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RESUMEN

La estabilidad de los desinfectantes es importante y esencial para enfrentar la
cadena de transmision de infecciones. En este estudio el objetivo fue elaborar
tres desinfectantes de alta potencia y estables, los cuales fueron un
desinfectante a base de Acido peracético al 0.26%, otro a base de

Glutaraldehido al 2% y un tercero a base de Gluconato de clorhexidina al 4%.

Se elaboraron tres pre formulaciones por cada principio activo, de las cuales la
gue presento mejores caracteristicas organolépticas por cada uno de los activos
se les evalud su efectividad antimicrobiana utilizado el método de dilucion
neutralizaciéon. Los microorganismos de ensayo fueron: Escherichia coli |,
Staphylococcus  aureus Pseudomona  aeruginosa , Salmonella
choleraesuis y Listeria monocytogenes . Los resultados obtenidos
demostraron una reduccion logaritmica superior a cinco, evidenciando la
actividad bactericida ejercida por los desinfectantes frente a los
microorganismos. El ensayo se realiz6 después de 30 dias de la elaboracion de
estos, por lo cual se logré elaborar desinfectantes estables con mayor vida util

de los que se comercializan en la actualidad.

Se recomienda que al momento de utilizar estos desinfectantes las personas

tomen las medidas indicadas en la etiqueta para su manipulacion.
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XX

INTRODUCCION

Los desinfectantes reducen los organismos nocivos a un nivel que no dafan la
salud ni la calidad de los bienes perecederos. Entre estos se utilizan:

Glutaraldehido, Acido peracético, Clorhexidina entre otros.

Estos desinfectantes presentan un amplio espectro de accion, pero tienen el
inconveniente que sus soluciones son inestables, en el caso del glutaraldehido
para que sea un desinfectante de alto nivel sus soluciones deben tener pH
basicos, pero a este pH los grupos carbonilos se polimerizan y por lo tanto
pierden la efectividad antimicrobiana. El acido peracético en soluciones diluidas
se hidroliza y pierde la eficacia. Debido a esto, la vida util tanto del
glutaraldehido y acido peracético es aproximadamente 15 dias; por lo que los
fabricantes para evitar esto, venden las soluciones desinfectantes en dos
contenedores separados 0 a una concentracion relativamente elevada, que le

dafia al manipulador.

Por lo antes expuesto en esta investigacion se elaboraron tres productos
desinfectantes estables, un desinfectante a base glutaraldehido, otro a base de
acido peraceético y un tercero a base de clorhexidina que actualmente tiene uso
limitado como antiséptico, pero que puede ofrecer altos beneficios al utilizarlo

como desinfectante por su amplio espectro de accion.

Se disefiaron tres pre-formulaciénes de cada principio activo a las cuales se

les realizaron controles en proceso y al producto terminado como pH,



XXi

transparencia, color, olor. De las tres pre-formulaciones de cada principio activo
se eligio la que presento mejores caracteristicas fisicas y a éstas se les
evalu6 su efectividad antimicrobiana utlizado el método de dilucion
neutralizacion segun la norma europea UNE-EN1040-2006. El ensayo se
efectud utilizando Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus aureus

ATCC 29737, Pseudomona aeruginosa ATCC 9027, Salmonella
choleraesuis ATCC 9812B1 y Listeria monocytogenes ATCC 13952, como
microorganismos de ensayo. La temperatura bajo la cual se realizé el ensayo
fue de 20 £ 1 °C y se emplearon tres tiempos de contacto entre el desinfectante

y el microorganismo de prueba (5, 10,15 minutos).

Los resultados obtenidos demostraron una reduccion logaritmica superior a
cinco a los 15 minutos de contacto, evidenciando la actividad bactericida

ejercida por los desinfectantes frente a los microorganismos de prueba.

Esto se llevo a cabo en un Laboratorio Privado y en el Laboratorio de Analisis
Fisico Quimico y de Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en

Salud (CENSALUD) de la Universidad de El Salvador.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Formular tres productos desinfectantes y evaluacién de su actividad

antimicrobiana.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

Fabricar tres pre-férmulas desinfectantes estables a base de cada
principio activo: Acido Peracético 0.26 %, Glutaraldehido 2% vy

Clorhexidina 4 %.

Realizar los controles en proceso de cada pre-formulacién y en

producto terminado de aquellas que presentaron mayor estabilidad.

Evaluar la eficacia antimicrobiana de la formulacion ideal
seleccionada de cada principio activo aplicando el método Dilucion-

Neutralizacion.

Comparar la eficacia antimicrobiana de los desinfectantes elaborados
para poder determinar cual es el que posee el mas amplio espectro

antimicrobiano.

Diseflar la etiqgueta de la presentacion final de los desinfectantes

elaborados.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Reserfia historica.

Las nociones de la sanitizaciéon y desinfeccion no son Unicas de la era moderna,
ya que muchos de los productos utilizados hoy en dia ya eran conocidos por
griegos y romanos, mientras que otros fueron introducidos durante la edad
media. Sin embargo, el auge de estos productos se produjo durante el siglo XIX

y primeros afios de XX. (3

Es interesante conocer los aspectos mas importantes de la historia de la
esterilizacion, sobre todo hasta su interseccion con la de la bacteriologia.

La purificacion de ambientes, la conservacion de alimentos, el culto de los
muertos, la defensa contra la peste, significaron el empleo de un conjunto de
medidas empiricas, conocidas por lo menos desde los egipcios, entre las cuales
se mezclan los ritos religiosos con recursos tales como el empleo del fuego, las
fumigaciones, sobre todo las producidas por la combustion de plantas
aromaéticas, resinosas y de las resinas mismas. Indudablemente que entre estas
medidas, una seleccion natural llevo al empleo de desinfectantes quimicos,

como alquitranes, el azufre, el salado, el vinagre. (315
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Ignatz Semmelwies (1819-1865), un médico hungaro que trabajaba en Viena, y
Joseph Lister (1827-1912), un médico inglés, fueron los primeros que
introdujeron el concepto de control de los microorganismos ya que ellos
obligaban a todo el personal a lavarse las manos en una solucion de lejia al
momento de entrar a una cirugia este  procedimiento hizo disminuir

significativamente la tasa de infecciones_(is)

Los procedimientos actuales son mucho mas sofisticados y eficaces y se
utilizan no solo para controlar los organismos que provocan enfermedades sino
también para eliminar el crecimiento microbiano que conduce al deterioro de los
alimentos. Los agentes quimicos comprenden varios grupos de sustancias que
destruyen o inhiben el crecimiento microbiano en las superficies corporales o en

objetos inanimados. (3

3.2 Desinfectantes

La desinfeccion se define como la destruccion de la mayoria de
microorganismos presentes en superficies y equipos pero no de esporas
bacterianas. En consecuencia un desinfectante no ha de matar necesariamente
todos los microorganismos, pero si reducird su numero a un nivel aceptable,
gue no dafan la salud ni la calidad de los bienes perecederos. Por lo tanto un

desinfectante es un agente quimico con actividad germicida sobre
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microorganismos patégenos; se aplican sobre objetos inanimados, como
instrumentos y superficies, para tratar y prevenir las infecciones. (11,26)

Los desinfectantes modernos son complejas formulaciones de sustancias
guimicas, jabones, detergentes y compuestos que ayudan a la penetracion de
los principios activos a las células bacterianas. A medida que se avanza en el
desarrollo de los desinfectantes se observo que se le podian afiadir algunos
aditivos en la misma formulacion, como ciertos productos que actualmente

combinan un detergente con un desinfectante. (23

3.3 Niveles de desinfeccion:  (14.26)

Spaulding destacé la importancia de la desinfeccién y propuso tres niveles o
grados de desinfeccion. Estos niveles propuestos (alto, intermedio y bajo) se
basan en el hecho de que los microorganismos pueden clasificarse en grupos

de acuerdo a su resistencia intrinseca a los desinfectantes quimicos.

— Desinfeccion de alto nivel:

Destruye las formas bacterianas vegetativas, los hongos, las micobacterias y
los virus, sobreviviendo algunas endoesporas bacterianas. Esta menor actividad
esporicida es el aspecto que diferencia a la desinfeccion de alto nivel de la
esterilizacién quimica. Algunos desinfectantes de alto nivel pueden destruir un
elevado nimero de esporas bacterianas a elevadas concentraciones y un

tiempo de exposicion prolongado, convirtiéndose asi en esterilizantes quimicos.
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Varios productos biocidas se han clasificado en esta categoria, entre ellos se
incluyen: el glutaraldehido alcalino al 2% y el peréxido de hidrogeno al 6-8% y

varias presentaciones de acido peracetico. (2

— Desinfeccion de nivel intermedio

Provocan la destruccion de las formas bacterianas vegetativas, los virus
lipidicos y los hongos, pero pueden sobrevivir los virus no lipidicos y las
micobacterias, asi como las esporas bacterianas. Ejemplos de desinfectantes
de nivel intermedio son los alcoholes (70-90%), los compuestos clorados y los

fendlicos en distintas formulaciones y concentraciones. (zg)

— Desinfeccion de bajo nivel

Elimina las formas bacterianas vegetativas y los virus lipidicos, pero no
eliminan, en tiempos practicos de uso, todas las formas fangicas, las
micobacterias, los virus no lipidicos y las esporas bacterianas. Un ejemplo de
desinfectante de bajo nivel lo constituyen los derivados de amonio cuaternario.

(26)



Cuadro N° 1 : Niveles de actividad de desinfeccion de algunos desinfectantes.
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Producto Concentracion Nivel de actividad
Gluteraldehido >2 Intermedio- alto
Ortoftalaldehido( OPA) 0.5% Alto
Peréxido de hidrogeno 3-6% Intermedio-alto
Formaldehido 1-8% Alto-bajo
Acido Peracético Variable Alto
Derivados de cloro 500-5.000ppm de cloro disponible Intermedio
Alcoholes 70% (etanol e isopropanol) Intermedio
Fenoles 0.5-3.0% Intermedio-bajo
Compuestos Yodados 30-50mg/L Intermedio-bajo
Cloruro de benzalconio 0.1-0.2% Bajo

ctantes

3.4 Factores que modifican la accion de los desinfe
La efectividad de un agente desinfectante es afectada en gran medida por las

condiciones siguientes:

- Resistencia intrinseca del microorganismo:
Capacidad de modificar el pH del medio, y de producir algunas enzimas que

puedan degradar estos agentes, entre otros. (3 2s)
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— Cantidad de microorganismos presentes:
La cantidad de microorganismos, influyen en la concentracion de desinfectante,
por lo que es importante reducir la carga microbiana con un lavado previo y con

el uso de detergentes, antes de la desinfeccion. (s

— Tipo de microorganismo y condiciones de crecimient 0.

Los desinfectantes deben tener el mas amplio espectro posible en contra
bacterias, hongos, virus y esporas. Y debera tener una accion biocida en contra
de los microorganismos en una variedad de condiciones y estadios de

crecimiento. (3 26)

— Material organico e inorganico presente

La materia organica puede actuar no especificamente con el desinfectante
consumiendo parte del producto aplicado, lo que hace disminuir su
concentracion efectiva por lo que hay una pérdida de su potencial biocida.
Algunos desinfectantes pueden ser también afectados por materia inorganica,
como las sales presentes en el agua dura, ademas, en una forma no reactiva, la
materia organica e inorganica forma una barrera protectora, de tal manera que

los microorganismos son protegidos del efecto del desinfectante. (4

Entre los desinfectantes cuya actividad inhibitoria disminuye enormemente por

la presencia de material organico con alto contenido proteico se encuentran las
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anilinas mercuriales y los detergentes cationicos. Los mercuriales se ven
notablemente inhibidos por compuestos que contienen grupos sulfidrilos y los

compuestos de amonio cuaternario son inhibidos por jabones y lipidos. (13

— Concentracion y estabilidad del agente.

Las diferentes diluciones de un agente hacen que se modifique su actividad.
Muchos agentes son letales para las bacterias solo cuando se utilizan en
concentraciones extremadamente elevadas. Otros desinfectantes pueden
estimular, retardar o incluso destruir microorganismos en concentraciones mas
bajas. Muchos de los compuestos quimicos que son letales para las bacterias
presentan un efecto bacteriostatico en concentraciones mas bajas. También se
observa una notable tendencia con los agentes toxicos para estimular procesos
biolégicos cuando se emplean a bajas concentraciones. Sin embrago la
concentracion requerida para producir un efecto dado, asi como el espectro de
concentracion con el cual es demostrable, varia con el desinfectante, el

microorganismo y el método de prueba. 11,26

— Tiempo y temperatura de exposicion del agente
Para la reaccion entre el desinfectante y los microorganismos es un requisito
indispensable el contacto entre ambos. Para ello, un tiempo de contacto

suficiente es critico para asegurar la desinfeccion en la mayoria de los casos,
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siendo generalmente aceptado un minimo de cinco minutos. Generalmente al
aumentar el tiempo de contacto, aumenta la tasa de letalidad. (1 4

En lo que respecta a la temperatura, la destruccion de bacterias por agentes
guimicos, es directamente proporcional al aumento en la temperatura. Por cada
10 grados Celsius de incremento de temperatura, la tasa de mortalidad se

duplica. (12

— pH

La concentracion de iones hidrogeno influye sobre la accion bactericida,
afectando tanto al microorganismo como al agente quimico.

Cuando de suspenden en un medio de -cultivo las bacterias estan
negativamente cargadas; un aumento del pH incrementa la carga y puede
alterar la concentracion efectiva del agente quimico en la superficie de la célula.
El pH también determina el grado de ionizacion del agente. En general, la forma
no ionizada de un agente disociable pasa a traveés de la membrana celular mas

facilmente que las formas ionicas relativamente inactivas. (,13)

— Naturaleza del objeto a desinfectar
Algunos desinfectantes pueden atacar los metales o alterar las lentes o las
gomas de determinados instrumentos. Habra que tener en cuenta la

compatibilidad con los diferentes desinfectantes de los objetos a desinfectar. (3
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3.5 Clasificacion de los desinfectantes de acuerdo a su mecanismo de

accion (g

Los mecanismos por los cuales las sustancias desinfectantes destruyen o
inhiben el crecimiento de los microorganismos son variados y complejos. Sin
embargo, en general todos los efectos observables de los desinfectantes sobre
las bacterias son resultado de cambios en sus componentes macromoleculares.
Basandonos en lo anterior podemos clasificar a los desinfectantes de la

siguiente forma:

3.5.1 Agentes que lesionan la membrana celular.

La membrana celular separa el protoplasma viviente del medio ambiente no
viviente y regula el flujo de solutos hacia y desde la célula.

La integridad estructural de la membrana depende de la ordenada disposicion
de las proteinas y lipidos que la componen. La exposicion de los
microorganismos a solventes y detergentes organicos da como resultado una
desorganizacion estructural de la membrana e interferencia con la funcién

normal de la misma. Entre estos tenemos:

Desinfectantes con actividad superficial.
Conocidos también con el nombre de agentes tensioactivos, los cuales son

sustancias que alteran las relaciones energéticas a nivel de las interfases,
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produciendo una reduccion de la tension interfasica de la superficie. Son

compuestos que poseen grupos que atraen el agua (hidrofilos) y que la repelen

(hidréfobos). La interfase entre la membrana que contiene lipidos de una célula

bacteriana y el medio acuoso circundante proporciona un blanco susceptible

para los agentes de este tipo. La porcion hidréfoba de la molécula es un

hidrocarburo de cadena larga liposoluble mientras que la porcion hidréfila puede

ser un grupo ionizable o una estructura no idnica pero altamente polar, entre los

gue se incluyen:

Sustancias cationicas: Compuestos de amonio cuaternario. Cuando las
bacterias son expuestas a agentes de este tipo, el grupo positivamente
cargado se asocia a grupos fosfatos de los fosfolipidos de la membrana,
mientras la porcibn no polar penetra hacia el interior hidréfobo de la
membrana produciendo una pérdida de la semipermeabilidad de la
membrana y filtracion desde la célula, de nitrogeno y compuestos que
contienen fosforo. Entonces el propio agente puede ingresar en la célula y

desnaturalizar sus proteinas.

Sustancias no ionicas : Presentan un efecto solubilizante no especifico
sobre la membrana citoplasmatica que separa selectivamente las proteinas

de la pared y membrana celular.

Sustancias anfoteras : no ha sido aun determinado el mecanismo de accion

de estas sustancias, ya que continla siendo tema de controversia la
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efectividad de este grupo de agentes, a pesar de los informes de que es

igualmente efectiva que los amonios cuaternarios catatonicos.

— Compuestos fendlicos : Estos compuestos provocan lesion de la
membrana con filtracion del contenido celular y lisis.
Con bajas concentraciones que son rapidamente bactericidas, las oxidasas

y deshidrogenasas unidas a la membrana se inactivan en forma irreversible.

— Alcoholes : Desorganizan la estructura lipidica penetrando en la region
hidrocarbonada. Ademas de su efecto sobre la membrana celular, los
alcoholes y otros solventes organicos también desnaturalizan las proteinas

celulares.

3.5.2 Agentes que desnaturalizan las proteinas.

Las proteinas son las moléculas organicas mas abundantes en una célula
bacteriana, y son fundamentales para todos los aspectos de la estructura y
funcion de la célula. Los agentes que alteran la configuracién de una proteina
por desnaturalizacion, provocan un desdoblamiento de la célula polipeptidica de
forma tal que las cadenas aparecen enrolladas al azar y en forma irregular.

Entre los agentes quimicos que desnaturalizan las proteinas celulares estan:
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a) Acidos vy élcalis

Estos agentes ejercen su actividad antibacteriana a través de sus iones
hidrogenos y oxidrilos libres a través de moléculas no disociadas o alterando

el pH del medio ambiente del microorganismo.

b) Agentes que modifican los grupos funcionales de proteinas y acidos

nucléicos.

El sitio catalitico de una enzima contiene grupos funcionales especificos que
se unen con el sustrato e inician los eventos cataliticos. Se produce una
inhibicion de la actividad enzimatica si uno o0 mas de estos grupos
funcionales son alterados o destruidos. Entre los agentes quimicos que

modifican los grupos funcionales de las células tenemos:

- Metales pesados : Las sales solubles de mercurio, arsénico, plata y otros
metales pesados, alteran la actividad enzimatica formando mercaptanos con

grupos sulfidrilos de residuos de cisteina.

- Agentes oxidantes : los agentes antimicrobianos mas utiles en este grupo
son los halogenos y el peréxido de hidrogeno. Inactivan las enzimas
convirtiendo los grupos —SH funcionales en forma S-S oxidada. Los agentes
mas fuertes atacan grupos amino, indol y el grupo hidroxifendlico de la

tirosina.
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- Tinturas : Presentan una notable afinidad por grupos fosfatos aciclicos de las

nucleoproteinas y otros componentes celulares.

- Agentes alquilantes : Los efectos letales del formaldehido, oxido de etileno y
Glutaraldehido son resultado de su accion alquilante sobre las proteinas. Las
inhibiciones producidas por tales agentes son irreversibles, dando como

resultado la modificacién e inhibicién de la actividad enzimatica.

3.6 Requisitos generales de un desinfectante (26
Los desinfectantes sirven para combatir adecuadamente los microorganismos.
En lo referente a su utilizacion, un desinfectante debe cumplir una extensa serie

de requisitos:

El desinfectante como producto concentrado:

- Alto contenido de principio activo

- Buena capacidad de transporte y estabilidad en el almacenado

- Buena solubilidad, miscibilidad y dosificacion en la preparacion de las

diluciones habituales.

Propiedades del desinfectante en solucion:
- Breve plazos de destruccion de gérmenes con bajas concentraciones,
también a bajas temperaturas.

- Igual accién sobre todas las especies de microorganismos.
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- Facilidad de dispersion.
- Control sencillo, y si es posible automatizado.

- Ningun ataque a los materiales tratados.

Comportamiento en lo referente a residuos y otras precauciones:
- Ligera inactivacion tras dejar sentir su efecto.

- Prolongada accion protectora sobre las superficies tratadas

- Inocuidad de los residuos para el hombre, animales y entorno
- Buena capacidad de enjuagado de las superficies tratadas

- Inocuidad de las aguas residuales

Todas estas especificaciones no pueden cubrirse a la vez, ya que algunas de
ellas se contraponen entre si, como por ejemplo la capacidad de adherencia y
la facilidad de enjuagado y en lo referente a estabilidad y posibilidad de

inactivacion.

Las sustancias desinfectantes tienen como mision matar los gérmenes. Deben
contar por ello con una suficiente capacidad de reaccidn con los componentes
importantes para la vida de los microorganismos, es decir, desnaturalizar sus
sustancias constitutivas o0 interrumpir sus procesos metabdlicos. Los
paralelismos existentes entre los componentes de los microorganismos y el

cuerpo humano, excluyen la existencia de una estricta eficacia antimicrobiana
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sin acciones secundarias ya que la analogia de los mecanismos metabdlicos

de todos los seres vivos no permite acciones limitadas a los microorganismos.

3.7 Mecanismos de resistencia bacteriana.

Podemos considerar que, en general, existen dos mecanismos de resistencia a
los biocidas. Uno considerado como un mecanismo de “insensibilidad”
intrinseco, cuando el desinfectante es incapaz de alcanzar su diana de accién
en concentraciones suficientemente elevadas para producir un efecto letal. Asi
por ejemplo las esporas bacterianas, las micobacterias y las bacterias gram-
negativas como P. aeruginosa, o las del género Proteus son intrinsecamente
resistentes a muchos desinfectantes. Esta resistencia, esta asociada en gran
medida a impermeabilidad celular, aunque también puede ser causada por la
existencia de enzimas de tipo degradativo. Una situacion especial es aquella
gue acontece en las bacterias que integran biofilms, presentan resistencia
intrinseca debido a mecanismos resultantes de la adaptacion fisiologica o

fenotipica de las células. s,16)

El otro mecanismo es la resistencia adquirida, ésta puede aparecer como
consecuencia de una mutacion, o por la adquisiciéon de elementos genéticos
externos (plasmidos o transposones). Este tipo de resistencia no se ha
asociado a esporas ni a micobacterias, pero si a bacterias gram-negativas y a

estaphylococcus. (5,16
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3.7.1 Mecanismos de resistencia intrinseca bacteria  na.

