A

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXIGO

FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIO COMPARATIVO DE GERMICIDAS
PARA LA DESINFECCION DE AGUA
Y VEGETALES: USO DOMESTICO

T E S I §

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMAGEUTIGO BIOLOGO

P R E S E N T A

MARIA ALTAGRACIA CAMPOS GUTIERREZ

MEXICO, D. F. LT 1985




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I

111

Iv

VI

INTRODUCCION Y OBJETIVO

GENERALIDADES

MATERIALES Y METODO

RESULTADOS Y COMENTARIOS

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA



cAP{TULD 1

INTRODUCCION Y OBJETIVO

E1 agua y algunos vegetales representan una de las fuentes de transmi-
sion de infecciones gastrointestinales mds importantes por su relativa-
mente facil contaminacidn con microorganismos patdgenos, de aquf la im-
portancia de contar con un buen agente desinfectante que proporcione se
guridad durante el consumo tanto del agua (en condiciones especiales),
como de los vegetales que npo son sometidos a ebullici6n para su inges--

tion.

La preocupacidn para obtener agua de la calidad bacterioldgica adecuada
para ser ingerida se renonfa a muchos afos atrds, haciendo notar que es
necesario hervir el agua antes de beberia y protegerla de la contamina-
cidn fecal. Este sigue siendo un punto muy importante en nuestros dias

y es por ésto, que se utiliza a los coliformes, grupo representativo de
las -enterobacterias, como indicaderes de la calidad bacteriolfgica del

agua, y por lo tanto su ausencia es indicativa de una adecuada desinfec

cién (22,23)

£1 objetivo de este trabajo ha sido comparar la efectividad bacteriold-
gica de seis compuestos empleados comlnmente como germicidas para agua
y vegetales para su uso doméstico, determinar sus ventajas y desventajas y

comprobar su actividad bacterioldgica con los microorganismos de prueba.



CAPfTULO 11

GENERALIDADES

I -1 CTERIAS

La patogenicidad es la capacidad de los microorganismos --
para producir enfermedad o provocar lesiones progresivas. Existen dos --
mecanismos basicos mediante los cuales las bacterias causan enfermedad:
1.- La invasién de los tejidos.

2.- La produccidn de toxinas: exotoxinas o endotoxinas (1).

Las bacterias gue causan las enfermedades naturales son pa-
togenas y relativamente transmisibles. Esta dltima propiedad indica 1la
facilidad con la que una infeccion se transmite de un individuo a otro.

Las bacterias pueden transmitirse de una persona a otra ya directamente
0 a través de un agente intermediario. La transmisidon directa es gene-
ralmente consecuencia del contacto con las secreciones producidas por
una persona infectada; la transmisidn indirecta puede realizarse, entre
otras formas, a través de los alimentos infectados leche o agua, o por
medio de gotitas transmitidas a través del aire a partir de sus resi--

duos secos o particulas de polvo resuspendidas {( 1,3,10,11,12,26).

Existe otro tipo de microorganismos denominados "oportunis-

tas", éstos normalmente son saprdfitos pero pueden causar efectos patd-



10gicos severos cuando tienen acceso a tejidos con defensas antimicro--
bianas bajas. En este tipo de bacterias tenemos a Pseudomonas aeruging
sa importante por su habilidad para crecer como un saprofito en agua --

con una minima cantidad de nutrientes (1,11,12,18)

-2 ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES OCASIONADAS POR -

INGESTION DE BACTERIAS PATOGENAS

£n la Repiblica Mexicana la fiebre tifoidea es Ta mids repre-
sentativa de las infecciones entéricas, como indicador de una deficien-
te higiene ambiental, especialmente en 1o referente al saneamiento bdsi
co del agua potable. Segln informacién cbtenida en el Instituto Mexica
no del Seguro Social sobre Tlos casos reportados de enfermedades gastro
intestinales, entre los padecimientos mds frecuentes en 1980 y 1981 se
encuentran: enteritis y otras enfermedades diarréicas, fiebre tifoidea
y otras salmonelosis con cantidades mds elevadas en algunas delegacio--
nes del Valle de México, Chiapas, Guanajuato y Puebla. Como datos esta
disticos hasta julio de 1980 se reportaron 64,938 en el Valle de México
y 51,029 casos estatales de fiebre tifoidea y otras salmonelosis. Ente-
ritis y otras enfermedades diarréicas en el Valle de México se reporta-
ron 1,296,463 casos y 955,501 casos estatales. Para mayo de 1981 se --
habian reportado 30,870 casos en el Valle de México y 23,774 casos esta

tales de fiebre tifoidea y otras salmonelosis. Enteritis y otras enfer



medades diarréicas 696,345 casos en el Valle de México y 507,207 casos -
estatales (3). La gastroenteritis o diarrea infecciosa aguda, es un sin
drome cuya etiologia puede ser bacteriana, viral o parasitaria. Los or-
ganismos invasores fundamentalmente son Shigella y Salmonetla, existe -
ademds un gran predeminio de bacterias productoras de enterotoxinas es--
pecialmente E. coli y Pseudomonas, Es importante sefialar que algunas --
cepas de S. dwreus producen una toxina que es causa de diarrea aguda, --

(1, 11, 12, 18)

I -3 MICROORGANISMOS DE ELECCION PARA ESTUDIO

Los microorganismos utilizados en el presente trabajo son:
Escherichia cold, Safmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa y Staphyloco-
cous awreus, como un grupo de microorganismos que pueden ser transmiti--

dos por el agua o algunos alimentos.

Il - 3.1 Escherichia coli:

Bacilos Gramnegativos con diametro de 1.1 - 1.5 myde2.0 -
6.0);4m de largo, son microorganismos mdviles por flagelos peritricos, —
anaerobios facultativos, unicelulares, no esporulados. Crecen ficilmente
en medios nutritivos simples, en agar nutritivo las colonias pueden ser -
Yisas (S), brillantes, himedas, convexas, incoloras o ligeramente grises
y forman facilmente emulsion con soluciGn salina; o bien pueden ser rugo-

sas (R), estas colonias son mate y granulosas y no forman ficilmente --

[$.]



emulsidn con soluci6n salina. Generalmente fermentan la lactosa, produ-
cen dcido y gas con una gran variedad de carbohidratos, caracteristica--
mente E. col{ produce indol en medios que contienen trﬁptdfano. Puede -
utilizar acetato pero no citrato como (nica fuente de carbono. Muchas -
especies son saprdfitas, mientras que otras especies habitan en el intes
tino como parte de la flora normal bacteriana, por lo cual su presencia

en el agua de consumo indica contaminacidn fecal. Puede causar gastro--
enteritis, cistitis, peritonitis cuando 1lega a la vejiga y peritoneo --

respectivamente (1,11,12,15,21)

II - 3.2 Salmonella sp.:

Bacilos Gramnegativos, unicelulares y en forma de bastones, -
no esporulados, con diametro menor de dos micras y de 2.0 - 4.0 MM de -
longitud, usuaimente son mdviles por flagelos peritricos, aln cuando se
1legan a presentar formas sin movilidad, son anaerobios facultativos, --
heterStrofos, no fermentan la lactosa ni la sacarosa, muchas cepas son -
aer6genas, pero S. typhi es una importante excepcidn, nunca produce gas
al fermentar la glucosa o cualquier otra azlcar. La importancia del gé-
nero Safmonella es obvia, ya que son agentes etioldgicos de determinados
estados patoldgicos tales como gastroenteritis, fiebre tifoidea y para -
tifoidea. Adn cuando son pardsitos principalmente del intestino se han
reportado varios casos de infecciones extraintestinales. Su presencia -

nos indica contaminacién con heces, o por medios de portadores asin - -



tomiticos (1,11,12,15,22)

IT - 3.3 Pseudomonas aeruginosa:

Bacilos Gramnegativos, unicelulares, no esporulados, rectos -
o ligeramente curvos de 0.5 - 0.8 #m de didmetro por 1.5 - 3Mm de longi
tud, son microorganismos moviles por flagelos polares.en casos muy raros
son immdviles, son obligatoriamente aerobios excepto en medios que con--
tienen nitrato, ya que pueden utilizar el nitrato como aceptor de electro
nes. Catalasa y oxidasa positivos, crece a 41°C pero no a 4°C. Hidroli-
zan 1a gelatina. Un gran nimero de especies producen pigmentos solubles
en agua y otros que son fluorescentes como la piocianina y la fluores --
ceina, que se difunden en el medio produciendo colonias blanco difusas .
Pseudomonas aenuginosa puede producir gran variedad de efectos patoldgi-
cos en el hombre presentando lesiones caracteristicas entre ellas infec-
cciones en el tracto gastrointestinal durante el curso de una infeccion -
generalizada causando {lceras, las cuales pueden aparecer en el estémago
o en la pared del intestino, la gastroenteritis es un ejemplo cldsico de

estas infecciones principalmente en infantes (1,11,12,19,21)

I[1 3.4  Staphylococcus awneus:
Son microorganismos Grampositivos, unicelulares, esféricos, -
no esporulados, immdviles, su didmetro es de 8.0 - l.Oﬂm. Son anae --

robios facultativos. Se encuentran en su forma caracteristica de raci--



mos. Las colonias son lisas, dpacas, convexas; pueden producir pigmen-
tacién que varia desde blanco a naranja o del amarillo al dorado, me-
tabolismo respiratorio y fermentativo, producen gas aerobia y anaero--
biamente a partir de la glucosa, lactosa, maltosa y manitol. Las cepas
patogénicas son capaces de coagular e) plasma sanguineo, aproximadamen
te el 97% de los estafilococos asociados con procesos patoldgicos en

el hombre son capaces de elaborar esta enzima (coagulasa) pueden ser
hemoliticos en gelosa sangre. Causan gran variedad de procesos supu-
rados en el hombre, es muy frecuente la infeccion de la piel y del trac

to gastrointestinal (1,11,12,15,21)

1T - 4 COMPUESTOS EN ESTUDIO

11 - 4.1 Yodo-pelivinil-pirrolidona.

