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Resumen

El desarrollo de las sociedades humanas en todo el mundo ha generado al mismo tiempo
un dafio ambiental muy grave que amenaza la salud humana y la supervivencia de
animales y plantas debido a una mayor incidencia de enfermedades infecciosas.

Un método avanzado de saneamiento ambiental inofensivo para la eliminacion de
microorganismos patdégenos y compuestos organicos volatiles (COV) en grandes espacios
y superficies de aire son procesos de oxidacion avanzados (POA) basados en radicales
hidroxilos (OH) en concentraciones suficientes para realizar funciones biocidas en
microorganismos patdgenos. y degradar compuestos organicos en el aire a formas
minerales 0 compuestos organicos inofensivos.

Es una tecnologia reconocida como limpia y segura y generalmente se lleva a cabo a
través de la radiacion solar como un iniciador de proceso con material de fotocatalizador.
El problema presentado en los métodos de fotocatalisis es su baja velocidad, la generacion
de productos intermedios de degradacidn toxica, la desactivacion del material y la
necesidad de irradiacion UV.

El aumento de la propagacion de microorganismos patogenos en el aire ha generado serias
preocupaciones sobre su amenaza para la seguridad ambiental. Sin embargo, no existe un
método efectivo para eliminar rdpidamente estos microorganismos dafiinos en un gran
espacio aéreo. En comparacion con los desinfectantes convencionales, los procesos de
oxidacion basados en radicales OH*® tienen excelentes ventajas.

Palabras clave: radicales hidroxilos (OH®); desinfeccidén; VOC, proceso avanzado de
oxidacion, enfermedades infecciosas, 0zono, terpenos.

Introduccion

El desarrollo de las sociedades humanas en todo el mundo ha generado al mismo tiempo
un dafio ambiental muy grave que amenaza la salud humana y la supervivencia de
animales y plantas debido a una mayor incidencia de enfermedades infecciosas.

La atmosfera no tiene una microbiota nativa, pero es un medio de dispersion rapido y
global para muchos tipos de microorganismos. La historia de la aerobiologia ha

1



demostrado hasta el siglo pasado el papel fundamental que juega la contaminacion del
aire respiratorio en el desarrollo de epidemias como el colera, la gripe y la Legionella [1].
Esta contaminacion del aire respiratorio junto con la facilidad de movilidad de los seres
humanos en todo el mundo ha generado en este nuevo siglo sindromes respiratorios
extremadamente graves para la supervivencia.

Entre noviembre de 2002 y julio de 2003, el sindrome respiratorio agudo severo (SRAS)
se propagd rapidamente de China a otros 37 paises de todo el mundo, causando 775
muertes humanas con una pérdida economica de $ 40 mil millones [2].

A principios de 2009, una nueva cepa de HIN1 de origen porcino se extendié por todo el
mundo desde México. HLN1 fue declarada una pandemia de gripe por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), causando alrededor de 17,000 muertes humanas a principios
de 2010 [3].

En 2012 surgié un nuevo episodio de coronavirus, el MERS-CoV (coronavirus del
Sindrome Respiratorio del Medio Oriente). La aparicion de SARS-CoV en 2002 y
MERS-CoV en 2012 ha cambiado la perspectiva de la familia Coronoviridae ya que las
neumonias que han causado (SARS y MERS) tienen cifras de mortalidad del 10% y 30%,
que son elevadas en comparacion con el resto de los virus en la familia [4].

En diciembre de 2019, un tercer nuevo coronavirus llamado SARS-COV?2 (coronavirus
2 del sindrome respiratorio agudo severo) surgio en los Gltimos 17 afios en la provincia
de Wuhan Hubei, China [5], fue nombrado COVID-19 en febrero de 2020 y declarado
una pandemia por el Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Por lo tanto, es muy importante desarrollar un método répido y eficiente para la
eliminacién de microorganismos patdgenos en grandes espacios de aire.

