UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA )
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
"ZARAGOZA"

DESARROLLO DE UNA FORMULACION PARA UN
SANITIZANTE BIODEGRADABLE

T E S 1 §

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E 8 E N T A

MARIA DEL ROSARIO BENITEZ VELAZQUEZ

UN A M
ZARFAEGSDZA DIRECTOR DEL PROYECTO:
Q.F.B. CESAR ESCAMILLA FLORES
10 muaNe 11 MEXICO, D. F. FEBRERO DE 1996
O MILTRA SEFiLLNIEN
TESIS CON

FALLA DE CRIGEN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd 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,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE QR.B. DOMITILA BURGOS JARA
VOCAL QE.B. CESAR ESCAMILLA FLORES
SECRETARIO QB.P. DORA ALICIA PEREZ GONZALEZ
SUPLENTE QF.B. JOSE OSCAR GONZALEZ MORENO
SUPLENTE Q.I.B. ESPERANZA JIMENEZ CASTANEDA

SITIO EN DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
LABORATORIO FARMACEUTICO DE LA PLANTA PILOTO DE LA FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES ZARAGOZA, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO,

IMPORTADORA Y MANUFACTURERA BRULUART DE MEXICO S.A, DEC.V.

FES ZARAGOZA UNAM, MEXICO DiF., 1996

SUSTENTANTE: MARIA DEL ROSARIO BENITEZ VELAZQUEZ

DIRECTOR DEL TRABAJO: QUF.B. CESAR ESCAMILLA FLORES



DEDICATORIAS:

Este trabajo se lo dedico muy especialmente a mi
madre la Sra. Ma. del Rosario Veldzquez Zamora, por
dedicar parte de su vida a mi.

Principalmente dedico todo este esfuerzo y trabajo al
inico que me dio la vida, el amor y la paciencia para
realizarlo a ti ... DIOS.



AGRADECIMIENTOS:
Agradezco a:

A mi asesor el Q.F.B. César Escamilla Flores; por
darme la oportunidad de llevar este proyecto a una realidad,
con su apoyo y experiencia... GRACIAS.

A la Q.F.B. Marta I. Romero Moreno, por su ayuda y
apoyo en la realizacion de este proyecto.

A la Q.F.B. Sara Valencia Herndindez y a todos los
integrantes del Departamento de Microbiologia de
Laboratorios Bruluart de México S.A. de C.V. por su
valiosa colaboracidn, haciendo posible la realizacion de este
proyecto

A mi asesora y amiga: Q.F.B. Esperanza [iménez
Castafieda; por su apoyo, caritio y amistad.

A mi hermano: el Sr. Lic C.P.. Rafael Benitez
Veldzquez, por su contribucion a la causa.

A mis padres: a la Sra. Ma. del Rosario Velazquez
Zamora y al Sr. Rafael Benitez Becerril, por hacer de mi lo

que soy.



Muy en especial agradezco a cada uno de mis
maestros que me brindaron sus conocimientos desde los
primeros afios de escuela hasta mi carrera profesional.



TABLA DE CONTENIDO

1.INTRODUCCION
2,FUNDAMENTACION DEL TEMA
2,1.EL PROCESO DE LIMPIEZA........
2.2, SANITIZACION o1 cisnessnsnsssssnissines
2.2,1. SANMZANTES Y AGENTES GER
22,1 1. DEFINKIONES.
2.2.1.2. CLASIFICACION.
2.2.1.3, MECANISMO DE ACCION,
221 4.CARACTERISTICAS  IDEALES DE UN SANITIZANTE.
2.2.1.5.COEFICIENTH FENOLICO,
2.2.1.6. TOXICIDAD DE SANITIZANTES Y DETECCION DI; RESIDUOS,
2,3, CUARTO LIMPIO.covuiceniesssssnosninisinnssanisnnssiiniimnnsis vessnainainense
2.3.1.USO DE SANITIZANTES.
2,3.2.CICLADO DE LA SANITIZACION.
2.4, PEROXIDO DE HIDROGENO. , c1vssremvinuisnnsiiinmmmensiiininssinnnineisissnasma e
2.4.1.PROPIEDADES FISICOQUIMICA .
2,4.2, MONOGRAFIA .. a0 ; USRI
2.5, ACID0 ACETICO..c1veverervnaenesrsteensiessssersomatsssssssonssarsasessisessssssessisasiass shassonss
2.5.1.PROPIEDADES FISICOQUINICAS,

2.5.2 MNOGRAH A ... 2
R 2.6, CARACTERISTICAS DE LOS MICROOROANISMOS DE PRUEBA PARA EL SANITIZANTE........
2.6.1. MORFOLOGIA DE LA COLONIA BACTERIANA
2.6.1. 1 SUMONELLA
2.6, 2 ESCUERICHIA ove v vor s cvisisessinsssmsimmsssssessmsassmsrspeans s siesoons
2.6.1.3. ESEUDOMONA
2.6.1.4.BACILLUS.
2,6.1.5.STAPHYLOCOCCUS.
2.6.2, HoNGos.
2.6.2 1 ASPERGILILS.
3.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 37
4 HIPOTESIS 38
5.0BJETIVOS, : 19
6.MATERIAL Y METODOS

6.1. MATERIAL
6.2, EQUIPO..coiirccirsperarsisnines
6.3.MATERIAL BioLoaico.,
6.4, REACTIVOS...0vivnnene .
6.5.METODOLOGIA..oevocviirininrn

6.5.1.1IAGRAMA DE  FLWJO " o 44
6.5.2,ESTUDIOS DE PREFORMULACION, 45
6,5.3.ESTUDIOS DE FORMULACION, 51
7.RESULTADOS....... 58
6,ANALISIS DE RESULYTADOS w88
9.CONCLUSIONES y 88
10, COMENTARIOS Y/0 SUGERENCIAS 90

11.BIBLIOGRAFIA ' 91




1. INTRODUCCION

El proceso de sanitizacién de areas asépticas es una compleja
tecnologia que contribuye enormemente en la calidad final del
producto. Es importante mencionar que todo buen producto cuenta con
un adecuado control de todos los factores que intervienen durante su
fabricacion; por ello, la sanitizacién se ha considerado un pilar
importante que contribuye en la mayor parte del proceso de fabricacion
de un medicamento. Debido a esto, los factores que se involucran en la
sanitizacion deben ser evaluados en su totalidad. Uno de estos factores,
el cual podria ser considerado el méds importante, es el tipo de
sanitizante empleado.

Para facilitar la eleccion de un sanitizante debe tomarse en cuenta
aspectos tales como: costo, tipo de material a utilizar, tipo de
superficie, y la naturaleza del mismo. De ahi que actualmente algunos
investigadores enfoquen su atencion en realizar estudios relacionados a
la preformulacién y formulacién de sanitizantes, asi como su
fabricacién, metodos de aplicacion, métodos de limpieza, métodos de
deteccion de residuos, en el producto terminado.

En la actualidad se encuentra muy en voga el término
biodegradable, el cual se aplica, a procesos o productos que no
producen contaminacion al medio ambiente.

Al respecto, recientemente se ha hecho necesario elaborar
productos con procesos altamente sofisticados que permitan reducir, la
cantidad de desechos toxicos arrojados al medio ambiente y ademds
buscar la forma de degradarlos por medios bioldgicos.

Un ejemplo de ello son los microorganismos utilizados en el
tratamiento de residuos, que tienen como objeto la descontaminacion
ambiental de aguas residuales mediante la cual y de manera secundaria,
la biomasa puede emplearse para otros fines de utilidad.



Debido a las necesidades actuales, en el cuidado del medio
ambiente y la importancia del proceso de sanitizacion, se planted la
formulacion de un sanitizante biodegradable, a base de peréxido de
hidrégeno y 4cido acético, los cuales se consideran con las
caracteristicas degradables adecuadas para no dejar residuos en las
dreas y equipo de produccién, evitando de esta forma un daio
. ecoldgico que pudiera ser irreparable.

Ante esto se resaltd la importancia de formular nuevos productos
sanitizantes que permitan obtener un bajo nivel de residuos y alta
capacidad biodegradable, siendo este el objeto de estudio del presente
proyecto,



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA.

2.1. EL PROCESO DE LIMPIEZA

Actualmente durante la fabricacion de un producto farmaceitico,
no sélo se ha hecho necesario eliminar los residuos del producto que se
encuentre presente, sino también eliminar los microorganismos
patogenos del area de produccion y del equipo, como es el caso de
formas farmacelticas estériles de pequefio volumen.

Para la industria farmaceitica como para los organismos
regulatorios como, la Food and Drug Administration (F.D.A.) o la
Secretarfa de Salud (S.S.) es importante asegurar que el equipo se
encuentre limpio de tal forma que el producto mantenga su inocuidad y
calidad.

A este respecto, KM. Jenkins y A. J. Vanderwieien (1),
publicaron un documento donde asientan algunos criterios del proceso
de limpieza, En ¢l se presentan algunos puntos importantes que han
alertado a la industria farmaceiitica respecto al proceso de limpieza que
se lleva a cabo en las 4reas de produccion enlistando una serie de
situaciones a las cuales se les debe considerar con mayor atencion,
como es el seguimiento del proceso de limpieza, el proceso en si, la
limpieza del equipo, el sanitizante y las pruebas relacionadas a la
evaluacion del proceso. Con ello se logrard que el producto sea
protegido de la contaminacidn cruzada de un anterior producto
fabricado en un equipo que es destinado para diferentes productos. (2)

El objetivo de un proceso de limpieza se centra en: reducir los
residuos de un producto por debajo de los limites establecidos de tal
forma que no afecten la calidad y la inocuidad de otro producto
fabricado en el mismo equipo que finalmente es lo que se persigue.



El proceso de limpieza y todos los factores que de alguna forma
afectan los procesos realizados en un drea aséptica son un factor
importante en la industria farmacéutica, de ahi que la F.D.A
manifieste su interés en algunas de sus publicaciones, haciendo
referencia a algunos de los puntos criticos para realizar la validacién
del proceso de limpieza, por lo cual la sanitizacién se considera un
~ factor importante directamente relacionado al método de limpieza,

Cada industria lleva a cabo un procedimiento de limpieza
diferente en cada una de sus 4reas de produccion; por ello es importante
considerar que ¢l método de limpieza que se implemente se verd
limitado por el tipo de material existente, el cual deberd ser removido
de la superficie del equipo y del area, ademds, los limites de residuos
utilizados son relacionados a la toxicidad / potencia de todo aquello que
tenga que ver con el proceso de limpieza y el proceso de produccion.
Por que la potencia que un firmaco presenta y que puede ser altamente
toxico puede ocasionar efectos adversos en cuestion de minutos; de ahi
la importancia del método de limpieza y de los métodos de anilisis
utilizados en la deteccion de residuos, asegurando que los
contaminantes han sido completamente removidos.(3)

Se sugiere que el programa de limpieza cubra con un estandar y/o
criterio de aceptacién, asi como establecer la frecuencia con que se
deben realizar las pruebas y limites maximos permisibles de residuos.
Ademas, de revisiones périodicas o auditorias de validacién. (2)

ESTERILIZACION

Cabe mencionar que ademas de realizar un proceso de limpieza
que incluye; métodos de limpieza, programas de limpieza, sanitizacion
y desde luego el uso de sanitizantes, en un drea aséptica, también es
importante controlar la esterilidad, la cual involucra la eliminacién de
todo tipo de forma viva de microorganismos. Para poder asegurar la



esterilidad de un producto farmaceitico, es necesario cubrir una serie
de requisitos, los cuales parten desde las areas de produccion, equipo,
hasta el proceso de fabricacion. Todo esto debe asegurar la esterilidad
e inocuidad del producto. Por ello la sanitizacion y la esterilizacion,
como procesos se encuentran estrechamente vinculados en los procesos
de fabricacion y en el proceso de limpieza, La sanitizacion reduce la
carga microbiana presente lo que contribuye finalmente a la
esterilizacion. Debido a este estrecho vinculo es necesario mencionar
dos métodos de esterilizacién que actualmente se emplean en la
industria farmaceltica, los cuales son: La Esterilizacion Terminal y El
Proceso Aséptico. Ambos pueden ser usados en forma combinada o por
separado.

Esterilizacion Terminal y El Proceso Aséptico

La Esterilizacién Terminal se define como un paso del proceso
utilizado para asegurar un SAL menor de 10°® UFC después de que el
producto pasa a su contenedor. Es importante mencionar que un SAL
es el nivel de esterilidad asegurado (SAL) y este se define como la
probabilidad maxima de la unidad del mismo producto después de su
exposicion en el proceso hasta su esterilidad.(2)

El método cldsico de conseguir la Esterilizacion Terminal, se
realiza utilizando calor lo que provee letalidad, obteniendo como
resultado la esterilidad. Sin embargo, no se garantiza que el producto
no se vea afectado por las condiciones drdsticas a las que se ve
sometido en este tipo de métodos, por lo que se ha tratado de encontrar
nuevas técnicas, que sean disponibles y practicas, de tal forma que no
afecten al producto, permitiendo reducir los costos de produccién.

Todos los métodos de Esterilizacion Terminal requieren de altas
cantidades de energia. Esta alta cantidad de energia y el resultado de la
esterilizacion son inherentes a los cambios que ocurren en los
materiales y el producto, Estos factores son los primeros que limitan
el uso de la esterilizacion terminal.



