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C A P I T U L 0 1

INTRODUCCION

El -objetivo de este trabajo es comprobar, 
por un método mícrobiol6gico, el efecto de unos coz

aervadores y mezcla de éstos, en algunos productos

c04méticos, frente a determinados microorganismog. 

Ente método fue Propuesto por la casa ma

tríz de una Compañía de productos Cosméticos y se rea
liz6 en virtud a la solicitud del Depto. de Investí- 

gación y Desarrollo al Laboratorio de Microbiología
de dicha compañía. 

Se * eleccionaron tres cremas cóliá_qc_ y ulta
que se considera loción -crema. 

La elecci6n de los conservadores está ba- 

sada en la poca o nula acción que tienen con los in- 
gredientes de la formulación, conclusión a la que se

lleg6 Previas investigaoiones quimicas del Depto. de

Investigación y Desarrollo; en la facilidad para con

seguirlos y en la correcta manipulación en las fora% 
laciones. ( 1 ) ( 2) 

Los conservadores usados con los siguien- 
tez: 

Metil &ster del ácido p- hidroxibenzoico

Propil 6ster del ácido p- hídro.-xíbenzoico
Sodio ( etílmercuritio) salicilato

Las concentraciones empleadas de los con

servadores se basan en los rangos recomendados en la
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farmacopea de lor., estados unidos de América; el ligel

ro exceso ( 0. 01%) de los éStCrC8 Metil-400 Y PrODiliCO
del ácido p- hidroxibenzoico se debe a una simple me
dida de seguridad. 

Se comprob6 su efecto antimícrobiano fren

te a los siguientes ixicroorganismos- 

Bacillus cereus

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

AsperSiljus niger

Penicillium PE 

Efectuándose los análisis: inicial, a una

semana, & un mes y e. dos meses. 

Las condiciones de almacenamiento fueron
a temperatura ambiente, para todas las preparaciones

y con todos los mícroorganismos. 
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GEN --RALILADES

Loa preparados cosméticos, se emplean en

el cuerpo humano con lj finalidad de embellecer y/ 6
favorecer la apariencia, as¡ Como también Dara corre
gir defectos de la piel; su composición puede variar
desde unos compuestos simples, hasta una mezcla com
pleja, sean naturales o sintéticos. Se presentan en
formas sólidas, pastas, geles y líquidos de todas - 
consistencias, pudiendo ser anhIdros 6 contener más
del 99 96 de agua. 

Los problemas de contaminación microbio
lógica en los productos cosméticos han sido estudia
dos e investigado desde hace tiempo Y se han encon
trado en preparaciones que contienen cahtidades subs
tanciales de agua dentro de su formulación. 

El desarrollo microbiológico dentro de és
tos productos puede dar como resultado variaciones
destructívas en él, tales como: cambios de pH, olores

Y gases desagradables, cambios de viscosidad y color
o bien romper la emulsión del cosmético. 

La pesencia de una masa visible de hongos
ylo bacterias en la superficie del manufacturado, lo

hace inadecuado para su uso Y Por Consiguiente es un
producto de mal aspecto y calidad. 

Algunos productos no presentan el desarro
llo microbiológico visible, Dero representan un poten

cial de infección para el consumidor, éstos se encuen



t-ran clasificados como productos contaminados por
la ' Tood and Druge Articles" en su división de cos
Méti:Cos de los E. U. A. y también por la Sociedad
de químicos Cosmet6logos de México, A. C. 

La contaminación de preparaciones cosmé
ticas Puede ocurrir durante las diferentes fases de
su manufactura y acondicionamiento; 108 mícroorganis
Mos pueden introducirse al producto en: 

1. Las materias primas. 
2. El equipo. 
3. Los materiales. 

lo 4. 
Un ambiente inadecuado para su fabri
caci6n. 

La fabricación de preparados cosméticos
en condiciones sanitarias disminuye considerablemen
te la posibilidad de contaminacióng pero no en su
totalidad, dado que sólo un numero pequeño de célu
las viables ( mieroorganismos) nos puede dar como re
sultado un artículo contaminado; sugiriendo así la

necesidad de proteger al producto con sustancias
que impiden el desarrollo de esos microorganismos. 

La selecci6n de un conservador efectivo
para preparados cosméticos, depende de muchos facto
res, además de ser un buen agente antimicrobiano.( 2) 

Considerando que estará en íntimo contac
to con la piel, debera reunir las siguientes carae
terísticas esenciales 6 principales: ( 1) ( 2) 

1. No t6xico. 
2. No irritante y
3. No sensibilizador. 



Otras características importantes desde

el punto de vista de manufactura son la estabilidad

y compatibilidad con los ingredientes de la formula

ci6n, no alterando su presentaci6n ( color, olor o

emulsi6n). 

El valor de la actividad antimierobiana

de un conservador, s6lo se puede conocer practican

do una serie de puebas en 61 y analizando el produe
to terminado. ( 1) 

Los ésteres del ácido p- hidroxibenzoico
son los más comunmente usados como conservadores en
preparaciones cosméticas, ( 1) 

Estos compuestos originalmente fueron in

troducídos en Europa por Sabalíschka ( 1924). Los d1
rivados de mayor interés son: metil, etil, propíl y

butil ésteres, son naturales, no volatiles, no reac

cionan fácilmente con los demás componentes, no son

t6xicos y son estables. Son efectivos a bajas concen

traciones frente a una variedad de microorganismos
en soluciones ácidas, neutras 6 alcalinas. Su acti

vídad antimicrobiana no presenta diferencias en ran

gos de pH 4 a S. No se hidrolizan aún esterilizándo
los. ( 1) 

METIL ESTER DEL ACIDO p- l- IDROXIBENZOICO

Sinónimos: Nipagin; Metilparabeno; Metilparas,ept; 

Tegosept Y., 

COOChl

152- 15

OR



Descrípci6n. Cristales 6 polvo cristalino blanco

o incoloro. 

