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1. RESUMEN

Este trabajo fue elaborado de acuerdo con la Farmacopea de
los Estados Unidos de América (USP XXIII) para verificar la
calidad a nivel microbioldgico como la actividad
antimicrobiana de los preservantes utilizados en los

bloqueadores solares que se elaboran en Guatemala.

Para ello se seleccionaron, mediante muestreo aleatorio los
establecimientos donde se obtuvieron por conveniencia un
total de 15 muestras provenientes de cinco laboratorios
~nacionales que elaboran dichos productos, ias cuales se
sometieron a un conteo inicial de microorganismos por el
metodo en placa para aerobios (USP XXIII), para descartar las
muestras que tuvieran conteo arriba de 1000 UFC/g. De
acuerdo a lo anterior, fue descartada una muestra (6.67%) Yy

en las 14 muestras restantes (93.33%) se evalGo 1la actividad

antimicrobiana de los preservantes. Para ello se inoculd
cinco cepas ATCC  (Céndida albicans, Escherichia coli,
Aspergillus niger, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus) . a cada muestra, en concentraciones mayores de 10,
ufc/g (unidades formadorés de colonias por gramo de muestra),
determinando la concentracidén de microorganismos a los 7, 14,
21, y 28 dias de inoculada la muestra, obteniendo en todos

los casos recuentos menores de 100 ufc/g de muestra.

Al analizar los recuentos se  puso de manifiesto la

efectividad de los preservantes utilizados, concluyéndose que




el 80% de 1los laboratorios fabricantes en estudio, incluyen
en la formulacién de sus productos, preservantes eficaces

para el control de los microorganismos.
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2. INTRODUCCION

En el mercado nacional, existen diferentes productos de
tocador, entre ellos se encuentran los bloqueadores solares
(SPF mayor de 15). 1los cuales en la actualidad han tenido
demanda por su accidén de proteccién al usuario contra los
rayos ultravioleta que no son filtrados a causa de 1la
destruccidén de la capa. de ozono, para lo cual deben cumplir
con los requisitos especificos de calidad, para este tipo

particular de productos.

En Guatemala, actualmente no existen normas oficiales
para los bloqueadores golares en cuanto al andlisis
microbioldégico, que permitan evaluar la eficacia de 1los
preservantes antimicrobianos, 1o que hace necesario 1la
realizacidén de estudios para comprobar la eficacia de estos y
asi garantizar la calidad microbioldgica del producto, debido
a que la presencia de microorganismos como: sgggpgy;gggggﬁ
albicans y Asperqgillus niger, ademds de tener la capacidad de
producir cambios quimicos vy fisicos al producto, Ipueden
ocasionar en el consumidor lesiones oculares, dermatitis,

conjuntivitis, pastulas, etc.

En este’ estudio se determino por métodos
microbiolbgicos, la eficacia de los preservantes
antimicrobianos utilizados en la  manufactura de los




blogueadores solares, y en los casos en los que hubo
contaminacién, inferir las posibles causas que provocan la

ineficacia del preservante.

Debido a la complejidad de dichos productos se
analizaron blogqueadores solares de cinco diferentes marcas
comerciales que son manufacturados y distribuidos por la
industria cosmética guatemalteca Yy que se encuentran
registrados en la Direccién General de Servicios de Salud;
para ello se tomaron tres muestras de cada uno de los cinco
laboratorios. La metodologia a usar consistidé, en realizar
un recuento aerdbico total de cada una de las muestras para
determinar el conteo inicial de bacterias, mohos y levaduras,
y de esta manera excluir las muestras fuera de las

especificaciones.

La eficacia de 1los preservantes antimicrobianos, se
evaludé inoculando las muestras con microorganismos patogenos
durante un periodo de incubacién de 7, 14, 21, 28 dias,
realizdndoles un recuento del nGmero de microorganismos por
mililitro de muestra (ufc/ml), a través del método de vaciado

en placa.




3. ANTEDENTES

De acuerdo a la bibliografia consultada, se puede
constatar que existe poca informacidén disponible en el medio
sobre bloqueadores solares y no hay en ninguno que evalfie
especificamente la efectividad en los preservantes utilizados
en estos productos, por lo que a continuacién se presentan

algunos estudios encontrados:

Fisher, 1941 puntualiza que las emulsiones no ibnicas
reaccionan con ciertos productos quimicos particularmente

fendles. (1)

Bolle y Mirimanoff reportan en 1,950 que el &cido
phidroxibenzbico y otros preservantes ampliamente usados, son

inactivados por emulgificantes no idnicos.

De Navarre estuvo experimentando para confirmar la
inactivacién del &cido  P-hidroxibenzbico en emulsiones
no idnicas; donde el 95% del propil paraben es inactivado por
algunos no-idnicos como el oleato de sorbitan polioxietileno

(Tween 80), mientras que el metil paraben es inactivado en un

80%.

