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1. Resumen 

En este estudio se realizó la verificación de la efectividad del Hipoclorito de Sodio, 

glutaraldehído, glutaraldehído + formaldehido y alcohol en ambientes de procesamiento del 

laboratorio de farmacología vegetal LABFARVE. Para esto se siguieron las 

recomendaciones de la USP <1072>, 2023 y USP <1227>, 2023 y el método AOAC, 

evaluando los desinfectantes con cepas nativas de la planta de producción y cepas ATCC de 

Ps. aeruginosa, E. coli, S. aureus, Bacillus spizizenii, C. albicans, As. brasiliensis. Para la 

obtención de las cepas nativas se tomaron muestras de los ambientes de las plantas de 

fitoterapéuticos, cosméticos y fórmulas magistrales por medio del método de sedimentación 

en placa donde se aislaron y posteriormente se identificaron en un laboratorio externo. Los 

microorganismos nativos aislados correspondieron a Bacillus subtilis y Penicillium 

marneffei; estas cepas nativas evidenciaron mayor resistencia frente a los tratamientos de 

desinfectantes ensayados, resaltando que para Hipoclorito de Sodio al 1%, Glutaraldehído 

al 2%, glutaraldehido + formaldehido al 2% y etanol al 96%, se requirió de mayor tiempo 

para su eliminación en comparación con las cepas ATCC. Los resultados de este estudio 

destacan la necesidad de personalizar los protocolos de desinfección según las 

características de las cepas nativas presentes en los ambientes de procesamiento industrial. 

Palabras clave: Contaminación ambiental, Desinfectantes, Bacillus subtilis, Penicillium 

marneffei 
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Abstract 

In this study, the effectiveness of Sodium Hypochlorite, glutaraldehyde, glutaraldehyde + 

formaldehyde and alcohol was verified in processing environments of the LABFARVE 

plant pharmacology laboratory. For this, the recommendations of USP <1072>, 2023 and 

USP <1227>, 2023 and the AOAC method were followed, evaluating the disinfectants with 

native strains from the production plant and ATCC strains of Ps. aeruginosa, E. coli, S. 

aureus, Bacillus spizizenii, C. albicans, As. brasiliensis. To obtain the native strains, 

samples were taken from the environments of the phytotherapeutic, cosmetic and master 

formula plants by means of the plate sedimentation method, where they were isolated and 

subsequently identified in an external laboratory. The isolated native microorganisms 

corresponded to Bacillus subtilis and Penicillium marneffei; these native strains showed 

greater resistance to the disinfectant treatments tested, highlighting that for 1% Sodium 

Hypochlorite, 2% Glutaraldehyde, 2% Glutaraldehyde + Formaldehyde and 96% Ethanol, a 

longer time was required for their elimination compared to the ATCC strains. The results of 

this study highlight the need to customize disinfection protocols according to the 

characteristics of the native strains present in industrial processing environments. 

Keywords: Environmental contamination, Disinfectants, Bacillus subtilis, Penicillium 

marneffei
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2. Introducción 

Las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) constituyen un conjunto integral de 

estándares y pautas diseñadas para garantizar la producción de productos de alta calidad y 

una trazabilidad efectiva durante todo el proceso de fabricación. Estas pautas son 

fundamentales para garantizar que los procedimientos de fabricación se realicen de manera 

consistente y controlada, minimizando así el riesgo de contaminación, errores de 

producción y otros factores que pueden afectar la calidad final del producto.  

Dentro de las BPM, los desinfectantes son componentes fundamentales en la prevención de 

la contaminación microbiológica en áreas de producción. La selección y el uso adecuado de 

los sanitizantes son aspectos fundamentales para garantizar la eficacia en la eliminación de 

microorganismos patógenos que puedan comprometer la calidad y seguridad de los 

productos manufacturados (USP <1072>, 2023).  

Para asegurar que los desinfectantes funcionen de manera adecuada se debe realizar 

una verificación de estos a diferentes concentraciones y tiempos para determinar la 

efectividad en la destrucción de los microorganismos. La eficacia de estos desinfectantes es 

esencial para mantener los entornos de producción libres de microorganismos para reducir 

los posibles riesgos de contagio y salvaguardar la salud de las personas, además de proteger 

los entornos y los productos finales.  
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3. Justificación 

En los últimos años, se ha venido presentando una tendencia creciente que ha 

ganado la atención y la confianza por parte de los consumidores de medicamentos o 

productos asociados al cuidado de la salud basados en ingredientes de origen natural. Por 

esto, los productos fitoterapéuticos se han convertido en una de las alternativas más 

utilizadas en para la prevención, alivio, diagnóstico, tratamiento, curación o rehabilitación 

de la enfermedad, en los diferentes ámbitos de prestación de servicios de salud (Ministerio 

de Salud y Protección Social, 2021). 

LABFARVE, está comprometido con la producción de fitoterapéuticos no estériles, 

cosméticos y fórmulas magistrales, basados principalmente en materias primas de origen 

natural. Este proceso puede implicar mayor riesgo de contaminación microbiana en las 

instalaciones productivas y en los productos como tal. Por ello, para garantizar que los 

productos terminados cumplan con las especificaciones microbiológicas respectivas se debe 

implementar, entre otras cosas, el protocolo de validación y verificación de los 

desinfectantes empleados en la sanitización, evitando así la contaminación cruzada con 

superficies, equipos o ambientes de procesamiento.  

Las implicaciones de un inadecuado proceso de limpieza y desinfección en la 

industria farmacéutica afectan la salud de los consumidores ya que puede favorecer el 

crecimiento de microorganismos patógenos (Colcha, 2016); además, la no planificación de 

un programa de rotación de desinfectantes puede generar resistencia en los 

microorganismos incluyendo patógenos como Klebsiella spp., Escherichia coli, 

Staphylococcus y Salmonella spp. (Chacón y Rojas, 2020). La verificación de la acción de 

los desinfectantes garantiza entornos seguros en la producción de sus productos y el 

cumplimiento de los requisitos normativos que rigen la industria farmacéutica. 
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La Farmacopea de los Estados Unidos USP (<1072>, 2023) estipula la evaluación 

de la eficacia de los desinfectantes con bacterias Gram positivas, Gram negativas, 

levaduras, mohos, junto con cepas silvestres. Este enfoque garantiza que los desinfectantes 

utilizados sean capaces de eliminar una amplia gama de microorganismos y determinar si 

cumple con los requisitos y estándares preestablecidos.   

De acuerdo con lo anteriormente mencionado se evidencia la importancia de 

verificar la actividad antimicrobiana de los desinfectantes empleados en Labfarve en las 

áreas de procesamiento de fitoterapéuticos, cosméticos y fórmulas magistrales con la 

finalidad de contribuir a proporcionar productos de calidad y seguros para los 

consumidores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 

4. Objetivos 

4.1 General  

Verificar la eficacia de los desinfectantes empleados en los ambientes de 

procesamiento de fitoterapéuticos, cosméticos y fórmulas magistrales del laboratorio de 

farmacología vegetal-LABFARVE. 

 4.2 Objetivos específicos  

Establecer la microbiota nativa predominante de los ambientes de procesamiento de 

fitoterapéuticos, cosméticos y fórmulas magistrales, mediante la técnica sedimentación en 

placa.  

Verificar la recuperación preliminar de los microorganismos a evaluar, cepas de 

referencia y nativas, en presencia de desinfectantes y neutralizantes del ensayo, bajo un 

ambiente controlado de laboratorio de acuerdo con la USP 1227 del 2023. 

Determinar la concentración y el tiempo de contacto más efectivo de cada 

desinfectante comparando cepas de referencia ATCC con cepas nativas, mediante el 

método de pruebas de dilución en tubo de acuerdo con la AOAC 955.15  
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5. Antecedentes  

Con el fin de dar un panorama general, a continuación, se presentan dos estudios 

internacionales, uno nacional y uno al interior de la empresa LABFARVE.  

A nivel internacional, Martínez (2019), evaluó la actividad biocida de seis 

desinfectantes utilizados; los resultados revelaron que el tiempo de contacto, el tipo de 

microorganismo y la eficiencia germicida fueron factores clave para determinar la 

efectividad de los desinfectantes. Ademas, el glutaraldehído y el vortexx tenían el espectro 

de acción más amplio y una mayor eficiencia, mientras que Saniclean y Saniquat fueron 

menos efectivos frente a Bacillus sp. El estudio concluyó que se debe implementar la 

rotación de desinfectantes, para mantener la inocuidad de las áreas productivas, asegurando 

su efectividad en la eliminación de microorganismos.  