Las bacterias gram-negativas son mas resistentes a los biocidas que las
bacterias gram-positivas no esporuladas. Existe una marcada diferencia entre la
cantidad minima inhibitoria de S. aureus y de E. coli a hexaclorofeno,
diamidinas y triclosan, pero poca en cuanta a la clorhexidina. Entre las bacterias
gram-negativas P. aeruginosa y Proteus spp son las especies mas resistentes
a estos agentes, incluida la clorhexidina. (s 16)

La pared celular de los estafilococos estd compuesta esencialmente por
peptidoglicano y acidos teicoicos, que no impiden la penetracion de los
biocidas. Las moléculas de elevado peso molecular como la clorhexidina
atraviesan dicha barrera en el caso de los Staphylococcus y Bacillus spp . Lo

gue explica la sensibilidad de estos microorganismos a la clorhexidina.

La asociacion de un microorganismo con una superficie solida genera un biofilm
0 capa biolégica, definible como un acumulo de microorganismos organizados
dentro de un exopolimero polisacarido. Estos biofilms son importantes porque
generan biocorrosién, agua de escasa calidad y sobre todo por ser posibles

reservorios para la contaminacion nosocomial. (s

Hay varias razones que explican las diferencias en la resistencia bacteriana en
un biofilm: acceso reducido del desinfectante, interaccion quimica entre el
desinfectante y el propio biofilm, produccion de enzimas degradativas y

neutralizantes quimicos e intercambio genético entre las células. ()
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3.7.2 Mecanismos de resistencia adquirida

El uso inadecuado de desinfectantes quimicos en realidad podria fortalecer y
hacer mas resistentes con el tiempo a las bacterias que se trata de eliminar.
Cuando estas sustancias quimicas se utilizan en concentraciones inferiores a
las letales, las bacterias pueden sobrevivir y con el tiempo hacerse resistentes a
la sustancia. (16

La resistencia adquirida es conseguida por mutacion o adquisiciéon de plasmidos
(autorreplicacion, ADN extracromosOmico) o transposones (cromosomal o
integrado en plasmidos, cassettes de ADN transmisibles). Los genes de
resistencia naturales en plasmidos, se originan como mutaciones puntuales en
los genes blanco (sitios de insercién de los genes de resistencia) de bacterias
susceptibles y también de genes que les proveen proteccion contra otras

bacterias. (i¢)

Esporas bacterianas Bacilus subtilis

Micobactetias  Afycobacterium tuberculosis
Resistencia de . N
Mmicroorsanismos Pequefios virus o sin
en escala envoltura lipidica

descendente . B

Hongos

. 3

Bacterias vegetativas ~ Psewdomona aeruginosa
B Estafilococo aures
Virus de tamafio medio

v (VHB. VIH VHS)

o con envolturalipidica

Figura N°1 : Esquema de resistencia de microorganismos en orden

descendente.
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3.8 Valoracion de los desinfectantes quimicos

Hay varios métodos para valorar la capacidad de desinfeccion de las

substancias quimicas. Se describir4 solamente algunos métodos.

3.8.1 Coeficiente de fenol 6 Coeficiente fendlico. (g

Es uno de los métodos mas antiguos, elaborado para emplearse solamente en
la comparacién de compuestos que actian en bacterias en la misma forma que
lo hace el fenol, esto es, cresoles y otros derivados u homdlogos mayores del
fenol. Este método se aplicO después a sustancias quimicas que actian por
otros mecanismos, y de ello se obtuvo y publico gran cantidad de datos inutiles
o desorientados.

El conocimiento correcto de lo anterior condujo a la introduccion de otros
métodos de valoracion.

El coeficiente fendlico es una cifra para comparar las diluciones de fenol y de
otras sustancias quimicas que tengan capacidad germicida equivalente para un

microorganismo especifico en estudio, sea S. aureus o Salmonella typhi

Se prepara una serie de tubos conteniendo cada uno 5 ml de diferentes
diluciones del desinfectante. A la vez se prepara una segunda serie de tubos
gue contengan diferentes diluciones de fenol. Cada tubo de las dos series se

inocula con 0,5 ml de un cultivo de 24 horas del microorganismo utilizado como
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prueba (cepas especificas de Salmonella thypi o Staphylococcus aureus ). A
los 5, 10 y 15 minutos se recoge una cantidad alicuota de cada tubo que se
inocula en otro tubo que contenga medio de cultivo estéril. Estos tubos
inoculados se incuban durante 24 a 48 horas y se observa el crecimiento del
microorganismo (aparicion de turbidez). La mayor dilucion del desinfectante que
mate a los microorganismos en 10 minutos pero no los mate en 5 minutos se
divide por la dilucion mayor de fenol que dé los mismos resultados. El nUmero

obtenido es el coeficiente fendlico de ese desinfectante.

3.8.2 Método difusion en agar segun Kirby Bauer (37

Las primeras pruebas se realizaron inoculando la superficie de una placa de
agar con el microorganismo en estudio, colocando pequefias cubetas (de metal
o vidrio) sobre el agar y agregando las soluciones de los diferentes
antimicrobianos dentro de dichas cubetas. Los agentes antimicrobianos
difundian en el medio en forma radial alrededor de la cubeta e inhibian el
desarrollo del microorganismo en la zona donde su concentracion era
suficientemente alta. Las areas de inhibicion grandes indicaban una actividad
antimicrobiana mas efectiva.

Este método fue modificado en 1947 por Bondi y col. incorporando el agente
antimicrobiano a discos de papel de filtro. Fue un paso adelante gigantesco ya
gue el uso de los discos de papel permitia preparar un gran nimero de pruebas

idénticas y almacenarlas para uso futuro.
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El microorganismo a investigar se inocula en una o varias placas de agar y
sobre su superficie se disponen los discos correspondientes a la sustancia a
ensayar. Se incuban las placas durante 16-24 horas a 35°C y al cabo de este
tiempo se estudia el crecimiento en ellas. Se valora el diametro de la zona de

inhibicion que se forma alrededor de cada disco.

3.8.3 Ensayos de dilucién neutralizacion:

Este ensayo consiste en mezclar un determinado inéculo microbiano con una
determinada diluciéon de desinfectante y después de un tiempo de contacto,
transferir alicuotas de la mezcla microorganismos-desinfectantes a un medio

que contenga el neutralizante del desinfectante. (1,2

Estos ensayos pueden ser:( 2

- Cualitativos: cuando se detecta presencia 0 ausencia de microorganismos
supervivientes en los subcultivos

- Cuantitativos: cuando se realiza el recuento del nUmero de microorganismos

supervivientes con respecto al inoculo inicial.

Los ensayos cualitativos fueron muy utilizados en el pasado, pero actualmente
se prefieren los ensayos cuantitativos porque dan una informacion de mayor

utilidad. Mediante estos ensayos se puede determinar la reduccion del in6culo
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inicial conseguida por el desinfectante en una determinada dilucion y en un
determinado tiempo de contacto.

Estos ensayos pueden realizarse con varias concentraciones del desinfectante
y con distintos tiempos de contacto, en presencia 0 ausencia de materia
organica y con diferente dureza del agua. (12

La recuperacion de los microorganismos puede realizarse por cultivo directo en
un medio sélido o por filtracion sobre membrana. El recuento por cultivo directo
se requiere la neutralizacion del desinfectante y por tanto ensayos previos para
determinar cual es el neutralizante ideal para cada caso; son los denominados
ensayos de dilucion-neutralizacion. ()

Cuando no se halla un neutralizante adecuado para el desinfectante, se puede
recurrir a la técnica de filtracion sobre membrana para el recuento de
microorganismos viables. El nUmero de microorganismos supervivientes en los
subcultivos se comparan con el nUmero de microorganismos presentes en un
control en el que el desinfectante se sustituye por agua destilada estéril u otro

tipo de diluyente. ()

De acuerdo con las técnicas normalizadas (AENOR, 1997; AFNOR, 1995), para
el método de dilucion-neutralizacion se parte de una suspension bacteriana que
debe contener entre 1x10® y 3 x10° bacterias/ml. La tasa de reduccién
logaritmica o efecto biocida es la diferencia entre el logaritmo base 10 del

namero de unidades formadoras de colonias (UFC) recuperadas en el control y
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el numero de UFC recuperadas después de la exposicion con el desinfectante.

La reduccion logaritmica exigida en los diferentes ensayos de suspension

cuantitativa estd comprendida entre 3 y 5 10g10, en funcion fundamentalmente

de los microorganismos de ensayo. ()

3.8.3.1 Factores que afectan la neutralizacion de | os agentes

antimicrobianos

Existen tres criterios que deben tener en cuenta en el disefio de un estudio de

neutralizacion:

1.

El neutralizante debe inhibir efectivamente la accion de la solucion
desinfectante.

El neutralizante no debe ser por si mismo toxico para los
microorganismos de ensayo.

El neutralizante y el agente activo no se deben combinar para formar un

compuesto toxico. (ie)

3.8.3.2 Eficacia del Neutralizante:

Le eficacia del neutralizante usado en los experimentos de evaluacion de

desinfectantes puede variar tanto con el organismo de estudio como el

desinfectante. Ademas la sensibilidad del organismo al desinfectante y la

concentracion del mismo pueden tener un efecto importante en la eficacia del
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tratamiento de neutralizacion. Es importante comparar la recuperacion de los
microorganismos del neutralizador en presencia y ausencia del desinfectante,
ya que diversos inhibidores quimicos de antimicrobianos son téxicos por si

MiSMOS. (16)

3.9 Microorganismos empleados en los test.

La especie y la cepa del germen deben expresarse exactamente. Para una
buena capacidad comparativa, es necesario emplear microorganismos en
cultivos puros. La eleccion de los microorganismos adecuados para el test
depende de la zona de empleo prevista para el desinfectante a comprobar.
Deberia incluir como minimo una especie bacteriana gran-positiva, otra gran-

negativa, una levadura y un moho. (g
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3.10 Generalidades de las soluciones. (2q)

Se pueden definir como liquidos constituidos por una o mas sustancias activas
disueltas en un vehiculo adecuado. Se presentan como liquidos incoloros o
coloreados de olor agradable en el caso de las soluciones desinfectantes o para
uso externo. Frente a una mayor facilidad operativa en su elaboracion las
soluciones presentan una serie de problemas que el farmacéutico debe resolver
manejando habilmente los fundamentos fisicoquimicos.

En las soluciones las sustancias activas estan disueltas en un vehiculo que es
agua destilada o que la contienen en gran proporcién, por lo que pueden sufrir
hidrélisis o bien interactuar con algunos componentes de la formula provocando
perdida o disminucién de la actividad, con modificacion aparente o no de los

caracteres organolépticos del producto.

En la formula de las soluciones se pueden sefialar los siguientes componentes:
1. Principio Activo(s)
2. Coadyuvante
3. Vehiculo
4. Correctivo del olor
5. Correctivo del color

6. Regulador del pH
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Las propiedades fisicoquimicas del principio activo y sus caracteres
organolépticos condicionaran la naturaleza del vehiculo a emplear y la cantidad
de los otros aditivos de la formula.

La primera propiedad a considerar es la solubilidad del principio activo y los
recursos disponibles para proceder a su correcta solubilizacién. Esta sera
realizada en forma directa en el agua o mezcla de solventes o por accion de un
intermedio que la facilite. El olor de la sustancia activa puede requerir una
correccion de los caracteres organolépticos de la formulacion lo que trae
consigo una complicacién, porque se agregan sustancias cuya reactividad junto
al medio debe considerarse. Lo mismo sucede al tener que elegir el

conservador Yy cualquier otro agente estabilizador. (13

Ventaja:
- Constitucion homogénea, el principio activo esta uniformemente repartido en

el seno de la solucién.

3.10.1 Principales solventes usados (20

- El agua es el solvente universal por excelencia, capacidad disolvente, su
principal inconveniente es la de provocar hidrélisis en algunos principios
activos. En tecnologia farmaceéutica se utilizan diversos tipos de agua: Agua
potable, agua purificada, agua estéril, agua para inyectables, agua libre de

iones



50

- Los alcoholes, el mas utilizado es el etanol, tanto solo como en mezclas con
agua.

- Los aceites, son utilizados como solventes de sustancias liposolubles.

3.10.2 Pruebas de control de calidad para solucion  es (1320
Controles en proceso:

- Caracteristicas organolépticas: Color, sabor, transparencia
- Volumen de entrega

- Determinacién de pH

- Determinacion de viscosidad

- Densidad relativa o peso especifico

Controles en Producto Terminado:

- Identificacion de (los) principio(s) activo(s)

- Valoracion, potencia, concentracion o actividad del ( o los) principio(s)
activo(s)

- Impurezas, sustancias relacionadas o productos de degradacion

- Limites de disolventes residuales

- Limites microbianos



CAPITULO IV
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Disefio de la investigacion

Experimental :

El disefio de la investigacion es tipo experimental ya que se formularon tres
desinfectantes con tres diferentes principios activos y se les evalud la eficacia

antimicrobiana mediante el método dilucion- neutralizacion.

Retrospectivo: Ya que se investigd sobre hechos ocurridos en el pasado.

Prospectivo: Se registrd la informacién segun fueron ocurriendo los resultados

en esta investigacion.

4.2 Investigacion bibliografica:
Se realiz6 a través de un enfoque teodrico, fundamentado, en una investigacion
bibliografica; lo que permiti6 consultar una serie de registros graficos como:
Libros, Trabajos de investigacion, revistas, informacién de internet; con la
finalidad de sustentar te6ricamente el documento de investigacion.
La investigacion bibliografica se realizd en las siguientes bibliotecas:

— Biblioteca central de la Universidad de El Salvador

— Biblioteca Dr. Benjamin Orozco, facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador

— Biblioteca de la Universidad Centroamericana José Simeodn Cafias
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— Biblioteca de la Universidad Dr. José Matias Delgado

— Internet
4.3 Investigacion de campo
Universo de estudio y muestra

El universo de la investigacion consistio en los desinfectantes a base de Acido
peracético al 0.26%, desinfectantes a base de Glutaraldehido al 2% vy
desinfectantes a base de Gluconato de clorhexidina al 4% existentes en El
Salvador. Se realizO un muestreo puntual dirigido a los desinfectantes
elaborados que consistio en elegir un desinfectante de cada principio activo
gue presentd mejor apariencia y mejores propiedades fisicas. Por lo tanto
fueron tres desinfectantes que se sometieron a pruebas de eficacia

antimicrobiana quince dias aproximadamente después de su fabricacion.
4.4 Parte experimental

Se desarrollaron tres Pre-formulaciones desinfectantes por cada uno de los
principios activos:

« Acido peracético 0.26%

* Glutaraldehido 2%

¢ Gluconato de clorhexidina 4%
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Se realizaron tres ensayos por cada principio activo en los cuales se

prepararon 200.0 mL de cada solucién desinfectante, las cuales se presentan

en los siguiente procedimientos, ver los POES en anexo 1

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A BAS E DE

GLUTARALDEHIDO AL 2%

Cuadro N%2 : Férmula cualitativa y cuantitativa del desinfectante a base de

Glutaraldehido 2%

FORMULA CUANTITATIVA
MATERIA PRIMA | REFORL| PREFFOR 2| PREFORS | LopyiuLA cUALITATIVA
Trietilenglicol 4.0% 8.0% 12.0% Humectante
Bifosfato monosédico 3.0% 5.0% 10.0% Regulador de pH
Glutaraldehido 2.0% 2.0% 2.0% Agente desinfectante
Nitrito sodico 0.10% 0.30% 0.50% Anticorrosivo
FD&C Azul N5 0.50% 0.80% 0.10% Correctivo de color
Fragancia de imén |  ------ 0.40% 0.50% Correctivo de olor
Agua desmineralizada 90.31% 83.5% 74.9% Vehiculo
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Procedimiento:

1. Limpieza Yy sanitizacion del area y equipo de trabajo.( ver anexo 1: POES
TDLS-3)

2. Requisicion de materia prima (ver anexo 6)

3. Pesar solidos en balanza analitica: Bifosfato monosaédico 3.0g; Nitrito sédico
0.10g.

4. Medir liquidos utilizando pipeta Mohr: Trietilenglicol 4.0mL; Glutaraldehido
2.0mL; FD&C Azul N°5 0.50mL; fragancia de limon 0.30mL; agua destilada
90.31mL utilizando probeta.

5. En un vaso de precipitado de 150mL, agregar 60mL de agua destilada y
disolver 3.0g de Bifosfato monosdédico, 0.10g de Nitrito sédico, agitando
mecéanicamente después de cada adicion hasta completa disolucion.

6. Incorporar a la mezcla 2.0mL de Glutaraldehido y 4.0mL Trietilenglicol
agitando mecanicamente después de cada adicion hasta completa
miscibilidad.

7. Colorear la mezcla del paso 6 con 0.5mL de FD&C Azul N°5 con agitacion
mecanica hasta homogenizar

8. Adicionar 0.3mL de fragancia de limon con agitacion mecanica hasta
homogenizar. (Omitir si no lleva fragancia)

9. Filtrar la solucién del paso 8.

10. Completar hasta volumen total de 100mL con agua destilada.

11. Realizar controles en proceso (ver pagina 62)
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a) Evaluacion de las caracteristicas organolépticas: olor, color.
b) Transparencia
c) Particulas extrafias
d) Verificacion de volumen
e) pH
12. Envasar el desinfectante en recipiente de polietileno de alta densidad
13. Etiquetar
14. Almacenar en el area de cuarentena durante quince dias a una temperatura

de 29<C.
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Procedimiento de elaboracibn de desinfectante a bas e de &cido

peracético 0.26%

Cuadro N3: Formula cualitativa y cuantitativa del desinfectante a base de

Acido Peracético 0.26%.

FORMULA CUANTITATIVA
MATERIA PRIMA PRE-FOR | PRE-FOR | PRE-FOR FORMULA
1 2 3 CUALITATIVA
Bifosfato 1.0% 1.5% 2.0% Agente quelante
monosédico
Acido Peracético 0.26% 0.26% 0.26% Agente Desinfectante
(P.A)
Lauril sulfato de 0.10% 0.20% 0.30% Surfactante, Humectante
sodio
FD&C Rojo N4 0.50% 0.80% 1.0% Correctivo de color
Fragancia floral | = ------- 0.40% 0.50% Correctivo de olor
Agua 98.14% 96.84% 95.94% Vehiculo
desmineralizada

Procedimiento:

1. Limpieza y sanitizacion de area y equipo de trabajo.( ver anexo 1. POES
TDLS-3)

2. Requisicién de materia prima. (ver anexo 6)

3. Pesar sdlidos en balanza analitica: Bifosfato monosodico 1.0g; Lauril sulfato

de sodio 0.10g.
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Medir liquidos utilizando pipeta Mohr: Acido peracético 0.26mL; FD&C Rojo
N°4 0.50mL; fragancia floral 0.30mL; agua destilada 98.14mL utilizando
probeta.

En un vaso de precipitados de 150mL, agregar 60mL de agua destilada y
disolver 1.0g de Bifosfato monosédico, 0.10g de Lauril sulfato de sodio,
agitando mecanicamente después de cada adicion hasta completa

disolucion.

. Incorporar a la mezcla 0.26mL de Acido peracético agitando mecanicamente

hasta completa miscibilidad.

. Colorear la mezcla del paso 6 con 0.5mL de FD&C Rojo N°4 con agitacion

mecanica hasta homogenizar.

. Adicionar fragancia floral con agitaciéon mecanica hasta homogenizar. (Omitir

si la solucion no lleva fragancia)

Filtrar la solucién del paso 8.

10. Completar hasta volumen total de 100ml con agua destilada.

11. Realizar controles en proceso (ver pagina 62)

a) Evaluacién de las caracteristicas organolépticas: olor, color.
b) Transparencia

c) Particulas extrafias

d) Verificacion de volumen

e) pH

12. Envasar el desinfectante en recipiente de polietileno de alta densidad
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14. Almacenar en el area de cuarentena durante quince dias, a una

temperatura de 29<C.

Procedimiento de elaboracion de desinfectante a bas

clorhexidina al 4%

e de Gluconato de

Cuadro N5: Formula cualitativa y cuantitativa del desinfectante a base de

Gluconato de clorhexidina 4%

FORMULA CUANTITATIVA
PRE-FOR | PRE-FOR | PRE-FOR
MATERIA PRIMA FORMULA CUALITATIVA
1 2 3
Gluconato de 4.0% 4.0% 4.0% Agente desinfectante
clorhexidina
Isopropanol 70% 3.0% 3.0% 3.0% Coadyuvante;
desinfectante
Propilenglicol 1.0% 2.0% 3.0% Humectante
Nitrito sodico 0.05% 0.1% 0.3% Anticorrosivo
EDTA 0.005% 0.08% 0.1% Agente quelante
FD&C Morado N1 0.5% 0.8% 1.0% Correctivo de color
Fragancia de lavanda |  ----- 0.4% 0.5% Correctivo de olor
Agua desmineralizada 91.45% 89.42% 88.1% Vehiculo
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Procedimiento:

-

9.

Limpieza del area y equipo de trabajo ( Ver anexo 1: POES TDLS-3)

. Requisicion de materia prima.(ver anexo 6)

. Pesar solidos en balanza analitica: Gluconato de clorhexidina 4.0g; Nitrito

sédico 0.1g; EDTA 0.05g;

. Medir liquidos utilizando pipeta Mohr: Isopropanol al 70% 3.0mL;

Propilenglicol 1.0mL; FD&C Azul N°1 0.50mL; fragancia de lavanda 0.30mL;

agua destilada 91.45mL utilizando probeta.

. En un recipiente de 150mL, agregar 60mL agua destilada y disolver 0.005g

de EDTA, 0.1g de Nitrito sodico y 4.0g de Gluconato de clorhexidina,
agitando mecanicamente después de cada adicion hasta completa

disolucion.

. Incorporar a la mezcla 3.0mL de Alcohol isopropilico y 1.0mL de

Propilenglicol agitando mecéanicamente después de cada adicion, hasta

completa miscibilidad.

