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“Aveces, el replanteamiento de un problema es mas decisivo que el
hallazgo dela solucién, que puede ser un puro asunto de habilidad
matematica o experimental. La capacidad de suscitar nuevas
cuestiones, nuevas posibilidades de mirar viejos problemas, requiere
unaimaginacién creativay determinalos avances cientificos auténticos.”

Albert Einstein.
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RESUMEN

En el presente trabajo se realiza la investigacion y el desarrollo sobre el Bioasepsia; un
nuevo desinfectante producido en la empresa SPANGEL Productos Biodegradables, con
principio activo a base de &cido hipocloroso (HCLO).

Nuestro cuerpo produce su propio &cido hipocloroso, como un sistema de defensa contra
bacterias, gérmenes y agentes patégenos. Debido a la gran cantidad de infecciones que
causan los microorganismos, es importante encontrar un buen desinfectante que sea
eficaz y de amplio espectro, por esto al Bioasepsia se le realiza un andlisis microbiologico
utilizando cepas comerciales de bacterias y hongos, también se practican pruebas de
demanda bilégica de oxigeno (DBO) y demanda quimica de oxigeno (DQO), para
determinar su Biodegradabilidad en el medioambiente.

Segun las pruebas realizadas en el laboratorio de Ingenieria Sanitaria de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin, al determinar la DBO por el método Respirométrico,
se obtuvo que la cantidad de oxigeno consumida por los microorganismos es cero, debido
a que no hay presencia de materia organica ya qué estos son inhibidos automaticamente
por la alta accién bactericida que presenta el Bioasepsia, Yy el valor de la DQO fue un
valor muy pequefio de 8,5 Ir_T:)g .Con estos analisis se procedi6 a evaluar la
2

Biodegradabilidad en base a la relacion DBO/BQO, los resultados obtenidos mostraron
gue el Bioasepsia, tiene una Biodegradabilidad de 0%.,lo que significa que el
desinfectante no permite el crecimiento de los microorganismos pues los mata
instantaneamente, sabiendo que el principio activo del Bioasepsia es el &cido
hipocloroso, este por accién de la luz o reductores se descompone facilmente para liberar
oxigeno molecular ,resaltando asi que el producto es amigable con el medio ambiente
debido a que se descompone instantaneamente.

Se visitd la funeraria San Juan Bautista, ubicada en la ciudad de Medellin con el fin de
evaluar y valorar el porcentaje de desinfeccion en las areas mas contaminadas como: el
féretro o ataud donde va el cuerpo, la parte trasera del carro funebre o” planchén que
permite la entrada del cuerpo y su transporte, como también la mesa de preparacion del
cuerpo en el laboratorio de tanatopraxia, obteniéndose que después de la aplicacion del
desinfectante se alcanzé un grado de desinfeccion mayor al 90%.(ver anexo 9)

En el presente estudio, se determina la actividad bactericida del Bioasepsia sobre 4 cepas
bacterianas patdégenas de referencia internacional ATCC (American Type Culture
Colletion): Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y de 4 cepas de hongos Trichoderma,
Penicillum, Fusarum y dermatofito , bajo la aplicacion de la NTC 5150,NTC 2455 que son
las normativas técnicas Colombianas, para la evaluacion de desinfectantes; los analisis
se realizan en condiciones controladas de temperatura, concentracion del Bioasepsia
(500ppm) y tiempos de acciéon de 5,10 y 15 minutos, alcanzando un porcentaje de
inhibicion del 99.9%.



ABSTRAC

In this paper makes research and development on Bioasepsia, a new disinfectant
produced in the company Spangel Biodegradable Products with the active ingredient
based on hypochlorous acid (HCIO).

Our body produces its own hypochlorous acid as a defense system against bacteria,
germs and pathogens. Due to the large number of infections caused by microorganisms, it
is important to find a good disinfectant to be effective and wide spectrum. Microbiological
analysis is performed to Bioasepsia using commercial strains of bacteria and fungi, also it
practiced test of Biological oxygen demand (BOD) and chemical oxygen demand (COD),
to determine their biodegradability in the environment.

According to tests conducted in the laboratory of Sanitary Engineering of the National
University of Colombia, Medellin, to determine the BOD by the respirometric method, it
found that the amount of oxygen consumed by microorganisms is zero, because there is
no presence of organic matter and why these are automatically inhibited by high
bactericidal presenting Bioasepsia, and the value of DQO was a very small value of 8.5
mg / Lo,, With this analysis used to evaluate the biodegradability based on the ratio BOD /

BQO, the results showed that Bioasepsia has a biodegradability of 0%, which means that
the disinfectant does not allow for growth of microorganisms are killed instantaneously,
knowing Bioasepsia the active ingredient hypochlorous acid is the acid, this by action of
light or reducing readily decomposes to liberate molecular oxygen so highlighting the
product is environmentally friendly because it is decomposed instantaneously.

The mortuary San Juan Bautista, located in the city of Medellin was visited in order to
evaluate and assess the percentage of disinfection in the most polluted areas as: the
casket or coffin where the body is, the back of the hearse or slab that allowed in the body
and transport, as well as the body prep table in the laboratory of embalming, obtained after
the application of disinfectant disinfection reached a level of over 90%. (see Annex 9)

the present study, it determine the bactericidal activity of 4 Bioasepsia pathogenic bacterial
strains international reference ATCC (American Type Culture colletion): Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes and 4 strains of Trichoderma, Penicillium, Fusarum and dermatophyte,
upon application of the NTC 5150, NTC 2455 are Colombian technical standards for the
evaluation of disinfectants, analyzes are performed in controlled conditions of temperature,
concentration of Bioasepsia (500ppm) and action time 5,10 and 15 minutes. Reaching a
percent inhibition of 99.9%.



INTRODUCCION

El Bioasepsia, con principio activo de acido hipocloroso (HCLO), es un ion no disociado
del cloro y es el principal responsable de la actividad bactericida de los demés derivados
del cloro. No es corrosivo, ni caustico siendo un potente desinfectante. [1]

Se produce electroquimicamente variando sus rangos de concentracion de manera tal
que puedan ser satisfechas las necesidades de su aplicacion. Puede generarse a partir de
sal comun (NaCl), agua (con bajos contenidos de Ca y Mg) vy electricidad, siendo este un
sistema confiable, seguro, eficaz y de facil uso. Al realizar el proceso de hidrolizacion de
la solucién salina, ademas del acido hipocloroso se produce hidréxido de sodio (NAOH),
un insumo de importante aplicacion en la industria cosmética. Los residuos resultantes de
su produccion pueden desecharse sin precaucion alguna ya que solo constan de una
salmuera que no representa riesgos de toxicidad o reactividad.

Se puede emplear en una gran variedad de campos como: La Medicina, que simplifica el
cierre de heridas y ulceras de piel y mucosa, estén o no infectadas, debido a que presenta
un excelente poder cicatrizante. La Odontologia, indicado para el tratamiento de Gingivitis,
pericoronitis, periodontitis, como también en la desinfeccion del material instrumental,
equipos y superficies. En veterinaria y Zootecnia, en equinos, caninos, felinos, efectivo en
la desinfeccion del material quirdrgico, comederos, perreras, pisos, paredes. En
alimentos; en la manipulacién, empaque, transporte, cumpliendo la normatividad
alimentaria (decreto 3075 de 1997).En agricultura, para el control de una amplia gama de
gérmenes que perjudican los cultivos y todos los procesos que impliquen manipulacion de
alimentos, superficies o un contacto directo que implique riesgos bilégicos [2].

Una de las formas que tienen las industrias para minimizar el riesgo de contaminacion
con microorganismos patdgenos, es por medio de la aplicacion de unas buenas practicas
de limpieza y desinfeccion con un excelente desinfectante; este estudio tiene como
objeto evaluar el poder bactericida, fungicida, del Bioasepsia (500ppm Acido Hipocloroso)
a determinados rangos de temperatura y concentracién. Ademas observar su efectividad y
grado de desinfeccion en funerarias, hospitales, veterinarias y en la industria alimentaria
de acuerdo a la normatividad vigente. Finalmente determinar el impacto que pueda
generar en el medio ambiente a través de los analisis de Biodegradabilidad.



1. MARCO TEORICO

1.1 ;Qué es el acido hipocloroso?

El &cido hipocloroso es la denominacion que se le otorga al acido que resulta de la union
del 6xido acido de cloro con H20. Recibe tal nombre debido a que el cloro actia con el
estado de oxidacion +1, que es el menor de los cuatro que posee: +1, +3, +5y +7. Su
férmula quimica es la siguiente: HCIO, su peso molecular 52.46g/mol. [3]

97im/fo 169.3 pm
HSN

Cl

Figura 1.Estructura del 4cido hipocloroso. Fuente [3]

Segun la IUPAC (Internacional Unién of Pure and Applied Chemistry), el HCLO se
nombrar de tres formas: nomenclatura tradicional: acido hipocloroso, nomenclatura
sistemética: monoxoclorato (I) de hidrogeno, nomenclatura Stock: clorato (I) de
hidrogeno [4].

1.2 Historia del acido hipocloroso

Los usos terapéuticos del HCIO, inician en la Primera Guerra Mundial(1914-1918), cuando
el alarmante incremento de muertes por infecciones en los soldados, hicieron que se
emprendiera la busqueda de un desinfectante que se aplicara directamente en las
heridas, que destruyera microorganismos y sus toxinas, sin dafar el tejido normal.
En 1915 el tamizaje de mas de 200 compuestos con accion bactericida permitido a los
investigadores Alexis Carrel y Henry Dakin, obtener una solucién de hipoclorito de sodio
tamponado (solucién de Dakin), el cual generaba concentraciones ideales de HCIO. La
técnica de Carrel-Dakin como fue llamada, se convirti6 en método para tratar las heridas
infectadas durante la Guerra. Desafortunadamente la baja estabilidad de la solucion, el
dispendioso método de preparacion y los grandes volumenes requeridos, hicieron que el
método perdiera vigencia. [5]

Hacia los afios 80 son retomadas las investigaciones sobre el acido hipocloroso. En 1989
el cientifico britanico Stephen J. Weiss, observo “in vitro” el poder bactericida del HCIO
liberado por neutréfilos (glébulos blancos que intervienen en la defensa del organismo
contra sustancias extrafias o agentes infecciosos).Los analisis cuantitativos demostraron
que al activar (0.6) neutrdéfilos, durante una incubacion de dos horas se producen
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aproximadamente 2*107 mol de HCIO, cantidad capaz de destruir 150 millones de
bacterias E coli. [5]

En Colombia en 1992, se obtuvo la molécula de HOCI, con una estabilidad superior a un
afo, permitiendo el desarrollo e investigacion profunda del compuesto, hasta lograr la
primera formulacién farmacéutica en el mundo a base de HOCI, certificada con el registro
INVIMA numero 2004M-0003037.Esta formulacion esta indicada como solucién
antiséptica para el tratamiento y cuidado de heridas en patologias de miembros inferiores
como:Ulceras venosas, arteriales, traumas venosos, pie diabético, el producto estabilizado
se llamé de NEUTRODERM, desarrollado por Laboratorios AQUILABS S.A. [5]

1.3 Produccion fisioldgica del acido hipocloroso

El acido hipocloroso (HCLO), hace parte de un nuevo grupo de sustancias microbicidas
conocidas como “moléculas antimicrobianas no antibiéticas” que por su amplio espectro,
rapida accién y amplio margen de seguridad puede ser utilizado para controlar y prevenir
un amplio niumero de infecciones de piel y mucosas. Bilégicamente se clasifica dentro de
un grupo de pequefias moléculas conocidas como especies reactivas del oxigeno (ROS)
sintetizadas por células del sistema inmune Neutréfilos y Macréfagos, (ver figura 2)
durante un proceso inmunolégico conocido como “estallido respiratorio”, durante la
fagocitosis de antigenos en reacciébn con la enzima mieloperoxidaza, peroxido de
hidrogeno (H202) y un 16n de cloro. Funciona como una sustancia quimiotactica
(fendbmeno en el cual las bacterias y otras células de organismos dirigen sus movimientos
de acuerdo a la concentracién de ciertas sustancias quimicas) que permiten un excelente
control microbiano y activacion del sistema de defensa que facilita la rapida e inocua
reparacion de tejidos [6].

