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L_l.liIROOUCCION 

En la presente tesis se implementa la prueba titulada 

.. Prueba de reto microbiológico'~. como parte integral en el 

desarrollo de un cosmético. Además, se da a conocer la 

investigación que hay detrás de un desarrollo de un 

cosmético, quiénes intervienen en el desarrollo y se ha 

desarrollado una loción facial rer;enerat.iva a la cDal se le 

ha realizado el estudio de reto microbiológico con el fin de 

establecer su sistema prc~ervativo eficaz. 

Las lociones faciales reeenerativas, tienen la función 

de mantener }o' activar el funcionamicnt.o de las células de la 

pit~l y por lo tanto retardar el enw~Jecimiento; para tal 

efecto éstas son for~uladus con ingredientes act.ívos, siendo 

estos, asi como la elevada cantidad de agua de las lociones 

faclales. excelentes sustratClS para el crecimiento 

microbiano fbac~crias, levaduras y hongos saprófitos). 

Por lo ant.erior es importante que un producto 

c0smétlc0. contenga su.sl3.ncias conservadoras que inhiban el 

crecimiP.nto de los micrvor&anismos provenient~s del agua, 

los L->.}uipo~. el medio n.mtiente, las materias primas y los 

que pudieran l lc¡._;ar al producto durante su uso y abuso por 

parte del consumidor. 
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Los productos, al llegar al usuario, deben encontrarse 

sin contaminación microbiana, sin embargo, la experiencia 

demuestra que esto no sucede y uno de los motivos 

principales al encontrar un producto contaminado, es el 

inadecuado sistema conservador en el producto Por lo que la 

prueba de reto microbiológico es de gran importancia para 

asegurar que la fórmula brinde al usuario un producto de 

calidad. 

La prueba de reto microbiológico entonces~ sirve para 

determinar los tipos y concentraciones óptimas de los 

conservadores para tener un sistema conservador eficaz que 

impida la contaminación microbiana, desde la fabricación del 

producto hasta que sea usado por el consumidor. También la 

prueba de reto microbiológico se utiliza para modificar un 

producto existente con problemas de contaminación. 



II ANIECEDEfilES 

A. DESARROLLO DE UN PRODUCTO COSMEIICO 

1. ¿Qué es el des.arrollo de._._un__p-I:.Qducto cosmét.i.c.Q? 

2. 

Es el conJunto de actividades de profesionales 

altamente capacitados. su función es el crear 

nuevos pr<>ductos, de acuerdo a los pedidos del 

mercado para llenar las necesidades y expectativas 

de nuestros clientes. 

Intervienen diferentes 

áreas y cada una de ellas es muy irtportante como 

parte inte~ral ~n el desarrollo. En el siguiente 

esquema se representan las áreas involucradas: 

INGENIERIA DE 
EMPAQUE 

DESARROLLO DE UN 
HERCADOTECNJA COSHEilCO 

Ol'ERTACION 

HICROBIOLOGIA 

PROVEEDORES DF. 
FRAGANCIAS 

SERVICIOS 
TECNICOS 

DISEÑO E IMAGEN 
CORPORATIVA 
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a. Mercadotecnia. Es el área que se encarga de 

definir el concepto del producto, es decir, 

qué función va a transmitir y qué 

caracterlsticas fisicoquimicas va a tener; 

ademas del nombre, el empaque. tipografía del 

producto y las caracteristicas del perfume. 

~s función del drea de mercadotecnia r~alizar 

estudios de las necesidades del mercado, 

recopilar datos de dichos estudios y de esta 

manera definir el concepto del producto. 

b. Servicios técnicos. En base a la definición 

de parte de mercadotecnia de la función y 

características fisicoquimicas del producto; 

esta área desarrolla lu fór~ula, realiza las 

c. 

pruebas de estabilidad, reall za las 

especificacicncs y cétodo de ~anufactura del 

In&enieria de ecpaque. En base a la 

definici6n ~or parte de ~orcajctccnia Jel 

c1:1paquc. el área de productos r1uevcs se 

encarga de el diseño del eRp~que, defl~e sus 

..:!spe<::lfjcacic,nc-s y contacta ]{'1S proveedures 
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que le den el servicio de producir cada uno 

de los materiales del producto. 

d. Proveedores de fragancias. El ~rea de 

mercadot~cnia defíne cuál característica va a 

e. 

reafirmar 

cosmético; 

el perfume en 

y los proveedores 

un producto 

de fragancias 

van a desarrollar y presentar muestras de 

perfumes para la elección final. 

Ofertación. Es el área que determina la 

campaña o fecha de lanzamíento del producto. 

f. Diseño e imagen corporativa. Se encargu de la 

campaña publicitaria que se le va a dar al 

producto. 

g. Hícrobiologia. Su función es la realización 

de la prueba de reto microbiológico 

paralelamente al desarrollo de la fórmula 

para concetir un producto microbiológicamente 

seguro y estable. 
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B. LOCIONES FACIALES 

1. Pef1ojci6o de JociOn facial. Las lociones 

faciales son emulsiones o preparados 

que pueden presentar diferentes 

seaisólidos 

grados de 

viscosidad a 

destinados a 

temperatura ambiente y están 

ser aplicados sobre la piel y 

esparcirse con facilidad sobre ésta. 

La función cosmética de una locion facial es 

l implar. proteger. perfumar. enmascarar o 

disiaular la apariencia de la piel y en algunos 

especialaente el retardar la evoluci~n na~urñl del 

envejeciaiento. Las lociones pueden clasificarse 

de dos aaneras: 

De acuerdo a su finalidad. 

e11olientes, hidratantes, 

regenera~ivas, y de usos aúltiples. 

Limpiadoras, 

astringentes, 

De acuerdo al sitio de aplicación. Para los ojos, 

para el cuello, ~·aciales y para manos y cuerpo. 
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Cabe aclarar que también ae conoce como loción a 

una solución acuosa o hidroalcohólica, pero en 

este informe no será considerado. 

La manufactura de las lociones suele ser compleja. 

debido a que la emulsión puede romperse con 

facilidad ocasionando una separación de fases, 

pero éstas pueden ofrecer ventajas como son: 

facilidad de aplicación, una buena penetración de 

la piel, fáciles de elisinar con agua, dejan una 

sensación liviana sobre la piel, su forsulación 

puede ser económica, el proceso de envasado es 

simple y la limpieza de los equipos es fácil. !2) 

También puede ofrecer desventajas al tener un alto 

contenido de agua, lo cual favorece el desarrollo 

aicrobiano.(8) 
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2~ .Euruiamentos de formulación e ingredientes bt,s.1.c..Qs. 

a. Fundamentos de forMulación. La loción facial 

es una emulsión la cual se define como un 

sís tema disperso que contiene dos fases 

liquidas. una de la cual se encuentra en 

forma de glóbulos (fase interna) dentro de la 

otra fase (fase externa}¡ estas dos fases 

liquidas son inmiscibles entre si.(2) 

En el caso de las lociones, la fase externa 

es el agua y la fase interna es el aceite. 

Los factores que pueden afectar la 

estabilidad de las emulsiones son: 

1) Velocidad de sedimentación. Para 

explicar la influencia de este factor. 

se recurrirá a la ley de Stokes. que 

estudid la velocidad de sedimentación de 

una partícula esférica en el seno de un 

liquil:o y puede expresarse asi: 

2 
2 (d - do) r g 

V--------------------
9 n 
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Donde "d" correspande a la densidad de 

la !ase dispersa. ..do.. a la densidad de 

la emulsión. "r"' al radio de la 

part.icula 

de la 

esférica, "n" a la viscosidad 

emulsión .. g.. a la constante 

gravitatoria y "V" a la velocidad de 

sedimentación de una esfera 

liquido viscoso.(2) 

e n u n 

En esta ecuación se observa que un 

aumento de la viscosidad de la fase 

externa trae como consecuencia una 

disminución en la velocidad de 

separación, adem~s. si la densidad de la 

fase interna es menor que la de la fase 

externa, el término (d do) de la 

ecuacion, sera negativo y la fase 

interna flotará. Este criterio es 

aplicable a la emulsión aceite en agua 

en el caso de las lociones. 
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2) Temperatura. La estabilidad de las 

emulsiones es afectada por la 

temperatura. en general, a medida que 

au•enta la temperatura. disminuye la 

viscosidad y según la ley de St:ol<es, la 

velocidad de sedimentación aumenta.(2) 

3) Oxidación. En la emulsión (aceite/agua) 

la fase interna puede estar foraada par 

aceites de origen animal o vegetal. y en 

ellos están presentes dobles enlaces de 

las cadenas de los ácidos grasos aás 

frecuentes (pal mi t:ico, oleico y 

esteárico), los cuales pueden inducir a 

la fijación de Atamos de oxigeno. 

fenOmeno conocido como oxidación; el 

cual nos da como resultado la rancidez 

de la emulslón.(2) 

4} Contaminación microbiológica. Es 

importante considerar ésta. ya que 

ademas de alterar la estabilidad de la 

emulsión, afecta tanto la calidad como 

la apariencia del producto, debido al 
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cambio del PH del medio, aedio. 

produciéndose como consecuencia. 

fenómenos elCctricos (alteración del 

potencial electrocinético o Z).(2) 

Por otra parte conocemos que algunos 

microorganismos 

sustancias del 

pueden 

producto 

utilizar 

para su 

metabolismo. alterando la coaposici6n 

quimica del producto, el olor y el 

color. 

5) Sistcza esulsificante. Para la elección 

del sistema emulsif icante hay que 

considerar qué tipo de emulsión se desea 

obtener; aceite en agua Co/w). agua en 

aceite (w/o)o mixtas. Dependiendo de la 

acción o finalidad que se le quiera dar 

al producto se escogerá el tipo de 

emulsión a usar y en base a esto, se 

eligirán los agentes espesantes. 

emolientes, 

ingredientes. 

hidratantes. y den!is 
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Conociendo cuáles son estas materias 

primas, se procederá a determinar el 

HLB (Balance lipófilo-hidrófilo) que 

requiere la emulsión para continuar con 

la elección de el o los agentes 

tensoactivos que necesita la emulsión. 