Barr y Tice, acordaron que el &cido sérbico, las sales
del fenilmercurio y el cloruro de benzalconio son
preservantes convenientes para productos conteniendo

emulsificantes no idénicos. (1)




En 1,977 se llevd a cabo un congreso de los miembros de
la sociedad de Quimicos Cosmetbdlogos de México, en el cual se
discutieron las causas Yy las consecuencias de la
contaminacién microbiana en cosméticos, asi como los métodos
aconsejados por la USP para la determinacién de esta
contéminaéién; los cuales son el método de vaciado en placa y

el método de tubo miltiple. (2,3)

En Guatemala las investigaciones disponibles sobre el
tema, son las realizadas por:

Calderén E. en 1,963 realizdé el trabajo de tesis
"Bacteriostaticos. Importancia de su empleo en la industria
farmacéutica y cosmética". en el cual define, describe y
clasifica los preservantes. (4)

Oliva de Vargas VS, en 1,965 realizd el trabajo de
tesis, "Evaluacidn de 1los champﬁs que se comercializan en
Guatemala". en el se evalGa la calidad de 1los champus en
Guatemala, ademds define un champlG y un preservante. (5)

Milian C. Marco, en 1,975 en su trabajo de tesis "Disefio
y funcionamiento de un sistema de control de calidad
microbioldégica para una planta de cosméticos", indica la
importancia que tiene el establecer un laboratorio
microbioldgico y sus caracteristicas ideales dentro de la
industria, seflala la influencia de los microorganismos en la
manufactura y almacenamiento de los cosméticos y resalta la
ventaja econdmica cuantificable que conlleva instalar un

control microbiolégico.




Bésicémente el Ing. 4Milian, hace referencia a 1la
consecuencia méds importante que es la contaminacién del
producto, lo cual origina en el cosmético algunos defectos;
como son el mal olor en el preparado, coloraciones verdes o
grisdceas que le dan mal aspecto al producto. La accidn de
los microorganismos en la elaboracién de los cosmeticos debe
tenerse en cuenta por las siguientes razones: las
enfermedades de la piel en su mayoria son ocasionadas por
microorganismos, los malos olores corporales también son
causados por microorganismos, se debe tener en cuenta que las
preparaciones cosméticas pueden dafiarse en la etapa final de
preparacidén, por bacterias, virus, levaduras y hongos, si ha
estos no se les adicionan preservantes que tiendan a inhibir

el crecimiento de los microorganismos. (6)

S&nchez Maria M. en 1,981 realizd el trabajo de tesis
"Microbiologia en cosméticos", en el cual presenta un
andlisis microbioldgico, seglin las recomendaciones de la Food
and Drug Administration (F.D.A.) vy de la Cosmetics, toilet
and Food Administration (C.T.F.A.) en 460 cosméticos, los
cuales fueron elaborados en Guatemala, tanto por 1abofatorios

nacionales como extranjeros que funcionan en el Pais (7).

Mulberry Gayle K, en 1,987 realizd en estudio "Tiempo de
reduccidén decimal", que consistid en el tiempo requerido para
la ..inactivacidén del 90% de microorganismos expuestos al

producto en estudio, dentro de las desventajas presenta, que
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la evaluaciébn de la eficacia de los preservantes
antimicrobianos no puede hacerse cuantitativamente, ademas
hace mencidén de otros dos métodos, ei test denominado "Reto y
muerte ripida" y el test "Acelerado para preservantes", estos
tres métodos constituyen una modificacién del método original
"Efectividad de preservantes antimicrobianos de la farmacopea

de los Estados Unidos" (USP XXII). (7)

Chang ME, en 1,989 realizd el estudio de tesis
"Comparacién de la efectividad antimicrobiana de dos métodos
de sanitizacidén en el equipo principal de procesos y
envasados en la industria cosmética", en &l compara 1los
métodos de vapor saturado y de sanitizantes quimicos, usando
la técnica de Swab test, siendo el método de vapor saturado

el de mejores resultados (8)

Cordén Rosa M. en 1.990 realizd el trabajo de tesis
"Evalucién de la efectividad de preservantes antimicrobianos
en champt de bebé fabricados en Guatemala", en el cual
analizd 24 muestras de un total de 30, las cuales se
encontraron dentro de las especificaciones con respecto a su
contenido microbiano utilizando la técnica descrita por la
farmacopéa de los Estado Unidos de América XVII, obteniendo
que para la mayoria de muestras los preservantes fueron
efectivos, no encontrando ninguna muestra donde el
preservante fuera inefectivo para los cinco microorganismos.

(9)




Mufioz J., en 1990 eﬁ su estudio de tesis "Evaluacién de
la eficacia de preservantes quimicos utilizados en lociones
para manos elaboradas en Guatemala", en dicho estudio incluye
las caracteristicas de un preservante ideal, concluyendo que
el sistema de preservantes utilizados en lociones para manos
es eficaz, ya que inhibe significativamente el crecimiento de

estos microorganimismos. (10)

Alas Gordillo, en 1990 en su estudio de tesis "Eficacia
de preservantes antimicrobianos en champG", determindé por
métodos microbiolbgicos, la eficacia de 1los preservantes
antimicrobianos, utilizados en la manufactura de champq,
obteniendo que de un total de 30 muestras analizadas .. 10
resultaron fuera de los limites microbianos establecidos por
la Farmacopea'Americana, incluyendo en dicho estudio
productos elaborados tanto por laboratorios nacionales como

transnacionales., (11)

