Revista Cubana de Farmacia. 2014;48(4):542-549

ARTICULO ORIGINAL

Utilizacion de sulfato de cobre para la elaboracion de
un jabon liquido antiséptico

Use of cooper sulphate for production of antiseptic liquid soap

Lic. Priscila Sandoval Rodriguez,' MSc. Sandra Gajardo Solari,'"" DrC. Julio
Benites Vilchez," Dr. José Lépez Vivar!

I Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Arturo Prat. Iquique, Chile.
II Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Arturo Prat. Instituto de
Etnofarmacologia, Universidad Arturo Prat. Iquique, Chile.

RESUMEN

Introduccién: las manos poseen un papel importante en la transmision de
infecciones en instituciones de salud, entornos industriales como la industria
alimentaria y en toda la comunidad, por lo que su higiene no puede pasar
desapercibida. Los jabones liquidos son actualmente una herramienta fundamental
para la limpieza de las manos y asi también evitar la transmision de agentes
patdgenos.

Objetivo: evaluar la efectividad del sulfato de cobre como agente antiséptico en un
jabon liquido y caracterizar el producto mediante controles de calidad.

Métodos: se evalud la capacidad antiséptica del jabdn liquido mediante el método
de dilucién en agar y la disminucién del crecimiento bacteriano a través de una
variaciéon del recuento por microgota, a tiempos 1, 5 y 10 min. Posteriormente se
realizaron controles fisicoquimicos, microbiolégicos, prueba de parche y estudios de
estabilidad en estanteria y acelerada durante 6 meses.

Resultados: las cepas Staphylococcus aureus, Staphyloccus epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumoniae fueron sensibles
a una concentracion de 0,5 % de sulfato de cobre. El crecimiento bacteriano en las
cepas S. aureus y S. epidermidis mostré una reduccién considerable en los tiempos
5y 10 min a concentraciones de 0,3 y 0,5 % de sulfato de cobre. El producto
elaborado cumplidé con los criterios de calidad establecidos, el cual mantuvo su
estabilidad durante el tiempo de estudio.

Conclusiones: es posible elaborar un jabén liquido en base a sulfato de cobre
como agente antiséptico, al ser eficaz frente a las cepas estudiadas.

Palabras clave: jabon, antiséptico, sulfato de cobre, control de calidad.
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ABSTRACT

Introduction: the hands play a significant role in the transmission of infections at
health institutions, industrial environments such as the food industry and at the
community; therefore, hand hygiene cannot be ignored. Liquid soaps are now a
fundamental tool for hand cleaning and prevention of pathogen transmission.
Objective: to evaluate the effectiveness of copper sulfate as an antiseptic agent in
a liquid soap and to characterize the product by using quality controls.

Methods: aliquid soap was developed, in which its antiseptic capacity was
evaluated through the agar dilution method and the reduction of bacterial growth
by using a variant of microdrop counting at 1, 5 and 10 minutes.

Then physicochemical and microbiological controls were performed, as well as patch
test and shelf life and accelerated stability studies for six months.

Results: Staphylococcus aureus, Staphyloccus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa and Klebsiella pneumoniae were susceptible to 0.5 %
copper sulfate concentration. Bacterial growth showed considerable reduction in S.
aureus and S. epidermidis strains at 5 and 10 minutes at copper sulphate
concentrations of 0.3 and 0.5 %. The finished product met the quality criteria for
this type of product, maintaining its stability during the study period.
Conclusions: It is possible to produce a copper sulfate-based liquid soap as an
antiseptic since it was effective to control the studied strains

Keywords: soap, antiseptic, copper sulfate, quality control.

INTRODUCCION

La piel es colonizada normalmente por un gran nimero de organismos que viven
inofensivamente sobre la superficie cutanea, los cuales estan distribuidos en
microcolonias de diferentes tamafnos. Representa una barrera notablemente eficaz
contra las infecciones microbianas, sin embargo, cuando se produce una disrupcion
de su superficie, sea accidental o intencionalmente, el lecho de la herida o lesion
puede verse invadida por bacterias autdctonas de la piel o no habituales en ella,
comenzando asi un proceso que puede derivar en una infeccion clinicamente
establecida.!

