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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se desarrollé la metodologia a
seguir en el estudio de la determinacidbn microbiologica para analizar la
capacidad bactericida de los ingredientes activos de los desinfectantes. Para

dicho andlisis se utilizdé el método del coeficiente fendlico.

Se toma como tema de investigacion los ingredientes activos de los
desinfectantes, ya que en la actualidad se desarrollan desinfectantes para la
industria en general, sin tomar en consideracion la sinergia de las materias
primas incluidas, lo cual es un factor critico al considerar la eficiencia de los

desinfectantes.

La metodologia que se utiliz6 — método del coeficiente fendlico -, se
fundamenta en la capacidad bactericida de una dilucion de desinfectante a
razon de la capacidad bactericida de una diluciébn de fenol, ante cepas
establecidas - Salmonella typhi ATCC 6539, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 -, y estas incubadas durante un

tiempo determinado.

El trabajo se concluyé con la determinacion del ingrediente activo més
eficiente para un desinfectante en funcion de la capacidad bactericida del
mismo, resultando ser este el amonio cuaternario, frente al alcohol etilico 95% y
PVP — lodine. Se analizé también, la interaccion del amonio cuaternario con las
demas materias primas que componen la formulacion de un desinfectante y

posteriormente se desarrollo una formulacion, la cual fue analizada para

XI



comprobar la capacidad bactericida del amonio cuaternario dentro de una

formulacion, la cual result6 eficaz.
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OBJETIVOS

General

» Determinar microbiolégicamente utilizando el método del coeficiente
fendlico, la capacidad bactericida del amonio cuaternario, alcohol etilico
95% y PVP — lodine.

Especificos:

1. Analizar la capacidad bactericida de los tres ingredientes activos
desinfectantes mas utilizados en la actualidad.

2. Estudiar los pardmetros a considerar con respecto al ingrediente activo
de mejor capacidad bactericida.

3. Desarrollar una correcta y eficaz formulacién de un desinfectante.

4. Determinar microbiolégicamente la capacidad bactericida del

desinfectante planteado.

HIPOTESIS

El amonio cuaternario es el compuesto quimico que tiene la capacidad
bactericida mas efectiva, frente a la capacidad bactericida del alcohol etilico
95% y PVP — lodine.
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INTRODUCCION

Los desinfectantes juegan un papel primordial en los procesos de
asepsia de todo tipo de industrias, como ingrediente principal en la desinfeccion

de los equipos de procesos.

Actualmente, en el disefio de las formulaciones de los desinfectantes, no
se toman en consideracion parametros de compatibilidad entre materias primas,
lo que deriva en la reduccion de la capacidad bactericida de los ingredientes

activos de los mismos.

Se presenta un estudio de la capacidad bactericida de los ingredientes
activos mas utilizados en la industria; y en funcién de una relacién costo
beneficio, se disefid6 una formulacion de desinfectante considerando los
parametros de compatibilidad correspondientes para el disefio de un

desinfectante de funcionamiento 6ptimo.

La funcionalidad de esta formulacién se comprobé utilizando el método
de coeficiente fendlico, mismo que se utilizd para determinar la capacidad
bactericida de los ingredientes activos y se comprob6 que esta no se altera con

respecto a los resultados obtenidos como solucion de ingrediente activo.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Desinfectante

Caracteristicas de un desinfectante. Se denomina desinfectante a un
proceso fisico 0 quimico que mata o inactiva a los microorganismos tales como
bacterias, virus y protozoos inhibiendo el crecimiento de microorganismos

patdgenos en fase vegetativa que se encuentren en organismos Vivos.

Los desinfectantes reducen los organismos nocivos a un nivel que no

dafian la salud ni la calidad de los bienes perecederos.

Los desinfectantes se aplican sobre objetos inanimados, como
instrumentos y superficies, para tratar y prevenir las infecciones. También se
utilizan para desinfectar la piel y otros tejidos antes de la cirugia o sea que
actian como antisépticos.

1.2  Terminologia general

1. Actividad microbiana: capacidad para matar microorganismos. La
sustancia quimica a bajas concentraciones deberda tener un amplio
espectro de actividad antimicrobiana.

2. Solubilidad: debera ser soluble en agua para un uso eficaz.

Estabilidad: deberd ser lo mas estable posible para no afectar su
capacidad germicida.

4. No toxica: debera ser letal a los microorganismos pero no toxica para el

hombre y los animales.



9.

Homogeneidad: la preparacion deber ser uniforme en su composicion de
manera que los ingredientes activos se encuentran en cada aplicacion.
No reaccionar con materiales organicos extrafios: cuando el
desinfectante reacciona con una proteina y otros materiales organicos,
ademéas de las bacterias, pierde mucho de su actividad germicida,
cuando se aplican en lugares ricos en materia organica.

Actividad germicida a temperatura ambiente: deberd actuar a
temperatura ambiente para que no sea necesario elevar la temperatura
del desinfectante para aplicarlo.

Capacidad de penetracion: la accion germicida se limitara al sitio de
aplicacion, es decir a las superficies.

No debe corroer ni tefiir: no debe danar los metales ni las telas.

10.Propiedad aromatizante: debe tener un olor agradable o inodoro.

11.Capacidad detergente: el desinfectante, ademas, debera ser limpiador de

manera que su capacidad limpiadora aumentara su capacidad
bactericida.

12.Disponibilidad: el compuesto debe estar disponible en grandes

cantidades y a precio razonable.

La actividad bactericida no esta solamente afectada por la composicion

quimica, sino, es grandemente afectada por factores fisicos como: solubilidad,

miscibilidad, grado de dispersion coloidal, ionizacion, tensién superficial y otras

propiedades menos definidas. Sin embargo, los desinfectantes pueden ser

comparados unos con otros y evaluados para varias aplicaciones, Unicamente,

por datos analiticos de la composicion con los resultados de exadmenes

bacteriolégicos.

El criterio final de la efectividad de un desinfectante es la demostracion de la

eficiencia en desinfectar bajo condiciones de aplicacion practica.



Entre los principales tenemos: El fenol, cresol, aceite de pino, alcohol
isopropilico, etc. Los ingredientes activos son complementados emulsificantes y

otros ingredientes inertes como el agua, colorantes, fijadores, etc.

1. Deben tener una buena concentracion de ingredientes activos lo cual
garantizara su efectividad y poder residual.

2. Si son desinfectantes para ambientes domeésticos deben de tener un
aroma agradable, para lo cual se le pueden adicionar esencias
aromaéticas, las cuales no alteran en absoluto el poder del ingrediente
activo.

3. No deben contener sustancias toxicas para el organismo humano o para
animales menores, esto quiere decir, que al aplicarse el producto este no

contamine.

1.3  Métodos de analisis microbioldgicos

 ElI principio de andlisis de desinfectantes implica el incluir
microorganismos seleccionados a una solucién de analisis por un
periodo de tiempo especificado, para luego evaluar su efecto en los
microorganismos.

* Los Métodos de analisis estan divididos en 2 categorias: Métodos de

laboratorio y analisis de uso.
1.4 Métodos de analisis de desinfectantes
Pruebas de laboratorio

» Use-Dilution Test: Verifica los microorganismos muertos en

una superficie dura.



* Suspension test: Verifica los microorganismos removidos
durante la limpieza y muertos en la solucion limpiadora
desinfectante.

Pruebas de uso

» Evaluacion en la superficie a tratar.

1.5 Eficacia microbiologica

Un agente Sanitizador - Antimicrobial es usado para reducir el nivel

microbiolOgico a un nivel seguro a traves de un proceso de descontaminizacion.

El énfasis es en tiempos de contacto mas corto y mas apegado a la realidad.



2. MARCO TEORICO

2.1  Definicibn — desinfectantes

Los desinfectantes son sustancias quimicas que inhiben o matan
microorganismos (cuadro). Los antisépticos son desinfectantes con baja
toxicidad para las células huésped por lo que pueden ser utilizados

directamente sobre la piel, las mucosas o las heridas.
La desinfeccion se define como el tratamiento fisico o quimico que
destruye a la mayoria de las formas vegetativas de los microbios o virus, pero

no de las esporas en o sobre una superficie inanimada.
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de cloro elevadas) elevadas)
S
Hexaclorofeno R R R R R R R R
(lento)
. S(a
Povidona, )
AS AS S |concentraciones| S R S S R
yoduro
elevadas)
Fenoles,
compuestos de
) AS | AS | % R S R R
amonio
cuaternario
Oxidantes
MS
fuertes, AS R R R S R R R R
a

cresoles

Clave: AS, altamente susceptible; S, susceptible; MS, moderadamente susceptible; R, resistente; V, variable; -

, sin datos.