La mieloperoxidasa (glicoproteina muy abundante en estas células) es la enzima que
cataliza el paso del perdxido de hidrégeno a acido hipocloroso en presencia de cloruros.
El acido hipocloroso es una molécula con alto poder oxidante y excelente accion biécida
frente a una amplia variedad de bacterias, virus, levaduras, hongos. [6]

Figura 2.Mecanismo natural de Defensa. Fuente [6]


http://es.wikipedia.org/wiki/Mol
http://www.laboratoriouniversal.com.uy/productos/xterivet.php

1.4 Produccién quimica

El HCLO puede ser obtenido por diferentes métodos:

1.4.1 Hidrdlisis del gas cloro

Cuando se afiade cloro al agua en forma de CI2 (cloro gaseoso), se producen dos
reacciones: la reaccion de hidrdlisis y la de ionizacién. La hidrdlisis se puede definir de la
siguiente forma:

Cl,+H,O0< HCLO+H" +Cl~ K=4.510" a 25°C rxn-1.
Cloro  agua acido ion ion
Gaseoso hipocloroso  hidrogeno cloruro

La constante de estabilidad (K) es considerable, debido a la magnitud de este coeficiente
es posible la disolucion en agua de grandes cantidades de cloro. La ionizacion se puede
describir mediante la siguiente reaccion:

HCIO <> H™ +OCI "~ Ki=2.9*10° a 25°C  rxn-2.

Acido ion ion

Hipocloroso hidrogeno hipoclorito

La constante de reaccion de ionizacion (Ki) .La distribucion relativa de estas dos especies

quimicas HOCI y OCI~ es muy importante, puesto que la capacidad de destruccién de
organismos por parte del HOCI esta entre 40 y 80 veces. [7]

1.4.2 Acidificacion de hipoclorito

El hipoclorito se hace mas y méas &cido en presencia de iones hidrogeno H " bajando su
pH, segun la siguiente reaccion:

OCl™ +H"™ « HOCI rxn-3.
ion ion acido
Hipoclorito hidrogeno hipocloroso

1.4.3 Electrolisis de solucion de sal

Los sistemas de electrolisis salina generan cloro a partir de la sal comun disuelta en el
agua. Cuando hacemos circular una corriente eléctrica continua por una disolucion salina,
sobré la superficie de los electrodos de la célula de electrolisis se producen las siguientes
reacciones quimicas. [8] :



POLO NEGATIVO (catodo): 2H,0+2e = H, +20H rxn-4.

agua Hidrogeno  Hidroxilo

POLO POSITIVO (anodo): 2H,0= O, +4H" +4e” rxn-5.

Oxigeno

NaCl =Cl,2Na" +2e~  rxn-6.

sal _comun

Una vez generados el cloro (Cl, ) y el Hidroxido sodico (Na*OH ~) sobre los electrodos,

estos se recombinan en el seno del agua para producir acido Hipocloroso (HCLO) segun
la siguiente rxn final:

Cl,+OH™ <> HCLO +CI rxn final-7.

Cloro ion Acido cloro
Gaseoso hidroxilo hipocloroso

1.5 Caracteristicas del acido hipocloroso

Acido hipocloroso puede penetrar capas limosas, paredes celulares y capas protectoras
de microorganismos, provocando su muerte o haciendo que su actividad reproductiva se

vea inhibida. [9]

Figura 3.Pared celular de los microorganismos. Fuente [9]

La pared celular de los microorganismos patdgenos esta cargada negativamente. De esta
manera puede ser penetrada por el &cido hipocloroso que tiene una carga neutra, en lugar
de ser penetrada por el hipoclorito cargado negativamente (ver figura 3). [9]

La accion desinfectante del &cido hipocloroso se produce como consecuencia de la
inactivacion de reacciones enziméaticas vitales para los microorganismos y también por
destruccioén de la pared celular.



Quimicamente se produce la siguiente transformacion:

BACTERIAS BACTERIAS DESTRUIDAS
| HCIO | + ALGAS — ALGAS DESTRUIDAS + of
MATERIA ORGANICA MATERIA ORGANICA OXIDADA

Después de su accion desinfectante, el HCLO se transforma en ién cloruro (Cl ) con
poder desinfectante nulo [10].

1.5.1 Capacidad de desinfeccion en funcion del valor del ph

La capacidad desinfectante del acido hipocloroso es bastante mayor que la del i6n
hipoclorito (aproximadamente unas 3.000 veces). Cuando el valor del pH varia, el
equilibrio se modifica y con ello la capacidad de desinfeccion del cloro.

AUMENTA LA AUMENTA LA
CONCENTRACION CONCENTRACION
DE ACIDO DE H+
HIPOCLOROSO
(HOCI) / DISMINUYE EL pH

HOCI € H* + oOcCI

DISMINUYE LA AUMENTA LA
CONCENTRACION CONCENTRACION
DE H+ DE ION

HIPOCLORITO
AUMENTA EL pH (ocn)

HOCI <_—> HY + OCI

Figura 4. Reaccion de HCLO afectado por el pH. Fuente [11]

En la figura 4, se puede ver que Cuando el pH disminuye, aumenta la concentracién de
H+; el equilibrio se desplaza hacia la izquierda y se forma mas &cido hipocloroso. La
capacidad de desinfeccion aumenta.

Cuando el pH aumenta, disminuye la concentracion de H+; el equilibrio se desplaza hacia
la derecha y se forma mas ion hipoclorito. La capacidad de desinfeccién disminuye. [11]
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Figura 5.Variacion de la Concentracion HCLO en funcién del pH. Fuente [11]

La figura 5, muestra que en un pH superior a 6,7 el porcentaje relativo de HOCI disminuye
significativamente y, en consecuencia, la eficiencia de desinfeccién es notablemente
reducida. A un valor de pH de 7.4, sélo 50% del cloro existe en la forma de HOCI.

Las soluciones de cloro con pH por arriba de 8 son relativamente inefectivas contra los
Microorganismos patdégenos. Por debajo de pH 6, el cloro es mas corrosivo para los
equipos y su actividad se pierde rapidamente. A un pH alrededor de 7 se mantendra cerca
del 80 % del cloro en la forma disponible (acido hipocloroso) con muy poco gas
formado (Figura 5).En el rango entre 7 y7.8 se producira una proporcién de acido
hipocloroso suficiente para garantizar una buena desinfeccion . [11]

A valores de pH menores de 7.5 se favorece la generacion de HCLO y a pH mayores
tiende a generar ion hipoclorito ( CIO™ ). La efectividad del hipoclorito es de 1%
comparada con la del acido hipocloroso; de esta manera, a un pH=6.0 se necesitan
0.005ppm de cloro como HCLO para obtener la misma accion biécida que 0.5ppm de
cloro como de CIO™ g yn pH=10 [1l.

1.5.2 Influencia de la temperatura

La desinfeccion es mas eficaz en temperaturas altas. El aumento de la temperatura
produce un aumento en la velocidad de las reacciones y la desinfeccion, sin embargo en
la desinfecciéon temperaturas demasiado altas reduce la eficacia de esta, porque puede
provocar la volatilizacion del cloro. Como una regla general, una disminucion de 10 grados
Celsius reduce la eficiencia de desinfeccién entre el 50-60%. [12]



1.6 Usos del Acido Hipocloroso

Es un antiséptico y regenerador de piel y mucosas, de uso humano y animal. Excelentes
resultados en Ulceras varicosas, quemaduras, aftas orales, pie diabético entre otros. [13]

Como desinfectante bactericida, el &cido hipocloroso (HCLO) penetra facilmente en las
células bacterianas a través de la membrana citoplasmatica, actia sobre proteinas y
acidos nucleidos de los microorganismos; oxida grupos sulfhidrilos (-SH) y ataca grupos
aminos, indoles y al hidroxifenol de la tirosina. Se ha determinado la actividad bactericida
sobre cepas bacterianas patégenas de referencia internacional ATCC (American Type
Culture Collection): Escheria coli, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella enteritidis,
Klebsiella Pneumoniae y Staphylococcus aureus, bajo condiciones controladas de tiempo,
concentracion y temperatura; mediante la técnica de Kelsey Maurer y en presencia de una
concentracion estandarizada de proteinas, obteniendo una efectividad de 99.9%. [1]

Su aplicacion también se da en el campo de la odontologia, donde se ha evaluado su
eficacia antimicrobiana sobre microorganismos con potencial patogénico en la cavidad
oral, logrando inhibicién bacteriana a una concentracion de 500 ppm durante 1 minuto
para S. sanguis. Mutans, E. fecalis, E. corrodens, C. rectus, F.nucleatum, E. cloacae, K.
oxytoca y K. pneumoniae. [14].

1.7 Conceptos y definiciones

1.7.1 Limpieza

Conjunto de operaciones que permiten eliminar la suciedad visible o microscépica de una
superficie. Una limpieza regular y periddica tiene ademas un efecto higienizante ya que
reduce la presencia de microorganismaos patégenos, disminuyendo a su vez la necesidad
de desinfectar. Se entiende por suciedad las impurezas indeseables ya sea porque
facilitan el desarrollo de microorganismos patégenos, deterioran los materiales o afectan
la estética. [15]

1.7.2 Desinfeccion

Proceso fisico o quimico que extermina o destruye la mayoria de los microorganismos
patégenos y no patdgenos pero rara vez elimina las esporas. Por esta razén a los objetos
que se van a desinfectar, se les debe evaluar previamente el nivel de desinfeccion que
requieren, para lograr destruir los microorganismos que contaminan los elementos. [15]



1.8 ;Como escoger un Desinfectante?

Las caracteristicas que debe tener un buen desinfectante estan determinadas dentro de lo
siguiente: debe tener una alta actividad germicida aun diluido, un espectro de accion
amplio que abarque las bacterias Gram positivas y Gram negativas, bacterias, acido-
alcohol-resistentes, virus y hongos, ser bactericida mejor que bacteriostatico yaqué este
altimo no produce la muerte a una bacteria solo impide su reproduccion, se debe buscar
también que todos los microorganismos se mueran gradualmente y en un tiempo corto no
méas de 15 minutos, ademas que el desinfectante pueda permanecer almacenado por
varios meses, que sea compatible con otros productos que se usen antes 0
simultdneamente como los jabones y clorégenos, no debe ser toxico en tejidos humanos,
debe conseguir una reduccion logaritmica de los microorganismos patdgenos y resulta de
mayor valor cuando sucede en el menor tiempo posible. [16]

1.8.1 Propiedades de un buen desinfectante

Los desinfectantes que se deben utilizar para limpieza y desinfeccion de superficies
deben cumplir las siguientes caracteristicas:

Tabla 1.Propiedades de un desinfectante ideal. Fuente [17]

PROPIEDAD CARACTERISTICAS

AMPLIO ESPECTRO Debe tener un amplio  espectro
antimicrobiano.

RAPIDA ACCION Debe producir una rapida muerte.

Debe ser activo en presencia de materia
NO SER AFECTADO POR FACTORES | organica (sangre, esputo, heces) vy
DEL MEDIOAMBIENTE compatible con detergentes, jabones vy
otros agentes quimicos en uso.

No debe ser irritante para el usuario ni para

NO TOXICO :
el paciente.