La creciente preocupacion por la posibilidad de contaminacion microbiana ha
supuesto un incremento en el uso de biocidas (antisépticos y desinfectantes), los
cuales son agentes quimicos, usualmente de amplio espectro, que inactivan a los
microorganismos. Estos y otros agentes antimicrobianos se han utilizado en
diversas formas durante siglos, ya que constituyen una herramienta esencial para
controlar la diseminacidon de agentes infecciosos.?3

Muchos minerales se han utilizado desde la antigliedad, con conocidos efectos
sobre la salud, entre ellos se encuentra el cobre, que actualmente ha recobrado su
atencién en un campo distinto, que no es la mineria, sino la salud.* Los productos
quimicos de cobre han sido histéricamente utilizados como bactericidas, alguicidas
y fungicidas. Estudios recientes indican que bacterias, incluyendo algunas cepas
nocivas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus meticilin-resistente, mueren en
pocas horas cuando se colocan sobre superficies de aleaciones de cobre a
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temperatura ambiente.> Esta habilidad natural para reducir la carga biolégica de los
microorganismos del medio ambiente se explota en la purificacion del agua,
pintura, material de construccion y la industria textil.® Los compuestos de cobre,
como sulfato de cobre e hidréxido de cobre, son materiales inorganicos
tradicionales que tienen un amplio uso como antibacterianos.”

Entre las formulaciones que otorgan limpieza, se destaca el jabdn liquido,
herramienta fundamental para mantener una limpieza higiénica de las manos y asi
también evitar la transmisién de agentes patégenos. Las manos juegan un papel
importante en la transmision de infecciones en instituciones de salud, en entornos
industriales como la industria alimentaria, en toda la comunidad y en el ambito
familiar. Es por esto que la importancia de la higiene de las manos en el control de
las infecciones no puede pasar desapercibida.®

La finalidad del presente trabajo es evaluar un producto cosmecéutico con
propiedades antisépticas, en base a sulfato de cobre, puesto que se ha
documentado que tiene actividad antimicrobiana sobre algunas cepas
bacterianas.®'? Para la confirmacion de dicha hipdtesis se efectuaran ensayos para
analizar la capacidad antiséptica de esta formulacién.

METODOS

Se ensayaron distintas formulaciones con diferentes concentraciones de sulfato de
cobre (0,1; 0,3 y 0,5 %), las cuales fueron escogidas por encontrarse dentro del
rango en que esta materia prima se utiliza por via tépica, para asi obtener un jabén
liguido estable y que fuese agradable por sus caracteristicas organolépticas.

PREPARACION DE JABON LIQUIDO

Se peso6 en un vaso precipitado cloruro de sodio y sulfato de cobre pentahidratado,
estos se disolvieron en agua destilada y luego se incorporé glicerina. En otro vaso
precipitado se peso lauril éter sulfato de sodio (LESS). Se vertio la mezcla acuosa al
LESS vy se agitd cuidadosamente para evitar la formacién de espuma.

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTISEPTICA

Las cepas de las bacterias Staphylococcus aureus, Staphyloccus epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, fueron
cultivadas en 5 tubos, en caldo soya tripticasa. Se incubaron a 37 °C por 24 h.

Dilucién en agar: se utilizaron 20 placas Petri, en las cuales se agreg6 agar Mueller-
Hinton enriquecido con distintas concentraciones de sulfato de cobre (0,1; 0,3y 0,5
%) mas un control sin sulfato de cobre. Cada cepa bacteriana se sembro en 4
placas, las que se incubaron en estufa por 24 h a 37 °C. Posteriormente, se evalud
el crecimiento bacteriano, verificando si habia o no presencia de bacterias.

Variacion del método de recuento bacteriano a través de microgota: por cada
concentracion de sulfato de cobre se prepararon 50 mL de caldo soya tripticasa,
volumen que se dividié en tubos separados que contenian 5 mL cada uno, y se
dividieron en tres tiempos (1, 5 y 10 min). Esta secuencia se repitid para cada una
de las 5 cepas bacterianas. Todos estos tubos se esterilizaron a 121 °C, por 15 min.
Posteriormente, fueron inoculados con una cepa bacteriana, tomandose de estos
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una alicuota de 20 pL a los distintos tiempos (1, 5y 10 min); este volumen se
depositd en placas Petri con agar soya tripticasa. Las placas obtenidas se incubaron
en estufa a 37 °C por 24 h, y se evalud la disminucion del crecimiento bacteriano.
Todo este procedimiento se realiz6 por triplicado.

CONTROLES DE CALIDAD1-13

Los controles de calidad y estudios de estabilidad, se realizaron teniendo en cuenta
el cumplimiento de los requerimientos establecidos en el Reglamento del Sistema
Nacional de Control de Cosméticos D.S. 239/02 de Chile, pais en que fue realizado
el estudio, por lo que las condiciones de almacenamiento corresponden a una zona
climatica II.