Cuando en el emulsif icante predo•ina el 

grup0 que tiene afinidad p0r aceites, el 

HLB es bajo (4-6) para producir 

emulsiones de agua en aceite. Cuando 

predomina el grupo afin al agua, el 

emulsif1cante tiene un HLB alto (8-18) y 

es usado para emulsiones de aceite en 

agua. (17) 

Debe tenerse sie•pre en mente que los 

sistemas de emulsiones más estables. 

usualmente consisten en •ezclas de dos o 

más emulsificantes; una porcion teniendo 

lipófilos, la otra hidrófilos. (17) 

b. Ingredientes básicos. En cosméticos, 

las emulsiones son usadas coao portadores de 



13 

eaolientes y hu•ectantes, agentes activos y 

pigmentos. Sin embargo~ se necesitan otros 

ingredientes para acentuar estas propiedades 

benéficas. Los constituyentes comunes de 

e•ulsivnes cos•éticas son; 

1) Emulsíficantes. Son sustancias que 

contienen en su eolécula una parte 

lipofllica y otra hidrafilica. lo que 

permiten 

emulsiones 

hacer mezclas 

de sustancjas 

homogéneas. 

oleosas o 

cerosas en agua, para dispersar sólidos 

en liquidas o dispersar líquidos 

insolubles en otros liquidas. 

Algunos ejemplos de estos materiales san 

el monoestearato de polietilen sorbitan 

(Tween 20). monooleato de palietilen 

sorbitan <Tween 80), monooleato de 

sorhitan {Span 80). 
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21 Emolientes. La palabra emoliente viene 

de la Pdlabra "emolier'', que en latin 

significa ablandar. El término 

ºEaolienteº se refiere a los aditivos 

empleados en preparaciones cosmCticns 

para suavisar y prevenir la sequedad de 

la piel. En general, los emolientes son 

empleados para proporcionar suavidad, 

tersura y protección a la piel.(2) 

El efecto de emoliencia se basa en la 

for~ación de una delgada pelicula grasa 

que cubra la superficie cutánea. la 

suavice y retarde la evaporación del 

agua. Algunos ejemplos son; parafina 

liquida, ciclometlcones. aceite de 

jajoba, monoestearatos de glícerilo 

etoxilados. miristato de isopropi to. 

lanolina y derivados.(2) 

3) HumectanteB. Los humectantes son los 

consti tuy<~ntes que incrementan el 

contenido de hume-dad en la piel y 

previene la pérdida de est.a. Un 
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humectante ayuda a la preparación a 

retener humedad deteniendo la lenta 

evaporación del agua de la emulsión y 

bajando el punto de congelación, de este 

modo mejoran la resistencia de la 

emulsión a deterioramiento. (16) 

Los humectantes comunmente empleados 

son polioles, tales como sorbitol, 

propilen glicol, glicerol y polietilen 

glicol. Estos son usados en un rango de 

concentración del 2 al 5 por ciento.{18) 

Espesantes. La viscosidad de una 

emulsión puede incrementarse de dos 

maneras: incrementando la viscosidad de 

la fase externa (se puede aplicar a 

sistezas aceite en agua y agua en 

aceite) o incrementando la viscosidad de 

la fase interna (se aplica a sistemas 

aceitf:.' en ag11a solamente).{18) 
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Los espesantes empleados son llUY 

variados y pueden ser ceras. alcohol 

cetilico, ácido esteArico. carbopol, 

carboximetil celulosa. 

5) Sustancias activas. Dependiendo de la 

finalidad cosmética de la preparación 

éstas pueden ser: agentes protectores 

6) 

solares. extractos de animales o 

vegetales, vitaminas y otros. 

Antioxidantes. El em¡:-leo de estos 

materiales se fundamenta en evitar 

principalmente la oxidación de los 

ácidos grasos de la preparación; algunos 

de estos son: ácido ascórbico, butll 

hidroxianisol, 

otros. (2) 

sulfito de sodio y 

7) Agua. Esta puede ser la fase externa 

o la fase interna y es un veh1culo en 

la preparación; debe estar libre 

de residuos de sales minerales 
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para evitar depOsitos de estos o 

precipitaciOn posterior y 

microbiolOgicamente aceptable.(2) 

8) Perfume. El perfume tiene la finalidad 

de dar olor agradable a la preparación 6 

enmascarar algún olor desagradable 

9) 

propio de la formulación; o bien, 

reafirmar la finalidad cosmética por 

medio de su aroma.(2) 

Sistema preservativo. Toda emulsión 

requiere un sistema preservativo para 

prevenir el crecimiento de 

microorganismos que pueden contaminar el 

producto. El sistema preservativo se 

estudiará a fondo en el punto C. 

3. f.as.Q!L..a __ seguir_ .... en_el desarrollo de la for1nulilcjóo. 

El desarrollo de una formulación cosmética empieza 

desde su definición y viabilidad técnica y 

mercadol6gica. de acuerdo a las necesidades del 

mercado para llenar las expectativas del cliente. 
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Una vez def in1do que producto cosmético se va a 

desarrollar y que función cosmética debe conferir 

la formulación, los pasos a seguir pueden ser los 

siguientes: 

Esquema l. Pasos a seguir en el desarrollo de 
una formulación cosmética. 

' Selección de los posibles 
ingredientes 

' Proposición de prefórmulas 

' Fabricaclóny de lotes piloto 

Evaluación mercadológica 

' Evaluación del perfume y 
selección final del mismo. 

7 
Estudios de estabilidñd ~~-~ Prueba de 

reto 
microbiológico 

' Defínicion d~especificaciones 

Estudios de costos de producción 
y 

Aprobación final de la fórmula final 
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4. Propuesta de fOrwula. La formulación es una loción 

facial regenerativa; esta confiere a la piel una 

sensación de tersura y suavidad. ademAs de tener 

propiedades regenerativas y humectantes sobre la 

piel. 

FASE A 

Agua desmineralizada ................... 82.5 

Carbopol 934........................... 0.2 

Sorbitol al 70:t........................ 4.0 

D-Pantenol............................. O.B 

Con~ervador ............................. cbp 

FASE B 

Trietanolamina .......................... 0.2 

FASE C 

Ac ido estetlri co. . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . 2. O 

Honoestearato de gliserilo autoemulsificabl.5 

Aceite de jojoba ........................ 2.0 

Aceite de lanolina ...................... 1.5 

Miristrato de isopropilo ................ 2.0 

Base de absorción liquida ............... o. 5 

Tween 20/Span 60 (60/40) ................ 0.5 

Conservador .. cbp 



20 

FASE D 

Proteodermin ............................ 2.0 

Perfume ................................. 0.3 

5. Tnrredientes ~ 

a. D-Pantenol. El pantenol es la forma análoga 

del ácido pantoténico, constituyente de la 

acetilcoenzima A. la cual se encuentra 

íntimamente relacionada con el metabolismo de 

carbohidratos, erasas y proteínas; para la 

obtención de energia.{4) 

Se le conoce también como alcohol pantoténico 

o polivitamina BS y pertenece al grupo de 

vitaminas hidrosolubles del complejo B. F.s 

un liquido transparente y viscoso a 

teaperatura 

incoloro. ( 4 > 

ambiente y práctjcamente 

El pantenoJ al ser una molécula pequeña puede 

atravesar fácilmente la piel proporcionando a 

la misma: 

- Desinflamación de tejioos 

- Sanado de grietas en el pezón 
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- Efecto bacteriost~tico 

- Prevención del eritema solar y protección 

contra los rayos ultravioleta. 

- Aceleración de la regeneración celular. 

Además, debido a su propiedad higroscópica, 

es capaz de devolver a la piel tersura. 

suavidad y elasticidad sin dejar sensación 

grasosa o pegaJosa.(4) 

b. Jojoba. El aceite de jojoba. que realmente 

es cera liquida, está formada por esteres de 

alto peso molecular, nsí como de acidos y 

alcoholes de cadena larca no saturada. El 

aceite es quimicamente más puro que muchas 

sustancias naturales, por lo que después de 

una refinación simple ya no contiene resinas. 

alQuitran. alcaloides o gliseridos; y sólo 

quedan restos de cera saturada. esteroides, 

t.ocoferole!..> e hidrocarburos. ( 1) 
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El aceite de Jojoba es usado como aceite 

cosmético~ ya que se ha demostrado que no es 

tóxico ni irritante. El aceite de jojoba se 

absorbe rapidamente por la piel y es miscible 

con su sebo. 

El aceite de jojoba provee emoliencia ya que 

deja una fina capa sobre la piel controlando 

asi la evaporación de agua. y le imparte una 

suavidad aterciopelada y un tacto no graso. 

Taabién puede tener un efect.o 

antiinflamatorio baJo ciertas condiciones. 

Dado su similitud con el sebo humano, en 

algunos desarrollos es us<1do para ayudar al 

control de acumulación de sebo en el acné.(4}} 

c. Proteodermin. Está constituido por un 

proteoglicano solubilizado que se ob~iene por 

un proceso de extracción. a partir de 

tejido animal no decradado. Los 

proteogliccnos son macromoléculas complejas 



formadas 

("protein 

por 

core") 

una 

la 
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proteina portadora 

cual se 

covalentemente a diferentes cadenas 

une 

de 

glicosaminoglicanos en cantidad variable.(15) 

Los proteoglicanos son componentes dinámicos 

que intervienen en procesos biológicos co•o 

la proliferación, reconocimiento y 

diferenciaciOn celular.(15) 

El proteoderm!n es capaz de restablecer lae 

células epidérmicas por estimulaciOn, al 

mismo tiempo que es capaz de aumentar el 

metabolismo de los componentes de tejido 

conjuntivo que conduce a una recuperación de 

las funciones de la piel. 

necesidades fisiolOgicas.(15) 

En cuanto a 



6. Especifjcaciooes 

Color: 
Olor: 

Apariencia: 

PH(21C): 
Viscosidad 
(21 C): 

Cuenta total 
de microorga
nismos inclu
yendo hongos 
y levaduras 
patógenos: 
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Blanco, similar al estandar. 
Caracteristico, similar al es
tandar. 
Semisólido de baja viscosidad, 
libre de partículas extrañas. 
6.8 - 7.2 

4,500 - 5,000 cps 

200 colonias/gramo. 
Negativo. 
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7. Método de aanufactnra 

Esquemd 2. Método de manufactura de una loción 

facial: 

Dispersión de 
Carbopol 934 
en at.~a FASE A 

~ 
Adicióñar demás 
ingredientes de 
la FASE A y ca
lentar a 75 gra 

} dos ce~rados 1 
Mezclar FASE A ~ 
FASE e y emulsio
nar por 20 minutos. 

J. 
Adicionar FASE 8 
con paleteo hasta 
el PH requerido. 

J ____ ~ 
~riar a 45 era-
1 dos centrigrados 
¡ y adicionar la 
· FASE D y mezclar 
1 con paleteo . 

.). 
)Enfrlar a 35 gra
ldos centlgrados 
1 y suspender el 
1 paleteo. 