Solubilidad. 0. 25 g. en 100 g. de agua ( 200) 

2. 00 g. en 100 g. de agua (
800) 

51 g. en 100 g. de etanol al 95% 

59 g. en 100 g. de metanol

Fácilmente soluble en alcohol absoluto

Forma de empleo. Suele disolverse en agua hirvien

te y posteriormente se incorpora al pre

parado, si- la fórmula no contiene agua

se puede disolver en alcohol, acetona, 

trietanolamina, glicerina, aceites per

fumados o grasas derretidas. 

Usos. En prerarados cosméticos que contienen

grasas y/ o aceítes vegetales y animales

suceDtibles de descomponerse. 

Cantidad empleada, 0. 05% a 0. 25% ( 3) ( 4) 

PROPIL F-S)TER DEL ACIDO D- HIDROXIBENZOIX

Sin6nimos: Nipasol; Propilparabeno; Propilparasept

G00CE CH CH
1 2 D - k

180. 21

OH

Descripción. Cristales o polvo cristalino blanco

o incoloro. 

Solubilidad. 0, 05 g. en 100 g. de agua (
200) 

0. 3 g. en 100 g. de aljua (
800) 



95 g, en 100 g. de etanol al 95% 
124 g. en 100 g. de metanol. 

Usos. En preparados coametícos, junto con el

metilparabeno como antifungisluático y
antímicrobiano. 

Gantidad empleada. 0. 05% a 0. 25% ( 3) ( 4) 

TIMEROSAL

S-in6nimos. Sodio ( o- carboxifenil) tio etil meredri
co; Sodio ( etilmercuritio) salicilato; 

Merthiolate ( Lilly). 

SH' CH201' 3

404. 81

GOONa

Descripci6n. Polvo cristalino crema claro con olor
característico. 

Solubilidad. 1 g. en 1 ml. agua

1 g. en 12 ml. alcohol

insoluble en benceno y eter
Usos. Es un agente bacteriostático para mu

chas bacterias no- esporuladas, es tam

bíén fungistático. Las bacterias espl
ruladas son particularmente resisten- 

tes al tímerosal. Se usa mucho como

antiséptico local. 

Cantidad empleada. T6picamente de 0. 001% a 0. 1% de

la soluci6n ( 1: 30, 000 a 1: 1, 000) o tin

tura ( 1: 1, 000). ( 3) ( 4) 



CAP ITULO III

PARTE EXPERIMENTAL

a) METODO USADO

b) PRUEBAS Y ANALISIS

a) METODO USADO

1. Equipo y material. 
2. Medios de cultivo y reactivos. 
3. Cultivos patr6n de prueba. 
4. Procedimiento. 

5- Interpretaci6n y cálculos. 

b) FRUEBAS Y ANALISIS

1. F6rmulas empleadas, puebas piloto. 

2. Tratamiento de puebas piloto. 
3. Aplicaci6n y ejecuci6n del método. 
4. Lectura de resultados. 

a) METODO USADO

1. Equipo y material. 

1. 1. Autoclave. 

1. 2. Espectrofotocolorimetro Spectro
nic 20. 



1. 3. Balanza granataria. 

1. 4. Agitador para tubos de ensaye

Vortex. 

1- 5- Mechero Bunsen de flama grande

1. 6. Incubadora a 370 C. 
1. 7. Armario c/ puertas a temperatura

ambiente. 

1. 8. Tubos de ensaye estériles. 

1. 9. Tarros c/ tapa estériles. 

1. 10. Vasca de precipitados estériles. 

1. 11. Espátulas de acero inoxidable, 

estériles. 

1. 12. Pipetas de 0. 1, 5, 10 ml- estéri

les. 

1- 13- Asa de platino. 

1. 14. Gradilla para tubos de ensaye. 

1. 15- Cajas Petri estériles. 

1. 16. Cubre objetos. 

1. 17. Porta objetos. 

1. 18. Matraces erlenmeyer. 

1. 19. Algod6n. 

1. 20. Papel glassín. 

2. Medios de cultivo y reactivos. 

2. 1. Caldo cerebro coraz6n Difco. 

2. 2. Caldo dexrosa' sabouraud Difco. 

2- 3- Gelosa cerebro coraz6in Difco. 

2. 4. Gelosa dextrosa sabouraud Difco. 

2. 5. Gelosa poeudosel BBL. 

2. 6. Gelosa E. M. B. Difeo. 

2. 7. Gelosa nutritiva Difeo. 
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2. 8. C& ldo nutitivo DJUco. c/ tubo

de fermentacíón., 

2. 9. Gelosa Seller, s Djfco' 

2. 10. Gelosa MacConckey BBL. 
2. 11. Soluci6n de violeta críst&,l. 

2. 12. Solución de lugol. 

2. 13- Solución alcohol -acetona l l, 

2. 14. Solución de safranina. 

2- 15- Solución salina iso!K6nica. 