La experiencia ha demostrado, la necesidad de controlar todos
aquellos factores que de alguna manera pudieran afectar la realizacién
del método.

El Proceso Aséptico generalmente es usado cuando el producto o
los componentes del empaque son termolabiles, por lo que no pueden
- ser sometidos a condiciones tales como las que se requieren en La
Esterilizacion. Terminal.  El Proceso Aséptico se define como el
procedimiento por el cual el producto es esterilizado por separado y es
empacado en su material de empaque previamente estéril con un
estricto control del medio ambiente.

La importancia de los Procesos Asépticos y de la Esterilizacion
Terminal en un producto, es mantener la inocuidad, eficacia y la
esterilidad del mismo; de tal forma que se tenga la seguridad de que el
medicamento no ocasionara dafios al organismo, sélo actuara para lo
que fue creado,

De ahi que White (4), mencione las ventajas y desventajas que se
presentan al utilizar cualquiera de los dos métodos, resumiendo que el
objetivo de emplear un método u otro, es optimizar los atributos y
minimizar las desventajas del proceso.

Ambos métodos actualmente son utilizados por la industria
farmaceiitica para asegurar la calidad del producto.

Preservar la esterilidad y asegurar los niveles de esterilidad son
puntos importantes para asegurar que el medicamento no estara
contaminado al ser administrado al paciente.(5)



2.2.SANITIZACION

La sanitizacién es una compleja tecnologia, que se encuentra
relacionada con el uso de sanitizantes y agentes germicidas que de
alguna forma contribuyen a obtener un drea aséptica. La sanitizacion
forma parte de los procesos de limpieza los cuales ayudan a que un
producto sirva para lo que fue creado.

2.2.1. SANITIZANTES Y AGENTES GERMICIDAS
2.2.1.1. DEFINICIONES

Existen una serie de términos empleados relacionados conla
actividad de un agente quimico sobre un microorganismo los cuales se
definen a continuacion:

l.Antibioticoo. Es una substancia que producen ciertos
microorganismos, en soluciones diluidas, pueden eliminar o prevenir el
crecimiento de los microorganismos.(12)

2,Bacteriostatico; Que tiene la propiedad de inhibir la multiplicacion
bacteriana; esta se reanuda en cuanto se retira el agente.(12)

3.Bactericida: Que tiene la propiedad de matar a las bacterias. Esta
accién es irreversible; esto es, que una vez retirado el agente el
microorganismo no reanuda su multiplicacion. (12)



4.Biocida: Agente que elimina organismos vivos, incluyendo algunos
tipos de esporas. Por lo mismo puede considerarse un agente
esterilizante. (6)

5.Biostato:  Su accidn es similar a la de un agente bacteriostético, pero
previene el crecimiento de todo organismo vivo. (12)

6.Desinfectante: Es un agente quimico que mata a las bacterias y a
otros microorganismos. El proceso de desinfeccién no es instantdneo,
sino que ocurre gradualmente; en él, el nimero de organismos muertos
por unidad de tiempo es mayor al principio y va siendo cada vez mis
pequeiio conforme aumenta el tiempo de exposicién; los términos
germicida y bactericida son sinénimos de desinfectante. Un
desinfectante es también requerido por su accién la cual debe ejercer en
un périodo corto de tiempo, generalmente 10 min. El término
desinfectante se aplica sélo a aquellos agentes que actian sobre objetos
inanimados. (6)(12) '

7.Antiséptico:  Es una substancia que impide, detiene o inhibe el
desarrollo de microorganismos, sin necesidad de matarlos. Antibiético
y bacteriostatico caen dentro de la definicién de antiséptico, pero con
matices diferentes.(6)

Algunos autores prefieren definir antiséptico como aquella
substancia bactericida o bacteriostitica que pueda ser aplicada para que
gjerza su accién sobre los microorganismos que existan en los tejidos
vivos. (6)(12)

8.Asepsia:  Se entiende por asepsia todas las precauciones que se
toman para impedir el acceso de microorganismos a los materiales o
tejidos. Caracterizado por la falta de microorganismos patégenos .(12)



9.5éptico;  Caracterizado por la presencia de microorganismos
patogenos en el tejido vivo. (6)

10.Esterilizacion: La destruccion o eliminacion completa de todas las
formas vivas de microorganismos, Exento de vida de cualquier clase.

(6)(12)

11.Conservador: Agente que ayuda a eliminar la accion degradante de
los materiales. Usualmente es asociado con la prevencion del deterioro
bioldgico.(6)

12.Sanitizante:  Usualmente se define como un agente quimico que
elimina la contaminacién microbiana que se encuentra en forma de
células vegetativas. Es un agente que reduce considerablemente. la
carga microbiana, es asociado a operaciones de limpieza en objetos
inanimados. (6)(8)(12)

Cabe mencionar que un sanitizante no es especificamente un
esterilizante. Un esterilizante se define como un agente quimico que
destruye o elimina todas las formas de microorganismos vivos en el
medio ambiente, originando un medio estéril. (8)

Existen algunos puntos respecto a los sanitizantes los cuales son
importantes de mencionar, por ejemplo; la concentracion efectiva para
un tiempo especifico s6lo se obtiene con condiciones apropiadas, Entre
menos materia orgénica exista, mejor es el trabajo del sanitizante, para
evaluar su eficacia se requiere realizar un trabajo microbioldgico, en el
cual se toma en cuenta el tiempo de contacto entre el sanitizante y el
microorganismo. (6) Aunque no solo el tiempo de contacto es
importante en el efecto bactericida que presenta el sanitizante, sino
también, la concentracion, temperatura, pH, etc. (8)



Por definicién algunos autores consideran un sanitizante como un
desinfectante, ya que su empleo se lleva a cabo en procesos de
limpieza, (6)(8)(12)

. 2.2.1.2, CLASIFICACION:

Los desinfectantes y/o sanitizantes incluyen una amplia gama de
compuestos y agentes quimicos; (13)

1. Sales de metales pesados: AgNO;, HgCl,, KMnO,, etc.
2. Haldgenos: cloro, bromo, yodo, y sus sales.
3. Aldehidos y 4cidos: Formaldehido, Acido nitrico, Acido sulfurico,
Acido bérico, Acido salicilico, etc.
4, Compuestos organicos: derivados del alquitran de hulla como cresol,
tricresol, alcanfor, creosota, dcido fénico, etc.
5. Agentes oxidantes: perdxido de hidrégeno, perborato de sodio,
permanganato de potasio, cloruro de calcio.
6. Agentes gaseosos: formaldehido, bioxido de azufre, acido
cianhidrico y los halégenos.
*7. Alcalis; KOH, NaOH, LiOH, NH,OH, Ba(OH),.
8. Jabones
9. Aerosoles
10. Colorantes: Los colorantes en bacteriologia tienen diversas
aplicaciones, entre ellas se usan para hacer visibles a los
microorganismos, mostrar su estructura, revelar su naturaleza
quimica, influir en su crecimiento y aislamiento provocando una
bacteriostasis selectiva. La incorporacion de un colorante adecuado
en un medio lo vuelve selectivo; por ejemplo, favorece el
crecimiento de algunas especies de bacterias e inhibe el de otras, En
general esta especificidad guarda buena correlacién con la reaccion
de Gram; los gérmenes gramnegativos en su mayor parte son mucho
menos sensibles a los colorantes que los grampositivos. La actividad
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de estos compuestos se afecta por el pH, la toxicidad de los
colorantes dcidos aumentan con la acidez, y la de los basicos con la
alcalinidad.
Existe otra clasificacion, en donde se engloban cuatro grandes
grupos de acuerdo a la composicion del sanitizante (8):
a) Compuestos a base de cloruro
b) loduros

c) Compuestos a base de amonio cuaternario.

d) Agentes 4cido anidnicos.

2.2.1.3. MECANISMO DE ACCION

Los agentes quimicos ejercen su accion de acuerdo a diferentes
mecanismos de accidn, de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas,

e Dafio al DNA

Los agentes alquilantes y otros compuestos, reaccionan en forma
covalente con las bases piricas y pirimidinicas para formar secciones
demasiado préximas de DNA o enlaces cruzados en la misma tira, Las
lesiones ocasionadas por agentes quimicos provocan, en particular la
interferencia en la replicacién del DNA. (12)



» Desnaturalizacion de Proteinas

Las proteinas existen plegadas en forma tridimensional, unidas
por enlaces disulfuro covalentes intramoleculares, y por enlaces no
covalentes como hidrofobos, ionicos y de hidrogeno; que originan esta
estructura terciaria de la proteina. Algunos agentes quimicos ocasionan
la fragmentacion de este acomodo proteico, interfiriendo en los enlaces
covalentes y no covalentes, de tal forma que se pierde la estructura
* terciaria, esto se denomina desnaturalizacion de la proteina.(9)

¢ Rotura de la Membrana Celular

" La superficie externa de cada célula esta circunscrita por una
cubierta delicada, eldstica, parte integral y funcional de la misma,
denominada membrana celular; la cual actia como una barrera
selectiva dejando pasar algunos solutos a través de ella y excluyendo
otros. La membrana es también sitio de accion de muchas enzimas, las
cuales intervienen en forma activa en la biosintesis de los componentes
de la envoltura celular.

El equilibrio en el que la membrana mantiene la concentracion de
solutos dentro y fuera de ella origina el buen funcionamiento de la
misma, por lo tanto al alterar este equilibrio, se alteran también las
propiedades fisicas y quimicas de la membrana, impidiendo su funcién
normal, matando o inhibiendo en esta forma a la célula,

La pared celular actia como una estructura de sujecion,
protegiendo a la célula contra la lisis osmética. De esta forma los
agentes quimicos que destruyen la pared, o impiden su sintesis normal
pueden ocasionar Ia lisis de la célula. (12)(14)
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¢ Eliminacion de Grupos Sulfhidrilo Libres.

Las proteinas enziméticas que contienen cisteina, tienen cadenas
laterales que terminan en grupos sulfhidrilo, ecuacion (1).  La
coenzima A, requerida para la transferencia del grupo acilo, contiene
un grupo sulfhidrilo. Tales enzimas y coenzimas no pueden funcionar
a menos que los grupos sulfhidrilos permanezcan libres y reducidos.
Los agentes oxidantes, interfieren en el metabolismo ligando grupos
sulfhidrilo libres para dar uniones disulfuro.

-2H
R-SH+HS-R o> RS-S-R...(1)

Existen en la célula muchas enzimas que contienen grupos
sulfhidrilo; por consiguiente, los agentes oxidantes y los metales
pesados causan un daflo considerable. (12)

¢ Antagonismo Quimico

La interferencia de un agente quimico con la relacién entre una
enzima especifica con su sustrato se conoce como antagonismo
quimico. “El antagonismo actiia por combinacién con alguna parte de
la haloenzima ( ya sea apoenzima proteinica, con el activador mineral o
con la coenzima ) de modo que impide la unién del sustrato normal.
Un antagonista se combina con una enzima por su afinidad quimica
- respecto a un' sitio esencial de esa enzima. Las enzimas realizan su
actividad catalitica en virtud de su afinidad con los substratos
naturales; de ahi que un compuesto que estructuralmente se asemeja a
un substrato con los aspectos esenciales, pueda tener también afinidad
con la enzima, Si esta afinidad es lo suficientemente grande, el



“andlogo” desplazar4 al substrato normal de la enzima e impedird que
tenga la reaccion adecuada”.

La importancia de que un agente quimico funcione como antagonista
frente a una enzima especifica, radica en que muchas de estas enzimas
son indispensables en los procesos que suministran energla y en
aquellos procesos biosintéticos. (12)

2.2.1.4. CARACTERISTICAS IDEALES DE UN SANITIZANTE.

Los aspectos que debe cubrir un sanitizante para ser considerado
un producto ideal son los siguientes:

e Alto coeficiente de desinfeccion.

e Estabilidad.

e Solubilidad.

o No téxico para el hombre y los animales.
¢ No corrosivo y sin accion decolorante,

e Alto poder de penetracion.

e Barato.

o Accion detergente.

o De fécil aplicacion y adquisicion.

¢ No debe dejar residuos.

Si un sanitizante cubre con todas estas caracteristicas serad
considerado un sanitizante ideal. (15)(18)

2.2.1.5. COEFICIENTE FENOLICO,

Al comprar un desinfectante y/o sanitizante, cualquiera que este
sea; es importante comprobar la eficacia del mismo de manera
périodica. Por lo que se han implementado una serie de métodos, los
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cuales dependiendo de las caracteristicas de los componentes activos
del sanitizante, son empleados.

El més utilizado es el método del coeficiente fendlico en el cual
la eficacia relativa de un desinfectante se determina por su capacidad de
matar a un organismo de prucba en comparacion con la del 4cido fénico
en las mismas condiciones, La prueba F.D.A. para la determinacion del
coeficiente fendlico se ¢jecuta realizando una serie de diluciones del
desinfectante (sanitizante) y del fenol, las cuales son sometidas a un
grupo de microorganismos previamente determinados, realizando
muestreos a intervalos de 5, 10 y 15 min e inoculando en tubos con
caldo estéril reportando los resultados de crecimiento (+) y no
crecimiento (-) despues de un périodo de incubacién de 48 hrs a 37°C.
(8)(15) ~ "

Los resultados se presentan de acuerdo al ejemplo de la tabla I.