En complemento a lo expuesto anteriormente, otro antecedente internacional, 

Cardoza (2021),  analiza la efectividad del ácido peracético como desinfectante in situ en 

equipos y superficies en áreas estériles utilizadas para empaquetar productos farmacéuticos, 

utilizando diferentes concentraciones de 0,6%, 1,2% y 1,8%. La actividad antimicrobiana 

se midió utilizando el método de hisopo y tiempos de contacto con placa de contacto de 5, 

10 y 15 minutos. Los resultados mostraron que el ácido peracético al 0,6% mostró 

crecimiento bacteriano y fúngico en todo momento y una concentración del 1,2% eficaz a 

los 10 y 15 minutos. Elimina bacterias y hongos, pero no a los 5 minutos, mientras que la 

concentración del 1,8% eliminó consistentemente los microorganismos y redujo los 

microorganismos en superficies y equipos en un 99,999%. Se concluyó que el ácido 

peracético al 1,2% de concentración y tiempos de contacto de 10 y 15 minutos fue efectivo 
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como desinfectante, y el ácido peracético al 1,8% en cualquier momento fue efectivo como 

desinfectante. 

A nivel nacional, Bedoya & Corredor (2013), realizaron la validación de la acción 

de diferentes  desinfectantes (New Fagetriald, New Desinfloor, Hipoclorito de Sodio y 

Tego 51) con el fin de  garantizar su eficacia en la eliminación o reducción de la carga 

microbiana presentes en un laboratorio de control de calidad de aguas; los resultados 

revelaron que los desinfectantes New Fagetriald y New Desinfloor, a la concentración del 

0.50% , inhibieron el crecimiento de Escherichia coli, Pseudomonas spp., Staphylococus 

aureus, Penicillum spp. y Aspergillus flavus con un porcentaje de inhibición igual o mayor 

al 90%. El hipoclorito de sodio al 6,25%, mostró una eficacia similar frente a todos los 

microorganismos. Por tanto, estos resultados indicaron que el hipoclorito de sodio fue el 

desinfectante más eficaz entre los evaluados en el estudio para combatir y reducir la carga 

microbiana en las áreas y superficies analizadas del laboratorio.  

En LABFARVE, Ardila (2016), realizó una validación del proceso de limpieza y 

desinfección de diferentes superficies de los equipos de la planta de fitoterapéuticos del 

laboratorio LABFARVE, que incluyó pruebas para determinar la actividad antimicrobiana 

de los detergentes y desinfectantes, mediante métodos como el coeficiente fenólico y la 

técnica de difusión en agar (Técnica Kirby-Bauer). Los resultados demostraron que los 

métodos de limpieza y desinfección aplicados fueron efectivos en la mayoría de los casos; 

sin embargo, se observó un crecimiento persistente de la cepa nativa Bacillus subtilis en 

algunos equipos, lo que sugirió la necesidad de rotar desinfectantes para evitar la resistencia 

microbiana.  
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6. Marco teórico  

6.1 Definiciones 

6.1.1 Limpieza  

Proceso mecánico que se encarga de eliminar los restos de residuos presentes en las 

superficies y equipos de procesamiento que podrían inactivar la efectividad de los 

desinfectantes o proporcionar un ambiente propicio para el crecimiento de 

microorganismos (USP <1072>, 2023).  

Según una definición de la Organización Mundial de la Salud (OMS, 2022), la 

limpieza es una actividad que elimina los materiales orgánicos e inorgánicos o la suciedad 

que se encuentra en las superficies de los equipos con el objetivo principal de impedir que 

se den las condiciones que harían posible el crecimiento de microorganismos. 

6.1.2 Antisépticos 

Agente capaz de inhibir o eliminar microorganismos en superficies vivas, como la 

piel, la cavidad bucal o heridas abiertas (USP <1072>, 2023). Por tanto, se utilizan para 

prevenir o reducir la proliferación de microorganismos en tejidos vivos ayudando a reducir 

la carga microbiana en áreas vulnerables del cuerpo. 

6.1.3 Desinfección  

Es la destrucción de microorganismos (excepto esporas) de una superficie por 

medio de agentes químicos o físicos, destaca (Ministerio de la Proteccion Social, 2020).   

De acuerdo con la Organización Panamericana de la Salud (2008), la elección de 

estos productos se fundamenta en su capacidad para actuar a diferentes niveles. Se 

clasifican en tres categorías: 
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‘‘La desinfección de alto nivel (DAN) se realiza mediante el uso de productos 

químicos líquidos o sólidos capaces de eliminar todo tipo de microorganismos. 

Ejemplos de sustancias utilizadas incluyen glutaraldehído, ácido peracético, dióxido 

de cloro, peróxido de hidrógeno, formaldehído y similares. 

La desinfección intermedia (DNI) se realiza mediante agentes químicos que 

eliminan formas vegetativas de bacterias y algunas esporas bacterianas. Este grupo 

incluye sustancias como el fenol, el hipoclorito de sodio, la cetrimida y el cloruro de 

benzalconio. 

La desinfección de bajo nivel (DBN) se logra mediante el uso de químicos capaces 

de eliminar formas vegetativas bacterianas, hongos y algunos virus en un corto 

período de tiempo (generalmente menos de 10 minutos). Un ejemplo de estos son 

los compuestos de amonio cuaternario’’ 

6.1.4 Desinfectantes 

Es toda aquella sustancia química o física cuando se aplica a una superficie tiene la 

capacidad de deshacer y destruir los microorganismos nocivos (USP <1072>, 2023).  Es 

por esto que los desinfectantes ayudan a controlar la proliferación de microorganismos en 

entornos industriales, lo cual es fundamental para prevenir la contaminación de productos, 

equipos y superficies.  

6.1.5 Agente esporicida 

Agente que destruye esporas fúngicas y bacterianas cuando se usa en una 

concentración suficiente durante un tiempo de contacto específico. Se espera que destruya 

todo microorganismo vegetativo (USP <1072>, 2023).   
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La figura 1 evidencia la clasificación general de antisépticos, desinfectantes y 

agentes esporicidas:  

Figura  1 

Clasificación General de Antisépticos, Desinfectantes y Agentes Esporicidas 

Fuente: (USP <1072>, 2023). 
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Es importante destacar que la eficacia de cada uno de estos agentes depende de sus 

entidades químicas y acciones específicas puesto que tienen diferente poder de eliminación 

de microorganismos, y se debe seleccionar el desinfectante adecuado en función de la 

aplicación específica.  

6.2 Principales agentes de desinfección utilizados de manera rutinaria en el 

Laboratorio Farmacológico Vegetal - Labfarve: 

 6.2.1 Glutaraldehído al 2% 

Su entidad química es la familia de los aldehídos. Afecta las lipoproteínas presentes 

en la membrana celular y el citoplasma de las bacterias en su fase vegetativa, alterando el 

sistema enzimático y ocasiona daños en la membrana bacteriana, lo que resulta en la 

liberación de compuestos intracelulares (Bustos y Gavelli, 2023). Por lo tanto, el 

glutaraldehído, ejerce un efecto letal directo dentro de las células y son muy eficaces frente 

a bacterias, virus y hongos (Maeso, 2018).  

Este desinfectante se aplica por inmersión cada 15 días a los equipos por separado y 

se retira con agua. La persona responsable de aplicar el glutaraldehído al 2% debe tener 

overol, máscara para gases y vapores, guantes y gorro (LABFARVE, 2021). 

6.2.2 Glutaraldehido + Formaldehido al 2% 

Su entidad química es la familia de los aldehídos; la actividad del formaldehido y 

del glutaraldehído se debe a la alquilación de grupos sulfhidrilo y otros grupos que causan 

alteraciones en proteínas microbianas (Fraise, 1999).   

 ‘‘Se aplica por aspersión una vez al mes, (los cinco últimos días del mes en curso 

y/o los primeros cinco días del próximo mes), para ello las áreas deben estar 
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completamente despejadas y limpias. Durante la aplicación del desinfectante no se 

pueden realizar ninguna fabricación de productos ni controles. Una vez aplicado, se 

debe dejar actuar durante un lapso de 30 minutos y se lava con abundante agua 

potable.’’ ( LABFARVE, 2021). 