[—\—/0 I




La combinacion de yodo y un agente solubilizante o portador -
en el cual el complejo resultante contiene y libera lentamente yodo cuan
do es dilufdo con agua, es conocido como yoddforo. Iodo PVP es un com--
puesto estable, en el cual el material polimérico PVP es usado como agen
te solubilizante para el yodo y actda como portador. El compuesto resul
tante es un complejo de composicion indefinida y cuando se disuelve en -
agua (en la cual es facilmente soluble) libera yodo activo. La yodo-PVYP
es mds efectiva y menos téxica que las soluciones de yodo libre. La ---
efectividad microbicida del yodo ha sido ampliamente aprovechada con el
desarrollo de este yodoforo, en el cual los efectos no deseables del yo-
do pudieron ser eiiminados principalmente irritacion y dificil solubili-
dad. E] yodo se combina en forma irreversible con las protefnas ¢ito---
plasmiticas y de la pared celular. Es también un fuerte oxidante. (1, -

2, 15, 22, 23, 26)

IT - 4.1.1 Toxicidad:
Con el desarrollo de los yodéforos se ha disminuido notable--
mente los efectos tdxicos en el tubo gastrointestinal producido por el -

yodo elemental. Los casos de hipersensibilidad son raros.

Se reportan estudios con dosis diarias de 12 a 19 mg. por 5 -
afios para observar el efecto crénico de la ingestion de yodo sin que se
hayan presentado efectos sobre peso, vision, funcion cardiovascular, ac-

tividad tiroidea y funcion renal (4, 22, 25)



I - 4.1.2 Usos:

La eficacia germicida de las soluciones dé yodo ha sido eva--
luada para determinar al yodo como un desinfentante de emergencia para -
el agua de bebida y mis cominmente se ha empleado para la desinfeccion -
del agua de albercas. Al eliminar la irritabilidad del tracto gastroin-
testinal con el uso de los yodoforos, la [-PVP puede ser empleada tanto
para la desinfeccion de agua como de frutas y legumbres, en concentracip

nes de aproximadamente 8 ppm de yodo libre (20, 22, 25, 26)

I1 -5 PLATA COLOIDAL

VEH{CULO DE SUSPENSION DE LA PLATA: MEZCLA DE GRENE

TINAS

Las preparaciones de plata ionizada soluble en agua son gene-
ralmente‘corrosivas, astringgntes e irritantes, la mejor forma de minimi
zar tales propiedades ha sido el uso de sales coloidales, tales como el
cloruro, yoduro y doxidos complejos con proteinas y mds recientemente con
una variedad de purinas,pirimidinas y otros complejantes. La actividad
antimicrobiana parece ser debida a la liberacidn gradual de los iones de
plata los cuales actlan sobre la pared celular, enzimas y acidos nucléi-
cos, por lo cual las aplicaciones son similares a las de sales solubles,

pero menos dafiinas a los tejidos (1, 20, 26)
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I1-5.1 Toxicidad:
Se recomienda un 1imite de 50 4g9/litro de plata por cada Titro
de agua, basado en la observacifn de que la exposicidn prolongada a la pla

ta puede ocasionar argiria (pigmentacién de la piel) (4,6,7,)

I1-5.2 Usos:

Las suspensiones de plata coloidal se han empleado como desin-
fectantes en concentracion de 0.8 a 2 pg/litro del agua en la cual se su -
mergen las frutas y legumbres, presenta la ventaja de no impartir sabor ni

color al agua, como una desventaja estd su alto costo (i, 7, 20, 26)

Ir-6 SAL DE SODIO DE LA P~SULFOCLORAMINA DEL TOLUENO

0
f
HBC S - ONa
]
N - Cl

Contiene alrededor del 25% de cloro activo, tiene un olor ca-
racteristico y es soluble en agua a 25°C alrededor del 12%. Es un N-clo-

ro derivado del grupo de las sulfonamidas conocido conminmente como clora

11



mina-T, fue aplicado practicamente por Darkin durante la segunda guerra
mundial. Es menos corrosive que el hipoclorito, mis estable al calor y
a la luz y menos irritante. Menos activo bacterioldgicamente que el hi
poclorito y su efectividad es afectada significativamente por el pH, --
concentracidn y temperatura. Su uso es practico a pHs bajos y a perio-
dos largos de exposicion {26). El mecanismo de su actividad no ha sido
claramente establecido, existen numerosas teorias, varios autores su---
gieren que la inhibicidn de las reacciones metabdlicas citoplasmiticas

esenciales es la responsable de la destruccidn de los microorganismos.

La cloramina-T se hidroliza a la forma dcido hipocloroso que es el res-

ponsable de la actividad germicida (1, 20, 26)

II - 6.1 Toxicidad:
Usualmente no es toxico, ocdsionalmente hay hipersensibili--

dad (6, 7)

II - 6.2 Usos
Las cloraminas han sido utilizadas ampliamente para el sanea
miento de aguas en concentraciones que van de 250 a 1000 ppm (1, 6, 7,

20, 2%)

11 -7 COMPUESTOS DE CLORO

Los compuestos de cloro son los mds extensamente usados para

12



la desinfeccion de agua para beber.

El cloro y sus compuestoé son agentes fuertemente oxidantes y
su reactividad puede ser facilmente dispersada en reacciones con materia
les orgdnicos e inorgdnicos en el agua antes de que pueda ocurrir una --
eficiente desinfeccién. E1 cloro es menos reactivo conforme se incremen

ta el pH y aumenta con la elevacion de la temperatura.

La accion germicida de los compuestos de cloro parece estar -
asociada con la formacidn del acido hipocloroso. La disociacidn del aci
do hipocloroso depende del pH y el equilibrio entre HOC1 y OC1™ se man--
tienen aidn cuando el dcido hipocloroso es consumido constantemente a tra
vés de su funcidn germicida. Parece ser que la eficiencia de la desin--
feccion del cloro decrece con el incremento del pH y viceversa, y es pa-
ralela a la concentracion de dcido hipocloroso no disociado. Esto indi-
ca que el HOC1 debe tener accidn bactericida mayor que 1a 0C17, aunque -
el hecho de que soluciones alcalinas de compuestas de clore con muy pe--
quefias cantidades de HOC1 y grandes cantidades de OC1™ sugieren que el -
i6n 0C1” puede ser un factor que contribuye a la desinfeccion ya que po-
see cloro activo. E1 efecto bactericida se ha sugerido que se 1leva a -
cabo en dos fases sucesivas: 1) La penetracidn de un ingrediente activo
germicida a la célula y 2} La reaccién quimica de este ingrediente con -
el protoplasma de la célula para formar complejos téxicos (compuestos --

N-cloro) To cual destruye el organismo (1, 7, 2u, 26)

13



I -7.1 Toxicidad:
Usualmente los compuestos empleados para Sanitizacidn de agua
de bebida no son téxicos aunque en algunos casos puede presentarse hi--

persensibilidad a los mismos (6,7)

I1-7.2 Usos:
Se han empleado compuestos de clore, tanto inorgdnicos como -
orgdnicos en concentraciones promedio de cloro 1ibre de aproximadamente

20 - 25% (1, 6, 7, 20, 26)

1n-38 PEROXIDO DE HIDROGENO, H202

E1 perdxido de hidrigeno ha sido reconocido como un germicida

por mis de un siglo.