Ejemplo:

ACIA DEL FENOL ¥ DEL DESINEECTANTE PRUERA.

El coeficiente fendlico se calcula por la relacidn entre la mayor
“dilucién del germicida ensayado que mata al organismo de prueba en




10 min pero no en 5 min y la mayor dilucion del fenol que muestre los
mismos resultados.

En el caso expuesto en el ejemplo, el coeficiente fendlico seria:
250/100 0 2.5.

En relacién con la determinacion del coeficiente fendlico, es
necesario mencionar algunas limitaciones y ciertas advertencias:

1.Cuando se proyecta la prueba, para obtener los resultados mds
seguros sélo se debe hacer con compuestos quimicamente
relacionados con el fenol.

2. Hay que seguir exactamente el procedimiento y registrar el método
empleado y los resultados obtenidos.

3. La prueba no revela la toxicidad del germicida para los tejidos
vivos.

4. El desinfectante probado tiene que ser completamente soluble en
agua o miscible con agua,

2.2.8. TOXICIDAD DE SANITIZANTES Y DETECCION DE RESIDUOS

Es necesario considerar que no solo la eficacia de un sanitizante
es importante; también hay que tomar en cuenta el dafio que pueden
provocar al producto terminado debido a su composicion, de ahi la
importancia de conocer quimicamente los activos del mismo para saber
si estos ocasionan degradacion del activo y/o excipientes de un
determinado producto farmaceitico.



Lee E., Kirsh, et al (11), hace referencia a cada uno de estos
aspectos, donde sefiala su preocupacién tratando de probar de manera
experimental si la composicion de los diferentes sanitizantes
comerciales dafian o degradan al producto. El medicamento a probar
tiene como activos proteinas y la forma farmaceitica que se le da es en
frasco vial. Cada uno de los sanitizantes comerciales es sometido a un
proceso en el cual se coloca la muestra del sanitizante junto al
medicamento en un vial, con el fin de probar s{ el sanitizante ejerce
algun efecto sobre el activo durante todo el proceso de fabricacion, lo
que implica la liofilizacion del polvo hasta el sellado del producto en el
frasco vial. .

Como el medicamento contiene protefnas es necesario seguir la
degradacién de las mismas, para ello se emplean tres métodos para la
caracterizacion de las proteinas.

1) Cromatografia de exclusion con fase movil acuosa: cuantifica
proteina total. :

2) Cromatografia de exclusion con fase mévil (Mezcla de solventes):
cuantifica los agregados disociables (agregados covalentes),

3) HPLC fase reversa: detecta el cambio covalente de la proteina
monomérica,

La mayoria de los sanitizantes tienen el problema de que suelen
presentar por su composicidn; formacion de un precipitado lo que
provoca formacién de residuos dificiles de remover provocando con
esto la contaminacién del producto y la alteracion de este en cuanto a
su eficacia, si de alguna forma influye con el proceso degradativo del
activo. Como en el caso del peréxido de hidrégeno, este induce la
oxidacién de proteinas, como cisteina, metionina, triptofano, histidina y
tirosina, ‘

De ahi la importancia de realizar estudios con los sanitizantes y
los activos, de tal manera que pueda preveer el dafio y de esta forma
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darle pronta solucién. Ademas al utilizar un sanitizante en la limpieza
de equipo en un proceso de produccién se debe procurar disminuir la
peligrosa carga de contaminaci6n, produciendo la minima cantidad de
residuos téxicos removibles. (8)

Existe otra prueba de evaluacién de un sanitizante, en la cual se
observa el dafio al tejido. En ella, el sanitizante se ensaya para
determinar los efectos sobre el desarrollo del tejido cardiaco de
embri6n de pollo vivo. El indice de toxicidad se obtiene del célculo de
la relacion entre la més alta dilucién germicida requerida para matar el
tejido en 10 min y la mayor dilucién requerida para matar al
microorganismo de prueba en el mismo periodo bajo las mismas
condiciones.(5)

2.3. CUARTO LIMPIO

Todos los procesos de esterilizacién e incluyendo el proceso de
limpieza se llevan a cabo en una de las dreas especializadas que se
encuentra dentro del 4rea de produccién que se encarga precisamente
de la fabricacion de productos estériles y a la cual debe prestarse mucha
atencién con respecto a mantenerla libre de containinacion, dicha drea
es el Cuarto Limpio. (5)

Esta drea es parte integral del Bloque para la preparacion de
productos estériles y puede definirse como una zona delimitada por
paredes, techo, piso y accesos en el cual se tiene un estricto control
sobre la cantidad de material particulado (microbiolgico o no )
presente, asi como las condiciones de temperatura, humedad relativa y
sobre presion, requeridas para los procesos que se realicen dentro de él.

(5) (6) ‘
El término Bloque del cual forma parte el Cuarto Limpio se

define como el conjunto de zonas de una planta farmaceutica destinado
a la preparacion y envase de medicamentos estériles que deben



administrarse al paciente y que no pueden ser esterilizados en sus
envases primarios finales. Abarcando también aquellos medicamentos
cuya esterilidad debe conservarse hasta antes de su administracion.

En el centro del Bloque existe el Cuarto Limpio, en donde se
efectia el envase y el cerrado de los medicamentos a procesar, o bien
operaciones tales como el mezclado, la liofilizacién u otras.

Como en toda area de produccion existen una serie de
requerimientos los cuales van enfocados en particular al Cuarto
Limpio, y varian de acuerdo con las operaciones que se lieven a cabo
en ellos, por lo que son requerimientos de operacion y construccion. (6)

Actualmente la F.D.A. ha establecido una serie de requisitos los
cuales aseguran que un medicamento cumpla con todos los controles de
calidad, de tal forma que se asegure su eficacia, incluyendo los
requisitos que las dreas de produccién como el Cuarto Limpio deben
cumplir implementando programas de inspeccion para un mejor
control.

Tales programas, especifican las dreas y sistemas que mas son
revisados durante una inspeccién de operaciones de productos
parenterales de pequefio volumen. Entre los requisitos que se deben
cubrir durante la inspeccién son: el drea de inspeccién debe contar con
identificacion, se incluye el flujo de materiales, equipo, pirdgenos,
material particulado presente en el 4rea, control ambiental, sistema de
agua, HVAC, sistemas de drenaje y generacién de vapor, asi también
como su disefio. ~ Validacion del ciclo de esterilizacion (calor seco,
calor hiimedo, o EtO), proceso aséptico, proceso de limpieza (donde se
incluye; la sanitizacion, tipo de sanitizantes, ciclado de sanitizantes,
etc), filtracion y liofilizacidn. (7)

Por esta razén en los procesos de validacion, los sanitizantes
juegan un papel muy importante debido a que muchas de las estrategias
implementadas para realizar la validacion de procesos estériles,
involucran la eleccién adecuada del sanitizante, a utilizar tomando en
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cuenta la toxicidad y los residuos que estos pueden dejar en los
productos asi como los métodos que se utilizan en la deteccion de los
mismos. (2)(8)(9)

2.3.1. USO DE SANITIZANTES.

Para el adecuado funcionamiento operativo de un Cuarto Limpio,
" e independientemente del mantenimiento y de las condiciones
establecidas  previamente, es necesario realizar sanitizaciones
périodicas que coadyuven a preservar las condiciones asépticas en las
cuales se operan los diversos procesos estériles, (8)

La adecuada sanitizacion de las dreas debe ser realizada de tal
manera que proteja debidamente todas las superficies del Cuarto
Limpio; las superficies externas del equipo y todo aquello que se
requiera para el trabajo normal que debe encontrarse dentro del 4rea.

)

La sanitizacion va enfocada prioritariamente al ataque de los
posibles microorganismos que puedan encontrarse depositados o
adheridos a las partes anteriormente mencionadas,

2.3.2. CICLADO DE LA SANITIZACION.,

La sanitizacion se realiza utilizando agentes quimicos de diverso
origen, pero que tengan siempre un poder bactericida demostrado.
Dado que muchos microorganismos pueden crear resistencia a muchos
de los sanitizantes quimicos; es recomendable el ciclado de los mismos.
En el ciclado se pueden usar alternadamente agentes quimicos que
utilicen radicales quimicos distintos para ejercer su accidn, ya que esto
dificulta la aparicién de microorganismos resistentes.
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Se han realizado otras técnicas de ciclado, por ejemplo acidificar
y alcalinizar al agente quimico, de tal forma que durante el estudio
realizado se espere que cambiando el pH al medio se pueda alterar el
metabolismo del microorganismo, inhibiendo de esta forma su
expansion, (16)

Registro:

Es necesario documentar tanto el ciclado de los agentes quimicos
como la periodicidad con que se realiza este procedimiento; de tal
forma que sea facil detectar las fuentes de contaminacion (debida a
residuos de sanitizante o por el tiempo de exposicion del sanitizante
con el drea ) asi como la pronta identificacion del microorganismo que
mas persiste en el area, .

Muchos de los agentes sanitizantes, se presentan en forma

liquida, lo cual permite que sean aplicados por vaporizaciéon o por

frotamiento, sf es este el caso debe prestarse atencién al tipo de pafio.
ylo aplicador que se utilice; ya que no deben liberar particulas que
puedan ocasionar problemas de contaminacién. (9)

Evaluacion de Esterilidad y Sanitizacion,
Se pueden emplear algunas de las siguientes técnicas:

- o Exposicién périodica de cajas petri conteniendo medios de cultivo
especificos para bacterias y hongos.(5)

o Muestreo del aire mediante equipo mecanico que permita determinar
la contaminacién en funcion de la cantidad de aire muestreado. (5)

o Muestreo de paredes, techos y pisos mediante hisopos estériles
humedecidos que posteriormente se someten a incubacion. (3)
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2.4. PEROXIDO DE HIDROGENO

. 2.4.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS:

Es un liquido incoloro, pesado que en estado anhidro presenta las
siguientes propiedades fisicas; p.e. de'1.46, p.f. -2°C, p. eb. 158°C, PM:
34.02, es insoluble en alcohol, agua y éter de petréleo; presenta
descomposicién por muchos solventes orgdnicos, es fundamentalmente
inestable; la descomposicion es lenta.(17)

El perdxido de hidrégeno como sanitizante es comunmente
utilizado en soluciones que varian 3 al 10 % de su concentracién. En
concentraciones del 10 % es usado para eliminar materia orgénica de
filtros UF; algunos recomiendan diluir las soluciones a 100 y 200 ppm.
La ventaja de utilizar el peréxido de hidrégeno es que tiene un tiempo
de vida media aproximadamente de 7 horas, descomponiendose a
moléculas inofensivas ficiles de remover. Una solucién al 30 % de
peréxido de hidrégeno en agua, se descompone en 36 hrs,
particularmente bajo la influencia de rayos U.V. Las soluciones al 0.1
% de perdxido de hidrogeno no son efectivas para eliminar materia
orgdnica. Las concentraciones / tiempo equivalentes efectivas del
peroxido de hidrégeno reportadas en la literatura (5) son las siguientes:
3%/ 1 hr, 10 % /10 min, y para 1% / 48 hrs. Se acelera la
descomposicion del peréxido de hidrogeno, en presencia de hipoclorito
de sodio hasta la formacién de agua y oxigeno. Sin embargo la accién
oxidativa del peréxido de hidrdgeno sobre moléculas orgénicas puede
producir entidades ionizables como &cidos carboxilicos y wvarios
radicales libres de larga vida, los cuales aceleran la descomposicién
hacia la formacion de dioxido de carbono y agua.(5)
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En su forma concentrada, el perdxido de hidrégeno puede
explotar violentamente si no se maneja con cuidado. Se descompone
en agua y oxigeno en una reaccion exotérmica:

2H202 (;) """"" > 2H20 (l) + 02 (8)

Cuando esta reaccion se verifica en solucidn acuosa se puede usar
como método de laboratorio para la preparacion de oxigeno.

La variedad casera comin de peroxido de hidrégeno es una
solucién acuosa al 3% que no es peligrosa debido a la dilucion. Se
pueden obtener soluciones acuosas diluidas de perdxido de hidrogeno
tratando peréxido de bario o peroxido de sodio con dcidos dilufdos:

BaO; + HzSO4 ''''''' > 83804 + H202
Na202 + Hy80y  -wememee > NaZSO4 + HzOz

El peroxido de hidrégeno se usa como oxidante y como
blanqueador. En su foma concentrada de 90% o mds, se usa como
agente oxidante para cohetes y explosivos, (18)

2.4, 2. MONOGRAFIA:

HIDROGENO, PEROXIDO DE, SOLUCION DE

TECNICAS DESCRITAS POR
FARMACOPEA. (19)

Descripcion Las técnicas seran descritas en el
Ensayos de identidad apartado que corresponde al
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Densidad material y métodos.
Acidez ' o
Residuo no voldtil
Metales pesados

“Limite de conservadores
Valoracion

2.5. ACIDO ACETICO

2.5.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS:

‘ Es el dcido carboxilico ms comercial e importante, se prepara
-por la oxidacién en aire de acetaldehido con acetato de cobalto o de
- manganeso (II) como catalizador:

catalizada
2CH;CHO + Q) --=eecnenee > 2CH,COH

El écido se vende en forma pura como écido acético glacial, llamado
asi debido a que se congela en forma de un sélido parecido al hielo en
los dias muy frios. El punto de fusién es de 16. 6 °C. Se usa en la
fabricacion de acetato de celulosa, plomo blanco para pinturas,
pldsticos, perfumes, colorantes y medicamentos. (18)
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2.5.2. MONOGRAFIA:

ACETICO, ACIDO.
CH,0,

TECNICAS DESCRITAS POR

FARMACOPEA. (19)

Descripcion Las técnicas serdn descritas en el
Solubilidad apartado que corresponde al
Densidad material y métodos.
Ensayas de identidad

Residuao no voldtil

Cloruros

Metales pesados ,

Sustancias facilmente oxidables

Sustancias relacionadas

Acido  formico e impurezas

oxidables ’

Valaracion

Conservacion

2.6.CARACTERISTICAS DE LOS MICROORGANISMOS DE PRUEBA PARA
EL SANITIZANTE.