Fuente: Bertram G. Katzung, MD, PhD, “Farmacologia basicay clinica”, pp. 951.

El proceso de desinfeccion previene la infeccion al disminuir el nimero
de microorganismos potencialmente infectantes, ya sea destruyéndolos,
removiéndolos o diluyéndolos. La desinfeccion puede realizarse por aplicacion
de agentes quimicos o por uso de agentes fisicos o el sistema de vapor a
presion (autoclave, 120° C), para matar a los microorganismos. A menudo una
combinacién de agentes es utilizada, por ejemplo, agua y calor moderado por
un cierto tiempo (pasteurizacion), oxido de etileno y calos humedo (un
esterilizante) o la adicion de un desinfectante a un detergente. Prevenir la
infeccion también puede lograrse mediante el lavado, el cual diluye el
microorganismo potencialmente infectante o estableciendo una barrera, por
ejemplo, guantes, condones o respiradores, los cuales previenen la entrada del

patdgeno en el huésped.

La evaluacion de la eficacia de antisépticos, desinfectantes vy

esterilizantes, aunque aparentemente simple en principio, es compleja. Los



factores de cualquier evaluacién incluyen la resistencia intrinseca del
microorganismo, el numero de estos, las poblaciones mixtas de
microorganismos, la cantidad de material organico (p. €j., sangre, heces, tejido),
la concentracion y estabilidad del desinfectante o el esterilizante, el tiempo, la
temperatura de exposicion, el pH, la hidratacion y la fijacion del agente a las
superficies. Los ensayos estandarizados especificos de actividad se definen
para cada uso. La toxicidad para los humanos también debe ser evaluada. En
EUA, la Environmental Protection Agency (EPA), regula los desinfectantes y los

esterilizantes, mientras que la FDA regula los antisépticos.

2.2 Ingredientes activos desinfectantes

2.2.1 Fenoles

El fenol como tal (quiza el mas antiguo de los antisépticos quirdrgicos) ya
no es utilizado como desinfectante, debido a sus efectos corrosivos sobre el
tejido, a su toxicidad en caso de absorcién y a sus efectos carcinogénicos.
Estas reacciones adversas son minimizadas al formar derivados, en los cuales
un grupo funcional reemplaza al &tomo de hidrogeno del anillo aromatico. Los
agentes fendlicos comunmente utilizados son o-fenilfenol, o-benzil-p-clorofenol
y p-amilfenol terciario. A menudo se utilizan mezclas de derivados, algunos de
ellos son los destilados de alquitrdn mineral, por ejemplo, cresoles y xilenoles.
La absorcidn e irritacion de la piel ocurre aun con estos derivados, por lo que es
necesario un cuidado apropiado cuando se utilizan. Con frecuencia se agregan
detergentes a las formulaciones, para limpiar y remover material organico que

puede disminuir la actividad de un compuesto fenol.

Los compuestos fendlicos destruyen las paredes celulares y las
membranas, precipitan las proteinas e inactivan a las enzimas, son bactericidas

(incluyendo las micro bacterias), fungicidas y capaces de inactivar virus



lipofilicos, pero no son esporocidas. La dilucion y el tiempo de exposicion

recomendadas por el productor deben seguirse.

Los desinfectantes fendlicos se utilizan para descontaminar superficies
duras en hospitales y laboratorios, por ejemplo, pisos, camas, bancos o
maquinas, pero no son recomendados para su uso en cunas, en especial, en
guarderias, ya que su uso se ha relacionado con hiperbilirrubinemia. La
utilizacion de hexaclorofeno, como desinfectante de la piel, ha producido edema
cerebral y convulsiones en recién nacidos prematuros y, ocasionalmente,

también en adultos.

2.2.2 Alcoholes

Los dos alcoholes més utilizados para la desinfeccion y la antisepsis son
etanol y alcohol isopropilico (isopropanol). Son de accion rapida, destruyendo
bacterias vegetativas, M. tuberculosis, muchos hongos e inactivando virus
Lipofilicos. La concentracidn bactericida optima es de 60 a 90% por volumen en
agua, probablemente actian por desnaturalizacion de proteinas y no son
utiizados como esterilizantes debido a que no tienen accion esporocida ni
penetran al material organico que contiene proteinas, por lo que no pueden ser
activos contra el virus hidrofilicos y la accion residual escasa se debe a que se
evaporan completamente. Los alcoholes son utiles en situaciones donde el
agua corriente no esté disponible para lavar con agua y jabén.

Son inflamables y deben resguardarse en areas frescas y bien

ventiladas.

Halégenos — Yodoforos

Los yodoforos son complejos de yodo con un agente tensoactivo como

polivinil pirrolidona (PVP; povidona-yodo). La cantidad de yodo libre es baja,



pero es liberada de la solucion cuando esta es diluida. Los yodéforos retienen la
actividad del yodo destruyendo bacterias vegetativas, micobacterias, hongos y
virus que contengan lipidos. Pueden ser esporocidas con exposicion
prolongada y utilizarse como antisépticos y desinfectantes ya que se libera
yodo. La dilucién puede liberar una mayor cantidad de yodo libre y una solucién
de yododforo debe diluirse de acuerdo con las instrucciones del productor, a fin

de obtener la mejor actividad. L

Los yoddforos son menos irritantes y tienen un amplio espectro de

accion, incluyendo a las esporas.
2.3  Conceptos Generales

Los desinfectantes son sustancias quimicas que inhiben o matan
microorganismos. Un desinfectante es un agente quimico capaz de destruir
bacterias patdgenas o causantes de enfermedades pero no esporas 0 virus.
Desde un sentido técnico un desinfectante debe ser capaz de reducir el nivel de
bacterias patdégenas en un 99.999% dentro de un lapso de tiempo mas amplio

(mayor a 5 minutos y menor al10).

La desinfeccion se define como el tratamiento fisico o quimico que
destruye a la mayoria de las formas vegetativas de los microbios, pero no de las

esporas en 0 sobre una superficie inanimada.



Tabla Il. Parametros de funcionalidad

Rango de Concentracion Efecto de la Efecto de organicos | Actividad contra
pH de uso dureza del agua en el agua bacterias Gram +
Yodoéforos 1-5 75 ppm Actividad Actividad Reducida ++++
Reducida
Amonios 8-11 200 ppm Actividad Moderadamente ++++
Reducida estables
Alcoholes 5-8 70% Sin efecto Actividad Reducida ++++

++++ = altamente efectivo
Fuente: Lonza, Contaminacién Microbiologica, México.

Figura 1. Crecimiento bacteriano con respecto al pH

Bacteria Rangode tolerancia

HoNgOos

t_¢

Hongos Rango optimo
Bacteria R k

Fuente: Lonza, Contaminacion Microbioldgica, México

Existen ciertas sustancias quimicas que influyen negativamente sobre las

bacterias, pudiendo ejercer dos tipos de efectos diferentes:

« Bacteriostaticos: cuando impiden el crecimiento bacteriano;
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- Bactericidas: cuando destruyen (matan) las bacterias.

En general, no sélo se refiere a las bacterias, sino a cualquier tipo de
microorganismos, se habla respectivamente de agentes microbiostaticos y
microbicidas. Ahora bien, para una misma sustancia quimica, la linea de
demarcacion entre un efecto microbiostatico y otro microbicida depende
muchas veces de la concentracién de dicha sustancia y del tiempo durante el

gue actua.

¢,COmo se puede saber que un microorganismo estd muerto? El Unico
criterio valido es la pérdida irreversible de la capacidad de division celular, es
decir, de la pérdida de viabilidad, y se suele comprobar empleando técnicas con
placas de Petri (es decir, confirmando que no crecen en medios solidos
adecuados). Pero ni siquiera esto es garantia que una bacteria no viable, esta
muerta: hay bacterias viables pero no cultivables. Como se ve, demostrar que

una bacteria esta muerta es algo bastante complicado.

Antes de proceder al estudio de las diversas moléculas que pueden afectar
el crecimiento y/o la viabilidad de los microorganismos, se detallan unos

conceptos basicos:

- Agentes esterilizantes: son aquellos que producen la inactivacion total de
todas las formas de vida microbiana (0 sea, su muerte o pérdida
irreversible de su viabilidad). También existen agentes fisicos
esterilizantes.

- Agentes desinfectantes o germicidas: son agentes, sobre todo quimicos,
antimicrobianos capaces de matar los microorganismos patdégenos
(infecciosos) de un material. Pueden presentar efectos téxicos sobre

tejidos vivos, por lo que se suelen emplear s6lo sobre materiales inertes.
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Agentes antisépticos: son sustancias quimicas antimicrobianas que se
oponen a la sepsis o putrefaccion de materiales vivos. Se trata de
desinfectantes con baja actividad toxica hacia los tejidos vivos donde se
aplican.