. Colorear la mezcla del paso 6 con 0.bmL de FD&C Morado N°1 con

agitacion mecénica hasta homogenizar.

. Adicionar 0.3mL de fragancia lavanda con agitacion mecanica hasta

homogenizar. (omitir si no lleva fragancia)

Filtrar la solucién del paso 8.

10. Completar hasta volumen total de 100ml con agua destilada.

11. Realizar controles en proceso (ver pagina 62)
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12. Evaluacion de las caracteristicas organolépticas: olor, color.
a) Transparencia
b) Particulas extrafias
c) Verificacion de volumen
d) pH
13. Envasar el desinfectante en recipiente de polietileno de alta densidad
14. Etiquetar
15. Almacenar en el area de cuarentena durante quince dias a una temperatura

de 29<C.
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4.4.1 CONTROLES EN PROCESO

Se evaluaron las caracteristicas organolépticas de los desinfectantes
elaborados para determinar, cual presentaria mejores caracteristicas
organolépticas, y estabilidad. Estos se estudiaron con los siguientes

procedimientos:

a) Evaluacion de las caracteristicas organolépticas (zo) :

—Color: llenar 2 tubos, uno de comparacion con el desinfectante a
examinar y otro con una solucién estandar (ver anexo 8) del color
correspondiente, luego colocar ambos tubos sobre una fuente de luz
blanca y observar los tubos desde arriba en posicidén vertical sobre la
fuente de luz.

— Transparencia : Verter 10.0 mL del desinfectante a analizar en un vaso

de precipitado de capacidad adecuada y observar a la luz natural.

b) Particulas extrafias : Verter 10.0 mL del desinfectante a analizar en un vaso
de precipitado de capacidad adecuada, luego agitar vigorosamente la
solucion y observar si la solucion contiene particulas extrafias suspendidas.
(20)

c) Verificacion del volumen : Vaciar el contenido del recipiente contenedor

del desinfectante en la probeta y dejar escurrir hasta que este quede
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completamente vacio, luego observar y anotar volumen de producto
obtenido del contenedor.
d) Determinacion del pH : humedecer una tira reactiva de pH. Luego se

compara el color de la tira reactiva, con los estandares de la caja de tiras. (2

4.4.2 Control del producto terminado:

Se evalubé la eficacia antimicrobiana de las tres pre-formulaciones que
presentaron mejores caracteristicas organolépticas (una pre-formulacién por
principio activo), por el método de dilucion-neutralizacion. Se realizaron dos
repeticiones por cada desinfectante, con los resultados obtenidos, se comparo
la eficacia antimicrobiana de los desinfectantes elaborados para determinar cuél
es el que posee un espectro mas amplio de accion antimicrobiana frente a los

microorganismos de prueba.

4.4.2.1 Eficacia antimicrobiana mediante el método dilucién-neutralizacion

Establecimiento de las condiciones experimentales p ara el método de

ensayo dilucién-neutralizaciéon. (Ver anexo 3)

Para la ejecucion de la metodologia, se tuvieron en cuenta las condiciones
experimentales estipulados por la norma UNE-EN 1040:2006: temperatura 20C

+1C, en cuanto al tiempo de contacto entre el desinfectante y los
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microorganismos de prueba se consideré el obligatorio ., por la norma: 5min +

10s, y dos tiempos adicionales de 10y 15min + 10s. (1

Los microorganismos de ensayo fueron:

— Escherichia coli

— Staphylococcus aureus
— Pseudomona aeruginosa
— Salmonella choleraesuis

— Listeria monocytogenes

Identificacion de las cepas de ensayo:

Se prepararon suspensiones de cada microorganismo de ensayo. Partiendo de
la cepa liofilizada se inoculé en 10ml de caldo Casoy, se incubaron por 24h a
37T, luego, cada microorganismo se sembré en un medio selectivo. Los
microorganismos utilizados fueron: Escherichia coli ATCC 8739 se sembro en
agar EMB, Staphylococcus aureus ATCC 29737, se sembrd en agar Baird
Parker, Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 se sembr6 en agar Cetrimide,
Salmonella choleraesuis ATCC 9812B1 se sembré0 en agar Rambach y
Listeria monocytogenes ATCC 13952 en agar sangre, se incubaron por 24h a

37<C. (1,2,19)
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Cultivo de trabajo de los microorganismos de prueba

1. Realizar un cultivo en caldo CASOY a partir del microorganismo liofilizado al
cual se le dominara cultivo de primera generacion.

2. Incubar durante un tiempo de 24h a 37 £ 1<C.

3. A partir de éste sembrar los microorganismos de prueba en agar TSA, de la
misma forma incubar durante un tiempo de 24h a 37C; a partir de este

realizar la suspension de ensayo. (1)

Suspension de ensayo (“N”)

1. Transferir alicuotas de la bacteria a 10.0mL de diluyente (solucion salina al
0.85%).

2. Ajustar el nimero de células a un valor comprendido entre 1.5x10% UFC/mL y
5.0x10° UFC/mL por medicion de absorbancia utilizando un
espectrofotometro a 620nm. Asi para las bacterias gram-negativas una
absorbancia comprendida de 0.2-0.3 y para las bacterias gram-positivas de
0.3-0.4 (»

3. Para el recuento preparar diluciones 10°y 107 de la suspensién de ensayo
(obtenida en el paso 2) utilizando el diluyente. Tomar una muestra de 1.0 mL
de cada dilucion por duplicado, e inocular utilizando la técnica de vertido en
placa en agar TSA. )

4. Incubar a 37<C por 24h
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Preparacion de las suspensiones de control de los microorganismos de

prueba.

1. De la dilucién 10 procedente de la suspensién de ensayo diluir una cuarta
parte, para obtener una concentracién comprendida entre 3.0x10° UFC/ml y
1.6x10° UFC/ml.

2. Para el recuento, preparar una diluciéon 10* y tomar una alicuota por
duplicado, e inocular en agar TSA utilizando la técnica de vertido en placas.

3. Incubar a 37T por 24h. (1

Control de las condiciones experimentales “A”: veri ficacion de la ausencia

de algun efecto letal en las condiciones de ensayo. (3

1. Con una pipeta de Mohr adicionar 1.0mL de agua en un tubo y afadir
1.0mL de la suspensién de control, activar inmediatamente el cronémetro,
mezclar y colocar el tubo en un bafio maria a 20+1<C durante 2 min.

2. Pasado los 2min afadir 8.0mL de agua, reiniciar el crondmetro, mezclar y
colocar en un bafio maria a 20T durante los tiempos seleccionados 5, 10 y
15minx10s.

3. Trascurrido este tiempo, tomar una muestra de 1.0mL de la mezcla de
ensayo “A” por duplicado, inocular utilizando la técnica de vertido en placas.

4. Incubar a 37<C por 24h. )
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Control del Neutralizador “B”: verificacion de la a usencia de la toxicidad

de los neutralizadores.

1.

Con una pipeta Mohr medir 8.0mL del neutralizador y 1.0mL de agua en un

tubo.

. Afadir 1.0mL de la suspension de validacion, activar el cronGmetro, mezclar

y colocar el tubo de ensayo en un bafio maria a 20°C durante 5min. Antes

de terminar este tiempo mezclar.

. Tomar una alicuota de 1.0mL de esta mezcla “B” por duplicado e inocular

utilizando la técnica de vertido en placas;

. Incubar a 37T por 24h. (1

Control “C”: Verificacion del método.

. Medir 1.0mL de agua y 1.0mL de diluyente (solucion salina 0.85%) en un

tubo de ensayo, activar el cronébmetro, y afadir 8.0mL de la solucion
desinfectante de prueba, mezclar y colocar el tubo en un bafio maria a 20C

durante cada uno de los tiempos del ensayo (5, 10 y 15min).

. Trascurrido cada uno de los tiempos del ensayo, transferir 1.0mL de la

mezcla a un tubo con 8.0mL de neutralizante, activar nuevamente el

cronémetro, mezclary colocar en un bafio maria a 20C durante 5min. (1
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3. Afadir 1.0mL de la suspension de control, activar el cronémetro al comienzo
de la adicion y mezclar, colocar el tubo en un bafio a 20C durante 30min.
Antes de transcurrido este tiempo mesclar de nuevo.

4. Finalizado los 30min tomar una muestra de 1.0mL de la mezcla “C” por
duplicado e inocular utilizando la técnica de vertido en placas.

5. Incubar a 37<C por 24h. ()

Determinacion de la actividad bactericida - “Na”

1. Con una pipeta Mohr medir 1.0mL de agua en un tubo de ensayo, afadir
1.0mL de la suspension de ensayo; activar inmediatamente el cronémetro,
agitar y colocar el tubo en un bafio maria a 20C, durante 2min.

2. Transcurrido el tiempo afadir 8.0mL de una de las soluciones desinfectantes
elaborados, mezclar y colocar en un bafio maria, activar nuevamente el
crondmetro para cada uno de los tiempos de contacto escogidos (5,10 y
15min), antes del final de cada uno de los tiempos mezclar de nuevo.

3. Al finalizar cada uno de los tiempos seleccionados, tomar una muestra de
1.0mL de la mezcla de ensayo (Na) y trasferir a un tubo con 8.0mL del
neutralizante y 1.0mL de agua, mezclar y se colocar en un bafio maria

controlado a 20C. (3
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4. Después de un tiempo de neutralizacion de 5min, tomar inmediatamente
una alicuota de 1.0mL de la mezcla del ensayo ya neutralizada por duplicado
e inocular utilizando la técnica de vertido en placa.

5. Incubar durante 24h a 37+1<C.

Incubacion y recuento de las mezclas de control (A, By C) y de la mezcla

de ensayo (Na)

Incubar las cajas Petri a 37T durante 24h, realizar el recuento de las cajas y
determinar el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) en cada caja,

se registra para cada placa el nUmero exacto de colonias. ()

Obtencidén de los datos experimentales:

Para recolectar la informacion se emplearon los parametros establecidos por la
norma espafiola UNE-EN 1040:2006, a partir de la cual se tuvo en cuenta los
procedimientos experimentales para la determinacion de la actividad bactericida
de los desinfectantes en estudio.

Inicialmente se hizo una determinacion de los valores Vc, que son los valores
experimentales que se obtuvieron en el método de dilucion-neutralizacion,
(recuento de bacterias) estos valores incluyen los valores del ensayo y los

controles_ (y)
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En el método de dilucion-neutralizacion se tuvo en cuenta limites para el
recuento entre 14 y 330 colonias. Si el recuento en una placa fue superior a 330
se registro como “>3307; y si el valor fue inferior a 14, se sustituye por “<14”
para el caso de Na. ()

Para el calculo del numero de UFC/ml de la suspension de ensayo se calculd la
media aritmética ponderada de los recuentos de la dilucién 10°y 107, para esto

se utiliz6 la siguiente formula: (1

-
I

" (n,+0.1n,)10°¢

Donde:

C: es la suma de los valores Vc tenidos en cuenta.

n.: es el nimero valores Vc tenidos en cuenta en la dilucién mas baja (10°®).
n,: es el nimero de valores Vc tenidos en cuenta en la dilucién mas alta (107).
10°®: es el factor de dilucién correspondiente a la dilucién mas baja.

Para determinar el numero de células/ml en la mezcla de ensayo al comienzo
del tiempo de contacto (No) es decir, al tiempo cero, se obtuvo la décima parte
de la media aritmética ponderada de “N” debido a la dilucion a la décima parte

gue se produce, al afiadir el desinfectante y agua.
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Calculo de Na

La determinacidon del numero de microorganismos supervivientes/ml en la
mezcla de ensayo al final del tiempo de contacto y antes que la neutralizacion,
es diez veces superior que los valores Vc debido a la adicion de neutralizador y

agua; por la tanto se empleo la siguiente formula: )

c ¥ 10

T

Na =

En donde:
c: es la suma de los valores Vc¢ tenidos en cuenta.
n: es el nimero de valores Vc tenidos en cuenta.

Algunos de los valores por duplicado de Vc fueron mas pequefios que el limite

inferior por lo que se expresaron inferior a 14 (<14).

Célculode Nvy N o:
Nv es el nimero de células/mL en la suspension de control. Es diez veces
superior a los recuentos en términos de valores Vc debido a la etapa de dilucion

de 10-1. )

Nvo es el numero de células/mL en las mezclas A, B, C al comienzo del tiempo
de contacto (tiempo 0) es diez veces mas pequefio que la media de los valores

Vc de Nv que se tienen en cuenta:
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Por lo tanto para el calculo de Nv y Ny, se utilizaron las siguientes ecuaciones:

C C
N, =10 ° N, ==<

v n 7

En donde:
c: es la suma de los valores Vc¢ tenidos en cuenta.

n: es el numero de valores Vc tenidos en cuenta. (1)

Calculode A,ByC

Para calcular el nimero de sobrevivientes en el control de las condiciones
experimentales (tiempo y temperatura) “A”, control del neutralizador “B” y
control del método “C” al final de los tiempos de contactos (“A”: 5, 10 y 15min;

“B” 5min y “C” 30min) se emple¢ la siguiente ecuacion: (1

c
AEBC=—
1

En donde:

c: es la suma de los valores Vc tenidos en cuenta.

n: es el nimero de valores Vc tenidos en cuenta

Reduccion logaritmica:

Segun la norma espafiola UNE-EN 1040:2006 la reduccion logaritmica se

expresa: (1)
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N,

B N

Para cada microorganismo de ensayo se registré el numero de UFC/mL en la

suspension de ensayo “N” y en el ensayo “Na” y se calculé No.

Para cada condicién experimental, se calcul6 el logaritmo decimal de la

reduccion (logR) respectivo utilizando la ecuacion:
Log R = LogN, — LogNa
Verificacion de la metodologia: (1

Para determinar si el ensayo fue valido se tomaron en cuenta los siguientes

limites establecidos por la norma espafiola UNE-EN 1040:2006y,
a) N esta comprendido entre 1,5 x10%y 5,0 x 10° (8,17 <log de N < 8,70)
No estd comprendido entre 1,5 x 10"y 5,0 x107 (7,17 < log de Ny < 7,70)
b) Ny esta comprendido entre 30 UFC/mly 160 UFC/ml (3,0 x 10%y
1,6 x 10?) (N, esté entre 3,0 x 10°y 1,6 x 10°)
c) A,B,C son iguales o superiores a 0,5 x Ny,

d) EIl desinfectante en estudio debe demostrar una reduccion logaritmica
igual o superior a 5.

Ver ejemplos en anexo 4.
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Comparacion de la eficacia antimicrobiana de los de  sinfectantes

elaborados:

Para la comparacion de la actividad antimicrobiana de los desinfectantes
elaborados, se calculé el promedio de la reduccion logaritmica para los cinco
microorganismos de prueba y para los tres tiempos de ensayo de ambas
réplicas de cada desinfectante evaluado. Luego se realizaron  graficas de
barras; reduccion logaritmica versus tiempo de contacto, para cada

microorganismo de prueba. ()

Rotulacién de la etiqueta:

Se obtuvo informacién a partir de consulta bibliografica con el fin de determinar
los mecanismos de accion del proceso de desinfeccién, modo de aplicacion de
los desinfectantes, precauciones, toxicidad. Ademas se utilizo la norma de
etiquetado de productos higiénicos, del Reglamento Técnico Centroamericano.

71.03.38:07. (22)



CAPITULO V
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5.0 RESULTADOS

5.1 Formulacion de los desinfectantes

De cada principio activo se disefiaron 3 pre-formulaciones, de las cuales la pre-
formulacion nimero 1 de cada principio activo no contenia fragancia ya que en
ciertas industrias como la alimenticia es de preferencia la ausencia de fragancia

en desinfectantes para superficies.

5.1.1 Desinfectante a base de Glutaraldehido 2%
Controles en Proceso

Cuadro N%: Evaluacion de las caracteristicas org anolépticas de los

desinfectantes a base de Glutaraldehido al 2%.

PRE-FORM. COLOR TRANSPARENCIA PART. EXT. pH resulta do
1 v v v +7 Cumple
2 v v x +7 No cumple
3 v x x +7 No cumple
v/ = cumple x = no cumple

El color de las tres pre-formulaciones fue homogéneo; no se observaron areas
oscuras ni distorsion de la luz transmitida en el fondo del tubo. El color de las

muestras fue igual al del estandar.
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Las soluciones 1 y 2 presentaron una apariencia limpida, transparente y sin

turbidez, en la pre-formulacion N3 se observo un p oco de turbidez.

En cuanto a las particulas extrafias se observé que las solucion 2 y 3 tenian
particulas extrafias de color blanco y de aspecto grasoso en la superficie, la
pre-formulacion N°., no poseia particulas extrafias visibles. La Variacién de

Volumen en la tres pre-formulaciones no fue superior de 5.0 mL

Se selecciond la pre-formulacion N° 1, ya que esta presento mejores
caracteristicas organolépticas, no se observaron particulas extrafias y la
solucion estaba totalmente transparente, las particulas observadas en la pre-
formulacion 2 y 3 se deben a que la fragancia no se incorpora en totalidad en

éstos desinfectantes.

Por lo tanto la férmula final es:

Trietilenglicol 4.00%

Bifosfato monosaddico 3.00%

Glutaraldehido 2.00%
Nitrito sédico 0.10%
FD&C Azul NS 0.50%

Agua desmineralizada 90.31%
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5.1.2 Desinfectante a base de Acido peracético 0.26 %
Controles en Proceso

Cuadro N6: Evaluacion de las caracteristicas organolépticas de los

desinfectantes a base de acido peracético.

PRE-FORM. | COLOR | TRANSPARENCIA | PART. EXT. | pH RESULTADO
1 v v v +4 Cumple
2 v v x t4 No cumple
3 v v x t4 No cumple
v/ = cumple x = no cumple

Al examinar el color de las tres pre-formulaciones éste fue homogéneo y no se
observaron areas oscuras ni distorsion de la luz transmitida en el fondo del
tubo. El color de las muestras fue igual al del estandar, asi mismo presentaron

una apariencia limpida, transparente y sin turbidez.

Particulas extrafias: se observéd que las soluciones 2 y 3 de los desinfectantes
poseia particulas extrafias en la superficie, y en la pre-formulacién N°L no se
observaron particulas extrafias, por lo que las particulas observadas en las
soluciones 2 y 3 fueron debidas a la fragancia que no se incorporé a la
solucion.

El pH de las tres pre-formulaciones fue de * 4, por lo que no fue necesario la

adicion de un regulador de pH.
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Se seleccion6d la pre-formulacion N° 1, ya que esta presento mejores
caracteristicas organolépticas, no se observaron particulas extrafias y la
solucion estaba totalmente transparente.

Por lo tanto la férmula final es:
Bifosfato monosadico 1.00%
Acido Peracético 0.26%
Lauril sulfato de sodio 0.10%

FD&C Rojo N4 0.50%

Agua desmineralizada 98.14%

5.1.3 Desinfectante a base de Gluconato de Clorhexi dina 4%

Cuadro N°7: Evaluacion de las caracteristicas organ olépticas de los

desinfectantes a base de Gluconato de clorhexidina.

PRE-FORM. | COLOR | TRANSPARENCIA | PART. EXT. pH RESULTADO
1 v v v 5.5 Si cumple
2 x x x 5,0 No cumple
3 x x x 5.0 No cumple
v/ = cumple x = no cumple

En las pre-formulaciones 2 y 3 al adicionar el nitrito sédico se formé un
precipitado blanquecino, en la pre-formulacion N°1 no se presentd esta

incompatibilidad.
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El color en la pre-formulacion N°L fue homogéneo no se observaron areas
oscuras ni distorsion de la luz transmitida en el fondo del tubo. El color de la
muestra fue igual al del estdndar. En la pre-formulaciones 2 y 3 debido al
precipitado el color fue opaco.

La pre-formulacion 1 presentd una apariencia limpida, transparente y sin
turbidez, en las otras pre-formulaciones se observdé  un precipitado blanco

producido por el exceso de Nitrito sédico.

Particulas extrafias: se observé que la solucibn N°1 no poseia particulas
extrafias visibles. La variacion de volumen en las tres pre-formulaciones fue de
2mL.

La pre-formulacion que se eligio fue la nimero 1, ya que esta presento mejores
propiedades organolépticas, por lo tanto la formula del desinfectante a base de

Gluconato de clorhexidina es la siguiente:

Gluconato de clorhexidina  4.000%

Isopropanol 70% 3.000%
Propilenglicol 1.000%
Nitrito sodico 0.050%
EDTA 0.005%
Color morado 0.500%

Agua desmineralizada 91.450%



81

Figura N2: Desinfectantes elaborados. A: desinfectante a base de
Glutaraldehido, B: desinfectante a base de Acido peracético,

C: desinfectante a base Gluconato de clorhexidina.

5.2 Control de calidad de producto terminado

Propiedades organolépticas, y fisicas de los desinfectantes ver paginas 75-80.

5.2.1 Evaluacion de la eficacia antimicrobiana: Mét odo Dilucién-

Neutralizacion
5.2.1.1 Identificacién de las cepas de trabajo:

Inicialmente se prepararon suspensiones de cada microorganismo de ensayo,
partiendo de la cepa liofilizada, se inoculé6 en 10.0mL de caldo Casoy, se
incubaron por 24h a 37<C, luego cada microorganismo se sembré en la

superficie del medio selectivo correspondiente.



Cuadro N8B : Identificacion de las cepas de trabajo (19)
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aeruginosa salvaje

verdosas.

BACTERIA MEDIO OBSERVACIONES RESULTADO
SELECTIVO
Pseudomona Agar Cetrimide No hubo crecimiento Identificacion
aeruginosa ATCC negativa
9027
Pseudomona Agar Cetrimide Crecimiento de colonias Identificacién

positiva

Salmonella choler aesuis
ATCC 9812B1

Agar Rambach

Crecimiento de colonias de
color rojo.

Identificacion
positiva

Escherichia coli
ATCC 8739

EMB

Crecimiento de colonias
verdosas con brillo
metalico.

Identificacion
positiva

Staphylococcus aureus
ATCC 29737

Baird Parker

Crecimiento de colonias de
color negro con halos
transparentes alrededor.