Se deben conocer algunas de las caracteristicas mas importantes
de los microorganismas, como la forma de sus colonias, patologfa, etc.,
de tal forma que permita evaluar el comportamiento que el
microorganismo presente al estar en contacto con el sanitizante,

25



2.6.1. MORFOLOGIA DE LA COLONIA BACTERIANA.

Las bacterias se multiplican rdpidamente y forman masas
macrooscOpicas visibles de crecimiento cuando se les inocula en
medios adecuados que contengan un 2% de agar y se incuban de 18 a
48 hrs en una atmésfera favorable. (13) -

Las caracteristicas macroscopicas de las colonias ayudan a la
identificacion, dado que las colonias de distintos microorganismos
varfan en tamafio, forma, color, olor, textura y grado de adherencia al
medio,

Las cgracter(sticas serologicas de una bacteria a menudo se
correlacionan con el aspecto mucoide (M ), liso (L ), o rugosa (R ) de
una colonia,

Las colonias lisas, muestran un aspecto de homogeneidad y
textura uniforme, sin parecer tan liquidas como las colonias mucoides.

Las bacterias que forman colonias L, se denominan
morfoldgicamente lisas (es decir, formas L). Las formas L, son
caracteristicas de microorganismos de tipo salvaje recién aislados, tales
como las enterobacterias gramnegativas (Salmonellg, S[ugglla. E. coli,
Serratia y especies de Proteus ).

Las caracteristicas de las colonias de acuerdo a:

o Consistencia: la colonia puede ser butirosa, muconde, viscosa, 0
friable (que se desmorone).

o Transparencia: la colonia puede ser transparente, transliicida u
opaca.
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o Pigmentacion: los diferentes cultivos pueden producir todos los
matices de los colores. También es frecuente que cambie la
produccion de pigmento bajo condiciones variables.

2.6.1.1, SALMONELLA

Se trata de bastoncillos- motiles que fermentan de manera
caracteristica la glucosa y la manosa sin producir gas, pero no
fermentan la lactosa ni la sacarosa. La mayor parte de las mlmaugl[as
producen &cido sulfhidrico,

A menudo son patbgenas para el hombre y los animales cuando
se ingieren,

Se transmiten desde los animales y los productos de estos hacia el
hombre, en el cual producen enteritis, infeccidon general y fiebre
intestinal. (12) :

Morfologia:

La longitud de las diversas especies varia. La mayor parte, son
motiles y tienen flagelos peritricosos.

Estos microorganismos crecen con facilidad en medios sencillos;
forman é4cido y a veces gas a partir de glucosa y manosa. Sobreviven a
la congelacién en el agua durante périodos prolongados. Son
resistentes a ciertos productos quimicos (por ejemplo, verde brillante ,
tetrationato de sodio y desoxiglicolato de sodio) que inhiben a otras
bacterias intestinales. (12)
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Las salmonellas poseen diversos antigenos O ( a pattir de un total
de mds de 60 ) y diferentes antigenos H en una o ambas fases.

La dosis infecciosa media para producir infeccién clinica o
subclinica en el hombre es de 10°a 10° salmonellas,

Las salmonellas producen tres tipos principales de enfermedad:
Fiebres intestinales, Septicemia y Enterocolitis.

Deben aplicarse medidas sanitarias para prevenir la
contaminacién de los alimentos y agua.

2.6.1.2. ESCHERICHIA:

Las cepas de KEscherichia coli que causan enfermedad se
diferencian de las no patégenas por las pruebas de : A) si son
virulentas en animales o en modelos de infeccién “in vitro” y B) si su
constitucion gendtica les permite causar enfermedades. (12)

Escherichia coli y muchas otras bacterias intestinales, son
miembros de la flora intestinal normal. Las bacterias se vuelven
patdgenas sélo cuando llegan a los tejidos que estdn fuera del tubo
intestinal en particular las vias urinarias y biliares.  Cuando son
insuficientes las defensas normales del huésped, en particular al
principio de la infancia y durante la senectud, durante las etapas
terminales de otras enfermedades, las bacterias pueden llegar a la
sangre y producir sepsis.  Durante el périodo neonatal, la gran
sensibilidad a la sepsis por Escherichia coli puede ser causada por
ausencia de anticuerpos IgM bactericidas,

Morfologia:

Las enterobacterias son bastoncillos gramnegativos cortos que
pueden formar cadenas. Se observa morfologfa tipica en el crecimiento
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sobre medios solidos “in vitro”, pero esta es muy variable en las
muestras clinicas.

Escherichia coli y la mayor parte de todas las bacterias
intestinales forman colonias circulares, convexas y lisas con bordes
definidos.

Algunas cepas de Escherichia coli producen hemblisis en gelosa
sangre. Escherichia coli produce de manera tipica pruebas positivas a
indol, descarboxilasa de la lisina y fermentacién de manitol, lo mismo
que gas a partir de la glucosa.

El microorganismo aislado de la orina se puede identificar como
Escherichia coli por que produce hemdlisis en agar sangre, morfologia
tipica de las colonias con un brillo metélico en los medios diferenciales
y prueba de mancha del indol positiva. (13)

Patogenia y datos clinicos;

Escherichiq coli es la causa mas comiin de infeccion de las vias
urinarias, y constituye cerca del 90 % de las primeras infecciones de
estas vias en mujeres jovenes, Los sintomas y signos consisten en
miccion frecuente, disuria, hematuria y a veces piuria, La infeccion de
la parte alta de las vias respiratorias se acompaiia de dolor en el flanco,
Ninguno de estos sintomas es especifico de infeccion por Escherichia
coli(13)
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2.6.1.3. PSEUDOMONA:

La especie de Pseudomongs se encuentra distribuida con
amplitud en el suelo y el agua. A veces coloniza al ser humano, y es el
principal agente patogeno del grupo para el mismo. Pseudontonag
aeruginosa se encuentra a menudo en nimeros pequefios en la flora
intestinal normal y en la piel del ser humano. (12)

Morfologia e identificacion:

o Microorganismos tipicos: Pseudomona geruginosa es métil y tiene
forma de bastoncillo, mide aproximadamente 0.6 x 2 pm. Es una
bacteria gramnegativa y se encuentra de manera aislada, en parejas y
ocasionalmente en cadenas cortas.(12)

o Cultivo: Pseudomong geruginosa es un aerobio obligado que crece
con facilidad en muchos tipos de medios de cultivo, y produce en -
ocasiones olor dulzoén o de uvas. Pseudomona aeruginesa forma
colonias lisas con color verdoso fluorescente. Con frecuencia
produce el pigmento azuloso no - fluorescente procianina, que Se
difunde en el agar.

Muchas cepas de Pseudomong geruginosa puede producir
también pigmento fluorescente proverdina que imparte un color
verdoso al agar. Algunas cepas producen el pigmento de color rojo
obscuro piorrubina o el pigmento negro promelanina.

En un cultivo, Pseudomona aeruginosa puede producir muchos
tipos de colonias y da la impresién de un cultivo de especies mixtas de
bacterias; puede tener también actividades bioquimicas y enzimaéticas
distintas y diversos patrones de sensibilidad a los agentes
antimicrobianos.

30



Caracteristicas del crecimiento:

Pseudomona aeruginosa crece bien a una temperatura que oscila
entre 37 a 42°C; su crecimiento a 42°C ayuda a distinguirla de otras

especies de Pseudomonas. Es positiva a la oxidasa. No fermenta los

carbohidratos, pero muchas cepas oxidan la glucosa, Pseudomona
aeruginosa se puede tipificar por el inmunotipo lipopolisacirido y por
la sensibilidad a la piocina (bacteriocina).

Muchas cepas de Pseudomona aeruginosa producen exotoxina
A, causa de necrosis tisular y mortal para los animales cuando se
inyecta en forma purificada. (12)(13)

| Patogenia:

Pseudomona aeruginosa es patogena sélo cuando se introduce
en zonas desprovistas de defensas normales. La bacteria se fija a las
mucosas o a la piel y las coloniza, las invade de manera local y produce
"enfermedad general.(12)

Epidemiologia y control:

Pseudomona geruginosa es primordialmente un agente patogeno
nosocomial. Como Pseudomonas, habita en ambientes himedos, debera
prestarse atencion especial a lavabos, jofainas, regaderas y baiieras, y a
las otras zonas hiimedas. (12)
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2.6.1.4. BACILLUS.

Los microorganismos de éste género, son bacilos gampositivos,
aerobios, grandes, que se agrupan formando cadenas. La mayoria de
los miembros de este género son microorganismos sapréfitos como
Bacillus subtilis que prevalecen en el suelo, el agua., el aire y sobre
vegetales.

Tales microorganismos pueden, en ocasiones, producir
enfermedades en personas con alteraciones inmunitarias ( por ejemplo,
meningitis, endocarditis, endoftalmitis, conjuntivitis o gastroenteritis

“aguda). (12)

Morfologia e identificacién:

o Microorganismos tipicos: las células tipicas miden 1 X 3 a 4 pm,
tienen terminaciones cuadradas y estan dispuestas en cadenas largas;
las esporas se encuentran en el centro de estos bacilos inméviles.

e Cultivo: las colonias son redondas y tienen apariencia de “vidrio
despulido” a la luz transmitida. Frecuentemente los bacilos
saprofitos; licuan el agar y el crecimiento en el mismo sembrado por
picadura tienen apariencia de “pino invertido”.

o Caracteriticas del crecimiento: los bacilos saprofitos utilizan fuentes
de nitrogeno y de carbono sencillas, tanto para obtener energia como
para el crecimiento. Las esporas son resistentes a los cambios del
ambiente; soportando el calor seco y diversos desinfectantes
quimicos; persisten durante afios en tierra seca. (12)

Patogenia:

Las esporas presentes en suelos contaminados penetran
facilmente a través de la piel o mucosas lesionadas, y raras veces por
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aspiracion a los pulmones. En el hombre, las escarificaciones o
rasguflos en la piel o la aspiracion propician la infeccion.

Las esporas germinan en los tejidos en el sitio de entrada, y el

crecimiento de las células vegetativas da lugar a la formacion de un :

edema gelatinoso y congestion. Los bacilios se propagan por via
linfatica a la sangre, muitiplicandose libremente las bacterias en la
misma y de manera breve en los tejidos antes y después de la muerte de
un animal, (12)

Patologia:

Los microorganismos proliferan en el sitio de entrada. Las
capsulas permanecen intactas y los microorganismos son rodeados por
una gran cantidad de liquido proteiniceo, que contiene muy pocos
leucocitos; a partir de ahi, el germen se discemina con rapidez y llega a
la sangre. (12)

2.6.1.5,STAPHYLOCOCCUS:

Los estafilococos son células esféricas grampositivas que suelen
estar distribuidas en cimulos irregulares a manera de racimo de uvas.
Crecen en diferentes tipos de medios con facilidad, fermentan los
carbohidratos y producen pigmentos.

Los estafilococos patogenos hemolizan la sangre, coagulan el
plasma, producen diversas enzimas y toxinas extracelulares.

Desarrollan resistencia a muchos agentes antimicrobianos. El

género Staphylococcus tiene por lo menos 20 especies. Staphvlococus

aureys es un microorganismo positivo a la coagulasa y patégeno
causante de muchas infecciones. (12)
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Morfologia e identificacion:

Los estafilococos son células esféricas de Ipm de diametro
distribuidas en cimulos irregulares. En medios liquidos se encuentran
cocos aislados, ya sea en pares, tetradas y en cadenas. Son
microorganismos no métiles y no forman esporas. (13)

¢ Cultivo: los estafilococos crecen en diversos medios en condiciones
aerobias o microaerdfilas. Las colonias desarrolladas en medios
solidos son redondas, lisas, elevadas y resplandecientes. S. gureus,
forma colonias de color gris a amarillo dorado intenso.

e Caracteristicas del crecimiento: Los estafilococos muestran
producciéon de catalasa, fermentan con lentitud muchos de los
carbohidratos y producen acido lactico. Estos microorganismos son
resistentes a la desecacidn, el calor (soportan 50°C durante 30 min) y
el cloruro de sodio al 9%.