Quimioterapicos: son compuestos quimicos con actividad microbicida o
microbiostatica, con una toxicidad suficientemente baja como para
permitir su administracion a un organismo superior, en cuyos fluidos
corporales y tejidos permanece estable un cierto tiempo a
concentraciones tales que los hace eficaces como antimicrobianos

dentro del organismo.

2.3.1 Desinfectantes y antisépticos

La muerte de una poblacion bacteriana se podia representar como una

curva exponencial, expresion de la cinética de primer orden. Este tipo de

cinética también es aplicable a la muerte microbiana cuando se aplica un

agente quimico a una concentracion suficientemente alta.

Sin embargo, cuando se aplican menores concentraciones del agente, se

pueden encontrar cinéticas diferentes, expresables como curvas sigmoidales.

23.1.1 Factores que afectan la potencia de un
desinfectante

Concentracién del agente y tiempo de actuacion: La concentracion para

obtener un determinado efecto, asi como el rango de concentraciones en que

se puede demostrar un determinado efecto, dependen de:

Tipo quimico del desinfectante.
Tipo de microorganismos a eliminar.

Método de ensayo del efecto.
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Existe una estrecha relacién entre la concentracion del agente y el tiempo

necesario para matar una determinada fraccion de la poblacion bacteriana,

segun la siguiente expresion:
C".Dt=K,

Donde C es la concentracion del agente, n es el coeficiente de dilucion (una

constante), y t es el tiempo de actuacion.

Esta ecuacion indica qué relacion existe entre la variacion de la
concentracion del agente y el tiempo para matar una fraccién de la poblacién

microbiana.
Por ejemplo:

« Los fenoles poseen un coeficiente de dilucion n=5 ¢ 6; ello implica que
aun pequefios cambios en la concentracion provocan cambios muy
acentuados en el tiempo para lograr un mismo efecto: asi, si reducimos
la concentracion de fenol desde un valor dado a su mitad, necesitamos
emplear 64 veces mas de tiempo para conseguir matar una misma
proporcion de bacterias.

- En cambio, los hipocloritos (constituyentes de las lejias) tienen
coeficiente n=1, lo que se refleja en que pequefios cambios en la

concentracion requieren pequefios cambios en el tiempo de aplicacion.

Finalmente, y refiriéndose al tiempo, no todas las bacterias mueren al mismo

tiempo, ni siquiera cuando se aplica un exceso del agente.

pH: El pH afecta tanto a la carga superficial neta de la bacteria como al grado

de ionizacion del agente. En general, las formas ionizadas de los agentes

13



disociables pasan mejor a través de las membranas bioldgicas, y por lo tanto

son mas efectivos.

+ Los agentes anionicos suelen ser més efectivos a pH acidos;

+ Los agentes cationicos muestran mas eficacia a pH alcalinos.

Temperatura: Normalmente, al aumentar la temperatura aumenta la potencia
de los desinfectantes. Para muchos agentes la subida de 10 grados supone
duplicar la tasa de muerte. Pero con el fenol, la subida de 10 grados representa

multiplicar por 5 o por 8 la eficacia.

Naturaleza del microorganismo y otros factores asociados a la poblacion
microbiana

« Segun la especie empleada: por ejemplo el bacilo tuberculoso resiste los
hipocloritos mejor que otras bacterias;

+ Segun la fase de cultivo;

« Dependiendo de la presencia de capsulas o de esporas (suelen conferir
mMAas resistencia);

« NuUmero de microorganismos iniciales.

Presencia de materiales extrafios: La existencia de materia organica en el
material a tratar (por ejemplo: sangre, suero, pus), afecta negativamente a la
potencia de los desinfectantes de tipo oxidante, como los hipocloritos, y de tipo
desnaturalizante de proteinas, hasta el punto que pueden llegar a hacerlos

inactivos en cuanto a su poder desinfectante y/o esterilizante.
Los principales mecanismos por los que se pierde actividad son:

« Adsorcién (o sea, absorcidén superficial) del desinfectante a coloides de

proteinas;
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- Formacién de complejos inertes 0 poco activos;

« Unidn de grupos activos del desinfectante a proteinas extrafias.

Ejemplos:

- Los agentes mercuriales se inhiben por sustancias que lleven grupos
sulfhidrilo (-SH).
- Las sales cuaternarias de amonio se inhiben en presencia de jabones y

lipidos.

Por lo tanto, para el empleo eficaz de muchos desinfectantes hay que contar
con este factor, determinando previamente el gasto de materia organica inerte,
o calculando la potencia neta del desinfectante en presencia de la materia

orgéanica.

2.3.1.2 Determinacion de la potencia de un desinfec  tante

La determinacion de la actividad desinfectante de un determinado agente
es necesaria para conocer su posible eficacia. El método primario que se viene
empleando desde hace muchos afios es comparar la potencia del compuesto a
ensayar con la de un desinfectante tipo o estandar, que por motivos histéricos

es el fenol.

Coeficiente fenol o coeficiente fendlico: consiste en la siguiente relacion:

Maxima dilucion del desinfectante gue mata un micro organismo en 10' pero no en 5'
Méxima dilucion del fenol que mata a ese microorgan  ismo en 10' pero no en 5'

En los EEUU, la Administracion Federal de Alimentos y Medicamentos

(F.D.A.= Food and Drug Administration) emplea un test oficial para
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desinfectantes en condiciones normalizadas, usando una serie de cepas

bacterianas concretas, cuya susceptibilidad al fenol se conoce exactamente:

Una cepa concreta de Salmonella typhimurium
Una cepa de Staphylococcus aureus

Una cepa de Pseudomonas aeruginosa

El método consiste, en esencia, en lo siguiente:

Un cultivo de una de estas cepas se diluye 10 veces (1/10) en sucesivas
diluciones del desinfectante problema, y se dejan a 20 minutos;

De cada una de las diluciones se siembran alicuotas, a los 5y a los 10
minutos, en placas de Petri provista con un medio de cultivo adecuado;
Se determina el coeficiente fenol segun la formula que hemos expuesto;
Una vez determinado, se recomienda usar concentraciones 5 veces

superiores a las indicadas por el coeficiente fenol.

Limitaciones de este método:

El coeficiente fenol sélo es indicativo cuantitativamente en desinfectantes
quimicamente similares al fenol, y que tengan coeficientes de dilucion (n)
parecidos.

Aun cuando conozcamos el coeficiente fenol de un compuesto, su valor
indicativo se limita a las diluciones que se hayan empleado en la
determinacion.

Hay que atender a las condiciones de valoracion, ya que como dijimos
antes, la presencia de materia organica supone una merma del poder

real de desinfeccion.

Para solucionar algunos de estos inconvenientes se han puesto a punto

otros métodos de valoracion:
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Prueba de la concentracion equivalente: Consiste en determinar la
concentracion del desinfectante a ensayar que ejerce el mismo efecto sobre la
bacteria de referencia que otra concentracion de un desinfectante-tipo

(estandar).

Determinacion de la toxicidad del desinfectante: No todos los agentes
esterilizantes son aptos como desinfectantes de tejidos, ya que pueden
presentar efectos téxicos. Por ello, siempre que se intenta introducir el uso de
un nuevo compuesto desinfectante, hay que evaluar su potencial toxico,
mediante el llamado indice de toxicidad, que es el cociente entre el poder

desinfectante y el poder toxico.

2.3.2 Tipos de desinfectantes

Se suelen clasificar de acuerdo con su mecanismo de accion:

2.3.2.1 Agentes que dafan la membrana

Detergentes

» Catiodnicos
* Anidnicos

* No ibnicos

Compuestos fendlicos

« fenol

* Cresoles

» Difenilos halogenados

» Alquilésteres del para-hidroxibenzoico

» Aceites esenciales de plantas
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Alcoholes

* FEtanol

* |sopropanol

Agentes desnaturalizantes de proteinas

« Acidos y bases fuertes

« Acidos organicos no disociables

Agentes modificadores de grupos funcionales
Metales pesados

* Mercuriales
» Compuestos de plata

» Compuestos de cobre

Agentes oxidantes

» Halégenos
* Agua oxigenada
* Permanganato potasico

+ Acido peracético
Colorantes

* Derivados de la anilina
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* Derivados de la acridina (flavinas)
Agentes alquilantes

* Formaldehido
e Glutaraldehido
« Oxido de etileno

* R-propionil-lactona

Agentes que dafian la membrana celular: Los solventes organicos
(fenoles, alcoholes) y los desinfectantes tensoactivos (detergentes) dafian la
integridad estructural de la membrana, es decir, la disposicidon ordenada de
lipidos y proteinas, de modo que interfieren con su funcién, ejerciendo un efecto
neto de:

- Interferencia con procesos de transporte y metabolismo energético;

- Salida de pequefias moléculas de la célula.

