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Efecto bactericida de la cal hidratada
en solucion acuosa
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Se determind el efecto bactericida de los sobrenadantes de las soluciones saturadas de cal
comin y de hidroxido de calcio (Ca(OH),) micronizado (1500 mg/L), que se usé a manera de testigo,
compardndolo con el de los desinfectantes constituidos por soluciones de plata coloidal al 0,33% (0,0016
mg/L), sulfacloramina de tolueno (41 mg/L) con bicarbonato de sodio (9 mg/L) e hipoclorito de sodio
(5 mg/L). Para ello se emplearon cuatro cepas de Vibrio cholerae No. 01, V. parahaemolyticus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, Sh. sonnei y Sa. enteritidis.
Estas bacterias se usaron para inocular las sustancias bactericidas ya citadas vy, después de distintos
tiempos de incubacion, las bacterias sobrevivientes se cuantificaron in vitro por medio de la técnica
de vaciado en placa. El vesultado se expresd en unidades formadoras de colonias (UFC).

Se estimd in situ la carga de V. cholerae soltada por 35 fresas y 35 rdbanos (con un
peso aproximado de 10 g por unidad) al lavarlos bajo un chorro de agua potable, sumergirlos en el
sobrenadante de una solucion saturada de cal (1,5 g/L), y ambas cosas.

El mayor efecto bactericida se obtuvo con V. cholerae 01 y se observé a los 3 minutos.
Otras enterobacterias resistieron el efecto bactericida hasta 30 minutos.

El Vibrio cholerae 01, que es el agente
causal del célera, se ha venido diseminando
por todo el mundo desde 1961, fenémeno que
se ha denominado la séptima pandemia. En
América Latina, la poblacién de Chancay en
el Perti fue la primera en ser afectada por este
microorganismo. En diciembre de 1993 ya se
habian notificado 951 820 casos en el mundo,
con tasas de mortalidad variables y de alre-
dedor de 1% en promedio. Las poblaciones
afectadas suelen tener una infraestructura
sanitaria deficiente, raz6n porla cualla trans-
misién secundaria es mas comiin. El agua y
los alimentos contaminados son los vehicu-
los de esta propagacién (1).
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El uso de la cal como bactericida es parte
del acervo cultural tradicional de todos los
pueblos. La cal se usa en labores de tenerfa,
en el tratamiento de arboles invadidos por
microorganismos y en el control de la fer-
mentacién posmértem de animales y otras
materias organicas. No obstante, actual-
mente el uso del hidréxido de calcio como
bactericida en el campo de la salud priblica si-
gue siendo empirico, salvo en el caso de la
odontologia, disciplina enla cual se introdujo
en 1920 (2). Varios estudios cientificos se han
realizado con hidréxido de calcio en pasta (3,
4) y en solucién acuosa (5) para determinar su
eficacia contra microorganismos anaerobios,
como Streptococcus mutans, Peptostreptococcus
anaerobius, Porphyromonus gingivalis y Fusobac-
terium nucleatum.

Nuestro trabajo tuvo por objeto 1) de-
terminar la utilidad bactericida del sobrena-
dante cuando se satura el agua con cal de
construccién hidratada a razén de 1,5 g/L (lo-
grandose un pH de 12,3), y 2) comparar di-
cha utilidad con la de otros desinfectantes de
uso comtin. Para poner a prueba su eficacia



in vivo con frutas y verduras también se
utilizaron fresas y rdbanos, que crecen en
contacto con suelos regados con agua no
potable.

MATERIALES Y METODOS

Las siguientes cepas bacterianas fue-
ron obtenidas del banco de cepas del Insti-
tuto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemiolégicos (INDRE), en México, D.E:
Vibrio cholerae 01 clédsico Inaba, V. cholerae 01 El
Tor Ogawa, V. cholerae 01 El Tor Inaba , V. pa-
rahaemolyticus No 01, Escherichia coli 0:116, Sal-
monella enteritidis, Shigella flexneri, Sh. sonnei y
Sa typhinmrium. Se obtuvo, ademas, una cepa
de V. cholerae 01 El Tor Ogawa de los Centros
para la Prevencion y el Control de Enferme-
dades (CDC) en Atlanta, Georgia, Estados
Unidos de América.

Para comparar el efecto bactericida in
vitro del sobrenadante de soluciones satura-
das de cal comiin y de hidréxido de calcio mi-
cronizado conira distintos serotipos de V. cho-
lerae 01 con el de otros desinfectantes, se
utilizaron algunos de los productos disponi-
bles en el mercado a las dosis y tiempos re-
comendados por los fabricantes.