Identificacion
positiva

Listeria monocytogenes
ATCC 13952

Agar Sangre

Crecimiento de colonias
pequefias rodeadas por
halo transparente.

Identificacion
positiva

En el caso de Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 se sembrdé en agar
Cetrimide luego del tiempo de incubacion de 24h no se observé crecimiento, por
lo que se incub6 24h mas, pero igualmente no se observé crecimiento por lo

gue se cree que la cepa ya no era viable. De acuerdo con lo anterior se sugirid

aislar el microorganismo a partir de una muestra de agua contaminada. Se
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inoculé 10.0 mL de la muestra en caldo casoy. Se incubé por 24h a 37C luego

se sembro en agar Cetrimide y se observaron colonias verdosas.

Figura N3: ldentificacién de las cepas de trabajo. A: Pseudomona

Aeruginosa, en agar Cetrimide; B: Salmonella Choleraesuis
en agar Rambach, C: Escherichia coli , en agar EMB;
D: Staphylococcus aureus en agar Baird Parker;

E: Listeria monocytogenes en agar Sangre.



5.2.1.2 Preparacion de la suspension de ensayo y la

suspension control
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A partir de los microorganismos en agar TSA se procedié a la estandarizacion

de los microorganismos haciendo uso de un espectrofotometro UV-Visible a una

longitud de onda de 620nm. )

Tabla N°1: Valores de absorbancia, Vc y UFC/mL de las suspensiones del

ensayo.
Microorganismo de prueba | Absorbancia valores Vc valores UFC/ml logN
10° 107 N No =N/10
Escherichia coli 0.251nm 158, 246 | 10,8 | 1.92*10° | 1.92*10" | 7.28
Salmonella choleraesuis 0.216nm 138, 131 | 29, 30 | 1.5*10° 1.5*10" 7.17
Pseudomona aeruginosa 0.204nm 126, 177 | 17,10 | 1.5*%10° 1.5*10’ 7.17
Staphylococcus aureus 0.470nm 225,212 | 10, 14 | 2.1*10° 2.1*10" 7.32
Listeria monocytogenes 0.493 205, 159 | 63,67 | 2.2*10° | 2.2*10" | 7.34

Al realizar los recuentos correspondientes de cada microorganismo se observo

que estos cumplian con las especificaciones de la norma. (1) Los resultados se

reflejan en la tabla N°1.

El diluyente que se utilizo fue una solucion de cloruro de sodio al 0.85%, no se

trabajo con el diluyente recomendado por la norma que es una solucion de

Triptona, Cloruro de sodio y agua, porque la Triptona posee una coloracion

amarilla que afecta los resultados emitidos por el espectrofotometro.
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Figura N4: Espectrofotometro UV- Visible utilizado para la estandarizacion de
las cepas.

A partir de las suspensiones de ensayo, se prepararon diluciones seriadas

hasta 107; de la dilucién 10° se prepararon las suspensiones de control

correspondientes. Ver anexo 3

Tabla N2: Valores Vc y UFC/mL en la suspension de control.

Recuentos
Microorganismos valores Vc UFC/mL
de prueba Ve Ve X (Ny)
Escherichia coli 92 100 96 9.6*10°
Salmonella choleraesuis 80 90 85 8.5*10°
Pseudomona aeruginosa 59 58 58.5 5.9*10°
Staphylococcus aureus 120 115 117.5 1.2*10°
Listeria monocytogenes 110 98 104 1.04*10°

En la tabla N2 se reflejan las concentraciones UFC /mL de las suspensiones de

control, por lo que estas se encuentran en el rango que expresa la norma que
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es de 3.0 x 10% - 1.6 x 10° @ Se considera de vital importancia, la preparacion,
de las suspensiones de los microorganismos ya que de estas dependen los

resultados siguientes del método.

5.2.1.3 Evaluacion de las condiciones experimentale s — Control A

Los resultados de los recuentos obtenidos no deben ser menores a la mitad del
recuento obtenido al final del tiempo cero de contacto segun especifica la
norma. Esta condicion se dio satisfactoriamente tal como se refleja en los

resultados de la tabla 10.

Tabla N°3: Paradmetro A: Controles de las condiciones experimentales

seleccionada; temperatura 20°C; t: 5, 10 y 15 minutos.

5 min. 10 min. 15min.
Microorganismos Limite 20°C 20°C 20°C
de prueba A2 UFC UFC UFC
0.5*N,o | Vel | Ve2 | ¥ vel | ve2 | ¥ Vel | Ve2 | ¥
UFC
Escherichia coli 48 60 |51 |555 |54 |49 |515 |59 |62 60.5
Salmonella 42.5 50 |42 |46 50 |45 | 475 |59 |44 |515
choleraesuis
Pseudomona 29.3 37 |38 |375(42 |39 |405|38 |40 |39
aeruginosa
Staphylococcus 58.5 70 |75 | 725|172 |6 735 |77 |69 |73
aureus
Listeria 52 59 |45 |52 57 |58 | 575 |48 |56 |52
monocytogenes

Mediante los resultados de la tabla N3 se determin6 que el crecimiento de los
microorganismos de ensayo no se ve afectado por la temperatura a la que se

realizé el ensayo (20°C) ni por los tiempos de expo sicion (5,10 y 15min), ya que
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los promedios de los datos Vc son mayor al limite (A 20.5*N,o) datos de la

columna 2.

5.2.1.4 Verificaciéon de la ausencia de toxicidad de los neutralizantes -

Control “B”. )

El método de dilucién-neutralizacion implica el enfrentamiento de una
suspension bacteriana y un desinfectante, y la terminacion de la reaccion
mediante la exposicion a un neutralizante.

En este estudio se utilizaron dos neutralizantes que eran uno para los
desinfectantes a base de Acido peracético y los desinfectantes a base de
Glutaraldehido; denominado neutralizante “A” y otro neutralizante para los
desinfectantes a base de clorhexidina; denominado neutralizante “B”.

El neutralizante A estaba compuesto por: tween 80, bisulfito de sodio al 10%,
tiosulfato y como diluyente solucion salina al 85%. La composicion del
neutralizante B es la siguiente: tween 80, Bisulfito de sodio al 10%, tiosulfato de

sodio, Lecitina y como diluyente solucion salina al 85%.

Al momento de realizar este control se observd que los recuentos
proporcionados por el neutralizante A no cumplian con las especificaciones de
la norma (B son iguales o superiores a 0,5 x Nyg) ya que el recuento de este era
menor al 50% del recuento de N, (numero de células/ml en la mezcla del
control B al comienzo del tiempo de contacto) por lo que no permitia crecer a

los microorganismos de ensayo, por lo que se sugirio omitir de la composicion
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de neutralizante A el Bisulfito de sodio ya que esto podria estar interfiriendo en
los recuentos. Esto debido a que el Bisulfito de sodio se utiliza en algunas

industrias como conservante.

Para comprobar este planteamiento se prepar6 el neutralizante A omitiendo de

su composicion el Bisulfito de sodio

Tabla N°4: Parametro B: Verificacion de la ausencia de la toxicidad del

Neutralizate “A” valores Vc UFC

Microorganismos Neutralizante A
de prueba Limite UFC
B = 0.5*Ny Vel Ve2 X
UFC
Escherichia coli 48 72 59 65.5
Salmonella choleraesuis 42.5 60 54 57
Pseudomona aeruginosa 29.3 39 44 40.5
Staphylococcus aureus 58.5 69 72 70.5
Listeria monocytogenes 52 70 66 68

En la tabla N4 se observa que al realizar el ensay o y obtener los datos del
recuento (Vc) estos reflejaron que el neutralizante “A” sin bisulfito de sodio,
permitié ampliamente el crecimiento de los microorganismos evaluados. Ya que

los promedios de los recuentos Vc son mayor al 50% de Nyo.



Tabla N5 . Parametro B: Verificacion de la ausencia de la toxicidad del

neutralizate “B” valores Vc.
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Microorganismos Neutralizante A
de prueba Limite UFC
B = 0.5*Nyo Vel V2 ¥
UFC
Escherichia coli 48 61 55 58
Salmonella choleraesuis 42.5 58 49 53.5
Pseudomona aeruginosa 29.3 39 41 40
Staphylococcus aureus 58.5 71 75 73
Listeria monocytogenes 52 51 56 53.5

En el caso del neutralizante B los datos de la tabla N5 demuestran

que el

neutralizante no present6 efectos negativos que llegaran a ocasionar inhibicién

en los mismos, Ya que los promedios de los recuentos Vc son mayor al 50% de

Nyo como especifica la norma UNE-EN 1040:2006

5.2.1.5 Verificacion del método Dilucién Neutraliza

cion - Control C

Tabla N6: Verificacion del método dilucidon- neutralizacion del desinfectante a
base de Glutaraldehido al 2 %. Valores Vc UFC a 20C

5 min. 10 min. 15min
Microorganismos Limite UFC UFC .UFC
de prueba Cz |vel|ve2| ¥ |Vel|Ve2| ¥ |[Vel|Ve2| *x
0.5*Nyo
UFC
Escherichia coli 48 b5 | 52 | 535 | 58 | 49 |53.5| 52 | 49 50.5
Salmonella 42.5 48 | 45 | 465 | 50 | 45 | 475 | 44 | 43 | 435
choleraesuis
Pseudomona 29.3 50 | 49 |495| 53 | 51 52 48 | 54 51
aeruginosa
Staphylococcus aureus 58.5 50 | 65 | 62 | 64 | 69 |66.5| 60 | 63 | 61.5
Listeria 52 59 | 56 |575| 60 | 63 |615| 61 | 58 | 64.5
monocytogenes
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Los datos Vc obtenidos del desinfectante a base de Glutaraldehido, cumplen

con la norma que especifica que estos deben ser mayores o iguales al 50% al

dato de Nyo.(1)

Tabla N°7: Verificacién del método dilucién- neutralizacién del desinfectante a

base de Gluconato de clorhexidina al 4 %. Valores Vc a 20C.

Microorganismos 5 min. 10 min. 15min.
de prueba Limite _ _ .
Cz Vel | Ve2 | ¥ Vel | Ve2 | X Vel | Ve2 | &
0.5*Nyo

Escherichia coli 48 55 |52 |535|58 |49 |535|52 |49 |50.5
Salmonella 42.5 39 |45 |42 41 |30 |355 |42 |45 |435
choleraesuis
Pseudomona 29.3 48 |51 |51 53 |51 |52 48 |54 |51
aeruginosa
Staphylococcus 58.5 59 |65 |62 64 |69 |665|60 |55 |575
aureus
Listeria 52 60 |59 |595|63 |68 [655|69 |65 |67
monocytogenes

En los recuentos de las tabla 14 se observa que al realizar este control para el

desinfectante a base de Gluconato de clorhexidina los recuentos en diferentes

tiempos fue superior a la mitad del nimero de células/ml de N,o, para los cinco

microorganismos de prueba.

A diferencia del desinfectante a base de &cido peracético, se observaron

recuentos menores del 50% del recuento de N,o lo que se cree que el

neutralizante “A” no fue capaz de detener la accién del desinfectante por lo que

se tomd como opcion utilizar el neutralizante “B” para que inhibiera la accion del
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desinfectante a base de Acido peracético 0.26%. Los resultados se muestran en

la siguiente tabla.

Tabla N8: Verificacion del método dilucidon- neutralizacion del desinfectante a

base de acido peracético al 0.26%, valores Vc a 20C

Microorganismos 5 min. 10 min. 15min.
de prueba Limite | Vel | Ve2 | ¥ Vel | Ve2 | x Vel | Ve2 | x
Az
0.5*Nyo
Escherichia coli 48 62 64 | 63 64 |51 |575 |56 |51 53.5
Salmonella 42.5 57 |46 |515 |49 |50 |495 |56 |50 53
choleraesuis
Pseudomona 29.3 32 |33 |325 (33 |3 |34 34 |31 |325
aeruginosa
Staphylococcus 58.5 72 75 | 735 |71 |63 |67 69 |71 |70
aureus
Listeria 52 55 |51 |53 60 |55 |[575 |52 |59 |555
monocytogenes

Al obtener lo recuentos como se demuestran en la tabla N°15, se observa que
en todos los controles a diferentes tiempos de contacto y en los cinco

microorganismos de prueba, fue superior a la mitad de Nyo.

Debido a que se trata de un procedimiento indispensable, lo recomendable es
gue a la hora de aplicar la metodologia de la norma se inicie con éste control,
ya que estd disefiado para conocer la accién bactericida de cualquier
desinfectante sin generar por si mismo efectos negativos sobre los

microorganismos de prueba.



5.2.1.6 Ensayo Na. Método Dilucion Neutralizacion.
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Para llevar a cabo el método se utilizaron las suspensiones de ensayo de los

siguientes microorganismos: Escherichia coli

ATCC 8739, Staphylococcus

aureus ATCC 29737, Pseudomona aeruginosa, Salmonella choleraesuis

ATCC 9812B1 y Listeria monocytogenes

ATCC 13952.

De nueve pre-formulaciones de desinfectantes elaborados en ésta investigacion

se analizaron tres: uno a base de Acido peracético 0.26%(pre-formula 1), uno a

base de Glutaraldehido 2% (pre-formula 1) y otro desinfectante a base de

Gluconato de clorhexidina 4%(pre-formula 1), los cuales presentaron mejores

propiedades fisicas y organolépticas; estos fueron analizados quince dias

aproximadamente después de su elaboracion y se trabajaron dos réplicas de

cada desinfectante, de cada tiempo a la vez, con el fin de obtener bajo las

mismas condiciones del ensayo resultados precisos.

Tabla N°9 : Valores Vcl y Vc2 UFC obtenidos en el ensayo del desinfectante
a base de Glutaraldehido 2%.

Valores Vc
Microorganismo de prueba Smin 10min 15min

Vvcl V2 Vel V2 Vcl V2
Escherichia coli <14 <14 <14 <14 <14 <14
Salmonella choleraesuis 18.5 16.5 <14 <14 <14 <14
Pseudomona aeruginosa <14 <14 <14 <14 <14 <14
Staphylococcus aureus <14 <15 <14 <14 <14 <14
Listeria monocytogenes <14 <14 <14 <14 <14 <14




93

En el método de dilucion-neutralizacion se tuvo en cuenta limites para el
recuento entre 14 y 330 colonias. Si el recuento en una placa fue superior a 330
se registra como “>3307; y si el valor fue inferior a 14, se sustituye por “<14”

para el caso de Na.

En la tabla N9 se observan los recuentos (Vc) de las cepas de prueba
obtenidos después de realizar el ensayo, ya que los recuentos oscilaron entre 5
a 8 colonias se tomaron menor de 14 como especifica la norma, () a excepcion

de la Pseudomona aeruginosa alos 5 min.

las dos réplicas del desinfectante a base de glutaraldehido 2% al ser evaluado
con E. coli, P. aeruginosa, L. monocytogenes, Staphyloc  occus aureus se
observéd, que luego de los 5 minutos de contacto, el nimero de sobrevivientes
de microorganismos fue inferior a 14 unidades formadores de colonias a
excepcion con la Salmonella choleraesuis que a los cinco minutos de contacto
aun no habia hecho efecto el desinfectante y no hubo una reduccién logaritmica
superior a cinco, sino hasta los 10min de contacto; se observa un crecimiento

inferior a 14 UFC/mL.
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Tabla N°10: Ensayo Nal y reduccion logaritmica: Determinacion de la actividad

bactericida del desinfectante a base de Glutaraldehido 2%

Na1 Log N a1 Log R
Microorganismo N,= X*10 LogR= LogN o-LogN ,
de prueba 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min

Escherichia coli <140 | <140 | <140 | <2.15|<2.15 |<2.15 | >5.13 | >5.13 | >5.13
Salmonella 185 <140 | <140 | 2.28 | <2.15 |<2.15 |4.89 | >5.02 | >5.02
choleraesuis
Pseudomona <140 | <140 | <140 | <2.15| <2.15 | <2.15 | >5.02 | >5.02 | >5.02
aeruginosa
Staphylococcus <140 | <140 | <140 |<2.15|<2.15 | <2.15 | >5.17 | >5.17 | >5.17
aureus
Listeria <140 | <140 | <140 | <2.15| <2.15 | <2.15 | >5.19 | >5.19 | >5.19
monocytogenes

Al calcular la reduccion logaritmica, se obtuvieron datos superiores a 5
unidades, es decir que esté es efectivo a los Sminutos de contacto con las
cepas de prueba, ya que reduce su concentracion a mas 5 unidades
logaritmicas, a excepcion con la cepa de Salmonella choleraesuis que fue

efectivo contra ella hasta los 10min de contacto.

Tabla N°11: Ensayo Na2 y reduccion logaritmica: Determinacién de la actividad

bactericida del desinfectante a base de Glutaraldehido 2%

Nao Log N a2 Log R
Microorganismo N,= X*10 LogR= LogN o-LogN ,
de prueba 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min

Escherichia coli <140 | <140 | <140 |<2.15|<2.15 |<2.15 | >5.13 | >5.13 | >5.13
Salmonella 165 | <140 | <140 |2.22 |<2.15 |<2.15 | 495 |>5.02 | >5.02
choleraesuis
Pseudomona <140 | <140 | <140 |<2.15|<2.15 |<2.15 | >5.02 | >5.02 | >5.02
aeruginosa
Staphylococcus <150 | <140 | <150 |<2.17 | <2.15 |<2.15 | >5.15| >5,17 | >5.17
aureus
Listeria <145 | <140 | <145 |<2.16 | <2.15 | 2.15 >5.18 | >5.19 | >5.19
monocytogenes
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Los ensayos de la réplica fueron similares al ensayo Nal, por lo que a los diez
minutos de contacto el desinfectante es efectivo contra los microorganismos de

prueba, ya que que la reduccion logaritmica es superior a 5.

Tabla N°12 : Valores Vc obtenidos en el ensayo del desinfectante a base de

Acido peracético 0.26%.

Valores Vc
Microorganismo de prueba Smin 10min 15min

Vvcl Ao Vel V2 Vel V2
Escherichia coli <14.5 <14 <14 <14 <14 <14
Salmonella choleraesuis 225 195 <18 <14 <14 <14
Pseudomona aeruginosa 14.5 <16 <14 <14 <14 <14
Staphylococcus aureus <17 17 <14 <14 <14 <14
Listeria monocytogenes 17 <16 <14 <16 <14 <14

En la tabla N°12 se observan los recuentos (Vc) de las cepas de prueba

obtenidos después de realizar el ensayo.

Tabla N°13 : Ensayo Nal: Determinacion de la actividad bactericida del

desinfectante a base de Acido peracético 0.26%

Nao Log N a2 Log R
Microorganismo N,= X*10 LogR= LogN o-LogN ,
de prueba 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15mi
n

Escherichia coli <145 | <140 | <140 | <2.16 | <2.15 | <2.15 | >5.11 | >5.13 | >5.13
Salmonella 225 | 180 <140 |2.35 |<2.26 |<2.15 |482 |491 >5.02
choleraesuis
Pseudomona 145 | <140 | <140 |2.16 | 2.15 <2.15 | 5.01 | >5.02 | >5.02
aeruginosa
Staphylococcus 170 | <140 | <140 |2.23 | 2.15 <2.15 | 5.09 | >5.17 | >5.17
aureus
Listeria 170 | <140 | <140 |2.23 | 2.15 <2.15 | 5.11 |>5.19 | >5.19
monocytogenes
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En la tabla N°13 se observa que el desinfectante ha sido efectivo a los 5
minutos de contacto, exceptuado por la cepa de Salmonella choleraesuis que
alcanza su efectividad hasta los 15min de contacto, ya que la reduccién
logaritmica es superior a 5, como especifica la norma europea UNE-EN

1040:2006. (1,

Tabla N°14 : Ensayo Na2: Determinacion de la actividad bactericida del
desinfectante a base de Acido peracético 0.26%

Nao Log N a2 Log R
Microorganismo N,= X*10 LogR= LogN o-LogN
de prueba 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min

Escherichia coli <145 | <140 | <140 | <2.25| <2.15 | <2.15 | >5.03 | >5.13 | >5.13
Salmonella 195 175 <140 | 2.29 2.24 <2.15 | 4.88 4.93 >5.02
choleraesuis
Pseudomona 160 <140 | <140 | 2.20 <2.15 | <2.15 | 4.97 >5.02 | >5.02
aeruginosa
Staphylococcus <140 | <140 | <140 |<2.15]|<2.15 |<2.15 | >5.17 | >5.17 | >5.17
aureus
Listeria 160 | <160 | <140 |2.20 |<2.20 | <2.15 |5.19 | >5.19 | >5.14
monocytogenes

Como se observa en la tabla N°14 el desinfectante es efectivo hasta los 10min
con Pseudomona aeruginosa Yy a los 15 minutos con la Salmonella
choleraesuis con las otras cepas el desinfectante es efectivo a los 5min de

contacto ya que hubo una reduccion logaritmica superior a 5.

Burdon y col. Publicaron en 1967 que las soluciones de clorhexidina resultaban
frecuentemente contaminadas con especies de Pseudomonas, pero que la
combinacion de clorhexidina y de isopropanol reducia en gran medida este

problema, por esta razon se incluyé en la formulacion del desinfectante a base
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de Gluconato de clorhexidina un 3% de alcohol isopropilico al 70% que tiene

propiedades como desinfectante.

Tabla N°15 : Valores Vc obtenidos en el ensayo para el desinfectante a base de
Gluconato de clorhexidina 4%.