Detergentes: desinfectantes tensoactivos o surfactantes. Los detergentes
sintéticos, al igual que los jabones, contienen una porcién hidrofébica
(normalmente una larga cadena lipofila) y una porcion hidréfila (un grupo polar),
lo cual les permite formar micelas en solucion acuosa, asi como formar capas
gue cubren y solubilizan moléculas hidrofobas. Segun sea la porcion hidréfila,

los detergentes se pueden clasificar en:
Detergentes ionicos:

» Detergentes catidnicos (grupo activo con carga positiva)
» Detergentes anionicos (grupo activo con carga negativa)

» Detergentes no ionicos (no suelen tener actividad antimicrobiana).
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Detergente cationicos: Son los detergentes mas potentes en cuanto a su
actividad desinfectante, siendo activos contra bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas. Los principales son los llamados compuestos de amonio cuaternario:

Sales de amonio cuaternario , sobre todo aquellas que van como cloruros o
bromuros. Su férmula general se puede representar asi: Los cuatro
sustituyentes (R; a R4) del N son cadenas de hidrocarburos variados. Las sales
de amonio cuaternario mas activas son aquellas que tienen tres grupos
alquilicos cortos y un grupo alquilico largo: cloruro de cetilpiridinio, cloruro de

benzalconio.

Mecanismo de accion: La porcion hidrofoba penetra en las membranas,
mientras que el grupo polar cationico se asocia con los fosfatos de los
fosfolipidos, provocando alteraciones en dichas membranas, reflejadas en la
pérdida de su semipermeabilidad, con salida de metabolitos de N y P desde el
citosol. Es entonces cuando el detergente puede entrar al interior celular, con
un efecto secundario de desnaturalizaciéon de proteinas. Su actividad se mejora
a pH alcalino. Son rapidamente bactericidas a concentraciones muy bajas (del
orden de una parte por millon, 1 ppm), siempre que en el material a tratar no

exista materia organica.

Usos, ventajas e inconvenientes: Tienen baja toxicidad, por lo que se
pueden emplear como desinfectantes y antisépticos de la piel. Se emplean
igualmente en la desinfeccion de material de industrias alimentarias. Su
actividad se ve neutralizada por jabones y fosfolipidos, precipitando en su

presencia.
Detergentes anionicos

Con grupos carboxilo como porcion hidrofila:
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* Jabones
» Saponinas
e Sales biliares

« Acidos grasos disociables
Con grupos sulfato como porcién hidrofila:

* Dodecilsulfato sodico (SDS), también llamado laurilsulfato
sédico

» Sulfonato de alquilbenceno

Mecanismo de accion: Provocan una gran disrupcion de membranas, con
efectos de lisis. Son activos sobre todo a pH &cido, preferentemente sobre
bacterias Gram-positivas, pero poco sobre Gram-negativas, ya que éstas
guedan mas protegidas por la barrera del lipopolisacarido de la membrana

externa.

Usos: Cuando los detergentes anidnicos se combinan con &cidos, se
logran desinfectantes sanitarios muy potentes (debido al efecto sinérgico de

ambos componentes) y de rapida actuacién (unos 30 segundos).

Detergentes no ionicos: No tienen actividad antimicrobiana, pero
algunos tienen empleo en otros campos de la Microbiologia: los ésteres del
acido oleico (bajo nombres comerciales como Carbowax J, Tween-80J, pueden
adicionarse a medios de cultivo para evitar la formacion de grumos y favorecer
el crecimiento disperso de ciertas bacterias (como Mycobacterium tuberculosis);

ademas el oleico puede estimular el crecimiento.

Fenoles: Son rapidamente bactericidas a bajas concentraciones,

causando:
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« Dafios a membranas, con pérdida de constituyentes citoplasmicos;
* Inactivacion irreversible de oxidasas y deshidrogenasas de
membrana;

» Desnaturalizacion de proteinas.

Tienen baja solubilidad en agua, por lo que se emplean en férmulas que
incluyen agentes emulsificadores (jabones) que, ademéas, aumentan su
actividad.

El fenol o acido carbdlico, histéricamente uno de los primeros desinfectantes
en usarse, solo se emplea en la actualidad como patrén para ensayar el poder
desinfectante de otros compuestos. A partir del fenol se pueden lograr
desinfectantes con mayor actividad antibacteriana y con menor toxicidad
sustituyendo hidrogenos del anillo bencénico por radicales alquilicos o por
halégenos. Algunos ejemplos:

» Cresol: Son los alquil-fenoles. El radical alquilico puede estar en posicion
orto, meta o para, dando respectivamente el orto-cresol, el meta-cresol y
el para-cresol. Normalmente se emplea la mezcla de los tres,
denominada tricresol. Se obtienen por destilacion del alquiltran de
carbon, y se emplean como emulsiones de jabdén verde bajo los nombres
comerciales de LysolJ y CreolinJ. Se usan como desinfectantes de

material de desecho bacteriologico y como desinfectantes de la piel.

Difenilos halogenados: El hexaclorofeno (hexacloro-orto-difenilmetano) es
bacteriostatico a bajas concentraciones (sobre todo contra cocos Gram-

positivos), incluso incorporado en jabones, pasta de dientes y cosméticos.

Algunas marcas comerciales incluian hace unos afios este compuesto,

hasta que se comprobd que su absorcion por la piel, sobre todo inflamada,
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puede causar neurotoxicidad e incluso, toxicidad sistémica, por lo que en la

actualidad ha dejado de usarse.

Alquilésteres del para-hidroxibenzoico: Actian de forma similar a los
alquilfenoles, pero no son toxicos, debido a que al ser ingeridos, se hidrolizan

rapidamente, dando el inocuo para-hidroxibenzoato.
Se emplean como conservantes de alimentos y de productos farmacéuticos.

Ciertos aceites esenciales de origen vegetal: Desde la antigiedad, y de
modo empirico, se vienen usando algunos aceites esenciales de plantas
aromaticas como conservantes y antisépticos, ya que como se ha podido

comprobar, contienen varios compuestos fendlicos:

* el timol (de Thymus, los tomillos);

* el eugenol se emplea en odontologia como antiséptico.
Alcoholes

Los alcoholes desorganizan las bicapas lipidicas penetrando en la region
hidrocarbonada de los lipidos. No afectan a las endosporas, por lo que no son
esterilizantes. Su accion desinfectante mejora conforme aumenta la longitud de
la cadena alifatica de los alcoholes, hasta aquellos con 8 a 10 atomos de
carbono (Cg-Cyp), Ya que los alcoholes de cadenas més largas de C,o tienen

una baja solubilidad en agua.

Etanol (CH3-CH,OH): Se emplea en desinfeccion de la piel antes de
inyecciones cutaneas, asi como en desinfeccion de los termémetros clinicos,
siempre que se deje el tiempo suficiente de contacto. Es mas efectivo en
soluciones acuosas entre 50-70%, ya que para su mejor accion se implica la

intervencion del agua. A 100% de pureza es poco efectivo.
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Isopropanol: Es menos volatil y mas efectivo que el etanol. Se emplea
igualmente en desinfecciébn de termometros. Sin embargo, su efecto téxico

(narcético) es mayor y mas duradero que aquel.
Agentes desnaturalizantes de proteinas

Acidos y alcalis fuertes: Son activamente bactericidas, debido a sus
grupos H* y OH" disociados, respectivamente. En principio, su actividad es
proporcional al grado de disociacion, pero algunos hidroxidos son mas potentes
de lo sugerido por su mero grado de disociacién, debido a la accion toxica

directa que puede ejercer el cation metalico.

Existen ciertas especies bacterianas que resisten relativamente bien la
accion de bases fuertes. Tal es el caso del bacilo tuberculoso. Esto se
aprovecha para aislarlo y purificarlo: se licia un esputo de enfermo sospechoso
en una soluciéon 1M de sosa (NaOH) y se deja 30 minutos antes de sembrar.
Bajo estas condiciones, practicamente solo sobrevive el Mycobacterium

tuberculosis.

Acidos organicos: Los &cidos organicos, que son poco disociables,
ejercen su efecto en cuantas moléculas intactas (sin disociar), que penetran a la

célula.