6.2.3 Hipoclorito de sodio al 0,5% 

Su entidad química es el cloro e hipoclorito. El mecanismo de acción del hipoclorito se 

enfoca en atacar los ácidos nucleicos de los microorganismos (USP <1072>, 2023).  Por 

tanto, al interferir con los ácidos nucleicos, se evidencia que puede provocar daños en el 

material genético de los microorganismos, lo que afecta su capacidad para replicarse y 

sobrevivir.  

‘‘Se aplica cada vez que se realice la limpieza de las áreas de la planta de 

producción de productos fitoterapéuticos, cosméticos y control de calidad. Luego de 

ser aplicado, se deja actuar por 10 minutos y se retira con agua potable’’  (LABFARVE, 

2021).) 

6.2.4 Alcohol Etílico al 70% 

Su entidad química es la familia de los alcoholes. Los alcoholes son desinfectantes 

de nivel intermedio. El mecanismo principal de acción de los alcoholes es a nivel de la 

permeabilidad de la membrana, causando la destrucción de la célula microbiana (USP 

<1072>, 2023).  Por consiguiente, se deduce que los alcoholes pueden desorganizar las 

estructuras lipídicas y proteicas, alterando la integridad de la membrana.  

‘‘El etanol se emplea como desinfectante en equipos, materiales y utensilios. La 

concentración en la cual se prepara es al 70% y se aplica por aspersión luego de 
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haber realizado la limpieza de los equipos, durante 15 días consecutivos y no se 

retira’’ (LABFARVE, 2021). 

El uso regular de etanol ayuda a controlar y reducir la contaminación microbiana en 

superficies y equipos. Esto es particularmente importante en entornos de producción y 

fabricación donde la contaminación puede afectar la calidad del producto. 

6.2.5 Rotación de agentes desinfectantes  

La rotación de desinfectantes consiste en usar un tipo de compuesto por un tiempo 

determinado y luego de este, cambiar el principio activo y usarlo por otro tiempo (Jiménez, 

2021); con esta práctica se busca evitar que las cepas de microorganismos desarrollen 

resistencia a un desinfectante específico. 

6.2.6 Resistencia microbiana a los desinfectantes 

A lo largo de generaciones, las adaptaciones genéticas se han ido acumulando y van 

dando lugar a subpoblaciones de bacterias que tienen la capacidad para sobrevivir a 

diferentes presiones selectivas, incluida la presencia de desinfectantes (Noel, 2023). 

En todo caso, la probabilidad de que los microorganismos desarrollen resistencia a 

los desinfectantes es baja debido a su mayor capacidad microbicida y porque los 

desinfectantes se usan en concentraciones más altas, de tal manera que la presión selectiva 

para el desarrollo de resistencia es baja; además, es clave realizar pruebas de 

susceptibilidad a desinfectantes en los programas de control ambiental para evaluar la 

resistencia en especies nativas (USP <1072>, 2023). 

En la figura 2 se presentan ejemplos de algunos microorganismos de importancia 

clínica que han adquirido resistencia a los desinfectantes químicos.  
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Figura 2  

Resistencia de Algunos Microorganismos Clínicamente Importantes a los Desinfectantes 

Químicos. 

 

Fuente: (USP <1072>, 2023)  

6.2.7 Validación  

Es un proceso que “proporciona evidencia documentadas que garantizan de manera 

robusta que un proceso en particular generará de forma constante un producto que cumple 

con todas sus especificaciones y características de calidad” (INVIMA, 2019).  
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6.2.8 Verificación 

La verificación “es una validación secundaria que se utiliza para demostración 

experimental que un método establecido funciona de acuerdo con las especificaciones en 

las manos del usuario” (Muñoz, 2016). Por tanto, se enfoca en confirmar que un método, 

producto o sistema está siendo implementado de acuerdo con los requisitos establecidos y 

las especificaciones previamente definidas. 

6.3 Pruebas de verificación de la eficacia de los desinfectantes 

La USP <1227> (2023), recomienda realizar las siguientes pruebas preliminares para 

verificar la eficacia de antimicrobianos: 

6.3.1 Grupo de prueba: Se evalúa la eficacia de los desinfectantes en condiciones 

reales simuladas. Incluye la presencia de desinfectantes y neutralizantes, 

reflejando un escenario más cercano a la realidad. Determina la capacidad de 

un desinfectante para controlar la proliferación microbiana.  

6.3.2 Grupo control (peptona): Actúa como referencia para evaluar el crecimiento 

normal de microorganismos en ausencia del desinfectante. La neutralización 

se realiza mediante diluciones empleando diluyentes apropiados. Sirve como 

punto de comparación para los resultados del grupo prueba y del grupo de 

viabilidad. 

6.3.3 Grupo de viabilidad: Evalúa la viabilidad intrínseca de los microorganismos 

en ausencia de neutralizantes, en presencia del desinfectante. Proporciona 

una base de referencia para comparar la eficacia de los desinfectantes y 

garantiza que cualquier efecto observado en el grupo de prueba pueda 
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atribuirse al desinfectante y no a las condiciones inherentes del 

microorganismo. 

6.3.4 Actividad antimicrobiana de los desinfectantes vs tiempo de contacto: Este 

dato permite determinar el tiempo necesario para que un desinfectante ejerza 

una actividad antimicrobiana eficaz, lo que es fundamental para desarrollar 

directrices sobre la duración de la aplicación en entornos del mundo real. 
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7. Marco legal 

7.1 Ministerio de la protección social. Decreto 2266 de 2004 

Por el cual se reglamentan los regímenes de registros sanitarios, y de vigilancia y 

control sanitario y publicidad de los productos Fitoterapéuticos (Ministerio de la protección 

social, 2004) 

7.2 Ministerio de la Protección Social. Resolución 5107 de 2005 

Por la cual se adopta el Instrumento de Verificación de Cumplimiento de 

Condiciones Sanitarias para los Laboratorios que elaboren Productos Fitoterapéuticos 

(Ministerio de la Protección Social, 2005) 

 7.3 Ministerio de Salud y Protección Social. Resolución 3619 de 2013 

Por la cual se expide el Manual de Buenas Prácticas de Laboratorio de Control de 

Calidad de Productos Farmacéuticos, se establece la Guía de Evaluación y se dictan otras 

disposiciones (Ministerio de Salud y Protección Social, 2013). 

 7.4 Ministerio de Salud y Protección Social. Decreto 1156 de 2018 

Por el cual se reglamenta el régimen sanitario de productos fitoterapéuticos y se 

dictan otras disposiciones (Ministerio de Salud y Protección Social, 2018). 

 7.5 Farmacopea de los Estados Unidos, USP <1072> Este capítulo describe las 

definiciones, mecanismos de acción de desinfectantes y antisépticos. 

7.6 Farmacopea de los Estados Unidos, USP <1227> Este capítulo proporciona 

directrices para la validación de métodos para la estimación del número de microbios 

viables. 

7.7 Método AOAC 955.15 . Se utiliza para determinar la eficacia de los desinfectantes.  
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8. Metodología 

8.1 Enfoque 

La presente investigación se abordó un enfoque cuantitativo puesto que utiliza la 

recolección de datos para probar hipótesis con base en la medición numérica y el análisis 

estadístico, con el fin establecer pautas de comportamiento (Hernández et al., 2014). 

8.2 Monitoreo ambiental de la planta 

 

Para la obtención de microorganismos se utilizó la técnica de sedimentación en 

placa, exponiendo cajas de Petri con agar TSA (Tripticasa de Soja) para aerobios mesófilos 

y agar Sabouraud (para mohos y levaduras), en las áreas correspondientes (fitoterapéuticos, 

acondicionamiento, cosméticos, fórmula magistral). Las cajas se colocaron sobre una toalla 

con etanol abiertas un total de 4 horas, pasado este tiempo se cerraron y se llevaron a 

incubar en el agar TSA de 30-35°C durante 3 días y el agar Sabouraud de 20-25°C durante 

5-7 días (LABFARVE, 2021). 

Este monitoreo se realizó una vez a la semana, durante un mes, realizando la 

descripción de las colonias de los microorganismos más frecuentes, tomando en cuenta los 

siguientes criterios: forma de la colonia, color, borde y su morfología microscópica.  

8.3 Desinfectantes Evaluados 

El laboratorio de Microbiología realizó las respectivas diluciones de ensayo para 

cada desinfectante. La tabla 1, describe las distintas concentraciones de los 

desinfectantes utilizados. 
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Tabla 1.  