Un método avanzado de saneamiento ambiental inofensivo para la eliminacion de
microorganismos patdgenos y compuestos organicos volatiles (COV) en grandes espacios
y superficies de aire son procesos de oxidacion avanzados (POA) basados en radicales
hidroxilos (OH®) en concentraciones suficientes para realizar funciones biocidas en
microorganismos patdgenos. y degradar los compuestos organicos en el aire a formas
minerales o compuestos organicos inofensivos [6].

Los resultados de diferentes estudios muestran que los radicales OH® destruyen
rapidamente diferentes microorganismos con una concentracién de 0.8 mg / L y una
densidad de pulverizacion de 21 uL / m2 en 4 segundos [7]. Los cambios morfol6gicos
celulares vitales y esenciales en los microorganismos patdgenos también se observan bajo
un microscopio cuando se exponen a una dosis fatal de radicales OH*®
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espacio aéreo. En comparacién con los desinfectantes convencionales, los procesos de
oxidacion basados en radicales OH® tienen excelentes ventajas.

Actualmente, el cloro, el alcali y el alcohol alcalino-amina son los tres tipos principales
de desinfectantes quimicos que se usan ampliamente para eliminar la contaminacion
microbiana. Sin embargo, algunos inconvenientes son los siguientes: la selectividad, un
tipo de desinfectante quimico, solo puede matar selectivamente uno o mas tipos de
microorganismos patdgenos. Su tiempo de procesamiento es largo, en un rango de 0.5 -
1 hora debido a la baja velocidad de reaccion quimica y su alto valor de dosificacion letal,
que podria alcanzar el 9% (v / v), lo que implica una contaminacion secundaria severa
por los intermedios de cloro restantes. Finalmente, su procesamiento letal se limita a la
superficie de los objetos, lo que hace imposible su aplicacion en grandes espacios aéreos
[8,9].

En comparacién con los desinfectantes quimicos anteriores, la avanzada tecnologia de
oxidacion basada en radicales OH® tiene varias ventajas: 1) Ausencia de selectividad,
pueden matar cualquier microorganismo patdgeno en dosis letales bajas debido a su fuerte
caracter oxidativo, con un potencial de oxidacién de 2.8 V, ligeramente menos que el de
fldor (3.03 V). 2) El tiempo de procesamiento de los radicales OH® es muy corto, varios
segundos. La razon es que la velocidad de reaccion quimica de los radicales OH*® es mayor
que 109 L mol-1 segundo-1, que es 107 veces mayor que la de otros oxidantes como Os,
H20,, Cl, etc. 3) Como oxidante verde, los radicales OH® se descomponen en H2O y O>
sin oxidantes residuales después de sus reacciones bioquimicas [10,11].

Formacion de radicales OH®

El oxigeno es una molécula esencial para la vida, pero dada su alta reactividad, también
se convierte en un elemento toxico que da lugar a la Ilamada paradoja del oxigeno. El
oxigeno es una molécula basicamente oxidante. La siguiente concentracion de
contaminantes se encuentra generalmente en el aire exterior rural (sin fuentes de
contaminacion): dioxido de carbono, 320 ppm; ozono, 0.02 ppm, mondxido de carbono,
0.12 ppm, éxido nitrico, 0.003 ppm, y diéxido de nitrogeno, 0.001 ppm. Sin embargo,
estos valores aumentan significativamente en el aire urbano [12].

El radical OH® es el oxidante natural mas importante en la quimica troposférica. A
menudo se le llama "detergente” en la atmosfera, ya que reacciona con muchos
contaminantes, iniciando el proceso de depuracion de los mismos, también juega un papel
importante en la eliminacion de gases de efecto invernadero como el didxido de carbono,
el metano y el ozono. Las caracteristicas que hacen atractivos los Procesos de oxidacion
avanzados (POA) son, entre otros, que con ellos el contaminante se destruye, no se
concentra o transfiere al medio ambiente, se logra una mineralizacion total o casi total de
contaminantes organicos, es decir, tienen aplicacion en la destruccion de la gran mayoria
de compuestos organicos, especialmente en compuestos no biodegradables como
organoclorados, PCB, HAP, etc. Es una tecnologia limpia y segura y, en algunos
procesos, la radiacion solar puede usarse como el iniciador de proceso.