Aunque los rayos solares son necesarios para la sintesis
de vitamina D3 en la piel y estos son usados terapéuticamente
(fototeripia) en ictericia neonatal, psoriasis y desbrdenes
relacionados con pdapulas, los rayos solares van produciendo
efectos adversos agudos sobre la piel (quemaduras, y en
asociacidén con drogas inducen a la fototoxicidad aguda).
Estos aumentan los efectos adversos crdmicos sobre la piel
(por ejemplo son la elastdsis actinica, keratdsis actinica

premalignica, carcinoma de células escamosas, formacidn de




catarata nuclear, alteracidn del sistema inmune causando

incompetencia selectiva inmune de 1la piel) (Pathak 1,987;
Concilio sobre asuntos cientificos, 1,989). Aunque la piel
tiene defensas naturales contra la radiacién wultravioleta
(UVR) (por ejemplo, la presencia de Keratina, melanina,
betacaroteno, &cido urénico y la enzima reactiva alimentadora
de oxigeno dismutasa peréxido y  reductasa glutatidn
peroxidasa), las medidas profildcticas son recomendadas para
todos los grupos de edad, particularmente infantes y nifios,
para limitar la exposicidén a los rayos ultravioleta (UVR) vy
asi minimizar la duracidén del impacto (Pathak 1,987).

Algunas medidas incluyen el uso de ropa protectora como
también de productos protectores y bloqueadores quimicos y
fisicos.

La radiacién solar consiste en rayos ultravioleta (6%),
visible (48%), e infrarrojos (46%); la radiacibén ultravioleta
es la mas distante y se subdivide en tres categdrias: (1) Uva
o ultravioleta cercana, 320 a 400 nm; (2) UVB o ultravioleta
media, 290 a 320 nm; y (3) UVC o wultravioleta lejana, 200 a
290 nm. La radiacidén UVC es filtrada por la capa de ozono en
la estratosfera y no penetra en la superficie terrestre, no
ocurre apreciable pigmentacién con 1la radiacidn solarlUVC,
sin embargo el potencial de accién eritemotbgeno de la
radiacién UVC es mayor que de la radiacibn UVB.' La radiaciédn

UVC puede ser emitida por medios artificiales, siendo un

germicida débil.
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A nivel del mar, durante los meses de wverano, la
radiacidén solar ultravioleta UVB o ultravioleta media es
alrededor de 0.5% vy de UVA o ultravioleta cercana de 6.3%.
Aproximadamente el 90% del total de rayos ultravioleta (UVR)
es UVA, pero 1los rayos UVB son de 800 a 1000 veces méas
eritematdgenos y meianogénicos que los rayo UVA.  La
variacidén estacional ocurre entre junio y diciembre; siendo
la intensidad de radiacion UVA (doble) y 1la UVB (decuple),
generalmente se acepta que la radiacibébn UVA cuenta con
alrededor de 1/6 del total potencial de eritematosis vy
melanosis de la radiacién ultravioleta , sin embargo la UVA
puede también, causar efectos adversos de radiacidn y es
sabido que puede agravar los efectos de la radiacién UVB
induciendo carcinogénesis en la piel, y es el espectro
principal de rayos responsables de 1la reaccidén de drogas
fototbdxicas. Desafortunadamente los cosméticos quimicos
aceptados, protectores solares, son menos efectivos contra la
radiacidén UVA, pero 1las investigaciones han desarrollado
protectores solares de amplio espectro”que estan en camino; y
los resultados preliminares son estimulantes (Gange let al,

1,986).

La sensibilidad al sol y 1la habilidad para producir
pigmentacidén varia en la totalidad de individuos. Por lo que
la piel ha sido clasificada en seis tipos (Table # 1). Esta

clasificacién es en base a los primeros 45 a 60 minutos del
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medio dia expuestos al sol 4de1 verano, después de la no
exposicidén al sol durante 1la estacién de invierno, los
individuos de piel clara con piel normal requirieron
solamente de 10 a 20 minutos de exposicién a 1los rayos
solares, para desarrollar susceptibilidad al quemado (dosis

minima para eritema MED).

La FDA ha aprobado alrededor de 25 compuestos qﬁimicos
para ser usados en protectores y bloqueadores solares, estos
incluyen el &cido para-aminobenzbéico (PABA) y sus esteres,
benzofenonés, cinamatos y derivados del salicilato, cuyo
espectro de absorcién es esencialmente limitado a las bandas
de radiacién UVB (260-320), s6lo algunas benzofenonas vy ..
derivados del cinamato tienen un espectro de absoréién que
cubre la radiacién UVB y una parte de las bandas de radiacién
UVA (270-360). E1 compuesto quimico  4- terbutil-4-
metoxidibenzoilmetanol (Parsol, 1,987), predominantemente
absorbe en las bandas de radiacibén UVA (Gange, et alv1,986;
Pathak, 1987; Lowe et al. 1,988), recientemente este fue
combinado con el padimato en una formulacibén veterinarié, la
cual absorbe entre 260- 380 nm sin embargo é&ste no hé sido

admitido como cosmético.

Los protectores solares fisicos, (6xido de zinc, caolin,
dioxido de titanio) dispersan o digipan la radiacién
ultravioleta y visible y asi son opacados todos los rayos de

onda larga. Estos agentesg son ocasionalmente referidos como
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blogqueadores solares porque  ofrecen proteccidén desde el
espectro de radiacidn ultravioleta Yy visgible. Son
especialmente usados para proteger seleccionadas partes del
cuerpo (ejemplo nariz, mejillas y  hombros) pero son

cosméticos no admitidos por su color y arenosidad.