Evaluacién de caracteristicas organolépticas: se llevd a cabo una evaluacion de
color, aspecto, olor y sensacion al tacto, mediante la utilizacion de los 6rganos
sensoriales.

Centrifugacion: se realizé 24 h después de haber elaborado el jabdn, en una
centrifuga a 3 000 r.p.m. y 25 °C, durante 30 min.

Medicion de pH: se realizé a temperatura ambiente, introduciendo directamente los
electrodos de un pH-metro portatil, marca WTN, modelo pH 330i, en la formulacién.

Control microbioldgico: se sembraron muestras de jabdn liquido a distintas
concentraciones de sulfato de cobre (0,1; 0,3 y 0,5 %), en agar Meller-Hinton y se
llevaron a estufa de cultivo a 37 °C, evaluando el crecimiento microbiano a las

24, 48 y 72 h posincubacion.

Prueba de parche: se realizé a 30 voluntarios, previa firma del consentimiento
informado. Se aplicd 2 muestras de 20 pL; la primera de jabon liquido y la segunda
correspondiente a un control con la base de la formulacién (sin sulfato de cobre).
Se aplicd en la cara interna del brazo, se cubrid con una gasa estéril, y luego se fijo
con un parche. Luego de 48 h se retird el parche y se observo la reaccidn producida
en la piel.

ESTUDIOS DE ESTABILIDAD*

Estrés térmico: las muestras se sometieron a temperaturas de 4 °C y 40 °C,
alternando cada 24 h entre un ciclo y otro, por un periodo de 12 dias. Este estudio
de estabilidad preliminar, se realizd con el fin de auxiliar en la eleccion de la
formulacion.

Estabilidad en estanteria: las muestras se mantuvieron a 25 °C por un periodo de
12 meses.

Estabilidad acelerada: las muestras se mantuvieron a 40 °C, durante 6 meses.

RESULTADOS

Luego de ensayar distintas formulaciones, se opté por la formula porcentual de
jabdn liguido que se observa en la tabla 1, debido a que presenté mejores
caracteristicas de calidad.
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Tabla 1. Formula porcentual del jabon liquido

Componentes % formulacion
Cloruro de sodio B
Glicerina 10
Lauril éter sulfato de sodio 10
Sulfato de cobre pentahidratado 0,5
Agua destilada c.s.p 100

c.5.p.= cantidad suficiente para.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTISEPTICA

Dilucion en agar: se realiz6 con tres concentraciones crecientes de sulfato de cobre
(0,1; 0,3y 0,5 %) puesto que a estas cantidades se utiliza terapéuticamente a
nivel tépico en productos cosmecéuticos.®> Se evalud el crecimiento a través de un
control sin sulfato de cobre, el cual fue positivo para cada cepa, y se marcé como
resistente, asi como también en las concentraciones de sulfato de cobre que no
fueron suficientes para inhibir el crecimiento bacteriano. Los resultados obtenidos a
las 24 h, para las 5 cepas en estudio, se expresan en la tabla 2.

Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria del jabdn liquido a las 24 h

Cepas Concentraciones sulfato de cobre %
Control 0,1 0,3 0,5
E. coli R. R. = =
K. pneumoniae R R R 5
P. aeruginosa R R R 5
5. aureus R 5 5 5
5. epidermidis R =) S =)

S: sensible; R: resisterte.

VARIACION DEL METODO DE RECUENTO EN PLACA A TRAVES DE MICROGOTA!6

Las cepas bacterianas afectadas al tiempo de exposicidén en estudio fueron S.
aureus y S. epidermidis, las cuales presentaron una disminucidn notoria del
crecimiento bacteriano. Las bacterias gramnegativas E. coli, K. pneumoniae y P.
aeruginosa no presentaron disminucion del crecimiento bacteriano expuestas a este
rango de tiempo. Los resultados se muestran en la tabla 3.

CONTROLES DE CALIDAD

Evaluacién de caracteristicas organolépticas: el jabon presentd un color azul claro,
aspecto homogéneo y viscoso, olor caracteristico, textura suave.

Centrifugacién: las muestras no presentaron ningun tipo de inestabilidad o
separacion de componentes.
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Medicion de pH: el pH de la formulacion fue de 6, manteniéndose este valor estable
a diferentes temperaturas asi como también a través del tiempo.

Tabla 3. Disminucion del crecimiento bacteriano a distintos tiempos de exposicidn del
jabdn liquido con sulfato de cobre

Staphilococcus aureus % Staphilococcus epidermidis %
Tiempo
) Fl Control 0,1 0,3 0,5 Control 0,1 0,3 0,5
{min}
1 - -
5 - -
10 - +1d +1d -
-r no hay disminucion; L leve disminucidn: | moderada disminucidn:

111 alta disminucion del crecimiento bacteriano.