Tres productos fueron examinados:
1) solucién de plata coloidal al 0,33% (0,0016
mg/L); 2} sulfacloramina de tolueno con bi-
carbonato de sodio (NaHCO,) a razén de 41
y 9 mg/L, respectivamente, en comprimidos;
y 3) hipoclorito de sodio (NaClO) a razén de
5 partes por millon (5 mg/L). El efecto de es-
tos productos se comparé con el de los sobre-
nadantes de soluciones saturadas de cal hi-
dratada (marca Berirdn) y de hidréxido de
calcio micronizado, que es la forma que se
encuentra libre de impurezas porque se capta
en mallas de menos de 20 micras durante el
proceso de elaboracion de la cal comdn.

Pruebas de actividad bactericida
in vitro

Las cepas de V. cholerae y de otras bac-
terias coliformes se incubaron 24 horas a
36,5 °C en caldo peptonado alcalino y caldo
peptonado con un pH de 7,0, respectiva-

mente —ambos caldos se sembraron con un
0,01 mL de inéculo bacteriano—, y se cose-
charon en fase de crecimiento exponencial.
Una vez ajustada su concentracién a la reco-
mendada por los fabricantes, los bactericidas
comerciales a base de plata coloidal, sulfaclo-
ramina de tolueno con bicarbonato de sodio,
e hipoclorito de sodio fueron inoculados con
1,0 mL de cada caldo bacteriano, cuya con-
centracién bacteriana era del orden de 10°. En
el caso de la cal hidratada y del hidréxido de
calcio micronizado, el indculo se afiadié a 1,0
ml de sobrenadante de la solucién saturada
(1,5 g/L), cuyo pH vari6 de 12,3 a 12,74. Una
vez inoculadas todas las sustancias con los
caldos bacterianos, se tomaron muestras de
cada mezcla para calcular el niimero de uni-
dades formadoras de colonias (UFC) a tem-
peratura ambiente después de diferentes
tiempos de exposicién al desinfectante, que
fueronde 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos.
Estas muestras se fueron diluyendo por po-
tencias de 10 en caldo peptonado o en amor-
tiguador de fosfatos con un pH de 8,0 con el
proposito de inactivar los desinfectantes y
cuantificar las concentraciones bacterianas. La
cuantificacién de los microorganismos sobre-
vivientes se efectud vaciando 1,0 mL de cada
mezcla (conuna concentracién aproximada de
1 X 10° UFC por mL) en una placa con medio
de cultivo a base de agar soya con tripticasa
(AST, de marca Becton-Dickinson) (6). Al cabo
de 24 a 48 horas a 37 °C se contaron las UFC
en cada placa. A estas muestras también se
les hizo un recuento directo de UFC me-
diante vaciado en placa, sin exposicion a los
desinfectantes, para usarlas a manera de
testigos.

Pruebas de actividad bactericida
in vivo

Para estimar in vivo la eficacia bacteri-
cida del sobrenadante de una solucién satu-
rada de cal comiin en presencia de V. cholerae,
35 fresas y 35 rabanos, con un peso aproxi-
mado de 10 g por unidad, se sumergieron en
dichas sustancias y se incubaron a tempera-
tura ambiente tras la inoculacidén de cada hor-
taliza con 0,01 mL. de V. cholerae 01 El Tor Ogawa
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aplicado con un asa calibrada. La dosis ino-
culada fue el equivalente de 4 a 8 x 10? UFC
por gramo de vegetal.

Después de 30 minutos de incubacion,
durante los cuales los microorganismos se
adhieren a la superficie, los rdbanos y fresas
se dividieron en tres grupos de 10 piezas cada
uno. El primer grupo se colocd en un colador
bajo un chorro de agua potable por 10 minu-
tos en movimiento constante, agitdndose vi-
gorosamente con una mano enguantada. El
segundo grupo se trat6 de la misma manera
pero también se sumergi6 en una solucién
saturada de cal hidratada por 30 minutos
después del lavado. El tercer grupo solo se
sumergio en la solucién saturada de cal co-
min por 30 minutos. Posteriormente se
cuantific6 por separado la carga bacteriana que
sobrevivié en cada grupo al cabo de los di-
versos tratamientos. Las lecturas se hicieron
por duplicado y se tomé el promedio.