COMPATIBLE CON LAS SUPERFICIES Nq _debe corroer metales ni deteriorar
plasticos, gomas, etc.

SIN OLOR Debe tener un olor suave o ser inoloro.

El costo se debe evaluar en relaciéon con la

ECONOMICO L o .

dilucion, el rendimiento y la seguridad.
ESTABLE En su concentracién y dilucién en uso.
LIMPIEZA Buenas propiedades de limpieza.

La complejidad en la preparacion,
FACIL DE USAR concentraciones, diluciones y tiempo de

exposicion del producto pueden crear
confusién en el usuario.

Muchos desinfectantes tienen accién
residual sobre las superficies, pero el
contacto de las mismas con humanos

EFECTO RESIDUAL NO TOXICO SOBRE
LAS SUPERFICIES




puede provocar irritacion de piel, mucosas
u otros efectos no deseables.

Para lograr un descarte del producto no

SOLUBLE EN AGUA o : : :
téxico o nocivo para el medioambiente.

1.9 Riesgos de infeccion

En el afio 1961, Earle H. Spaulding ide6 una clasificacion para la desinfeccion y la
esterilizacion de los elementos y equipos usados con los pacientes en hospitales .La
teoria de Spaulding se fundamenta en dividir los elementos de cuidado del paciente en
tres categorias, basadas en el riesgo de infeccion que representan:

1.9.1 Critica: Llamada asi porque existe alto riesgo de infeccién, si el elemento se
contamina con algun Microorganismo, incluyendo las esporas. Los objetos de esta
categoria son los que entran en contacto con el torrente sanguineo o con las cavidades
estériles. La mayoria de estos elementos debe esterilizarse.

1.9.2 Semicritica: Comprende los objetos que entran en contacto con las mucosas

o con la piel no intacta y deben estar libres de todos los microorganismos, excepto de
un alto numero de esporas bacterianas.

Las membranas mucosas intactas son resistentes a la infeccibn por esporas
bacterianas, pero susceptibles frente a otros microorganismos, como el bacilo de la
tuberculosis y los virus. Los equipos de terapia respiratoria y de anestesia, los
endoscopios y el aro del diafragma, entre otros, entran en esta categoria.

Los elementos semicriticos deben recibir, por lo menos, una desinfeccién de alto nivel
con esterilizantes quimicos entre cada uso.[17]

1.9.3 No critica: Los elementos de esta categoria entran en contacto con la piel
sana, pero no con las membranas mucosas. La piel intacta es una barrera efectiva
para la mayoria de los microorganismos. En contraste con los elementos criticos y
semicriticos, gran parte de los no criticos que pueden volver a usarse deben limpiarse
con desinfectantes de bajo nivel o de nivel intermedio. Pueden contribuir a la
transmisién secundaria de infecciones, contaminando las manos del personal de salud
y el equipo médico. No obstante, hoy se considera un riesgo a tener en cuenta la
transmision de agentes infecciosos entre pacientes por la via no critica. [17]

1.10 Categorizacion de los Desinfectantes segun la EPA

Los desinfectantes son categorizados por la Agencia de Proteccion del Medioambiente
(Environmental Protection Agency -EPA- de los EEUU) de la siguiente manera:

1.10.1 Desinfectante limitado: Desinfectante general o de amplio espectro: efectivo
contra algunas bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus) y Gram negativas
(Salmonella C).




1.10.2 Desinfectante de Hospital: efectivo contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas, incluyendo la Pseudomonas aeruginosa. Algunos amonios cuaternarios y
fenoles entran en esta clasificacion. Los desinfectantes se clasifican ademas por su nivel
de actividad a los microorganismos:

Se denominan desinfectantes de alto nivel (DAN) a aquellos que inactivan bacterias
vegetativas, hongos, virus, mycobacterias y en tiempos mas prolongados esporas. Se
denominan desinfectantes de nivel intermedio (DNI) a aquellos que inactivan bacterias
vegetativas, hongos, virus y en tiempos y concentraciones elevadas mycobacterias. Por
ultimo los desinfectantes de bajo nivel (DBN) son los que eliminan bacterias vegetativas,
algunos virus y algunos hongos. [18]

Tabla 2.Niveles de Desinfeccion. Fuente [18]

NIVEL DE
DESINEECCION DESINFECTANTE
Alto Glutaraldehido 2%, peréxidp_de hidrégeno 6%, acido
peracético
Intermedio-alto Compuestos clorados
Intermedio Alcohol, iodo6foros
Intermedio-bajo Fenoles, clorhexidina
Bajo Amonios cuaternarios

1.11 Mecanismos de accion de los antisépticos y desinfectantes

Los mecanismos de accion de los antisépticos y desinfectantes son mdltiples, pero en
todos subyace hasta cierto punto la secuencia de eventos que se muestran en el siguiente
esquema:

En esta secuencia se muestra que el primer paso seria la interaccién del agente con la
superficie del microorganismo (paso 1),con el propésito de penetrar al mismo para
alcanzar el blanco de accion (paso 2),causando dafios bioquimicos diversos y/o
causando alteraciones metabdlicas, cuyo resultado final sea la destruccion microbiana
(paso 3).Es de notar que la propia superficie microbiana puede causar dafios suficientes
para alterar la viabilidad del microorganismo particular [19].



1.11.1 Resistencia Microbiana a los desinfectantes

El desarrollo de resistencia microbiana a los antibiéticos es un fendmeno ampliamente
descrito. El desarrollo de resistencia microbiana a los desinfectantes es menos probable,
ya gue los desinfectantes son agentes biocidas mas poderosos que los antibidticos y
aplican en mayores concentraciones contra las poblaciones de microorganismos mas
bajas que, por lo general no estan en crecimiento activo; es por ello que la presién
selectiva para el desarrollo de resistencia es menos profunda. [20]

1.11.2 Resistencia intrinseca de las bacterias Gram Positivas

La pared celular de estas bacterias, esta compuesta esencialmente de peptidoglicano y
acido teicoico, pero ninguno de estos parece ser una barrera efectiva para la entrada de
antisépticos y desinfectantes. Existen microorganismos que pueden crecer con un
aspecto mocoso y otros no lo hacen, pero estas Ultimas mueren mucho mas rapido, por lo
que se podria decir que esta lama juega un papel importante al actuar como barrera fisica
a la penetracion de los desinfectantes 0 como una capa suelta que interactia o absorbe el
biécida. [21]

1.11.3 Resistencia intrinseca de las bacterias Gram Negativas

Las bacterias gran negativas son generalmente mas resistentes a los desinfectantes y
antisépticos que las gran positivas. La membrana de las bacterias gran negativa actia
como una barrera que limita la entrada de algunos agentes quimicos que no estan
relacionados con agentes antibacteriales. Muchos autores, han considerado que el
péptidoglicano puede ser una barrera potencial a la entrada de sustancias inhibitorias.
Debido a que el contenido de péptidoglinano es mucho mas bajo que en las bacterias
gran positivas, las hace menos sensibles a muchos antisépticos y desinfectantes [21].

1.11.4 Resistencia intrinseca de hongos

Estos organismos tienen dos mecanismos de resistencia, el primero es una resistencia
intrinseca y el segundo una resistencia adquirida. En la resistencia intrinseca la célula
presenta una resistencia para reducir la entrada de un agente microbiano. También la
edad de los cultivos influencia la resistencia hacia la sensibilidad de los desinfectantes,
ya que la pared celular es mucho menos sensible en fase estacionaria que en fase
logaritmica. Los hongos son generalmente mas resistentes que las levaduras y
considerablemente més resistentes que las bacterias no esporuladas. Las esporas de los
hongos son menos resistentes que las esporas bacterianas a los agentes bidcidas. [21]



1.12 Mecanismos de accion de los agentes desinfectantes

Los desinfectantes intervienen en algunas etapas de la vida microbiana. Los mecanismos
de accién desinfectante son complejos. La accion puede ejercerse principalmente sobre
una funcién comprometiéndose luego otra, algunas veces reversible y otras irreversibles.
Dentro de los principales mecanismos de accion de los desinfectantes se encuentran:

Dafio de la pared celular, llevando a los microorganismos a la lisis, que es la
destruccion de la célula a causa de la rotura de la membrana.

Alteracion de la permeabilidad de la membrana citoplasmatica, impidiendo el
transporte selectivo de nutrientes al interior de la célula bacteriana.

Alteracion de la naturaleza coloidal
coagulandola.
Inhibicién de la accion enzimatica.

Formacién de anti metabolitos.

del citoplasma, desnaturalizdndola o

Inhibicion de la sintesis de acidos nucleidos. [20]

La tabla 3 lista los sitios y modos de accion de algunos desinfectantes representativitos.

Tabla 3.Mecanismos de la actividad de los desinfectantes contra células
microbianas .Fuente [20]

OBJETIVO

DESINFECTANTE

Pared celular.

Formaldehido, hipoclorito y mercuriales

Membrana citoplasmatica, accion sobre
el potencial de la membrana.

Anilidas y hexaclorofeno

Enzimas de membranas, accién sobre
la cadena de transporte de electrones.

Hexaclorofeno

Accion sobre el ATP

Clorhexidina y 6xido de etileno

Accién sobre enzimas con
grupos -SH

Oxido de etileno, glutaraldehido,
peroxido de hidrogeno, hipoclorito, yodo
y mercuriales.

Accion sobre la permeabilidad general
de la membrana.

Alcoholes, clorhexidina y compuestos
de amonio cuaternario.

Ribosomas Peroxido de Hidrogeno y mercuriales
acidos nucleicos Hipocloritos Hipocloritos
Grupo tiol Oxido de etileno, glutaraldehido,
peroxido de hidrogeno, hipoclorito
mercuriales.
Grupos amino Oxido de etileno, glutaraldehido,
hipoclorito.

Oxidacion en general

Oxido de etileno, glutaraldehido,
hipoclorito.




En la tabla 4, se presentan las concentraciones recomendadas dependiendo del tipo de
elemento a desinfectar se utiliza una concentracion diferente.

Tabla 4.Concentraciones a emplear segun el elemento a desinfectar. Fuente [20]

ELEMENTO A DESINFECTAR PARTES(ESS)MILLON

Agua potable 0.2

Desinfeccion de manos 50

Desinfeccion de mesas e instrumental 200

de acero inoxidable
Desinfeccién de pisos, mesones en baldosin, ropa, 500
Gtiles de aseo y material plastico

Desinfeccién de material organico 5000

1.13 Tipos de desinfectantes

Los desinfectantes deben seleccionarse considerando los microorganismos que se desea
eliminar, el tipo de producto que se elabora y el material de las superficies que entran en
contacto con el producto. La seleccion depende también del tipo de agua disponible y el
método de limpieza empleado.