Muchos autores sugieren que la actividad germicida del perdxi
do de hidrdgeno es debida a la produccitn del 6xigeno naciente, poderoso

oxidante que ejerce su efecto en el protoplasma celular (1, 20)
IT - 8.1 Toxicidad:

fio se reportan datos de toxicidad por ingestidn en soluciones

de 0.1% (6, 8, 13, 17, 21)

14



II - 8.2 Usos:
Las soluciones en concentraciones de 3% a 6% constituyen un -
agente germicida para la desinfeccién de una gran variedad de materiales,

y a bajas concentraciones (0.1%) es usado para desinfeccién de agua para

beber (13,17)
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1.1

1.2

cAP{TULO 111

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES:

Equipo

Autoclave

Bafio marfa

Cajas de Petri

Cuenta Colonias

Incubadora

Matraces Erlenmeyer

Microscopio

Pipetas graduadas de 1, 5y 10 ml,
Refrigerador

Tubos de ensaye

Medios de Cultivo

Agar Cetrimida, Bjoxdn 221
Agar eosina azul de metileno, Bioxén 106

Agar Flo, Bioxdn 286

16



Agar Mac Conkey. Bioxdn 109

Agar Nutritivo. Bioxdn

Agar de soya tripticaseina. Biox6n 108
Agar sulfito bismuto. Bioxén 212

Agar Tech. Bioxbn 265

Agar de Hierro y triple azicar. BioxOn 114
Agar de bilis verde-brillante. Bioxdn 145
Agar vogel - Johnson. Bioxon 217

Agar xilosa-lisina-desoxicolato. Bioxdn 211
Agar 110.Difco - 0297.01

Caldo de Selenito-Cistina. Bioxdn 266
Caldo de tetrationato. 8ioxén 120

Solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (solucidn amor-
tiguadora),

Tiosulfato de sodio 0.1 {solucidn neutralizante)

Preparar 1os medics de cultivo segin las indicaciones del fabricante,

Solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2 :

Preparar segin lo indica lTa U.S.P. XX - 874

Tiosulfato de sodio 0.1N :

Preparar segin 1o indica la U.S.P. XX - 1113

i

17



111 - 2 METODO

£1 trabajo consistid en determinar 1a eficiencia bacteriolid-

gica de los germicidas en estudio en Jas siguientes muestras:

2.1 Muestras de agua:

Se empleé agua destilada estéril con un pH de 6 - 7 para pre-
parar las suspensiones de Eschenichia coll, Salmonella typhi, Staphyfoco
ccus awneus y Pseudomonas aeruginosa conteniendo de 100,000 a 1,000,000
de células viables por ml. Se trabaj6 cada uno de los microorganismos -
en forma individual para obtener la efectividad de los germicidas con -~

cada microorganismo.

* Nota: Lo correcto es utilizar agua potable estéril para este

tipo de prueba.

Se empled agua para preparar las suspensiones con los microor--
ganismos y que en esta forma estuvieran en contacto con el germicida, ya
que los germicidas en estudio son recomendados por los fabricantes para
desinfeccion de agua. Las diluciones para la cuenta de células viables
se realizaron con soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 7.2

Las muestras se mantuvieron a una temperatura de 24°+1°C duran-
te el periodo de contacto con el gemmicida por medio de un bafio de agua.
Se efectuaron las pruebas a esta temperatura por consideraria como prome

dio de la temperatura ambiente.

18



2.2 Muestra de lechuga:

Se emplearon lechugas de hojas largas (orejonas}), sin lavar,
para determinar la eficiencia bacterioldgica de 1os germicidas en estu--
dio. Se dividieron las hojas de la lechuga en tres secciones: hojas de
la parte externa, hojas de la parte media y hojas de la parte interna.
Para esta divisiOn se consideraron las hojas de color verde mas intenso
aproximadamente las 3 capas mds superficiales como las hojas de la par-
te externa, las siguientes capas de hojas de tamafio regular y de color
verde claro como la parte media y las capas de hojas pequefas de color
verde-amarillento como la parte interna. Aproximadamente un tercio en

peso para cada seccidn de hojas.

Las hojas fueron licuadas con solucidn amortiguadora de fos-

fatos pH 7.2 para formar la muestra de trabajo,

Se mantuvieron las muestras durante el perfodo de contacto -

con el germicida en baiio maria a una temperatura de 24°C + 1°C

En todas las muestras se utilizaron 5 lotes diferentes de --
cada germicida y para las concentraciones se siguieron las indicaciones

dadas por los fabricantes.

Se realizaron cinco pruebas en el agua con cada microorganis

mo y diez pruebas con las muestras de lechuga,

19



Los compuestos en estudio ejercen un efecto letal sobre los -
microorganismos al estar en contacto y la cuenta de'células viables va-
ria con el paso del tiempo de contacto. A continuacidn se describen --
lTos métodos empleados para cada muestra en los cuales se sigue el proce-

dimiento de cuenta en placa.

2.1 Muestras de agua:
Comparar la acci6n bactericida de cada uno de los germicidas
en estudio, obteniendo el porciento de reduccién de células viables con

cada uno de los microorganismos seleccionados para la prueba.

2.1.1 Empleando Eschenichia coli:

2.1.1.a) Mantener un cultivo patron en tubos conteniendo agar nutriti-

vo inclinado, por medio de transferencias quincenales.

2.1.1.b) Del cultivo patrén tomar una asada y resembrar en estria en -
un tubo de agar nutritiva inclinado. Incubar de 30° - 35°C por 24 - 26

horas.

2.1.1.c) Recoger el desarrollo presente adicionando 3 m]. de solucidn

salina estéril y agitar suavemente.

2.1.1.d) Transferir 1 mi. de esta suspension a 10 m1. de solucién sali

na estéril. Agitar para homogeneizar la suspensidn.

20



2.1.1.e) Preparar una serie de 6 matraces Erlenmyer conteniendo ----
1000 ml. de agua destilada estéril cada uno, marcar un matraz por cada

genmicida en estudio.

2.1.1.f) Adicionar a cada matraz 1 ml, de la suspension obtenida en -~
el paso 2.1.1.d. y homogeneizar. Esta suspensién corresponde a la mues

tra de trabajo. Ver esquema No. 1

2.1.1.g) Obtener la cuenta inicial de células viables presentes en ca-
da uno de los matraces:
9.1} Tomar 10 ml, de la muestra de trabajo y adicionarlos a

-1

90 ml. de solucién amortiguadora, Dilucién 107" , preparar diluciones --

hasta 10~

9.2) De cada una de las diluciones anteriores transferir --
1 ml. a cada una de 2 cajas de petri, Adicionar a cada caja aproximada-
mente 20 ml. de medio de agar de soya tripticasefna a 45°C y homogenei-
zar para distribuir las células en todo el medio.

9.3} Incubar las placas de 30°C - 35°C por 72 horas.

g.4) Una vez transcurrido el perfodo de incubacién, contar - -
las colonias existentes en cada serie de placas. Contar aquellas placas -

en las cuales se encuentran de 30 a 300 colonias.

21



g.5) Anotar la cuenta obtenida, &sta corresponde a la Cuen

ta Inicial. Ver esquema No. 2

2.1.1.h) Obtener 1a Cuenta Control con la solucién neutralizante,

h.l) Transferir 10 ml. de la mezcla de trabajo a 85 ml, de
solucidn amortiguadora y mezclar. Adicionar 5 ml. de la solucién neu -
tralizante (Tiosulfato de sodio 0,IN estéril) y mezclar: Dilucibn 10'1'

Realizar diluciones hasta 1070

h.2) De cada una de Tas diluciones anteriores transferir --
1 ml. a cada una de 2 cajas de petri, Adicionar a cada caja aproximada
mente 20 ml. de medic de agar de soya tripticasefna a 45°C y homogenei=

zar para distribuir Tas células en todo el medio,
h.3) Incubar las placas de 30° - 35°C por 72 horas.

h.4) Una vez transcurrido el perfodo de incubacidn contar -
las colonias existentes en cada serie de placas. Contar aquellas pla-

cas en las cuales se encuentran de 30 a 300 colonias. Ver esquema No, 3

h.5) Anotar la cuenta obtenida, esta cuenta corresponde a un

control con el agente neutralizante, esta cuenta no debe variar sen ----
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siblemente de la Cuenta Inicial,

2.1.1.i) Obtener el porciento de reduccion de células viables por el -

efecto de los germicidas en estudio.

i.1) Adicionar a cada matraz conteniendo la muestra de tra--
bajo la cantidad de germicida correspondiente, recomendada en la tabla -
No. III.1 El germicida se adiciona despuds de tomar la muestra para 1a

Cuenta Inicial y la Cuenta Control con el neutralizante.

i.2) 10 minutos después de la adicidn de los germicidas, to-
mar 10 mi. de Ta muestra de trabajo y adicionarlos a 85 ml. de solucion
amortiguadora, adicionar § ml. de solucidn neutralizante y agitar: Dilu-

cién 1071 . Realizar diluciones hasta 1070

i.3}) De cada una de las diluciones anteriores transferir --
1 ml. a cada una de 2 cajas de petri. Adicionar a cada caja aprdximadg
mente 20 m1. de medio de agar de soya tripticaseina a 45°C y homogeneizar

para distribuir las células en todo el medio.
i.4) Incubar las placas de 30°- 35°C por 72 horas.