El principal problema para eliminar rapidamente los microorganismos patégenos en un
gran espacio aéreo es como producir los radicales OH® con alta concentracion y gran
produccién. Actualmente, los métodos principales son la catalisis de Fenton, la
fotocatalisis, el 0zono, asi como sus efectos de colaboracion [13-17]. Sin embargo, estas



tecnologias tienen algunas desventajas serias: 1) Los radicales OH® se obtienen en una
baja concentracion y baja cantidad de produccion, de modo que el tiempo de reaccion
bioquimica total es largo, en el rango de 15 - 360 min. 2) Las tecnologias mencionadas
anteriormente solo se aplican a los experimentos o aplicaciones a pequefia escala. 3) Una
gran cantidad de reactivos quimicos como H202, TiO2, Fe2 +, etc. son necesarios en el
proceso de produccién de OH®, lo que resulta en su alto costo y un problema de seguridad.
4) Para aumentar la produccion de radicales OH®, se colaboran varios tipos de
tecnologias, lo que da como resultado equipos accesorios de gran volumen, como la torre
de burbujas, la cama compacta giratoria, etc.

En estudios anteriores, la produccion de una gran cantidad de radicales OH® ha sido
reportada por ionizacion y disociacion de O2 en aire y H20 en estado gaseoso utilizando
un método fisico de descarga de campo eléctrico fuerte. De esta manera, los radicales
OH?* se han utilizado con éxito en el tratamiento del agua de lastre y la marea roja en el
océano [18,19].

El 6xido de titanio es la referencia como material fotocatalizador actualmente, dada su
alta actividad, estabilidad relativa, bajo costo y baja toxicidad. Sin embargo, hay
problemas por resolver, como la baja tasa de fotocatélisis, la generacion de productos
intermedios de degradacion toxica, la desactivacion del material y la necesidad de
irradiacion UV ya que su separacion de banda no esta acoplada a la luz solar [20].

Desarrollo de un nuevo proceso de oxidacion avanzado para la descontaminacion de
aire y superficies.

Dado el escenario descrito, se genera un desafio para el desarrollo tecnolégico seguro y
efectivo en la descontaminacion del aire y las superficies. El objetivo tecnolégico se basa
en el hito de lograr una tecnologia capaz de producir radicales OH® en cantidades
suficientes mediante un sistema innovador que garantice su eficacia y seguridad para los
seres humanos. El sistema Wadu02 © es un dispositivo mediante el cual se evapora una
especie reactiva al oxigeno (ERO) como el perdxido de hidrogeno (H202) o un terpeno
como el d-limoneno. Esta evaporacion reaccionara con una emision interna de ozono por
debajo de una concentracion de 0.050 ppm (0.1 mg / m3), el limite de exposicion al ozono
establecido en las regulaciones emitidas por la OMS en los valores limite ambientales
(VLA) del afio 2000 para el publico en general en exposiciones de hasta 8 horas [21],
tomadas como un punto de referencia internacional de seguridad en la emision de ozono
y asi obtener una produccion constante y no dafiina de radicales OH®.

Las emisiones de ozono de Wadu02® se evaluaron a través de un laboratorio externo bajo
el estandar de filtros de aire electrostaticos, SUN - UL 867 y se probaron con un calibrador
y monitor de ozono Teledyne, a temperatura y humedad controladas por medio de un
transductor Vaisala y un medidor de flujo. La emisién de ozono del dispositivo Wadu02,
certificada en modo activo y modo nocturno en pardmetros menores de 0.020ppm (0.012
- 0.015 ppm sin filtros y 0.015 -0.016 ppm con filtros, respectivamente) result6 menor
que todos los estandares internacionales con respecto a la seguridad en exposiciones
prolongadas a 0zono.