L._-~------~ 

Fundir la FASE 
e a 80 grados 
cC!ntrigrados 
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C. ASPECTOS HICROBIOLOGICOS EN EL DESARROLLO DE UN COSHETICO 

l. Respoosabiljdedes de un laboratorjo de 

mjcrobiologja. Uno de los problemas al que nos 

enfrentamos en la manufactura de un cosmético en 

todas sus etapas. es el riesgo de contaainación 

microbiológica, por lo que se debe llevar a cabo 

un control •icrobiológico estricto en cada una de 

las etapas de manufactura de un cosmético para 

ofrecer un producto confiable y de calidad.(11) 

Por lo que el laboratorio de microbiología tiene 

las siguientes responsabilidad es: 

a. Honltorear el contenido de microorganismos de 

todos los pasos en la manufactura de un 

cosmético. 

b. Monitorear 

del agua 

manufactura. 

el contenido de microorganismos 

desmineralizada empleada en la 

c. Muestrear los equipos de manufactura. equipos 

de llenado y superficies ambientales de estas 
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Areas de trabajo para verificar que estén 

libres de contaminación microbiológica. 

d. Monitorear el aire y filtros de los sistemas 

de comprensión de aire que remueven el polvo 

y material extraño de los componentes de 

empaque. 

e. Realizar contenido de microoreanismos de los 

materiales (materias primas y envases) cuando 

son recibidos dentro de la plant~. 

f. Realizar el contenido de microorganismos de 

muestras de lotes de manufactura y producto 

terminodo para asegurar su buena calidad. 

g. Realizar prueba de reto microbiológico de 

nuevas f6r111ulas y de fórmulas actuales o de 

línea para determinar la efjcacia de sus 

sistemas pr~servativos para establecer si 

estos productoM ~stán ¡1reservados 

adectJaddmenle para resistir condiciones de 

uso normal. 
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h. Realizar identificación de microorganisaos 

contaminantes y establecer si son patógenos. 

i. Validar las técnicas empleadas para la 

realización de los puntos anteriores. 

2. Origen y tipos de contaminación microbiana. Huchos 

problemas de contaminación microbiana encontrados en el 

producto final pueden ser trazas de el agua. (16) 

Algunos problemas de 

saniti:zación inapropiada 

contaminación es 

de tanques 

la 

de 

manufactura, válvulas, mezcladores y equipo de 

llenado, asi como tuber1a y bo=bas; ade=és, del 

aire y filtros de los siste~as de comprensión de 

aire que remueven el polvo y material extraño de 

los componentes de empaque pueden proveer 

excelente cn ... ~imiento potencial de 

microorganismos.(16} 

Sin embareo. un~ de los motivos princi¡1ales al 

encontrar un producto cosmético contaginado es la 
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inadecuada elección del conservador en el 

producto, por lo que el estudio de la eficacia del 

conservador se considera un ensayo de gran 

importancia para asegurar que la fórmula del 

preparado sea la correcta y por ello se brinde al 

usuario un producto de calidad.(9) 

La clase predominante de contaminantes de un 

producto cosmético son microor~anismos aerobios 

gramnegatlvos. estos, son los contaminantes de un 

98~ de los productos.(22) 

Las Pseudomonas son las Rás proliferantes y en 

base a la experiencia en algunos laboratorios, la 

que más frecuentemente se encuentra es la 

cepacia y la Pseudomona putjda. Pscudomona 

También se han encontrado frecuentemente la 

Pse11domona aerJ..U!.i.n.Q.s.a y Pscudomona maltophila. (22) 

Otros microoreanismos frecuentemente encontrados 

son 11.ill.nis • En.t..erobacter cloacae, Se.u:a!.ia 

mar..c.es;_ens. Ci.Lt:..~. Horaxel la y KlebsjeJ Ja 

l?nCUJil.Qni.ae. (22) 



30 

Se ha reportado frecuentemente contaminación de 

levaduras y hongos, entre las 

encontrad.=i:s y 

variedades de Cil.ndiila.(22) 

más comunes 

PeuicjJJ11m y 

Los microoreanismos gram positivos (Staphilococus 

raramente excedet1 de los 

microoreanismos pnr gramo de producto. (22) 

J.as materias primas coGméticns 

ser sustratos para el crecimiento 

microbiano cuando e~ttin en sistemas acuosos y 

las características físicoquimica~~. de la fórmula y 

la prcfórmul a deteorzrd nan si se precisan 

cons~rvadores químicos para preven! r el desarrollo 

de organit.;mos cor1tomi nantes. 

Los microorganis~o~ deben tener agua para 

desarrollarse. necesitan agua para disolver Jos 

sustratos, hidr~ttar las enzimas y para transportar· 

materiales de una célula a otr~. por Jo tanto, 

dife:-entes mjcroorganismos requieren difer·entes 

cantidades ~e a~ua.(5} 
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Fzazier y Westhof f indicaron que los factores que 

afectan las necesidades de agua disponi~le de los 

microorganismos incluyen el tipo de so lutos 

presentes. el valor nutritivo de los so lutos 

presentes. el valor nutritivo de los sustratos 

disponibles, la temperatura. el oxígeno, el PH y 

la presencia de inhibidores. (8) 

Dado que las bacterias, las levaduras y Jos hougos 

crecen generalmente en la fase acuosa de los 

couméticos, el problema de conservación se puede 

reducir a tener suficiente conservador en la fase 

acuosa para que el producto se autoesterilice.(8) 

Los emulsionantes generalmente actúan 

conjuntamente con un conservador y se convierten 

en parte de un sistema de conservación de un 

producto, excepto los ionices {como el monooleato 

de polietilen sorbitan) que generalmente no son 

antibacterianos a la concentración usada. además 

de disminuir lñ eficacia del conservador dehidC\ a 

los puentes de hidrógeno o solubilizaciótt de éstos 
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dentro de las micelas. Aunque los conservadores 

retenidos en las micelas de surfactantes no están 

disponibles para impedir el crecimiento 

microbiano, pueden actuar como reservas de 

conservantes para la fase acuosa del sistema.(8) 

El adicionar materias primas de origen natural que 

intervienen como principios activos en productos 

cosméticos tales COEO: elastina, colágeno, 

hidrolizados de proteína, aloe vera, extractos 

de tejidos animales, extractos vegetales, 

proteoglicanos y otros, hace más difícil su 

conservación porque estas materias son altamente 

nutritlvds para los microorganismos y/o pueden 

inactivar una parte del sistema de conservacjón. 

Los ingredientes que pueden afectar el sistema de 

conservación de un producto (efectos 

antimicrobianos aditivos o sinergisticos) son los 

siguientes: 

a. Conservadores, antibióticos. 

b. Acidos y ~lcalis. 
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c. Alcoholes (Etilico, isopropilico, bencilico y 

otros). 

d. Detergentes catiónicos (cloruro de cetil 

trimetil a•onio) y detergentes aniónicos 

(lauril sulfato de sodio). 

e. Esteres (monoestearato de glicerilo). 

f. Humectan tes 

sorbitol). 

(Glicerina, propilenglicol, 

g. Salutes en agua (Dextrinas. azúcares, sales). 

h. Antioxidantes 

Hidroxianisol) . 

Agentes quelantes 

acetato de sodio). 

J. Colorantes y ¡>erfumes. 

fenólicos (Butil 

(Etilendiamino tetra 
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Sf:leccjbo de los conseryadores. El objetivo es 

seleccionar el sistema mAs apropiado asi. co•o sus 

concentraciones. y los pasos a seguir son los 

siguientes: 

a. Revisar la fórmula para determinar qué 

conservadores serAn más efectivos y qué 

microorganismos servirén para el ensayo 

(Prueba de reto microbiológico). 

b. Preparar muestras del producto que se ensaya 

con diferentes concentraciones del 

conservador y las concentraciones elegidas 

deben incluir niveles inadecuados (0~). 

concentraciones a las que se espera protegerá 

la fórmula y niveles que se piensa son 

mayores de los requeridos. 

c. Evaluar el sistema conservador (Prueba de 

reto microbiológico). 
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d. Formular el producto usando la concentración 

seleccionada de acuerdo al resultado del reto 

y someterla a ensayo para verificar la 

eficacia antimicrobiana predicha. 

e. Finalmente. se someten pruebas del producto 

en los envases terminados a ensayos de 

estabilidad para determinar que efectivamente 

el sistema de conservador es eficaz. 

5. Frecuencia de uso de conse.J:Yad.Ql:es en fórmulas 

~tjcas segUo la Fud and Drue Adminjsttatjon 

l..2.9..Q ( 12) . Se presenta una lis ta de aayor a aenor 

uso de los diez primeros conservadores de mayor 

USO: 

a. Hidroxibenzoato de metilo. 

b. Hidroxibenzoñto de propilo. 

c. Imidazolidinilurea (Biopure 100, Germal 115). 

d. Hidroxibenzoato de butilo. 



6. 

e. Hidroxibenzoato de etilo. 

f. Hetil isotiazolinona. 

g. Cloro ~etil isotiazolinona. 

h. Cuaternario-15 (!somero cis de 

cloroalil) -3,5.7-lriaza-l-cloruro 

azoniada-mantana. 

i. Diazolidinilurea. 

j. Triclosan. 
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l-(3-

de 

conseryador. Para obtener un producto cosmético 

donde el conservador se encuentra correctamente 

for~ulado. se debe tener en cuenta los factores 

que influyen en su eficacia: 

a. l.a presencia de ingrediente$ hostjles. F.) 

alcohol. tensoactivos 

quelantcs y algunos 

catiónicos. a~entes 

aceites esenclales, 

aumentan la acci6r1 co11servante: el 
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propilenglicol en concentración de 10 a 20% 

en una formulación permite prescindir del 

conservador. { 9) 

pH de los productos. Por ejemplo la 

actividad óptima de los hidroxibenzoatos está 

entre pH 3 y B.(9) 

c. El tipo de formulación del cosmético. Las 

emulsiones aceite en agua son generalmente 

más dificiles para preservar que las 

emulsiones agua en aceite, dando éstas 

últimas. problemas para su evaluaci6n.(9) 

d. El uso de emulsificantes y/o tensoactivos. F.l 

emulsif icante o tensoactivo usado, puede 

interferir directa1tente con la acción 

antimicrobiana de un preservativo. Las 

interacciones entre tensoactivos etoxilados y 

preservativos fenólicos es un eje~plo. {q) 
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La concentración del emulsificante o 

tcnsoactivo puede ser lo bastante alta para 

atrapar el preservativo en las micelas del 

tensoactivo evitando Que actúe eíectivamente 

contra los mic:•·oorganismos. Este efecto es 

menos pronunciado con productos na fenólicos 

y prtservativos altamente solubles en 

agua. (9) 

Interacción f isica o quimic1'. Sólidos 

suspendidos como carbón o ciertos minerales 

tienden a absorLer muchos preservativos y 

entonces reducen y/o eliminan gu efectividad; 

también la presencia de proteínas y otros 

materiales orgénicos pueden tener el mismo 

efecto. (9) 

f'. Coeficiente de particion~ Un preservativo 

~ue presente solubilidad en agua y aceite. 

se repartira entre la fase de agua y la rase 

de aceite en un sistema de emulsión. La 

cant.id<1d relativa del preservativo 

fraccionado entre la fase acuosa determina el 



7. 

g. 