Tabla 5.Tipos de Desinfectantes y su Accion. Fuente [18]

AL COHOL CLOR- 82MPUEST FORMAL- |GLUTARAL-
HEXIDINA IODADOS DEHIDO DEHIDO
Glutaraldehid
Alcohol :
Compuestos etilico AIcohoIGluconf”lt.O i Powdona 0 :
. o clorhexidina iodada Glutaraldehid
isopropilico o-fenolato
ITe 04 -
Concentracio g, g9 0.1-4%  7.5%-10%  1%-4% 200
n 7%(fenal)
Tiempo >0 =10 min 2-20 min >0 =10 min 24 horas >0 =20 min
Espectro
X X
Bacterias X X X Gram(+) X XX X XX
Gram(+) Gram (-) Gram (-)
Hongos X XX X X X XX X XX
Virus X X - X X X XX X XX
Micobacteri
. X XX - X X X XX X XX

Esporas - - -/ X X X XX




Nivel
desinfeccién

MecanismoD
e accion

Indicaciones

Actividad

Toxicidad

Precauciones Inflamable:

. Intermedio- :
Intermedio ) Intermedio  Alto Alto
bajo
Alteracion : L L
membrana Disrupcion de Alteracion de
o .. sintesis y ... acidos
Des_ naturalizacién coagulaciéon Alguilacién ,
- . __estructura de . nucleicos vy
de proteinas de proteinas ; . de proteinas . .
y . _ac. Nucleico y de sintesis
: ‘proteinas. rotei
Nucleicos proteinas proteica
Antiséptico
de piel (4%)
y mucosas Escaso uso
(0.1%), anitario Do Desinfeccion
o . [preparacion o POrye
Antiséptico en piel . _Antiséptico  su alto nivel .
[ . de piel . - endoscopios,
intacta.  Desinfecc ', en piel,de toxicidad. = ".
” . (0.5%) .. "equipos de
ion de material no mucosas, Preparacion .
iy y lavado| . terapia
critico L, heridas, vacunas X .
’ quirdrgicos . respiratoria,
(termémetros, 0 lavado virales, o
. (0.02%) o .. dializadores,
estetoscopios) . quirdrgico. conservacio X
(alternativa . equipos de
n piezas .
al yodo). o natémicas anestesia...
Desinfectant '
e de material
no critico.
Se inactiva Se activa
frente a con solucién
materia alcalina. Se
orgénica, inactiva
. . ; . .. Uso en
Se inactiva frente atensoactivos, La  dilucion .. .. frente a
; - esterilizacion :
materia  organica.aguas duras,aumenta la enmaterla
Escasa accionjabones, eficacia , ..~ Oorganica.
X . desinfeccion .,
residual cremas. germicida : Solucién
. de alto nivel. :
Mayor accio activada
n residual estable 14-
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1.14 Revision de normatividad

1.14.1 Decreto 3075 de 1997: por el cual se reglamenta parcialmente la ley 09 de
1979 y se dictan otras disposiciones. Capitulo | Edificacion e instalaciones, Articulo
8.Capitulo Ill personal Manipulador de alimentos, articulo 15.Practicas Higiénicas y
Medidas de Proteccion, articulo 20.Prevencion de la contaminacion cruzada. [22]

1.14.2 Decreto 2676 de 2000: por el cual se reglamenta la gestion integral de
residuos solidos hospitalarios y similares. [23]

1.14.3 NTC 2455-NTC 5150: Evaluacion de los Desinfectantes. [24]



2. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Debido a la presencia de microorganismos patégenos que contaminan los alimentos, las
aguas, las superficies, causando diversidad de enfermedades e infecciones en las
personas, se deben emplear programas de limpieza y desinfeccion a través de las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) mediante el decreto 3075 de 1997 del Ministerio de
Salud. Es importante usar un desinfectante eficaz de amplio espectro, y una
concentracion adecuada para reducir e inhibir la carga microbiana que representa un
riesgo para la salud humana.

Un alto nimero de bacterias esta presente en los alimentos como la carne, el pollo,
pescado, las frutas, vegetales, granos en la leche y derivados. En la piel, pelo y pezufias
de los animales de carne roja asi como en su tracto gastro-intestinal. Los
microorganismos de la piel incluyen especies de Staphylococcus, Micrococcus y
Pseudomonas, hongos y levaduras y especies aportadas por la materia fecal y el suelo.
Adicionalmente para estar presentes en la piel y en las visceras, las bacterias pueden
prevenir de recursos del ambiente de procesos como pisos, paredes, superficies de
contacto, y de las manos de las mismas personas.

La empresa Spangel productos Biodegradables, dentro de su politica de calidad y
mejoramiento continuo, pretende evaluar un desinfectante que actualmente esta
establecido en los programas de limpieza y desinfeccion, este desinfectante es conocido
como Bioasepsia con principio activo a base de acido hipocloroso.

Este estudio permitird hacer una serie de analisis microbioldégicos con cepas ATCC de
bacterias, hongos patégenos y asi determinar cual es el porcentaje de inhibicion y su
amplio espectro antimicrobiano, Como también se practicaran pruebas de DBO y DQO,
para determinar la Biodegradabilidad del desinfectante en el medioambiente



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Desarrollo, Investigacion y caracterizacion del Bioasepsia con principio activo de Acido
Hipocloroso, en los procesos de desinfeccion, y su amplio espectro de accion.

3.2 Objetivos especificos

Evaluar la efectividad del Bioasepsia como desinfectante (a base de &cido
hipocloroso) a través de analisis microbiolégicos, con cepas de hongos y
bacterias presentes en alimentos, utensilios, superficies, flora intestinal, la
piel entre otros.

Determinar la Biodegradabilidad del desinfectante en base a la relacion

DBO 5 /DQO, para mirar el tiempo que tarda en descomponerse fisica y
guimicamente en el ambiente.

Mirar la amplia escala de aplicacion del Bioasepsia en alimentos,
restaurantes, hoteles, funerarias, veterinarias, hospitales; como una
potente desinféctate e inhibidor de todo tipo de gérmenes presentes en
estos sitios.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Proceso de Electroactivacion Quimica por Electrolisis de
Diafragma

Como se ha mencionado anteriormente, el Bioasepsia es obtenido por via electroquimica
al poner en contacto una disolucion de agua salada con energia eléctrica, provocando de
este modo la hidrolizacion de la salmuera y con ello la formacion del &cido hipocloroso y
la del agua alcalina (también conocida como sosa caustica).

El proceso de hidrolizaciéon del agua toma lugar en el equipo LMP-80-8, en el cual el
componente principal es un reactor electroquimico que comprende en su interior una serie
de elementos conectados hidraulicamente en serie y en paralelo, estos elementos estan
organizados y cuentan con un flujo independiente a través del reactor electroquimico. El
equipo cuenta ademas con un convertidor de corriente en su interior.

La hidrolizacién de la solucién acuosa ocurre por un proceso electroquimico denominado
“electrolisis de diafragma”. Dicho proceso ocurre, debido a que el reactor consta de 2
células activas energizadas, donde estan las membranas y en las cuales ingresa la
solucion del agua con sal; cada una de estas células cuenta con dos (2) recamaras con
corriente continua, una de ellas desempenfa el papel de anodo trabajando en el campo
positivo, mientras la otra trabaja en el campo negativo desempefiando el papel de catodo.
Cada una de las células segun el campo en el que trabaje, atrae los iones de la solucién y
los hace migrar a través del diafragma el cual los separa de acuerdo a la naturaleza
iGnica, es decir, los iones positivos son atraidos por el electrodo negativo donde reciben
electrones y se unen a otros atomos formando nuevas moléculas neutrales, mientras los
iones negativos son atraidos por el electrodo positivo, el cual provoca que estos liberen
sus electrones libres, generando una corriente eléctrica.



El Equipo

N 1 Descarga de acido hipocloroso
Limpio 2 Descarga de agua alcalina
] 3 Suministro de solucién salina
4

Suministro de agua

@ ]

T

4.1.1 Condiciones de operacion

El equipo debe almacenarse en un cuarto cuya temperatura del aire este entre 10 y 35°C,
y cuya humedad relativa se encuentre en valores no superiores al 80%, ya que estas
permiten garantizar que no ocurran dafos futuros en el quipo ni proceso productivo.

4.1.2 Medidas de seguridad

Para prevenir la existencia de futuros problemas en el desempefio del equipo, debe
tenerse siempre en cuenta que:

5. No deben realizarse procedimientos de mantenimiento mientras este esté
conectado al fluido eléctrico.

6. El agua alimentada al proceso debe estar libre de impurezas o solidos disueltos.

7. El equipo no debe encenderse si el agua de alimentacion esta a una temperatura
superior a 35°C.

8. La temperatura del sitio o contenedor para almacenaje o transporte del equipo, no
debe ser inferior a 0°C.



4.1.3 Puesta en marcha

Para que el proceso de produccion sea exitoso, es necesario ubicar el LMP-80-8 en una
habitacion ventilada, equipada con una toma de agua potable, red de alcantarillado y luz
eléctrica. Es de gran importancia, conectar el equipo a la toma de agua, garantizando que
la valvula de suministro de solucion salina este cerrada, para que durante algunos
minutos previos a la produccion se permita la libre circulacion de esta con el propésito de
realizar un lavado al equipo que permita la eliminaciéon de impurezas o residuos solidos
remanentes en el interior de este. Debe garantizarse siempre que la manguera que
conecta el equipo con la solucidn salina este bien sumergida en el contenedor de esta.

Una vez finalizado el proceso de lavado, debe conectarse el equipo a la toma de corriente
eléctrica dejandolo listo para su uso.

4.1.4 Proceso de encendido

Inicialmente, mediante la apertura de la llave de presién de suministro de agua y la perilla
de control de salida del agua alcalina, debe realizarse el ajuste del funcionamiento
hidraulico de la planta, es decir, flujos volumétricos de descarga del agua electrolizada
(HOCI) y del agua alcalina (NaOH).

Una vez estén ajustados los volimenes de descarga y basados en los lineamientos
planteados para el cumplimiento de los estandares calidad del producto, se procede al
encendido del generador y la regulacién de la entrada de solucion salina al sistema, ya
que dependiendo del flujo de este ultimo, el medidor de amperaje del equipo se
estabilizara en un valor, que para el caso especifico de nuestro proceso de produccién se
encuentra entre 20 y 23 Ampere, puesto que en estos limites se garantiza que el producto
logre una concentraciéon de 500 ppm de HOCI y un pH de 7.8, estos valores certifican su
efectiva actividad bactericida.

Estabilizados ya los estandares de operacion del equipo, deben dirigirse las mangueras
de descarga de los productos del proceso hacia los recipientes de almacenamiento, hasta
alcanzar el nivel productivo requerido.

Habiendo finalizado el proceso productivo, el equipo debe desconectarse del suministro
eléctrico, y deben abrirse las perillas reguladoras de flujo para permitir la libre circulacion
de agua por al menos 20 minutos.



4.1.5 Mantenimiento del equipo

Habiendo alcanzado tiempos de operacion entre 10 y 12 horas, la planta debe ser
sometida a un mantenimiento de rutina que consiste en el lavado interno del reactor con
una solucién acida, con el fin de eliminar depdsitos minerales en las membranas de los
electrodos. El procedimiento de lavado que debe seguirse es el siguiente:

1. Desconectar el equipo de la toma de electricidad.

2. Cerrar la perilla de entrada de la solucién salina y abrir la de descarga del agua
alcalina.

3. Preparar una solucién de &cido clorhidrico (HCI) al 10% en un volumen de
aproximadamente 1.5 Lts.

4. Cerrar la valvula para la conexién del agua de la llave en la parte superior de la
bomba de aire.

5. Conectar el contenedor de la dilucion acida al sistema de bombeo del equipo a
través del adaptador en la entrada de agua.

6. Dirigir las mangueras del acido y del agua alcalina hacia un recipiente vacio para
la recoleccién de los residuos.

7. Accionar varias veces la bomba de aire, de esta manera se hara que la solucién
acida circule en el sistema interno del equipo y salga por las mangueras de
descarga hacia el recipiente recolector. Mientras se realiza este procedimiento,
debe tenerse cuidado de no ser salpicado por la solucion de lavado.

8. Dejar la solucion lavadora en el equipo durante un periodo de tiempo entre 15y 20
minutos.

9. Finalizado el proceso de lavado, debe conectarse el equipo a la entrada de agua y
permitir la libre circulacion de esta para el enjuagado del reactor y la eliminacién
de depdésitos 0 acumulaciones del acido. [25]

4.2 Caracteristicas del Proceso Productivo

Actualmente, la empresa se encuentra manejando niveles productivos de este insumo que
alzan volimenes de 60 litros, aunque se han pensado en casos en los que la produccién
sea tan alta que se requiera mantener la planta en constante operacion y se pueda
satisfacer una demanda diaria de 360 It considerando tiempos de parada para limpieza,
mantenimiento y arranque (estabilizacion).