El &cido benzoico y el acido sérbico se usan ampliamente como

conservantes alimentarios.

Ciertos &cidos (como el acético, lactico, propidnico) aparecen en
alimentos fermentados, actuando como conservantes naturales. Estos mismos,
asi como el citrico se pueden afadir a otros tipos de alimentos, para prolongar

el periodo de posible almacenamiento de los productos.
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Acido borico: se ha usado como conservante (a veces ilegal) de

alimentos, asi como en oftalmologia.

Agentes modificantes de grupos funcionales de prote inas y acidos

nucleicos

Esta amplia clase de agentes se caracteriza, en general, por los

siguientes efectos:

» Alteran grupos que forman parte de los centros activos de enzimas y
otras proteinas;

» Alteran grupos funcionales de acidos nucleicos, componentes de
pared y de membrana.

Dentro de este grupo se distinguen a su vez:

1. metales pesados

2. agentes oxidantes

3. tinturas de colorantes
4

. agentes alquilantes

Metales pesados: Las sales solubles de Hg, As, Ag, Cu, etc, "envenenan” la
actividad enzimatica formando mercaptidos con los grupos -SH de la cisteina.

También interaccionan con -NH,, -COOH vy radicales fosfato.

Los mas efectivos son los derivados del mercurio y de la plata (actian a

menos de 1 ppm).

Mercuriales. Se vienen usando desde antiguo en Medicina.
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Cloruro de mercurio (HgCl,). En solucion al 0,1% fue muy usado
como desinfectante potente, pero es muy téxico, y apenas se
emplea en la actualidad.

Compuestos organicos de mercurio: No son totalmente fiables
como desinfectantes y presentan cierta (aunque baja) toxicidad,
pero se emplean mucho como antisépticos de la piel y de heridas.
Sales de fenilmercurio. Son potentes inhibidores no sélo de
bacterias, sino de levaduras, hongos y algas. Se usan
especialmente en el control de posibles contaminantes
microbianos  (p.ej., bacterias oportunistas del género
Pseudomonas) en productos farmacéuticos, cosméticos vy

oftalmologicos.

Compuestos de plata: Bien sea en forma de sales solubles, o en

preparaciones coloidales, los compuestos de plata se usan ampliamente como

antisépticos, aunque estén restringidos, al tener efectos irritantes y causticos.

Nitrato de plata (AgNOs3). Es muy bactericida frente al gonococo
(Neisseria gonorrhoeae), y por ello se usa habitualmente para
prevenir la oftalmia gonococica del recién nacido.

Coloides organicos de plata. En ellos los iones Ag" se van
liberando lentamente. Tienen efectos bacteriostéticos, vy
encuentran su principal aplicacion en oftalmologia.

Cremas de nitrato de plata y sulfodiazina de plata. Usadas para el
tratamiento de quemaduras, han reducido notablemente Ia

mortalidad derivada de las grandes quemaduras.

26



Sales y compuestos de cobre: No tienen aplicacion en Bacteriologia

Médica, pero se emplean en Agricultura para el control de hongos y algas.

Agentes oxidantes

Los efectos de los agentes oxidantes que se tratan a continuacion son la

inactivacion de proteinas enziméticas (convirtiendo los radicales -SH en

disulfuros -S-S-). Ademas, los mas potentes también atacan radicales amino, el

grupo indol (presente en el triptéfano) y la tirosina.

Halogenos: Son bactericidas muy utiles y muy potentes. El iodo no tiene

parangdn como desinfectante de la piel, y el cloro no tiene igual en el

tratamiento de aguas.

Yodo: Aparte de su efecto oxidante, se combina
irreversiblemente con residuos de tirosina de las proteinas.
Sus principales presentaciones son la tintura de iodo y los
iodoforos. Tintura de iodo: es una mezcla de 2% de I, + 2%
de IK en alcohol de 70%. Su méaximo efecto bactericida lo
tiene a pH<6. Es un magnifico antiséptico de la piel, de
hecho el mejor de los conocidos, pero tiene un efecto
doloroso y céustico en heridas abiertas. lodoforos: son
mezclas de iodo con agentes tensoactivos (detergentes),
en los que éstos actuan como portadores del iodo, al que
van liberando lentamente, sin provocar irritacion. También
se emplean en desinfeccion de instalaciones de industrias

alimentarias.

Cloro. El cloro fue uno de los primeros antisépticos en

usarse (antes de conocerse su mecanismo, e incluso antes

27



que se supiera el auténtico papel de los microorganismos
en las enfermedades infecciosas). Holmes (Boston, 1835) y
Semmelweiss (Viena, 1847) lo introdujeron en la practica
de los médicos y matronas para impedir la transmision de la
sepsis puerperal, que era contagiada de mujer a mujer por
las manos de los doctores y de las parteras, y que era una
notable causa de mortalidad de mujeres durante muchos
siglos. El cloro se presenta bajo las formas de CI,
(gaseo0s0), hipocloritos y cloraminas. El efecto desinfectante
se debe a la liberacion de cloro libre (Cl,); a su vez, el Cl,
reacciona con el agua para dar acido hipocloroso, que a pH

acido o neutro es un oxidante fuerte:
Cly + Hy0 --------- >CIOH + H" + CI
(ClO),Ca + H,0 ----> Ca*™* + H,0 + 2 ClO®
(CIO),Ca + 2H,0 ---> Ca(OH), + 2 CIOH
La disociacion del &cido hipocloroso depende del pH (se realiza a pH<7)
CIOH ------- >H" + ClO

Cloro gaseoso: a 1-3 ppm se usa en la cloracion de aguas
para bebida y de aguas de piscinas. Su actividad se ve muy
influida (mermada) por la presencia de materia organica;
por ello, se suele determinar la demanda de cloro del agua
a tratar. Descontada dicha demanda, el cloro gaseoso mata
rapidamente (15-30 segundos) a sélo 1 ppm. Soluciones de
hipocloritos: hipocloritos de sodio, de calcio o de litio. A 200

ppm de cloro se usan ampliamente, ya como liquidos
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(lejias), o en polvo, en industrias alimentarias y lacteas
(para desinfectar el equipamiento y maquinaria que ha de
entrar en contacto con los alimentos a procesar), en

restaurantes, hoteles, hospitales, etc.

» Agua oxigenada: El peroxido de hidrégeno (H20-), en solucion
al 3%, se usO en otro tiempo como desinfectante, pero esta
actualmente en desuso, debido a que algunas bacterias son
resistentes, por la posesion de catalasas y peroxidasas.
Ademas, en desinfeccion de heridas abiertas su efecto es muy
pobre, porque el agua oxigenada es descompuesta por la
catalasa tisular. Se emplea en la desinfeccion de lentillas
blandas, dejando tiempo suficiente de actuacion. También, en

desinfeccion de superficies inertes y equipos quirdrgicos.

 Permanganato potasico (KsMnO,): Al 1%, se usa como

antiséptico uretral.

« Acido peracético (CHs;-CO-O-OH): Es un fuerte agente
oxidante. En forma de vapor se usa en la esterilizacion de

camaras de cria de animales libres de gérmenes.

Tinturas de colorantes basicas: Algunos colorantes derivados de la
destilacion del alquitrdn de carbén, sobre todo los trifenilmetanos y las
acridinas, no solo tifien las bacterias (recuérdense las practicas), sino que
también actlan como antibacterianos, incluso a pequefias concentraciones. Los

colorantes basicos son los mas efectivos.
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En general, su mecanismo depende de su afinidad hacia los grupos

fosfato (acidos) presentes en las nucleoproteinas.

Encuentran su uso como antisépticos de lesiones dermatoldgicas,

infecciones de la piel y pequefas heridas.

Su principal inconveniente es que muchos de ellos se inactivan en

presencia de suero y otras proteinas.

» Colorantes de trifenilmetano: son derivados de la anilina. Entre
ellos se encuentran el verde brillante, el verde malaquita, el
violeta de genciana, el violeta cristal y la fuchsina basica. Son
muy selectivos hacia bacterias Gram-positivas, sobre las que
son efectivos a so6lo 0,2-2 ppm. En cambio, las Gram-negativas
suelen ser resistentes, debido a su membrana externa. El
efecto antibacteriano se debe a la pseudobase, que es mas
lipdfila que el respectivo cation, y bajo esa forma accede al
interior celular, donde se une a los grupos fosfato de los acidos

nucleicos.