Desinfectantes evaluados 

N° Nombre 
Concentración 

evaluada (%) 

Efectividad 

teórica 

Principio 

Activo 

 

1 Hipoclorito de 

sodio 

1 Bactericida 

Fungicida 

Esporicida 

 

Hipoclorito de 

sodio 

0,5 

0,2 

 

2 

 
Glutaraldehído 2 

Bactericida 

Fungicida 

Esporicida 

Glutaraldehído 

 

 

3 

Glutaraldehído 

+ 

Formaldehido 

2 

Bactericida 

Fungicida 

Esporicida 

Formaldehído, 

Glutaraldehído.  

5 Etanol (%v/v) 
60 

70 

96 

Bactericida Alcohol 

 

Fuente: Elaboracion propia. 

A continuación se resumen los datos para la dilución del hipoclorito: 

Tabla   2 

Volumenes para la dilución del hipoclorito de sodio 

Concentracion 

incial  

(%) 

Concentracion 

Deseada 

(%) 

Volumne de 

la solucion 

concentrada 

Volumen de 

disolvente 

Volumen  

final 

13 1 76,92 mL 923,08  mL 1000 mL 

13 0,5 38,46 mL 961,54 mL 1000 mL 

13 0,2 15,38 mL 984,62mL 1000 mL 
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Fuente: Elaboración propia. 

 Los desinfectantes glutaraldehído y glutaraldehído + formaldehído, se utilizaron a 

una concentración del 2%, que es la concentración a la que se encuentran disponibles 

comercialmente. Esta selección se basó en recomendaciones dadas por el fabricante, que 

establece que estos productos no requieren dilución y deben usarse en su forma original 

certificada, además, no se recomiendan concentraciones inferiores al 2% (Instituto de Salud 

Pública, 2015). Por tanto, cualquier intento de reducir la concentración puede afectar 

negativamente su capacidad para realizar una desinfección completa y adecuada.  

Para el caso del alcohol, la concentracion mayor fue del 96%, la concentración de 

uso al 70% y la concentracion menor del 60% (Tabla 3).  

Tabla 3.  

 Volumenes para la disolucion del Etanol  

Concentracion 

incial  

Concentracion 

Deseada 

Volumen de 

la solucion 

concentrada 

Volumen de 

disolvente 

Volumen  

final 

96% 70% 729,16 mL 270,83  mL 1000 mL 

96% 60% 625 mL 375 mL 1000 mL 

 

Fuente: Elaboración propia.    

8.4 Microorganismos de prueba 

La verificación se desarrolló con cepas de referencia ATCC (tabla 4) y cepas nativas 

aisladas del monitoreo ambiental de la planta de procesamiento de LABFARVE, 
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concretamente de los ambientes de las plantas de fitoterapéuticos, cosméticos y fórmulas 

magistrales. 

Tabla 4.  

Cepas de referencia a prueba  

 

N° 

 

 

Microorganismos  ATCC 

 

Descripción 

microscópica 

Medio de 

cultivo 

Temperatura 

de 

incubación 

Tiempo de 

incubación 

1 Pseudomonas 

aeruginosa 
15442 

Bacilos Gram 

Negativos 

Agar TSA 30-35°C 2-3 días 

2 
Escherichia coli 11229 

Bacilos Gram 

Negativos 
Agar TSA 

30-35°C 2-3 días 

3 Staphylococcus 

aureus 
6538 

Cocos Gram 

Positivos 

Agar TSA 30-35°C 2-3 días 

4 

Bacillus spizizenii 6633 

Bacilos Gram 

Positivos 

Esporulados 

Agar TSA 30-35°C 2-3 días 

5 
Candida albicans 10231 

Levadura Agar 

Sabouraud 

20-25°C 5 – 10 días 

6 Aspergillus 

brasiliensis 
16404 

Hongo 

filamentoso 

Agar 

Sabouraud 

20-25°C 5 – 10 días 

 

Fuente: Elaboracion propia  

Para llevar a cabo este estudio, todos los equipos e instrumentos mencionados en la 

tabla 5 contaban con sus respectivos certificados de calibración. Este proceso se realizó 

para garantizar que estos dispositivos funcionen correctamente y que sus mediciones sean 

precisas y confiables. 

8.5 Equipos e instrumentos 
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Tabla 5 

Equipos e instrumentos utilizados  

Fuente: Elaboracion propia 

Los medios de cultivos descritos en la tabla 6 se encontraban vigentes garantizando 

las condiciones ideales para el crecimiento de los microorganismos.  

Tabla 6.  

Medios de cultivo  

Medio Fabricante 

Caldo Base Caseína Lecitina Polisorbato Scharlau 

Agar Tripticasa de soya Scharlau 

Agar Sabouraud  Scharlau 

Fuente: Elaboracion propia 

8.6 Procolo verificacion de la recuperación microbiana bajo las condicones de ensayo 

8.6.1  Preparación de la suspensión microbiana Inicial 108 

Figura 3  

Estandarización del inóculo  

 

Equipo Códigos 

Cabina Bioseguridad 412 

Autoclave medios y materiales 876 

Autoclave descontaminación 875 

Baño maría 415 

Incubadora (20-25 °C) 429 

Incubadora (30-35 °C) 681 

Vortex 601 

Balanza triple brazo 467 

Congelador (Manejo de cepas) 855 

Refrigerador (Manejo de cepas) 844 

Micropipeta 100-1000 µl (Manejo de cepas) 664 
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Nota: Basado de la USP <1227>, 2023 
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8.6.2 Grupo de prueba 

Figura 4  

Grupo de prueba, Medio Neutralizante (Caldo Lecitina Polisorbato (CLP)) 

  

 

Fuente: Basado de la USP <1227>, 2023 
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8.6.3 Grupo control 

Figura 5  

Grupo control: Medio con neutralizante CLP + Inóculo 

 

 

 

Nota: Basado de la USP <1227>,2023 
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8.6.4 Grupo de viabilidad 

Figura 6. 

Grupo viabilidad (Peptona como neutralizante) 

 

Nota: Basado de la USP <1227>,2023 
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8.6.5 Protocolo Actividad antimicrobiana de los desinfectantes vs tiempo de contacto:  

Figura  7. 

Actividad antimicrobiana de los desinfectantes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: Basado de la USP <1227>, 2023. 
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9. Cronograma de actividades  

Tabla 7.  

Cronograma de actividades 

 

Fuente: Elaboración propia. 

ACTIVIDADES DE PASANTIA  

Actividades  

Meses 

Julio Agosto Septiembre Octubre  Noviembre  Diciembre 

Semanas   1 2 3 4  1 2 3 4 1 2 3 4 1  2 3 4 1  2 3 4 1  2 3 4 

Inducción a los 

procedimientos 

llevados a cabo en 

el laboratorio de 

microbiología                                

Diseño y 

socialización del 

proyecto a realizar.                             

Revisión 

bibliográfica                        

Análisis 

microbiológicos                       

Materias primas                       

Producto en 

proceso                       

Producto terminado                       

Envases                        

Aire comprimido                       

Uniformes                        

Agua purificada                       

Ambientes y 

superficies                      

Aislamiento de 

microorganismos   

 

        

 

   

 

   

 

   

Evaluación de 

concentraciones  

 

     

 

   

 

   

 

   

 

   

Elaboración de 

informe de pasantía         

 

   

 

   

 

   

 

   

Avances de 

informes                       

Sustentación 

proyecto final                       
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10.  Resultados 

 10.1 Monitoreo ambiental 

La Tabla 8 presentan los resultados del monitoreo ambiental realizado en las 

distintas áreas de procesamiento de fitoterapéuticos, cosméticos y fórmulas magistrales, 

utilizando la técnica de sedimentación en placa.  

Tabla 8 .  

Identificación de cepas nativas 

Área de 

muestreo  

Semana  Descripción 

de las 

colonias  

Identificación  Medio de 

cultivo  

T° de 

incubación 

(°C) 

Frecuencia  

Pasillo de 

cosméticos  

 1, 2 y 3  Colonias 

verdes, 

esporuladas.  

Penicillium 

marneffei 

Agar 

Sabouraud 

25 3 de 4 

muestreos  

Extractos y 

tinturas 

1 blancas 

aterciopeladas 

No 

identificada 

Agar 

Sabouraud 

25 No 

predominantes 

Preparación 

y envasado 

de 

emulsiones 

3 Colonias 

cremas lisas. 