2. 16. Soluci6n de dextrosa al 59%, 

2. 17. Solución de eritrosina, 

2. 18. - 1cohoj metílico. 

2. 19. Alcohol etílico, 

2. 20. Alcohol absoluto, 

2. 21. Aceite de inmersi6n. 

2. 22. Xilol. 

23- Resina o Bálsarao de canadé. 

2. 24. Papeles reactívoz Patothec 00. 

2. 25- P&Pele5 reactivos Patothec I. 

3. Cultivos patrón de prueba. 

Bacillus --ereus, Es aeruginosa y r. col¡ 

deberán ser cultivados en tubos con medio de cultivo

inclinado de gelosa cerebro corazón; As. jIger y Pe- 
nícillíum s£. en tubos con medio de cultivo inclinado

gelosa dextrosa sabouraud. Las resiembras deberán - 

hacerse mensualmente. 

P-reparací6n de la suspensión de esporas: 

Dos dias antes de efectuar la prueba sembrar B. cereus

Pa. aerUSinosa y l. col¡ cada uno en un tubo conteníen



do 10 mI. de caldo cerebro corazón e incubar de 18

a 24 horas a 37OC. Resembrar e i_ncubar bajo las mis

izas condiciones. Preparar una suspensi6n en caldo - 

cerebro corazón de modo aue, tenga una transmíai6n de

45% ( más o menos 1%) usando el espectrocolorímetro

Spectronic 20 a 465 mílimicrones. 

Sembrar As. níger y Penicillium. U. en pla

cas de gelosw. dextrosa sabouraud e incubar a tempera

tura ambiente hasta que sea evidente el desarrollo

de esporas ( 4 a 5 días). Preparar la suspansí6n de

hongos adicionando suficíente cantidad de solucí6n

salina ¡ sot6níca estéril par& cubrir totalmente el

cultivo, por medio del asa de platino, separar las

esporas del medio y determinar la tranomidión de di

ch& suspensi6n a 45% ( más o menos 1%) en elespectr1

colorímetro a 465 mílimiere ei, 

4. Procedimiento,, 

Preparación de la muestra. Pesar as&ptica

mente 40 g. de la crema por analizar en un vaso de

precipitados estéril, pipetear un mi. de la suspen

si6n, inocular la crema y homogeneizarla perfecta- 
mente. Deberá hacerse una muestra testigo, la cual

será de la mism& formulaci6n de la crema pero sin

conservador, inoculandola en las mismas condiciones. 

Técnica a seguir. Agregar 1 g. de la mues

tra preparada en un tubo de ensaye conteniendo 9 m"¿.. 

de medio de cultivo adecuado y 1 ml. de neutraliza- 

dor ( el neutralizador deberá ser el apropiado para

el tipo de conservador que se esté analizando) ver



tabla número Is Mezclar perfectamente con ayuda de

un agitador Vortex, agregar una cantidad adicional

de 9 ml. de medio de cultivo correspondiente, mez

clar perfectamente. 

Pipetear lml. de esta mezcla y verterla

al primer tubo de una serie de diez, conteniendo 5

al. de medio de cultivo adecuado; de este primer tu

bo pipetear 1 ml. y pasarlo al segundo, continuar

la dilusi6n seriada ( 1: 5); el ml. del décimo tubo

se desechará. 

PRECAUGIO1: para cada una de las dilucio

nes se usará una pireta limpia y estéril. 

Incubar todos los tubos a la temperatura

adecuada, Dara hongos a temperatura ambiente y para

bacterias a 370C. 

El tiempo también varía de acuerdo al m:'t 

croorganismo, si se trata de hongos ser de 4 a 5

días y para bacterias de 48 horais, 
Este análisis será el Inicial, debíéndo

se almacenar las cremas en recipientes estérile& & 

temperatura ambiente para efectuar los análisis co

rrespondientes & una Semana, un Mes - dos Meses. 
J

5- Interpretaci6n y cAlculos. 

Interpretaci6n. La muestra conteniendo

el conservador deber& tener un número menor de tub

boa mostrando crecimiento, en todos los períodos de

prueba en comparaci6n con la misma fromulaci6n ( tes

tigo) sin conservador. Obviamente entre más gzande

sea esta diferencia en las dos formulaciones, mejor

será el conservador. 
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Una preparací6n bi6n conservada no debe

rá mostrar crecimiento en más de dos a tres tubos, 

despues de un mes de almacenamiento a temperatura

ambiente. 

Idealmente una muestra con conservador

no deberá mostrar crecimiento en ningún tubo, pero

es dificíl que ésto suceda. 

Cálculos. El siguiente cuadro es válido

sí se efectuó el análisis con 1 gramo de muestra i

noculada, con una suspensión de microorganísmos de

45% de transmitancia a 465 milimierones. 



CUADRO DE CAW.,ULOS

TUBO CON CRE

CIMIENTO

El lo. pero no el 2o. 

Hasta 2o. pero no 3o. 

Hasta 30. pero no 4o. 

Hasta 4o. pero no 50. 

Hasta 50- pero no 6o. 

Hasta 6o. pero no 70. 

Hasta ? o. pero no 80. 

Hasta 80. pero no 90. 

Hasta 90. pero no 100. 

Hasta el 100. 