» Colorantes derivados de la acridina (llamados flavinas, por su
color amarillento -Lat: flavus-). Los ejemplos tipicos son la
acriflavina, la proflavina y la tripoflavina. Interfieren en la
biosintesis de &cidos nucleicos (intercaldndose en la doble
hélice del ADN) y proteinas. Son bactericidas y bacteriostaticos
sobre una gran diversidad de bacterias. A diferencia de las
anilinas, ejercen su accion también en presencia de materiales
como suero, pus, etc. Su uso principal es la antisepsia de

heridas.
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Agentes alquilantes: Son agentes esterilizantes, activos tanto sobre
células vegetativas como sobre esporas, que ejercen su efecto letal por su

accion alquilante de proteinas y acidos nucleicos.

* Formaldehido (HCHO): La alquilacién la produce reemplazando
hidrogenos labiles de ciertos grupos quimicos (-NHz, -OH, -
COOH y -SH), produciendo:

1. hidroximetilaciones

2. condensaciones (entrecruzamientos).
Usos comerciales:

1. Como gas, en la descontaminacion de
habitaciones;

2. Como formalina (solucién acuosa al 35%);

3. Como paraformaldehido (polimero sélido de
91-99% de pureza).

La formalina se emplea para preservar tejidos, en liquidos de

embalsamamiento, y al 0,2-0,4% en la preparacion de vacunas de virus.

e Glutaraldehido: Es menos téxico y mas potente que el
formaldehido, y no se afecta por materiales con proteinas.
Cada vez se emplea mas como esterilizante frio de
instrumental quirdrgico. Es el Unico recomendado para

esterilizar equipamiento de terapia respiratoria.

« Oxido de etileno: Tiene un efecto similar al del formaldehido:
Sustituciones y entrecruzamientos irreversibles en grupos
amino, sulfhidrilo, etc., de proteinas. También reacciona con

grupos fosfato y anillos nitrogenados de los acidos nucleicos.
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Es un agente empleado como esterilizante gaseoso, aunque es
de accion lenta. Se emplea cuando no se puede recurrir a la
esterilizacién por calor: esterilizacion de material de plastico,
drogas, ciertos productos biolégicos, equipamiento electrénico.
La operacion se realiza en camaras parecidas al autoclave. Sin
embargo, es un meétodo caro y exhibe ciertos riesgos: presenta
accion vesicante y toxicidad para el hombre (mutageno y

carcinégeno).
B-propionil-lactona: Es 25 veces mas activa que el

formaldehido. Actla como gas en presencia de 80-90% de

humedad relativa, aunque es poco penetrante.
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3. METODOLOGIA

Recursos Fisicos

- Laboratorio de analisis microbioldgico.

Recursos Humanos

Analista: Bachiller Ana Lucia Canahui Guevara

Asesor: Ing. Qco. Carlos Wong Davi
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Tabla Ill. Andlisis de resultados

Coeficiente de Fenol
Amonio Cuaternario (AC) Riac Roac | Raac
Alcohol etilico (AE) R1aE Roae | Raae
PVP — lodine (PVP) Ripvp Rzpve | Rapvp

Se escogera el méas eficiente dentro
de los ingredientes activos

analizados y la concentracion mas
efectiva.

Método del coeficiente fendlico

El objetivo del método de coeficiente fendlico es establecer un método

para determinar la potencia o capacidad bactericida de un desinfectante.

De manera que no existe un método microbioldgico para la evaluacion de
todos los quimicos bactericidas; por lo que hay que tener cuidado en

seleccionar el método test para un agente quimico especifico y asi obtener
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resultados reproducibles y proveer algun grado de interpretacion practica. Para
determinar la potencia de un desinfectante, es frecuente compararla con el fenol

como sustancia estandar de referencia.

Sin embargo, se ha visto que cuando el desinfectante es quimicamente
diferente al fenol, su potencia puede ser afectada por factores como tiempo,
temperatura, la composicion y pH del medio test. Basado en la utilizacion del
fenol como estandar, se ha definido como coeficiente de fenol a la siguiente
relaciéon: dilucion mayor de la muestra en que el organismo test muere en 10
minutos pero no en 5 minutos, dividido la diluciéon mayor del fenol que muere el

organismo test en las mismas condiciones.

La metodologia a describir es aplicable a muestras de bactericidas que

se solicite prueba de coeficiente de fenol.

Equipo y cristaleria

Balanza semi analitica

Autoclave

Incubadora

Agitador vortex

Pipetas o jeringas estériles de 10 mLy 1 mL
Asa bacteriologica de 4 mm de didmetro
Bafio Maria

Tubos de ensayo con tapon de rosca

© o N gk~ bR

Probetas

Reactivos y soluciones
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1. Solucion stock de fenol al 5%
2. Agua esteéril
3. Caldo nutritivo

Cepas test

1. Salmonella typhi ATCC 6539
2. Staphylococcus aureus ATCC 6538
3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

Procedimiento

1. Hacer la dilucion de la muestra con agua estéril recomendada por el
fabricante.

2. A partir de la dilucién anterior preparar 10 tubos con tapon de rosca
conteniendo 5 mL cada uno.

3. Dejar reposar los tubos con muestra por 5 minutos a temperatura
ambiente.

4. Posteriormente adicionar 0.5 mL de cultivo test (cultivo en caldo nutritivo
de 22-26 horas e incubado a 37° C) a intervalos de tiempo de 30
segundos entre cada tubo y agitando cada tubo hasta completar 5
minutos.

5. 5 minutos después de la primera siembra, transferir una asada de la
primera mezcla (primer tubo sembrado, cultivo mas desinfectante) al tubo
namero 1 del subcultivo correspondiente (tubos con caldo nutritivo).

6. 30 segundos después, transferir del segundo tubo de mezcla al segundo
tubo del subcultivo correspondiente y asi sucesivamente.

7. La siembra de todos los subcultivos deben hacerse en un lapso de 5

minutos a intervalos de 30 segundos entre cada siembra.
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8. Repetir la operacion anterior a los 10 y 15 minutos de estar en contacto
el cultivo con el desinfectante.

9. De esta manera se cumplen los tiempos de 5, 10 y 15 minutos de
contacto del cultivo con el desinfectante.

10.Incubar los tubos de subcultivos 24-48 horas a 37°C.

11.Pasado el tiempo de incubacion leer los resultados, realizando una
evaluacion macroscoépica de crecimiento en cada uno de los tubos.

12.Tubo con turbidez, se considera positivo.

13.Tubo sin turbidez, se considera negativo.

14.Esta operacion se repite con la solucion stock de fenol y con cada cepa
patron.

15.Al utilizar la solucion stock de fenol, tomar en cuenta las diluciones
recomendadas para cada cepa.

16.0Obtener el valor de coeficiente de fenol.

Célculos:

Coeficiente de fenol (CF) = dilucion mayor de la Mx en que el organismo
test muere en 10 minutos pero no en 5 minutos/ dilucion mayor de fenol que

muere el organismo test en las mismas condiciones.

Normas de seguridad
» Utilizar equipo de proteccion personal: bata, cofia, guantes, mascarilla.
* Toma de muestra en condiciones asépticas.
» Transporte y almacenamiento de muestras en condiciones adecuadas.
* Homogenizando adecuado de la muestra.
* Dilucion correcta de la muestra.
« Areas de microbiologia desinfectadas

* Medios de cultivo esterilizados y adecuados segun tipo de muestra.
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Controles microbiolégicos respectivos para medios de cultivo, equipos y
personal.

El uso de jeringa estéril es una alternativa que no sustituye el uso de
pipeta estéril.

La dilucion del desinfectante se realiza segun las recomendaciones del
fabricante, si no hay recomendacion el desinfectante se trabaja puro.

La cantidad de tubos de contacto y subcultivos puede variar de 10 a 5
por tiempo, lo importante es cumplir con los tiempos recomendados por
la técnica.

Se pueden utilizar cepas nativas bien caracterizadas, esta norma de
seguridad aplica por la necesidad de utilizar desinfectantes contra cepas
resistentes o nosocomiales.

Conocer precauciones y limitaciones de la técnica.

Diluciones de fenol que sirven de control para cada microorganismo test

Tabla IV. Resistencia que presenta Salmonella typhi al fenol.

Fenol |5 minutos | 10 minutos | 15 minutos

1:90 Positivo Negativo Negativo

1:100 | Positivo Positivo Positivo

Fuente: Testing Disinfectants against Salmonella Typhi (ATC  C No. 6539), Method Number
955.11.