No 

identificada 

Agar 

Sabouraud 

25 No 

predominantes 

Preparación 

y envasado 

de solidos  

4 Colonias 

verdosas, lisas. 

No 

identificada 

Agar 

Sabouraud 

25 No 

predominantes 

Acondicion

amiento y 

empaque 

3 Colonia gris 

amarillas, 

brillante.  

No 

identificada 

Agar 

Sabouraud 

 No 

predominantes 

Pasillo de 

Fórmulas 

Magistrales 

1, 3 y 4 Colonias 

verdes, 

esporuladas. 

Penicillium 

marneffei 

Agar 

Sabouraud 

25 3 de 4 

muestreos 

Pesado 1 Colonia gris 

pulverulenta  

No 

identificada 

Agar 

Sabouraud 

25 No 

predominantes 
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Preparación  3 Colonia 

blanca, seca   

No 

identificada 

Agar 

Sabouraud 

25 No 

predominantes 

Acondicion

amiento 

2 Colonia 

amarillenta, 

rugosa 

No 

identificada 

Agar 

Sabouraud 

25 No 

predominantes 

Pasillo 

Fitoterapéu

ticos  

1 y 3 Colonias 

blanquecinas, 

opacas 

Bacillus 

subtilis 

Agar TSA  37 2 de 4 

muestreos  

Acondicion

amiento 1 

1 Colonias 

blancas, 

algodonosas; 

marrones, 

rugosas 

No 

identificadas  

Agar 

Sabouraud  

25 No 

predominantes  

Acondicion

amiento 2 

1 Colonias 

blancas, 

algodonosas; 

marrones, 

rugosas 

No 

identificadas 

Agar 

Sabouraud 

25  No 

predominantes 

Mezclado  1, 2, 3 y 

4  

<1 No 

identificadas 

Agar TSA 

y 

sabouraud 

25 y 37 No 

predominantes 

Soplado 1, 2, 3 y 

4 

<1 No 

identificadas 

Agar TSA 

y 

sabouraud 

25 y 37 No 

predominantes 

Molido 1, 2, 3 y 

4 

<1 No 

identificadas 

Agar TSA 

y 

sabouraud 

25 y 37 No 

predominantes 

Encapsulad

o 

1, 2, 3 y 

4 

<1 No 

identificadas 

Agar TSA 

y 

sabouraud 

25 y 37 No 

predominantes 

 

Fuente: Elaboración propia 
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La tabla 8 evidencia la presencia de  Penicillium marneffei en los pasillos de 

cosméticos y fórmulas magistrales, en tres de los cuatro muestreos realizados en estas 

áreas. Además, se detectó Bacillus subtilis en la sección de fitoterapéuticos, encontrándose 

en dos de los cuatro muestreos realizados. Los resultados detallados  se presentan en el 

anexo 1 y 2.  Los demás microorganismos, con descripciones variadas de colonias, no 

fueron identificados puesto que no fueron predominantes debido a su baja frecuencia. En 

áreas críticas como mezclado, soplado, molido y encapsulado, se encontró <1 UFC, lo que 

indicó un ambiente controlado.  

10.2 Estandarización del inóculo  

Al realizar la estandarización del inóculo, el cual se hizo por triplicado, se muestra 

en la tabla 9 los resultados del recuento en placa obtenidos a partir de las diluciones, lo que 

permitió estimar la concentración inicial de los microorganismos. Para el caso de las 

bacterias se utilizó la dilución 10-7. Para los mohos y levaduras se utilizó la dilución 10-6. 

Para la expresión de los resultados de recuento en placa se tuvo en cuenta la 

siguiente formula de conteo microbiano.                   

            

Fórmula de recuento en placa                                    EC. 1 

 

 

 

 
Nota: Recuento UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro; Fd: 

Factor de dilución; Vol. Sembrado: volumen de la muestra que se inoculó.  
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Tabla 9. 

Recuentos de diluciones iniciales de bacterias, mohos y levaduras 

Bacterias 

Microorganismos UFC/mL (10-7) 

Pseudomonas aeruginosa 5,4 x108 

Staphylococcus aureus 6,9x108 

Escherichia coli 2,5x108 

Bacillus spizizenii 3,2x108 

Bacillus subtilis (cepa nativa) 5,9x108 

Mohos y levaduras 

Microorganismos UFC/mL (10-6) 

Aspergillus brasiliensis 2,5x107 

Candida albicans 3,2x107 

Penicillium marneffei  

(Cepa nativa) 

2,6x107 

 

Fuente: Elaboración propia 

Estos datos de recuento fueron importantes para garantizar que las concentraciones 

iniciales de los microorganismos fueran conocidas y reproducibles para la verificación de la 

eficacia de los desinfectantes. 

10.3 Verificación de la recuperación microbiana bajo las condiciones del ensayo 

La tabla 10, describe los recuentos obtenidos para el grupo de prueba, grupo control 

y el grupo de viabilidad para cada uno de los microorganismos evaluados.  
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Tabla 10.  

Recuentos iniciales para los microorganismos ensayados en los grupos prueba, control y viabilidad. 

Nota: Elaboración propia.  (Desinfectantes empleados: Glutaraldehído,  glutaraldehído + formaldehido, Hipoclorito de sodio, Etanol)

Grupo prueba Grupo control Grupo viabilidad 

Bacterias Bacterias  Bacterias  

Microorganismos UFC/mL (10-7) Microorganismos UFC/mL (10-7) Microorganismos UFC/mL (10-7) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

4,9x108 Pseudomonas 

aeruginosa 

4,7 x108 Pseudomonas 

aeruginosa 

5,4x108 

Staphylococcus aureus 6,9x108 Staphylococcus aureus  6,7 x108 Staphylococcus aureus 7,0x108 

Escherichia coli 3,0x108 Escherichia coli  2,8 x108 Escherichia coli 3,3x108 

Bacillus spizizenii 3,9x108 Bacillus spizizenii 3,8 x108 Bacillus spizizenii 3,3x108 

Bacillus subtilis (cepa 

nativa) 

6,7x108 Bacillus subtilis (Cepa 

nativa)  

6,5 x108 Bacillus subtilis (Cepa 

nativa) 

7,1x108 

Mohos y levaduras Mohos y Levaduras Mohos y levaduras -.  

Microorganismos UFC/mL (10-6) Microorganismos  UFC/mL (10-6) Microorganismos UFC/mL (10-6) 

Aspergillus brasiliensis 2,0x106 Aspergillus brasiliensis  1,8 x106 Aspergillus brasiliensis 2,2x106 

Candida albicans 3,8x106 Candida albicans  3,6 x106 Candida albicans 3,5x106 

Penicillium marneffei  

(Cepa nativa) 

2,2x106 Penicillium marneffei  

(Cepa nativa) 

2,1 x106 Penicillium marneffei  

(Cepa nativa) 

2,0x106 
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10.3.1 Grupo Prueba 

Los resultados de los recuentos para el grupo de prueba, proporcionan una 

evaluación de la capacidad de los desinfectantes (hipoclorito de sodio, glutaraldehído, 

glutaraldehído + formaldehido y etanol) para reducir la carga microbiana, puesto que 

implica la combinación de un desinfectante con un medio que contiene un agente 

neutralizante (Caldo Lecitina Polisorbato) seguido por la aplicación de esta mezcla a 

microorganismos en un ambiente controlado de laboratorio. Los recuentos bajos indicarían 

una alta eficacia del desinfectante para eliminar o reducir la cantidad de microorganismos 

presentes, en comparación con la carga microbiana inicial observada en la tabla 9.   

10.3.2 Grupo Control 

Se verificaron las condiciones experimentales sin la presencia del desinfectante, los 

recuentos en este grupo ofrecen una referencia sobre la carga microbiana inicial en ausencia 

de tratamiento con los desinfectantes evaluados (hipoclorito de sodio, glutaraldehído, 

glutaraldehído + formaldehido, etanol)  

10.3.3 Grupo Viabilidad 

Este grupo desempeña un papel fundamental al crear un entorno adecuado para el 

desarrollo y evaluación de la carga microbiana. El recuento entre el grupo de control 

peptona (donde la dilución con peptona actúa como neutralizante) es similar al recuento en 

el grupo de viabilidad (donde se aplicó el desinfectante).   

10.3.4 Actividad antimicrobiana de los desinfectantes vs tiempo de contacto 

10.3.4.1 Hipoclorito de Sodio 
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Tabla 11. 

Acción del hipoclorito de sodio en Agar TSA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Elaboración propia.  