Control microbioldgico: no se evidencid crecimiento bacteriano en el producto en
estudio luego de 24, 48 y 96 h posincubacién.

Prueba de parche: la formulaciéon no produjo irritacidén en ninguno de los
voluntarios.

ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Los resultados obtenidos demuestran que el producto elaborado, conserva sus
caracteristicas organolépticas, estabilidad fisicoquimica y microbioldgica durante el
tiempo de estudio, al ser almacenado a temperatura ambiente, elevada y ser
sometido a ciclos de congelamiento-descongelamiento. En la figura se observan los
resultados de la medicién de pH de la formulacién almacenada a 25 °C y 40 °C,
durante los primeros 6 meses.

pH

e —— Y

N ) I L R I v
|

1 2 3 4 5 &
Tiempo (meses)
== Jabdn 25 °C
= labon 40 2C

Fig. “Yalores de pH de las formulaciones almacenadas
a2aeCy 40 9C,

DISCUSION

El jabodn liquido requiere de ciertas caracteristicas para su funcionalidad. Estas son
otorgadas por determinadas materias primas, entre ellas, el cloruro de sodio se
utilizé6 como espesante a la concentracion del 4 % ya que a esa concentracién se

547

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2014;48(4):542-549

obtiene un jabdn liquido con una viscosidad adecuada para su manejo y posterior
dispensacion. El caracter de detergencia esta a cargo de lauril éter sulfato de sodio,
que fue el tensioactivo seleccionado, porque cumple con la mezcla de limpieza y
humectacion de la piel. Para su labor de detergencia se utiliza a una concentracion
cercana al 10 %. Para darle un mayor caracter humectante al producto, se
incorpord glicerina. La importancia de esto radica en que tras reiteradas
aplicaciones del jabdn, se podria producir una resequedad del estrato corneo y de
esta manera se tiende a evitar. Este producto no incluye preservantes ni colorantes
debido a que la sustancia activa es el sulfato de cobre, que tiene propiedades
antimicrobianas y antifingicas,!”'® y ademas proporciona un color azul a la
formulacion.

Al realizar los estudios para determinar la capacidad antiséptica, se realizé una
modificacion del método de recuento en placa a través de microgota, ya que no se
contaron las unidades formadoras de colonia (UFC), si no que se vio la disminucion
de forma cualitativa del crecimiento bacteriano, puesto que de esta forma se puede
apreciar visualmente una disminucidn notable de las UFC.

La diferencia entre las cepas grampositivas, que se vieron afectadas notoriamente a
la exposicion al sulfato de cobre, en comparacién a las gramnegativas, que no lo
hicieron, puede deberse a la variacion estructural que existe entre ellas, que es la
existencia de peptidoglicano presente en las gramnegativas, lo que las hace mas
resistentes al ataque de un agente antiséptico.

Los resultados de los controles de calidad y estabilidad realizados, fueron éptimos
para este tipo de producto, destacando el pH, que se mantuvo durante todo el
tiempo de estudio en un valor que esta dentro del pH fisioldgico cutaneo, lo cual
disminuye el grado de irritacion que podria llegar a producirse con un uso continuo.
En toda elaboracion de productos farmacéuticos y cosméticos es necesario realizar
controles microbioldgicos, ya que por norma general, las formulaciones que
presentan agua entre sus componentes estan expuestas a contaminacion. Es por
esto que no se permite la proliferacion de los patégenos S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa y Salmonella.!! El jabon elaborado, fue sometido a este analisis siendo
sus resultados negativos para la presencia de los microorganismos mencionados.
Esto se le atribuye a las propiedades del sulfato de cobre antes mencionadas.

La prueba de parche se enfoca en la posible irritacion que podria causar un
producto, debido a componentes irritantes o a una sinergia entre ellos en la
formulacion. Después de 48 h, se evalud la posible irritacion, ya que la reaccion
inmunoldgica de tipo IV o hipersensibilidad tardia, se presenta 24-48 h después del
contacto con el antigeno. La formulacién no presento irritacion en ninguno de los
voluntarios; es por esto que se puede concluir que el producto elaborado es apto
para ser utilizado en humanos sin un riesgo inminente de producir alguna lesién en
la piel.

Se puede concluir que es posible la elaboracidon de un producto cosmecéutico,
especificamente un jabon liquido, en base a sulfato de cobre como agente
antiséptico, el cual demostro ser seguro y estable durante el periodo de estudio.
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