Los protectores gsolares quimicos son ahora clasificados
con un factor de proteccidn solar (SPF) este rango Vé de 2 a
30 o mds, del nGmero 2 al 15 son considerados bronceadores y
del 15 en adelante bloqueadores solares. Este factor es
definido como el radio de la dosis total de energia
ultravioleta requerida para producir una dosis minimé de
eritema (MED). El protector solar esg utilizado totalmente
para producir alguna reaccién exterior. El test del factor
de proteccidén solar es basado solamente sobre la radiacién
UVB, no de la radiacidén UVA. (Lowe et al, 1988 B). Cinco
categorias de productos estédn basados en nGmero de factores
de proteccidn solar SPF; SPF de 2-4 proteccidédn minima de
quemado, permite el bronceado; SPF de 4-6 proteccibn
moderada, permite el bronceado; SPF de 6-8 extra proteccidn
para la quemada, permite un bronceado limitado; SPF de 8-15
méxima proteccidén de quemado, también permite un bronceado
limitado; SPF arriba de 15, total proteccibén de quemado y no
permite el bronceado. Los valores de SPF arriba de 15 son
raramente necesarios, las autoridades ponen un limite de 15
para minimizar la sobre exposicidén a los agentes quimicos en

las formulaciones y porque éstos valores proporcionan
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suficiente proteccién para casi toda la exposicidén externa.

Los protectores solares son especialmente indicados pra
individuos con piel de tipo I, 1II, III para los de tipo IV y
V (ver anexo) también pueden derivar considerable proteccién
contra el dafio agudo y crénico de la piel. La seleccidn del
factor solar de proteccibn de un protector solar es
importante, particularmente para infantes y nifios (Stern, et
al, 1,986; Hurwitz 1,988) ya dque elloé tienen was
sensibilidad en la piel que los adultos. (11)

En los fGltimos afilos se ha manifestado wuna seria
preocupacién por parte de productores, investigadores vy
legisladores, debido a los riesgos y peligros potenciales
derivados de la contaminacién micribioléfica de preparados

farmacéuticos y de productos de cosmética e higiene. (12)

La accién de un conservador depende de su actividad
biolégica intrinseca, de su disponibilidad y del pH.
Mientras que la efectividad de los preservantes depende de la
susceptibilidad del microorganismo al preservante,
interaccidén de ingredientes y preservantes, seleccién del
preservante, y aspectos de seguridad.

Aalto y Col vy Bandelin sefialan quella actividad de los
ésteres del &cido para-hidroxibenzéico casi no es afectado
por el pH. (13)

Wickliffe y Entrekin en un estudio de preservacién a

largo plazo con los parabenog y ésteres del  Aacido
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vainillinico utilizando tierra del suelo como fuente de
microorganimos para probar la eficacia del conservador
geflalan que la hidrdélisis de 1los ésteres que se puede
producir con el tiempo, es capaz.de producir el colapso del
sistema inhibitorio del desarrollo microbiano. Esto
significa que no hasta la preservacidn de un producto en el
momento de la fabricacién si no se dan al mismovtiempo
seguridades al consumidor en cuanto a una  potencial
contaminacién uno, dos o tres afios luego de ser adquirido o
de salir de la fébrica.

Sustancias basicas como las aminas y muchos compuestos
de amonio cuéternario son mids activas a ﬁiveles mas altos de
pPH, Mueller y Seeley, probaron un cloruro de alquildime-
tilhencil amonio a diferentes valores de pH, y hallaron que
mientras se requeria una concentracidén de 100 ppm a pH 3 para
producir una morbilidad de 99.99%, a pH de 9 sb6lo era
necesario una concentracidén de 10 ppm.

Todo el grupo de los compuestos de amonio cuaternario
ofrecen una desventaja, como antisépticos y como
conservadores, la cual radica en su falta de capacidad para
cumplir un amplio espectro, siendo menosg activo contra los
gérmenes gram negativos en general y las pseudomonas en
particular.

Los éstéres del &cido p-hidroxibenzdico, llamados por lo
comiin parabenos. El éster metilico es efectivo contra

bacterias aungue menos efectivo contra hongos. Sykes
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demuestra que la concentracién del éster metilico para la
destruccidn de bacterias en estado vegetativo en 24 horas es
de 0.15 a 0.20%, pero el éster propilico es inefectivo. Sin
embargo, frente a hongos en concentraciones de 0.012% es
efectivo. Por lo regular se usan mezclas de ésteres metilico
y propilico, esta mezcla es sinérgica como lo son otras
mezclas de ésteres, en el andlisis microbiolégiéo de
materiales y soluciones conteniendo parabenos. Myawwayki y
Col sefialaron que los ésteres metilico y propilico perdian
actividad por la presencia de polietilenglicoles, polivinil-
pirrolidona y gelatina.

El alcohol bencilico se usa desde hace unos treinta afios
como conservador especialmente en inyectables.