39 

coeficiente de partición. Los ingredientes 

que aumentan el coeficiente de partición de 

los hidroxibenzoatos causan una disminución 

en la actividad de éstos. Contrariaaente 

ingredientes que disminuyen el coeficiente de 

partición de los hidroxibenzoatos causan un 

incremento de actividad de éstos.(9) 

Procesos y condiciones de manufactura. 

Preservativos como acido sórbico y los 

hidroxibenzoatos, son inestables y pueden ser 

inactivos bajo ciertas 

temperatura y/o pH. (9) 

condiciones de 

Caracteristjcas de Jos conservadores. Los 

requerimientos esenciales de un siste18a 

preservativo para que se considere como ideal son 

los siguientes:(2) 

No debe producir efectos tóxicos ni 

irritantes a las concentraciones usadas en la 

piel y membranas mucosas. 

- Debe ser estable al calor y almacenamiento 

prolongado. 
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No debe ser incompatible con los otros 

ingredientes de la fórmula. 

- Ser activo a bajas concentraciones. 

- Efectivo en un ac:plio margen de pH. 

Efectivo contra 

microorganismos. 

un amplio rango de 

- Ser rápidaccnte soluble en su concentración 

efectiva, en una de las fases. 

No ¡1roducir 

preparación. 

olor ni color en la 

A continuación se mencionan las caracterjstjcas y 

las concentraciones recomendada~ para uso 

cosmético de los principal e~ C1)nscrvadores 

empleados: 

a. Imidazolidinilurea. Es un polímero derivado 

de la Imidazolidinilurea 

propí c·dades rJnt i mi crot1i a nas 

dotado 

y 

de 

de 

caracteristicas peculiure:;;. qu~ le co11•1ierten 

en un ce nservac!or 

formu1 iiCh.mes cusniút i.cas y de der::iofarmacj a.. 
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Este conservador es activo sobre bacterias 

Gram-Positivas. Gram-negativas y levaduras y 

presenta sinergismo con productos de acción 

antifúngica especifica, tales co•o 

paraoxibenzoatos, fenoxetol, sorbato y otros. 

Es soluble en agua y el pH óptimo de acción 

es entre 3 y 9; además es compatible con 

todos los ingredientes cosméticos incluyendo 

proteinas, col~genos solubles, aloevera y 

extractos de plantas (21). 

L.a concentración recomendada es O. 05 a O. 5 a 

la cual no es tóxico, ni irritante. 

Dimetil oxazolidina. Es un conservador 

especialmente destinado para uso eu productos 

cosméticos. Es efectivo contra un amplio 

espectro de microorganismos en uu amplio 

rango de pH, de ó a 9 aproximadamente. 

También <:S efectivo como una agente 

amortiguador de pH y como un lnhibidor ele la 

corrosión en algunos sistemas acuosos. l.a 
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concentración recomendada es de.500 a 2000 

ppa en la formulación final. 

La Dimetiloxazolidina es compatible con 

sistemas cati611icos o no ionices. Como es 

soluble en ambos. aceite y agua, éste 

presenta partición entre las fases de aceite

agua en las emulsiones. 

Estudios toxicológicos con Dimetiloxazolidina 

usado a concentraciones de entre 500 hasta 

2000 ppm, indican que 110 llene efectos 

tóxicos; sin embargo, estudios del producto 

sin diluir indican que éste es severamente 

irritante. ( 13) 

c. Hidroxibenzoatos (Metjl, etil, propil, buti.J. 

hidroxibenzoatos). El espectro de actividad 

es principalmente hongos y bacterias gram

positivas. 
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La concentración mttxima recomendada es de 

0.3X; son parcialmente solubles en aeua y el 

pH óptimo de acción es de 3.8 a 8.0; son 

incompatibles con surfactantes no iónicos y 

catiónicos. Poseen un infavorable coeficiente 

de partición entre las fases de aceite y agua 

de las emulsiones. No son tóxicos, ni 

irritantes en las concentraciones 

recomendadas.(2) 



44 

O. PRUEBA DE RETO HICROBIOLOGICO 

El ensayo de reto microbiológico se efectúa en los 

diferentes estadios de desarrollo de la fórmula para servir 

de guia a los químicos f or11.uladores en la concepción de un 

producto 11icrobiol6gicamente seguro y estable. El objetivo 

del ensayo es determinar los tipos y concenLraciones mínimas 

de los conservadores requeridos para impedir la 

contaminación microbiana. desde la aanufactura del producto 

hasta que sea usado por el consumidor. (8) 

La prueba de reto es una parte integral del desarrollo 

de una nueva formulación cosmética. Esta prueba también se 

utiliza para 11.odificar un producto existente. Esta prueba 

es usada para determinar si un sistema conservador 

incorporado dentro del producto es adecuado.(ll) 

Si el número de microorganismos adicionados en la 

muestra prueba permanece constante o incrementa. entonces el 

producto no está preservado adecuada•ente; en una 

formulación bien preservaGa. el número de aicroorganismos 

puede ser reducido a niveles aceptables dentro de un tieap0 

limite especificado.(11) 
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Se preparan S muestras prueba, 4 se inoculan con cada 

uno de los siguientes microorganismos indicadores: 

Pseudomona acruginpsa y Escherjchia coli (Bacterias graa

negativas), ~ a.ure.ua (Bacterias gram-posi~iva), 

Asoergj llus ni ger (Hongo) y una muestra no es inoculada 

(control J. F.stos microorganismos representan los 

contaminantes más frecuentes en materlas prjmas. productos 

contamin~dos y del medio ambiente de manufactura.(11) 

Las muestras cosméticas se inoculan con el 

microorganismo de reto. El número de microorganismos en el 

inoculo puede ser aproximadamente 10~- 10~ microorganismos 

por gramo de producto para especies de bacterias y 10~- 10 

microort:anismos por gramo de producto para especies de 

hongos. ( 11 J 

Estas muestras se mantienen a temperatura ambiente y 

semanalmente se siembr~n durante 4 semanas para determinar 

la eflcacia del sistema preservativo. F.l tipo y número de 

algún microorganismo sobreviviente puede determinar la 

necesidad de un ajuste del sistema preservatjvo. 
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eautas de limites microbío16g1cos. t..as pautas de 

llmi tes microbiológicos para cosméticos y 

productos de tocador. indican que los cosméticos 

para empleo por el público en general "no precisan 

de ser fabricados con materias primas estériles. o 

en condiciones de asepsiaº.(8) 

Una consideración importante a tener en cuenta en 

el desarrollo de una fórmula es determinar si 

puede ser fabricado 

microbiológica. Es 

sin co•prometer su integridad 

necesario que el quiralco 

formulador. el microbiologo. el personal de 

fabricación y los responsables de control de 

calidad pasen revista a las especificaciones de 

las materias primas. a los métodos de laboratorio, 

a los procedimientos de fabricación. a los 

programas de limpieza y sanitización y a las 

especificaciones de los productos terminados. para 

determinar si el departamento de fabricación es 

capaz de hacer un producto de acuerdo con los 

procedimientos 

prefórmulas~ 

escritos para 

Las inspecciones 

deben ser parte de las operaciones 

fórmulas: y 

:microbiológicas 

de control de 

cada lote parn conocer la caJjdad mjcroliiológjca 
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en varios puntos de fabricación. Finalmente, el 

examen microbiológico de un producto terminado 

revela el cumplimiento de sus especificaciones.(8} 

La pauta con los li•ites microbiológicos de la 

Cosaetic, Toiletry and Fragance Association. Inc. 

(CTFA) para cosméticos recomienda el sieuienle 

criterio especifico: 

Productos para lllt:!béS: 110 más de 500 

microorganismos por gramo. 

Productos a e•plear alrededor de los ojos: no 

m~s de 500 •icroorganismos por gramo. 

Todos los demAs productos: no mAs de 1000 

microorganismos por eramo. 

Ade11As, dicha pauta es ti pula que .. ningún 

producto 

patógenos''. 

contendrá microorganismos 
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Características de los 11icroorganjsmos 

indicadores. 

Es iaportante asegurar que las cepas de los 

microorganisaos indicadores se mantengan puras 

para que los datos obtenidos en la prueba de reto 

microbiológico, sean confiables,para este fin se 

deben conocer las características de cada uuo de 

los aicroorganismos y asi poder identificarlos 

adecuadamente. A continuación se presentan sus 

principales caracteristicas. 

a. Staphylococcus apreus. Son cocos eram-

positivos, son aerobios o anaerobios 

Cacultativos y la Familia a la que IJertenecen 

es Hicrococcacceae. 

Los cocos están dispuest.os eH rc.cimos o 

apiñamientos irregulares semejantes a los de 

uvas. Crecen bien en medios simples, 1 a 

temperatura óptima para su desarrollo es de 

36 grados centígrados y el pH optimo es de 

7.4; los Staphylococcus crecen bien en medios 

que contienen lOX de Cloruro sódico; por lo 

tanto, el medio denominado "agar c011 sal y 



b. 

49 

manitol" se puede utilizar para su 

diferenciación; las colonias en este aedio 

son doradas y se acídif ica el medio. En agar 

con sangre, a las 24 horas a 37 grados 

centigrados, las colonias son circulares y 

producen heaólisís. En agar Vogel-Johnson 

con telurito al 1% las colonias son negras, 

rodeadas de zonas amarillas.(3) 

Eschericbja coli. Son bacilos anaerobios 

facultativos~ graa-negativos; pertenecen a la 

Faailia de las En~erobac~eriaceae. 

Los miembros de esta especie se desarrollan 

en medios ordinarios; el crecimiento óptimo 

ocurre a temperatura entre 20 y 40 C y en pH 

entre 6 y B. Para su diferenciación se puede 

utilizar agar con Eosina y azul de metíleno 

des~rrollándose colonias con Uril]o met~Jico 

bajo luz reflectada y negro azulado bajo luz 

transmitida. o bien agar Hac conkey en donde 

las colonias 

p.Hido. (3). 

adquieren un color rosa 



so 

c.. Pseudoaona aeruginosa. Son baci.los aerobios 

de la Familia de las Pseudomonada.c.e.a.e.; son 

aerobios gra•-negativos. 