MICROORGANISMOS/ KL, 

MAYOR DE MF.NOR DE

i 10

100

100 1, 000

1, 000 109000

101000 40, 000

401000 80, 000

80, 000 160, 000

160, 00C 320, 000

3201.00`; 640, 000

640, Oa-, 



T A, B 11 I - , 

CONSERVADOE

Compuestos fen6lícos

Sales cuaternarias de

amonio

Hal6genos

Sales mercuriales y
otros metales pesados

o prodo. oxidantes

hexaclorofeno

Formaldehido

k1cohol etilico

Parabenos

NEUTRALIUDOR

Tveen 80

Soluci6n de Letheen

al 1N

Tiosulfato de sodio

Soluci6n de Tioglíco

lato de sodio al 0. 5% 

T'ween 80 al 20% 

Tween 80 al 201,5

Soluci6n de Letheen

al 10% 

Soluci6n de Letheen

al 10% 
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Preparaci6n de la soluci6n de Letheen al 10% 

Disolver 7 gramos de lecitina vegetal Pil

rificada y 50 ml. de tween 80 en un litro de agua, 

calentar hasta cerca del punto de ebullici6n y agitar. 

El líquido deberá ponerse claro. 
Esterilizar en auto

clave a 1. 0545 Kg/ em
2

o a 0. 340 atle6sfervas ( 15 lb.) 

de presi6n durante 15 min. 
Después de la esterilizací6n enfriar li

geramente el matraz9 agitando Dara que no se separen

las dos capas del líquido. 

Nota: Todos los neutralizadores que se usen, 
deberán

ser previamente esterilizados. 

Nota aclaratoria: Los neutralizadores son sustancias

que inactiVQn a los conservadores, por esa raz6n son

agregados en el momento de efectuar el ap-álisis para
tener así el conteo mierobiano real, 

existente en la

preparaci6n cosmética. 
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b) PRUEBAS Y ASALISIS

1.- Formulas emDleadas, pruebas piloto. 

FORMUL- i - A

Polietilenglicol 400 dioleato

áriacel 83- 

Ceralan grado cosmético

Cera blanca U - S - 2 - 

Lanolina anhidra grado cosmético

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D 3
Jalea Real

Rose Petal 29

TI~ SAL N. F. 0. 02% 

FORMULA 1 - B

Polietilenglicol 400 dioleato

Arlacel 83

Ceralan grado cosmético

Cera blanca U. S. P. 

Lanolina anhídra grado cosmético

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D 3
Jalea Real

Rose Petal 29

PROPILPARABENO 0. 26% 

FORMULA 1 - a

Polietilenglicol 400 dioleato

krlacel 83

Ceralan grado cosmético

Cera blanca U. S. F. 

Lanolina anhidra grado cosmético
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Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D
3

Jalea Real

Rose Petal 29

METILPAPABENO 0. 26%, 

FORMULA 1 - D

Polictilenglicol 400 díoleato

A.rlacel 83

Ceralan grado cosmétícu

Cera blanca U. S. F. 

Lanolina anhidra grado cosmético

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D3
Jalea Re&! 

Rose Petal 29

TIMEROSAL N. F 0. 02% 

PROPILPARABENO 0. 26% 

FORMU11A I - E

Polietilenglicol 400 dioleat,- 

Arlacel 83

Ceralan grado cosmético

Cera blanca U. S. P. 

Lanolina anhidra grado cosmético

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D3
Jalea Real

Rose Fetal 29

TUBROSAI, N. F. 0. 02% 
METILPARABENO, l 0. 26% 

FORMULA I - F

Polietilenglicol 400 dioleato
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Arlacc-I

Geralan grado cosmético
Cera blanca U. S. P. 

Lanolína anhidra grado cosmético
Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F, 

IICZ^-la Vit* A 4 Vit. D
3

Jal.ea ¡ leal

Rose Petal 29
PROPILPARABw0 0. 2 6% 

Mw- ILFARABERO 0. 26% 

FORMULA I - G, 

Polietilenglícol 40CI dioleato
Arlacel 83

Ceralan grado cosmético
Cera blanca U. S. P. 

Lan0lina anhidra grado cosmético
18OPrOpil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

láeZcla Vit- -k + Vit. D
3

Jalea Real

hose Petal 29
TIMEROSAL IJ. F. 0. 02% 

PROPILPál<AsENo 0. 26% 

awILPARABEá0 0. 26% 

FORMULA 11 - A

Cera blanca U. S. P. 

Vaselina blanca U. S. P. 

Lecítina

Lanolína anhidra grado cosmético
Protegín 31

Aceite de hueso de durazno W. F. 

Aceite de bálsamo de Perú

Chesmitine brown

Cologne Compoud 202

TIMIMOSAL 11. F. 0. 02% 
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FORMULA II - B

Cera blanca U. S. P. 

Vaselína blanca U. S. F. 

Lecitina

Lanolina anhídra grado cosmético

Protegín X

Aceite de hueso de durazno N. F. 

Aceite de bálsamo de Perú

Chesmitíne brown

Cologne Compoud 202

PROPILPARABENO 0. 26% 

FORMULA. II - C

Cera blanca U. S. F. 

Vaselina blanca U. S. P. 

Lecitina

Lanolina anhidra grado cosmético

Protegín X

Aceite de hueso de durazno N. F. 

Aceite de bálsamo de ¡' erú

Cheamitine brown

Cologne Compoud 202

METILPARABSIO 0. 26% 

FORMULA II - D

Cera blanca U. S. P. 

Vaselina blanca U. S. F. 