Richards y Macbride compararon la actividad de 1los

alcoholes bencilico, estilenbencilico y fenilelitico frente a

Pseudomonas aeruginosa, resultando el alcohol etilbencilico
mas efectivo, siguiendole los alcoholes feniletilico vy

bencilico con niveles decrecientes de actividad.
El formaldehido, se usa bastante para la conservacidn de

productos de tocador, especialmente desde 0.005% a 0.05%.
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JUSTIFICACIONES

Los productos de tocador no son estériles, debido a ello
el control microbiolégico de estos productos es muy
importante, por estar expuestos a un alto grado de
contaminacidén microbiana que puede deberse a la materia
prima, agua, equipo de manufactura, medio ambiente, higiene
personal de operarios >y material de empaque, dado que
productos contaminados microbioldégicamente pueden afectar la

salud de quien lo utiliza causando dafio a la piel.

Se considera de importancia realizar estudios tendientes
a conocer la efectividad de los preservantes antimicrobianos,
utilizados en la industria cosmética guatemalteca para la
elaboracidén de los blogqueadores solares, debido a que por su
amplia comercializacidén, consumo en la actualidad y por ser
producto de dosis mGltiple se encuentran expuestos a la
contaminacién involuntaria durante su uso, por 1lo dgue es
necesario un sistema preservante que asegure su estabilidad

durante su tiempo de vida.
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5. OBJETIVOS

Verificar la calidad microbioldégica de productos de
tocador elaborados  por la industria cosmética
nacional. |

Determinar la eficacia de los preservantes
antimicrobianos usados en la elaboracién de 1los
bloqueadores solares, a través de  métodos
microbiclbégicos.

Investigar la presencia de microorganismos en los
blogqueadores solares, fabricados por los
laboratorios cosméticos en Guatemala, determinando

si se encuentran dentro de las especificaciones.
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6. HIPOTESIS

Los preservantes antimicrobianos usados en los
blogqueadores solares, fabricados en Guatemala - por
laboratorios cosméticos, son efectivos contra los
microorganismos patdgenos siguientes: Candida albicansg,

E -11 . E l .!. 1- E : e .»

Staphylococcus aureus, debido a que inhiben su crecimiento.
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7. MATERIALES Y METODOS
Universo de trabajo; esta constituido  por 15
blogqueadores solares en su recipiente final, fabricados
por cinco de los laboratorios cosméticos nacionales, que

elaboran los mencionados productos.
Medios

7.2.1 Recursos Humanos:
- Ingrid Rosana Bautista Fuentes, TESISTA
- Lic. Estuardo Serrano Vives ASESOR
7.2.2 Recursos Materiales:
- Medios de cultivo
- Agar de soya-caseina (CASO)
- Reactivos:
| Solucidn salina estéril
Polisorbato 80
Solucién de BACL2 al 1.0%
Solucibén de H2S04 al 1.0%
- Materiales:
Cajas de petri descartables.
Pipetas seroldgicas.
Recipientes de vidrio con tapdn de rosca.
Probetas graduadas.
Frascos erlenmeyer pyrex.
Mechero bunsen.

Estufa eléctrica.
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Autoclave.

Incubadora.

7.3 Procedimiento.

7.3.1 Conteo aerdbico en placa:
‘ | - Del recipiente original tomar 1.0 ml de muestra y
adicionarlo a 9.0 ml de solucidén salina estéril al
0.1%, homogenizar.
- Tomar 1.0 ml de la dilusién anterior y agregarlo
a una caja de petri estéril, adicionar de 18 a 20
ml de agar CASO a una temperatura de 45-500C,
homogenizar y dejar solidificar.
- Incubar a 350C por 48 horas.
- Luego de la incubacibén examinar el crecimiento,
contar el nGmero de colonias y expresar como
unidades formadoras de colonias por mililitro de
muestra. Si no hay crecimiento de la dilucidn 1:10
de muestra, en resultado se expresara como: menos
de 10 unidades formadoras de colonias por mililitro
- (UFC\ml) de muestra. Calcular el namero de
colonias por muestra, de la manera siguiente:

No. de colonias x No. de dilicidn

Alicouta sembrada de la dilucién
- 8i 1la muestra excede los limites microbianos
sugeridos (1000 microrganismos) por mililitro de

muestra, no debe utilizarse para evaluar la
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efectividad del préservante.

- Recuento de levaduras y mohos, se cambia el
medio de cultivo, por sabouraud dextrosa y la
temperatura de incubacidén a 20-250C por 5-7 dias,

los demds pasos son iguales al conteo de bacterias.

.2 Preparacidén del inéculo E, c¢oli, S. aureus,
P.aeruginosa. |

- Apartir de un cultivo stock de microorganismos
inocular la superficie de agar soya-caseina (Agar
CASO) . |

- Incubar el cultivo de 18-24 horas a 350C.

- Adicionar 3 ml de solucién salina estéril,
dejandola resbalar por las paredes del recipiente;
lavar la superficie con esta solucién.

- Transferir la suspensién inoculada a un tubo
estéril.

~ Adicionar alicuotés de la suspensidn inoculada a
un tubo estéril conteniendo solucidn salina
estéril, hasta igualar la turbidez del estéandar 1
de McFarland (se obtiene una concentracidn de 300
millones de bacterias por mililitro).

- Apartir de 1la suspensién anterior preparar una
dilucidén 1:100 agregando 1.0 ml de la suspensibn
inoculada a 99 ml de solucidn salina estéril).

- Determinar el nimero de unidades formadoras de

coloniasg por mililitro (UFC/ML) en cada suspensidn
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mediante la técnica del conteo aerdbico en placa.