i.5) Una vez transcurrido el periodo de incubacidn, contar -
las colonias existentes en cada serie de placas. Contar en aquellas --

placas en las cuales se encuentren de 30 a 300 colonias.

i.6) Anotar Ta cuenta obtenida, esta cuenta corresponde ---
a la cuenta de células viables presentes después de 10 minutos de con--

tacto con el germicida . Ver esquema No. 4
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1.7) calcular el porciento de reduccidn de células viables

con respecto a 1a Cuenta Inicial obtenida en el paso 2.1.1.g.

i.8) Repetir las operaciones marcadas a partir del paso --
i.2 a los 20, 30, 40, 50, 60, 120 y 180 minutos después de la adicion
de los germicidas. En el paso i.6 obtendremos en cada caso el por---
ciento de reduccion de células o porciento de muerte a los 10, 20, 30,
40, 50, 60, 120 y 180 minutos, para cada germicida en estudio, con Es-

cherichia cofi como microorganismos de prueba.
2.1.2 Empleando Salmonefla typhi:

2.1.2.,a) Mantener un cultivo patron en tubos conteniendo agar nutri-

tivo inclinado por medio de transferencias quincenales.

2.1.2.b) Del cultivo patrdn tomar una asada y resembrar en estria en
un tubo de agar nutritive inclinado. Incubar de 30°- 35°C por 24 - 26

horas.

2.1.2.¢) Recoger el desarrollo presente con 3 ml, de solucidn salina

y agitar nuevamente.

2.1.2.d)  Transferir 1 ml, de esta suspension a 10 ml. de solucién sa-

lina estéril y agitar suavemente para homogeneizar la suspensidn.

2.1.2.e) Continuar como en la prueba con Escherichéa cofi a partir -

del paso 2.1.l.e , hasta el paso i.8 inclusive.

24



2.1.3  Empleando Pieudomonas achuginosa:

2.1.3.a) Mantener un cultivo patrdn en tubos conteniendo agar nutriti-

vo inclinado por medio de transferencias quincenales.

2.1.3.b)  Del cultivo patrdn temar una asada y resembrar en estria en

un tubo de agar nutritivo inclinado, incubar de 30°- 35°C por 48 horas.
2.1.3.¢) Recoger el desarrollo presente adicionando 3 ml. de solucidn
salina estéril

2.1.3.d) Transferir 1 ml. de esta suspensién a 10 ml. de solucidn sa-

lina estéril, agitar suavemente para homogeneizar la suspension.

2.1.3.e) Continuar como en la seccion 2.1.1. a partir del paso =---

2.1.1.e hasta el paso i.8
2.1.4, Empleando Staphylococeus awreus:

2.1.4.a) Seguir el procedimiento mencionado en la seccidn 2.1.1. excep,
to que el microorganismo de prueba serd Staphylococcus awreus. Iniciar

desde el paso 2.1.1.a. hasta el paso i.8
2.2 Muestras de Lechuga:

Comparar la accién bactericida de cada uno de los germicidas
en estudio, obteniendo el porciento de reduccidn de células viables, o -
porciento de muerte, de los microorganismos presentes en las muestras de

lechuga. Realizar esta prueba por separado en las hojas de la parte ex-
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terna, hojas de la parte media y hojas de la parte interna de 1a lechuga
2.2.1 Empleande las hojas de la parte externa de Ta lechuga:

2.2.1.a) Separar las hojas de la parte externa de 5 lechugas (separar

las 3 capas externas de hojas).

2.2,1,b) Pesar 100 g. de hojas y transferirlas a un vaso de licuadora
estéril, agregar 1000 ml. de solucidn amortiguadora y licuar por 1 minu-

to: Dilucidn 1-1.

2.2.1.c) Transferir la mezcla a un matraz Erlenmeyer de 2 1itros pre-

viamente esterilizado. Dejar reposar por 10 minutos. Esta mezcla co--

rresponde a la muestra de trabajo.

2.2,1.d} Preparar de la misma forma seis muestras y marcar los matra-
ces del 1 al 6. Estos ndmeros corresponden a cada uno de los germici--

das en estudio.

2.2.1.e) Obtener la Cuenta Inicial de células viables presentes en ca

da una de las muestras:

e.l) Transferir 1 ml. de la muestra de trabajo a 99 ml. de
solucidn amortiguadora y mezclar: Dilucidn 10-3 , realizar diluciones
hasta 10-7

e.2) De cada una de las diluciones anteriores, transferir -
1 ml. a cada una de dos cajas de petri, adicionar aproximadamente 20 ml.

de medio de agar de soya tripticaseina a 45°C y homogeneizar para dis--

tribuir las células en todo el medio,

26



e.3) Incubar las placas de 30°- 35°C por 72 horas.

e.4) Transcurrido el periodo de incubacidn, contar las colo
nias existentes en cada serie de placas. Contar en aquellas placas en

}as cuales se encuentran de 30 a 300 colonias.

e.5) Anotar la cuenta obtenida, ésta corresponde a la Cuep

ta Inicial. Ver esquema No. 5
2.2.1.f) Obtener la Cuenta Control con la solucidon neutralizante.

f.1) Transferir 1 ml. de 1a muestra de trabajo a 94 ml. de
solucidn amortiguadora, adicionar 5 ml. de solucidon neutralizante (Tio-
sulfato de sodio 0.IN estéril) y mezclar: Dilucidn 10-3. Realizar di-

Tuciones hasta 10-7

f.2) De cada una de las diluciones anteriores, transferip -
1 ml. a cada una de dos cajas de petri. Adicionar aproximadamente 20 ml.
de medio de agar de soya tripticaseina a 45°C y homogeneizar para dis--

tribuir Tas células en todo el medio.
f.3) Incubar las placas de 30°- 35°C por 72 horas.

f.4) Una vez trancurrido el perfodo de incubacidn, contar
las colonias existentes en cada serie de placas, Contar en aquellas ---
placas en las cuales se encuentran de 30 a 300 colonias.

f.5) Anotar la cuenta obtenida, esta cuenta corresponde a
un control con la solucidn neutralizante, esta cuenta no debe variar ---

sensiblemente de Ta Cuenta Inicial. Ver esquema No. 6
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2.2,1.9) Obtener el porciento de reduccion de células viables por el

efecto de los germicidas en estudio:

g.1) Adicionar a cada matraz conteniendo la muestra de tra
bajo la cantidad de germicidas correspondientes, recomendada en la ta-
bla No. III 1. El germicida se adiciona después de tomar la muestra pa

ra la Cuenta Inicial y Ta Cuenta Control con el neutralizante.

g.2) Diez minutos después de la adicidn de los germicidas
en estudio, tomar 10 ml. de la muestra de trabajo y transferirlo a ----
85 ml. de solucidon amortiguadora, adicionar 5 ml. de 1a solucién neu--

tralizante y agitar: Dilucidn 10"2 . Realizar diluciones hasta 10'7

g.3) De cada una de las diluciones anteriores transferir --
1 ml. a cada una de dos cajas de petri. Adicionar aproximadamente --
20 m1. de medio de agar de soya tripticaseina a 45°C y homogeneizar pa

ra distribuir las células en todo el medio.
g.4) Incubar las placas de 30°- 35°C por 72 horas.

g.5) Una vez transcurrido el perfodo de incubacidn, contar
las colonias existentes en cada serie de placas. Contar en aquellas -

placas en las cuales se encuentren de 30 a 300 colonias.

g.6) Anotar la cuenta obtenida, esta cuenta corresponde a
1a cuenta de c@lulas viables presentes después de 10 minutos de contac-

tco con el germicida. Ver esquema No. 7

g.7) Calcular el porciento de reduccidn de células viables

con respecto a la Cuenta Inicial obtenida en el paso 2.2.1.e
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g.8) Repetir las operaciones anotadas a partir del paso g¢.3
a los 20, 30, 40, 50, 60, 120 y 180 minutos después de adicionar el ger
micida en cada matraz. En el paso g.7 obtendremos en cada caso el por-
ciento de reduccion de células viables o porciento de muerte a Jos 10 ,

20, 30, 40, 50, 60, 120 y 180 minutos, para cada germicida en estudio.
2.2.2 Empleando las hojas de la parte media de la lechuga:

2.2.2.a) Separar las hojas de la parte media de 5 lechugas ( las capas

con hojas verde claro ).