Lecitina

Lanolina anhidra grado cosmético

Protegín 1

Aceite de hueso de durazno N. F. 

Aceite de bálsamo de Perá

Chesmítine brown

Cologne Compoud 202

TI~ BAL R. F. 0. 02% 

PRO21LPARABENO 0. 26% 
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FORMULA 11 - E

Cera blanca U. S. P. 

Vaselina blanca U. S. P. 

Lecitina

Lanolina anhidra grado cosmético
Protegin X

Aceite de hueso de durazno N. F. 

Aceite de bálsamo de Perú
Cheamitine brown

Cologne Compoud 202
TI~ SAL N.. p. 0. 02% 

METILPARABENO 0. 26% 

FORMULA Il - F

Cera blanca U. S. P. 

Vaselina blanca U. S. P. 

Lecitína

Lanolína anhidra grado cosmético
Protegín X

Aceite de hueso de durazno R. F. 

Aceite de bálsamo de Perú

Chesmitine brown

Cologne Compoud 202

PROPILPARABF,No 0. 26% 

IWILPARABWO 0. 26% 

FORMULA II - G

Cera blanca U. S. F. 

Vaselina blanca U. S. P. 

Lecítina

Lanolina anhídra grado cosmético
Protegín X

Aceite de hueso de durazno N. F. 

Aceite de bálsamo de Perú

Cheamitine brown
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Tl-WROSAL E. F. 0. 0270

PROPILPARABENO 0. 26% 

METILPARABF110 0. 26% 

FORMULA III - -, 

Polietilenglicol, 400 dioleato

Arlacel 83

Ceralan grado cosm6tico

Isopropil linoleato

Cera blanca U. S. F. 

Lanolina anhidra U. S. P. grado cosm6tico

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. L / Vít. D
3

Solución F. D. C. amarillo 5

Solución F. D. C. amarillo # 6

Bouquet 7131

TIMEROSAL N F. 0. 02% 

FORMULA III - B

Polietilenglicol 400 dioleato

Arlacel 83

Geralan grado cosmétice, 

Isopropí! linoleato

Gera blanca U. S. P 

Lanolina anhidra U. S. F. grado cosmét¡' co

Isopropili. estearato

Tocoferoles tipo rV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D
3

Solución F. D. C amarillo * 5

Solución F. D. C. amarillo # 6

Bouquet ? 131

PROPILPARABE1, 0. 26% 

FORMULA III - C

Polietilenglicol 400 dioleato
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Arlacel 83

Ceralan grado cosmético

Isopropil linoleato

Cera blanca U. S. F. 

Lanolina anhidra U. S. F. grado cosmético

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D
3

Solución P. D. C. amarillo # 5

Solución F. D. C. amarillo # 6

Bouquet 7131

MRTILPARABENO 0. 26% 

FOkuríW, I:E I - D

P&lietilenglicol 400 dioLeatir 

Arlacel 83

Ceralan grado cosmético

Isopropil linoleato

Cera blanca U. S. P, 

Lanolína anhidra U. S. P. grado cosmético

IE10prOD-á. l eStCal:'a'GO

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D,; 

Soluci6n P. D. C. amarillo 5

Solución F. D. C. amaríj-lo # 6

Bouquet 7131

TIEMEROSAL N. F. 0. 02% 

PROPILPARA-BIW 0. 26% 

FORMULA III - E

Políetilenglicol 400 dioleato

Arlacel 83

Ceralan grado cosm&tic,) 

Isopropil linoleatc., 

Cera blanca U. S.- P. 

Lanolina anhidra U. S. F. grado cosmético

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 
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Mezcla Vít. A + Vit. D
3

Soluci6n P. D. C. amarillo # 5

Solucí6n F. D. G. amarillo # 6

Bouquet 7131

TIALEROSAL N. F. 0. 0296

MWILP~ ENO 0. 26% 

FORMULA III - F

Polietilenglicol 400 dioleato

A-rlacel 83

Geralan grado cosmético

Isopropíl linoleato

Cera blanca U. S. F. 

Lanolina anhídra U. S. P. grado cosmético

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo rV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D
3

Soluci6n F. D. G. amarillo # 5

Soluci6n F. D. G. amarillo M 6

Bouquet 7131

PROPILPARABENIZ. 0. 26% 

METIL.PARABENO 0. 26% 

FORMULA 111 - G

Polietilenglicol 400 dioleato

Arlacel 83

Ceralan grado cosmético

Isopropil linoleato

Cera blanca U. S. P. 

Lanolina anhidra U. S. P. grado cosmético

Isopropil estearato

Tocoferoles tipo IV N. F. 

Mezcla Vit. A + Vit. D
3

Soluci6n F. D. C. amarillo # 5
Soluci6n F. D. 0. amarillo # 6

Bouquet 7131

TI~ SAL N. F. 0. 02% 

PROPILPARAB1210 0. 26% 
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FORMULA IV - A

Acido esteárico U. S. P. 

Cera blanca U. S. P. 

Aceite minera! ligero U. S. F. 

Tietanolamina T. G. A. 85% 

Aceite esencial de leche de pepinos
TIE-UROSAL N. F. 0. 02% 

FORMULA Iv - B

Acido esteárico U. S. P. 

Cera blanca U. S. P. 

Aceite Mineral ligero U. S. F. 

Trietanolamina T. G. A. 89, 

Aceite esencial de leche de pepinos
PROPILPARAB& NG 0. 26% 

FORMULA IV, - C, 

Acido enteárico U. SP. 