Tabla V. Resistencia que presenta Pseudomonas aeruginosa al fenol

Fenol | 5 minutos | 10 minutos | 15 minutos

1:80 Positivo Negativo Negativo

1:85 Positivo Negativo Negativo

1:90 Positivo Positivo Positivo

Fuente: Testing Disinfectants against Pseudomonas aeruginos a (ATCC No. 15442),

Method Number 955.13.
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Tabla VI. Resistencia que presenta Staphylococcus aureus alf  enol
Fenol |5 minutos | 10 minutos | 15 minutos

1:60 Positivo Negativo Negativo

1:70 Positivo Positivo Positivo

Fuente: Testing Disinfectants against Staphylococcus aureus
Number 955.12

(ATCC No. 6538), Method

Condiciones del experimento

1. El método del coeficiente fendlico es comparable técnicamente a
compuestos similares (que contienen anillo aromatico). Por lo se utilizara
este método solamente como meétodo de comparacion, por lo que se
aclara que los resultados que se obtengan pueden variar con respecto a
otros métodos de analisis.

2. El experimento se realizara a una temperatura controlada de 20 TC. La
temperatura de incubacién, como lo detalla la metodologia sera de 37 C.

3. El experimento se realizara dentro de un rango de pH del producto a
analizar que dependera de las condiciones de estabilidad del ingrediente
activo. Amonio Cuaternario (8 — 11), Alcohol etilico (5 — 8) y PVP lodine
1-5).

Tabla VII. Diluciones

Diluciones
Amonio Cuaternario 200 ppm 175 ppm 150 ppm
Alcohol etilico 95% 70% 60% 50%
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PVP — lodine 75 ppm 50 ppm 25 ppm

Fuente: “Desinfectantes y antisépticos”,
http://fai.unne.edu.ar/biologia/microgeneral/micro- ianez/19 micro.html , visitada en 2008-
03-25.

4. RESULTADOS

Se muestran los resultados obtenidos del andlisis de la capacidad
bactericida de los ingredientes activos desinfectantes:

* Amonio cuaternario,

* Alcohol etilico 95% y

* PVP - lodine,

Comparados con la accion bactericida del fenol, utilizando como cepas test:
» Salmonella typhi ATCC 6539,
» Staphylococcus aureus ATCC 6538,

* Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

Tabla VIII. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Salmonella Typhi
Ingrediente Activo: Fenol

5 10 15
Fenol minutos | minutos | minutos
1:90 Positivo | Negativo |Negativo
1:100 Positivo | Positivo | Positivo

Tabla IX. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Salmonella Typhi
Ingrediente Activo: Amonio Cuaternario
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5 10 15
Amonio Cuaternario | minutos | minutos | minutos
200 ppm Negativo | Negativo |Negativo
175 ppm Negativo | Negativo |Negativo
150 ppm Positivo | Negativo |Negativo
Tabla X. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Salmonella Typhi
5 10 15
Alcohol etilico minutos | minutos | minutos
70% | Negativo | Negativo |Negativo
60% | Positivo |Negativo |Negativo
50% | Positivo |Negativo |Negativo
Tabla XI. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Salmonella Typhi
Ingrediente Activo: PVP - lodine
5 10 15
PVP — lodine minutos | minutos | minutos
75 ppm Negativo | Negativo |Negativo
50 ppm Positivo | Negativo |Negativo
25 ppm Positivo | Negativo |Negativo
Tabla XII. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Staphylococcus aureus
Ingrediente Activo: Fenol
5 10 15
Fenol minutos | minutos | minutos
1.60 Positivo | Negativo |Negativo
1:70 Positivo | Positivo | Positivo
Tabla XIIl. Coeficiente fendlico

Microorganismo: Staphylococcus aureus
Ingrediente Activo: Amonio Cuaternario
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5 10 15
Amonio Cuaternario | minutos |minutos | minutos
200 ppm Negativo | Negativo | Negativo
175 ppm Negativo | Negativo | Negativo
150 ppm Positivo | Negativo | Negativo
Tabla XIV. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Staphylococcus aureus
Ingrediente Activo: Alcohol etilico
5 10 15
Alcohol etilico minutos | minutos | minutos
70% | Negativo | Negativo |Negativo
60% | Negativo | Negativo |Negativo
50% | Positivo | Negativo |Negativo
Tabla XV. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Staphylococcus aureus
Ingrediente Activo: PVP - lodine
5 10 15
PVP — lodine minutos | minutos | minutos
75 ppm Negativo | Negativo | Negativo
50 ppm Positivo | Negativo | Negativo
25 ppm Postitivo | Negativo | Negativo

Tabla XVI. Coeficiente fenélico

Microorganismo: Pseudomonas Aeruginosa
Ingrediente Activo: Fenol

5 10 15
Fenol minutos | minutos | minutos
1:80 Positivo | Negativo |Negativo
1:85 Positivo | Negativo |Negativo
1.90 Positivo | Positivo | Positivo
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Tabla XVII.

Coeficiente fenolico

Microorganismo: Pseudomonas Aeruginosa
Ingrediente Activo: Amonio Cuaternario

5 10 15
Amonio Cuaternario |minutos | minutos | minutos
200 ppm Negativo | Negativo |Negativo
175 ppm Negativo | Negativo |Negativo
150 ppm Negativo | Negativo | Negativo

Tabla XVIII. Coeficiente fenélico

Microorganismo: Pseudomonas Aeruginosa
Ingrediente Activo: Alcohol etilico

5 10 15
Alcohol etilico minutos | minutos | minutos
70% | Negativo | Negativo |Negativo
60% | Negativo | Negativo |Negativo
50% | Positivo |Negativo |Negativo

Tabla XIX. Coeficiente fendlico

Microorganismo: Pseudomonas Aeruginosa

Ingrediente Activo: PVP - lodine

5 10 15
PVP — lodine minutos | minutos | minutos
75 ppm Negativo | Negativo | Negativo
50 ppm Negativo | Negativo | Negativo
25 ppm Positivo |Negativo |Negativo
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Posteriormente, se realizé la prueba de coeficiente fendlico a un

desinfectante formulado en base a amonio cuaternario como ingrediente activo.

Tabla XX. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Staphilococus aureus
Ingrediente Activo: Amonio Cuaternario

10 15
Desinfectante 5 minutos | minutos minutos
200 ppm Negativo |Negativo |Negativo
175 ppm Negativo |Negativo |Negativo
150 ppm Positivo Negativo |Negativo
Tabla XXI. Coeficiente fendlico
Microorganismo: Salmonella Typhi
Ingrediente Activo: Amonio Cuaternario

10 15
Desinfectante 5 minutos | minutos minutos
200 ppm Negativo |Negativo |Negativo
175 ppm Negativo |Negativo |Negativo
150 ppm Negativo |Negativo |Negativo

Tabla XXII. Coeficiente Fendlico
Microorganismo: Pseudomonas Aeruginosa
Ingrediente Activo: Amonio Cuaternario

10 15
Desinfectante 5 minutos | minutos minutos
200 ppm Negativo |Negativo |Negativo
175 ppm Negativo |Negativo |Negativo
150 ppm Negativo |Negativo |Negativo
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Tabla XXIIl. Formulacion — Desinfectante —

Ingrediente activo: Amonio Cuaternario

Compuesto % Funcion

Agua g.s. 100 % | Vehiculo

EDTA 0.1 Secuestrante
Amonio Cuaternario |1 Desinfectante
Alquilpoliglucésidos | 3 Detergente
Fragancia 0.8 Aroma
Colorantes g.s. Agente decorativo
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Se analizaron los ingredientes activos mas utilizados en los
desinfectantes presentes en el mercado I&l. Considerando que el método del
coeficiente fendlico esta disefiado para comparacion de compuestos aromaticos
con respecto del fenol, se hace énfasis en que este se utiliza en la presente
investigacion, como meétodo comparativo al analizar bajo las mismas

circunstancias los tres ingredientes activos desinfectantes analizados.

Utilizando las concentraciones sugeridas por la literatura, se determind
microbiologicamente que tanto el amonio cuaternario, alcohol etilicoy el PVP —

lodine cumplen su funcién bactericida dentro de un desinfectante.

La literatura referente al amonio cuaternario que indica que las
soluciones de este son estables, no se volatiliza, ni cambia de apariencia y que
el mismo es soluble en agua hasta un 80%, ademas de poseer un olor
caracteristico parecido al plastico nuevo, pero leve y se pierde a medida que el

desinfectante es diluido.