Desinfectante Microorganismo Tiempo de 

contacto 

(min) 

Concentraciones 

       0,2% 0,5% 1% 

    UFC/mL      UFC/mL UFC/mL 

 

 

 

 

 

 

 

Hipoclorito de sodio  

 

 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

5  2,3x107   1x107   <1x107   

10 <1x107   <1x107   <1x107   

15 <1x107   <1x107   <1x107   

 

Staphylococcus aureus 

5  1,6x107   1x107   <1x107   

10 <1x107   <1x107   <1x107   

15 <1x107   <1x107   <1x107   

 

Escherichia coli 

5 2x107   1x107   <1x107   

10 <1x107   <1x107   <1x107   

15 <1x107   <1x107   <1x107   

 

Bacillus spizizenii 

 

5  2,6x107   1x107   <1x107   

10  1x107   1 x107   <1x107   

15 <1x107   <1x107   <1x107   

 

Bacillus subtilis (Cepa 

nativa) 

5 2,3x107   1 x107   1 x107   

    10 1x107   1 x107   <1x107   

15 <1x107   <1x107   <1x107   
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La tabla 11 describe la acción del hipoclorito de sodio en concentraciones del 0,2%, 

0,5% y 1%, evaluados en tiempos de exposición de 5 minutos, 10 minutos y 15 minutos 

para cada una de las concentraciones mencionadas. Para Pseudomonas aeruginosa, 

Escherichia coli y Staphylococcus aureus el hipoclorito de sodio al 1% demostró ser 

altamente efectivo en la eliminación de los microorganismos en un corto período de tiempo, 

mientras que concentraciones del 0,2% y 0,5% requirieron tiempos de exposición superior a 

los 5 minutos.  En todos los casos, a los 10 y 15 minutos, no se detectó crecimiento 

microbiano, lo que sugiere una efectiva reducción de la carga bacteriana con el tiempo. 

Para el caso de Bacillus spizizenii, una concentración del 1% logró su eliminación 

de manera rápida y efectiva, mientras que las concentraciones del 0,2% y 0,5% requirieron 

más de 5 minutos de exposición para alcanzar su eliminación; esto se atribuye a las 

características morfológicas del microorganismo, debido a que Bacillus spizizenii posee la 

capacidad de formar esporas (estructuras altamente resistentes a diversos agentes 

desinfectantes), incluidas las concentraciones de hipoclorito de sodio mencionadas 

(Severino, 2023). El hipoclorito de sodio en estas concentraciones podría no ser suficiente 

para penetrar y destruir la estructura protectora de las esporas, por lo que se requirió de más 

tiempo para su eliminación.  

Para la cepa bacteriana nativa (Bacillus subtilis), se observaron resultados 

interesantes; a una concentración del 1% de hipoclorito de sodio, se registró un crecimiento 

inicial a los 5 minutos de 1 x107 UFC/ml, lo cual podría deberse a una resistencia inicial del 

microorganismo, una inadecuada penetración del desinfectante en ese breve periodo, o a 

una posible adaptación fisiológica temporal que permitió su supervivencia antes de la 
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acción efectiva del desinfectante. Sin embargo, en los intervalos de 10 y 15 minutos para la 

misma concentración del 1%, no se detectaron unidades formadoras de colonias, reportando 

un resultado de <1x107 UFC/ml, indicando que, en dichos tiempos, el desinfectante logró 

una reducción efectiva de la carga microbiana, demostrando su eficacia. Es muy importante 

destacar que se requirieron más de 10 minutos para eliminar completamente la cepa nativa, 

en comparación con las concentraciones del 0,2% y 0,5%, donde se necesitaron más de 15 

minutos para alcanzar su eliminación. 

Tabla 12. 

Acción del hipoclorito de sodio en Agar Sabouraud 

 

Fuente: Elaboración propia.  

Se observó en la tabla 12 que Aspergillus brasiliensis fue capaz de crecer en todas 

las concentraciones del hipoclorito (0,2%, 0,5% y 1%) a un tiempo de exposición de 5 

minutos, pero a un tiempo de exposición de 10 y 15 minutos resultó en la eliminación 

Desinfectante Microorganismo Tiempo 

de 

contacto 

(min) 

Concentraciones 

0,2% 0,5% 1% 

UFC/Ml UFC/mL UFC/mL 

 

 

 

Hipoclorito de 

sodio  

 

Aspergillus 

brasiliensis  

5 2,3x106 1,6x106 1,3x106 

10 <1x106 <1x106 <1x106 

15 <1x106 <1x106 <1x106 

 

Candida albicans  

5 1,3x106 1x106 <1x106 

10 <1x106 <1x106 <1x106 

15 <1x106 <1x106 <1x106 

Penicillium 

marneffei  

(Cepa nativa) 

5 2,3x106 <1x106 1x106 

10 1x106 <1x106 <1x106 

15 <1x106 <1x106 <1x106 
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completa del moho. A pesar de presentar un crecimiento inicial a los 5 minutos con la 

concentración del 1%, este desaparece en los tiempos de contacto de 10 y 15 minutos, 

indicando una acción desinfectante efectiva partiendo de la concentración la cual ha 

mostrado que es efectiva en los tiempos mencionados. Candida albicans fue capaz de 

crecer a concentraciones de 0,2% y 0,5%  de hipoclorito a un tiempo de contacto de 5 

minutos, pasado este tiempo resultó ser efectivo y en concentraciones más altas fue más 

efectiva u eliminación. La cepa nativa Penicillium marneffei, resultó ser la más resistente 

que Candida albicans al hipoclorito de sodio puesto que pudo crecer a una concentracion 

del 1% a los 5 minutos, pero a un tiempo de exposición de 10 y 15 minutos resultó en la 

eliminación completa de la cepa nativa. 

10.3.4.2 Glutaraldehído  

De acuerdo con la tabla 13, para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y 

Bacillus spizizenii a los 5 minutos, hubo crecimiento, lo que sugiere que la bacteria pudo 

resistir inicialmente el efecto del glutaraldehído al 2% en cierta medida, la eficacia del 

desinfectante se evidenció por la falta de crecimiento microbiano a los 10 y 15 minutos. 

Para el caso de la cepa nativa Bacillus subtilis, no se presentó reducción significativa al 

aumentar el tiempo de exposición, debido a la resistencia de las esporas por lo que el 

glutaraldehído a una concentración del 2% necesitó un tiempo de contacto adecuado para 

ser efectivo (tiempo de contacto superior a 15 minutos). 

 

Tabla 13. 

 

Acción del Glutaraldehído en Agar TSA 
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Desinfectante Microorganismo Tiempo de 

contacto 

(min) 

Concentración 

2% 

UFC/mL 

 

 

 

 

 

 

 

Glutaraldehído 

 

 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

5  2 x107 

10 <1x106 

15 <1x106 

 

Staphylococcus 

aureus 

5 <1x106 

10 <1x106 

15  <1x106 

 

Escherichia 

 Coli 

5 1 x107 

10 <1x106 

15  <1x106 

 

Bacillus spizizenii 

5 1 x107 

10 <1x106 

15 <1x106 

 

Bacillus subtilis 

(Cepa nativa) 

5 4 x107 

10  2 x107 

15  1 x107 

Fuente: Elaboración propia.  

En el caso de Staphylococcus aureus no se detectaron UFC/mL a una concentración 

del 2% de glutaraldehído ni en ninguno de los tiempos (5, 10 y 15 minutos). La ausencia 

total de crecimiento microbiano indicó que la acción desinfectante del Glutaraldehído al 2% 

es rápida y efectiva para eliminar el microorganismo en un corto período de tiempo, 

partiendo de una concentración inicial de 108. 
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Tabla 14. 

Acción del Glutaraldehído en Agar Sabouraud 

Desinfectante Microorganismo Tiempo 

de 

contacto 

(min) 

Concentración 

2% 

UFC/mL 

 

 

 

 

Glutaraldehído  

 

 

 

 

 

Aspergillus 

brasiliensis  

5  1 x106 

10 <1 x106 

15 <1 x106 

 

Candida  

albicans  

5 2 x106 

10 <1 x106 

15 <1 x106 

 

Penicillium 

marneffei  

(Cepa nativa)  

5 1 x106 

10 <1 x106 

15 <1 x106 

Fuente: Elaboración propia.  