Este aicroorganismo es fáci] de reconocer 

debido su brillo metálico verde azuloso y su 

olor a humedad. Sobre agar cetrimida las 

colonias son varde fluorescente y da positivo 

a la prueba de citrocromo oxidasa. (3) 

d. ~rgillus oj¡:er. Este microorgani$mo 

pertenece a la clase Deuteromycetes y al 

orden Sphaerupsidales, su reproducción es 

asexual, tienen hifas septadas y producen 

conidios. de esterigmas en forma de frasco, 

sobre conidióforos anchos, con forna de 

vesícula. En agar Sabouraud con dextrosa a 25 

grados centigrados, su crecimiento es rápido. 

Al principio es blanco y filamentoso, 

conforme ocurre la esporulación la colonia 

' adquiere color negro con crecimiento elevo.do 

al centro. (3) 



51 

3. Criterio de aceptaci6n/rechazo de la orueba de 

I:f!.t.Q. 

F.n la prueba de reto microbiológica. la 

efectividad del sistema preservativo es 

determinada por una recuperación de menos que el 

O.lX (99.9X de muerte) del inóculo original 

después de una semana y por periodos extensivos 

del tiempo.(19) 



III OBJETIVOS PLANTEAMIENTO DF!. PBOBI EHA E HUOQILS.IS 

A. OBJETIVOS 

1. Implementar la prueba ti tu lada "Prueba de ret.o 

microbiolOgico" e integrarla como parte del 

desarrollo de un producto cosmético. 

2. Dar a conocer la investigación necesaria en el 

desarrollo de un conmético y quiénes intervienen 

en dicha investigación. 

3. Realizar el estudio de reto micrubiológico u la 

loción facial regenerativa y establecer el sistema 

preservativo más eficaz. 

B. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los problemas al que nos enfrerit asnos en la 

producción de un cosmético en todas sus etapas. es el rie~go 

de contaminación Eicrobiolócica. ¡ior lo L¡ue st~ det~ 1Jev~1· a 

cubo un control microbiolóp,ico en ca.dél una de 1 d:.:> etapas • .!e 

la producción de un cosmét.ico fldTlJ ofrecer uu producto 

confiable y de calidad. 
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El control microbiológico es muy importante ya que los 

productos se aplican directamente en la piel. cabello y Arf?q 

de los oJos. Un producto contaminado representa un riesgo 

de salud para el consumidor, además de represe111.ar pérdidas 

monetarias para la empresa productora y desvirtuar su 

imagen~ 

Por lo anterior, nace la necesidad de realizar una 

prueba que sirva de guia en la concepción de un producto 

microbiológico seguro y estable. ya que 110 sólo basta el 

control microbiológico eEtricto. Esta pruebo 8e denomino 

"'Prueba de reto microt..do16¿:j ca" y con~ist.e en re1 ;ff E:!l 

sistema preservativo con los mícroorganism.os que repre.~entdn 

los conta~inantes más frecuentes. 

La prueba de reto microbiológico debe ser una prueba 

prevent.iva para evitar una contaminación m:icrol,iolót;.ica del 

producto en cualquier etapa de su produce i ón, en su 

al11acenamiento o durante su uso por el cousumjdor. por lo 

que ésta debe ser integrada cuando se esté desarrollando ln 

forzulación del producto. 
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C. HIPOTESIS 

Los cosméticos por contener materia orgánica y elevados 

contenidos de agua, son susceptibles a contaminarse con 

bacterias, levaduras y 

susceptibles aquelloa que 

hongos saprOfitos; siendo més 

se elaboran con materios primns 

alta.11ente nutritivas como el colágeno. elastjna. prot.eiuas 

hidrolizadas, 

almidones. 

proteoglicanos, extractos 

La prueba de reto microbiolóeico uos 

ve~ett::1les y 

t;.)rve para 

encontrar los tipas de conservadores y las concentraciones 

6pti11as para las necesidades de cada formulación cosmética 

en especifico y en resumen. el sistema conservador eficaz. 



IV. HATERIAL, EQUIPO, SUSTANCIAS, REACTIVOS Y METODOS 

A. MATERIAL 

1. Tubos de ensaye 15 x 1.5 cm. de diámetro. 

2. Tapas bacteriológicas de ac~ro inoxidable. 

3. Asas bacteriológicas y port.aasils. 

4. Botellas de dilución de 120 ml boca ancha, con dfo

ro a 100 ml. 

S. Pipetas serológicas graduadas de 2 ml, 5 ml y JO mJ. 

6. Abatelenguas de madera. 

7. Cinta reveladora de esterilidad. 

8. Tubos de centrifuga graduados de 12 1nl. 

9. Gradilla de acero inoxida~le. 

10. Algodón y eases estériles. 



11. Cajas petri desP.chables de 100 x 15 mm. 

12. Hatraz bola fondo plano de 1000 ml. 500 ml y 250 

ml. 

13. Marcador negro y rojo. 

14. Embudo con tallo corto estérll. 

15. Pipetero de acero inoxidable. 

16. Mechero Bunsen. 

17. Portaobjetos. 

18. Frascos contenedores de vidrio. 

19. Guantes de asbesto. 

B. KOU!PO 

1. Espectronic 20 de 340 a 960 na. 

2. Estufa de cultivo Hodclo: EC-71. 

56 
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3. Autoclave Modelo popular No. SIC DGE 4396. 

4. Agitador Vortex Thermolyne maxi mix. 

S. Microscopio S~itt No. 8177084. 

6. Cuenta colonias 0-14. 

7. Campana de flujo laminar Veco FL 2414. 

8. Balanza digital aaJaxy TM 4000 D. 

9. Baño maria 100 tubos. temperatura entre 20-60 era

dos centrigrados Modelo BH 1002. 

C. SUSTANCIAS Y REACTIVOS 

l. Agar azul de metileno - eosina !EMH). 

2. Agar cetrimida. 

3. Caldo nutritivo. 



4. Agar nutritivo_ 

5. Agar de dextrosa Sabouraud. 

&. Agar Vogel-Johnson. 

7. 5oluci6n de cristal violeta 2.0%. 

8. Solución de safranina 0.5%. 

9. Lugol. 

10. SoluciOn alcohOlica-acetona ( 30-70't l. 

11. Aceite de inmersión. 

12. Cepa de Escherjcbja col.i..._ 

13. Cepa de $.t.;whylococcus....alll:J:!WL. 

14. Cep~ de PS~ud2mona aur:w;~a.-

15 . cepa de AfnP...nUJ.l.us...Jlil:ez:. 
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16. Agua destilada. 
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D. HETOOOS 

l. ~i•iento de prueba de reto microbiológi.c.u. A 

cada fórmula se le puede hacer la prueba de la 

eficacia del preservativo. En general la pruetJa 

consiste en: 

- Una fórmula para ser retada. 

- Microorganismos para el reto. 

- Un método consistiendo de dos retos, a semana O 

y semana 2. 

- Cinco ~untos de ensayo. 

- Criterio pasa / no pasa. 

El procedimiento paso a ¡iaso es como sit,;ue: 

8. Preparación 

procedimiento 

de 

de 

organismos (Ver 

mantenimjenlo 

estandarización del microoreanismo). 

el 

y 

b. Dividir cada producto en 5 muestras de 100 t:. 

pesando el material en frase.os contern--dores. 
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c. Cada muestra se etiqueta con la información 

apropiada incluyendo nombre del producto. 

n6aero de fórmula, dato de iniciación de la 

prueba y nombre del microorganismo inoculado. 

d. Simultáneamente se colocan todos los erupos 

de muestras para la prueba (5 para cada 

fórmula) en una caja o canasta identificada 

con tocia la información. 

e. Inocular 4 

microorganismo 

inoculación) . 

de 5 muestras con el 

apropiado (Ver mét.odo de 

f. Mantener la quinta •uest.ra como un control no 

inoculado. Este control no inoculado hace 

posible reconocer problemas de contaminación 

de otras fuentes como son: i ngredlentes 

usados en la formulación, contaminación 

durante la manufactura de la formulñ.ción 

(pobre sistema preservativo). contaminaci611 

durante el ensayo microbiológico de las 

muestras. 
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En resumen cada prueba consiste de un control 

no inoculado, con 3 muestras bacteriales y 

una fúngica. 

2. Procedimiento de inoculación 

a. Un mililitro de una 

aicroorganis•os por 

dilucHm 10 6 -

mililitro 

107 

del 

microorganismo bacterial. se adiciona dentro 

de cada una de las 3 muestras 

correspondientes usando una pipeta estéril. 

b. Un mililitro de una suspensión de esµoras 104 

10 5 microorganismos por mililitro del 

microorganismo lúngico SE'! adicioua derit.ro de 

una de las muestras. 

c. Cada muestra se mezcla después de la 

inoculación. En el caso de una crema o un 

liquido espeso se utiliza un al>atelenguas de 

madera estéril para agitar la muestra. Los 

liquidas fluidos se agitan vieorosamente. 
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d. El procedimiento se repite a la semana 2 pero 

ahora, se adiciona 0.8 ml. de la dilución 106 

10 7 microorganismos por mililitro del 

organismo bacteria] y o.B mi de Ja diluci~1 

10
4 

- 105 microorganismos por mililitro del 

microorganismo fúf'!gico 

muestras. 

de uno de 

e. La muestra control , no inoculada, se si íc'mlJrn 

a la semana O y la:::; 5 muestrds se siembran n. 

cada semana durante las si~uient(!f:' 4 St!manas. 

!Semanas 1, 2, 3 y 4). 

11icrooreani5mo Los cul t.l vos para 1 a ¡rruetia de 

reto, se mantienen cuidadosamente para minimizar 

la variación y para 11.antener la se11sitividad

resistencia hacia los conservñdores. 

Si partimos de una ~epa ¡)ura activa; transferir 

asépticamente una a::.;ada hacin. un tubo con 10 ml ~1 ·~ 

caldo nutrí ti vo estóri 1 e i nculia.r i•or ?.4 horns a 

37 erados centígrados (cultivo puro Stock). 



64 

a. Manteni•iento del aicroorganisno bacteria!. 

1) Del cultivo puro. se transfiere una 

asada asépticamente a 2 tubos con agar 

nutritivo 

estria). 

inclinado (Siembra por 

2) Los tubos sembrados se incuban por 24 

horas a 37 C. Después de la incubación, 

los tubos se identif'ican, uno como 

cultivo A y otro como cultivo B y éstos 

se re:frigeran. 

3} El cultivo A se utiliza para inocular 

los tul>os de caldo nutritivo stock (JO 

ml) y éstos se transfieren mensualmente. 