Cera blanca U. S. P. 

Aceite mineral ligero U. S. P. 

Trietanolamina T. G. A. 85% 

Aceite esencial de leche de pepinos
METILPARABlaq0 0. 26-; 

FORMULA IV - D

Acido esteáríco U. S. P. 

Cera blanca U. S. P. 

Aceite mineral ligero U. S. P. 

Trietanolamina T* G. A. 8T% 

Aceite esencial de leche de pepinos
TIMEROSAL N. F. 0. 02% 

PROPILPARABENO 0. 26% 

PORMULA Iv

Acido esteárico U. S. F. 

Cera blanca U. S. P. 
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Aceite mineral ligero U. S. F. 

Trietanolamina T. G. A. 85% 

Aceite esencial de leche de pepinos

TIMEWSAL N. F. 0. 02% 

METILPARABENTO 0. 26% 

FORMULA IV - F

Acido esteárico U. S. P. 

Cera blanca U. S. P. 

Aceite mineral ligero U. S. P. 

Trietanolamin& T. G. A. 85% 

Aceite esencial de leche de pepinos

PROPILPARABENO 0. 26% 

METILPARABENG 0. 26% 

FORMULA IV - G

Acido esteárico U. S. F. 

Cera blanca U. S. P. 

Aceite mineral ligero U. S. P. 

Trietanolamína T. G. A. 85% 

Aceite esencial de leche de pepinos

TIMEROSAL, N. F. 0. 02% 

PROPILPARABENO 0. 26% 

METILPARABENO 0. 26% 

bota: De cada una de estas formulaciones, se manufae

tur6 otra sin níngun conservador, sirviendo & stas

como pruebas testigo. 

2. Tratamiento de pruebas piloto. 

Dependiendo de la formulaci6n y según

la técnica de manufactura para cada preparacián cos

métíca, se adicionan los conservadores a la hora - 

que- conveng&t
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La manufactura de estas preparaciones

cosméticas se efectu6 en el equipo adecuado para

ello, mezclándose perfectamente, almacenándose en

recipientes adecuados, estériles y bién identifica
dos. 

3. Aplicación y ejecuci6n del método. 

Programaci6n del plan de trabajo ( ver

tabla II en la página 29 a la 37). 

De cada una de las formulaciones, se pe

Ban asépticamente 40 S. en un vaso de precipitados

estéril., 

usando espátulas y demás equipo también el
terilizados, identificandolos correctamentee

Se inoculan con 1 mI. de la suspensi6n

de aicroorganíamos, la cual se prepar6 en la misma

forma como se detalla en la página número 10 nGull

tivos patr6n de prueba", mezclando perfectamente

para su correcta homogeneizaci6n. 

Se prepara una serie de tubos contenlen

do 9 al. de medio de cultivo adecuado al microorgr- 

nismo que se vaya a inocular, adicionar un gramo de

la muestr& inoculada, agitando con equipo Vortex pl
ra tubos, se agrega 1 ml. del neutralizador ( en ca- 

so de usar dos, se agrega 0, 5 al. de cada uno), agl

tar nuevamente, agregar 9 al. más del medio de cul- 

tívo de que se trate y posterio= ente agitar. 

Pipetear un al. de la mezcla anterior -y

verterla al tubo námero 1 de una serio de 10, con- 

teniendo 5 al. de medio de cultivo igual al que es

tá inoculado, agitar; pipetear 1 ml. del primer tu

bo a adicionarlo al segundo, agitar; continuar la

diluci6n seriada ( 1: 5); el al. del décimo tubo se

desecha. 
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Una vez efectuadas las diluciones, se ir, 

cuban todos los tubos, según si se trata de hongos

a - 1lemperatura ambiente de 4 a 5 días, si son bacte

rias a 3? 0G. por 48 horas, ( ver fig. número l). 

Cada vez que se efectúe una prueba se de

berá analizar la muestre testigo. 

Este análisis será el inicial, a la sema

na, al mes y a los dos meses se analizará nuevamen

te; sólo que en estas ocasiones ya no se pesan loi

40 g. de la preparación, sino que se parte de 1 g., 

adicionándolo al tubo conteníendo 9 mI. de caldo y

se sigue la misma técnica, 
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IfIGURA No. i

40 g. de la f6rmula más

1 ml. de la suspensi6n de

mícroorganiemos

9 al. de medio de cultivo

9 al. más 1 g. de la crea& Ín6cu

lada más 1 ml. de neutralizador

Sié

9 más 9 ml. de medio de culti. 

vo adicionales

desechar

Notas: 

1. Los 39 g. de la crema inoculada se alma

cenan en condiciones adecuadas. 

2. El tubo que contiene 18 ml. del medio de

Cultivo, 1 ml. de neutralizador y 1 g. de

crema se desecha. 

3. La serie de 10 tubos se incuba a la tempe
ratura adecuada ( bacterias, 48 horas a

370C y hongoe 4- 5 días a temperatura am- 
biente. i. 
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4. Lectura de res-ultados. 

Al transcurrir el período de incubaci6n, 

se procede a la lectura de resultados, la cual se

efectúa de acuerdo con loz siguientes pasos: 

A. Observación directa: Se agitan los

tubos para observar mejor el crecimiento microbiano. 

En el caso de hongos se puede observar una nata so

bre la superficie 6 simplemente unas motitas dentro

del medio de cultivo. Si se trata de bacterias se - 

observa como precipitado en el medio. 