4.2.1 Protocolo de Limpieza y Lavado de Manos
Antes de iniciar la produccion de Bioasepsia se deben lavar las manos con jabén yodado
gue es un excelente jabén bactericida siguiendo las reglas de asepsia:

0. Mojarse las manos
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=

Aplicar suficiente jabdn yodado para cubrir todas las superficies de las manos.

N

Frotar las palmas de las manos entre si.

3. Frotar la palma de la mano derecha contra el dorso de la mano izquierda
entrelazados los dedos, y viceversa.

o

Frotarse las palmas de las manos entre si, con los dedos entrelazados.

o

Frotar el dorso de los dedos de una mano contra la palma de una mano opuesta,
manteniendo unido los dedos.

6. Rodeando el pulgar izquierdo con la palma de la mano derecha, frotar con un
movimiento de rotacion y viceversa.

~

Enjuague las manos.

8. Séquese con una toalla de un solo uso. [26]
El objetivo de un correcto lavado de manos es el de reducir el nimero de
microorganismos en las manos y el riesgo de contaminacion cruzada, empleando
un maximo nivel de higiene.

4.2.2 Elementos de Bioseguridad

Para la produccion del Bioasepsia se emplean elementos de proteccion o barreras de
precaucion con el objeto de prevenir la exposicion de la piel o una contaminacion del
producto, bajando sus estandares de calidad; las barreras que se utilizan son:

Guantes: para la proteccién de las manos.

Mascarilla: proteccién de la boca, ayudan a evitar la diseminacion de géticas respiratorias
por parte de las personas que las utilizan.

Bata o mandil: uso de proteccién corporal
Gorro: deben cubrir completamente el cabello de manera que no contaminen el producto.

Lentes: proteccion mucosa del ojo.

4.2.4 Medida de pH y Alcalinidad

Al comienzo de la produccion del Bioasepsia se hace la medicion de cloro con un test
(Chlorine Test Paper ), para mirar a que concentracion de cloro sale el desinfectante
como también , se mide de forma precisa el pH con un potenciometro, conocido como pH-
metro, se hacen 3 tomas, una al comienzo de la produccion, otra en la mitad del proceso y
otra al finalizar el proceso para mirar si se presenta una variacién. El valor de pH siempre
esta en un rango de 7.8-8.
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4.3 METODOS

4.3.1 Lugar de Estudio

El estudio se realizé en 3 laboratorios:

Primer estudio: SIU (Sede de Investigacion Universitaria) de la Universidad de Antioquia
en los laboratorios de grupo de investigacion GDCON (grupo de diagnostico y control de
la contaminacién), que prestan servicios de extension.

Segundo estudio: Laboratorio de Ingenieria Sanitaria de la Universidad Nacional.

Tercer estudio: Laboratorio de Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional.

4.4 Cepas

Se utilizaron 4 cepas de bacterias ATCC: Escherichiacoli 8739, Pseudomonas
aeruginosa 9057, Salmonella Typhimurium 14028, Staphylococcus aureus 2592, y 4
cepas de hongos: Trichoderma, Penicillum, Fusarum, Dermatofito, bajo la aplicacion de la
NTC 5150, NTC 2455 que son las normativas técnicas Colombianas empleadas para la
evaluacion de desinfectantes.

Para la evaluacion microbioldégica de las cepas se emplearon 2 métodos; uno por
determinacién de la viabilidad para conocer la UFC, y el otro por el Estandar de turbidez
Macfarlan con medio de cultivo BHI.

4.4.1 Determinacion de la Viabilidad

Este procedimiento se utilizé para verificar la viabilidad de la cepa en estudio y ademas
para conocer cuantas UFC se pusieron a prueba frente al desinfectante. Sé prepararon 2
disoluciones con [50%v/v], [25%v/v] y [puro].utilizando el método de prueba: Dilucién-
Neutralizacion, a temperatura de prueba de 1°C, temperatura de incubacién de 1°C y
tiempos de contacto de 5 minutos, aplicando el método de referencia NTC 5150.

4.4.2 Estandar Macfarlan

Se utiliza este estandar de turbidez para saber el nimero de bacterias por mililitro o mas
bien UFC, segun la escala de Macfarlan que va desde 0.5 a 10.Este estandar se crea al
mezclar soluciones de cloruro de bario anhidro (ClI,Ba) al 1% con éacido sulfarico
(so,H,) al 1% en volumenes especificos. Los estandares se comparan visualmente con
suspensiones bacterianas en caldos BHI (Brain Heart Infusion), este medio de infusion de
corazéon de res y cerebro de ternera asi como peptona provee la fuente de carbono,
nitrégeno, sulfuro y vitaminas para el cultivo de los microorganismos.
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Procedimiento:

1. se prepararon 5ml del medio de cultivo BHI y se mezclaron con las cepas de
microorganismos a analizar, y se encubaron a 24 h, a 37°C.
2. se preparo la solucion patron de Macfarlan con una solucion de Cl,Ba al 1% y

So,H, al 1% y se mezclaron las 2 soluciones con volimenes de 0.2ml de CI,Ba
y 9.8ml de so,H, (escala 2 de Macfarlan).
3. Se mezclo la solucion patron con 3ml de H,0 + el medio de cultivo BHI

B

Se preparé el desinfectante al 5%.

5. Se tom6 una alicuota de 10ml de desinfectante y se mezclan con 0.5ml de las
cepas previamente cultivadas en caldo de BHI.

6. se empezd a contabilizar el tiempo a los 5 minutos, a los 10 minutos y las 15

minutos para mirar si se presenta o no turbidez.

Para comparar el grado de turbidez se prepar6 el blanco como control positivo,
para esto se adiciono 0.1ml células a analizar + el medio de cultivo BHI.

El estdndar Macfarlan, se utiliz6 tanto para el analisis de cepas de bacterias como
también en los hongos segun la norma NTC 2455.

4.4.3 Determinacion de la DBO

La DBOs (demanda bilégica de oxigeno) expresa la cantidad de oxigeno necesaria
para degradar la materia organica presente en el agua residual, por medio de los
microorganismos presentes en ella, durante 5 dias. Por lo tanto, es un método que
mide la materia organica biodegradable y permite apreciar la carga organica
biodegradable del agua y su poder auto-depurador.

La DBOs, se mide a una temperatura de 20 °C, durante 5 dias y en la oscuridad, se
tiende a poner estos 5 dias, que corresponde a una degradacion de la materia organica
biodegradable entre el 60 y el 70% .La oscuridad, se utiliza para evitar que la presencia
de algas microscépicas produzcan oxigeno adicional por la fotosintesis y alteren el
resultado. [27]

4.4.3.1 Método utilizado.5220C (Respirométrico)

Para calcular la DBOs en el desinfectante Bioasepsia, se utilizd el método
Respirométrico; para esto se llenaron unos frascos de color ambar para evitar
interferencias de luz, de Capacidad de 500 ml, con un volumen conocido del
desinfectante y con una dilucion en agua destilada de 1 a 4 (se tomaron 250ml de la
muestra y se aford a un 1lilitro). A cada frasco se le afiadié un nucleo de agitacion y un
tapon con un reservorio para afadir el NaOH, el cual reaccion6 con el CO, producido en
la degradacion de la materia orgénica.
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Este CO, forma carbonatos de sodio evitando que se produzca un compensacion del
volumen de oxigeno consumido por los microorganismos.

Luego los frascos se introdujeron dentro de la incubadora que estuvo a 20 °C durante
una hora, una vez se alcanzada esta temperatura, se taparon y se ajustaron a cero
escala. Se deja durante 5 dias en la oscuridad y agitandose. Al finalizar la medida de la
DBO, se observd6 mediante lectores electrénicos que miden los mgO,/l consumidos de
manera directa, segun la cantidad de muestra afiadida y la dilucion que se realizo.

4.4.4 Determinacion de la DQO

Desde el punto de vista ambiental la DQO, es una medida aproximada del contenido total
de materia organica presente en una muestra de agua. Esta materia organica en
condiciones naturales puede ser Biodegradada lentamente (esto es oxidada) a CO, y
H,O, mediante un proceso lento que puede tardar desde unos pocos dias hasta unos

cuantos millones de afios, dependiendo del tipo de materia organica presente y de las
condiciones de biodegradacion.

En las pruebas de DQO se acelera artificialmente el proceso de biodegradacién que
realizan los microorganismos, mediante un proceso de oxidacion forzada utilizando
oxidantes quimicos y métodos debidamente estandarizados, que tienen por objeto
garantizar la reproductibilidad y comparabilidad de las mediciones. [28]

4.4.4.1 Método utilizado.5220C

El procedimiento se basé en la oxidacion de la materia orgénica presente en el
desinfectante Bioasepsia, utilizando dicromato (K2Cr07 ) potésico como oxidante en
presencia de acido sulftrico (H,SO,4) e iones de plata (Ag+) como catalizador. La
disolucion acuosa se calentd bajo reflujo durante 2h a 150 °C. Luego se evalud la
cantidad del dicromato sin reaccionar titulando con una disolucion de hierro (II). La
demanda quimica de oxigeno se calcul6 a partir de la diferencia entre el dicromato
afadido inicialmente y el dicromato encontrado tras la oxidacion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6. ANALISIS DBO Y DQO PARA EL BIOASEPSIA
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Figura 6. CURVA DBO VS TIEMPO
5.1 Analisis de l1a DBO obtenida.

Segun latabla 6y la figura 6, al determinar la DBO por el método Respirométrico;
arroja que la cantidad de oxigeno consumida por los microorganismos al primer
dia es cero y al dia 15 también marca una DBO de cero; debido a que la materia
organica, es eliminada automaticamente por la alta accién bactericida que tiene el
Bioasepsia; pues es un excelente oxidante, que por su carga neutra penetra
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facilmente en la membrana citoplasmatica, actuando sobre proteinas, y acidos
nucleidos de los microorganismos inhibiendo totalmente su accion.

%MATERIA ORGANICA BIODEGRADADA
BIOASEPSIA AL 99.9%

06— * * * *
0 2 4 6 8 10 12 14 16
TIEMPO (DIAS)

Figura 7.CURVA DE BIODEGRADABILIDAD DE EL BIOASEPSIA VS TIEMPO

5.2 Analisis de la Biodegradabilidad

Se evalu6 la Biodegradabilidad, en vase a la relacion DBO/BQO, denominado indice de
Biodegradabilidad; los resultados obtenidos muestran que el Bioasepsia presenta una
Biodegradabilidad del 0%, esto significa que en el momento de actuar los
microorganismos sobre el desinfectante, los mata automaticamente y no permite su
crecimiento, por esto en la figura 7, se presenta un comportamiento lineal, que se
desplaza solamente en direccion de las abscisas (tiempo en dias), y cero en el eje de las
ordenadas ( % DBO/BQO).

A través de los valores de la DBO y la DQO obtenidos, se comprueba la efectividad del
Bioasepsia como desinfectante de alto nivel, que inactiva la acciéon patogénica de los
microorganismos al momento en que entra en contacto con ellos y se mantiene constante
con el trascurrir del tiempo.
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5.3 Recuentos viables (UFC/ml)

Se encontr6 que al analizar las cepas staphylococcus aureus ATCC 6538 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9057, bajo el método de prueba NTC 5150,realizado
en los laboratorios microbiolégicos de la Universidad de Antioquia; el Bioasepsia tuvo una
efectividad del 99.99% a concentraciones de [50% v/v], [25%V/v] y [puro] a los 5 minutos
de accioén; yaqué al comparar con el inoculo inicial de staphylococcus aureus 2.2*10°
UFC/ml y pseudomonas aeruginosa 7.5*10" UFC/ml, en contacto con el desinfectante
se tuvo un recuento viable menor a 1.5*10° UFC/ml para las tres concentraciones
dadas.(ver tabla 7).