4) Para asegurar que los cuJ~jvos se 

conservan puros, se realiza mensualmente 

una tinción de ~ram al cultivo A, y se 

siembra sobre aear Azul de ~etileno -

eosina la cepa de Escberichia coli, 

sobre agar Cetrirnida la cepa de 
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Es..e.ud.omona aerueiru'.l.:ia y sobre agar Vogel 

Johnson la cepa de s.t.a~= 

au.t:eWL.-

5) El cultivo B se transfiere de a~ar 

Nutritivo inC;linad.o o .-l~rtr Nutritivo 

inclinado semanalmente. C.ada sema11a se 

hacen 2 preparados de inclinado.::;. que son 

ídent ificados como c\Jl t ivo B. J y cu] t jvo 

8.2. 

6) El cultivo 8.1 se uLiliza tMra el ciclo 

se11anal y el cultivo 8.2 se utiliza paril 

la ¡,rueba de reto. 

b. Preparación del inoculo bacterial para prueba 

reto microbiológico. Los microorganismos 

bacteriales para inoculiición en la pru~li.1 de 

reto son preparados l}Or 

procedimiento: 

1) Tomar una asada del ,:u}tjvo R.Z y 

transferir ¡:isépt tc,,1mµnte a un tubo que 
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contiene 10 111 de Caldo nutritivo 

estéril. Incubar 24 horas a 37 C (Tubo 

para centrifuga 12 ml.). 

2) Centrifugar el cultivo de 24 horas en 

caldo nutriti_vo de Cdda !Dicroorganismo 

por 25 ainutos a 2000 rpm. 

3) Decantar el sobrenadan te del 

centrifugado y las células sedimentadas 

son resuspcndidas con 10 ml de aeurt 

destilada. Agitar eu u11 acitador Vortex 

para resuspender las células en el 

liquido. Si Jas ct':~Julas están 

apretadamente empaquetadas. succionar 

a varios tiempos con expulsiór1 euért:ica 

contra la pared y repetir hasta obtener 

la suspensión de células. 

c. Estandarización del microor~anismo bacteria!. 

Este paso es importante para cor1trolar Ja 

concentración del microort;anismo retado 11sado 

en la pruetJa. La concer1traci6n inoculada d~ 

microorganismos es c.ontrolndn p<Jr 
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estandarización de los cultivos y es por 

medio de lecturas espectrofotométrjcas. 

1) De la suspensión prepdrada con el 

cultivo B.2 tomar 5.0 ml y transferirlos 

a una celda para el Espectronic 20; leer 

la densidad óptlca y f'>i es necesarlo 

realizar una dilución para el 

microorganis110 especifico y obt~uer 

conteos viables entre 10 y 10 
7 

microor~anismos/mililitro. 

2) Para obtener los conteos viables. tomar 

ml del inoculo bacterial y adicionarlo 

a 99 ml de agua destil;¡da estéril 

contenidos en botellas de dlluciór1 con 

aforo a 100 ml para obtener unn dilución 

10-2 

De la dilución anterior tomar l ml y 

adicionarlo d gg m1 dr! <l!;!Ua dtst ilacJñ 

estéril contenidas en botellas de 
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dilución aforadas a 100 ml para obtener 

una dilución 10-..; y asi sucesivamente 

para obtener diluciones 10-~ 10-a y 10-.10 

3) Sembrar 1 ml de cada dilución en at;:or 

Nutritivo y en el caso de las diluciones 

10-6 y 10-a también sembrar 0.1 111. y 

registrar 

obtenidas. 

el número de colonias 

4. Hantenimjento y preparación del microoreanjsPlQ 

fúogico 

a. Mantenimiento de un cultivo fúneico. 

Contrariamente a Ja::; bacterias. los hongos se 

mantienen en un medio sólido. Las 

transferencias son efectuadas de tubo a tubo 

cada 14 dias en agar Sabouraud. 

t) Adicionar 5 ml de agua destilada estérll 

dentro de un tut.10 que contiene uu 

cultivo de hongo (Aspergillus níger) de 

14 dias y remover J as esporas co11 uua 

pipeta estéril. 
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2) Filtrar la suspensión de esporas a 

través de una gasa estéril soUrepueHta 

en un embudo estéril y recibir el 

filtrado en un t.ubo de ensayo estéril. 

3) Transferir 0.2 ml del filtrado a un tubo 

con agar Sabouraud inclinado y propaear 

el inóculo sobre la superficie. 

4) Incubar a temperatura aml.Jieute por 14 

dias o hasta que ocurra esporulación. 

5) Repetir el procedimieuto cada 14 días 

por duplicado. 

Preparación del inóculo fú11gico _ 1.a 

concentración fúngica usada en la prueba de 

reto es de entre la·; y lo s esporas por c,ramo 

de producto. 

La estandarización de esta conceut1·nci(in t-:"S 

menos precisa que con cultivog bncteriale~ Yd 

que los métodos espectrofotomét ricos 110 se 

utilizan. s.e procede como si,t;ue: 
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Adicionar 10 ml de agua destilada 

estéril dentro de un tubo que cont je11e 

un cultivo de Asoergjllus nieer de 14 

dias y remover las espords con una 

pipeta estéril. 

Filtrar la suspensión de espords a 

través de una gasa csteri 1 s0brc~puesta 

en un embudo estéril y recibir el 

fil t.rado en un tubo de enBayo est.éri 1 

(lnóculo fúngico). 

3) Para obtener los contf'fl~ vinbles, tomar 

ml del inoculo füngico y adicionarlo 

a 99 ml de a~ua destilada estt~ri l 

con ten idos en bote 11 as de d t 1 uc i ón con 

aforo a 100 111 para ohtt~ner una diluci611 

10 De: lo diluci0n anterior tonidr l 

ml >'' adicionarlo a uq ml de a¡:ua 

destilada estCri 1 contf~n i<10s Pfl botellas 

de dilución Ct-'n aforo a 100 :il p;n·n 

obtener una di lución 10-·~y repetir el 

~rocedi;:.ientc.• pc1:ret nt1tPn~r lll1a dilución 

10 
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4) Sembrar 1 ml de cada dilución en aBar 

nutritivo y en el caso de las diJucio11es 

10-3 y 10 - 5 , también sembrar O .1 ml y 

registrar el número de colonias. 

Repetir esta siembra por duplicado. 

S. Cuenta total en placa de 11jcroorrauismos aerobicos 

para formulacjone5 mi se i.b.le.s__o_d.i.5.ne..r:s.abl..es.__en 

aeua sometidos a Ja pruPba de reto. 

a. Para c,1da muestra a ensayar marcar una Cdja 

indicando la caja que co11tie11e el Agar 

nutritivo. con las lelras "AN .. ; y otra con lc.. 

letera "S'". indicando la caja que cnutieue el 

Agar Sabouraud. 

b. Pesar asépticamente ll g de la ~uestra a 

ensayar, dentro de una botella de dilución 

estéril, que contiene 99 m] de a~ua LlesliJada 

estéril. 

c. Agitar hasta ohtener una buena homogt:!'nización 

de la dispersión. 
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d. Asépticamente tomar 2.0 ml de la dilución con 

una pipeta de 5.0 ml y liberar 1.0 ml dentro 

de cada una de las cajas petri etiquetadas 

con º'AN" y "S". 

e. Adicionar asépticamente aproximadamente 15.0 

111 de Agar nutritivo estéril a una 

te.apera tura de entre 45-48 erados 

centígrados. a la caja marcilda con "'AN"' y 

rotar la caja suavemente par;i dispersar la 

muestra. 

f. Adicionar asépticamente aproximadamente 15.0 

111 de Agar Sabouraud estéril a una 

t..emperatura de entre 45-1.tB erados 

centr igrados a la caja marcada con ··s.. y 

rotar la caja suaveme11le para disper8nr Ja 

muestra. 

g_ Deja¡ solidificar el agar durante 25 minutos 

e incubar las cajas por 48 horas invertida$, 

a 37 grados centierados. Solamente Jan c"das 

marcridas con º'AN ... 
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Exa•inar las cajas para ob::servar el 

crecimiento l.Jacterjal preseut.e. co11ta11do las 

colonias usando un contador de colonia. 

i. Las cajas •arcadas con "S", incubarlas a 

tem¡..-,eratura r\mbient.e por 5 dias invertidas y 

examinar las cajas para observar el 

crecimiento fúngico presente. contando las 

colonias usando un cont.:idor de colouias. 



V. RESULTADOS 

A. DETERMINACION DE !.AS AHSORB!INCfAS PARA CONTROi.AR 1.fl 

CONCENTRACION DE LOS MICROORGJ\IHSHOS BACTERIALES. 

Se realizaron 8 curvas est.andar él diferent~s 

absorbancias paru definir en lJUé r-¡¡neo dt! ahs.orl.J.-Hlcias f:e 

pueden obtener conteos viables entre 10':, y 10' Unidades 

Formadoras de Colonias (UFC por mililitro). 

1. Microor~anJ smo: Es.cheti¡;_hj_¡i.__c_Q.J.L.. 

ABSORBANCIA DI WlCl.Q!IF.:0 
-2 _,, ·& -7 ·8 -9 -10 

420 om 10 10 _.lJ) 10 -----..ll1 10 ._Jj)_ 

0.2 I I l I 255 400 180 
0.2 I I r 1197 504 441 63 
0.1 I I 2600 1900 8!l4 6 1~7 

0.04 I 1760 30 l 72 20 6 
0.04 I 318 l.S 41 10 11 ó 
0.03 I 440 89 5 58 o 17 
0.03 I 250 25 14 '.33 13 27 
0.01 22 o o o o o o 

TABLA l. Cuenta total de raicroorea.nismos vi,lblti'H tle 8 
curvas estandar de Esch~Jli.¡¡_¡;_ol.i ?! di íer~ut (--:'!-: 
lecturas de absorb,3nc id, en IJFC/ml 

l!OI~ 1 : !NCONTAllL!L_ 

&! deter8'inó que ñ uua lt.:clu.ril Oe dbsnrhaucia de el 

inóculo tomada a 420 nm de entre o. 03 y o. 01"". ~e puetJ~n 
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obtener conteos viable::> de entre 10 6 y 10 
7 

UFC/ml de 

concentración para Es.kherJ chj a cril i , sin emho1·co, 1 as 

lecturas est~n muy dispersas entre si. 