Patogenia:

La capacidad patégena de una cepa determinada de
Staphylococcus aureus es el efecto combinado de los factores y las
toxinas extracelulares simultineamente con las propiedades invasoras
de la cepa, En un extremo la enfermedad comienza con el
envenenamiento de este microorganismo a los alimento, que al ser
ingeridos por el hombre ocasionan envenenamiento. Por otro lado se
tiene bacteremia estafilocdcica y abscesos diseminados por todos los
organos. (12)

Patologia:

El prototipo de la lesion estafilocécica es el furtinculo o cualquier
otro absceso localizado.
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La supuracion focal (absceso) es tipica de la infeccion por
estafilococos. Desde cualquier foco los microorganismos pueden
extenderse por los linfaticos y la sangre hacia otras partes del cuerpo.

Los estafilococos producen también enfermedad mediante
elaboracidn de toxinas e infeccién invasora manifiesta. (12)(13)

Epidemiologia y control:

Los estafilococos son pardsitos humanos que se encuentran en
todas partes. Las fuentes principales de infeccion son las lesiones
humanas que se diseminan al microorganismo. Aunque limpieza,
higiene y tratamiento séptico de las lesiones pueden controlar la
diseminacién de los estafilococos, (12)

2.6.2. HONGOS

Los hongos se consideran protistas no fotosintéticos que crecen
como una masa de filamentos ramificados que se entrelazan (“hifas”),
que se conoce como micelio. Las formas miceliales son llamadas
mohos; algunos tipos como las levaduras, no forman micelios ; se
reconocen como hongos por la naturaleza de sus procesos
reproductivos sexuales,

Los hongos se clasifican tomando como base su reproduccion
sexual,

2.6.2.1. ASPERGILLUS

Las especies de Aspergillus son los mohos de crecimiento rapido.
Debido a esto producen esporas pigmentadas, forman colonias con
colores vividos, que varian de azul a verde a amarillo, También pueden
verse colonias blancas y negras puras.
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El género se caracteriza por cadenas de conidias pequeiias u
ovales a esféricas sostenidas en cadenas en las puntas de fidlides
radialmente ubicadas sobre la superficie de dpice dilatado del
conidfoforo, denominado vesicula.

Las especies de Aspergillus estin ampliamente distribuidas en la
naturaleza donde actian como saprofitos comunes en granos, hojas,
suelo y desperdicios. Los conidios se dispersan ripidamente y el
hombre més comunmente se infecta por inhalacién de esporas
transportadas por el aire.

Las enfermedades mds comunes son aspergiloma, infeccion
broncopulmonar, alergia y neumonia invasiva; las cuales son
enfermedades pulmonares originadas por esta especie. (20)

Aspergillus niger:

Este hongo comienza como una colonia blanca que puede
volverse amarilla, pero rdpidamente desarrolla un efecto de pimienta
negra sobre la superficie, a medida que se producen conidias, que
pueden volverse tan densas con el tiempo como para producir una mata
negra . El reverso de la colonia es de color gamuza o crema,

Las hifas son tabicadas y los conidioforos son largos y lisos. La

vesicula es esférica y da origen a grandes métulas y fidlides mas
pequeiias desde las cuales se producen conidias negras (20).
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El género se caracteriza por cadenas de conidias pequefias u
ovales a esféricas sostenidas en cadenas en las puntas de fialides
radialmente ubicadas sobre la superficie de apice dilatado del
conidioforo, denominado vesfcula.

Las especies de Aspergillus estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza donde actian como saprofitos comunes en granos, hojas,
suelo y desperdicios. Los conidios se dispersan ripidamente y el
hombre mas comunmente se infecta por inhalacién de esporas
transportadas por el aire.

Las enfermedades mas comunes son aspergiloma, infeccion
broncopulmonar, alergia y neumonfa invasiva; las cuales son
enfermedades pulmonares originadas por esta especie. (20)

Aspergillus niger:

Este hongo comienza como una colonia blanca que puede
volverse amarilla, pero rapidamente desarrolla un efecto de pimienta
negra sobre la superficie, a medida que se producen conidias, que
pueden volverse tan densas con el tiempo como para producir una mata
negra. El reverso de la colonia es de color gamuza o crema,

Las hifas son tabicadas y los conidiéforos son largos y lisos. La

vesicula es esférica y da origen a grandes métulas y fidlides mas
pequeiias desde las cuales se producen conidias negras (20).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proceso de sanitizacion de dreas asépticas es una compleja
tecnologia que no ha recibido la suficiente atencidn, en los procesos
farmacetticos y sobre todo el impacto que tiene dicho proceso sobre la
calidad final del producto. (8)

Mucho se habla acerca del cuidado del medio ambiente, de
minimizar la contaminacién provocada por detergentes quimicos o
similares, De ahf la necesidad de realizar estudios para formular
detergentes (sanitizantes) con propiedades biodegradables, eliminando
asi el problema de la contaminacién y procurando ademés facilitar la
remocion de residuos del mismo, en dreas y equipo de produccion, (3)

Los residuos que un sanitizante deja en el equipo y/o en el drea
pueden provocar una contaminacién cruzada y afectar de alguna forma
al producto. Es importante controlar los factores de eliminacion de los
mismos y fijar limites de aceptacidn que no provoquen ningun tipo de
contaminacidn en caso de que no sea facil la remocion de los mismos.

2)©9)

Para facilitar la eleccion de un sanitizante deben tomarse en
cuenta una serie de factores; entre los mds importantes figuran; el
costo, el tipo de material a utilizar, el tipo de 4rea y la naturaleza del
mismo. :

De acuerdo a la composicién del sanitizante se ha tratado de
desarrollar métodos analiticos para la deteccion de residuos, y
establecer los métodos de muestreo en las dreas y en el equipo. (21)

Por lo anterior en el presente proyecto se planted la formulacién
de un sanitizante biodegradable, en base a compuestos que no dejen
residuos en las dreas y equipo, partiendo de la etapa de preformulacion
y continuando con los estudios de formulacién.
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4, HIPOTESIS

Tomando en cuenta los factores que afectan la eficacia y la
potencia de un sanitizante, realizando estudios de preformulacion,
formulacion y estabilidad; y considerando las propiedades
biodegradables del peroxido de hidrégeno y del acido acético se
obtendra un sanitizante con caracteristicas germicidas adecuadas, el
cual serd altamente biodegradable.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Desarrollar una formulacién estable y econdémica para un
sanitizante biodegradable.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A) " Realizar pruebas de preformulacidn para el peréxido de
hidrégeno y el dcido acético como posibles agentes germicidas,

B) Realizar pruebas de formulacién en base a los resultados
obtenidos en la etapa de preformulacion.

C) Evaluar las propiedades germicidas del sanitizante obtenido
contra uno de los productos lideres en el mercado.

D) Realizar un estudio de ciclaje para determinar la estabilidad fisica
del sanitizante.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. MATERIAL

- DESCRIPCION CAPACIDAD (ml) MARCA
Crisoles
Pinzas para crisol :
Matraz Kjendal 500 Pyrex
Soporte universal
Mechero Bunsen
Mechero Fischer
Desecador c/silica
Vaso de precipitado 25,100, 250,y 500 Pyrex, Pka
Matraz Erlenmeyer 125,250, 1000 Pyrex
Matraz Erlenmeyer c/tapa 2350, 500 Pyrex
rosca
Matraz aforado 10, 50, 100, 250, y 1000 Pyrex
Tripie
Tela de asbesto
Pesa filtro Pyrex
Probeta 25,50,y 100 Pyrex, Pka
Pipeta volumétrica 1,2y$5 Pka
Bureta 10,y 25 Pyrex

. Pipeta graduada 1,5,y10 Pyrex
Tubos de ensaye c/tapa Pka
rosca '
Gradilla
Pinzas de tres dedos ¢/nuez
Pinzas de diseccion
Embudo de separacion 25 Pyrex
Picnémetro 25 Pyrex
Tubaos Nessler 25 Pyrex
Asa bacteriologica
Jeringas estériles 1,3,y5 Plastipak
Cajas petri 25 Pyrex, Pka

Frascos color ambar 25, 250,500,1000
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6.2. EQuIpo:
DESCRIPCION

Balanza analitica de un
platillo

Balanza electrénica

Balanza granataria de un
platillo

Autoclave

Incubadora

Olla express

Estufas de estabilidad
Mufla
Espectrofotometro
visible

Juego de Celdas para el
espectrofotémetro

DESCRIPCION
Placa de calentamiento y
agitacion

Vasos de acero inoxidable

Uv.

CAPACIDAD (ml)

CAPACIDAD (ml)

250

6.3. MATERIAL BI0LOGICO:

MARCA
Metzler

Metzler
Ohaus

Equipos para laboratorio
S.A.deCV.

Ekco

Lambda 2. PerKin Eliner

Perkin Elmer

MARCA

MICROORGANISMO

Staphylogoccus aureus ATCC 6538

Salmonella typhimurium ATCC 6539

Pseudomona aureuginosa ATCC 15442
'. -

B"M“E herichia coli
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6.4 REACTIVOS:

DESCRIPCION
Acido acético
Perdxido de hidrogeno

Azul de metilo

Etanol

Hidroxido de amonio

~ Fenoftaleina

Acido sulfiirico
Hidroxido de sodio
Permanganato de potasio
Dicromato de potasio
Oxalato de sodio
Cloruro férrico
Cloroformo
Bicarbonato de potasio
Yoduro de potasio
Acido clorhidrico

Eter

Biftalato de potasio
Agar soya tripticaselna
Agar soya (ripticasefna
Caldo soya tripticaseina
Caldo lactosado

Agar papa - dextrosa

COLORANTES:
Amarillo N°§
Amarillo N°6

Rojo N%

Color sunset yellow
Verde de bromocresol

SANITIZANTES:
Sanitaizer
Germizep
GemiteK CT
Trisanite

2

MARCA

Técnica Quimica S.A. de C.V. Lote: 268
Laboratorios Laitz S.A de C.V. Lote:
090689

Baker

MerckK

Baker Analyzed Lote: 830459
Baker

Baker

Baker

Baker

Baker

Baker

Baker

Baker

Baker

Baker

Baker

Merck

Monterrey Lote: 003477
Bioxon Lote: 10110851

BBL Lote: 11043

Bioxon Lote: 08611141
Bioxon

Bioxon

10ml/1 It
143 mi/ 11t
60ml/ it
18ml/ It



AROMAS:
Lima
Limén
Manzana
Durazno
Pifia

Menta
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6.5. METODOLOGIA:

6.5.1. DIAGRAMA DE FLUJO

CARACTERIZACION
FISICOQUIMICA DE
LOS ACTIVOS

DETERMINACION

DEL EFECTO DEL

SANITIZANTE EN
DIFERENTES
SUPERFICIES

COMPATHILIDAD
_ENTREEL
INGREDIENTE

PRIMARIO Y LOS

COMPONENTES
DEL
SANITIZANTE

SELECCION DEL
PORCENTAJE
OPTIMO DE LOS
ACTIVOS Y
COMPONENTES
DEL
SANITIZANTE

DETECCION DE
RESIDUOS

FIGURA [, DIAGRAMA DE FLUO
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6.5.2.ESTUDIOS DE PREFORMULACION

CARACTERIZACION FisicoQuiMiCA DE Los ACTIVOS.

PEROXIDO DE HIDROGENO:

o ENSAYO DE IDENTIDAD.

Se realizo el ensayo de identidad, preparando para ello una solucion
reactivo de dicromato de potasio, pesando de este 7.5 g disolviendo
en agua y diluyendo con agua hasta un volumen de 100 ml. A una
muestra de 1 ml de perdxido de hidrégeno y 10 ml de agua destilada,
se agitaron junto con 2 ml dc éter, posteriormente se agregd una gota
de solucién reactivo de de dicromato de potasio. Se dejé reposar,
realizando por duplicado la prueba.(19)

o DENSIDAD. MGA0251 reportado en farmacopea (19). Especiﬁcaéién:
cercanaa 1.0l

o METALES PESADOS. MGAOQS561 reportado en farmacopea (19).
Especificacion: no mas de 5 ppm.

o ACIDEZ,
En el ensayo de acidez, se preparé solucién indicadora de
fenoftaleina. Se disolvieron 1 g de fenoftaleina en 100 ml de etanol;
también se preparé una solucion de NaOH al 0.IN con | g de NaOH
en 250 ml de agua destilada hervida y fria. Se tomaron 5 ml de la
muestra y se realiz la titulacion. La especificacién marca no més de
0.2 ml para su neutralizacién.(19)
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o RESIDUO No VOLATIL
En la prueba de residuo no volatil, se colocaron crisoles a peso
constante a 350°C en la mufla, posteriormente se colocaron 20 ml de
la muestra, evaporandolos a sequedad en bafio de vapor, desecando
el residuo a 105° durante una hora, para finalmente conocer el peso
del residuo. La especificacion seflala que pesa cuando mis 50
mg(19)

o LIMITE DE CONSERVADORES

Para limite de conservadores se transfirieron 10 ml de perdxido de
hidrégeno en un embudo de separacion agregando porciones de 5 ml,
2.5ml y 2.5 ml de una mezcla de 3 volumenes de cloroformo y 2
volumenes de éter. Se colocd una cépsula de porcelana a peso
constante, en la cual se recogieron los extractos y se evaporaron a
temperatura ambiente. El residuo se deseco sobre silica gel durante 2
hrs. La especificacion sefiala que pesa cuando més 50 mg.(19)

o VALORACION En la valoracion del peréxido de hidrégeno, se
colocaron 20 ml de agua con 2 ml de la muestra en un matraz
erlenmeyer, agregando posteriormente 20 ml de 4cido sulfiirico
diluido, preparando de la misma forma otras dos muestras, las
cuales se titularon con una solucién de permanganato de potasio
0.IN previamente estandarizada; la cual fue preparada con 3.3 g de
permanganato de potasio en agua diluyendo hasta 1000 ml , se
colocd en una placa de calentamiento y se dejo hasta ebullicién, por
un périodo de 15 min. La solucién de permanganato de potasio se
valor pesando aproximadamente 200 mg de oxalato de sodio
previamente desecado a 110°C hasta peso constante, disolviendo en
250 ml de agua. Agregando 7 ml de 4cido sulfiirico, se calentaron
las muestras a 70°C y la solucién preparada de permanganato de
potasio, se agregd lentamente para realizar su estandarizacion. Ya
valorada la solucién de permanganato de potasio, se realizd la
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titulacion de las muestras de peréxido de hidrégeno. La
especificacién marca que contiene en cada 100 ml entre 2.5y 3.5 g
de peroxido de hidrogeno.(19)