2.2.2.b} Pesar 100 g. de hojas y transferirlas a un vaso de licuadora
estéril, agregar 1000 ml. de solucidon amortiguadora y licuar por 1 minu

to.
2.2.2.c) Continuar como en la seccion 2.2.1. a partir del paso 2.2.1.c

2.2.2.d} Obtener la Cuenta Inicial de células viables siguiendo los -

pasos de la seccin 2.2.1. a partir del paso 2.2.1.e

2.2.2.e) Obtener la Cuenta Control con la solucidn neutralizante como

los marca la seccién 2.2.1. a partir del paso 2.2.1.f

2.2.2.f) Obtener el porciento de reduccién de células viables por ---
efecto de los germicidas en estudio siguiendo Tos pasos de la seccion -

2.2.1 a partir del paso 2.2.1.¢

2.2.3 Empleando las hojas de la parte interna de la lechuga:

2.2.3.a) Separar las hojas de la parte interna de 5 lechugas.
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2.2.3.b) Pesar 100 g. de las hojas y transferirlas a un vaso de licua-
dora estéril, agregar 1000 m1. de solucidn amortiguadora y licuar por 1

minuto.
2.2.3.¢) Continuar como en la seccidn 2.2.1 a partir del paso 2.2.1.c.

2.2.3.d) Obtener la cuenta inicial de células viables siquiendo los pa

sos de la seccién 2.2.1. a partir del paso 2.2.1.e.

2.2.3.e) Obtener la cuenta Control con la solucidén neutralizante como

1o marca la seccién 2.2.1 a partir del paso 2.2.1.f.

2.2.3.f) Obtener el porciento de reduccidn de células viables por efec
to de los germicidas en estudio siguiendo los pasos de la seccidn 2.2.1

a partir del paso 2.2.1.q.

2.2.4 Examen bacteriolfgico de las muestras de lechuga.

2.2.4.a) Utilizando las muestras de trabajo obtenidas en los pasos ---
2.2.1.c., 2.2.2.b y 2,2.3.b. sequir los pasos del esquema No. 8 para in-
vestigar Ta presencia de Salmonella sp., Eschendichia coli, Pseudomonas -
aenuginosda y Staphylococeus aureus en las lechugas utilizadas para la --

prueba,
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TABLA No. IIL1

Germicida Cantidad recomendada en gotas * Composicidn Concentracién en -
z=zzsozzz 00000 3ESsssss3s =zszaaaas TRespzZSRRR sxzacEEsoms 1000 ml. de agua.

CESESEIEaIINSISINS

Agua (por litro) Vegetales (por litro de Agua Vegetales
agua en la cual se sumergen)

1 1 5 Plata coloidal 0.160 J3 0.80/,;,9
2 1 10 Plata coloidal 0.160/,&9 1.6 /,,g
3 5 10 ** Oxidos de cloro 0.25 my/1 0.5 mA
) estabilizados C1,0
2°7
Clorato de sodio 20 mg 20 mg
i ’ o . Sulfato de sodio 22,5 mg 22.5 g
4 5 - 5 Perdxido de hi--
‘ drogeno 20 mg 20 mg
Clorure de sodio 25 mg 25 mg
Clorito de sodio 37.5 mg 37.5 mg
5 1 1 Todo Polivinilpi
rrolidona 1 mg 1 g
6 1 tableta 1 tableta Cloramina T 250 mg 250 mg

* Se considera que una gota equivale a aproximadamente 0.05 ml.

#* No se reporta concentracién en la féymula del producto.
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TABLA TIT 2 RECOHENDACIONES DE LOS FABRICANTES PARA USO DE LOS GERMICIDAS

GERMICIDA CANTIDAD RECOMENDADA EN GOTAS TIEMPO DE EXPOSICION RECOMENDADO
EN MINUTOS

AGUA (POR LITRO) VEGETALES (POR LITRO DE - AGUA VEGETALES
AGUA EN LA CUAL SE SUMERGEN )

1 1 5 20" 6 180°* 60°
2 : 1 | 0 ‘ 20° 6 1807 60°
3 5 10 go‘ 60
4 5 5 30° 30°
5 1 1 40° 40°

b » 1 tableta 1 tableta 90° 90° !

* PARA AGUA ALTAMENTE CONTAMINADA.



1000 ml. de agua destilada
inm astéril

1 ml.
1nmi,
1000 nl. de agua destilada
- - estér]
ml.

10 ml, de
solucidn salina

Esquema No. |
PREPARACION DE MUESTRA DE TRABAJO: MUESTRAS DE AGUA
. 2520 Recoger el cracimiento con lgggrﬂ de agus destilada
3 ml. de solucidn salina
cultivo patrdn Incubar de 30°-35°C
por 24-26 horas
1.

1000 ml.de agua destilada
astéri]

NOTA: Los matraces marcados como
1,2,3,4,5,6, corresponden ‘
a la muestra de trabajo pa 1 m,
ra cada uno de los sels -~
?i"{';ﬁ}g“ilf"‘l"““d1°‘ ver 1000 nl.de agua destilada
estér{)

1000 ml.de agua destilada
estéril



ESQUEMA No. 2
CUENTA INICIAL  (MUESTRAS DE AGUA)

s.a, = solucién amor
tiguadora
10 ml 0 ml 0 ml 0 ml 10 ml. 0 ml
- \
1

901m1.°g§ 90 ml, d 0 ml. de 90 ml, 90 ml, de 90 ml, de
;?gﬁggor sol, a. ol. a. ol, a. sol. a. ol, a.

- - - -6

Muestra de pi1. 1071 pi1, 1072 Di1. 1073 10

i A LA /’i’ S
00 OO 0O OO0 OO 00,

Adicionar a cada caja de petri aproximadamente 20 ml. de medio, fundido a 45° C de
agar de soya tripticaseina J

Incubar de 30° - 35°C por 72 horas

NOTA: Para los seis ger~ Contar las colonias cxistentes en aquellas cajas en las cuales
micidas scguir es- se¢ encuentran de 30 - 300 colonias
t.e csquema J

Anotar la Cuenta Inicial



ESQUEMA No. 3

CUENTA CONTROL CON LA SOLUCION NEUTRALIZANTE (MUESTRAS DE AGUA)

s.a,= sol, amortigua-
dora

10 m 0 ml 0 ml-: .n,= Sol, neutrali~-
/ / \ / zante
© \ooml. s.a 90 ml.s.a 90ml.s.a. oml s.a.
Muestra de

trabajo pa
ra 91 ger= iml ml. 1ml iml iml ml 1ml ml 1ml
micida No. 1

-y
00 00 00 00 00 OO0,

Adicionar a cada caja de petri aproximadamente 20 ml, de medio, fundido a 45° C
de agar de soya tripticaseina, 1

0 ml

Incubar de 30° - 35°C por 72 horas

NOTA: Para los 6 germi~ Contar las colenias existentes en aquellas cajas en las cuales
cidas seguir este se encuentran de 30 ~ 300 colonias

esquema

Anotar la Cuenta Control



Esquema No, 4

PORCIENTO pg REDUCCION pg CELULAS VIABLES poR EFECTO pE Los
GERMICIDAS ; MUESTRAS pg AGUA

8.a.= ggj, amortiguadora
8.n.= go), neutralizanto

Germicida No, 1

1 gota
10 ml. 10 ml. 10 m] 10 m1 -
///”"‘ e
S ml, g,a,
"‘1+ §.a 90 ml. 90 ml,g, g, 90 ml.s.a
c~\5ml, 8,
) -1 -6
Muestra go traba- pil, 19 Dil. 10 Di1, 10

jo para o1 germj -

cida No, 1] / \ / x

Agitar Y dejar 1'up2 QO OO O O
SAr. Tomar g mues- .

tra a los 10,20,30, \\\ /
40,50,60,120 Y 180,

después qe adicionay ~—__-.‘—~_—_-_--—-‘_\\//~——_-——Q-_—.—"~—___—_~——_—_—.——~——-———‘

el germicidy

Sequir ol Nismo pge Adicionay A cada Caja de Petrj aproximadamente 20 ml, ge medio, fundido a 45°C ge
qUema en cagg tiem- 49ar de soya tripticasefna.
po.
o o
NOTA: Soquiy el mig Incubar ge 30 35° ¢ por 72 horag

Mo esquemg ba
ra los gejg o

dermicidag, ’ Contar lag coloniag eXistenteg en aquellag cajas en la Cualeg
8e encuentrap de 30 - 300 coloniag

Anotar 14 Cuenta Obtenjida,



ESQUEMA No. 5

CUENTA INICIAL: MUESTRAS DE LECHUGA

100 g, de hojas de lechuga 8.a. = solucidn amor-

tiguadora
+
1000 ml. de sol. amortiguadora

Licuar 1 minuto

Vaciar la mezcla
- Dejar reposar~ 99 ml s.a 99 ml s. 99 ml s.a,

lo 10 min.
. -3 ~7
pil, 107t Dil. 10 Dil, 10

Dil, 10

b b
OO0 00 OO 00

Adicionar a cada caja de petri aproximadamente 20 ml de medio
fundido a 45°C de Agar de Soya Tripticaseina

i .
Incubar de 30° ™. 350 ¢ por 72 horas

Contar las LOlOle‘

3 existentes en aquellas cajas
en las cuales

¢ encuentran de 30 - 300 colonias

Anotar la cuenta obtenida.