Tabla 7.Recuentos viables. Fuente anexo 1.

Microorganismo Tiempo Recuentos viables (UFC/ml) para el Bioasepsia
contacto [puro] [50% v/v] [25%v/v]
Staphylococus aureus 5 min <1.5*10° <1.5*10% <1.5*10%
(2.2*108 UFC/ml) UFC/mlI UFC/mlI UFC/ml
Pseudomonas aeruginosa | 5 min <1.5*10? <1.5*1032 <1.5*1032
( 7.5*10" UFC/ml) UFC/ml UFC/ml UFC/ml

5.4 Estandar Macfarlan aplicado en cepas ATCC Bacterianas.

Se encontré que al analizar las cepas staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
Coli ATCC 8739, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa,
bajo el método de prueba NTC 2455, realizado en los laboratorios de Aguas y Alimentos
de la Universidad Nacional; el Bioasepsia tuvo una efectividad del 99.9% a una
concentracion de 500ppm a los 5minutos ,10min y 15minutos de accién; al comparar el
blanco con la solucion patrén de Macfarlan (a escala 2) preparado con el inoculo de
cepas en cultivo de BHI, no hubo crecimiento y por lo tanto no se present6 turbidez. (Ver
tabla 8)

Tabla 8.Evaluacion del Bioasepsia sobre cepas bacterianas. Tomado del anexo 2

Tiempo Escherichia Coli Salmonella Staphylococcus Pseudomona
de Typhimurium Aureus Aeroginosa
Contacto
5 min. No hubo No hubo No hubo No hubo
crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
10 min. No hubo No hubo No hubo No hubo
crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
15 min. No hubo No hubo No hubo No hubo
crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento
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5.5 Estandar Macfarlan aplicado en cepas de Hongos.

Al analizar las cepas de Trichoderma, Penicillum,Fusarum y Dermatofito, bajo la norma
NTC 2455 realizado en los laboratorios de Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional,
a una concentracién de 500ppm de Bioasepsia, a los 5 minutos,10minutos y 15 minutos
de accion el desinfectante tuvo una efectividad del 99.99%; aplicando el patrén de
Macfarlan a la escala 2 equivalente a 600millones de microorganismos, no presento
turbidez yaqué logro eliminar las cepas fungicidas a las concentraciones y tiempo de
contacto preparados.(ver tabla 9 y figura 8 ).

Tabla 9.Evaluacion del Bioasepsia sobre cepas de Hongos. Tomado del anexo 3.

Tiempo de Trichoderma Penicillium Fusarum Dermatofito
contacto

5 min. Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
(-) () () ()

10 min. Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
() () () ()

15 min. Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
() () () ()

2013/05/17-16:05

2013/05/17 16:008

Figura 8.Solucion patréon de Macfarlan con el Bioasepsia y el Blanco

En la figura 8 de la izquierda se tienen los tubos de en ensayo con la solucion patron de
Marfarlan (los tres primeros tubos) y el blanco (el tubo de menor volumen),pudiendose
obeservar la diferencia en el grado de turbidez , que es mucho mayor en el blanco
comparado con los tubos que contienen la solucion patron y el Bioasepsia que presentan
una solucion mas trasparente.

Mientras que en la figura de la derecha ,se tienen las mismas soluciones en cajas petri y
se puede observar con mayor claridad, que la caja petri # 1 que contienen el blanco
presenta mayor grado de turbidez, comparada con la caja petri # 2 que contiene la
solucion patron con el desinfectante y no presenta turbidez.por lotanto se concluye que el
desifectante fue fecetivo en un 99.9%
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6. CONCLUSIONES

o EIl Bioasepsia es un potente bactericida y biécida capaz de eliminar todas las
cepas de bacterias y de hongos probadas a concentraciones de 500 ppm y en
periodos de tiempo cortos pues a los 5 minutos de accion presento efectividad del
99.9%, conservando su efectividad a los 10 y 15 minutos.

o El Bioasepsia es capaz de eliminar a una concentracion y tiempo determinados,
cepas bacterianas como el Staphylococcus aureus, este ocupa el segundo lugar
de causante de infecciones intrahospitalarias (ver anexo 7), siendo aislado de
pacientes con mayor frecuencia, ademas la mayoria de las cepas de S. aureus,
son resistentes a los microbicidas como la clorhexidina y los compuestos
derivados del amonio cuaternario y los bidcidas utilizados en la prevencién de
infecciones.

e La Pseudomona aeroginosa a una concentracién y tiempo determinado logré ser
eliminada por el Bioasepsia, esta bacteria ocupa el séptimo lugar como causante
de infeccion nosocomial y presenta alta resistencia a diferentes tipos de
compuestos quimicos como diacetato de clorhexidina, el para-cloro-meta-xilenol
,utilizados en jabones liquidos antibacterianos. La Pseudomona tiene la propiedad
de adherirse a las superficies formando biofilmes, generando problemas de
infeccién en unidades dentales e instrumentos de odontologia que manejen fluidos
yaqué su principal reservorio es el ambiente himedo (ver anexo 7).

e La salmonella Typimuruim también logro ser eliminada por el Bioasepsia a una
concentracion y tiempo determinado, siendo esta bacteria causante se infecciones
como la gastroenteritis en los seres humanos, esta presente en la carne de pollo,
sus huevos y sus derivados (ver anexo 7).

e La cantidad de infecciones nosocomiales, causadas por estos microorganismos,
se pueden prevenir a través un estricto control y cumplimiento de medidas como
el lavado de manos, la desinfeccion de superficies, en el area de trabajo, equipos,
a través de la aplicacién de un excelente desinfectante con amplio espectro y
rapido tiempo de accion, como es el Bioasepsia.

o El Bioasepsia es uno de los pocos desinfectantes que se biodegrada al instante

sin generar ningun tipo de dafio al medio ambiente, ademas no es toxico ni
inflamable y no representa ningun tipo de riesgo para la salud humana.
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7. RECOMENDACIONES

e Para tener un mejor conocimiento, de cudl es el amplio espectro que maneja el
Biaosepsia, se recomienda practicar mas analisis microbiolégicos a otras cepas
de hongos bacterias, virus, protozoos causantes de gran cantidad de infecciones
y enfermedades en diversos campos de accién, ayudando asi a mantener bajos
niveles de infeccion y previniendo enfermedades a causa de estos
microorganismos patégenos.

e Se recomienda a la hora de practicar los andlisis microbiolégicos variar las
concentraciones del desinfectante y analizar su efectividad en presencia de
albumina; es una proteina de la sangre que puede simular presencia de materia
organica en el desinfectante y alterar en gran proporcion su rango de efectividad,
variando asi su tiempo de accién y concentracion.

e Siempre manejar buenas practicas de higiene y bioseguridad en cualquier area ya
sea en hospitales, industrias alimentarias donde se presentan altos indices de
infecciones en la manipulacion de alimentos, afectando directamente a todas las
personas que los consuman o estén en contacto con ellos.
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9. ANEXOS

ANEXO # 1. Andlisis del Bioasepsia sobre cepas de bacterias ATCC, practicados en los
laboratorios de la Universidad de Antioquia.

Nit: 900087467-4

GRUPO DE DIAGNOSTICO Y CONTROL DE
LA CONTAMINACION =
-GDCON- 60(0"
UNIVERSIDA WSO ONTANEAGOH "
DE ANTIOQUIA INFORME DE RESULTADOS b
Cédigo: Versién: Fecha de aprobacién:
F3-GE-PR-001-GDCON 04 : 30/03/2011 e msinne
INFORME No. 12-0355
1. INFORMACION DEL CLIENTE

Cliente Spangel Productos Biodegradabl Teléfono 5834362
NIT/ C.C. 900.087.467-4 Contacto Angela Marfa Uribe
Direccién Carrera 89 A #37-31 e -E-mail productos_spangel@yahoo.com

2. IDENTIFICACION DE LA(S) MUESTRA(S)

saﬁ::d. recepcion ~ 16/05/2012
Fecha de elaboracién del reporte 27/06/2012 -
b A 2 )\ T 3\

£
! ;g : \)r‘;;to 5-1 }j > {/ % [l Bioase %ﬁdﬂml
\

3. RESULTADOS D MBO\RVATONO

Cédigo Interno Método de Referencia Pardmetro \Kmhdo andlisis
1203551 NTC 5150 Actividad bactericida Tabla siguiente 22/05/2012

Nota: El separador de cifras decimales esta representado por un punto.

=
8
-
g
Codigo : : Tiempo Recuentos viables (UFC/ml) para la mezcla de prueba
Microorganismo
muestra contacto [Puro] [50% v/v] [25% v/v] )
Staphylococcus aureus 5 min. ’ < 1.5 x 10°UFC/m <1.5x 10° UFC/ml
5x1 F | i g
(2.2x 10° UFC/mi) - g
Pseudomonas aeruginosa S min. <1.5x10°UFC/ml | <1.5x10°UFC/ml < 1.5 x 10° UFC/ml g
(7.5 x10” UFC/ml) ;
12-0355-1 Reduccién de la viabilidad a la concentracién de prueba
[Puro] [50% v/v] [25% v/v]
Staphylococcus aureus S min. >1.5 x10° UFC/ml >1.5 x10° UFC/ml >1.5 x10° UFC/ml
(2.2 x 10° UFC/ml)
Pseudomonas aeruginosa 5 min. >5 x 10" UFC/ml >5 x 10" UFC/ml >5 x 10" UFC/ml

(7.5 x10” UFC/ml)

De acuerdo con la Norma Técnica Colombiana 5150 se concluye que el producto Bioasepsia Acido Hipocloroso, posee actividai
bactericida para la cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 9057 con un tiempo de contacto
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Nit: 900087467-4

Anexo #2. Andlisis del Bioasepsia sobre cepas de bacterias ATCC, practicados en los

laboratorios de Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional.
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practicados en los

Anexo # 3. Andlisis del Biaosepsia sobre cepas de Hongos

laboratorios de Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional.
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practicados en

Anexo # 4. Analisis del Biaosepsia sobre la cepa del Hongo Dermatofito

los laboratorios de Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional.

Nit: 900087467-4

woo'sajqepesbopoiqiebueds'mmm - f o

8]30[01qOIDIJA] P OLIOJRIOqR ] )
a B ONVZNdNYO VAOLNOW S3NI VO

o D T
-— w eweweSlY

//I.l.\ .x\ (sowsiuebiooioiw

op sauojlipQg & 8jeAinbs zZ ejesss e| e ugpejoepy op ugsed) sepeledaid

sojoejuoo ap sodwan A moco»o!.to&oo se| e sowsiueBioololw so| ojew anb J10op s8
‘ojyojeuseq eied eplousioeq pepiAloe asod elenwies epezijooe|3 enby eisdesy
oig ap oypnpoid [ anb 2Anjouod 8s ‘GGHZ OLN BWION Bl UNBas :NOIDVAYIASIO

a2 W
\ \ /
/It /iZ lss\.\,
(-) 910210 0qny ON SOLNNIN ST
\x!;.i/
A.w 010310 0qny ON SOLNNIN 01
(5) 10010 0qny ON SOLANIN §
7 opfoypuriacy OLOV.INOO 80 OdNEILL

“, '
Neess”



Anexo # 5. Andlisis de DBO, DQU y Biodegradabilidad del Biaosepsia practicado en los
laboratorios de Ingenieria Sanitaria de la Universidad Nacional.