Valores Vc
Microorganismo de prueba 5min 10min 15min

vcl V2 Vel V2 Vel V2
Escherichia coli <14 <14 <14 <14 <14 <14
Salmonella choleraesuis 18 16.5 <14 <14 <14 <14
Pseudomona aeruginosa 22 195 145 <16 <14 <14
Staphylococcus aureus 15.5 15.5 <14 <16 <14 <14
Listeria monocytogenes 18 22.5 <16.5 <16.5 <14 <14

En la tabla N°15 se observan los recuentos (Vc) de

obtenidos después de realizar el ensayo

las cepas de prueba

Tabla N°16 : Determinacion de la actividad bactericida del producto para el

desinfectante a base de Gluconato de clorhexidina 4%

Na Log N, Log R
Microorganismo de N,= X*10 LogR= LogN o-LogN ,
prueba 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min
Escherichia coli <140 | <140 | <140 | <2.15| <2.15 | <2.15 | »5.13 | >5.13 | >5.13
Salmonella 180 | <140 | <140 |2.25 |<2.15 | <2.15 |4.92 | >5.02 | >5.02
choleraesuis
Pseudomona 220 145 <140 | 2.34 2.16 <2.15 | 4.83 5.01 >5.02
aeruginosa
Staphylococcus 155 | <140 | <140 |2.19 |<2.15 |<215 |5.13 |>5.13 | >5.17
aureus
Listeria 180 | <165 | <140 | 225 |<2.22 |<2.15 |5.09 |>5.12 | >5.19
monocytogenes
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Tabla N°17 : Ensayo Na2: Determinacion de la actividad bactericida del
desinfectante a base de Gluconato de clorhexidina 4%

Nao Log N Log R
Microorganismo N,= X*10 LogR= LogN ,-LogN ,
de prueba 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min | 5min | 10min | 15min

Escherichia coli <140 | <140 | <140 |<2.15|<2.15 |<2.15 |5.13 | >5.13 | >5.13
Salmonella 165 | <140 | <140 |2.22 |<2.15 |<2.15 | 4.95 | >5.02 | >5.02
choleraesuis
Pseudomona 195 160 <140 | 2.29 2.20 <2.15 | 4.87 | 4.97 >5.02
aeruginosa
Staphylococcus 155 | <160 | <140 |219 |<2.20 |<2.15 |5.13 |>5.12 | >5.17
aureus
Listeria 225 | <165 | <140 |2.35 | <2.21 |<2.15 |4.98 | >5.11 | >5.19
monocytogenes

Al obtener los resultados de la evaluacion microbiolégica del desinfectante a

base de Gluconato de clorhexidina que se reflejan en las tablas 16 y 17 éste es

efectivo contra los microorganismos de prueba ya que a los 15min de contacto

se asegura que la reduccion logaritmica es superior a 5 unidades.

Por lo tanto los desinfectantes elaborados, son efectivos y se pueden utilizar en

las diversas industrias que se requieran, ya que los tres cumplen con la

especificacion de la norma europea UNE-EN 1040:200 que cita: que el producto

evaluado debe demostrar una reduccion logaritmica no inferior a 5, (1) también

se consigui6 fabricar desinfectantes estables ya que después de treinta dias de

su elaboracion fueron efectivos contra las bacterias de prueba.
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5.3 Comparacién de la eficacia antimicrobiana de lo s desinfectantes

elaborados:
Eficacia
Antimicrobiana
5.2
5.15
Desinfectante 5.1
Efectivo
5.05
5
4.95
4.9
Desinfectante 4.85
No
Efectivo 4.8
4.75
1.7
5 10
Tiempo(min)
M Glutaraldehido2% M Acico peracetico 0.26% M Gluconato de clorhexidina 4%

Figura N5: Grafico reduccion logaritmica Vrs. tiempo de contacto para la
E. coli con los desinfectantes: Glutaraldehido 2%, Acido

Peracético 0.26% y Gluconato de clorhexidina 4%.

En la figura 3 se refleja que los tres desinfectantes elaborados redujeron en 5

unidades la concentracién de la cepa E. coli a los 5 minutos de contacto.
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Eficacia
Antimicrobiana
5.2
5.15
Desinfectante 51
Efectivo )
5.05
5
4.95
4.9
Desinfectante 4.85
No 48
Efectivo
475
4.7
5 10 15
Tiempo(min)
® Glutaraldehido2% H Acido peracetico 0.26% H Gluconato de clorhexidina 4%

Figura N%: Grafico reduccion logaritmica Vrs. tiempo de contacto para la
Salmonella choleraesuis con los desinfectantes:
Glutaraldehido 2%, Acido peracético 0.26% y Gluconato de

clorhexidina 4%.

En la figura N4 se observa que la Salmonella choleraesuis fue mas sensible
con el desinfectante a base de Gluconato de clorhexidina 4% ya que a los 5

minutos hubo una reduccion logaritmica de 5.13

Segun estudios realizados las bacterias gram-negativas por lo general son mas
resistentes a los desinfectantes que las gram-positivas, ya que la membrana

externa de las bacterias gram-negativas actla como una barrera que limita la
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entrada de varios tipos de agentes antibacterianos sin relacion quimica (), esto
podria explicar el crecimiento de la cepa de Salmonella choleraesuis en los

tiempos de 5y 10min en los desinfectantes evaluados.

Eficacia
Antimicrobiana
5.2

Desinfectante 5.15
Efectivo

51
5.05
5
1.95

4.9

Desinfectante 4.85
No

Efectivo

438
4.75
47

15 Tiempo(min)

H Clutaraldehido2% H Acido peracetico 0.26% H Gluconato de clorhexidina 4%

Figura N7: Grafico reduccion logaritmica Vrs. tiempo de contacto para la
Pseudomona aeruginosa con los desinfectantes Glutaraldehido

2%, Acido peracético 0.26% y Gluconato de clorhexidina 4%

En la figura NS se observa que el desinfectante qu e actia con mas rapidez
para reducir la concentracién de la cepa de P. aeruginosa es el desinfectante a
base de glutaraldehido al 2%. Esta bacteria mostré crecimiento leve a los 5

minutos contra el desinfectante a base de &cido peracéticoy a los 5y 10
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minutos con el desinfectante a base de gluconato de clorhexidina 4%, los

recuentos oscilaron entre 15y 20 colonias.

La resistencia de ésta bacteria es atribuida a varias factores, una de ellas es
gue por ser gram-negativa posee reducida sensibilidad hacia los desinfectantes,
comparadas con los Staphylococcus debido a los lipopolisacaridos de su

membrana externa que impiden el flujo de los desinfectantes al interior de la

célula.(5)
Eficacia
Antimicrobiana
5.2
Desinfectante 5.15
Efectivo 51
5.05
5
4.95
4.9
Desinfectante 4.85
No 2.8
Efectivo
475
4.7
5 10 15 i
Tiempo(min)
H Glutaraldehido2% H Acido peracetico 0.26% H Gluconato de clorhexidina 4%

Figura NB: Gréfico reduccion logaritmica Vrs. tiempo de contacto para el
Staphylococcus aureus con los desinfectantes: Glutaraldehido

2%, Acido peracético 0.26% Yy Gluconato de clorhexidina 4%
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En la figura N% el desinfectante a base de glutaraldehido, es més efectivo, a
los 5 minutos de contacto ya que hubo una reduccion logaritmica superior de
5.17 de la cepa Staphylococcus aureus se refleja también que el
desinfectante a base de acido peracético y el desinfectante a base de
Gluconato de clorhexidina al 4% poseen el mismo comportamiento de accién

antimicrobiana frente a éste microorganismo.

Eficacia
Antimicrobiana

5.2
Desinfectante 5.15
Efectivo 51
5.05
5
4.95
4.9
Desinfectante 4 85
No
Efectivo 48
4.75
4.7
5 10 15
Tiempo(min)

M Glutaraldehido2% M Acido peracetico 0.26% H Gluconato de clorhexidina 4%

Figura N9: Grafico reduccion logaritmica Vrs. tiempo de contacto para la
Listeria monocytogenes con los desinfectantes: Glutaraldehido

2%, Acido peracético 0.26% y Gluconato de clorhexidina 4%



104

En este grafico se demuestra nuevamente la accion bactericida del
desinfectante a base de glutaraldehido a los 5minutos de contacto contra la L.

monocytogenes.

En sintesis el desinfectante que presenta una accion bactericida, mas rapida,
frente a los microorganismos en estudio fue el que contiene como principio
activo glutaraldehido al 2%. Se puede construir un mecanismo importante de
desinfeccion en diferentes industrias ya que éste producto a los 10 minutos de
contacto presenta un efecto notorio contra las bacterias gram-negativas, gram-

positivas y bacterias de dificil eliminacion como la Listeria monocytogenes.
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5.4 INFORMACION CONTENIDA EN LA ETIQUETA

La informacion de la etiqueta de un desinfectante es esencial para la seguridad
de las personas que manipulan el producto. Por esta razon, para el disefio de la
etiqueta se tomoO en cuenta las hojas de seguridad de los principios activos, y
también la norma de Etiquetado de productos higiénicos, 71.03.38:07
establecido por el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA),

proporcionado por CONACYT. (2

Requisitos del etiquetado:
— Desinfeccion: (22

Describe como y cuando utilizar el desinfectante

- Precauciones durante el uso: (2,
Esta seccion describira los riesgos para el ser humano al usar este producto.
Recomienda qué tipo de equipo de proteccion personal debera llevarse
puesto, y dara informacién sobre el tratamiento que debera aplicarse en caso

de salpicaduras en los ojos o de ingestion.

— También se sefala el principio activo del desinfectante, y la fecha de
fabricacion y de vencimiento de éste, nimero de lote y de registro,
advertencias de uso, ademas como especifica la norma se incluyé la
siguiente leyenda: “En caso de intoxicacion consulte al médico y aporte esta

etiqueta”. (22



- Desinfectante a base de Glutaraldehido 2% (g, 24)

Desinfectante  de amplio
espectro de accidn, es activo en
presencia de material organico y
no es corrosivo.

INSTRUCCIONES DE USO
Desinfeccion

Para desinfeccion de
instrumental quirdrgico, médico y
dental, sumerja el material por
15 minutos, al término de la
desinfeccién enjuague con agua
destilada.

Para desinfeccion de superficies
y maquinaria, dejar una capa de
la solucién por 15min y permitir
su secado.

Fecha de fabricacion:

Fecha de vencimiento:
Registro N©

Lote No.:

Hecho en El Salvador por:

d_
&

GLUTARALDEHIDO
AL 2%
ACTIVADO

Solucion
Desinfectante de
Superficies e instrumental

FORMULA

Cada 100 mL contiene:
Glutaraldehido.......... 2.0g
Vehiculo c.s.p....... 100.0 mL

Contenido neto: 3.79L
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Precauciones a guardar
durante su uso

Usar anteojos protectores y
guantes, manejandolo en
areas ventiladas.

Riesgos para la salud:

La inhalacion de este producto
puede producir tos e irritacion
de las vias respiratorias, el
contacto con la piel y los ojos
puede ocasionar dolor y
enrojecimiento.

En caso de intoxicacion
consulte al médico vy aporte
esta etiqueta.

Sustancia toxica para el medio
ambiente.

Instrucciones para

almacenar la solucion y para
eliminar el envase vacio.
Consérvese en lugar fresco y
seco a 30°C. Deberd estar
alejado de las drogas,
medicamentos y alimentos, en
un area reservada para
productos antisépticos.

Al término de su uso, enjuagar
el contenedor con agua
potable y destinar como

desecho industrial. m

Figura N°10: Etiqueta para el desinfectante a base de glutaraldehido al 2%.
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- Desinfectante a base de Acido peracético 0.26%. (g, 24)

INSTRUCCIONES DE USO

El alto poder biocida permite
la eliminacién de
microorganismos, virus,
bacterias y hongos.

Desinfeccion

Use en superficies previamente
limpias,. Dejar actuar por
15minutos.

Para equipos e instrumental
de laboratorio: Sumergir
material a desinfectar en la
solucién durante 15 minutos.
Producto de baja toxicidad ya
gue se descompone en agua,
oxigeno y acido acético, por lo
gue su utlizacion no dafia el
medioambiente.

Fecha de fabricacion:

Fecha de vencimiento:

Lote No.:

Registro N°:

Hecho en El Salvador por:

/I
&

ACIDO PERACETICO
AL 0.26%
Estabilizado

Solucién
Desinfectante de
Superficies e instrumental

FORMULA

Cada 100 mL contiene:
Acido peracético......0.26g
Vehiculo c.s.p......100.0 mL

Contenido neto 3.79 L

Precauciones a guardar
durante su uso

Usar guantes plasticos,
gabacha y lentes de seguridad.
En caso de contacto con los
ojos, piel y mucosas lavarse
con abundante agua.

En caso de intoxicacién
consulte al médico y aporte
esta etiqueta

Instrucciones para
almacenar la solucion y para
eliminar el envase vacio.

Almacenar en un lugar seco,
fresco, entre 25C y 30C
mantener alejado de
temperaturas extrema.

Al término de su uso, enjuagar
el contenedor con agua
potable y destinar como
desecho industrial.

Figura N° 11: Etiqueta para el desinfectante a base de Acido peracético al

0.26%.
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- Desinfectante a base de Gluconato de clorhexidina 4% (10, 24)

7

Desinfectante eficaz contra
gérmenes Gram (+) y Gram (-),
también efectivo contra hongos
y virus.

INSTRUCCIONES DE USO

Limpiar las superficies antes de
utilizar el desinfectante, dejar
en contacto el desinfectante
con la superficie por 15
minutos, luego enjuagar con
agua si es necesario.

Para equipos e instrumental
de laboratorio: Sumergir

material a desinfectar en la
solucion durante 15 minutos

Fecha de fabricacion:
Fecha de vencimiento:
Lote N°:

Registro N°

Hecho en El Salvador por

GLUCONATO DE
CLORHEXIDINA
AL 4%

Solucién
Desinfectante de

Superficies e instrumental

Cada 100 ml contiene:
Gluconato de clorhexidina 4.0g
Vehiculo c.s.p. ....oeeeeeneen 100.0 mL

Contenido neto 3.79 L

Precauciones durante su
uso

Usar guantes
gabacha vy
seguridad.

plasticos,
lentes de

Advertencia:

El contacto prolongado con el
producto puede causar
irritacion en piel y ojos, los
vapores pueden causar leve
irritacion en las mucosas.

En caso de contacto con la
piel y membranas mucosas
lavarse con abundante agua
durante 15 minutos

En caso de intoxicacién
consulte al médico y aporte
esta etiqueta.

Instrucciones para

almacenar la solucion y para
eliminar el envase vacio.
Almacenar en un lugar seco,
fresco, entre 25C y 30C
mantener alejado de
temperaturas extremas y de la
luz directa.

Al término de su uso, enjuagar
el contenedor con agua
potable y destinar como
desecho industrial.

Figura N° 12: Etiqueta para el desinfectante a base de Gluconato de

clorhexidina al 0.26%.
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CONCLUSIONES



6. CONCLUSIONES

1. Mediante el andlisis de los resultados obtenidos en la pruebas de eficacia
antimicrobiana utilizando el método dilucion-neutralizacion, se determiné que
los desinfectantes elaborados, son efectivos contra los microorganismos:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa,
Salmonella choleraesuis vy Listeria monocytogenes, ya que en 15 minutos
los desinfectantes demostraron una reduccién logaritmica superior a 5 de la
concentracion bacteriana de los microorganismos de prueba, por lo que

cumplen con las especificaciones de la norma europea UNE-EN 1040:2006.

2. Se determiné que los desinfectantes a base de Glutaraldehido 2% y Acido
peracético 0.26%, presentan actividad antimicrobiana después de 30 dias de
su elaboracién, por lo que son desinfectantes mas estables y activos en
comparacion con los que se comercializan actualmente que en su etiqueta

indican que solamente duran 15 dias después de su activacion .

3. Se demostr6 que la combinacion de clorhexidina y alcohol isopropilico,
puede ser utilizada como una solucion desinfectante de superficies ya que en
la evaluacion microbioldgica, presentd una reduccion logaritmica superior a 5
de la concentracién bacteriana de los microorganismos de prueba entre 10 y

15 minutos de contacto.



4. Al comparar la eficacia antimicrobiana de los desinfectantes elaborados se
determiné que el que ejerce una accion bactericida en menos tiempo de
contacto es el desinfectante a base de glutaraldehido al 2%, ya que éste
producto a los 10 minutos de contacto consigue una reduccion de mas de 5

unidades logaritmicas a diferencia a los otros dos desinfectantes.

5. El desinfectante a base de acido peracético y el desinfectante a base de
Gluconato de clorhexidina ejercen una accion bactericida, pero para que
estos ejerzan un efecto notorio contra los microorganismos se deben dejar
actuar por 15min, por lo que pueden ser productos alternativos para el

glutaraldehido al 2%.

6. Las fragancias utilizadas presentaron incompatibilidad con las soluciones
desinfectantes ya que no se incorporaban en la solucién desinfectante. Se
opto por prescindir de las fragancias en las formulaciones ya que en sectores

como la industria alimentaria la fragancia interfiere en la calidad del producto.

7. El contenido de las etiquetas de los productos elaborados cumple con el
objetivo, de informar al usuario final en forma clara y sencilla, los elementos
esenciales para el control de los microorganismos. y también las
precauciones que deben observarse para que su uso resulte lo mas seguro

posible.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Conocer a que industria va estar dirigido el desinfectante para asi utilizar una
determinada fragancia y dependiendo de esto realizar estudios de
compatibilidad con el principio activo, para que ésta no afecte la apariencia

de las soluciones desinfectantes.

2. Llevar un control del pH y de las cantidades de los vehiculos a utilizar, al
momento de elaborar soluciones a base de gluconato de clorhexidina ya que

éste es dificil de incorporar con otras sustancias.

3. Iniciar con la verificacion del método antes de evaluar los desinfectantes con
el método dilucion —neutralizacion, ya que este control nos revela, que no se
generan inhibiciones del crecimiento bacteriano, por motivos diferentes a la
accion del producto a evaluar, tal como la metodologia, las condiciones

experimentales y la sustancia neutralizante.

4. Leer la etiqueta antes de utilizar los desinfectantes; ya que brinda
informacion sobre la manipulacion, almacenamiento, como usarlos en forma

segura y que hacer en caso de accidente.
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5. Implementar en la catedra de control de calidad de medicamentos y
productos veterinarios la metodologia de andlisis dilucion — neutralizacion

para evaluar desinfectantes.
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ANEXO N° 1

PROCEDIMIENTOS DE OPERACION (POES)



PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR CODIGO:TDLS-0

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

FECHA:

10/10 HOJA:1 DE: 1
TITULO: PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA Y SANITIZACION DEL AREA DE
FABRICACION.

Alcance:

Documentar un procedimiento para la limpieza y sanitizacion del area de

fabricacion.

Objetivo:

Describir los lineamientos generales de limpieza y sanitizacion del area de

fabricacion para eliminar correctamente restos del producto y evitar

contaminaciones cruzadas.

Procedimiento de operacion:

1. Limpieza del érea y equipo de trabajo:
Limpiar el area con papel toalla que no desprenda fibra para eliminar los
restos de polvo, agregar solucion detergente sobre la superficie del area
de trabajo y limpiar con una esponja con movimientos circulares hasta
remover la suciedad y retirar los restos de la solucién con papel toalla que
no desprenda fibras.

2. Sanitizacion del area y equipo de trabajo:
Disolver 5.0mL de solucion de Cloruro de benzalconio al 25% en 5.0mL
de agua destilada y con una esponja distribuir la solucién sobre la
superficie de la mesa y dejar por 20 minutos. Retirar los restos de la

solucién con una toalla que no desprenda fibras.

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR CODIGO: TDhG-1

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

FECHA: HOJA: 1 DE: 3
10/10

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A
BASE DE GLUTARALDEHIDO AL 2%

ALCANCE: Identificar la formulacién que presente mejores caracteristicas

de calidad.

OBJETIVO: Diseflar un procedimiento para la elaboracion de un

desinfectante a base de Glutaraldehido al 2%.

Cuadro N?2 : Férmula cualitativa y cuantitativa del desinfectante a base de
Glutaraldehido 2%

FORMULA CUANTITATIVA
MATERIAPRIMA | PRE-FORL | PRE-FOR 2 | PRE-FOR 31| copyuLA CUALITATIVA
Trietilenglicol 4.0% 8.0% 12.0% Humectante
Bifosfato monosadico 3.0% 5.0% 10.0% Regulador de pH
Glutaraldehido 2.0% 2.0% 2.0% Agente desinfectante
Nitrito sédico 0.10% 0.30% 0.50% Anticorrosivo
FD&C Azul N5 0.50% 0.80% 0.10% Correctivo de color
Fragancia de limon |  ------ 0.40% 0.50% Correctivo de olor
Agua desmineralizada 90.31% 83.5% 74.9% Vehiculo

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR CODIGO: TDG-1

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

FECHA: HOJA: 2 DE: 3

10/10

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A

BASE DE GLUTARALDEHIDO AL 2%

Procedimiento de operacion:

15
16

17.

18.

19.

20.

21.

22.

. Limpieza y sanitizacion del area y equipo de trabajo.( TDLS-3)

. Requisicion de materia prima (ver anexo 9)

Pesar solidos en balanza analitica: Bifosfato monosodico 3.0g; Nitrito
sédico 0.10g.

Medir liquidos utilizando pipeta Mohr: Trietilenglicol 4.0mL;
Glutaraldehido 2.0mL; FD&C Azul N°5 0.50mL; fragancia de limon
0.30mL; agua destilada 90.31mL utilizando probeta.

En un vaso de precipitado de 150mL, agregar 60mL de agua destilada y
disolver 3.0g de Bifosfato monosédico, 0.10g de Nitrito sddico, agitando
mecanicamente después de cada adicion hasta completa disolucion.
Incorporar a la mezcla 2.0mL de Glutaraldehido y 4.0mL Trietilenglicol
agitando mecénicamente después de cada adicion hasta completa
miscibilidad.

Colorear la mezcla del paso 6 con 0.5mL de FD&C Azul N° con
agitacion mecéanica hasta homogenizar

Adicionar 0.3mL de fragancia de limon con agitacion mecénica hasta

homogenizar. (omitir si no lleva fragancia)

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR CODIGO: TOG-1

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

FECHA: HOJA: 3DE: 3
10/10

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A
BASE DE GLUTARALDEHIDO AL 2%

23. Filtrar la solucion del paso 8.
24. Completar hasta volumen total de 100mL con agua destilada.
25. Realizar controles en proceso (ver pagina 61)
f) Evaluacion de las caracteristicas organolépticas: olor, color.
g) Transparencia
h) Particulas extrafias
i) Verificacion de volumen
i) pH
26. Envasar el desinfectante en recipiente de polietileno de alta densidad
27. Etiquetar
28. Almacenar en el area de cuarentena durante quince dias a una

temperatura de 29<C.