Los resultados se muestran en la tabla VIII

ACIDO ACETICO

o DENSIDAD. MGAO0251 reportado en la farmacopea (19). La
especificacion sefiala 1,045

o ENSAYO DE IDENTIDAD

En el ensayo de identidad se realizé la prueba de acetatos descrita en
la monografia correspondiente, se preparé la solucion reactivo de
cloruro férrico. Se pesaron 9 g de cloruro férrico, se disolvieron y se
llevaron a 100ml en un matraz aforado; al obtener dicha solucidn, se
colocaron 5 ml de la muestra en un tubo de ensayo y se le
adicionaron 1 ml de cloruro férrico observando una coloracién roja,
confrontandolo con un blanco de reactivos. (19)

¢ RESIDUO NO VOLATIL ‘
En la prueba de residuo no volatil, se¢ coloco una cdpsula de
porcelana a peso constante, agregando 20 ml de 4cido acético, se
evaporaron en B.V.. Finalmente se pusieron a sequedad durante 1 hr
a 105°C. Después de este lapso de tiempo se procedio a pesar la
capsula. La especificacion marca no més de | mg para 20 ml de
muestra.(19)

o SUSTANCIAS FACILMENTE OXIDABLES
Se depositaron 5 mi de acido acético en un matraz erlenmeyer con
tapon esmerilado de 125 ml; se agregaron 20 ml de agua y 0.3 ml de
solucion 0.1 N de permanganato de sodio previamente estandarizada.
Realizando por triplicado la prueba. La coloracion rosa no cambia a
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café rdpidamente y el liquido no se colorea totalmente de café, ni
pierde el color rosa en menos de 30 seg.(19)

o ACIDO FORMICO E IMPUREZAS OXIDABLES

5 ml de 4cido acético se depositaron en un matraz erlenmeyer de 250
ml junto con 6 ml de &4cido sulfirico y se enfriaron a 20°C
aproximadamente. Después se agregaron 2 ml de solucion 0.01 M de
dicromato de potasio, se dejé reposar 1 min y se agregaron 25 mi de
agua destilada y 1 ml de la S.R. de yoduro de potasio recientemente
preparada: disolviendo 1.65 g de yoduro de potasio en agua y
aforando a 10 ml; posteriormente se realizé la valoracion de la
muestra con solucién 0.1 M de tiosulfato de sodio, previamente
estandarizada, utilizando como indicador almidon. Se realizaron tres
determinaciones, La especificacion seflala que se requiere no menos
de 1 ml de solucién 0.1 M de tiosulfato de sodio.(19)

o METALES PESADOS, Segin procedimiento MGA 0561 de la
farmacopea, la especificacion sefiala no mas de 10 ppm.(19)

o VALORACION
En un matraz erlenmeyer de 125 ml se pesaron 1050 mg (aprox. 1ml)
de 4cido acético, se agregaron 6.6 ml de agua y se realizd la
valoracién de la muestra con solucién I' N de hidréxido de sodio
previamente estandarizada; se utilizo como solucién indicadora
fenoftaleina.(19)

Los resultados se muestran en la tabla 1X.

COMPATIBILIDAD ENTRE LOS INGREDIENTES PRIMARIOS Y LOS
COMPONENTES DEL SANITIZANTE,

En el caso del peréxido de hidrogeno, debido a sus propiedades
fisicoquimicas y por ser un compuesto inorgdnico, no fue posible
realizar Cromatografia en Capa Fina como se efectia para formas
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farmacéuticas al seguir el comportamiento del activo con los
excipientes, Para el peroxido de hidrégeno se realizé el seguimiento
con la prueba de densidad y al ser mezclado con el 4cido acético se
obtenia respuesta en el espectrofotéimetro de absorcion UV-visible en
un rango de 200 a 250 nm, de tal forma que las interacciones entre
ambos podian ser detectadas.

¢ Se prepararon mezclas de peroxido de hidrogeno y dcido acético en
concentraciones bajas a las cuales se les realizaron varias pruebas
como se muestra en la TABLA IV.

FORMULACION CONCENTRACION DE PRUEBAS
L0s COMPONENTES
‘A *175 ml de dcido acético *Densidad,
(1:1000) *Barrido en.el
*75 ml de perdxidode | espectrofotdmetro de 200 a
hidrégeno al 0.03% 250 nm.
B *70 ml de 4cido acélico *Densidad.
(1:10) *Barrido en el
*30 ml de perdxido de . | espectrofotémetro de 200 a.
hidrggeno al 3% 250 nm.
§) *60 ml de dcido acético *Densidad.
(1:10). . *Barrido en el
*40 ml de perdxido de | espectrofotémetro de 200 a
hidrégeno al 3% 250 nm,

TABLA IV, FORMULACIONES CON SUS RESPEC'HVOS ENSAYOS PARA DETERMINAR SU COMPATIBILIDAD

ENTRE ACTIVOS Y COMPONENTES.

Los resultados se muestran en la TABLA X

Se realiz el barrido en el espectrofotémetro de 200 a 250 nm del
peroxido de hidrégeno y 4cido acético por separado,

¢ Se realizaron pruebas de compatibilidad de la formulacién J con
diferentes colorantes y/o indicadores se muestran en la TABLA V. A
10 ml de la mezcla se le adicionaron cantidades pequefias de
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colorante; de tal forma que satisfaciera el obtener un color agradable
a la vista.

6.6% de perdxido de hidrégeno Amarillo N°6
1% de dcido acético RojoN° 6

Amarillo N° 5 Amye laca
Sunset Yellow
ICADORES ACIDO-B.
Verde de bromocresol (amarillo-azul)

Violeta de metilo (amarillo-az_li)
INDICADORES OXIDO-REDUCCION.
Azul de metilo (azul-incoloro)

TADLA V. CONCENTRACION DE LOS COMPONENTES DE LA FORMULACION t Y EL. LISTADO DE LOS
COLORANTES E INDICADORES UTILIZADOS EN LA PRUEBA,

Los resultados se muestran en la tabla X1,

e Para elegir un aroma, se probaron para ello diez combinaciones, las
cuales se muestran en la tabla VI, junto a la composicién de la
formulacién I con la que se realizd el ensayo, ajustando el aroma con
la adicion a gotas hasta obtener un olor agradable.

FO
6.6 % de perdxido de hidrégeno Pifia

1 % de dcido acético Limén

Durazno

Durazno-Manzana
Lima-Limdn-Pifa

Lima-Limén

Menta

Pifia-Durazno

Manzana

Lima

TABLA VI, FORMULACION J ¥ LAS COMBINACIONES PROJIADAS DE LOS DIFERENTES AROMAS

Los resultados de esta prueba se muestran en la tabla XII,
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6.5.2. ESTUDIOS DE FORMULACION:

SELECCION DEL PORCENTAJE OpTIMO DE LoS Acrmivos Y
COMPONENTES DEL SANITIZANTE,

« Esta seleccion se realizd tomando en cuenta, las pruebas de
compatibilidad entre el acido acético, el peréxido de hidrogeno y el
dzul de metilo, ademds de las pruebas de eficacia y estabilidad.

ESTUDIOS DE EFICACIA.

COEFICIENTE FENOLICO

+ Se evalug la eficacia de las formulaciones por medio del método del
coeficiente fendlico (8) el cudl se realizé de la siguiente forma:
primeramente se realizo una siembra de cada microorganismo 36 hrs
antes de la prueba, las cepas empleadas fueron, Salmonella
pphimurium, Staphylococcus aureus, y Pseudomona aurenginosa,
sembradas en agar soya tripticaseina en tubo. Al momento de
realizar la prueba los microorganismos se transfieren en tubos con
caldo lactosado haciendo una suspension de cada cepa. Se realizd
una dilucion de la mezcla sanitizante al 1%, de estd dilucién se
prepararon otras diluciones: 10', 10%, 10%, 10°, y 10°, para cada una
de las cepas, En el caso del fenol se realiza una solucion al 5%,
preparando de estd, las siguientes diluciones:

Salmonella typhimurium 1:90y 1: 100
Staphylococcus aureus  1:60y 1: 70
Bseudomona aeruginosa 1:30y 1: 90

e Para cada dilucién y por cada microorganismo se prepararon tres
tubos de ensayo con tapa rosca con 10 ml de caldo soya tripticaseina
_estéril.  Se toman 5 ml de una de las diluciones del sanitizante, se
- colocan en un tubo de ensayo estéril y se agregan 0.5 ml de la
suspensién del microorganismos, dgjando interactuar ambos en
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perfodos de 5, 10 y 15 min, tomando a cada tiempo una muestra de
0.05 ml; la cual se depositd-en un tubo de ensaye con caldo soya
tripticaseina, Este mismo procedimiento se realiz6 para cada una de
tas diluciones y para cada uno de los microorganismos. En el caso
del fenol, se hizo exactamente lo mismo se tomaron 5 ml del fenol,
se colocaron 0.5 ml del inicroorganismo y se dejo interactuar a los 5,
10 y 15 ml, tomando muestras a cada tiempo de 0.05 ml,
transfiriendolos a un tubo con caldo soya tripticaseina estéril; por
microorganismo y por dilucion del fenol. Los testigos positivos se
realizaron tomando 0.05 ml de la suspension del microorganismo y
se transfieren a un tubo con caldo soya tripticasefna estéril,
realizando un testigo positivo por microorganismo. Para los testigos
negativos se tomaron 0.05 m! del sanitizante, transfiriendolos a un
tubo con caldo soya tripticaseina estéril, se realiz6 un testigo
negativo por cada dilucién del sanitizante y por cada dilucion del
fenol. Al terminar la prueba se incubaron las muestras y los testigos
positivos y negativos, a 37°C, obteniendose resultados a las 36 hrs.
Las muestras se tomaron con jeringas estériles.

PRUEBA DE EFICACIA

e El otro método utilizado fue una simple prueba de eficacia, diferente
al método del coeficiente fendlico, en la cudl no se realizaron
diluciones de la mezcla sanitizante,  Se prepard agar soya
tripticasefna estéril, suficiente para el nimero de cajas petri estériles
a utilizar, Las cepas ( en las tablas de resultados se especifican los
diferentes microorganismos utilizados en la prueba para cada
formulacion) se sembraron 36 hrs antes de realizar la prueba en agar
soya tripticaseina en el caso de las bacterias, para los hongos en agar
papa dextrosa por la técnica de agar en tubo inclinado. De las cepas
se realizaron las correspondientes suspensiones en tubo de ensaye
con 10ml de caldo lactosado. Para transferir las muestras del hongo,
se prepararon tubos de ensaye tapa rosca con caldo lactosado. Se
tomaron 5 ml del sanitizante, se transfieren a un tubo estéril, donde
posteriormente se transfieren 0.5 m! de la suspension del
microorganismo, se toman muestras de 0.05m! a los 5, 10, y 15 min
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de exposicién, depositando cada muestra en una caja petri estéril
vertiendo enseguida agar soya tripticaseina estéril a 45°C, En el
caso del hongo las muestras se transfirieron en tubos con caldo
lactosado. Los testigos positivos se realizaron de la misma forma,
para las bacterias en caja petri vertiendo agar soya tripticaseina, para
los hongos el testigo positivo se realizo en caldo lactosado. Para el
" testigo negativo; se realiz6 uno en caja petri y otro en tubo con caldo
lactosado. Las muestras se incubaron a 37 °C durante 36 hrs, La
prueba se realizd por duplicado para obtener mejores resultados.

o
FORMULACION

COMPOSICION PRUEBA
* 70 % de dcido acético (1:10). » Cocficiente fenélico, resultados en la
D * 30 % de perdxido de hidrdgeno al | tabla X111 !
30 %. » Prucba de eficacia, resultados en la
tahla XIV
* 70 % de dcido acético (1:100). ~ Coeficiente fendlico, resultados ¢n la
E * 30 % de peréxido de hidrégeno al | tabla X111
30%
*0.2 % de peréxido de hidrdgeno, | - Coeficiente fenélico, resultados en la
F * 0.] % de dcido acético. tabla XV .
* 4% de peréxido de hidrdgeno. - Coeficiente fenélico, resultados en la
G * 2% de deido acédtico, tabla XV
* 66.66 % de perdxido de hidrégeno, { - Prueha de eficacin, resultados en la
8] * 10 % de dcido acético. tabla XXILXXIVXXV
® 66.66 % de perdxido de hidrégeno, {-Prucba de eficacia, resultados en la
m * 10 % de dcido acédtico. tabla XXV
* 3 % de azul de metilo
*6.6 % de peréxido de hidrdgeno. « Coeficlente fendlico, resultados en ln
J * | %de dcido acético, tabja XX, XX!
+Prucba de cficacla, resultados en {a
tabla XVI, XVILXXHI
#2.2% de perdxido de hidrogeno. « Prueba de eficacia, resultados en la
)i * 0,3% de Acido acélico tabla XVill
* 1.32 % de perdxido de hidrégeno.  {-Prucba de eficacia, resultados en fa
12 * 0.2 % de 4cido acético tabla XIX
* 0.66 % de perdxido de hidrégeno. | -Coeficiente fendlico, resuitados en la
K * 0.1 % de 4cido acético. tabla XX
* 6.6 %ade peréxido de hidrogeno. ~Prucba de eficacis, {0 resuitados se
M * 1% de 4cido acético muestran en ln tabla XXV1

* 0,3% de azuf de metilo

TABLA Vil, DIFERENTES FORMULACIONES, SUCOMPOSICION Y LOS ESTUDIOS DE EFICACIA REALIZADOS

PARA CADA UNA,
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PRUEBAS PREELIMINARES.