 

En la tabla 14 se aprecia que para Aspergillus brasiliensis y  Penicillium marneffei 

(cepa nativa) el glutaraldehído al 2% a los 10 y 15 minutos fue efectivo para eliminar o 

inactivar los  microorganismos; para Candida albicans, con 5 minutos el glutaraldehído no 

fue completamente efectivo para eliminar la levadura; a partir de los 10 minutos, la eficacia 

del glutaraldehído aumentó de forma notoria ya que no se detectaron UFC/mL. 

10.3.4.3. Glutaraldehído + Formaldehido 

Tabla 15.  

Acción del Glutaraldehído + Formaldehido en Agar TSA 
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 Desinfectante Microorganismo Tiempo de 

contacto 

(min) 

Concentración 

2% 

UFC/mL 

 

 

 

 

 

 

 

Glutaraldehído 

+ 

Formaldehido 

 

 

 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

5 1 x107 

10 <1x107 

15 <1x107 

 

Staphylococcus 

aureus 

5 <1x107 

10 <1x107 

15  <1x107 

 

Escherichia coli 

5 1 x107 

10 <1x107 

15  <1x107 

 

Bacillus 

spizizenii 

5 1 x107 

10 <1x107 

15 <1x107 

 

Bacillus subtilis 

(Cepa nativa) 

5 1,3 x107 

10  1 x107 

15  <1x107 

Fuente: Elaboración propia.  

La cepa nativa Bacillus subtilis  fue el único microorganismo en el que se detectó 

crecimiento a los 5 y 10 minutos de actuación del tratamiento combinado de glutaraldehído 

+ formaldehído, debido a la resistencia intrínseca de las esporas de Bacillus subtilis. 

 

Tabla 16.  

Acción del Glutaraldehído + formaldehido en agar Sabouraud  
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Desinfectante Microorganismos Tiempo 

de 

contacto 

(min) 

Concentración 

2% 

UFC/mL 

 

 

 

 

Glutaraldehído

+ 

Formaldehido 

  

 

Aspergillus 

brasiliensis 

5 1 x106 

10 <1 x106 

15 <1 x106 

 

Candida albicans  

5 1 x106 

10 <1 x106 

15 <1 x106 

Penicillium 

marneffei  

(Cepa nativa)  

5 1 x106 

10 <1 x106 

15 <1 x106 

Fuente: Elaboración propia.  

La tabla 16 muestra que, durante los primeros 5 minutos de exposición a una 

concentración del 2% de (Glutaraldehído + formaldehido) hubo crecimiento microbiano 

para los tres microrganismos evaluados; sin embargo, a los 10 y 15 minutos de exposición, 

no hubo crecimiento observable de ninguno de ellos. 
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10.3.4.4 Etanol 

Tabla  17.   

Acción del Etanol en Agar TSA 

Desinfectante Microorganismos Tiempo 

de 

contacto 

(min) 

Concentraciones 

60% 70% 96% 

UFC/mL̅ UFC /mL̅ UFC /mL̅ 

 

 

 

 

 

 

Etanol  

 

 

 

Pseudomonas 

aeruginosa 

5 5 x107 1 x107 <1 x107 

10 1x107 1 x107 <1 x107 

15 <1 x107 <1 x107 <1 x107 

 

Staphylococcus 
aureus 

5 2 x107 1 x107 <1 x107 

10 <1 x107 <1 x107 <1 x107 

15 <1 x107 <1 x107 <1 x107 

 

Escherichia coli 

5 2,3 x107 1 x107 <1 x107 

10 <1 x107 <1 x107 <1 x107 

15 <1 x107 <1 x107 <1 x107 

 

Bacillus spizizenii 

 

5  2 x107 1,3 x107 <1 x107 

10  1 x107 1 x107 <1 x107 

15 <1 x107 <1 x107 <1 x107 

 

Bacillus subtilis 

(Cepa nativa) 

5 3,5 x107 1,3x107 1 x107 

10 2 x107 1 x107 <1 x107 

15 1 x107 <1 x107 <1 x107 
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 Fuente: Elaboración propia.  

Tabla 17 .1 

Acción del Etanol en Agar Sabouraud 

 

Fuente: Elaboración propia

Desinfectant

e 

Microorganism

os 

Tiempo 

de 

contact

o 

(min) 

Concentraciones 

60% 70% 96% 

UFC/mL̅ UFC /mL̅ UFC /mL̅ 

 

 

 

 

 

 

Etanol  

 

 

 

 

Aspergillus 

brasiliensis 

5 6,3 x106 1 x106 <1 x106 

10 4 x106 <1 x106 <1 x106 

15 <1 x106 <1 x106 <1 x106 

 

Candida 

albicans 

5 6,6 x106 2 x106 <1 x106 

10 <1 x106 <1 x106 <1 x106 

15 <1 x106 <1 x106 <1 x106 

 

Penicillium 

marneffei  

(Cepa nativa) 

5 2,3x106 1 x106 1 x106 

10 2 x106 <1 x106 <1 x106 

15 1 x106 <1 x106 <1 x106 
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En la tabla 17, se puede apreciar que el Etanol al 96% fue efectivo para eliminar gran 

parte de las bacterias evaluadas, incluso desde el tiempo 5, siendo la cepa nativa la única 

que pudo presentar una resistencia a una concentración al 96% a los cinco minutos. En 

general, la aplicación de Etanol al 96% fue altamente eficaz, resultando ventajoso en 

situaciones donde se requiere una acción rápida y eficiente para controlar la propagación de 

microorganismos patógenos o para mantener altos estándares de higiene en entornos 

críticos.  

Del mismo modo, en la tabla 17.1 el tratamiento con el desinfectante Etanol al 96% el 

agente desinfectante fue efectivo para eliminar gran parte de los hongos evaluados, incluso 

desde el tiempo 5, haciendo una exclusión para la cepa nativa Penicillium marneffei, la cual 

reportó un valor de 1x106 correspondiente a los cinco minutos de evaluación del etanol al 

96%. 
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11. Discusión de Resultados 

 Los microorganismos nativos predominantes en los ambientes de procesamiento de 

fitoterapéuticos, cosméticos y fórmulas magistrales del laboratorio de LABFARVE, 

obtenidos mediante la técnica sedimentación en placa, fueron Bacillus subtilis y Penicillium 

marneffei. Lo anterior, es similar a los resultados obtenidos en la investigación realizada 

por El-Din et al., (2011), quienes en un monitoreo microbiológico realizado en 

instalaciones farmacéuticas, encontraron bacterias pertenecientes al género Bacillus 

representando el 35% de las especies aisladas; esto se puede explicar debido a que, como es 

bien sabido todos los  Bacillus, incluyendo  Bacillus subtilis, son bacterias formadoras de 

endosporas lo que aumenta su supervivencia bajo diferentes condiciones ambientales poco 

favorables (bajas concentraciones de humedad, de nutrientes, altas temperaturas o presencia 

de agentes antimicrobianos)  (El-Din et al., 2011), lo que puede explicar su distribución en 

ambientes farmacéuticos incluso en áreas en donde se ejecutan actividades periódicas que 

disminuyen la carga microbiológica ambiental para garantizar la calidad de los productos 

farmacéuticos. Así mismo, Akinnola, et al., (2022) llevaron a cabo el aislamiento de 

diversas especies bacterianas procedentes de distintas áreas de una instalación farmacéutica 

ubicada al suroeste de Nigeria, en donde se observó una predominancia de bacterias 

pertenecientes a los géneros Micrococcus (50%), Bacillus (37,5%) y Staphylococcus 

(12,5%); de los microorganismos aislados, se encontraron entre las especies predominantes  

Bacillus subtilis y Bacillus badius, Staphyloccocus aureus, Proteus mirabilis, y 

Microccocus spp.; los autores de esta investigación indicaron que, al igual que en el 

presente estudio, las bacterias Gram positivas se aislaron con mayor frecuencia en las áreas 

blancas y del entorno de la planta, indicando la posibilidad de su presencia en estos 
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ambientes por diferentes causas como un alto flujo de personal en ambientes reducidos o 

controles ineficientes en los sistemas de apoyo crítico (por ejemplo, sistemas de aire 

controlado). 