- Se cambia el medio de cultivo, por sabouraud y

la temperatura de incubacidén a 20-250C durante 48
. horas, los demds pagos son iguales a la preparacidn

del indculo de bacterias.

Agperguillug niger:
- El medio de cultivo cambia a sabouraud y su
tiempo se incubacidén es de 7 dias a una temperatura

de 20-250C.

- Una modificacién a 1la técnica, es .que la
solucidén salina que se agrega en el paso 3 tiene
que contener 0.05% de polisorbato 80 estéril, 1los
demias pasos son iguales a los de preparacién del

indculo de bacterias.

7.3.3 Evaluacién del preservante:
Procedimiento:

- Agépticamente transferir 20 ml de muestra de
blogqueadores solares a un recipiente estéril con
tapdn.

- Inocular 1.0 ml de 1la suspensidén de trabajo
(preparada en el numeral 6.3.2 preparacidén del
indculo), para cada uno de los microorganismos.

- Incubar a 20-250C.

- Determinar en cada uno de las muestras el nGmero
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de microorganimos viables a los 7, 14, 21, y 28
dias, mediante la técnica de conteo aerdbico en

placa.

7.3.4 Interpretacidén de los resultados.
El preservante antimicrobiano es efectivo si:
- La concentracién de bacterias viables es
reducida al 0.1% de la concentracibén inicial al dia
14.
- La concentracién de moho y levaduras viables es
igual o estd debajo de 1la concentracibén inicial al
dia 14.
- La concentracidén de cada microorganismo testigo
permanece igual o por debajo de la concentracidn

inicial a los 28 dias. (6)

| 7.4 Diseflo de la investigacién.

7.4.1 Tipo de muestreo:

Aleatorio para elegir los diferentes estable-
cimientos de la ciudad capital donde se obtendrén
por conveniencia 1las 15 muestras a ser analizadas,
de los cinco laboratorios nacionales fabricantes de
bloqueadores solares, en donde por marca se tomaran
tres muestras.

.2 Analisis de resultados:

Descriptivo (Graficas, %), en donde se




25

representa si los bloqueadores cumplen con las
especificaciones de menos de 1000 wmicroorganismos
por mililitro para este tipo de productos, de
cumplir se evaluara si los preservantes son
efectivog contra los c¢inco microorganismos que se

le inocula a la muestra.
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8. RESULTADOS

De las 15 mwuestras de blogueadores solares recolectadas en
supermercados localizados en diferentes centros comerciales
de la ciudad capital, provenientes .de 5 laboratorios
nacionales que se dedican a la elaboracidén de este cosmético,
Yy que se seleccionaron en base a un muestreo aleatorio, se
descarto una muestra (6.67%), debido a que en el. conteo
inicial efectuado (tabla 1) por el método de conteo en placa
para aerobios se obtuvo un recuento que sdbrepaso los limites
establecidos por la CTFA (1000 UFC/g de muestra). Las
restantes 14 muestras presentaron recuentos menores de 10
UFC/g de muestra, observando que el 93.37%'de las muestras de
bloqueadores solares cumplen el requisito establecido por la
CTFA y USP (tabla No. 1).

Para determinar la actividad antimicrobiana de los
preservantes en las formulaciones, se inocularon en cada
muestra, cantidades mayores de 106 UFC/g de muestra (tabla 2)
de las cinco cepas utilizadas en este estudio, realizando
conteo a los 7, 14, 21, y 28 dias (tablas 3-7), al evaluarse
la actividad del preservante; las 14 muestras presentafon una
concentracidn menor de 100 UFC/g de wuestra, de 1log cinco

microorganismos inoculados (grafica 3-7).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Para la confiabilidad estadistica de los resultados, se
utilizaron tres muestras de bloqueadores solares provenientes
de un mismo laboratorio fabricante, evaluando cinco.
laboratorios, completando un total de 15 muestras. Las
muestras no garantizan sger de wun mismo lote, debido a que
és;as fueron adquiridas en supermercados diferentes.

Las muestras se obtuvieron directamente del lugar de
comercializacibén debido a que al obtenerlas directamente
delfabricante, implicaria que el producto obtenido no
reflejara a cabalidad la calidad de los mismos; asi mismo, 1la
obtencién de los mismos se dificultaria.

De las 15 muestras ahalizadas, hubo una muestra (6.67%) que
presento a las 48 horas de incubacién, concentracién
bacteriana arriba de los limites establecidos (1000 UFC/g de
muestra) durante el recuento inicial, pudiendo inferir con
ello que el laboratorio fabricante no esta cumpliendo al 100%
las Buenas Practicas de Manufactura o una posible falla
debido a que el sistema de preservantes, concentracidn y/o
calidad de estos no es la adecuada, a que existan
incompatibilidades dentro de las formulaciones entre
preservantes y otra materia prima, o a que la materia prima
y/0 el equipo que esta en contacto directo con el productos
durante la manufactura estén contaminados.

La Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los
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preservantes se realizé en las muestras que presentaron un
conted abajo de 1000 ufc/g de muestra (93.37%) en el recuento
inicial.