[




ESQUEMA No, 6

b
L00 00 00 00,

CUENTA CONTROL CON LA SOLUCION NEUTRALIZANTE: MUESTRAS DE LECHUGA

1 ml 1 ml-
—\ /‘
o ml 8.2. 99 ml.& 99 ml.s.a.
5 ml s.n
mi// \gr

. 107 pit, 1072 pil. 1070
iml ml /

Adicionar a cada caja de petri aproximadamente 20 ml. de Medio,
fundido a 45°C de agar de soya tripticaseina.

Incubar de 30° - 35°C por 72 horas

Contar las colonias existentes cn aquellas cajas
en las cuales se encuentran de 30 - 300 colonias

Anotar la cuanta ohtenida

solucién amortiguadora

solucién neutralizante



ESQUEMA No. 7
REDUCCION DE CELULAS VIABLES POR EFECTO DE LOS GERMICIDAS: MUESTRAS DE LECHUGA

s.a, = solucidn amorti-
Germicida No. 1 guadora.
n. = golucién neutra-

lizante.
;40 ml 0 ml-.
N A ) .

1 gotg~—"~10 ml~.

Muestra de/ ™
trabajo
para el
germici-
da No. 1 Dil, lO

Agitar y dejar reposar
tomar la muestra a los
10*,20',30',40', 50°*,

60', 120', 180' despues l
de adicionar el germi-
cida, Sequir el mismo

esquema en cada tiempo

Adicionar a cada caja de petri aproximadamente 20 ml de medio funidio a 45°C
de Agar de Soay tripticasefna,

Incubar de 30° - 3-5°C por 72 horas

Contar las colonias existentes en aquellas cajas en las cualesg

NOTA: Scquir el mismo se encuentren de 30 - 300 colonias

esquema para los
G yermicidas,

Anotar la cuenta viable



ESQUEMA No. 8 PARA EL EXAMEN BACTERIOLOGICO

especies: Salwonetfa y

Pruebas para presencia de ‘
Eschendehin cobd

107g ¢ T6 ml. en Caldo 1
Lactosado.

Incubacidn: 35°C hasta cre-
cimiento (2 dias)

l 1 ml. 1 mt,

10 m1. de cal-| 10 mi.de Cal-

DE LAS

Material para examen 30 g. de muestra

N

e

\ asada

MUESTRAS DE LECHUGA

Pruebas para presencia de Staphyloc
aureus y Pseudomonas aeruginosa.

J

Tripticaseina.

10 g 6 ml. en 90 ml. de Caldo de Soya

Agar Hierro triple azicar

Ir'{c.ub.h‘r_:' 35°C 24 horas

Agar de Mac Incubacifn: 35°C hasta crecimiento
do de enrique-{ do de enrique Conkey ( 2 dias )
cimiento, Se- { miento Tetra-
lenito-cisting tionata., _ Treohars 355
F?cublislon: 35°C 12-14 hrs, \24 horas
1 asada 1 asada 1 asada 1 asada 1 asada
S S TR TR L P e
B Vl\gar de bilis verde brillan Agar voleg- Agar ~Cetrimida
e e Johnson _~
Jhoar Xilosa- lisina desoxi- L Agar eosina - Incubar: 35°C L e
R — azul de Metileno 24 - 48 horas Jqeubgnaate
Agar - sulfito bismuto
e “""' Incubar; 35°C L L
- e+ o e i - 48 . s e -
Incubacidn: 350 24 - 18 horas gar 110 fgar Tech y
24 - 48 horas. Agar 1o
o 1 asada Incubar: 35°C Incubar: 35°C
e 4 - 48 horas 48 - 72 horas

. S
Prueba de Oxidaq

s
Crecimiento a
42°C




capi{TULO 1V

ResuLTADOS Y COMENTARIOS

Los RESULTADOS SE PUEDEN OBSERVAR EN LAS SIGUIENTES TABLAS:



TABLA IV 1

Muestra
Concentracidn:
Temperatura

pH

Exposicidn
en minutos

0
10
20
30
40

50
60
120
180

SOLUCION DE PLATA COLOIDAL 1

Agua

0.16 jg/ml,
24° + 1°C
6-7

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/ml,

P. aexuginosa

5.0 x 10°

3.0 x 10*
2.8 x 108
2.0 x 102
2.0 x 10

1.0 x 10
0.5x 10

4.0
1.0
2.0
8.0
1.0

2.0
0.2

. cold

X 105

x 10
% 10
X 102
x 10

S, Lyphi

6.0 x 10°

2.0 « 10*

3.0 x 10°

4.0 x 10%
8.0 x 10

5.0 x 10
2.0 x 10

S, aureus

6.0 x 10
5.0 x 10°
3.0 % 10
2.0 x 10
8.0 x 10

5.0 x 10
1.0x 10



TABLA

Muestra

v e

SOLUCION DE PLATA COLOIDAL

Concentracidn: 0.160 mg/ml.

Temperatura

pH

Exposicién
en minutos

10
20

30
40
50

60
120

180

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/ml.

5.0 x 10°
8.2 x 10°
6.4 x 10°

8.5
2.0

24° + 1°C
6-7

P. aeruginosa

x 10
x 10

E.

4.5
7.2
5.2
4.0

coli

X 10s
X 103
x 102

x 10

S. typhi
5.8 x 10°
2.0 x 10°
8.5 x 10°
3.0 x 10
1.8 x 10

S, awreus

6.0 x 10°

5.9 x 10°

3.8 x 10°

5.3x 10



TABLA 1V 3

SOLUCION DE OXID0S SUPERJORES DE CLORO ESTABILIZADBOS C1207

Muestra
Concentracion:
Tenperatura
pH

Exposicidn
en minutos

10
20
30
40

60
120
180

Agua

0.25 mi/1,
24° + 1°C

6-8

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/m}

P. aeaugdinosa

5.2 x
3.8 x
1.9 x
9.0 x
4.8 x
5.2 x
3.8 x
1.1 x
3.0 x

10°

10

E. colt

4.0 x
2.9 x
9.8 x
8.5 x
7.6 x
5.3 x
3.1 x
2.0 x
1.5 x

10
10
10
10

10

8. Zyphd

S. auneus

6.0 x
5.0 x
9.1 x
8.5 x
9.5 x
7.6 x
4.2 x
2.6 x
1.8 x



TABLA IV 4

SOLUCION DE:

HIDROGENG,

CLORATO DE SODIO, SULFATO DE SODIO, PEROXIDO DE

CLORURC DE SODIO, CLORITO DE SODIO.

Muestra
Concentracifn:
Temperatura

pH

Exposiciin
en minutos

10
20
30
40
50
60
120
180

Agua

20 mg, 22.5 mg, 20 mg, 25 mg, 37.5 mg,
24°C + 1°C

6-7

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/m1Y.

P, acauginosa E. coff S, typhi
5.3 x 10° 4.5 x 10° 6.0 x 10°
3.9 x 10° 2.8 x 10° 5.2 x 10°
2.5 x 10° 1.2 x 106° 4.5 x 10°
9.4 x 10° 8.5 x 10° 3.8 x 10°
7.6 x 10° 7.2 x 104 4.8 x 10°
3.4 x 10* 5.6 x 10° 2.6 x 10°
2.1 x 10 3.2 x 100 1.2 x 10
9.9 x 10% 6.3 x 10° 7.5 x 10°
8.0 x 10 9.5 x 10 8.6 x 10

S, aurcus

6.0 x
5.3 x
2.9 x
4.2 x
3.8 x
5.6 x
3.4 x
1.8 x
5.0 x

10



TABLA IV 5

SOLUCION DE YODO-POLIVINILPIRROLIDONA

Muestra + Agua
Concentracidn; 1 ug/ml.
Temperatura : 24° + 1°C
pH P 6 -7

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/m1.

Exposicion P. aeruginosa E. cold S, typhs S. awreus
en minutos
0 5.0 x 10° 4.5 x 10° 6.0 x 10° 6.0 x 10°
10 3.0 x 10° 2.5 x 10° 8.0 x 10° 4.0 x 10 .
2 2.5 x 102 1.2 x 102 2.0 x 108 2.5 x 10
3 1.0 x 10 0.8 x 10 1.5 x 10 1.0 x 10
40 - . ; ]
50 - - . .
60 ; - . .
120 ; - _ :

180 - - -



TABLA IV 6

SAL DE SODIO DE LA P-SULFOCLORAMINA DEL TOLUENO (CLORAMINA-T)

Muestra
Concentracidn:
Temperatura
pH

Exposicion
en minutos

10

20

30

40

50
60
120
180

Agua
250 pg/ml.
24°C + 1°C
6 -7

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/mi.