2. Microorganismo: Stapbylococcus aureus. 

ABSORBANCIA DI I.l!ClQliE5 
-2 -4 -6 -7 -8 -9 -10 

420 nm 10 10 JO _.IJ)___._ 10 10 JJ)__ 

0.2 I l 1320 600 ?.10 o 
0.2 I I 1870 1197 501 .. 693 
0.07 I 1628 550 1 1 o ?. 
0.04 I I 202 190 o ¡.¡ o 
0.04 I 185 36 24 62 22 10 
0.04 3072 650 40 o 4 o 1 
0.03 l 850 40 32 25 16 o 
0.03 I 1200 21 g 19 3 o 

TABLA 11. Cuenta total de microor~ani!-;mos vinbles 1ie B 
curvas estandar de !it~mhY.J._Q.c_y_c;.J;_w.;_a_~ d di-
ferentes lecturas de absorbonc ia. en IJFC/ml. 

se determinó que a uria lectura de ?.b!-iorlinricid del 

inóculo tomada a 420 nm de entre O. 03 y o. 01+, .se pueden 

obtener conteos viables de c11tre 10 y 1n llFC/wl de 

concentración para Staphylococcus_aur..c.u..s., y 1 ambié11, las 

lecturas estéln muy dispersas entre si. 
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3. t-acroorganismos: Pseudo11ona__a.eruej no;;;a. 

ABSORBANCIA Ql!.llC IQflES 
-2 -4 -6 -7 -B -9 -10 

420 om 10 10 10 10 !O JO IQ 

0.1 1 1 1 225 150 75 
0.1 I I I 6804 7938 3402 189 
0.03 I 1 I 19 o o o 
0.03 I 1936 aso 308 396 11 54 
0.02 748 264 23 o 1 o o 
o. 02 I I 39 35 72 32 45 
0.01 I 500 43 9 2 o o 
0.01 I 100 84 35 31 17 9 

TABLA 111. Cuenta total de microorganismos Vidblt'!'S ele 8 
curvas e~tandar de e.s.eu.d.mllQna._.acJ.:Ui:.!~ a -
diferentes lecluras de absorba ne irt, en 
ur·c1111. 

Se determinó que a una lectura de absorliancia del 

inóculo tomada a 420 nm de entre O. 01 y O. 02, :=.e pueden 

obtener conteos viables de entre 10 y l() 

microorganismos/ml de concentración para 

aeruejoosa. y como con los microorganismos aut.eri0res, la~ 

lecturas est~n muy dispersas entre si. 
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B. CONTROL DE LA CONCENTRACION PARA EL HICROORGAIHSHO 

FUNGICO. 

1. Microorganismo: Aspert-:illus niger. 

En caso de este microoreanismo fúngico. no se 

controló la concentración por medio de la densjdad 

óptica por lo que necesario sembrar cada dilución 

de la curva por duplicado para co11firmar la 

concentración del in6culo. 

DILUCIONES 

-2 -3 -4 -5 -6 
lQ 10 10 __j_CL_ ____ _lll_ __ 

a. 150 50 1 o 
b. 160 30 o 1 
a. 95 25 'i 1 
b. I 24 10 8 
a. l 1 5 o [J 

b. I 2 7 o o 
a. 1 23 18 21 o 
b. I 12 o 9 7.3 
a. l I 23 18 21 
b. I l L' 9 7.3 
a. 1 ló l ?. R 
b. I 14 o H 
a. I 25 9 o 
b. I 22 12 2 o 
a. l 25 16 1 n 
b. I 13 9 •· o 

TABLA IV. Cuenta total de microorganismos viable::; 
de 8 curvas estandar de AsllerJ;..i.lJJJ.SJli..:=. 

=· 
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Se detercinó que realizando una suspensión con una 

asada de esporas en JO ml de agua estériJ. se 

obtienen 

esporas/111 

niJ:.e.I:. 

conteos viables entre 10 y 10 

de concen~ración (•ara Asrien~il lus 
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SAurl úi LA BlBL!OíEGA 

C. DETERH!NACION DEL COEFICIENTE DE CORRELACION DE LAS 

CURVAS ESTANDAR PARA F.L CONTROi. DF. 1.A CONCF.NRACION DF. 

LOS HICROORGANISMOS. 

Debido a la disperción que se ol.J~erva. e11 la cuent.a 

total de microorgani::>'tl.OS vidble~ de lcts curva~'> 

estandar de los diferentes mlcroorganit-.mos a 1a 

lectura de absorb.3 ne in determinad<'J (Parn 

0.03 y para 

procedio a realizar las curva!.::. por triplicacJo pard 

cada •icrooreanismo. 

Para la realización de las di luciora'!s s~ 

controlaron los siguif~ntes parametros 

1. La lectura de al.Jsorbancia del inóculo 

2. El mismo tipo de pipeta (Pipet.:=ts dP. ?. ral 

serolól!icas) 

3. El aforo a 100 ml 



80 

4. Se colocaron cajas de agar nutritivo y acar 

5ab0uraud en diferentes puntos del área de 

trabajo para comprobar que se realizarñn lns 

diluciones en condiciones éldecuadas de 

asepcia y evitar resultados erroreos. 
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1.Coeficiente de correlación(rJ de 3 curvas estandar 
de Escherichia coli a una absorbancia de 0.03 a 420nm 

X y y y 
OILUCION CURVA 1: CURVA 2: CURVA 3: 

UFC/ml UFC/ml UFC/ml 

-2 
1x10 

-4 
lxlO 33& 432 380 

-& 
1X10 13 1& 12 

-8 
lxlO 4 7 '· 

-10 
lxlO 2 o 

COEFICIENTE DE 
CORRELAC!O!I ( r) 

CURVA !: 

r = 0.9727 

CURVA 2: 
r = 0.9388 

CURVA 3: 

r = 0.9476 

TABLA V. Cuenta total de microorganismos viables en 
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por 
milimetro de 3 curvas cstandar de 
Escherichia coli cori sus r0spe-ctivos coefi
cientes de correlación. (Ver gráfica anexa) 
I = Incontable 



l 
1 

!JlLUCJO:o; 
o CURVA! + Clli.VA .2 

Figura 1. GrAficas de la dilución del in6culo de 
Escherichia coli contra Unidades Formadoras de 
colonias por mililitro. 
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ae ~~~~~~lüg5~c3~ ~~~~~~a~~~na6~6rg~n~i~u~~ª~.j5~ªºdar 
420 nm. 

X y y y 
DILUCION CURVA 1: CURVA 2: CURVA 3: 

UFC/ml UFC/ml UFC/ml 

-2 
lxlO 

-4 
1xl0 824 816 820 

-6 
1x10 10 8 11 

-8 
lxlO 4 3 2 

-10 
lxlO o 

COEFICIENTE DE 
CORRELACION {r) 

CURVA 1: 

r = 0.9210 

CURVA 2: 
r = 0.963 

CURVA 3: 

r = 0.996 

TABLA vr. cuenta total de m!croon;<>nismos viables en 
Unidades Formadoras de colonias (UFC) por 
mililitro de 3 curvas estandar de 
Staphylococcus aureus con sus respectivos 
coeficientes de correlación_ (Ver Gráfica 
anexa). 
J: Incontable 
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Fi~ura 2. Grdficas de la dilución del jnóculo de 
St~phylococctis aureus contra Unidades 
Formadoras de Colonias {UFC) por miJjJjtro. 



83 

J.Coeficien~e de ~orrelación Crl de 3 curvas estandar 
de ?seudomona aeruginosa a una absorbsncia de 0.02 
a .:..2.) nra 

)i .,. 

D!LIJCION CURVA lo 
UFC/rnl 

-2 
lX!O 

-4 

ll'10 768 

-6 
lX!O 35 

-8 
lX!O 4 

- J (J 

1X10 

y y 
CURVA 2: CURVA 2: 
UFC/ml UFC/ml 

772 704 

26 29 

4 6 

-' 

COEFICIENTE DE 
CORRELACION (r) 

CURVA ¡, 

r = o. 99 7 

CIJRVA 2: 
r •) 9977 

C'IJRV.t.. -

r = o. ~·916 

TABLA VII Cuenta ~ctal de n!cro0r~ ~ s~os viab:es en 
Un1daae~ For~a~~ras ·je : n!ss tUFc: ~or 

~il1litrc ce 2 c~rvas es a dar de 
~se~.jc~0na aer~g:~:sa =~ 
c~~ficle~~~s ~~ :c:·re!3= 
~r.exa). 

l=- Incor.: ab:-: 

US r-¿-;:-¡:~:t.i'JC,:; 

'."·::· ·JrE:tfl,:3 
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Figura 3. GrafJcas dt:! la di.lución del inO-culo .:1e 
Pseudomona aeruginosa contra U!1il1rtdes 
Formadoras de Colonias {UFC} por miJjJltro. 



84 

En lns 3 curvas elaborndds para cnda 

microorganismos, el cAJculo d~l coeficiente de 

correlación se realizó descartando la cuenta dt! 

microori;anismos de las diluciones 1xl0-: y lxlCl-.; 

ya que estos puntos están muy dispersos con 

respecto a los dcmns. Como se olJH~rva, los 

coeficientes de correlación obtenidos están muy 

cercanos lo cual significa que los valores están 

muy cercanatiente relacionados. 



D. CURVAS ESTANDAR DE LA PRUEBA DE RETO HICROBIOLOGlCO 

PARA LA LOCION FACIAL RF.GENERATIVA. 

l. semana O: Inoculación 

H!CROORGANISHO 

Escherichia col i 
Staphylococcus aureus 
Pseudomona aerugjnosa 

ABSOHBANClA (AJ 
420 nm 

0.03 
0.03 
0.02 

TABLA VIII. Absorbancia obtenida del jnOculo de Cilda 
microorganismo bocterial_ 

HICROORGANISMOS ____________________ lllL!l.C.lQ!IBS __________ _ 
-2 -4 -ó -7 -R -9 -10 

10 10 . 10 10 10 10 10 

E. coli 
S. aureus 
Ps. aeruginosa I 

380 
820 
772 

12 
11 
26 

7 
s 
8 

4 
2 
4 

2 
1 
3 

o 
1 
2 

TABr..A-"IX~------cuenta tot~1--en-UFc;;1de1a-cUrva~stand;;;: 
para microorganismos bacteriales. 

HICROoRGAÑrsttos=============~------D!LiiCIOÑE.5" __________ _ 

a. 
b. 

-2 -3 -4 -5 -6 
10 10 10 10 10 

25 
22 

9 
12 2 

o 
o 

TAsLA-x:-----~cue~~--totdl-d~-~ic;~~~g~ñiS;Zi~--:J~-1a-~~~~~ 
estnndar para mjcroorcanism0s fürit;lcos. 
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2. semana 2: Reinoculación 

ABSORBANCIA (A) 
420 11m 

Escherichiil-coli--~-------~~-~-----~~-cl."O¡-~~~-~ 

Staphylococcus aureus 0.03 
Pseudomona aeruginosa 0.02 

TABLA-x~-~--A"bsarbañ~ia--obteñi~e1--"!r;6cüI;;--;ie-~ada 
microorganismo bacteria\. 