E. Resiembras: Para el aislamiento de

colonias, se procede a efectuar símbras en medio de

cultivo s6lidos, estudiando así el tipo de colonias

procedentes del 6 de los tubos contaminados; una vez

aislada l& colonia, se procede a resembrarla en me- 

dios especificos_para cada microorganismo utilizado; 

comprobando así, sí el mieroorganismo desarrollado

en el medio es el mismo que se inocul6. 

0. Comprobación con papeles reactivo: 

na forma más de verificación es con el uso de loa pZ

peles reactivo Patothec, los cuales constan de unt

zona reactiva especifica para cada microorganismo. 

D. Observací6n inieroec6pica: Se e:fectÜ

an tinciones, tanto de hongos como bacterias para

tener la confianza de la zorfologia del mieroorganis

mo. La técnica para la tinci6n de bacterias es la de

Gram, para hongos se us6 la técnica descrita en la

tabla III* 
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T A B L A III

TI1GIOLÍ DE HObGOS

Material y reactivos descritos en las páFinas

9 y 10. 

Procedimiento: Et un porta objetos se coloca

una capa delgada de medio gelosa SD, dejándola secar. 

Se inocula con el hongo deseado, haciendo tres pi- 

quetes, adecuadamente repartidos; incubar de 4- a 5

dias. Se fija con alcohol metílico, a que seque. Cu

brir con eritrosina si. 1% durante 7- 10 mín., no más

de 10. Lavar con alcohol al 96%, quitando el exceso

de colorante, dejándolo por lo menos 2 mín.; colocar

alcohol absoluto por 2 mín., cubrirlo con xilol Dor

30 a 40 min., tirar el exceso, colocar resina o bálsa

mo de Canadá y colocar un cubre objetos adecuadamen- 

te, quitar el exceso de las orillas. Observar al mi. 

croscopio. ( 6) 

f
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este trabajo
se tabulan a continuación; de acuerdo con el cuadro

de cálculos ',,pág. 14); usando la siguiente clave: 

Tabla Eír_m__ui-g- - Conservador

iv I -A Tímerosal
y i_B Propilparabeno
vi I -C Metilparabeno
vil I -D Tímeronal y PropiI. 

rVII.L I -E Timerosel y Metí, 
ix I -F Propil. y Metil. 
x I -G Tímerosal, Propil. 

y Meti!. 

Timero sal

ii -E Propílparabeno
XIT-r ii -CI, MetJlparabeno
XIV II -D Tímerosal y Propil. 

ll -E Timerosal y Metil* 
ii -F Propil. y Metil. 

xvii 11- G Tímerosal, ProDiI, 

y Metil. 
xviii iii -A Tímerosal

XIX iii -E Propilparabeno

xx iii -C, Metilparabeno

xxi iii -LI, Timerosal y Propil. 
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Tabla FA, --mula G, = 2 ama?, Q—r

xiii iii -E Tímeros&l y Metil. 

xxiii III -F propil. y Metil. 

xxiv iii_c-: Tímerosal, Propil

y Metil. 

x:r" IV- P Timerosal

xInri iv -B Propilparabeno

xxvii iv -o Metilpatabeno

xiviii Iv -D Timerosal y Propil. 

XX17, iv -E Tímerosal y Metili, 
xxx iv -F Propil. y metíl. 
xxii iv -G Timerosal, PrODil. 

Metil. 
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Ps. aerurinosa

cereus

E. coli

Aa- nige

Penirilliiii

Ls—. aariaginosa

As. niver

Peninillillm

cerj¿u

coi, 

L,i, niV.E-. 

P-enicillium

TL mhRC)SkL

ii ITJ IV

1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4

1- 2- 3- 4

8 6 3 2 8 7 4 1 9 7 6 3 9 3

9 7 5 4 9 7 6 4 10 8 5 2 9 ? 5

8 6 4 2 10 8 6 3 10 9 7 4 8 3 2 1

9 6 4 4 9 ? 4 1 9 9 5 4 10 5 2 0

t
8 6 5 11

1
9 7 5 3

1
9 ? 5 4 110 7 0 0

1

PROPILP -1 - PbB. Vo

ii ITJ IV

1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4

8 6 5 2 9 ? 5 3 8 9 6 6 9 6 0 0

7 6 5 4 9 7 5 4 9 7 6 3 10 6 0 0

8 6 5 2 8 6 4 2 10 ? 8 5 9 5 U, 0. 