Estudio a travéz del tiempo.

o Se realizo una prueba a las formulaciones B,C,D y E en frascos de
vidrio color ambar abiertos y cerrados, a temperatura ambiente;
colocando 100 ml de cada mezcla en un frasco abierto y en otro
cerrado; con el fin de observa cambios en el transcurso del tiempo,
realizando el ensayo de densidad y un barrido en el
espectrofotometro de 190 a 250 nm. La prueba se realizd durante
tres dias. Los resultados se muestran en la tablas XX VIl y XX VIIL

FORMULACION B FORMULACION C
* 70% de cido acético (1:10) *60 % de dcido acético (1:10)
* 30 % de perdxido de hidrégeno al 3% . *40 % de perdxido de hidrégeno al 3%
FORMULACIOND FORMULACION E
* 70 % de dcido acético (1:10), *70 % de &cido acético (1:100)
* 30 % de peréxido de hidrégeno al 30% *30 % de perdxido de hidrogeno al 30%
ESTUDIOS DE CICLAJE

o A las formulaciones J y M se les realizé una prueba de ciclaje
durante diez dias colocando la mezcla en un frasco de vidrio color
ambar y un frasco de vidrio transparente por cada temperatura, 4°C,
37°C y 50°C, observando los cambios de apariencia. Los primeros
cinco dias, las mezclas sanitizantes se colocaron de la siguiente
forma dentro de las estufas: dos muestras a 4°C, dos muestras a 37°C
y dos a 50°C. Los siguientes ultimos cinco dias las mezclas se
cambiaron de temperatura: las que se encontraban en 50°C se
trasladaron a 4°C, Los resultados se muestran en la tabla XXIX.
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DETECCION DE RESIDUOS

» Tomando en cuenta las propiedades del 4cido acético y de los
métodos de anlisis, disponibles en la monografia correspondierite
(19), se decidid implementar el ensayo de identidad del dcido acético
para detectar residuos de! mismo. Se hicieron diluciones de acido
acético 1:10000, 1:1000, 1: 500, 1:250, 1:100 . 1:10. y I:1, En
tubos de ensayo se colocaron 1 ml de cada dilucién, agregando 5 m!
de una solucién reactive de cloruro férrico, realizando tambien un
blanco. Se observé el cambio de color y tonalidad a rojo de cada una
de las diluciones, hasta percibir una disminucién o pérdida de color.
De tal forma que se evaluara hasta que dilucién era posible detectar
la presencia de 4cido acético. Los resultados se muestran en-la tabla
XXX,

o Se realiz6 un metédo de cuantificacién del dcido acético por medio
de HPLC (22); se tomé un hisopo el cudl se froto en una superficie
(vidrio, madera, pintura, piel, concreto y tela) previamente sanitizada
con la formulacion final, posteriormente se colocé en un tubo de
ensaye con un | ml de agua durante 10 min. Finalmente la muestra
se inyectd en el cromatégrafo, Corriendo un estandar de acido
acético para comparar resultados.

Condiciones:

a) Sistema de elucidn: A: Agua/ Acetonitrilo 40/60 v/v 3 ml
b) Gradiente: 100% A en 10 min

c) Flujo: 1.5 ml/ min

d) Inyeccién: 20 ul

e) Detector: Electroquimico.

f) Columna: L.14, Gel de silice, (Nova-Pak)

Los resultados se muestran en la tabla XXX11
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CONTROLES A LA FORMULACION FINAL

FORMULACION M (DEFINITIVA)
* 6.6 % de perdxido de hidrogeno
* 1% de écido acético
*0.3 % de azul de metilo

o A la formulacion M se le realizaron diferentes ensayos, entre ellos la
prueba de acidez (19); en donde se agregaron a | mi de muestra
(sanitizante) 2.5 ml de fenoftaleina, realizando una titulacion
utilizando para ello Na OH al 0.IN previamente estandarizado.
Realizando la prueba por duplicado.

« Se evalué el pH, la densidad (19) (ensayo ya descrito con
anterioridad) y finalmente se realizé un barrido del sanitizante en un
rango de 190 a 250 nm.

Los resultados se muestran en la tabla xxxi.

DETERMINACION DEL EFECTO DEL SANITIZANTE EN DIFERENTES
SUPERFICIES,

« Las diferentes formulaciones se sometieron a la prueba de toxicidad
en diferentes tipos de superficie; piel, pintura, madera, acero
inoxidable, concreto y vidrio. Se agregé una pequefia cantidad del
sanitizante en un trozo de tela, el cual se froté en una de las
superficies, la cual se delimitd con cinta adhesiva, para observar los
cambios existentes en la superficie, ya sea que sean degenerativos o
no. Los resultados se muestran en la tabla xxxu.
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1. RES

E
PRUEBA

ULTADOS
TE

10N
LIMITE

EROXIDO DE HIDE

GEN

RESULTADOS

Descripcion

Liquido incoloro,
inodoro o con olor
parecido al ozono,
acido al papel
tornasol.

+

Ensayos de identidad

La capa acuosa toma
coloracién fugaz, la
capa etérea se colorea,
después de haberse
dejado reposar.

Densidad

Aprox. 1,01

1 =1.0656

Acidez

Cuando mas 2.5 ml
para neutralizar 25 mi
de muestra

1) Sml =0.2ml

- 2)5Sml=02ml

Residuo no volatil

Pesa cuando més 50
mg

+

Bario

No se produce
turbidez y precipitado
dentro de un lapso de

10 min.

+

Limite de
conservadores

FPesa cuando mas 50
mg

0.5 mg, 0.5 mg

Valoracion

Contiene en cada 100
mlentre 2.5y 3.5 gde
peréxido de
hidrégeno.

1 =3.59g/100 mi

Metales pesados

No mas de 5 ppm

# = Valor Promedio de tres determinaciones,

TABLA Vil RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DEL PEROXIDO DE HIDROGENO.
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S————
ST KPR

hoadsd > B b

PRUEBA

LIMITE

- Descripcién-

Liquido indoloro;
‘claro, de olor dcido,
fuerte y
caracteristico,

Acido férmico e
impurezas oxidables

No menos de 1 ml de
solucion 0.1 M de
tiosulfato de sodio

Ensayo de identidad

A. Color rojo cuando
se neutraliza

Residuo no volatil

No mas de 1 mg para
20 ml de muestra

- Sustancias
facilmente oxidables

La coloracion rosa
no cambia a café
rapidamente y el

liquido no se colorea

totalmente de café, ni
pierde el color rosa
en menos de 30 seg.

Densidad

1.045

1.0469

Valoracion

Cada ml de solucién
0.1 N de hidréxido
de sodio equivale a

60.05 mg

p=60.37 mg

Metales Pesados

1t = Valor Promedlo de tres determinaclones.

No mds de 10 ppm

TABLA IX. RESULTADOS DE CARACTERIZACION DEL ACIDO ACETICO
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COMPATIBILIDAD ENTRE LOS INGREDIENTES
PRIMARIOS (PEROXIDO DE HIDROGENO Y ACIDO
ACETICO) .

Ry

1.0005

0.9966

1.0154

1.0151
1.0124

1.0118

TABLA X. RESULTADOS DE DENSIDAD DE TRES FORMULACIONES TENTATIVAS.
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COMPATIBILIDAD DEL COLOR CON LA MEZCLA
SANITIZANTE

A is
g s aniabosi it

(-) PERMANECE EL COLOR  (#/-),(-/+), DESAPARECE GRADUALMENTE EL COLOR, (+)
DESPARECE COMPLETAMENTE EL COLOR,

TABLA X1, DIFERENTES COLORANTES E INDICADORES SOMETIDOS A UNA
PRUEBA DE PERMANENCIA DE COLOR, EN LA FORMULACION J.
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COMPATIBILIDAD DEL AROMA CON LA
MEZCLA SANITIZANTE

g, o S '_‘"MW R R T

PINA . R M ENENERE
TTOLIMON N - e s T F A v F [+ +
DURAZNO . P R R R B T R O B i
TTMANZANA. | - [F | F |+ [F [+ [ F [ F [+ [+ 7

E - F [ * I F I+ I+ + 1+ +T+

LIMA - - - - - *F [+ F+T+ [+
LIMA-LIMON | - [ [+ [+ T+ [+ [+ [+ [ ¥ |+ [+

PINA- T - - . S TR HTATFT FT+ T+

- DURAZNO
- DURAZNO- PR RSO SR RS VTN i iy R i I R
. MANZANA
LIMALIMON- [ - | A | -F ||| F [ F [+ [+ [+
CUPINA

{+) OLOR PICANTE SIN PERCEPCION DEL AROMA
"(-/+) COMIENZA A PRESENTARSE UN AROMA IRRITANTE
(-) SE PERCIBE EL AROMA AGRADABLE.

TABLA XII. RESULTADOS DE COMPATIBILIDAD DE AROMA CON LA
FORMULACION ).
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PRUEBA DE EFICACIA

COEFICIENTE FENOLICO

MICROORGANISMOS
Saimonella o:phimurim
Staphylococcus aurens
Ls¢udomong geruginosa

FORMULACION. D:70% de deido acética (1:10 y 303! de perdxido de hidrdgeno al 30 %
E: 70 % de dcido acético (1:100) y 30 % de perdxido de hidrogeno al 30% .

(- )NOEXISTE CRECIMIENTO ( +) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XIlI. RESULTADOS DE EFICACIA DE DOS MEZCLAS SANITIZANTES POR
MEDIO DEL METODQ DEL COEFICIENTE FENOLICO.
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PRUEBA DE EFICACIA

MICROORGANISMOS:

dapergilius niger
Escherichia coli

FORMULACION: D: 70 % de deido acdtico (1:10) y 30 % de perdxido de hidrdgeno al 30 %.

(- ) NO EXISTE CRECIMIENTO
Rl = REPETICION I
R2 = REPETICION 2

(+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XIV. RESULTADOS DE EFICACIA DE LA FORMULACION D.
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PRUEBA DE EFICACIA

COEFICIENTE FENOLICO

MICROORGANISMOS
Salmonella ophimurium
Staphylococeus aureu
Lseudomona gerugitosg

FORMULACION: F: 0.2 % de perdxido de hidrdgeno y 0.1 % de deido acético
G: 4% de perdxido de hidrdgeno y 2 % de deido ucético.

(-)NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XV. EFICACIA DE LAS FORMULACIONES F Y G POR MEDIO DEL METODO
DEL COEFICIENTE FENOLICO.
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PRUEBA DE EFICACIA

FORMULACION J: 2D 6.6% de perdxido de hidrdgeno y 1% de deldo acético
SANITIZANTE COMERCIAL: SANITAIZER ( ACTIVO: cloruro de benzaleonio)

(- ) NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XVl RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA ENTRE UN SANITIZANTE
COMERCIAL (S2) Y LA FORMULACION J (S1),
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PRUEBA DE EFICACIA

SANITIZANTE: 2D: 6.6% de perdxido de hidrdgeno y 1% de deldo acético

(- )NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XVII. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE LA FORMULACION J,
REALIZANDO REPRODUCIBIL!DAD DEL METODO,
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PRUEBA DE EFICACIA

FORMULACION: 31 2.2 % de perdxido de hidrdgenay 0.3 % de deido acético.

) 5 - ' -

10 . - -

15 - -
(~)NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XVIII, RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE LA FORMULACION J1.
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PRUEBA DE EFICACIA

FORMULACION: 32: 1.32 % de perdxido de hidrdgeno y 0.2 % de deldo acético,

(- )NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XIX. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE LA FORMULACION J2..
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PRUEBA DE EFICACIA

COEFICIENTE FENOLICO

MICROORGANISMOS
Salmonella (vphisuriym
Staphylococeus aureus
Lieudomona agruginosa

FORMULACION: 3: 6.6% de perdxido de hidrdgeno y | % de dcido acético.
K: 0.66 % de perdxido de hidrdgeno y 0.1% de dcido acético.

( -.) NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XX. RESULTADOS DE EFICACIA DE DOS FORMULACIONES POR EL METODO
DEL COEFICIENTE FENOLICO.
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PRUEBA DE EFICACIA

- COEFICIENTE FENOLICO

MICROORGANISMO:
Bacillus subtilis

FORMULACION : 3: 6.6% de perdxido de hidrégeno y | % de deido acético.