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

CODIGO: TDA-1

HOJA: 1 DE: 3

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A
BASE DE ACIDO PERACETICO 0.26%

ALCANCE: Identificar la formulacion que presente mejores caracteristicas de

calidad.

OBJETIVO: Disefar

un procedimiento para

la elaboracion de un

desinfectante a base de acido peracético al 0.26 % y evaluar las

formulaciones elaboradas.

Cuadro N3: Foérmula cualitativa y cuantitativa del desinfectante a base de
Acido Peracético 0.26%.

FORMULA CUANTITATIVA

MATERIA PRIMA PRE-FOR 1 | PRE-FOR 2 | PRE-FOR 3 | FORMULA CUALITATIVA
Bifosfato monosddico 1.0% 1.5% 2.0% Agente quelante
Acido Peracético 0.26% 0.26% 0.26% Agente Desinfectante (P.A.)
Lauril sulfato de sodio 0.10% 0.20% 0.30% Surfactante, Humectante
FD&C Rojo N4 0.50% 0.80% 1.0% Correctivo de color
Fragancia floral | - 0.40% 0.50% Correctivo de olor
Agua desmineralizada | 98.14% 96.84% 95.94% Vehiculo

REDACTADO POR:

VERIFICADO POR:

APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR CODIGO: TDA-1

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
HOJA: 2 DE: 3

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A

BASE DE ACIDO PERACETICO AL 0.26%

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Limpieza y sanitizacion de areay equipo de trabajo.( TDLS-3)
Requisicion de materia prima. (ver anexo 6)

Pesar solidos en balanza analitica: Bifosfato monosédico 1.0g; Lauril
sulfato de sodio 0.10g.

Medir liquidos utilizando pipeta Mohr: Acido peracético 0.26mL; FD&C
Rojo N°4 0.50mL; fragancia floral 0.30mL; agua destilada 98.14mL
utilizando probeta.

En un vaso de precipitados de 150mL, agregar 60mL de agua destilada y
disolver 1.0g de Bifosfato monosaddico, 0.10g de Lauril sulfato de sodio,
agitando mecénicamente después de cada adicion hasta completa
disolucion.

Incorporar a la mezcla 0.26mL de Acido peracético agitando

mecanicamente hasta completa miscibilidad.

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR CODIGO: TDA-1

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

FECHA: HOJA:3 DE: 3
10/10

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A
BASE DE ACIDO PERACETICO AL 0.26%

21. Colorear la mezcla del paso 6 con 0.5mL de FD&C Rojo N°4 con
agitacion mecanica hasta homogenizar.
22. Adicionar fragancia floral con agitacibn mecénica hasta homogenizar.
(Omitir si la solucién no lleva fragancia)
23. Filtrar la solucion del paso 8.
24. Completar hasta volumen total de 100ml con agua destilada.
25. Realizar controles en proceso (ver pagina 61)
f) Evaluacion de las caracteristicas organolépticas: olor, color.
g) Transparencia
h) Particulas extrafas

i) Verificacion de volumen
) pH
26. Envasar el desinfectante en recipiente de polietileno de alta densidad

27. Etiquetar

28. Almacenar en el area de cuarentena durante quince dias, a una

temperatura de 29<C.

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

FECHA:
10/10

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

CODIGO: TDC-1

HOJA:1 DE: 3

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A
BASE DE GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 4%

ALCANCE: Identificar la formulacion que presente mejores caracteristicas de

calidad.

OBJETIVO: Disefar

un procedimiento para

la elaboracion de un

desinfectante a base de Gluconato de clorhexidina 4% .

Cuadro N5: Formula cualitativa y cuantitativa del desinfectante a base de

Gluconato de clorhexidina 4%

FORMULA CUANTITATIVA

MATERIA PRIMA RRE-FOR L1 BREGFORZ I FRE-FOR# | crauLaclALIFATIVA
Gluconato de clorhexidina 4.0% 4.0% 4.0% Agente desinfectante
Isopropanol 70% 3.0% 3.0% 3.0% Coadyuvante; desinfectante
Propilenglicol 1.0% 2.0% 3.0% Humectante
Nitrito sédico 0.05% 0.1% 0.3% Anticorrosivo
EDTA 0.005% 0.08% 0.1% Agente quelante
FD&C Morado N1 0.5% 0.8% 1.0% Correctivo de color
Fragancia de lavanda | = ----- 0.4% 0.5% Correctivo de olor
Agua desmineralizada 91.45% 89.42% 88.1% Vehiculo

REDACTADO POR:

VERIFICADO POR:

APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR CODIGO: TDC-1

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA HOJA2 DE- 3

FECHA:

10/10

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A

BASE DE GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 4%

Procedimiento de operacion:

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Limpieza del area y equipo de trabajo (TDLS-3)

Requisicion de materia prima.(ver anexo 6)

Pesar sdlidos en balanza analitica: Gluconato de clorhexidina 4.0g; Nitrito
sédico 0.1g; EDTA 0.05g;

Medir liquidos utilizando pipeta Mohr: Isopropanol al 70% 3.0mL;
Propilenglicol 1.0mL; FD&C Azul N°1 0.50mL; fragancia de lavanda
0.30mL; agua destilada 91.45mL utilizando probeta.

En un recipiente de 150mL, agregar 60mL agua destilada y disolver
0.005g de EDTA, 0.1g de Nitrito sédico y 4.0g de Gluconato de
clorhexidina, agitando mecanicamente después de cada adicion hasta
completa disolucion.

Incorporar a la mezcla 3.0mL de Alcohol isopropilico y 1.0mL de
Propilenglicol agitando mecéanicamente después de cada adicion, hasta
completa miscibilidad.

Colorear la mezcla del paso 6 con 0.5mL de FD&C Morado N°1 con

agitacion mecéanica hasta homogenizar.

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR:




PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR CODIGO: TDC-1
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

HOJA:3 DE: 3

TITULO: PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE DESINFECTANTE A
BASE DE GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 4%

23. Adicionar 0.3mL de fragancia lavanda con agitacion mecéanica hasta
homogenizar. (omitir si no lleva fragancia)

24. Filtrar la solucién del paso 8.

25. Completar hasta volumen total de 100ml con agua destilada.

26. Realizar controles en proceso (ver pagina 61)

27. Evaluacion de las caracteristicas organolépticas: olor, color.
e) Transparencia
f) Particulas extrafias
g) Verificacion de volumen
h) pH

28. Envasar el desinfectante en recipiente de polietileno de alta densidad

29. Etiquetar

30. Almacenar en el area de cuarentena durante quince dias a una
temperatura de 29<C.

REDACTADO POR: VERIFICADO POR: APROBADO POR:




ANEXO N° 2

MONOGRAFIAS



CLORHEXIDINA (2,

HN H H NH
cl Cl

Figura N°13: Estructura quimi ca de la Clorhexidina

Caracteristicas organolépticas:  (Gluconato de Clorhexidina)
Solucion acuosa que contiene no menos de 190 g/litro y no mas de 210 g/litro
de Gluconato de clorhexidina. Liquido casi incoloro o amarillo palido, miscible

en agua.

Espectro de accion:

Los siguientes microorganismos muestran una alta susceptibilidad a la
clorhexidina: Estreptococos, estafilococos, Candida albicans, Escherichia
coli, salmonella sp. , y bacterias anaerdbicas. Las cepas de Proteus,
Pseudomonas, Klebsiella y cocos gram-negativos muestran una baja

susceptibilidad a la clorhexidina. 27



Mecanismo de accion:

La clorhexidina desestabiliza y penetra las membranas de las células
bacterianas. La clorhexidina precipita el citoplasma e interfiere con la funcion de
la membrana, inhibiendo la utilizacion de oxigeno, lo que ocasiona una
disminucion de los niveles de ATP y la muerte celular. En las bacterias Gram-
negativas, la clorhexidina afecta la membrana exterior permitiendo la liberacion
de las enzimas periplasmaticas. La membrana interna de estos
microorganismos no es destruida, pero si que es impedida la absorcién de
pequefias moléculas. A bajas concentraciones, la clorhexidina exhibe un efecto

bacteriostatico, mientras que a altas concentraciones es bactericida. 7

Incompatibilidades: (21

Las sales de clorhexidina son incompatibles con jabones y otros materiales
anionicos. Su actividad puede ser reducida por la presencia de agentes
suspensores como el aliginato y tragacanto, también polvos insolubles como el

kaolin y compuestos insolubles de Calcio, magnesio y zinc.

A concentracion de 0.05% las sales de clorhexidina son incompatibles con
boratos, bicarbonatos, carbonatos, cloruros, citratos, nitratos, fosfatos y
sulfatos, formando sales de baja solubilidad las cuales pueden precipitar de la
solucion. A diluciones de 0.01% o mas, esta sales son generalmente solubles.

En presencia de aguas duras se pueden formar sales insolubles.



GLUTARALDEHIDO

Fig.N°14: Estructu ra quimica del Glutaraldehido.

Propiedades fisicoquimicas
Liquido de bajo peso molecular, incoloro y de olor picante. Miscible en agua y
solventes organicos (etanol, benceno y éter). En agua es ligeramente acido (pH

3 —4). Emana vapores toxicos. (21

Espectro de actividad

Bactericida de elevada potencia. Es activo frente a GRAM (+), GRAM (-),
Micobacterias, Virus y algunos hongos.

Las soluciones acuosas de glutaraldehido acidas no son esporicidas; para serlo
es necesario que estén activadas a pH 7.5-8.5 Se ha demostrado efectivo
contra Mycobacterium tuberculosis, asi como contra el virus de la hepatitis B y

HIV. @1



Mecanismo de accién

Es alquilante de grupos sulfidrilo, hidroxilo, carbonilo y amino, alterando asi la
sintesis de DNA, RNA y proteinas. La célula es incapaz de llevar a cabo sus
funciones esenciales. Causa también disrupcion de la pared de esporas e
inhibe la esporulacion y germinacién. Las soluciones deben estar activadas: el

pH optimo de actuacion es entre 7.5-8.5 (21,27

Incompatibilidades
No interacciona con metales, gomas, lentes épticos o plasticos. A diferencia del
formaldehido. El glutaraldehido mantiene un alto grado de actividad en

presencia de materia organica. (»1,27)



ACIDO PERACETICO

H O

| =
H-C-C

| ~

H O -0OH

Fig.N° 15 Estructura quimica del acido peracetico

Formula quimica: C2H403

Sin6nimos: Acido peroxiacético, acetil hidroperéxido (21

Propiedades fisicoquimicas
Masa molar: 76.05, densidad: 1.13g/ml, P.f.:0.2°C, P.e: 110°C, Flash point:

40.5°C, es un acido débil, cuyo pH es de 8.2 a 20°C, (21

El &cido peracético es una mezcla de acido acético y peréxido de hidrégeno en
solucion acuosa. Se obtiene por oxidacion a partir de acetaldehido y oxigeno en
presencia de acetato de cobalto. También puede obtenerse tratando anhidrido
aceético con peroxido de hidrégeno (en presencia de &cido sulfarico). Soluble en

agua, alcohol, éter y acido sulfarico, (o)



Espectro de actividad

Es activo frente a bacterias, hongos, levaduras, endoesporas y virus. A
concentraciones inferiores a 100 ppm inhibe y mata a bacterias Gram positivas,
Gram negativas, micobacterias, hongos y levaduras en 5 minutos o0 menos.
Algunos virus son inactivados por 12-30 ppm en 5 minutos, mientras que otros
requieren 2000 ppm (0.2%) durante 10-30 minutos. La Concentracion Minima
Esporicida (CME) del &cido peracético es de 168-336 ppm (son necesarias 1-2

horas de contacto). (21,26)

Mecanismo de accion

La actividad desinfectante del acido peracético radica en su capacidad oxidante
sobre la membrana externa de las bacterias, endoesporas y levaduras. El
mecanismo de oxidacion consiste en la transferencia de electrones de la forma
oxidada del &cido a los microorganismos, provocando asi su inactivacion o
incluso su muerte. Ejerce su actividad al descomponerse en &cido acético,

peroxido de hidrogeno y oxigeno (productos no dafiinos). (21, 26, 27)

Incompatibilidades:

El acido peracético se descompone con mucha lentitud a la temperatura
ambiente. Esta descomposicion se acelera muchisimo cuando hay indicios de
ciertas impurezas, en particular de iones de metales pesados, como cobalto,

hierro y cobre, que reducen considerablemente la estabilidad, ya en



concentraciones de solo unas pocas partes por millén, por lo q pueden
producirse serias contaminaciones por exposicion al polvo atmosférico o por el
equipo usado en la manufactura o en el almacenaje. El efecto de estas
impurezas se contrarresta meédiate la adicion de pequefias cantidades de
secuestrantes o de agentes de quelacion, que se supone forman complejos
cataliticamente inactivos con los iones metalicos, esto no solo reduce la perdida
de &cido peracético por almacenaje sino que también permite manejar la
solucién con mas seguridad. Las sustancias alcalinas disminuyen la estabilidad

del acido peracético. (21



TRIETILENGLICOL (2

HD\/’\D/\\/DWDH

Fig. N°16: Estructura quimica de Trietilenglicol

Sinénimos: Trietilenoglicol

Formula quimica: Ce Hi4 Oy

Descripcion: Liquido incoloro a amarillo palido, higroscopico

Solubilidad: Completamente soluble en agua, soluble en alcohol insoluble en
tolueno, benceno.

Propiedades fisicas:

Masa molar: 150.17g/mol

Punto de fusion: -7°C

Punto de ebullicion: 285-295°C
Densidad: 1.123g/cm?® (20°C)

Temperatura de inflamabilidad: 165°C
El trietilenglicol se asemeja por sus propiedades al derivado polimero mas
sencillo de etilenglicol; fue obtenido primero por Lourenco y Wurtz como

subproducto e sintesis del dietilenglicol.

Usos: se usa para desinfectar el aire de hospitales, tiene propiedades

emulsionantes y lubricante.



BIFOSFATO MONOSODICO ()

O

P .
HO \~O Na’
OH

Fig. N°17: Estructura quimica de Bifosfato monosod ico

Sinbénimos: Sodio dihidrogenofosfato, sodio bifosfato, fosfato de sodio
monobasico.

Formula quimica: NaH,PO,

Descripcion: Polvo cristalino, blanco o transparente, sin olor; ligeramente
higroscépico.

Solubilidad: En agua 850g/I, insoluble en alcohol.

Propiedades fisicas:

Masa molar: 119.98g/mol
Punto de fusion: 60°C

Punto de ebullicion: 285-295°C
Densidad: 1.915g/cm? (20°C)

Usos: Es utilizado como regulador de la acidez y como agente quelante o
secuestrante ya que forma complejos con los iones metalicos; disminuye la

perdida de agua.



NITRITO SODICO )
Q
_NT
O O'Na*

Fig. N°18: Estructura quimica de Nitrito sodico

Sinénimos: Nitrito de sodio, sal sodica del acido nitroso.

Formula quimica: NaNO-

Descripcion: Polvo granular de color blanco a ligeramente amarillo, o varillas o
masas fundidas, opacas, de color blanco o practicamente blanco. Tiene un
suave sabor salino y es delicuescente en aire.

Solubilidad: Facilmente soluble en agua; moderadamente soluble en alcohol.

Propiedades fisicas:

Masa molar: 69g/mol
Punto de fusion: 280°C
Punto de ebullicion: 320°C
Densidad: 2.1g/cm?®

Usos: Se emplea principalmente como conservante alimenticio y como agente

anticorrosivo.



LAURILSULFATO DE SODIO (15, 21

Fig. N°19: Estructura quimica de lauril sulfato de sodio

Sinénimos: Dodecil sulfato de sodio, Sulfato laureo de sodio, Sal sddica
dodecilo sulfato, Monododecil sulfato de sodio.

Formula quimica: C12HsNaO4S

Descripcion: polvo blanco 6 ligeramente amarillo

Solubilidad: soluble en agua, parcialmente soluble en alcohol, practicamente
insoluble en éter y cloroformo.

Propiedades fisicas:

Masa molar: 288.38 g/mol
Punto de fusion: 204-207°C
Punto de ebullicién: se descompone
Densidad: 1.1g/ml

Usos: Aditivo para alimentos, tensioactivo, agente humectante. En
preparaciones de limpieza se emplea como emulsificante y detergente

formando espuma.



EDTA (1821

Fig. N°20: Estructura quimica de EDTA

Sinonimos: Acido etilendiamino tetraacético, Acido (etilendinitrilo) tetraacetico
Formula quimica: C1oH16N20s.

Descripcion: Cristales o polvo cristalino blanco, inodoro.

Solubilidad: Muy poco soluble en agua e hidréxido de sodio al 0.1 N; insoluble

en etanol y cloroformo; soluble en hidréxido alcalinos

Propiedades fisicas:

Masa molar 292.25 g/mol
Punto de fusién 245 T. descompone
Densidad (25°C) 0.86 g/mL.

Usos: El EDTA y sus sales se utilizan de 0.005 — 0.1% como agente quelante

en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria



PROPILENGLICOL g5

HBCA<;
OH

Fig. N°21: Estructura quimica de Propilenglicol

Sinénimos: Metilglicol, Metiletilenglicol, Propano-1,2-diol, 1,2-propilenglicol
Formula quimica: C3HgO»

Descripcion: Liquido claro, limpido, incoloro, viscoso a temperatura ambiente;
practicamente inodoro que tiene un sabor ligeramente acre. Higroscépico
Solubilidad: Miscible en agua, glicerina, alcohol, acetona y cloroformo; soluble
en éter; disuelve a muchos aceites volatiles; no miscible con aceites fijos

Propiedades fisicas:

Masa molar: 76.094 g/mol
Punto de ebullicion: 184 - 189°C,
Densidad: 1.035 - 1.037 25°C g/mL

Usos: Como conservador y emulsificante en alimentos, preservante,

humectante, solvente.



ALCOHOL ISOPROPILICO (1821

OH

PR

HsC CHs

Fig. N°22: Estructura quimica de alcohol isopropil ico

Sinénimos: Isopropanol, 2-Propanol, Dimetil carbinol

Formula quimica: C3HgO

Descripcion: Liquido inflamable, transparente, incoloro, mavil, volétil, con
caracteristicas de olor que asemeja a una mezcla de etanol y acetona, y un
ligero sabor amargo.

Solubilidad: Miscible con agua, etanol, benceno, cloroformo, éter y glicerina.
Insoluble en soluciones salinas. Soluble en acetona

Propiedades fisicas:

Masa molar: 60.10 g/mol

Punto de fusion: -89.5°C

Punto de ebullicion: 82.3°C

Densidad: 0.7855 (20°C) g/mL.

Usos: Se utiliza como solvente en proporcion de 70%, en lociones de mano,
lociones para después de afeitar y productos similares. Al 70% se usa como

coadyuvante para la desinfeccion en productos para manos.



ANEXO N° 3

DISENO METODOLOGICO



Pesar o medir todos los

componentes de la formula

Colocar el solvente

Agitar
mecanicamente

después de cada

Disolver los componentes
de la férmula de menor a

adicion. -
mayor solubilidad en el
«— solvente adecuado
- > Afadir correctivo de
color y olor

Unir las premezclas

con agitacién mecéanica

Llevar a volumen,

envasar y etiquetar

Pasar la solucién por el -.i]"'p
b-
I

filtro adecuado |

Fig. N23: Esquema para elaborar las soluciones desinfectantes.



PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES DE ENSAYO (

Cultivos
liofilizados

\

Cultivar en caldo
CASOY

\

Incubar a 37T x
24h

\

Crecimiento del
microorganismo NO
A4
Sl
2
Subcultivar en Subcultivar en
medio selectivo medio TSA
V Y
Incubar a 37C x 24h

!



Continuacion....

Adicionar
solucién

Transferir asadas

Lectura mayor
a al intervalo

del medio TSA

En un tubo de ensayo
con 10ml de solucién

Leer en el
espectrofotbmetro a
620nm

Lectura menor
a al intervalo

l

NO

Bacterias Gram-
positivas
0.3-0.4

\

Bacterias Gram- I NO

negativas
0.2-0.3

J

SI

\

Preparar diluciones con
solucién salina 10-°y 10”’

L

Sembrar cada uno de
las diluciones en TSA

!



Continuacion... l

Incubar a 37C x
24 h

Vv

Recuento entre
1.5x10%ufc/ml y 5x10°
ufc/ml

Si

Diluir esta suspensiéon con
solucién salina aprox. Una
cuarta parte de la dilucién 10

|

Preparar una dilucién 10" y
sembrar en medio TSA
Incubar 37T x 24h

A4

Recuento entre 3.0x10%y
1.6x10° ufc/ml

Figura N°24: Esquema de preparacién de las suspensiones de ensayo.



) bii
. _ Caldo rimer pase
|cr.oo.r.gan|smo Casoy TSA
liofilizado

SUSPENSION DE ENSAYO

Incubar a 37C
x 24h

10.0mL
solucion
salina

Ajustar
Absorbancig

Diluir de 10'1 hasta 10”7
10°

Solucién Solucion
salina | salina
¢1.0mL ¢1 .0mL

Recuento entre 1.5 x 10° y 5.0 x 10° ufc/mL

Fig. N°25: Preparacion de la Suspension de ensayo



10™ 102 10° 10* 10°

Diluir Diluir Diluir Diluir

Cepa

9.0mL
estandarizada

Sol. Salina

SUSPENSION DE CONTROL
Sol. Salina

Incubar a 37C . —
x 24h

Recuento entre 3.0 x 10° y 1.6 x 10° ufc/mL

Fig. N26: Preparacion de la Suspension de control



Parametro A- Control de las condiciones experimenta  les ()

Pipetear 1ml de agua a un tubo
de ensayo

4

Afadir 1 ml de la suspension
de control

\l, Mezclar

Colocar en un bafio de agua a
20C

L

Activar el cronometro durante
2 min

\ 4
Afnadir 8ml de agua estéril

\1, Mezclar

Colocar en un bafio de agua, a
20%C; durante 5min 10min y
15min

Tomar una muestra de 1ml por
duplicado

Y

Sembrar por técnica vertido en
placa adicionar agar TSA

A 4
Incubar a 37<C por 24h

!