8 7 6 4 8 7 5 4 10 9 7 4 9 6 5 1

9 6 4

A
9 7 6 4 10 8 R 3 9 7 3 2

METILPARABENO

II III IV

1 -?- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4

10 8 6 3 7 6 4 3 8 8 ? 5 9 ? 3 0

9 9 ? 5 8 7 6 5 9 8 6 4 9 6 2 0

9 7 6 5 9 7 6 4 8 8 5 4 9 5 0 0

9 8 5 4 8 6 4 3 10 9 7 5 8 6 0 0

8 7 6 5 8 ? 5 3 9 9 8 6 6 6 0



Za, aeruaino-,, 

B,L, oereus

E. coil

A,s_. nige

Penicil1jup

2a. z2x., 

16 - c- ereus

E, coli

niger

Penicillium

2.1. aeruírinos—n

li, Q- Pr P 11 , 

y" roj i

La. nia:t- 

Penicilium

72 -- 

TLW-1!, IUSAL f

TIMEPOSAL f fv KPIL

1

I

IVIETIL

1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4

IV

8 6 4 3 5 5 4 2 9 7 5 4

1- 2- 3- 4

8 7 6 4 7 5 5 3 9 7 --  6

8 6 3 3 9 7 ',- 2 9 8 3 1 6 0

9 5 4 9 7 6 4 10 7 0 0 7 5 0
8 6 4 9 7 7 5 9 5 0 0 8 5 0 0

TIMEPOSAL f fv KPIL

FROPIL

I

IVIETIL

II IIIIIITI IV

1 - 32 - 4 1- 2- 3- 44

PI -
II -

4- 3 1- 2- 3- 4

7 6 5 3 7 6 5 4 10 9 6 0 8 ;' 0 0

9 7 6 4 8 7 6 4 9 8 0 0 9 3 0 0
8 6 5 3 9 7 6 5 7 8 0 0 7 0 0 0

8 6 4 3 8 1) 7 5 10 9 5 0 8 4 0 0

8 5 4 3 9 7 5 5 1 F 8 6 218 5 0 0

FROPIL Y IVIETIL

I Ii III IV

1- 2- 3- 4 I - P- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4

7 5 3 1 7 6 5 2 9 5 3 0 7 3 0 0

6 4 2 1 9 7 6 4 9 6 2 0 6 2 0 0

4 2 0 9 7 5 0 8 7 0 0 8 4 0 0

5 3 1 7 6 5 10 7 7 2 9 7 0 0
7 5 3 1 6 5 5 9 9 8 5 7 6 1 0



Ps. aerup-inosa

cereus

coli

As. nige

TIIKhROSAL, PROPIL Y 1,,i-:i.TIL

IV

1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4 1- 2- 3- 4

5 1 0 8 7 5 1 9 7 0 0 5 3 0 0
4 1 0 9 6 1 0 8 6 0 0 5 1 0 0

6 2 0 0 8 7 3 0 9 5 0 0 6 0 0 0

5 2 0 0 9 5 0 0 10 9 5 3 3 0 0 0

3 - 1 0 0 5 2 0 9 7 3 0 5 0 0 0
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CONCLUSIONKE

De acuerdo al resumen de resultados ( pag. 

71, 72 y 73) se concluye lo siguiente: 

lo. El tipo de formulaci6n afecta la a£ 

ci6n antimierobiana de los conservadores, y

2o. La mejor conservación de los prepl

rados cosméticos, usados en este trabajo, es una mes

el& de los tres conservadores, Nipagin, Nipasol y

Timerosal, 

La literatura revisada sobre contaminacio

nes microbíol6gicas en preparados cosméticos, nos

da unos Amites de contaminaci6n como sigue: 

Max. 100 col/ g

IL* Ninguna

la -Qº11 Ninguna ILEU

niger, Kíngunet PenícilliluL ", 

Ninguna En

base a las comparaciones hechas, se concluye

que: en la actualidad no hay un método ofi cial

para evaluar la acci6n antimierobiana de los conservadores

más usados en productos cosméticos; por

esto el método propuesto, viene a ser de gran ayuda

para la industria cosmética, ya que tiene las siguientes

ventajas: 1. 

Tiempo. En esta técnica se comprueba la

acci6n de uno, dos y hasta tres conservadores al



mismo tiempo, ahorrándose así tiempo en análisis y
obtención de resultados. 

2. Muestra. La cantidad de muestra usada

en la técnica es minima, ya que después de haberse

elaborado un lote piloto ( mas o menos 40 g.), se al

macena y en cada ocasion en que se efectúa el análi

sis, se toma tan sólo 1 g., comDarando y comproban- 

do así la acción de los conservadores. 

3. Facilidad del método. En estL- renglón

son varias las ventajas que tiene, empezando con las

suspensiones de mícroorganísmos, - ya que sor, las que

comunmente contaminan 105 Droductos cosméticos, éstas

se aislan y se resimbran con frecuencia para aumentar

su actividad; la preparación de las suspensiones a ser

inoculadas es relativamente fácil, ya que con el sólo

uso de un espectrofotómetro se llega a la concentra- 

ci6n de microorganismos deseada y correcta, sin nece

sidad de efectuar cuentas totales en placa; la repro

ductibilídad del método es extraordinariamente senci
lla, baste con poner sumo cuidado en la elaboración

del lote piloto, elaborar un calendario adecuado a

los análisis y llevar un reFistro de los resultados. 
4. Costo. A este respecto, se Duede de- 

cir que el método no altera el presupuesto de ningun

laboratorio, debido a que se lleva a cabo con materi

al y equipo que comunmente se encuentra en cualquier

laboratorio de microbiología, no requiere de artícu

los especiales ni de tiempo extra de análisis. 

Existe en la farmacopea un método para

comprobar la acción de los conservadoras en solucio
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nes oftálmicas y parenterales, que con alEranos cam

bios se podria aplicar a los cosméticos, Tero la des

ventaja primordial es que en este mét- lo están en

contacto los microorganíamos con el conservadcr s6 - 
lo 28 dias. Algunos cosm&ticos tienen wi tiempo de

vida media de aproximadamente 12 meses y otros haa
ta de 24 meses, por lo que es necesario que los con

servadores usados en los productos cesméticos estén

en contacto con los mícroorganismos an tiempo más
prolongado. 
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