Se usaron a manera de testigos cinco
fresas y cinco rabanos, que se fueron reti-
rando uno por uno y colocando individual-
mente en frascos con 90 mL de diluyente a
base de agua peptonada (1 g/L) hasta conse-
guir un peso total de 100 g. Los frascos se agi-
taron, como exige la técnica original, y la carga
bacteriana desprendida se estim¢é por re-
cuento de UFC mediante la téenica usada para
cuantificar coliformes en legumbres. Esta
consisti6 en diluir progresivamente el sobre-
nadante de 10~* a 10~5, por potencias de 10,
y transferir 1,0 mL de cada solucién a cajas de
petri estériles por duplicado, agregéandole
posteriormente a cada una 15,0 mL de medio
AST e incubandola de 24 a 48 horas (7).

RESULTADOS

Los experimentos in vitro muestran que
las poblaciones iniciales de V. cholerse clésico
Inaba, El Tor Ogawa y El Tor Inaba, y las de
V. parahaemolyticus no 01, que variaron de
3,6 X 108a 8,0 x 108 UFC, fueron eliminadas
tras una exposicion de menos de 1 minuto a
los sobrenadantes de las soluciones acuosas
saturadas de cal comin y micronizada. Este
tiempo no es suficiente para poder trazar una
curva poblacional, de manera que en el cua-
dro 1 solo se presentan los resultados con E.
coli, Sa. typhimurium, Sh. flexneri, Sh. sonnei y
Sa. enteritidis enteropatogenos. Como se in-
dica en el cuadro, se necesitd un tiempo de
exposicion a las sustancias bactericidas de al-
rededor de 30 minutos para que las UFC de
estos microorganismos desaparecieran de las
placas.

La actividad de los bactericidas comer-
ciales también se presenta en el cuadro 1.
Cuando se inocularon con las muestras de
microorganismos que sirvieron de testigos,
las soluciones de plata coloidal y sulfaclora-
mina de tolueno no eliminaron totalmente las
bacterias, ni siquiera al cabo de 1 hora. El hi-
poclorito de sodio disminuyé notablemente
la carga bacteriana, pero nola pudo eliminar
por completo en 10 minutos.

Los experimentos in situ indican que las
cargas bacterianas adheridas a la superficie de
los rabanos y fresas se eliminan més eficaz-
mente con el tratamiento combinado de la-
vado bajo un chorro de agua mas inmersion
por 30 minutos en un sobrenadante de solu-
cion saturada de cal comtin, como se aprecia

CUADRO 1. Actividad bactericida de distintos desinfectantes en presencia de V. cholerae 01 biotipo

El Tor, serotipo Ogawa

Tiempo UFG*
Desinfectante (en minutos) (recorridos)

Plata coloidal al 0,33% (80,0016 mg/L) 60 6,8 x 108-4,6 x 10°
Sulfacloramina de tolueno (50 mg/L) 60 6 x 108-7,1 x 108
Hipoclorito de sodio (5 mg/L) 10 6,4 x 10°-3,7 x 108
Sobrenadante de hidréxido de calcio micronizado

(1500 mg/L) 1 ]
Sobrenadante de cal hidratada (1500 mg/L) 1 0
Muestra testigo 60 5,3 x 10°-6,2 x 10°

* Unidades formadoras de colonias.



CUADRO 2. Estimacion de la carga bacteriana
in situ en Ia superficie de rdbanos y fresas
después de lavarlas bajo un chorro de agua,
sumergirlos en el sobrenadanie de una
solucién de cal saturada, y de ambas cosas

UFC*
Tratamiento Fresas Rébanos
Ninguno (muestras testigo) 4710 731,60
Chorro de agua 53 9,05

Inmersion en sobrenadante de

solucién de cal saturada por

30 min. 8,6 16,45
Chorro de agua més inmersion en

sobrenadante de solucion de cal

saturada par 30 min. 5.1 2,70

*Namero promedio de umidades formadoras de colonias por
gramo de réabangs o fresas.

enel cuadro 2. La diferencia fue significativa,
con una t de Student = P < 5,0, incluso
cuando se aplicé solo el lavado bajo un chorro
de agua potable, sobre todo a los rabanos.