Para ello se les inoculdé con cinco cepas ATCC de 1los
microorganismos ya mencionados, en concentraciones mayores de
10 ufc/g de muestra, con el riesgo que esta alta carga de
microorganismos impidiera el conteo, al agotarse el
preservante, pero los resultados obtenidos a los 7, 14, 21, y
28 dias, fueron satisfactorios, ya gue no se obtuvieron
recuentos mayores de 200 ufc/g de muestra, lo dque nos puede
indicar lo siguiente:

- El sistema preservante utilizado es compatible con los
ingredientes de la formulacidén y cubre los diferentes tipos
de microorganismos, lo que les permite controlar el
crecimiento de los microorganismos inoculados.

- La concentracién de los preservantes utilizados, se
encuentran fuera de las concentraciones mdximas sugeridas, lo
que impide el crecimiento de microorganismo.

Del 6.67% de muestras no evaluadas, puede suponerse que los
laboratorios fabricantes no cumplen con las Buenas Practicas
de Manufactura (BPM) o 1los preservantes no son eficaces por
varias causas como baja concentracién de los preservantes,
mala selecidn del preservante antimicrobiano Y. la
incompatibilidad del preservante . e ingredientes de 1la

formulacién.
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La Farmacopea de 1log Estados Unidos (USP XXII) recomienda
hacer conteo a los 7, 14, 21, 28 dias, indicando que si al 14
dia de hacer el inoculo no hay crecimiento significativo, no
es necesario realizar el conteo a los 21 y 28 diés.

Debido a que el presente estudio es de investigacidén, si se
realizd el conteo a los 21 y 28 dias, obteniendo los mismos
resultados del dia 7, sin embargo al realizar la evaluacidn
de la eficacia de preservantes de una manera rutinaria, al no
existir crecimiento significativo en los primerogs recuentos

se pueden obviar los recuentos a los 21 y 28 dias.
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10. CONCLUSIONES

10.1 Seglin las muestras analizadas, el 93.37% de bloqueadores
solares elaborados por laboratorios mnacionales, cumplen con
los requisitos de la CTFA en relacién con el contenido

microbiano.

10.2 E1 6.67% de los bloqueadores solares que s8e analizaron
elaborados por laboratorios mnacionales, no cumplen con los

limites microbianos establecidos por la CTFA.

10.3 El preservante o asociacién de preservantes utilizados
en los bloqueadores solares son eficaces, pues inhiben el
crecimiento microbiano despuéé de 1la inoculacibén con cepas
ATCC de Candida albicans. E. coli. P. aeruginosa. A. niger y

S. aureus.

10.4 La inhibicidén del crecimiento microbiano en los
blogqueadores solares, puede deberse a la utilizacibén de
preservantes a concentraciones arriba del 1limite superior

establecido por la USP XXIII.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Se recomienda al personal de Servicios de Salud de la
seccién de control de alimentos y medicamentos:

- exigir a los laboratorios fabricantes, que realicen un
control‘microbiologico estricto de cada lote elaborado
para garantizar la calidad microbiologica.

- Verificar que se cumplan las Buenas Practicas de
Manufactura en los laboratorios fabricantes de

productos de tocador.

11.2 Se recomienda a los laboratorios fabricantes, realizar
estudios de estabilidad microbiologica acelerada, para

determinar o seleccionar el sistema preservante mas eficaz.

11.3 Se recomienda realizar estudios que determinen la
concentracidén del preservante o preservantes utilizados en

los productos de tocador.
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13. ANEXOS

Organismos utilizados en el andlisis:

Céndida albicans (ATCC No. 10231)
Aspergillus niger (ATCC No. 16404)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC No. 9027)
Staphylococcus aureus (ATCC No. 6538)
Escherichi coli (ATCC No. 8739)

Preparacidén de los medios de cultivo:

El tipo y modo de preparacién de los medios de

cultivo listos para el uso, apartir de los
correspondientes medios deshidratados, son de
importancia decisiva para obtener una solucidn

transparente y un alto grado de eficacia, por ello es
necesario que el material quede completamente disuelto
Yy, por otra parte, que haya s8ido sometido lo menos
posible a calentamiento.

Para la preparacién de los medios debe utilizarse
agua destilada o totalmente desmineralizada, de reaccidn
neutra en lo posible pobre en gérmenes.

Los medios de cultivo no deben de verterse
demasiado calientes a las cajas de petri. para evitar la
formacién de agua de condensacidén, enfriarlos entre
45-400C, no deben de formarse burbujas al verter en las
placas.

Esterilizacién:

La temperatura y tiempo de esterilizacidén para 1.0
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litro de medio de cultivo, son de 121oC por 15 minutos,
si se tratan de cantidades mis grandes se debe prolongar
el tiempo de esterilizacién.

13.4 Medios de cultivo utilizados en el andlisis:
- . Agar CASO (agar-peptona de caseina peptonada de

harina de soya.)

"

. - Medio de cultivo exento de sustancias inhibitorias

y de indicadores. Corresponde a las especifica-

ciones de la USP XXII.

Por su rica y abundante base nutritiva estos medios de
cultivo son adecuados para el crecimiento de microorganismos
exigentes.. |

Agar CASO.

Composicién (g/litro)

Peptona de caseina.......... Q......i.... 15.0 g

Peptona de harina de soya............... 5.0 g

Cloruro de sodio...............; ........ 5.0 g

AGAr-agaY . .. i iseecenoroescansnsnscnaccens 15.0 g

Preparacidn:

Disolver 40g.litro, esterilizar en autoclave, pPH
7.3+0.1.