(- ) NO EXISTE CRECIMIENTO ( +) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XXI. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE TRES DILUCIONES DE
UNA FORMULACION, POR EL METODO DEL COEFICIENTE FENOLICO.
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PRUEBA DE EFICACIA

MICROORGANISMO:
Bacillus subtilis

FORMULACION: H: 66.66% de perdxido de hidrégenoy 10 % de dcido acdiico. V

(- )NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XXII. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE DOS DILUCIONES DE
LA FORMULACION H.
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PRUEBA DE EFICACIA

MICROORGANISMO:
Bacillus sublilis

" Escherichia coli
Salmonclla Giphimurium

FORMULACION: 3: 6.66% de perdxido de hidrdgeno y | % de dcido acético.

(- ) NO EXISTE CRECIMIENTO ( +) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XXIli, RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE DOS DILUCIONES DE
LA FORMULACION J.,
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PRUEBA DE EFICACIA

MICROORGANISMOS
Salmonella (ephinurin
Staphylococcus aurens

FORMULACION: W: 66.66% de perdxido de hidrdgeno y 10 % de deido acético.

(- ) NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XXIV. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE DOS DILUCIONES DE
LA FORMULACION H.
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PRUEBA DE EFICACIA

MICROQRGANISMOS
Salmonella typhimuriun
Staphylococcus aureus
Eseudomona geruginosa

FORMULACION: R: 66.66% de perdxido de hidrgeno y 10 % de deldo acético.
HL: 3 % de azul de metilo, 66.66% de perdxido de hidrogeno y 10 % de deido acético.

(- ) NO EXISTE CRECIMIENTO (+) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XXV. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE DOS DILUCIONES (1:10
* CON AZUL DE METILO Y 1:10 SIN AZUL DE METILO ).
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PRUEBA DE EFICACIA

MICROORGANISMOS:
Salmonella tvphimuriym

Staphvlococcus ayreys
Eseudomong geruginosq

FORMULACION M: 6.6 % pe PEROXIDO DE HIDROGENO, | % DE ACIDO ACETICO Y0.3 % DE 4201,
DEMETILO.

(-)NO EXISTE CRECIMIENTO (+ ) EXISTE CRECIMIENTO

TABLA XXVI. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE EFICACIA DE LA FORMULACION M
(DEFINITIVA).
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ESTUDIO A TRAVEZ DEL TIEMPO

1.0071
1.0071

1.0134

1.0116
1.0068
1.0073

1.0135
1.0140
1.0070
1,0071

TABLA XXVII, RESULTADOS DE DENSIDAD AL SOMETER DOS FORMULACIONES A
UN ESTUDIO A TRAVEZ DEL TIEMPO EN FRASCOS DE VIDRIO COLOR AMBAR (a)
ABIERTOS Y (c) CERRADOS, A TEMPERATURA AMBIENTE.
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ESTUDIO A TRAVEZ DEL TIEMPO

waL

" D | 10048
E 10050

1.0048

1.0039
1.0052

1.0061
1.0043
1.0059
1.0047

TABLA XXVIII. RESULTADOS DE DENSIDAD AL SOMETER DOS FORMULACIONES A
UN ESTUDIO A TRAVEZ DEL TIEMPO EN FRASCOS (a) ABIERTOS Y (c) CERRADOS, A
TEMPERATURA AMBIENTE.
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ESTUDIO DE CICLAJE DEL
SANITIZANTE

Se evalu6 solo la apariencia.

DIAS |  TEMPERATURA (°C
| 4 1 3 1 S0

A B C
C B A*

* PRESENCIA DE UN PRECIPITADO.

TABLA  XXIX. RESULTADOS DE APARIENCIA DEL ESTUDIO DE CICLAJE
REALIZADO AL SANITIZANTE ( 6.6% DE PEROXIDO DE HIDROGENO, 1% DE ACIDO
ACETICO Y 0.3% DE AZUL DE METILO.
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ESTA TESIS KD WERE
SAUR BE LA BABLIOTECA

DETECCION DE RESIDUOS

(+) COLOR ROIO, (+/-) ENTRE ROJO Y NARANJA, (-) SIN CAMBIO

TABLA XXX. RESULTADOS DE LA DETECCION DEL ACIDO ACETICO EN
DIFERENTES DILUCIONES.
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CONTROLES FINALES A LA FORMULACION FINAL DEL
SANITIZANTE

TABLA XXXI. RESULTADOS DE LOS CONTROLES REALIZADOS A LA
FORMULACION DEL SANITIZANTE,
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PRUEBA CON DIFERENTES TIPOS DE SUPERFICIES
. Y LA EVALUACION DE RESIDUOS DEL ACIDO ACETICO POR
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (C.L.A.R)

L PIEL [ PINTURA § MADERA J§ CONCRETO § VIDRIO |

H: 66.66% de peréxido de hidrigeno, 10% de dcido acético.
J: 6.6% de peroxido de hidrdgeno, 1% de dcido acético,
M: 6.6% de peroxido de hidrogeno, 1% de dcido acético.y 0.3% de azul de metilo.

) ISO EXISTE DETERIORO DE LA SUPERFICIE Y NO EXISTEN RESIDUQS DE ACIDO
ACETICO
(+) PRESENTA DETERIORO DE LA SUPERFICIE Y PRESENCIA DE ACIDO ACETICO

TABLA XXXII. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE DEGRADACION DE DIFERENTES
TIPOS DE SUPERFICIES Y PRESENCIA DE ACIDO ACETICO CON FORMULACIONES
TENTATIVAS.




TABLA  XXXIIl. DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PEROXIDO DE HIDROGENO EN
SOLUCION CON SUS RESPECTIVOS RESULTADOS DE EFICACIA.
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n = Tamaiio de muestra X.j = Sumas X.j= Medias N =33 X.=160 X.=4.84
TABLA XXXIV. CALCULOS ESTADISTICOS: 0 = (-) NO EXISTE CRECIMIENTO, 10 = (+) EXISTE
CRECIMIENTO ’

H% p; = Yy : No existe efecto de la concentracion en la eficacia del
sanitizante,

H* : y; / py: Existe efecto de la concentracion en la eficacia del
sanitizante, B :

G.L S.C. C.M FCALC. FTEOR!CA

TI-1=10 | 7575738 | 75.7575 |75.7158.03 =] Fopmom=
' 23 2.30

33-11=22 66,66 3.03
33-1=32 824.24 -
TABLA XXXV, RESULTADOS ESTADISTICOS
FeaLcurapa, ©s mayor que F ypparica por lo que se rechaza H° y se
acepta H"; la concentracion del sanitizante afecta la eficacia del mismo
atraves del tiempo.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

COMPATIBILIDAD ENTRE LoS lNGREDIENTES PRIMARIOS Y LoS
COMPONENTES DEL SANITIZANTE.

o De acuerdo a la tabla X, se muestran los resultados de densidad de
tres diferentes mezclas (de peréxido de hidrégeno y dcido acético), lo
que demuestra la afinidad quimica entre los componentes en
solucién, esto se percibe en la ligera variacién de los resultados. En
el caso de los espectros de absorcién U.V.- visible no existieron
cambios en el desplazamiento de la curva. Fisicamente, no se
presentaron reacciones violentas, ni exotérmicas y no se presentaron
cambios visuales.

¢ En el caso de los resultados obtenidos en la tabla XI el indicador azul
de metilo no presenté cambios en la coloracién, sin embargo los
otros indicadores y colorantes fueron desapareciendo conforme
transcurria el tiempo; lo cual indica la oxidacién de los mismos
producida por los componentes primarios del sanitizante. Por ello se
selecciono el azul de metilo como colorante del sanitizante debido a
que no se vio afectado por la accién oxidante de los componentes.

e En la tabla XII, se muestran los resultados de la compatibilidad de
diferentes aromas con el sanitizante, percibiendo la poca estabilidad
de estos con los componentes del sanitizante, ocasionada por su
accion oxidante, Como la formulacién propuesta no despide olores
picantes, ni molestos, se decidié no continuar con la busqueda de un
aroma.
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SELECCION DEL PORCENTAJE OpTiIMO DE LOS AcCTIVOS Y
COMPONENTES DEL SANITIZANTE.

¢ Tomando en cuenta los resultados de compatibilidad, tabla X, XI, y
XII, que muestran al peréxido de hidrégeno, el acido acético y el
azil de metileno como componentes del sanitizante debido a sus
caracteristicas quimicas y fisicas, y a los resultados de eficacia, tablas
XXHLXXVE yXXXIII donde se observa que la mezcla con el
porcentaje de 6.6 % de perdxido de hidrogeno, 1.0 % de acido
acético y 0.3 % de azil de metilo es eficaz como agente bactericida
la cual puede diluirse a 1:3 y 1:5 como se muestra en la tabla XXIH
obteniendo la misma eficacia en corto tiempo.

ESTUDIOS DE EFICACIA

¢ De acuerdo a la tabla XXXIII, se observan variaciones de la eficacia
del sanitizante conforme disminuye la concentracién (lo que se
confirma en la tabla XXXIV) de los componentes, sin embargo
ilustra también la concentracion en la que el sanitizante es un eficaz
bactericida la cual es la que corresponde al 6.6 % de perdxido de
hidrogeno. En la tabla XXV, se observa que las formulaciones H y
H1 son eficaces en diluciones 1:10 ( 6.6 % de perdxido de
hidrégeno, 1.0 % de dcido acético y 0.3% de azul de metilo).

ESTUDIO A TRAVEZ DEL TIEMPO

e Como se observa en las tablas XXVII y XXVIII, en las
formulaciones B,C,D y E no se presenta variacion en los resultados
de densidad en el transcurso del tiempo, tampoco se ve efecto por
encontrarse en recipientes de vidrio, color ambar abiertos y cerrados;

lo que indica estabilidad entre los componentes de la mezcla
sanitizante.
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ESTUDIOS DE CICLAJE

¢ En el caso de las formulaciones J y M; tabla XXIX, no se percibe
ningiin cambio dréstico en la apariencia de las formulaciones a los
cambios de temperatura, solo se presento una ligera precipitacion al
elevar la temperatura. :

" DETECCION DE RESIDUOS

o De acuerdo a la tabla XXX, se observa que el ensayo de identidad del
dcido acético basado en una reaccion colorimétrica de éste con el
cloruro férrico, no proporciona una respuesta a concentraciones por
debajo de 1000 p.p.m., por lo que no puede utilizarse como un
método para la deteccion de residuos en un area aséptica.

e En la tabla XXXII se observan los resultados de la deteccion de
acido acético por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR, siglas en ingles: HPLC), en diferentes superficies aportando
respuestas negativas al comparar el cromatdgrafo del 4cido acético
con la muestra tomada de la superficie sanitizada. Esto demuestra
que el sanitizante es biodegradable al no dejar residuos de acido
acético en las superficies sanitizadas.

DETERMINACION DEL EFECTO DEL SANITIZANTE EN DIFERENTES
SUPERFICIES.

o Al poner en contacto diferentes formulaciones del sanitizante con
algunas superficies no se observa ningun efecto fisico (tabla XXXII)
lo que presenta a la formulacion J (formulacién final), como la més
adecuada para ser utilizada como sanitizante.
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye lo
siguiente:

A) En las pruebas de preformulacién para el peréxido de
hidrégeno y el dcido acético se obtuvieron las condiciones fisicas,
quimicas y de eficacia adecuadas. Siendo esta ultima la que
determiné como agentes germicidas al peréxido de hidrégeno y al
acido acético.

B) En base a los resultados obtenidos en la etapa de
preformulacién, se establecié el porcentaje 6ptimo de los
componentes del sanitizante, obteniendose una formulacion final.

C) Al evaluar la formulacién final con uno de los productos lideres
en el mercado, se obtuvieron resultados satisfactorios. Con esto se
demuestra que el sanitizante obtenido puede competir con
cualquier otro sanitizante ya que tiene la misma eficacia
bactericida. Es un sanitizante de amplio espectro.

D) En los estudios de ciclaje, a diferentes temperaturas y en
condiciones de almacenamiento, se observaron cambios fisicos
que la formulacién pudiera presentar. Los resultados mostraron
que la formulacion es fisicamente estable.

Se desarrollé una formulacién estable fisicamente y

econémica en relacion a los ingredientes, los cuales por sus
propiedades fisicoquimicas tienen la caracteristica de ser
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biodegradables, confiriéndole esta propiedad a la formulacién
obtenida del sanitizante. ‘

De acuerdo a las pruebas realizadas con respecto a la
deteccién de residuos del sanitizante y en base a los resultados
obtenidos se concluye que existe una alta probabilidad de que el
producto obtenido sea biodegradable.



10. COMENTARIOS Y/0 SUGERENCIAS

Se propone realizar mds - estudios sobre la capacidad
biodegradable del sanitizante obtenido.

Validar el método analitico de deteccién del 4cido acético por
CLAR.

Realizar estudios de estabilidad acelerada de la formulacion
propuesta, .

Continuar con un escalamiento a nivel piloto del sanitizante.
Proponer nuevas formulaciones, ya sea de los mismos

componentes propuestos o de otros que pudieran funcionar como
agentes bactericidas.
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