DISCUSION

Este estudio muestra claramente que los
sobrenadantes de las soluciones saturadas de
hidréxido de calcio micronizado y de cal de
construccién son excelentes sustancias bac-
tericidas, especialmente en presencia de las
diferentes especies de V. cholerae. Indica, ade-
mas, que la actividad de la solucién acuosa
saturada se manifiesta no solo cuando se usan
bacterias que han estado almacenadas en
bancos de cepas, sino también cuando las ce-
pas estan recién aisladas.

El mecanismo de accién del sobrena-
dante del hidréxido de calcio en solucién
acuosa saturada aparentemente se produce en
la membrana externa bacteriana, ya que he-
mos observado la incorporacién de yoduro de
propidio en el ADN con citémetro de flujo a
rayo laser (8). El hipoclorito de sodio a una
concentracién de 5 partes por millén (5 mg/
L), que es la méxima concentracién permisi-
ble para el agua potable de uso doméstico, lo-
gré reducir las poblaciones bacterianas, pero
no con la misma eficacia y rapidez que los
agentes alcalinos mencionados. El hipoclo-
rito de sodio en aguas contaminadas a con-
centraciones de 25 y 50 partes por millén (da-
tos no presentados) no se recomienda por el

efecto carcingeno de las nitrosaminas pro-
ducidas cuando este entra en contacto con
materias orgéanicas (9, 10). La plata coloidal y
la sulfacloramina de tolueno disminuyeron
aun menos la viabilidad bacteriana.

Aunque no se ha notificado que los ra-
banos ylas fresas sean vehiculos de V. cholerae
01, en el campo los coliformes fecales se ais-
lan de ellos con frecuencia (11). Nuestros da-
tos indican que para reducir la carga bacte-
riana no basta con la inmersién en el
sobrenadante de soluciones saturadas de hi-
dréxido de calcio micronizado o cal de cons-
truccién, y que un buen lavado previo ayuda
a desprender los microorganismos. Sin em-
bargo, en la gran mayoria de las comunida-
des rurales no hay agua potable, porloque se
sugiere usar solo la inmersién en el sobrena-
dante de agua saturada con cal. Para fines
précticos, una cucharadita de cal para 1 L de
agua es suficiente para obtener un pH de 12,3
sin riesgo de toxicidad, ya que en ratas la do-
sis oral promedio con efecto letal es de 7,34 g/
K (12). Ademis, el hidroxido de calcio es poco
soluble en agua, ya que su indice de solubili-
dad es de 165 mg/L (13).

Sobre la base de los resultados expues-
tos en este trabajo se recomienda que el so-
brenadante de una solucién saturada de cal se
introduzca como agente desinfectante en zo-
nas donde el colera es endémico. La cal co-
mun no es un compuesto ajeno a la dieta de
Meéxico y Centroamérica, puesto que se usa
en la “nixtamalizacién” o hidrélisis térmica
alcalina del maiz para elaborar tortillas. En las
tortillas el sabor de la cal es imperceptible y lo
mismo sucede cuando se desinfectan las fru-
tas y legumbres. La cal comtin se utiliza tam-
bién como agente floculante en aguas con
particulas sdlidas en suspensién y en esta
forma puede incluso beberse. Esta practica se
remorita a épocas prehispénicas y perdura en
ciertas comunidades.

CONCLUSIONES

1) El sobrenadante de la cal de construccion
en solucién acuosa saturada inactiva V.
cholerae 01 in vitro en menos de 1 minuto,
a diferencia de otras bacterias enteropa-
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tégenas, las cuales tienen que someterse a
una exposicién de hasta 30 minutos para
ser inactivadas.

2) El empleo del sobrenadante de cal en so-
lucién acuosa saturada para desinfectar
verduras y frutas que crecen en contacto
con el suelo, como los rdbanos y las fre-
sas, se recomienda en zonas donde no hay
agua potable. El sobrenadante puede
usarse tanto para un lavado previo como
para la inmersion durante 30 minutos.
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neri, Sh. sonnei, and Sa. enteritidis. These bacteria
were inoculated into the bactericidal substances
listed above and, after different incubation times,
the number of surviving bacteria was deter-
mined in vitro by using a counting plate. The
results were expressed in colony-forming units
(CFU).

An in situ estimate was made of the
amount of V. cholerae on 35 strawberries and 35
radishes (having a weight of about 10 g per unit)
after they were washed under a flow of potable
water, submerged in the supernatant of the sat-
urated lime solution (1.5 g/L), or both.

The greatest bactericidal effect was ob-
tained against V. cholerae 01 and was observed in
3 minutes. Other enterobacteria were resistant
to the effect for up to 30 minutes.