En otro estudio llevado a cabo por Martín et al., (2012), relacionado con la 

caracterización de la contaminación ambiental bacteriana y fúngica en una unidad 

farmacéutica, se identificaron géneros de mohos como Aspergillus predominando en un 

56%, seguido por Penicillium en un 25%, y Cladosporium en un 18%; estos resultados son 

comparables con los obtenidos en nuestro estudio donde, como fue mencionado 

anteriormente, se encontró que Penicillium marneffei se presentaba con mayor frecuencia 

en los monitoreos ambientales realizados. Respecto a esto, Samamé y Samalvides, (2014) 

indicaron que encontrar especies de estos géneros (que se encuentran comúnmente en el 

microbiota del suelo y en el medio ambiente), puede esperarse en estos ambientes 

controlados debido a su capacidad de crecer en condiciones de baja humedad, y al igual que 

Akinnola et al., (2022) señalaron que su presencia puede deberse a la circulación del 

personal o por un manejo inadecuado de desechos; sin embargo, es necesario  monitorear 

su presencia en los ambientes debido a que este moho dimórfico es un patógeno oportunista 

causante de la peniciliosis, pudiendo causar anemia, lifadenopatía y lesiones cutáneas en 

personas inmunosuprimidas (Setyowati et al., 2020). 

Con respecto al segundo objetivo específico de este estudio, que buscó asegurar la 

recuperación preliminar de las cepas a evaluar en los diferentes ensayos, en primer lugar se 

llevó a cabo la estandarización de los inóculos microbianos, lo que permitió tener un valor 

de referencia para calcular la dilución que se utilizaría en cada ensayo (Tabla 9 y Tabla 10), 

esto con el fin de recuperar una concentración de microorganismos no mayor a 100 UFC 
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como lo estipula la USP 1227; seguido a esto se realizó el ensayo con el grupo de 

viabilidad, en el que se utilizó el inóculo microbiano sin someterlo al esquema de 

neutralización (USP <1227>, 2023); de esta prueba se pudo evidenciar que tanto las 

bacterias como los hongos crecieron adecuadamente según lo proyectado desde la 

estandarización del inóculo, obteniendo valores similares en los recuentos realizados e 

incluso se registraron resultados mayores en el grupo de viabilidad que en la 

estandarización del inóculo, como en el caso de E. coli (3,3 x 108 UFC/mL en el ensayo de 

viabilidad vs. 2,5 x 108 UFC/mL) y Bacillus subtilis – cepa nativa (7,1 x 108 UFC/mL en el 

ensayo de viabilidad vs. 5,9 x 108 UFC/mL).  

Posteriormente, con el ensayo con el grupo de prueba, se evalúo si la solución 

neutralizante (Caldo Lecitina Polisorbato, CLP) cumplía con la función deseada frente al 

desinfectante a evaluar,  lo que se pudo constatar mediante el crecimiento de los 

microorganismos debido a que, posterior al contacto de la solución de CLP y desinfectante 

con el inóculo, se logró la recuperación de los microorganismos en valores similares a los 

observados en la estandarización del inóculo.  

Con respecto al tercer objetivo, que establece la concentración y el tiempo de 

contacto más efectivo de cada desinfectante comparando cepas de referencia con cepas 

nativas, es clave destacar la resistencia demostrada de las cepas nativas. El Glutaraldehído 

al 2%, con la cepa nativa Bacillus subtilis demostró no ser eficaz en reducir su crecimiento 

bacteriano, lo que puede deberse a la resistencia intrínseca (especialmente esporas), la 

robustez de sus estructuras celulares, la eficacia y penetración de los desinfectantes, y 

posibles adaptaciones específicas a su entorno (Demera et al., 2022)  
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El glutaraldehído y formaldehído al 2% demostró altos niveles de eficacia frente a 

las cepas de referencia Bacillus subtilis y Penicillium marneffei eliminando o reduciendo el 

crecimiento microbiano a partir de los 10 min. La combinación de los dos desinfectantes 

demostró ser eficiente al momento de evidenciar la eliminación de los microorganismos, a 

diferencia de utilizar solamente glutaraldehído al 2% con el que las cepas nativas fueron 

más resistentes. Esto es respaldado por una investigación realizada por Demera et al., 

(2022) con un biocida a base de formaldehído y el glutaraldehído, demostrando que posee 

un amplio espectro de actividad contra Escherichia coli y Salmonella spp. y otros aerobios 

mesófilos. 

Penicillium marneffei es un hongo dimórfico que se ha convertido en un 

microorganismo de importancia en esta investigación debido a su resistencia a los 

tratamientos ensayados y respectivos tiempos de exposición, en este estudio solo se 

inactivó con  hipoclorito de sodio al 1%  en 15 minutos, demostrando su resistencia a 

tiempos inferiores de exposición bajo la misma concentración evaluada. Un estudio 

realizado por Colcha, (2016), reveló que el hipoclorito de sodio al 1% fue capaz de 

inactivar P. marneffei en periodos de tiempo superior a 13 minutos. Esta relativa resistencia 

puede explicarse por varias razones; en primer lugar, las paredes celulares de los hongos 

son robustas y pueden proteger a los organismos de agentes desinfectantes (Colcha, 2016); 

además, P. marneffei posee características de supervivencia que le permiten tolerar 

condiciones adversas, como la exposición a productos químicos (Serrat et al., s.f.). 
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Cabe resaltar que,  P. marneffei  contiene en su pared celular quitina y glucanos 

(Cao et al., 1999), polímeros que pueden proporcionar resistencia y una barrera efectiva 

contra el ingreso de agentes antimicrobianos (Klis,  et al., 2002). 

Por otro lado, el hipoclorito de sodio es un desinfectante potente, pero su efectividad 

puede variar según la concentración y el tiempo de exposición, como se observó durante 

este experimento. A concentraciones más bajas, como 1%, puede ser insuficiente para 

destruir eficientemente ciertos tipos de esporas o estructuras celulares que podrían requerir 

un tratamiento más prolongado o mayor concentración para alcanzar niveles de 

inactivación más efectivos (Bedoya y Corredor, 2013) . 

Por su parte,  el etanol disuelve los lípidos presentes en la membrana celular, 

aumentando la permeabilidad de la membrana y provocando una pérdida de integridad 

estructural, lo que facilita la salida de componentes celulares y lleva a la lisis celular, de 

forma óptima en el rango del 60 al 90%, (McDonnell y Russell, 2001). Por esta razón este 

desinfectante a concentraciones del 96%, mostró una alta capacidad para eliminar el 

crecimiento microbiano en todos los microorganismos evaluados; sin embargo la cepa 

nativa Bacillus subtilis presentó resistencia a los 15 minutos, lo que pudo deberse a su 

estructura de resistencia (esporas) (Maillard, 2018).   
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12. Conclusiones 

Los microorganismos nativos aislados e identificados en los ambientes de 

procesamiento de fitoterapéuticos, cosméticos y fórmulas magistrales en la planta de 

producción de LABFARVE correspondieron a Bacillus subtilis y Penicillium marneffei las 

cuales demostraron, en general, mayor resistencia a los desinfectantes ensayados 

comparadas con las cepas ATCC. 

La cepa nativa de Bacillus subtilis  requirió más de 5 minutos para su eliminación 

con Hipoclorito de Sodio al 1%; por su parte la cepa nativa Penicillium marneffei sólo se 

inactivó con  hipoclorito de sodio al 1%  en 15 minutos. 

La combinación Glutaraldehído + Formaldehido a una concentración del 2% v/v 

resultó ser más efectiva en la eliminación de los microorganismos ensayados; sin embargo, 

la cepa nativa B.subtilis  evidenció resistencia al glutaraldehído al 2%  a los 5 y 10 minutos 

de exposición ensayados. 

El etanol al 96% fue muy eficaz para reducir todas las cepas ensayadas, aunque para 

la cepa nativa Bacillus subtilis se requirió mayor tiempo de contacto en todas las 

concentraciones, para su eliminación;  la cepa nativa Penicillium marneffei, reportó 

crecimiento observable a los cinco minutos de evaluación con este desinfectante. 

Finalmente, la resistencia inicial de ciertos microorganismos, como la formación de 

esporas en Bacillus subtilis o las complejas estructuras celulares de Penicillium marneffei, 

refuerza el hecho que la naturaleza estructural de los microorganismos desempeña un papel 

fundamental en su capacidad para resistir agentes desinfectantes, destacando la necesidad 
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de personalizar los protocolos de desinfección según las características de las cepas 

microbianas presentes. 
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14. Anexos  

Anexo 1. 

Resultados laboratorio externo. Identificación de cepa nativa Bacillus subtilis 
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Anexo 2. 

Resultados laboratorio externo. Identificación de cepa nativa Penicillium marneffei 
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