Nit: 900087467-4

INFORME DE RESULTADOS DE ENSAYOS Codigo: FAR-001
UNIVERSIDAD LABORATORIO DE INGENIERIA SANITARIA =
& NACIONAL ESCUELA DE QUIMICA Y PETROLEOS Yoo
SEDE MEDELLIN RESPONSABLE i
COORDINADOR DEL LABORATORIO Solicitud: 62

Solicitado por: SPANGEL

Direccién: Cra 89 A #37-31

Nimero de solicitud: 733

Numero de muestras: 1

Fecha de recepcién: 2012-10-19
L_Fecha de andlisis: 2012-10-19

[ Identificacion de la muestra S Tipode Cédigo de la
= muestra - tr.
BIOASEPSIA DILUCION 1:1 Industrial 274-12
1
\ , ( (
\_ & > 3 \1 ( A
i codigods E } e } : 7 =
\ n‘ﬁ’“ﬂ (lrtmetr]i Ruugo / % A
e, T [ Daomgno,) " 8,50 ] 5220C
§ Dia 3 DBO (mg/LO2) 0, £ s210D
274-12 Dia 6 DBO (mg/LO;) 0,00 — 5210 D
Dia 10 DBO (mg/LO2) 000 5210 D
Dia 14 DBO (mg/LO,) 0,00 5210 D
Observaciones dei servicio: Muestra puesta en el lab io por el ir do

Los parametros son los solicitados por el cliente

Resultados validos solo para la muestra analizada

Los nimeros de los métodos hacen referencia al STANDARD METHODS
FOR EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER 21TH Edition

www.spangelbiodegradables.com

Nota: la muestra se analizé como fue remitida al laboratorio, omitiendo el procedimiento de eliminacién de cloro expuesto en
la metodologia 5210 D de STANDARD METHODS FOR EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER 21TH Edition,
esto a peticion del cliente

g;j 1Q. Dario Gallego Suaréz Emerson Ledn Vanegas
g; T.P. 15267 Coordinador Técnico

Laboratorio Ingenieria Sanitaria
labisani_med@ :
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Anexo 6 .Hongos empleados en el analisis bi6cida del Bioasepsia. Fuente [7],[8]

Figura 9.Trichoderma’

El género Trichoderma esta en el ambiente y especialmente
en suelos abundantes en materia organica o desechos
vegetales en descomposicién y por su relacion con ella esta
clasificado en el grupo de hongos hipogeos, lignolicolas y
depredadores. Es aerbbico y pueden estar en los suelos con
pH neutro hasta &cido.

El género Trichoderma posee buenas cualidades para el
control de enfermedades en plantas causadas por patdgenos
fungicos (hongos) del suelo, principalmente de los géneros
Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium
yaqué activa el crecimiento radicular (raices) de las plantas,
es capaz de colonizar y crecer en las raices a medida que
estas se desarrollan y aumenta la resistencia del cultivo

frente al ataque de posibles patégenos’

Los penicillium son mohos comunes que desarrollan sobre los
mas diversos substratos: granos, paja, cueros, frutas, etc.

La importancia de estos mohos en la alimentacion humana y
animal se debe a que, ademas de causar deterioro, producen
toxinas (Pitt & Leistner 1991). 8

La facil proliferacion de los Penicillium en los alimentos es un
problema. Algunas especies producen toxinas y pueden hacer
el alimento no comestible o aln peligroso. Es una buena
practica desechar los alimentos que demuestran el desarrollo
de cualquier moho. Por ofra parte otras especies
de Penicillium son beneficiosas para los seres humanos. Los
quesos tales como el roquefort, brie, camembert, stilton, etc.
se crean a partir de su interaccion con algunos Penicillium y

son absolutamente seguros de comer® . La penicilina es
producida por el hongo Penicillium chrysogenum, un moho
ambiental.

P/l ‘ !
A ' 2 Courtesy of M. McGinfi§
/i Croypdy 2008 Poctortungus Corporation

Hongos ampliamente distribuido en el suelo y en asociacion
con plantas. La mayoria de las especies son saprofitas(que se
alimentan de materia organica muerta 0 en
descomposicién) y son unos miembros relativamente
abundantes de la microbiota del suelo. Algunas especies
producen micotoxinas en los cereales que pueden afectar a la
salud de personas y animales, Las principales toxinas
producidas por estas especies
de Fusarium son fumonisinas y tricotecenos® .

Las especies de Fusarium se encuentran en los vegetales
antes de la cosecha. Como persisten en los productos
almacenados, en los silos.’

Fusarium spp. Es un hongo filamentoso aislado de plantas y
suelo. Se encuentra como microbiota normal en arroz, frijol,
soya y otros cultivos.

Fusarium graminearum normalmente afecta a la cebada.
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Anexo 7. Bacterias empleados en el analisis microbiolégico del Bioasepsia. Fuente

[11,[2],[3],[4],[5].[6].

Figura 12.Escherichia Coli.?

2,2 . . .z
Son bacterias que por la tinciéon de Gram,
se tifien de un color rosado tenue.

Se pueden adaptarse para crecer y
metabolizar tanto en presencia como en
ausencia de oxigeno.

24 Estructura filamentosa que sirve para
impulsar la célula bacteriana y que se
proyectan en todas las direcciones

Son bacterias que forma parte de la microbiota
del intestino (llamadas coliformes) del ser
humano y animales, siendo, la gran mayoria,
inocuas en ellos, pero las cepas productoras de
toxina Shiga o verotoxigénicas pueden provocar
cuadros gastrointestinales graves. Esta y otras
bacterias son necesarias para el funcionamiento
correcto del proceso digestivo, ademas de
producir las vitaminas By K. Es un bacilo que

reacciona negativamente a latincion de
Gram (gramnegativo) %2 es anaerobio
facultativo_%® , movil por flagelos peritricos

2% (que rodean su cuerpo), no forma esporas,

2
es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa
.La bacteria E. coli verotoxigénica puede
llegar a los alimentos por varias vias:

e La fuente més frecuente es la carne de
vacuno y los productos carnicos de
vacuno (hamburguesas, carne picada)
gue hayan sido poco cocinados, asi
como la leche cruda sin pasteurizar y los
productos elaborados con ella (queso,
nata, etc.

e Las frutas y verduras lavadas o regadas
con agua contaminada también pueden
ser transmisoras de la bacteria.

Figura 13. Salmonella

Su habitat es el aparato gastrointestinal de los
animales y el hombre, nunca como microbiota
normal, se encuentra a menudo en reptiles
como las tortugas, en pollos y sus huevos que
se contaminan con las heces de las propias
aves al pasar por la cloaca. La salmonella se
encuentra en la cascara, pero puede penetrar
en el interior si no se mantienen unas
condiciones de conservacion adecuadas.*

La salmonella es un bacilo qramneqativoi

que pertenece a la familia Enterobacteriaceae,
aerébicos y facultativamente anaerdbicos
fermentan la glucosa produciendo gas, utilizan
citrato como fuente de carbono. Esta bacteria
puede producir gastroenteritis en los seres
humanos, referida como una salmonelosis,

la inflamacion del tracto Gastrointestinal.

55



http://es.wikipedia.org/wiki/Tinci%C3%B3n_de_Gram
http://es.wikipedia.org/wiki/Rosado
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteriana
http://es.wikipedia.org/wiki/Digesti%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina
http://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_B
http://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_K
http://es.wikipedia.org/wiki/Tinci%C3%B3n_de_Gram
http://es.wikipedia.org/wiki/Tinci%C3%B3n_de_Gram
http://es.wikipedia.org/wiki/Gramnegativo
http://es.wikipedia.org/wiki/Anaerobio_facultativo
http://es.wikipedia.org/wiki/Anaerobio_facultativo
http://es.wikipedia.org/wiki/Flagelo_bacteriano
http://es.wikipedia.org/wiki/Flagelo_bacteriano
http://es.wikipedia.org/wiki/Endospora
http://es.wikipedia.org/wiki/Fermentaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Lactosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Pollo
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo

Figura 14.Stag1ylococcus a

reus*

43 Son bacterias que por la tincion de
Gram, se tifien de un color azul oscuro
0 violeta.

El S. aureus también puede liberar
toxinas (sustancias toxicas) que
pueden producir enfermedades tales
como intoxicacion por alimentos o

sindrome de shock toxico. >

El nombre de esta bacteria proviene de la
raiz griega , que se compone de staphylé, que
significa racimo y coccus, que significa grano,
baya o uva; y del latin aureus que significa
dorado. Este nombre significa racimo de uvas
dorado .Es un coco gram-positivo **, no movil.
No forma esporas, puede encontrarse solo, en
pares, en cadenas cortas 0 en racimos. Es un

anaerobio facultativo, pero crece mejor en
condiciones aerobias. ElI microorganismo
produce catalasa, coagulasa y crece

rapidamente en agar sangre.’

El estafilococo aureus suele estar en la piel de
animales y personas, en las membranas
mucosas; garganta, fosas nasales, los genitales
y el ano. Sin embargo, cuando la piel se lastima
o sufre una puncién, las  bacterias
estafilocdcicas pueden ingresar en la herida y
provocar una infeccion.

El S. aureus provoca mas frecuentemente
infecciones en la piel, como foliculitis,
fordnculos, impétigo y celulitis, que se limitan a
una pequefia area de la piel de una persona. °

Figura 15. Pseudomona Aeroginosa®

,.

Las bacterias aerGbicas son
aquellas que crecen y viven en
presencia del oxigeno.

&2 Alimentacion  parenteral es
administrar por via endovenosa los
liquidos y nutrientes necesarios para el
paciente enfermo.

6,1

son bacterias gram negativas %? aerébicas ®*

posee un flagelo para su movimiento,
ampliamente distribuidas en la naturaleza
(suelo, agua, animales, plantas como la
menta) y sistemas de tratamiento de agua,
demostrando asi su adaptacién al medio
ambiente con baja concentracién de
nutrientes y sobre un rango grande de
temperatura entre 4 y 42°C, puede
encontrarse en el tracto digestivo y su
principal reservorio es el ambiente hiumedo
(canos, deshumedecedores ,fregaderos
,duchas, bafios ), es capaz de permanecer
por tiempos prolongados en liquidos vy
superficies como antisépticos, alimentos

parenterales ®?, fluidos de didlisis,

P. aeruginosa tiene una propiedad innata de
unirse a superficies, formando  biofilms
durante el proceso de infeccion; coloniza las
mangueras de unidades dentales que
pueden ser contaminadas por el paciente o

impurezas del agua. ®
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Anexo 8. Dermatofito, hongo empleado para el andlisis del Bioasepsia. Fuente [10]

CARACTERISTICAS ENFERMEDADES

Las dermatofitosis o tifias (Tinea) son micosis

superficiales causadas por un grupo de hongos figura 16.Tifia Corporis

gueratinofilicos estrechamente relacionados,
denominados dermatofitos. Estos afectan la capa
cornea de la piel, pelos y ufas.

Los dermatofitos se dividen en tres géneros que se
distinguen por las caracteristicas morfolégicas de sus
macroconidios:

1-Microsporum: Tienen macroconidios como forma de
esporas predominante, son voluminosos, de pared
rugosa, multicelular, y fusiformes, formandose sobre los
extremos de las hifas. Infectan habitualmente la piel y el
cabello, pero rara vez las uias.

Figura 17.Tifia Capitis, microspdrica.
2-Trichophyton: los microconidios que conforman sus
esporas son los mas predominantes de ellos, aunque
también pueden tener macroconidios con forma de lapiz,
de pared lisa, con extremos romos. Infectan la piel, las
ufas y el cabello.

El Trychophyton rubrum, causa el pie de atleta; esta
infeccibn avanza hacia la planta, provocando lesiones
escamosas y micro vesiculosas, con borde neto, son
pruriginosas y dolorosas y dolorosas y puede llegar a
comprometer toda la planta, dorso de piel y tobillo.

