el amoniaco liberado, siendo éste un producto de de—

gradacidn.

Ta liberacidn de amoniaco produce una alecalinizacidén en -
la crema, que puede ser producida por diferentes factores en--

tre los cuales se encuentira la contaminacidn microbiana.,

En las determinaciones microbioldgicas realizadas, se pu~
do observar, que el produclto se encuentra contaminado pPor —=—w-
microorganismos patdégenos, alin en las pruebas practicadas con-

diluciones més grandes.

De acuerdoe a todos estos resultados podemos decir que des
de la elaboracidn del producto é€ste estuvo expuesto a diferen—
tes factores contaminados como pueden ser: materias primas con
taminadas, equipo, personal, areas de trabajo, asi como tam-=-
bién uno de los factores que mas afectan que es el envase, los

cuales nor lo general no se lavan adecuadamente, sino que solo
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se sopletean pudiendo quedar particulas de polvo que en algu-
nos casos contienen microorganismos patdgenos que producen -~

tales efectos indeseables.
Por lo que se suquiere que este tipo de productos sea -~

elaborado de acuerdo a las Buenas Pricticas de Manufactura, --

para obtener un productos que cumpla su cometido.
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