P. aenuginosa

5.0 x 10°
3.8 x 10°
3.9 x 10°
3.2 x 102
1.8 x 10°
1.0 x 10°

8.0 x 10

E. cold
4.0 x 10°
5.2 x 10°
3.3 % 10
2.1 x 10°
1.7 x 10°
1.1 x 103
9.5 x 10°
3.5 x 10

S, typht

6 x 105
2.8 x 104
3
2

2

5.2 x 10
9.8 x 10
7.2 x 10
9.9 x 10
10

o
~n
>

1.0 x 10

S, awreus

6 x 10°
4.5 x 10°
5.0 x 10*
4.5 x 100
3.0 x 10%
8.1 x 10
5.0 x 10

3.0 x 10



TABLA W7

PORCENTAE DE MUERTE

OBTENIDO CON LAS SOLUCIONES GERMICIDAS CON:

Eschendichia coll

TIEMPO SOLUCION hE SOLUCTON DY
[hH L-pyp PLATA C. -I PLATA C, 2 CLORAMLINA-T AXID0S sup COMPUESTOS
CONTACTY ' s CLORO D CLORY
10 99.4445 97.5000 94,4000 87.0000 27,5000 270714
2 99.9733 99.5000 99.0847 81.7500 75,5000 73,3333
30 99.9942 99,8000 99.9811 99.4750 78,7500 81.1111
4 100.000 99.9750 100.0000 « 99.5750 98,1000 84,0000
50 - 99,9950 - 99,7250 9H,6750 17,5556
60 - 99,9995 - 99.7625 99,2250 92,8949
120 - 160, 0000 - ‘ 99.9913 49,9500 49,4600
180 - - - 100.0000 99.,962% 99,9789




[0 PR R A

PORCENTAILE DE MUERTE OBTENIRO CON LAS SOLUCTONES GERMICINDAS CONt
Salmonella Lyphi

SOLUCION DY

SOLUGION bE

.”ll::l‘o 1=pvp PLATA ¢, 1 ] PLATA C. 2 CLORAMINA~T 0X1DUS SuUp, COMPUESTOS
CONTAUTO DE CLORO DE CLURY
10 98.6667 96.6667 96,5517 95.3333 17.7419 13.3333
20 99,9667 99.5000 98,5345 99,1333 Iaz,zsm 25,0000
30 99.9975 99.9333 99;9483 99,8367 86,3226 36.6667
au 100.0000 99,9867 99,9969 99,8800 89,0323 92.0000
50 - 99.9917 100.0000 99,9835 93,5484 95.6667
60 - 99,9967 - 99,9913 99,3871 98,0000
120 - 100.000 - ‘ 99.9983 99.8532 99,8750
140 - . 100.000 99.9919 99,9057




TABLA IVY

Pseudomonas aeruginosa

PORCENTAJE DE MUERTE OBTENIDO CON LAS SOLUCIONES GERMICIDAS CON:

TLEMPO SOLUCION DE SOLUCION hE
DE 1-pvp PLATA C. 1 PLATA C. 2 CLORAMINA-T OX1DOS Sup. COMPUESTO
CONTACTO . DE CLORO DE CLORO
10 99.4000 94.0000 98.3600 92.4000 26.9231 26.4141
20 99.9500 99.4400 99.8720 99,2200 63.4615 52.8302
3u 99.9940 99,9400 99.9830 99,9360 62.6923 82.2642
40 100.0000 99,9960 99.9960 - 99.9640 90.7692 85.6604
50 - 99,9980 1V0.000 99,9800 99.0000 93.5u49
60 - 99,9990 - '99.9840 99,2692 96.0377
120 - 100.0000 - | 100.0000 99.9749 94.8142
180 - - - - 99,9942 49.9849




TABLA IV 10

PORCENTAJE DE MUERTE OBTENIDO CON LAS SOLUCIONES CERMICIDAS CON:

Staphylococcud awreus

T1EMPO SOLUCION DE | SOLUCION DE
DY L-PVP PLATA C. 1 PLATA C. 2 CLORAMINA-T OXIDOS SUP. | COMPUESTOS
CUNTACTO . DE CLORO DE CLORO
10 99.9333 91.6667 99.0167 92.5000 16,6667 11.6667
20 | '99.9958 99.5000 99,9367 99.1667 84,8333 51.6667
30 99.9983 99.9667 99.9912 99.9183 85.8333 93.0000
40 ©100.000 99.9867 100.000 99.9500 98.4167 93.6667
50 - 99.9917 - 99.9865 98,7333 99.0667
60 - 99.9983 - I99.9917 99.9300 99.4333
1206 - 100. 000 - 99.9950 99.9567 99.9700
" 180 - - - 100.0000 . 99,9970 ' 99
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TABLA IV 11

SOLUCION DE PLATA COLOIDAL I

Muestra : Lechuga
Concentracion: 0.8 mg/ml.
Temperatura : 24° + 1°C
pH v 6.7

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/g. DE MUESTRA

Tiempo de contac Hojas de la Hojas de la Hojas de la
to en minutos parte externa parte media parte interna

0 1.9 x 10/ 6.5 x 10° 7.3 x 10°

10 ' 1.3 x 108 6.6 x 10° 6.4 x 10°

20 1.9 x 10° 1.3 x 10° 2.2 x 10*

30 1.1 x 10° 3.4 x 10° 6.7 x 10°

40 1.6 x 103 1.4 x 10° 2.3 % 10°

50 2.7 x 10° 2.5 x 10° 4.8 x 107

60 2.6 x 10 4.7 x 102 8.0 x 10

120 ; 1.4 x 102 1.3 x 10

180 - - -



TABLA IV 12

SOLUCION DE PLATA COLOIDAL' 2

Muestra : Lechuga
Concentracion: 1.6 pig/ml.
Temperatura : 24° + 1°C
pH : 6-7

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/g. DE MUESTRA

Tiempo de contac Hojas de la Hojas de la Hojas de la
to en minutos parte externa parte media parte interna
0 2.4 x 107 6.9 x 10° 6.9 x 10°
10 3.1x 10° 4.5 x 10° 7.8 x 10°
20 1.4 x 10% 2.4 x 10% 6.1 x 10°
30 1.4 x 103 2.4 x 108 1.2 x 10°
%0 1.6 x 102 2.0 x 102 2.1 x 102
50 1.5 x 10 2.6 x 10 2.6 x 10
60 - . -
120 - - -

180 - - -



TABLA IV 13

SOLUCION DE OXIDOS SUPERIORES DE CLORO ESTABILIZADOS C1207

Muestra ¢ lechuga
Concentracidn: 0.5 mi/1
Temperatura + 24° + 1°C
pH : 6-8

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/g. DE MUESTRA

Tiempo de contac Hojas de la Hojas de la Hojas de la
to en minutos parte externa parte media parte interna

0 2.0 x 107 6.2 x 105 6.7 x 10°

10 3.1 x 10° 7.5 x 10° 7.6 x 10t

20 3.9 x 10° 2.9 x 10° 4.2 x 104

20 1.1 x 10° 6.1 x 10° 7.2 x 10°

40 1.8 x 10° 2.1 x 10° 3.9 x 103

50 3.5 x 10° 5.1 x 103 7.3 x 100

60 1.2 x 10° 1.0 x 10° 3.5 x 102

120 1.8 x 102 1.7 x 102 7.3 x 10

180 3.1x10 3.5x 10 -



TABLA IV 14

SOLUCION DE: CLORATO DE SODIO. SULFATO DE SODIO, PEROXIDO DE
HIDROGENO. CLORURO DE SODIO, CLORITO DE SODIO.