Continuacion...

y

Sl <

Recuento igual o superior a

NO

Ensayo no
valido

Repetir el
ensayo

Figura N° 27 : esquema control de las condiciones experimentales




8mL de agua
destilada estéril

2"

ImL df Agua Bafio Maria 20C §
., Durante 2min
1mL de suspension [ Mezclar
de control

Bafio Maria 20C
t.: 5,10 y 15min

Después de cada
tiempo t.

|
¢

Incubar a 37C
x 24h

Fig. N28: Control de las condiciones experimental es: “A”



Parametro B- Control del neutralizador

Neutralizante

) 7

Pipetear 8ml en un tubo de
ensayo con 1ml de agua

(€

\ 4

Afadir 1ml de la suspension de
control

y)

Mezclar

Colocar en un bafio de agua a
20T durante 5min

4

Tomar una muestra de 1ml por
duplicado

\ 4

Sembrar por técnica vertido en
placa adicionar agar TSA

Y

Incubar a 37T por 24h

\

Sl

Recuento igual o superior a

Mezclar

Ensayo
valido

Figura N° 29: Esquema control del neutralizador

NO

Ensayo no
valido




&

8mL de
Neutralizador —rp i
+ [ Mezclar |
1mL de Agua
+
1mL de suspensién Bafio Maria 20C
de control Durante 5min

Incubar a 37C
X 24h

Fig. N<30: Control del Neutralizador: “B”



Parametro C: Verificacion del método

1ml de agua, 1ml del diluyente

\ 4

Colocar en un tubo de ensayo

N\

(@)

8ml de
Desinfectante

Mezclar

Y

Colocar en un bafio de agua a
20T durante 5min, 10miny
15min

Y

Transferir Iml de la mezcla

\ 4

Tubo con 8ml de neutralizante

Mezclar

¥

Colocar el tubo en un bafio de
agua a 20T x 5min

Y

Adicionar 1 ml de la suspensién
de control

Mezclar

\

Colocar el tubo en un bafo a
20T x 30min

{




Continuacion...

Y

Tomar una muestra de 1ml por
duplicado

Mezclar

Y

Sembrar por técnica vertido en
placa adicionar agar TSA

Y

Incubar a 37T por 24h

NO

\ 4
S| Recuento igual o superior a
Ensayo
valido

Ensayo no
valido

Figura N° 31: Esquema verificacion de la metodologia




1mL de agua
b

+
1mL de diluyente Mezclar | Mezclar

+
8mL de

desinfectante a

prueba

Incubar a 37C
X 24h

8mL
Neutralizante

Bafio Maria 20C
7 Durante 5min

1mL Suspension
de Control

Bafio Maria 20C
Durantet: 5,10 y
15 min

Bafio Maria 20C
Durante 30min

Fig. N°32: Verificacion del método “C”



Ensayo Na (determinacion de la actividad bactericid  a) )

Suspensién de ensayo

Y

Pipetear 1ml a un tubo de
ensayo

Adicionar 1ml de agua, colocar
en un bafio de agua a 20C

Y

Activar el cronometro durante
dos minutos

A

Anadir 8ml del desinfectante a
evaluar

Mezclar

Y

Colocar en un bafio de agua a
20C

A 2

Activar el cronometro durante el
tiempo t seleccionado

T1: 5min

t

T,:10min

|

T3:15min

J

|

Tomar 1ml de la mezcla de
ensayo Na

!



Continuacion...

Sl

)

Transferir a un tubo con 1ml de
agua y 8ml de neutralizante

Mezclar

\ 4

Colocar en un bafio de agua a
20C

\ 4

Dejar neutralizar por
5min

\ 4

Tomar una muestra de 1ml por
duplicado

\ 7

Sembrar por técnica vertido en
placa adicionar agar TSA

Incubar a 37<C por 24h

Y

Reduccion logaritmica superior
ab

NO

Figura N° 33: Esquema ensayo Na

Ensayo no
valido

Repetir el
ensayo




" VAR

1mL de agua

N 8mL del
. | J desinfectante a
1mL de suspension Mezclar Mezclar orueba
de ensayo ’
Bafio Maria 20C Mezclar
Durante 2min
Bafio Maria 20C Después de cada
Durantet: 5,10y | tiempo t.
15 min
imL
Mezclar 8mL de
Neutralizante
+
1mL de Agua

Incubar a 37C Bafio Maria 29"0
X 24h Durante 5min

Fig. N34: Determinacion de la actividad bactericida del desinfectante.



ANEXO N°4

CALCULOS



Calculo para desinfectante a base de Glutaraldehido 2% contra Salmonella

choleraesuis a5y 10 min de contacto.

Determinacion de los valores Vc:
Todos los datos de recuentos microbianos se registran como valores Vc.

En este método, los ensayos y los controles, un valor Vc es el nimero de

unidades formadoras de colonias contadas por 1.0mL de muestra.
Datos
Cepa: Salmonella choleraesuis

- Recuentos obtenidos en la dilucién 10° y 107 de la suspension de ensayo

24h después de la incubacion.
Recuento de la dilucién 10°: 138 UFC, 131UFC
Recuento de la dilucién 10™": 10 UFC, 8 UFC
- Recuento de la suspension de validacion de la dilucién 10°™:
10™": 80 UFC, 90 UFC

— Recuentos obtenidos en los controles:



Control “A”;

5min: 50 UFC, 42 UFC

10min: 39 UFC, 45 UFC

Control “B”:

60 UFC, 54 UFC

Control “C™:

5min: 39 UFC, 45 UFC

10min: 41UFC, 30 UFC

Recuento obtenido en el ensayo:

Nal:

5min: 18 UFC, 19 UFC

10min: 10 UFC , 8 UFC

Calculo de “N”

“N” es el numero de células por mL en la suspension de ensayo



c

N =
(n; +0.1n,)107¢

Donde:

C: es la suma de los valores Vc tenidos en cuenta.

n.: es el nimero valores Vc tenidos en cuenta en la dilucién mas baja (10°®).
n,: es el nimero de valores Vc tenidos en cuenta en la dilucién mas alta (107).

10°®: es el factor de dilucién correspondiente a la dilucién mas baja.

_ (138+131+10+8) 287

— = — = 1.5x10° UFC/mlL
(2 +0.1=2)10 2.2x10

Calculo de “N ¢”

No es el numero de células por mL en la mezcla de ensayo al comienzo del
tiempo de contanto (tiempo “cero” = 0) es la décima parte de N debido a la

dilucion que se produce al afiadir el desinfectante y agua. ()



1.5x10° ;
N,= ———— = 1.5x107 UFC/ml
0 10

Calculo de Ny y Ny “ Numero de células en la suspensién de validacion”

N, es el nUmero de células por mL en la suspension de validacion. Es diez
veces superior a los recuentos en términos de valores Vc debido a la etapa de

dilucion. (1
C
N, =10 —

En donde:
c: es la suma de los valores Vc tenidos en cuenta.

n: es el nimero de valores Vc tenidos en cuenta

80+ 90 170
N, =10 —— =10~

= 8.5x10°UFC/ml

Nyvo s el numero de células/ml en las mezclas A, B, C al comienzo del tiempo
de contacto (tiempo 0) es diez veces mas pequefio que la media de los valores

Vc de Nv que se tienen en cuenta



N ¢
ID —_ —_—
oon

80+90
N,, =———— =85UFC/mlL
2

Calculode A,ByC

Para calcular el nimero de sobrevivientes en el control de las condiciones
experimentales (tiempo y temperatura) “A”, control del neutralizador “B” y
validacién del método “C” al final de los tiempos de contactos (“A™ 5, 10 y

15min; “B” 5min y “C” 30min) se empled la siguiente ecuacion:

c
AEB,0 = —

T
En donde:
c: es la suma de los valores Vc tenidos en cuenta.
n: es el nimero de valores Vc tenidos en cuenta

] 50+ 42
A(5min) = T= 46 UFC



i 50 +45

A(10min) = — = 47.5 UFC

60 + 54

=——=57UFC
_ 48 + 45

C(Smin) = — = 46.5UFC
_ 50+ 45

€(10min) = T= 47.5UFC

La norma dice que para que la metodologia sea valida los recuentos de A, By
C deben ser mayor o igual al 50 por ciento de Nyo (A,B,C 250% N, )por lo que,
se puede observar que A, By C son mayores a 42.5 que corresponde al 50 por

ciento de Ny,

Calculo de “Na”

namero de microorganismos supervivientes/ml en la mezcla de ensayo al final
del tiempo de contacto y antes que la neutralizacion, es diez veces superior que
los valores Vc debido a la adicion de neutralizador y agua; por la tanto se

empleo la siguiente formula: ()



cx 10

Na =

En donde:

c: es la suma de los valores Vc tenidos en cuenta.
n: es el nimero de valores Vc tenidos en cuenta.
5min de contacto:

Valores Vc por duplicado 18 UFC, 19 UFC

18 +19 37
Na :Th 10 =?-‘ 10 =185 UFC/mlL

10min de contacto:
Valores Vc por duplicado: 10 UFC,8 UFC

En el método de dilucidn-neutralizacion se tuvo en cuenta limites para el
recuento entre 14 y 330 colonias. Si el recuento en una placa fue superior a 330
se registro como “>330"; y si el valor fue inferior a 14, se sustituye por “<14”

para el caso de Na.
Ya que los recuentos obtenidos fueron 8 UFC y 10 UFC se remplazan por <14

=< 14+<14 14
Na :Th 10 = ?-‘ 10 == 140 UFC/mlL



Reduccién Logaritmica:

Para que el desinfectante sea efectivo, segun la norma UNE-EN1040:2006

este debe demostrar una reduccion logaritmica no inferior a 5.
Esta reduccion se calcula de la siguiente manera:

Para cada condicion experimental, se calcul6 el logaritmo decimal de la

reduccién (logR) respectivo utilizando la ecuacion:

Log R=LogN, —LogNa

No= 1.5x 10’UFC/mL
logN, = 7.17

Na a los 5min de contacto fue de: 185 UFC/mL

logNa = 2.28

Reduccion logaritmica a los 5min de contacto del desinfectante es de:

Log R=7.17 — 228

Log R =429



Na a los 10min de contacto fue de: 140 UFC/mL

logNa = 2.15

Log R=7.17 —2.15

Log R=5.02

El desinfectante es efectivo contra la cepa de Salmonella choleraesuis hasta

los 10min de contacto ya que la reduccion logaritmica es superior a 5.



ANEXO N° 5

NEUTRALIZANTES



Preparacion de los neutralizantes (1.2

Neutralizante para desinfectante a base de Glutaral dehido

Su composicion a doble concentracion es la siguiente:

TWEEN B0, et et e e e e 30.00 ml (32.25 g)
Tiosulfato sOAICOX5H20, ..o, 3.922 g
Diluyente (solucidn salina 0.85%), C.S.P. «.vvvvvviviiiiiie e 250.00 ml

1. Poner un vaso de 50 o 100 ml en la balanza y afiadir con una pipeta Tween
80 hasta 32.25g.

2. Disolver en varias alicuotas de diluyente (hasta arrastrar todo el contenido
del vaso), que se transvasan a un matraz aforado de 250 ml.

3. Afadir en el matraz diluyente hasta completar 2/3 del volumen
aproximadamente. Pesar y afadir el resto de los componentes hasta su
disolucion, y a continuacion, completar con diluyente hasta 250 ml.

4. Ajustar a pH 7 con una solucion de NaOH vy esterilizar.

5. Las cantidades descritas corresponden al neutralizante a doble
concentracion. Para prepararlo a concentracion simple se le afade igual

volumen de diluyente (no de agua destilada).



Neutralizante para desinfectante a base de Clorhexi dina y desinfectante a

base de Acido peracetico:

TWEEN 80, ... ittt e e e e 30.000ml (32.25 g)
Bisulfito sOdico al 40%0,.........coviiniiiiii 6.250ml

Tiosulfato SOAICOX5H20, .......vviviiiiii e, 3.922¢g

0o 1 1.000g

Diluyente (solucion salina 0.85%), C.S.p. «covvvvvviiiinninnnns 250.000ml

1. Poner un vaso de 50 o 100 ml en la balanza y afiadir con una pipeta Tween
80 hasta 32.25g.

2. Disolver en varias alicuotas de diluyente (hasta arrastrar todo el contenido
del vaso), que se transvasan a un matraz aforado de 250 ml.

3. Anadir en el matraz diluyente hasta completar 2/3 del volumen
aproximadamente. Pesar y afiadir el resto de los componentes hasta su
disolucion (excepto la lecitina), y a continuaciéon, completar con diluyente
hasta 250 ml.

4. Ajustar a pH 7 con una solucion de NaOH vy esterilizar.

5. Las cantidades descritas corresponden al neutralizante a doble
concentracion. Para prepararlo a concentracion simple se le afade igual

volumen de diluyente (no de agua destilada).



ANEXO N°6

HOJA DE REQUISICION DE MATERIA PRIMA



NO

HOJA DE REQUISICION DE MATERIA PRIMA

Fecha:

Cantidad

Nombre de la Materia prima

Lote

Solicitado por:




ANEXO N° 7

FOTOGRAFIAS ELABORACION DE LOS DESINFECTACTES



Figura N°35: Elaboracion de los desinfectantes

a) Limpieza del &rea de trabajo

A/ R

b) Pesado de materia prima.



c) Desinfectante a base de Glutaraldehido al 2%

eido peraceticy .
Velgy

i pre=formul s Yy

d) Desinfectante a base de Acido peracético al 0.26%



e) Desinfectante a base de Gluconato de Clorhexidina 4%



ANEXO N° 8

FOTOGRAFIAS CONTROLES EN PROCESO Y EN PRODUCTO
TERMINADO DE LOS DESINFECTANTES



Fig. N36 Controles en proceso y en producto termin ado de los

desinfectantes

a) Control de las propiedades organolépticas de acido peracético:

Color. Tubo A solucién estandar; Tubo B desinfectante.

b) Control de las propiedades fisicas de acido peracético: pH.



¢) Variacién de volumen

d) Estandarizacion de las cepas de trabajo



e) Método dilucién neutralizacion: preparacion de las diluciones de las cepas

de trabajo.

f) Método dilucion neutralizacion: Actividad bactericida del desinfectante



g) Método dilucion neutralizacion: Actividad bactericida del

desinfectante, placas después de la incubacién.



ANEXO N°9

HOJAS DE SEGURIDAD (MSDS) DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS



Presentes en las Areas de:
Droguerias, Cosmétice, Industriai,

'Mantenimiento, Patrdico, Allmento ¥ Laboratorios

HOJA DE SEGURIDAD '
{ MSDS / Material Safety Data Sheet )
GLUTARALDEHIDO
Rombo MNEFBA-70G4 Stulos UM
 Fecha Revisién: 02/06/2007 | %% TELEFONOS DE EMERGENCIA **¥
CORQUIVEN, C.A. : +58 (241) 832.73.49 / 832.70.92 / 838.95.68 - Otros: *171
IDENTIFICACION
Sinénimos :  Pentanedial, Glutaral, Alsesan, Glutarex, Acido Glutdrico dialdehido, Dialdehido
glutarico, 1, 5-Pentanodiol.
Férmula : OHC(CH2)3CHO
Composicién :  Solucién acuosa al 50% de pureza.
NiUmero Interno :
Numero CAS : 111-30-8
Namero UN : N.R.
Clases UN :
Usos :  Ampliamente usado como desinfectante y esterilizante en medicina y

odontologia, también usado en embalsamado y conservacién y en las industrias
de papel y curtido.

Corporacidn Quimica Venazolana CORQUIVEN, C. A, MSDS [GLUTARALDERIDD
Zona Ind. Carabobo, 4ta. Transversal, Galpon G6-B

Pégina 1 de 5 Valancia Edo. Carabobo / VENEZUELA
Telf.: +58 (241) 832.73.49 / 832.70.92 / 838.95.68
Fav: 4

SR /941) R27 A7 NE / R2N 4R Q&



Presentes en las Areas de:
Droguerias, Cosmético, Industrial,

Mantenimiento, Petrdizo, Alimento v Laboratorios
&

L CORQUIVEN ca.

terial Sale : Bhest )

GLUTARALDEHIDO

'EFECTOS PARA LA SALUD

{LIMITES DE EXPOSICION OCUPACIONAL }
TWA : 0.2 ppm.
STEL : N.R.
TECHO (C) : N.R.
IPVS : N.R.
Inhalacion : El vapor es irritante y causa sensacidén de comezdn en la nariz y la garganta,

acceso de tos, malestar en el pecho y opresion, dolor de cabeza, dificultad
respiratoria

Ingestion : Irritacion, malestar, dolor en el pecho, nduseas, somnolencia, debilidad, shock,
colapso, coma. Puede ocasionar quemaduras en {a boca, garganta, esdfago y
estémago. La ingestion de gran cantidad puede causar efectos téxicos con
sintomas de depresion del sistema nervioso central, nduseas y vémito.

Piel : Causa irritaciénSe puede presentar reaccion alérgica.

Ojos : Esirritante y causa dafios serios e irreversibles. El liquido produce conjuntivitis e

inflamacidén de la conjuntiva, con posible dafio de la cérnea. El vapor produce
comezo6n y lagrimeo, pero no ocasiona dafios en la cérnea.

Efectos Crénicos : El contacto prolongado y repetido puede resultar en la absorcién de cantidades
potencialmente nocivas del material causa dermatitis por contacto con la piel, con
sintomas de brotes y comezén, enrojecimiento y escamado de la piel. La

. sensibilizacién respiratoria probablemente no ocurre en personas sin antecedentes
de problemas respiratorios. El glutaraldehido no se acumula en el cuerpo.

PRIMEROS AUXILIOS
Trasladar al aire fresco. Si no respira administrar respiracién artificial. Si respira con
dificultad suministrar oxigeno. Mantener la victima abrigada y en reposo.

Inhalaciéon

Ingestion Lavar la boca con agua. Si esté consciente, suministrar abundante agua. No inducir el
vémito. Buscar atencion médica inmediatamente.
Piel : Retirar la ropa y calzado contaminados. Lavar la zona afectada con abundante agua y

jabdén, minimo durante 15 minutos. Si la irritacién persiste repetir el favado. Buscar
atencién médica

Ojos 8 Lavar con abundante agua, minimo durante 15 minutos. Levantar y separar los
parpados para asegurar la remocién del quimico. Si la irritacidn persiste repetir el
lavado. Buscar atencién médica.
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: RIESGOS DE INCENDIO Y/O EXPLOSION
Punto de Inflamacion (°C) N.A.
Temperatura de Autoigniciéon (°C) N.A.
Limites de Inflamabilidad (%V/V) N.A.
Peligros de Incendio y/o Explosion
No inflamable en solucién. Después de evaporarse el agua, el liquido podria quemarse.
Productos de la Combustién:
Mondxido de carbono y diéxido de carbono.
Precauciones para evitar Incendio y/o Explosid

No dejar evaporar la solucién acuosa porque una vez que esto suceda podria quemarse generando
mondxido de carbono. Eliminar toda fuente de ignicidon. Conectar a tierra los recipientes para evitar
descargas electrostaticas.

Procedimientos en caso de Incendio y/o Explosion:

Evacuar o aislar el drea de peligro. Restringir el acceso a personas innecesarias y sin la debida
proteccién. Ubicarse a favor del viento. Usar equipo de proteccién personal.

Agentes Extintores del Fuego:

En incendios mayores: espuma tipo alcohol o multipropésito y en incendios pequefios: diéxido de
carbono o quimico seco.

"ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION
Almacenamiento : Almacenar en un lugar fresco, alejado del calor y de material incompatible, en
recipientes bien cerrados. Lavar vigorosamente después del manejo. Mantener
buena ventilacién en el drea de trabajo. Almacenar siempre en el tipo de
contenedor recomendado por el fabricante.

Tipo Recipiente

Manipulacién : Usar siempre proteccién personai asi sea corta la exposicidn o la actividad que
realice con el producto. Mantener estrictas normas de higiene, no fumar, ni comer
en el sitio de trabajo. Usar las menores cantidades posibles. Conocer en donde
estd el equipo para la atencién de emergencias. Leeras instrucciones de la
etiqueta antes de usar el producto. Conocer los peligros y el manejo seguro de la
sustancia. Rotular los recipientes adecuadamente.

PROCEDIMIENTOS EN CASO DE ESCAPE Y/O DERRAME
Evacuar o aislar el drea de peligro. Restringir el acceso a personas innecesarias y sin la debida
proteccién. Ubicarse a favor del viento. Usar equipo de proteccién personal. Ventilar el drea. No permitir
que caiga en fuentes de agua y alcantarillas. No tocar el material derramado. No permitir la
contaminacién de corrientes de agua. Detener o reducir el derrame si es posible. Derramar pequefios:
pueden diluirse con grandes cantidades de agua porque a menos de 100 ppm puede ser degradado en
planta de tratamiento bioldgico. Derrames grandes deben ser recolectados para su desecho en
recipientes secos, limpios y secos con cierre hermético.
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- EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL/CONTROL EXPOSICION
Uso Normal : Usar guantes de caucho butilico, neopreno o PVC, gafas de seguridad y
mascara para vapores organicos.
Control de Emergencia : Equipo de respiraciéon autocontenido (SCBA) y ropa de proteccion.

Controles de Ingenierfa : Ventilacion local y general, para asegurar que la concentracién no exceda
los limites de exposicion ocupacional. Debe disponerse de duchas y

estaciones lavaojos.

 PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Apariencia Liquido claro amarillento

Gravedad Especifica (Agua=1) 1.131 / 20°C

Punto de Ebullicién (°C) 188 (puro)

Punto de Fusidn (°C) -14

Densidad Relativa del Vapor (Aire=1) 3.4

Presién de Vapor (mm Hg) 15.0 / 20°C

Viscosidad (cp) N.R.

pH Las soluciones son acidas, pH de 3 a 4

Solubilidad Soluble en agua, etanol, benceno, éter y solventes orgdnicos

ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD
Estabilidad : Estable bajo condiciones normales

Incompatibilidades ¢ Materiales a Bvita

Agua : No Aire : No
Otras : Oxidantes fuertes, alcoholes, aminas

INFORMACION TOXICOLOGICA

El liquido es irritante para la piel y los ojos. Puede ser perjudicial por ingestién. Emite vapores altamente
irritantes. No hay informacién disponible sobre carcinogenicidad ni toxicidad reproductiva. En estudios en
ratas [os resultados sobre mutagenicidad fueron negativos. En estudios en animales se observaron
efectos teratogénicos y fetotdxicos, pero las dosis fueron lo suficientemente altas para producir toxicidad
en la madre.