MICROORGANISMOS_=--==========iiiJ~====== 

E. coli 
S. aureus 
Ps. aeruginosa 

-2 -4 -6 -7 -8 -9 -10 
10 10 . 10 10 10 10 1 o 

396 
843 
741 

15 
13 
30 

g 
10 
14 

5 
4 
6 

3 
2 
3 

1 
o 

TABLA-xi~----Cüeñt1'tota1-eñ--UFc1m1 <iE!!a-~a-est:añciar 
para microoreanismoR bacteriales. 

MICRoORGANISMOS---------~----~---DILÜCIÜÑES--~--~----~ 

A. niger a. 
b. 

-2 -3 -4 -5 -6 
10 10 10 10 10 

I 
35 

14 
10 

2 
g 

3 
o 

l 
o 

TAaLA-Xlii-:-~-cueñta--tota:i-d~-;1croorcaniSmos-~-¡a-cu~~ 
estandar para microorganismos fúneicos. 
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E. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE RETO DE LA LOCION <ACIAL 

REGENERATIVA. 

Se sometieron 2 sistemas tJreservativos 

alternativos de acuerdo al tipo de formulación, y 

una tercera formulación sin sistema preservativo 

como control de la prueba. 

No. DE LOTE DE 
LA <ORHULA 

900840 

900841 

SISTEMA 
PRESERVATIVO 

CONCENTRACION 

dina. 

Heti] parabe110 
Imidazolidinil
urea. 

Sin sistema pre
servativo 

2000 ppm 

0.1 ll: 

0.2 ll: 

TABL~xrv:-~--conCeñtrBCión~~-~¡;;s---s-Iste~ 
preservativos utiliznados en Cdda 
formulación. 

A continuación se presentan los resultados de la prueba 

de reto de los sistemas preservativos durante los 5 

puntos de ensayo: 
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SEHANA~~~-~-~~~tUCRQQfü;AlíLSMQS 
CONTROL E.coli S. aureus Ps.aeruginosa A.niger 

o 
1 
2 
3 
4 

TABLA XV. 

o 
l 
2 
3 
4 

TABLA XVI. 

o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

Cuenta total de microorgcu1ismos por 
gramo de productos l!J1 UFC/t: recuperados 
correspondientes al lote 900039. 

o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

o 
o 

100 
?.O 

o 
o 

103 
g7 

Cuenta total de microorgdni:::>mo8 por 
gramo dt! producto t:ori UFC/t:: recu¡oerrtdos 
correspondientes al 1ott-!' 900R40. 
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SEMANA HICR()QRGAN.lSMQS 
CONTROL E.coli s. aureus Ps.aerül!fil{;Sri-A~Tliger-

o 
1 
2 
3 
4 

o 
I 
I 
I 
I 

TABLA XVII. 

I 
I 
r 
I 

r 
I 
J 
I 

Cue11tn; total de microoreunismos por 
gramo de producto en UFC/g n:>1:Ul~~ri1dOs 
correspondientes al lote 900A39. 

NOTA: !; Inconlable. 



VL ANAI.ISIS DE RES!J!.TADOS 

Para resolver el problema de frecuentes contaminacJones 

micro~iológicas. primeranie11t.e se evluaron las posil>h!fl' 

causas Y una de las más importantes fué que en los productos 

se cuenta con un pobre sistema preservativo, ya que aú11 

realizando controles microbiológicos estrictoH durr1nte todas 

las etapas de manufactura los proUuct us 

terminados se contaminaban. Por lo anterior. era muy 

importante implementar como ¡1ruet.1a de rutina la pr11ehn de 

reto microbiológico para establecer que sistema preservativo 

es el Ia1tis adecuado desde que r;e estA de~n.rr·ol lando la 

fórmula y así prevenir el que se contamine un producto. 

Para realizar la pru(~ba de n~ t o 

primeramente se obtuvieron los ra11gos 

microbiolóEico. 

de absorba ne ia 

(tomados a .r.20 nm), en que dt.~ben estar los i116culos 

bacteria les para obtener conteos viable~ de entre 106 
y 10 7 

UFC/111 y así controlar la concentración inoculdda a los 

productos. 

de entre 0.03 y 0.04 ~e obtienen cuenta::- totrsles entre t 

100 X 1O 6 y 1 - 50 X 1 O !JFC/111!. 
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Para Staphyl ococcus aureus. se observa que a una 

absorbancia de O. 03 y 0.04 se obtienen c11entas to La les entre 

1 - 50 X 10 b y 1 - 50 X 10 7 UFC/ml para la al>sorhancj a de 

0.04 se obtienen cuentas totales entre 1 - 200 x 1oó 

200 X 10 7 UFC/111. 

y 1 -

Para fseudomonq aerugjoosa se ulJst.="rva que a una 

absorbancia de entre 0.01 y 0.02, se obtienen cuentas 

totales entre 1 - 100 X 10 6 y 1 - 100 X 10
7 

UFC/ml. 

Para los 3 microorganismos Uacterialc!s, ldH 

concentraciones del inóculo son ilCt.:'ptables de acw-:!'rdo a las 

recomendadas en la literatura. sin embar~o lo~ datog 

obtenidos en la cuenta lot.al de microor~anismo~ viable:; de 

las curvas estandar de estos microoreanismos están 1nuy 

dispersos, por lo que se realizaron nuevamente 3 CUI"VBf:i: 

estandar a una absorbancia definida pdrct cada microorganis1ao 

controlando las posibles fuentes de error y ~e otJ~erva lo 

siguiente: 

El comport.amiento del crecimiento microl.Jial de lets 

diluciones 1 X 10-: y 1 X 10--t no es lineal. por 

lo que estos puntos se descar~Rron. 
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Los puntos de las diluciones 1X10-6• X 10 -s y 

se comportan llneal1Dente 8-eeún las 

gráficas obtenidas (Figura 1, Figura 2 y Figura 3) 

y para comprobarlo se calcularon los coeficientes 

de correlac.ión (r) de catirt curva. Los 

coeficientes de correlación ollteuidos están muy 

cercanos lo que signif icrt que los valores ~stán 

muy cercanamente relacionados. 

Lo anterior justifica que la concentraci611 del ir16c1Jlo 

sea entre 1 X 10 
6 

y 1 X 10 UFC/ml, ya que éstas 

concentraciones caen dentro del rñngo de dilución d~ entre 1 

X 10 -~ a 1 X 
- l·l 

10 ~ donde el comportamiento del crecimjento 

microbial es lineal y por lo tanto los resultados son 

confiables. 

Finalmente se plnneO la prueLa de r~to microbiolóeico 

para realizarla con la loción facial reeencrdtivn que ge 

df?sarrollo para este íin; se sometieron a la prueba 3 

formulaciones cuya única diferencid fué el sistema 

preservativo_ A el lote 900841 no :O::t~ le ndiciunó 

preservativo con la finaliddd de que .:-1os sirviera. l~umu 

prueha blanco; en el lote 900839 ut i J izó 

Dimetiloxazolidina como si!"."l•:PJ<'i pn:.>servutivo .1 un,1 
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concentración <le 2000 ppm y en el lott-! 900840 s~ utilizó 

Mctílparabeno aJ 0.1%. e Imida~::oljdinilur·ea O.:.~%.. 

Se rei'\lizaron las curvas est .. uujar con ..;l inóculo d la 

densidad óptica rt!com.t:.::ndrtda para controlcir- la concenLraclón 

de los microorgn.nisrnos inoculados. 

Los resultados obtenidos fueron Jos sl¿;uientPs: 

En el case~ de la formulacíún qi:t~ no S•.:: ]t~ ddiciono 

sistema prescrvuti\'u, se otituvo lHIH n:cu¡"'~retción de todos 

los microurca.ar.isrnos y nv St~ <:u,:,ntífic<.'.i i.Jl..:'b1du a lJUt! !">e 

obtuvipron placas jncontiit•l{~S ( ! ) ; p,~r lu qut~ Ia form11J¿icj(ln. 

cumplio ~IJ finolidrHi que fu~·~ dP ser uJ1~ fvrmuL!~·it'n blac1cn 

para verificar q1.H~ nu hubo int._~rft~r0;-!n•_:1n e-n ll'~~ n-•;oltiido!.; 

obtenidos 

obl11•hl lj(¡ o.n~ ¡ft__~ 
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Pseudomona aeruginosa y AspergJllus nis-:er. por lo tanto. el 

sistema preservativo no es efectivo y e$ r·echdzado. 



VIL CONC!.USIONES 

En el presente trabdjo de investigación se cumplieron 

los objetivos propuestos y son los sieuie11tes: 

se implemenlo la prueba de reto mlcrobiolót!ico 

co•o ¡,arte i nteeral en el desarrol 1 o de uu 

producto cosmét leo en la empr'~~a. 

Se desarrollaron los métodos 1-1ara realizar la 

prueba de reto microbiológico en foriuuliiciones 

miscibles o dispersables en agua. 

se dio a conocer todos los paRos necesarios para 

desarrollar un producto cosmético. 

Se implementó la prueba de reto microbiológico c0n 

la formulación de la locié1n facirJ] n:!'eenerativa 

poniendo a reto 2 S islemc1S preser\/dtivos 

di fe rentes. y se conc 1 uye qui=- el más ndt:cuiido t.!S 

el sistema preservdtivo de Dimetiloxnzollliina a 

2000 ppm. 



96 

Actualmente se está aplicando la prueba de reto 

microbiológico en las nuevas formulaciones desarrolladas y 

en las formulaciones ya existentes con problemas de 

conta•inación. y se están olJteniendo resultados muy 

satisfactorios ya que con la prueba de reto microbiológico y 

el control estricto en todas las etapas de la manufact..ura de 

los productos se han disminuido significativdmente lds 

contaminaciones microhiolót!icas y esto se refleja 

económicamente en la empresa; además de ofrecer nl 

consuaidor un producto de calidad. 



VIII. RECQHENDACIONES 

A. Desarrollar el método de reto rn icrobiológicu para 

productos inmiscibles ~n agua y polvos. 

B. Inocular una mezcla de los microoq;anismo:::; int.licarlores, 

para poner en mayor tensión al sistema. 

C. Val id ar los métodos de apoyo de la prueba de reto 

microbiológicos COllO son: Cuenta total de 

microorganismos. identificación de microoreanismos, y 

otros. 
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