Los perfumes no pierden su fragancias ni se cambia el caracter de esta
cuando son mezclados con amonio cuaternario, aun en porcentajes bajos de
perfume (0.2%). También es incoloro aun en soluciones al 80% y cuando se le
utiliza como ingrediente activo en concentraciones alrededor del 1%, la solucién
se mantiene estable a temperatura ambiente por mas de 4 semanas. El amonio
cuaternario no decolora ni mancha las superficies donde es utilizado como

desinfectante, por lo que es posible utilizarlo en cualquier superficie lisa.
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Tomando en consideracién lo anterior detallado, y considerando que los
resultados del andlisis de la capacidad bactericida por medio del coeficiente
fendlico a concentraciones referidas por la literatura para el amonio cuaternario,
alcohol etilico y PVP — lodine son iguales, se determina utilizar el amonio
cuaternario como ingrediente activo a utilizar en la formulacion de un
desinfectante que cumpla con los requisitos de este tipo de productos y que

provea un sistema estable para el ingrediente activo a utilizar.

Analizando microbiolégicamente por medio del coeficiente fendlico la
capacidad bactericida del desinfectante como producto terminado, se determiné
que la funcionalidad de este no vario con respecto al analisis realizado con la
solucion del ingrediente activo utilizado — amonio cuaternario - por lo que se
determina que la formulacion provee un medio estable para el ingrediente

activo.
Por lo tanto, se determina que el amonio cuaternario resulta ser un

ingrediente activo funcional para la correcta formulacion de un desinfectante

utilizado en la industria, dentro de los procesos de asepsia de estos.
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CONCLUSIONES

1. Se concluye que, partiendo de un analisis microbiologico, la capacidad
bactericida del amonio cuaternario, alcohol etilico y PVP - lodine, a
diferentes concentraciones referidas por la literatura, los tres ingredientes
activos presentan similares efectos desinfectantes frente a
microorganismos como Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi y

Pseudomona aeruginosa.

2. Los ingredientes activos analizados — amonio cuaternario, alcohol etilico
y PVP - lodine -, presentan superiores efectos desinfectantes que el
fenol, frente a los microorganismos Staphylococcus aureus, Salmonella

Typhy y Pseudomona aeruginosa.

3. El amonio cuaternario por su capacidad bactericida y sus condiciones de
estabilidad, resulta la mejor opciébn para la fabricacibn de un

desinfectante eficaz.

4. Utilizando el método del coeficiente fendlico, es posible determinar la
estabilidad de un ingrediente activo como solucién y dentro de un

producto terminado.
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RECOMENDACIONES

1. Al determinar el tipo de desinfectante ideal a utilizar, ademas de su
capacidad bactericida y estabilidad, se debe de considerar el tipo de
industria en la que se utilizara, para evitar que el ingrediente activo
desinfectante, intervenga con las materias primas a utilizar en un proceso

de manufactura en particular.

2. Se debe estudiar y determinar previamente a la utilizacion del
desinfectante, la metodologia de eliminacion del mismo, enfocado

principalmente en el ingrediente activo de este.

3. No se debe obviar el proceso de desinfeccion de una planta
manufacturera en general, con el fin de ahorrar costos fijos, ya que se
puede incurrir en gastos superiores por contaminaciéon de los productos

manufacturados.
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ANEXOS

Staphylococcus aureus

Es una especie bacteriana integrada por formas cocaceas, que se
dividen en mas de un plano, por lo que se agrupan regularmente en racimos.

Son inméviles y carecen de esporas. Son gram positivas.

Su metabolismo es de tipo fermentativo, son aerobios y anaerobios
facultativos, catalasa positiva y oxidasa negativo. Son capaces de fermentar la
glucosa sin produccion de gases y producen acetin metil carbinol. Fermentan el
manitol con formacion de acidos y puede hacerlo en enaerobiosis. No hidrolizan
el almidén y son capaces de crecer en presencia de un 40% de bilis. Soportan
tasas elevadas de cloruro sédico, hasta un 15%. La temperatura Optima de
crecimiento va de 35 a 40°C y el pH o6ptimo oscila entre 7,0 y 7,5 aunque

soportan pH’s mas extremos.

Poseen una enzima - coagulasa que los diferencia del resto de las
especies del género, ésta tiene la facultad de reaccionar con el fibrinégeno
dando lugar a un coagulo de fibrina. Poseen igualmente una
desoxirribonucleasa ( Dnasa ) que es una nucleasa exocelular que depolimeriza
el DNA. A esta enzima se la denomina termonucleasa por se termoresistente en

las cepas de Aureus.
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Figura 2. Staphylococcus aureus 10 pm
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Fuente:

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Staphylococc us_aureus_Gram.jpg
Salmonella Thypi

Salmonella es un género de bacteria que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos gramnegativos, anaerobios
facultativos, con flagelos peritricos y que no desarrollan cdpsula ni esporas. Son
bacterias moviles que producen sulfuro de hidrégeno (H,S). Fermentan glucosa

por poseer una enzima especializada, pero no lactosa, y no producen ureasa.

Es un agente zoonotico de distribucion universal. Se transmite por
contacto directo o contaminacion cruzada durante la manipulacion, en el

procesado de alimentos o en el hogar, también por via sexual.

Algunas salmonellas son comunes en la piel de tortugas y de muchos

reptiles, lo cual puede ser importante cuando se manipulan a la vez este tipo de
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Figura 3. Salmonella Thypi

Fuente:
http://web.uconn.edu/mcbstaff/graf/Student%20presen  tations/Salmonellatyphi/Salmonella

typhi.html

mascotas y alimentos.

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (0 Pseudomonas pyocyanea) es una bacteria
Gram-negativa, aerébica, con motilidad unipolar. Es un patdégeno oportunista en
humanos y también en plantas. Como otras Pseudomonas, P. aeruginosa
secreta una variedad de pigmentos como piocianina (azul verdoso),
fluoresceina (amarillo verdoso fluorescente) y piorubina (rojo pardo). King,
Ward, & Raney desarrollaron "Pseudomonas Agar P" (también conocido como
"medio King A") para mejorar la produccién de piocianina y piorubina; y
"Pseudomonas Agar F" (también conocido como "medio King B") para la
fluoresceina. P. aeruginosa es a menudo identificada, de modo preliminar, por
su apariencia perlada y olor a uvas in vitro. La identificacion clinica definitiva de
P. aeruginosa frecuentemente incluye, tanto identificar la produccion de

piocianina y fluoresceina como determinar su habilidad de crecer a 42 C. P.
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aeruginosa es capaz de crecer en combustibles como queroseno o gasoéleo, ya
que es un microorganismo capaz de nutrirse a partir de hidrocarburos,
causando estragos de corrosion microbiana, y creando una gelatina oscura que
a veces se identifica inadecuadamente con un alga.

Figura 4. Pseudomonas aeruginosa
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Fuente: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pseudomonas_

aeruginosa_Gram.jpg

Alquilpoliglucésidos

Los surfactantes de Alquilpoliglucésidos se crean con longitudes
variables de las cadenas de carbono y diferentes grados de polimerizacion de la

glucosa para proporcionarle una gran variedad de caracteristicas de
desempefio.

En el proceso de fabricacion de los Alquilpoliglucésidos se obtiene un

enlace de glucdésido acetalito que proporciona estabilidad bajo un amplio rango
de pH’s.
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Figura 5. Quimica del alquilpoliglucésido

Quimica del alquilpoliglucésido
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Fuente: Henkel Corporation, “Surfactantes Alquilpoliglucési dos”, Henkel Corporation.
Las caracteristicas fisicas y de aplicacion de los Alquilpoliglucésidos son
determinadas tanto por la longitud de la cadena de alcohol graso empelado, asi

como también mediante el ajuste del grado de polimerizacion.

Figura 6. Estructura del alquilpoliglucésido.
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Los Alquilpoliglucésidos muestran perfiles superiores de formacion de
espuma, buenas propiedades de humectacién, bajas concentraciones criticas
de micela, bajas tensiones internacionales (es decir, interface aceite mineral/

agua) y excelentes propiedades de reduccion de tension en la superficie.

En general, los Alquilpoliglucésidos de cadena corta exhiben mayores
tendencias de formacion de espuma y mejores propiedades de solubilidad que
los Alquilpoliglucosidos de cadena larga. Estos Alquilpoliglucosidos de cadena
larga. Estos Alquilpoliglucésidos de cadena larga tiene los valores mas bajos de
concentracion critica de micela y las mejores propiedades de emulsificacion del

sucio dentro de la variedad de esta familia.

Son facilmente solubles en soluciones alcalinas de alto contenido
electrolitico. Por ejemplo, en soluciones causticas, los Alquilpoliglucésidos son
solubles y estables a altas concentraciones de Hidréxido de sodio. En los
limpiadores los Alquilpoliglucésidos de alto contenido alcalino, los
Alquilpoliglucésidos son estables, solubilizan otros ingredientes menos solubles

y exhiben excelentes propiedades de detergencia y humectacion.
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