DL50(oral, rata) = 165 mg/kg.

DL50(oral, ratén) = 134 mg/kg

DL50(oral ratén) = 600 mg/kg

DL50(oral, rata) = 123 mg/kg

DL50(dermal, conejo) = 795 mg/kg

LC50(rata) = 40 ppm/4 horas.

- INFORMACION ECOLOGICA

TOXICO para peces. Evitar descargas a aguas naturales.
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CONSIDERACIONES DE ELIMINACION Y/O DISPOSICION
Pulverizar en un incinerador o mezclar con solvente inflamable adecuado e incinerar cuidadosamente.
Puede ser aceptable enviar a un relleno seguro.

_ INFORMACION DE TRANSPORTE
Utilizar etiqueta de precaucidon. No transportar con sustancias explosivas, sustancias que en contacto con
el agua puedan desprender gases inflamables, comburentes y peréxidos orgdnicos, radiactivas,
sustancias incompatibles ni alimentos.

'INFORMACION DE REGULACION

Cod:go Nacional de Transrto Terrestre. Decreto 1344/70, modificado por 1a Ley 33/86. Articulo 48:
Transportar carga sin las medidas de proteccién, higiene y seguridad. Articulo 49: Transportar materiales
inflamables, explosivos o téxicos al mismo tiempo que pasajeros o alimentos. Suspensién de la Licencia

de Conduccién.

OTRA INFORMACION

La mformacnon relac:onada con este producto puede no ser valida si éste es usado en combinacién con
otros materiales o en otros procesos. Es responsabilidad del usuario la interpretacion y aplicacién de esta

informacién para su uso particular.

Bibliografia :
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' CONSIDERACIONES DE ELIMINACION Y/O DISPOSICION
Pulverizar en un incinerador o mezclar con solvente inflamable adecuado e incinerar cuidadosamente.
Puede ser aceptable enviar a un relleno seguro.

: wE INFORMACION DE TRANSPORTE
Utilizar etiqueta de precaucion. No transportar con sustancias explosivas, sustancias que en contacto con
el agua puedan desprender gases inflamables, comburentes y peréxidos organicos, radiactivas,
sustancias incompatibles ni alimentos.

- INFORMACION DE REGULACION

Codlgo Nactonal de TranSIto Terrestre. Decreto 1344/70, modificado por la Ley 33/86. Articulo 48:
Transportar carga sin las medidas de proteccién, higiene y seguridad. Articulo 49: Transportar materiales
inflamables, explosivos o téxicos al mismo tiempo que pasajeros o alimentos. Suspensién de la Licencia

de Conduccion.

OTRA INFORMACION

La mformacnon relac:onada con este producto puede no ser vélida si éste es usado en combinacién con
otros materiales o en otros procesos. Es responsabilidad del usuario la interpretacion y aplicacién de esta

informacién para su uso particular.

Bibliografia :
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ACIDO PERACETICO (Establllzado) Tesc: 1°31‘
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by - $ DE TRABAJO £ SEGURIDAD E HIGIERE
» . YASUNTOS SOIALES s TRASAIC

Acido peroxiacético
Acido etanoperoxoico
Hidroperéxido de acetilo
C,H,403 / CH3COOOH
Masa molecular: 76.1

NO CAS 79-21-0
NO© RTECS SD8750000
N© ICSC 1031
NO NU 3105
No CE 607-094-00-8

TIPOSDE

‘PELIGROS/ SINTOMAS  PRIMEROS AUXILIOS/

. PELIGRO/ AGUDOS PREVENCION : LUCHA CONTRA
‘EXPOSICION | { i INCENDIOS
‘Inflamable. Explosivo. ‘Evitar las llamas, NO :Agua pulvenzada
:producir chispas y NO ;
fumar. NO poner en
‘contacto con sustancias
‘inflamables. NO poner en
‘contacto con superficies
‘calientes. : :
Por encima de 40.5°C ‘Por encima de 40.5°C, :En caso de incendio:
pueden formarse mezclas ‘sistema cerrado, ventilacién ‘mantener frios los bidones y .
explosivas vapor/aire. 'y equipo eléctrico a prueba demas instalaciones rociando
‘de explosion. No exponer a :con agua. Combatir el
friccion o choque. ‘incendio desde un lugar
: ‘protegido. ;
IEVITAR TODO CONTACTOI : ;
Sensacion de quemazon. jﬁVentllacnon extraccién ~Aire limpio, reposo. Posicion
Tos. Dificultad localizada o proteccion ‘de semiincorporado.
respiratoria. Jadeo. Dolor respiratoria. ‘Proporcionar asistencia
de garganta. Sintomas no ‘médica. Véanse Notas.
inmediatos (véanse ; {
Notas).
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Acido peroxiacético
Acido etanoperoxoico
Hidroperéxido de acetilo
C,H,403 / CH3COOOH
Masa molecular: 76.1

NO CAS 79-21-0
NO© RTECS SD8750000
N© ICSC 1031
NO NU 3105
No CE 607-094-00-8

TIPOSDE

‘PELIGROS/ SINTOMAS  PRIMEROS AUXILIOS/

. PELIGRO/ AGUDOS PREVENCION : LUCHA CONTRA
‘EXPOSICION | { i INCENDIOS
‘Inflamable. Explosivo. ‘Evitar las llamas, NO :Agua pulvenzada
:producir chispas y NO ;
fumar. NO poner en
‘contacto con sustancias
‘inflamables. NO poner en
‘contacto con superficies
‘calientes. : :
Por encima de 40.5°C ‘Por encima de 40.5°C, :En caso de incendio:
pueden formarse mezclas ‘sistema cerrado, ventilacién ‘mantener frios los bidones y .
explosivas vapor/aire. 'y equipo eléctrico a prueba demas instalaciones rociando
‘de explosion. No exponer a :con agua. Combatir el
friccion o choque. ‘incendio desde un lugar
: ‘protegido. ;
IEVITAR TODO CONTACTOI : ;
Sensacion de quemazon. jﬁVentllacnon extraccién ~Aire limpio, reposo. Posicion
Tos. Dificultad localizada o proteccion ‘de semiincorporado.
respiratoria. Jadeo. Dolor respiratoria. ‘Proporcionar asistencia
de garganta. Sintomas no ‘médica. Véanse Notas.
inmediatos (véanse ; {
Notas).
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:de proteccion. espués quitar la ropa
{ ontaminada y aclarar de
nuevo. Proporcionar

aSIstenc«a medlca

uemaduras cutdneas.
olor. Ampollas.

nrojecimiento. Dolor. Pantalla facial, o proteccién EnJuagar con agua

uemaduras profundas ‘ocular combinada con la :‘abundante durante varios :

raves. :proteccion respiratoria. ‘minutos (quitar las lentes de
icontacto si puede hacerse

‘con facilidad), después

‘proporcionar asistencia

:médica.

olor abdominal. o comer, ni beber, ni ‘Enjuagar la boca. NO
ensacién de quemazon. fumar durante el trabajo. :provocar el vomito.

hock o colapso. :Proporcionar asistencia
‘médica.

ENVASADO Y ETIQUETADO

DERRAMES Y FUGAS ALMACENAMIENTO

vacuar Ia zona de pehgro ‘A prueba de lncendlo
onsultar a un experto. __Medldas para contener el
ecoger el liquido procedente :efluente de extincion de

e la fuga en recipientes :incendios. Separado de
apados de pldstico . Absorber :sustancias combustibles y

| liquido residual en arena o reductoras. Véanse Peligros
bsorbente inerte y :Quimicos. Mantener en lugar
rasladarlo a un lugar seguro. ifresco. Almacenar solamente
O verterlo al alcantarillado. si estd estabilizado.

O absorber en serrin u otros |

bsorbentes combustibles. NO :

ermitir que este producto {

U (transporte):

er pictograma en cabecera
lasificacion de Peligros NU:
12

rupo de Envasado NU: II

:quimico se incorpore al
:ambiente. (protecci6n
:personal adicional: traje de
;proteccién completo
lincluyendo equipo auténomo
‘de respiracion).

ICSC: 1031 ;’;(e:garada en el Contexto de Cooperacién entre el IPCS y la Comisién Europea © CE;

SCE:

:simbolo O

‘simbolo C

:simbolo N

:R: 7-10-20/21/22-35-50

1 1/2-3/7-14-36/37/39-45-61

iNota: B, D

vEAéé AL DORSO INFORMACION IMPORTANTE

Corporacién Quimica Venezolana CORQUIVEN, €. A./ (Hoja Seguridad MSDS: ACIDO PERACETICO;

Zona Ind. Carabobo, 4ta. Transversal; Galpén G6-B
Valencia Edo. Carabobo / VENEZUELA
Telf.: +58 ( 241 ) 832.73.49 /832.70.92/ 838.9568
Fax: +58 ( 241 ) 832.67.05/ 838.46.96
Email: corguiven@cantv.oet

Web site: hitp://www.corguiven.com



Prosentes en la Areas de:

Broguerias, Cosmdtico, Industrial

Mantenimiento, Alimento y Laboratorios
¥

ESTADO FISICO; ASPECTO
Liquido incoloro, de olor
caracteristico.

PELIGROS QUIMICOS

por choque, fricciéon o sacudida.
Puede explotar por calentamiento

materiales combustibles y

débil. Ataca muchos metales
ncluyendo afuminio.

LIMITES DE EXPOSICION
TLV no establecido.
MAK: categoria 3B (DFG 2002).

Punto de fusién: 0°C

Densidad relativa (agua = 1): 1.2
Solubilidad en agua: miscible
Presion de vapor, kPa a 20°C: 2.6

ACIDO PERACETICO (Estabilizado)

Puede descomponerse con explosion
ntenso. La sustancia es un oxidante
: fuerte y reacciona violentamente con

reductores. La sustancia es un acido

Punto de ebullicién: 105°C

ICSC: 1031

VIAS DE EXPOSICION

La sustancia se puede absorber por
inhalacién, a través de la piel y por
ingestién

RIESGO DE INHALACION

No puede indicarse la velocidad a la
que se alcanza una concentracién
nociva en el aire por evaporacion de
esta sustancia a 20°C.

EFECTOS DE EXPOSICION DE
CORTA DURACION

La sustancia es corrosivo para los
ojos, la piel y el tracto respiratorio.
Corrosivo por ingestién. La
inhalacién puede originar edema
pulmonar (véanse Notas).

Densidad relativa de vapor (aire =

1): 2.6

Densidad relativa de la mezcla
vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1.04
Punto de inflamacién: 40.5° C c.a.
Temperatura de autoignicién: 200°C
Limites de explosividad, % en
volumen en el aire: véanse Notas

La sustancia es muy téxica para los organismos acudticos.

:No se encuentran referenciados en la bi

iografia los limites de explosividad. Los sintomas del

‘edema pulmonar no se ponen de manifiesto, a menudo, hasta pasadas algunas horas y se
:agravan por el esfuerzo fisico. Reposo y vigilancia médica son, por ello, imprescindibles.

‘Estabilizadores o inhibidores afiadidos pueden influir sobre las propiedades toxicolégicas de
{esta sustancia; consultar a un experto. Enjuagar la ropa contaminada con agua abundante

if(peligro de incendio).

Ficha de emergencia de transporte (Transport Emergency Card): TEC (R)-52G01b

Cédigo NFPA: H 3; F 2; R 4; ox
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INFORMACION ADIcibNAL e

H tlma revision IPCS 2@00 o
iLos valores LEP pueden consultarse en linea | Traduccién al espafiol y actualizacion de

ien la siguiente direccion: /valores limite y etiquetado: 2003
//www.mta i i | {FISQ: 6-017
| ICSC: 1031 ACIDO PERACETICO (Estabilizado)

© CE, IPCS, 2003

,Esta Fcha contlene Ia oplmon colectwa de| Comlte Internac:onal de Expertos
NOTA LEGAL idel IPCS y es independiente de requisitos legales. Su posible uso no es ;
IMPORTANTE' responsabuhdad de la CE, el IPCS, sus representantes o el INSHT, autor de la :
verston espanola. i
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(Chemicals & Laboratory Equipménf

Reactivity 0

Personal H
Protection

Material Safety Data Sheet
Chlorhexidine Gluconate Solution MSDS

Section 1: Chemical Product and Company Identification

Product Name: Chlorhexidine Gluconate Solution Contact Information:
Catalog Codes: SLC5218 Sciencelab.com, Inc.

i 14025 Smith Rd.
CAS#: Mixture. Houston, Texas 77396
RTECS: Not applicable. US Sales: 1-800-901-7247

International Sales: 1-281-441-4400
Order Online: ScienceLab.com

CHEMTREC (24HR Emergency Telephone), call:
1-800-424-9300

International CHEMTREC, call: 1-703-527-3887

TSCA: TSCA 8(b) inventory: Chlorhexidine gluconate;
Water

CI#: Not available.
Synonym:
Chemical Name: Not applicable.

For non-emergency assistance, call: 1-281-441-4400
Chemical Formula: Not applicable.

Section 2: Composition and Information on Ingredients

Composition:
Name CAS # % by Weight
Chlorhexidine gluconate 18472-51-0 19-21
Water 7732-18-5 79-81

Toxicological Data on Ingredients: Chlorhexidine gluconate: ORAL (LD50): Acute: 2000 mg/kg [Rat]. 1260 mg/kg [Mouse)].

Section 3: Hazards ldentification

Potential Acute Health Effects:
Very hazardous in case of ingestion. Hazardous in case of skin contact (irritant), of eye contact (imitant), of inhalation. Non-
corrosive for skin. Non-sensitizer for skin. Non-permeator by skin.

Potential Chronic Health Effects:

Very hazardous in case of ingestion. Hazardous in case of skin contact (irritant), of eye contact (iritant), of inhalation. Non-
corrosive for skin. Non-sensitizer for skin. Non-permeator by skin. CARCINOGENIC EFFECTS: Not available. MUTAGENIC
EFFECTS: Not available. TERATOGENIC EFFECTS: Not available. DEVELOPMENTAL TOXICITY: Not available. The
substance is toxic to lungs, mucous membranes. Repeated or prolonged exposure to the substance can produce target
organs damage.

Section 4: First Aid Measures




Eye Contact:
Check for and remove any contact lenses. Immediately flush eyes with running water for at least 15 minutes, keeping eyelids

open. Cold water may be used. Do not use an eye ointment. Seek medical attention. #

Skin Contact:

After contact with skin, wash immediately with plenty of water. Gently and thoroughly wash the contaminated skin with running
water and non-abrasive soap. Be particularly careful to clean folds, crevices, creases and groin. Cold water may be used.
Cover the irritated skin with an emallient. If irritation persists, seek medical aftention. Wash contaminated clothing before

reusing.

Serious Skin Contact:
Wash with a disinfectant soap and cover the contaminated skin with an anti-bacterial cream. Seek medical attention.

Inhalation: Allow the victim to rest in a well ventilated area. Seek immediate medical attention.
Serious Inhalation: Not available.

Ingestion:
Do not induce vomiting. Loosen tight clothing such as a collar, tie, belt or waistband. If the victim is not breathing, perform
mouth-to-mouth resuscitation. Seek immediate medical attention.

Serious Ingestion: Not available.

Section 5: Fire and Explosion Data

Flammability of the Product: May be combustible at high temperature.
Auto-Ignition Temperature: Not available.

Flash Points: Not available.

Flammable Limits: Not available.

Products of Combustion: These products are carbon oxides (CO, CO2), nitrogen oxides (NO, NO2...), halogenated
compounds.

Fire Hazards in Presence of Various Substances: Not available.

Explosion Hazards in Presence of Various Substances:
Risks of explosion of the product in presence of mechanical impact: Not available. Risks of explosion of the product in

presence of static discharge: Not available.

Fire Fighting Media and Instructions:
SMALL FIRE: Use DRY chemical powder. LARGE FIRE: Use water spray, fog or foam. Do not use water jet.

Special Remarks on Fire Hazards: Not available.

Special Remarks on Explosion Hazards: Not available. .

- Section 6: Accidental Release Measures

Small Spill:
Dilute with water and mop up, or absorb with an inert dry material and place in an appropriate waste disposal container.
Finish cleaning by spreading water on the contaminated surface and dispose of according to local and regional authority

requirements.

Large Spill:
Absorb with an inert material and put the spilled material in an appropriate waste disposal. Finish cleaning by spreading water
on the contaminated surface and allow to evacuate through the sanitary system.

Section 7: Handling and Storage




Precautions:

Keep away from heat. Keep away from sources of ignition. Empty containers pose a fire risk, evaporate the residue under a
fume hood. Ground all equipment containing material. Do not ingest. Do not breathe gas/fumes/ vapour/spra,y. Wear suitable
protective clothing In case of insufficient ventilation, wear suitable respiratory equipment If ingested, seek medical advice
immediately and show the container or the label. Avoid contact with skin and eyes

Storage:
Keep container dry. Keep in a cool place. Ground all equipment containing material. Keep container tightly closed. Keep in a

cool, well-ventilated place. Combustible materials should be stored away from extreme heat and away from strong oxidizing
agents.

~ Section 8: Exposure Controls/Personal Protection

Engineering Controls:
Provide exhaust ventilation or other engineering controls to keep the airborne concentrations of vapors below their respective
threshold limit value. Ensure that eyewash stations and safety showers are proximal to the work-station location.

P¢ nal Protection:
Splash goggles. Lab coat. Vapor respirator. Be sure to use an approved/certified respirator or equivalent. Gloves.

Personal Protection in Case of a Large Spill:
Splash goggles. Full suit. Vapor respirator. Boots. Gloves. A self contained breathing apparatus should be used to avoid
inhalation of the product. Suggested protective clothing might not be sufficient; consult a specialist BEFORE handling this

product.
Exposure Limits: Not available.

‘Section 9: Physical and Chemical Properties:

Physical state and appearance: Liquid.

Odor: Not available.

Taste: Not available.

Molecular Welght: Not applicable.

Cc  : Not available.

pH (1% soln/water): Neutral.

Boiling Point: The lowest known value is 100°C (212°F) (Water).

Melting Point: Not available.

Critical Temperature: Not available.

Specific Gravity: The only known value is 1 (Water = 1) (Water).

Vapor Pressure: The highest known value is 17.535 mm of Hg (@ 20°C) (Water).
" Vapor Density: The highest known value is 0.62 (Air = 1) (Water).

Volatility: Not available.

Odor Threshold: Not available.

Water/Oil Dist. Coeff.: Not available.

lonicity (in Water): Not available.

Dispersion Properties: See solubility in water.

Solubility: Easily soluble in cold water.




Section 10: Stability and Reactivity Data

Stability: The product is stable.

Instability Temperature: Not available.

Conditions of Instability: Not available.

Incompatibility with various substances: Not available.
Corrosivity: Non-corrosive in presence of glass.

Special Remarks on Reactivity: Not available.

Special Remarks on Corrosivity: Not available.

Polymerization: Not available.

- Section 11: Toxicological Information

Rowes of Entry: Eye contact. Inhalation. Ingestion.
Toxicity to Animals: Acute oral toxicity (LD50): 6300 mg/kg (Mouse) (Calculated value for the mixture).
Chronic Effects on Humans: The substance is toxic to lungs, mucous membranes.

Other Toxic Effects on Humans:
Very hazardous in case of ingestion. Hazardous in case of skin contact (irritant), of inhalation. Non-corrosive for skin. Non-

sensitizer for skin. Non-permeator by skin.
Special Remarks on Toxicity to Animals: Not available.
Special Remarks on Chronic Effects on Humans: Not available.

Special Remarks on other Toxic Effects on Humans: Not available.

Section 12: Ecological Information -

Ecotoxicity: Not available.
B’ jand COD: Not available.

Pr&ducts of Biodegradation:
Possibly hazardous short term degradation products are not likely. However, long term degradation products may arise.

Toxicity of the Products of Biodegradation: The products of degradation are more toxic than the product itself.

Special Remarks on the Products of Biodegradation: Not available. '

Section 13: Disposal Considerations

Waste Disposal:

Section 14: Transport Information

DOT Classification: Not a DOT controlled materiai (United States).
Identification: Not applicable.

Special Provisions for Transport: Not applicable.




Section 15: Other Regulatory Information

Federal and State Regulations: TSCA 8(b) inventory: Chiorhexidine gluconate; Water

Other Regulations; OSHA: Hazardous by definition of Hazard Communication Standard (29 CFR 1910.120’0).
Other Classifications:

WHMIS (Canada): CLASS D-2A: Material causing other toxic effects (VERY TOXIC).

DSCL (EEC):
R38- Irritating to skin. R41- Risk of serious damage to eyes.

HMIS (USA):
Health Hazard: 2
Fire Hazard: 1
Reactivity: 0
Personal Protection: h
National Fire Protection Association (U.S.A.):
Health: 2
Flammabifity: 1
Reactivity: 0
Specific hazard:

Protective Equipment:
Gloves. Lab coat. Vapor respirator. Be sure to use an approved/certified respirator or equivalent. Wear appropriate respirator
when ventilation is inadequate. Splash goggles.

~ Section 16: Other Information

References: Not available.

Other Special Considerations: Not available.
Created: 10/09/2005 04:52 PM

Last Updated: 11/01/2010 12:00 PM

The information above is believed to be accurate and represents the best information currently available to us. However, we
make no warranty of merchantability or any other warranty, express or implied, with respect to such information, and we assume
no liability resulting from its use. Users should make their own investigations to determine the suitability of the information for
their particular purposes. In no event shall Sciencel.ab.com be liable for any claims, losses, or damages of any third party or for
fost profits or any special, indirect, incidental, consequential or exemplary damages, howsoever arising, even if ScienceLab.com
has been acvised of the possibility of stich damages.