3-Epidermophyto: solo forman macro-conidios en
forma de mazo con una o 5 células, integrando colonias | Figura 18.Tifia unguis
de color verdoso-amarillento, qué muta con rapidez,
formando color exagerado blanco estéril. Invaden la piel
y las ufias, pero nunca el cabello.
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Anexo 9. INFORME PRUEBAS DE DESINFECCION

LUGAR: FUNERARIA SAN JUAN BAUTISTA

FECHA: martes 25 de septiembre de 2012

PRESENTADO POR: ING.PRACTICANTE ROSA CEVALLOS UNAL
EMPRESA: SPANGEL PRODUCTOS BIODEGRADABLES

INFORME: las pruebas se realizaron el dia martes 25 de Septiembre en horas de la
mafana, con el fin de evaluar y valorar el porcentaje de desinfeccion, sobre las areas de
mas operacion en la Funeraria como lo son: el féretro o ataud donde va el cuerpo, la
parte trasera del carro funebre o planchén que permite la entrada del cuerpo y su
transporte, como también la mesa de preparacion del cuerpo del laboratorio de
tanatopraxia. Para esto se utilizaron los siguientes elementos:

1. Elementos utilizados
a. LUMINOMETRO 3m como testador

b. BIOASEPSIA 99.9 %, utilizado para el proceso de desinfeccién, con principio activo
de de Acido Hipocloroso (HCLO), producido en la empresa SPANGEL PRODUCTOS
BIODEGRADABLES.

El &cido hipocloroso, es un ion no disociado del cloro y es el principal responsable de la
actividad bactericida de los demas derivados del cloro. No es corrosivo, ni caustico y es
conocido como un potente desinfectante

Se ha comprobado ademas, que el acido hipocloroso permite matar los gérmenes y
mantener las superficies limpias, sin ser toxico por ingestion via oral, sin causar irritacion
o sensibilizaciébn al contacto directo con la piel, sin causar irritacibn ocular o
mutagenicidad bacteriana, concluyendo asi que no existen riesgos para la salud
asociados con su uso.

Para la toma de muestras se empled un luminometro 3m,el cual monitorea la higiene a
través de un hisopo que mide el ATP(Adenosine TriPhosphate) de una muestra en 30 sg
se obtiene resultados numéricos expresados en unidades relativas de luz (URLS).

El ATP es la principal molécula que utilizan las células para capturar, transferir y
almacenar energia. La cantidad de ATP recuperado en el hisopo depende de la

contaminacién microbiana y de la presencia de residuos orgénicos.

Los procedimientos llevados a cabo en los laboratorio de tantopraxia tienen el proposito
de retardar el proceso bildgico de descomposicion y asi facilitar los ritos religiosos.
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se pretende por otro lado embellecer el cuerpo y darle buena apariencia.

En este proceso se hace evidente 2 problemas de interés para la salud publica:

El primero tiene que ver con el cumplimiento de los requisitos de un manejo seguro de
residuos y el segundo, con el cumplimiento de la normas de bioseguridad ante el riesgo
biolégico. La posibilidad de contaminacion bioldgica y quimica en las actividades
desarrolladas en laboratorios de tanatopraxia es bastante alta; de la misma manera, el
riesgo de un accidente laboral aumenta a medida que se incumple las normas de
bioseguridad en este tipo de laboratorios.

En Colombia el Ministerio de Salud y el Ministerio del Medio Ambiente expidieron el
decreto 2676 del 2000, con la finalidad de reglamentar los residuos hospitalarios y
similares desde la generaciébn hasta la disposicion final de los mismos. Esta
reglamentacién establece el obligatorio cumplimiento de todas las normas de manejo
seguro de residuos no solo en hospitales e instituciones de salud sino también en hornos
crematorios, morges, funerarias y laboratorios de tanatopraxia.

3. Toma de muestras y analisis de resultados

Se tomaron 3 areas como muestra (féretro, planchén finebre y mesa de preparatorio y
limpieza del cadaver) para lograr comparar resultados de desinfeccién. La interpretacion
de los resultados se realizd, comparando los valores suministrados por el luminémetro
antes y después de la aplicacion del Bioasepsia, los resultados de la bioluminiscencia
fueron los siguientes:

Figura 1.toma de muestra féretro

Se hizo la toma de muestra con el hisopo, sobre el area contaminada de bacterias para
mirar cuanto es su grado de bioluminiscencia, y asi comparar la zona infectada con la
zona desinfectada.
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Figura 2. Aplicacién del producto

Se aplicé el desinfectante, por toda la zona contaminada para mirar su grado de
eficiencia, en este caso no se reportaron resultados, sino que se empezo6 con la segunda
muestra que es el carro funebre.

Figura 3.toma de muestra parte trasera del carro funebre

Se hisopa el area contaminada del planchén, y se registra su grado bioluminiscencia

Figura 4.Resultados antes de la desinfeccion

El lumindmetro marco 2.383 URL sobre el area infectada
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Figura 5.toma de muestra area desinfectada

Se hisopa sobre el area desinfectada luego de la aplicacion del Bioasepsia.

Figura 6.resutados después de la desinfeccion
-_—

Después de la aplicacion del Bioasepsia, el porcentaje de contaminacion por bacterias
logré bajar a 1.033URL, con porcentaje de desinfeccion del 56.65%, logrando desinfectar
mas de la mitad de la concentracién inicial.

Figura7.toma de muestra contaminada

Se hisopo la mesa del laboratorio de tanatopraxia contaminada, para mirar el grado de
bioluminiscencia.
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Figura 8.resultadosantes de la desinfeccion

W @l

El grado de infestacién de la mesa presenta un porcentaje de 914 URL, que es muy alto
comparado con las otras muestras que se habia tomado antes.

Figura 9.hisopasion de aérea desinfectada

Se hisopo la mesa donde se prepara el cadaver, después de la aplicacién del
BIOASEPSIA para registrar el grado de luminiscencia.
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Figura 10.resultados después de la desinfeccion

El porcentaje de infestaciébn se logré disminuir radicalmente, con la aplicacién del
BIOASEPSIA de 9.14URL a 2.7 URL, que equivale a un porcentaje de 70,45% se puede
observar segun los resultados que la desinfeccién del area que se tom6 como muestra fue
muy efectiva pues se bajo el grado de infestacion hasta mas de la tercera parte
aproximadamente.

2.1 Andlisis de costos

Tabla [1]. Bioasepsia al 99.99% de eficiencia, valor monetario $12.852 por litro

laboratorio de tanatopraxia _ planchén funebre
Vol. disponible (ml) 1000 1000 1000
Vol. gastado (ml) 10 3 2
N° de procedimientos 5 5 5
costo diario ($) 642,6 192,78 128,52
costo mensual($) 19.278 5.783,4 3.855,6
costo total bioasepsia mensual ($) 28.917

Con base a datos reportados en literatura, se tomd que diariamente se hacen 5
procedimientos en una funeraria lo que equivale a 5 fallecidos/dia; con este estimado se
calculd, los costos diarios y mensuales que representa, la desinfeccidon con Bioasepsia de
las tres areas tomadas en la prueba, como son: la mesa del laboratorio de tanatopraxia, el
féretro y el planchén finebre seglin se muestra en la tabla [1].
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Para la desinfeccidén de la mesa de tanatopraxia, se gasta aproximadamente 10 ml, para
el féretro 3ml, para el planchoén funebre 2 ml, que equivale a un costo total mensual de
28917%, que equivaldria a utilizar 2 litros y medio de Bioasepsia por mes para lograr
desinfectar estas areas.

Tabla [2].Hipoclorito de sodio (NaOCI) a 5000 ppm, valor monetario $ 11.012 galén

Material a desechar 13%

concentracién utilizada de NaOCI (ml) 38 | concentracion utilizada de NaOCI (ml) 85
volumen de NaOCI disponible (ml) 99.473 | volumen de NaOCI disponible (ml) 44.470.58
vol. gastado diariamente (ml) 331,57 | vol. gastado diariamente (ml) 148.23
costo por galén ($)diluido en ppm 418.45 | costo por galon ($) diluido 936,02
costo por litro ($) diluido en ppm 110.72 | costo por litro ($) diluido 247.62
costo total por galéon ($) concentrado 1.354.47

Las superficies contaminadas constituyen una de las formas de exposicion de los riesgos
bilégicos, para areas altamente contaminadas segun las normas de bioseguridad en
entidades de salud y funerarias se recomienda utilizar una concentracién de 5000 ppm
NAOCL; para la parte instrumental se debe diluir al 6% y para material a desechar al
13%.

En la tabla [2], se muestra los costos de desinfeccién utilizando dichas concentraciones,
gue para el material a desinfectar tiene un costo por galon de $ 418.45 y para la parte
instrumental de $ 936.02, para tener un costo total de $1.354,47.

Comparando los costos de la tabla [1] con los de la tabla [2], econ6micamente es mas
barato utilizar como desinfectante el NAOCL, pero su grado de desinfeccién es muy bajito
comparado con el HCLO que es 80 veces mayor, siendo un potente desinfectante que
penetra facilmente en la célula bacteriana, actuando sobre proteinas y acidos, nucleidos
de los microorganismos causantes de las infecciones inhibiendo totalmente su accion.
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3. Conclusiones

¢ luego de hacer una rutina de limpieza, de cada uno de los elementos o equipos
gue se utilizan, tanto en laboratorio de tanatopraxia, los vehiculos utilizados para el
transporte de los cuerpos, como es el carro funebre, el atadd, se debe aplicar en
cada area de trabajo un desinfectante que ayude a bajar de forma inmediata el
grado de infestacion, y asi el estado de limpieza sea 6ptimo.

e Si el porcentaje de infestacion antes de aplicar el desinfectante es un poco alto a
pesar de que se le haga un previo proceso de limpieza, puede que se tenga un
falla en la manera como se esta realizando, por lo tanto se debe proceder a
verificar la rutina completa de limpieza (temperaturas, concentraciones de
producto de limpieza, volumen y calidad de agua, etc.) o el funcionamiento del
sistema de lavado de la que se utilice para este fin maquina (instalacion,
turbulencia, pendientes, etc.).

o El cumplimiento del decreto 2676 del 2000, debe ser obligatorio para todas las
funerarias, como también el cumplimiento de las normas de bioseguridad vy
verificacion de las medidas preventivas y de proteccion; debido a que los
trabajadores que desarrollan su actividad en los servicios funerarios pueden
presentar distintos riesgos: exposicion a agentes fisicos, quimicos y bilégicos.

e Para el pretratamiento de residuos y desinfeccién en el laboratorio de tanatopraxia
una de las sustancias mas utilizadas es el hipoclorito de sodio (NAOCL),que se
disocian en los iones Hipoclorito (OCL-) y sodio (NA++); la actividad germicida
del ion hipocloroso es muy reducida debido a que por su carga no puede penetrar
facilmente en la célula a través de la membrana citoplasmatica, en cambio el acido
hipocloroso (HOCL) es neutro y penetra faciimente en la célula, por esto la
eficiencia del HCLO es 80 veces mayor que la del OCL-. Por lo tanto se
recomienda utilizar como desinfectante el HCLO debido a su alto grado de
eficiencia.

e El método de desinfeccibn menos costoso no siempre es el mas conveniente.
Segun el grado de infestacion tan alto y los riesgos bhildégicos a los que estan
expuestos los trabajadores que laboran en clinicas hospitales, funerarias; es de
gran importancia emplear un método que garantice fiabilidad, continuidad y
eficacia, los cuales tienen prioridad sobre costos econdémicos y son bastante
moderados en comparacion con el costo médico y social que ocasionan las
enfermedades transmitidas por los diferentes riesgos bilégicos que se pueden
presentar.
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