Muestra : Lechuga

Concentracidn: 20 mg/ml, 22.5 gg/ml, 20 pg/ml, 25 yg/ml, 37.5 pmg/mi.
Temperatura : 24° +1°C

pH P67

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/g. DE MUESTRA

Tiempo de contac Hojas de la Hojas de Ta Hojas de la
to en minutos parte externa parte media parte interna

0 2.0 x 107 6.4 x 10° 6.6 x 10°

‘10 2.3 x 106 7.4 x 10° 2.1 x 10°

20 1.9 x 10° 2.4 x 10° 5.3 x 10*

30 3.2 x 10° 7.1 x 10 2.2 x 10}

40 6.3 x 10° 2.8 x 10* 7.0 x 10°

50 2.2 x 10° 6.8 x 10° 4.2 x 10°

50 3.3 x 10° 1.7 x 10° 1.2 x 10°

120 5.5 x 10 1.9 x 107 1.9 x 10%

180 1.5 x 10 2.5x 10 3.5 x 10



TABLA IV 15

SOLUCION DE YODO-POLIVINILPIRROLIDONA

Muestra ¢ Lechuga
Concentracidn: 1 pg/ml.
Temperatura : 24° + 1°C
pH P67

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/g. DE MUESTRA

Tiempo de contac Hojas de la Hojas de la Hojas de la
to en minutos parte externa parte media parte interna
0 2.3 x 107 7.1 x 10° 6.3 x 10°
10 1.0 x 10° 6.2 x 100 5.9 x 10°
20 6.5 x 10° 4.9 x 103 5.4 x 10°
3 6.8 x 10° 3.9 x 102 7.3 % 10
40 2.5 x 10° 4.7 x 10 2.3% 10
50 - - -
60 - - : -
120 - - -

180 - - -



TABLA IV 16

SAL DE SODIO DE LA P-SULFOCLORAMINA DEL TOLUENO (CLORAMINA-T)

Muestra
Concentracibn:
Temperatura
pH

Tiempo de contac

to en minutos

10
20
30
40
50
60
120
180

Lechuga
250 yg/ml
24° + 1°C
6-7

CONCENTRACION DE CELULAS VIABLES/g. DE MUESTRA

1.9 x
3.9 x
2.7 x
4.1 x
8.5 x
8.8 x
2,2 x
3.4 x

Hojas de la
parte externa

10
106

Hojas de la
parte media

6.6 x
6.9 x
1.3 x
2.6 x
4.5 x
1.3 x
4.0 x
4.3 x

108

109

Hojas de la
parte interna

5
4

7.2 x 10
6.8 x 10

2.6 x 10°

3
3

5.7 x 10
1.9 x 10
4.8 x 10°
1.3 x 10

2.7x 10

2



TAB LA IVIZ
PORCENTAJE DU MUERTE OBTENIDO CON LAS SOLUCIONES GERMICIDAS
EN LAS MUESTRAS DE LECHUGA: HOJAS DE LA PARTE EXTERNA.
TLEMPQ SOLUCLON DK SOLUGTON ‘l)li
[ {-pyvp PLATA COLOIDAL PLATA COLUIDAL CLORAMINA-T OXINOS SUPERTO- | COMPUESTO
CONTACTO No. ) No, 2 ' RES DE CLORO Wt CLORY
10 '99.5652 93.1579 98,7083 79,4737 84,5000 813, 5000
20 99.9717 99.0000 99.9417 98,5790 98,0500 49,0500
30 99.9971 99,9421 99.9942 99.7842 99,4500 99,8400
40 99.9949 99.9916 99,9993 99.9553 99.9100 99.9645
50 100.0000 99.9986 99.9999 99.9954 99,9825 99,9490
60 - 49.9999 100.0000 99,9949 99.9940 99,9984
120 - 100.0000 - 99.9994 99.9991 99,9997
180 - - - Tan o 99.9998 99.9994




TABLA VIS
PORCENTAJE DE MUERTE OBTENIDO CON LAS SOLUCIONES GERMICIDAS
ﬁN LAS MUESTRAS DE LECHUGA: HOJAS DE LA PARTE MEDILA.
TLEMPO SOLUCION DE 50LUCLON BE
DE 1-PVD PLATA COLOIDAL | PLATA COLOIDAL . CLORAMINA-T OXIDOS SUPERIO- | COMPUESTOS
GONTACTO No. 1 "No. 2 RES DE CLORO DE CLORY
10 ‘ 93,1268 89..8462 93.4783 89.5455 87.9032 88.4375
20 99.9310 98.0000 99.6522 l 98.0‘303 95.3226 96.2500
30 99.9945 99.4769 99.9652 99.6061 9‘9.0161 94,8906
40 89.9993 99.7846 99,9971 99,9318 99,6613 99,5625
50 100.0000 99.9615 99.9996 99,9303 99.9178 99.8938
60 - 99.9928 10;).0000 '99.9939 99.9839 99.9734
120 - 99,9979 - 99.9994 ' 99,9973 99.9970
180 - 100.0000 - .100.0000 99.9994 99.9996




TABLALV 1Y

PO}.ICEN'I‘AJE DE MUERTE OBTENIDO CON TAS sor.Ucro»iEs GLRMICIDAS

" EN LAS MUESTRAS DE LECHUGA: lIOJAS DR LA DARTE INTERNA .

1 IEMPO ) ‘ ' ' SOLUCION DE SOLUCION DL

DE I-pvpP PLATA COLOIDAL . PLATA COLOIDAL CLORAMINA-T OXIDOS SUPERIO- | cOMPUESTOS
CONTACTO No.l . ' . 1 RES DE CLORO DE CLORO
10 © 99.0635 91.2329 88.6957 90.5556 88.6567 68.1818
20 " 99.9143 96,9863 99.1160 96.3889 93.731¢ . | 91.9697
- 99.9884 - 99.0822 99.8261 99.2083 98,9254 96.6667
g . | " 99.9964 " 99,6849 99.9696 | 99.7361 . 99.4179 98.9394
50 100.0000 99,9343 99.9962 99,9333 99,8911 99.3636
60 . 99,9891 100.0000 99.9820 ’ '99.9478 .| 99.8182
120 - 99.9982 . 99.9963 99.9891 | 99.0712

180 T 100.0000 - " 100.0000 . 100.0000 99.9947
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TABLA IV 2

RESULTADO DEL EXAMEN BACTERIOLOGICO REALIZADQ EN
LAS MUESTRAS DE LECHUGA,

PRESENCIA DE; Staphytococous auneus: En el 50% de las muestras
Salmonetla sp, : En el 50% de las nmuestras
Escherndichia cots : En el 70% de las muestras

Pseudumonas acruginesa: En el 40% de las muestras



CAPITULO V

CONCLUSIONES

Siguiendo las indicaciones dadas por los fabricantes nuestro interés
fue conocer los resultados que los usuarios obtienen en las condiciones de
empleo doméstico de los productos, observamos que en ningin caso se o¢btiene
un 100% de muerte de los microorganismos que se emplearon como referencia
antes de 40 minutos, seglin muestra la tabla-No. IV - 20; pudimos observar que
estos microorganismos se encuentran presentes en muestras de las lechugas que

empleamos .

Pudimos observar la diferencia en los resultados obtenidos con dos pro-
ductos que contienen el mismo principio activo que es la plata coloidal para
1a desinfeccion de agua a la misma concentracidn, obteniendo en una de las --
muestras un 100% de muerte de los microorganismos en un minimo de 40 - 50 --
minutos y con la otra presentacidn se requieren como minimo 120 minutos para

alcanzar el 100% de muerte bacteriana.

De las preparaciones que contienen compuestos de cloro como ingrediente
activo del que obtuvimos un mejor comportamiento fue la Cloramina-T no obstan
te se requirieron camo minimo 120 minutos para obtener un 100% de muerte, ---
siendo esta actividad menor a 1a que se presentd con la s0lucidn de plata co-
loidal y con la solucidon de I-PVP de esta (1tima con un minimo de 50 minutos,

alcanzamos ain en las muestras de lechuga un 100% de muerte bacteriana.
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Si observamos la tabla Ho. III - 2; podemos ver la recomendacidn de

los fabricantes para uso de germicadas en cuanto a tiempo de exposicidn a es-
tas concentraciones son menores a los tiempos necesarios para alcanzar nive-
les seguros al uso de agua e ingestion de los vegetales, ya que el nimero de
microorganismos necesarios para provocar una infeccidn clinica depende de la
virulencia del microorganismo, de la edad y del estado general del individuo
entre otros factores, podemos considerar que mientras mas nos acerquemos al
cien por ciento de muerte de los microorganismos por el efecto de los germi
cidas estos podrin ser considerados como mds adecuados para la desinfeccibn

de agua y vegetales para uso doméstico.

Hacemos también la observacion que las indicaciones de uso de los gemi
cidas dadas por los fabricantes no son muy claras en todos los casos y se -

pueden obtener diferentes resultados segin la interpretacion que se les de,

De acuerdo a los resultados que obtuvimos podemos considerar que de las
preparaciones utilizadas en el presente trabajo quedan como germicidas de --
eleccidn para agua y vegetales de uso doméstico la solucion de I-PVP y la so

lucion de plata coloidal.

Debemos hacer la observacidn que Ta solucién de 1-PVP no se encuentra -

en el mercado, es una preparacidn que alin se encuentra en estudio.
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Dadas Tas condiciones de Contaminacién Ambiental existentes sobre todo
en las ciudades se hace indispensable el estudio de compuestos y su prepara
cion que nos puedan garantizar agua potable de calidad adecua&a para beber,
que los vegetales se puedan consumir crudos sin presentar un alto riesgo de
ingestion de microorganismos patdgenos, y que las preparaciones germicidas
ya existentes en el mercado para este fin cumplan reaimente con el propfsito

para el cual son expedidas y empleadas.
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