Agar Dextrosa Sabouraud:
Para cultivo, aislamiento e indentificacidn de
hongos patégenos, especialmente para dermatofitos por la
glucosa que contiene, y para levaduras y mohos es

preferible la maltosa. Para inhibir el crecimiento de
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bacterias, se ajusta elpr a 5.6.

Composicidén: (g/litro)

Peptona de carne..................... .... 5.04g
Peptona de caseina..........covvnunnnn. 5.0 g
D-GlUuCOSa. .. it ttittieeieneateansannns 20.0 g
Bt £ b ot T = s 17.0 g
Preparacidn:

Disolver 47 g/litro y esterilizar en autoclave

recalentar, y no fundir de nueve pH 5.6 + 0.1.

Reactivo 1 de McFarland:

Composicidn:
Cloruro de bario (1.0% ........ccceceeenn 0.1 ml
Acido SuUlflirico. ...ttt ittt i annn. 9.9 ml

Densidad de Bacterias 300 millones por mililitro.
Solucién salina estéril TS:
Composicidn: (qg/litro)

Cloruro de Sodio...... ittt ienennnnn 90.0 g
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RECUENTO TOTAL AEROBICO
SEGUN LIMITES DE CTFA

NO CUMPLEN (6.7%)

CUMPLEN (93.3%)
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RECUENTO DEL INOCULO DE
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RECUENTO DEL INOCULO DE
E. Coli EN LAS MUESTRAS
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RECUENTO DEL INOCULO DE
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TABLA No. 1

RECUENTO INICIAL DE AEROBIOS TOTALES EN BLOQUEADORES

No. MUESTRA
1

W oW

(=2}

10
11
12
13
14
15

SOLARES

DILUSION

1/10
1/10
1710
1/10
1710
1710
1/10
1/10
1/10
1/10
1/10
1710
1710
1/10
1710

CONTEO EN UFCIG

10
10
10
100
10
MAS DE 100
10
10
10
10
10
10
10
10
10




TABLA No. 2

CONCENTRACION DE LOS INOCULOS UTILIZADOS

INOCULO DE:

A. BACTERIAS
Escherichi coli
Sthaphylococus aureus
P. aeruginosa

B. HONGO
Aspergillus niger

C. LEVADURA
Candida albicans

DILUCION

1/100
1/100
1/100

1/100

1100

CONCENTRACION UFC/ML.

Mas de 10.
Mas de 10.
Mas de 10.

Mas de 10.

Mas de 10.
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TABLA No. 3

RECUENTO DEL INOCULO DE Candida albicans EN MUESTRAS
DE BLOQUEADORES SOLARES

RECUENTO EN UFC/G de muestra a los

No. DE MUESTRA 7 dia 14 dia 21 dia- 28 dia
1 100 100 100 100
2 100 100 100 100
3 100 100 160 100
4 100 100 100 100
5 100 100 100 100
6 100 100 100 100
7 100 100 100 100
8 100 100 100 100
9 100 100 100 100
10 100 100 100 100
11 100 100 100 100
12 100 100 100 100
13 100 100 100 100
14 100 100 100 100
15 100 100 100 100
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TABLA No. 4
RECUENTO DEL INOCULO DE Escherichia coli EN MUESTRAS DE
BLOQUEADORES SOLARES
No. de Muestra RECUENTO EN UFC/G DE MUESTRA A LOS

7 dia 14 dia 21 dia 28 dia

1 100 100 100 100
2 100 100 100 160
3 100 100 100 100
4 100 100 ‘ 100 100
5 100 100 ' 100 100
6 100 100 100 100
7 100 100 100 100
8 100 100 100 100
9 100 100 100 100
10 100 100 100 100
11 100 100 100 100
12 100 - 100 100 100
13 100 100 100 100
14 100 100 100 100
15 100 100 100 100
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TABLA No. 5

RECUENTO DEL INOCULO DE Staphilococcus aureus EN MUESTRAS DE
BLANQUEADORES SOLARES

No. de Muestra RECUENTO EN UFC/G DE MUESTRA A LOS

7 dia 14 dia 21 dia 28 dia

1 100 100 100 : 100
2 100 100 100 100
3 100 100 100 100
4 100 100 100 100
5 100 100 100 100
6 100 100 100 100
7 100 100 100 100
8 100 100 100 100
9 100 100 100 100
10 100 100 100 100
11 100 100 100 100
12 100 100 100 100
13 100 100 160 100
14 100 100 100 100
15 100 100 100 100
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TABLA No. 6
,'_3 DESCUENTO DEL INOCULO DE Aspergillus niger EN MUESTRAS DE
» BLOQUEADORES SOLARES
No. DE MUESTRA RECUENTO EN UFC/IG DE MUESTRA A LOS

7 dia 14 dia 21 dia 28 dia
i 100 100 100 100
2 100 100 100 100
3 100 100 100 100
4 100 100 100 100
5 100 100 100 100
6 100 100 100 100
7 100 100 100 100
8 100 100 100 100
9 160 100 100 100
10 100 100 100 100
11 100 100 160 100
12 100 100 100 100
X 13 100 100 100 100
* 14 100 100 100 100

100 100 100 100

15
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