Las emisiones de ozono de Wadu02 se evaluaron mediante pruebas de filtros de aire

electrostaticos domésticos en un laboratorio externo [22] bajo el estandar de filtros de aire
electrostaticos, SUN - UL 867 y se probaron con un calibrador y monitor de ozono
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Teledyne ®, a temperatura y humedad controladas por el transductor y medidor de flujo
Vaisala ®. La emisién de ozono del dispositivo Wadu02® fue certificada en modo activo
y modo nocturno en pardmetros menores de 0.020ppm (0.012 - 0.015 ppm sin filtros y
0.015 -0.016 ppm con filtros, respectivamente) resulta menor que todos los estandares
internacionales con respecto a la seguridad en exposiciones prolongadas al 0zono

La produccion de radicales OH® a través de la oxidacion de H.O2, bajo condiciones
controladas, se evalu6 de acuerdo con la funcionalidad oxidativa del dispositivo
Wadu02® y con una comparacion realizada con peroxidos de hidrégeno liquido en los
rangos de pureza de 0.25% a 0.75%, con la ayuda de la reaccion colorimétrica realizada
en una tira de prueba de yoduro de potasio. Los resultados indican que la capacidad
oxidativa promedio de un H.O2 a 0.5% de pureza es equivalente a la capacidad oxidativa
ofrecida por los dispositivos modelo Wadu02®, con una produccion maxima de 0.9 mg /
m3 (0.64 ppm), que es aproximadamente el 64.2% del limite actual de exposicion laboral
(WEL) ajustado a 1,4 mg / m3 (1ppm) [23,24].

La concentracion umbral para los efectos irritantes agudos del gas de perdxido de
hidrdgeno en el tracto respiratorio es de 10 mg / m3 (equivalente a 7 ppm) en humanos;
mientras que los valores correspondientes para la piel son 20mg / m3. Con respecto a su
exposicion prolongada, no se ha encontrado que el peroxido de hidrogeno cause efectos
teratogénicos o cancerigenos en humanos. Tampoco se han observado efectos
mutagénicos o cromosdmicos.

También fue verificado, como alternativa a la alta reactividad natural que presenta el
perdxido de hidrdgeno, la sustitucion de la carga del cartucho con esencias aromaticas
extraidas de flores y plantas por el papel biocida que tienen los terpenos por sus
propiedades antivirales y antibacterianas y se analizé el proceso de oxidacion avanzada
bajo las mismas condiciones de baja emision de ozono (menos de 0.02ppm) con el modelo
Wadu02, para comparar la eficacia comprobada con el peroxido de hidrégeno.

El limoneno es uno de los monoterpenos mas abundantes en la naturaleza, presente en los
aceites esenciales extraidos de la céscara de los citricos, incluidos los aceites esenciales
de naranja y mandarina. Este monoterpeno es susceptible a la oxidacién para generar
compuestos con mayor valor agregado [25].

Los terpenos son hidrocarburos que consisten en mas de una unidad de isopreno con cinco
carbonos que estan presentes en los aceites esenciales. Los monoterpenos, la mayoria de
los terpenos, junto con sesquiterpenos y diterpenos, comprenden la mayoria de los aceites
esenciales. Debido al bajo peso molecular y la alta volatilidad de los monoterpenos y
sesquiterpenos, el uso de aceites esenciales en ambientes interiores puede aumentar los
niveles de compuestos organicos volatiles (COV) [26].

Los terpenos contienen uno o0 mas dobles enlaces C = C, que interacttan facilmente con
oxidantes fuertes como el ozono, los radicales hidroxilos [27-29] y los radicales nitratos.
El ozono es un contaminante comun en interiores, cuyos niveles generales se distribuyen
aproximadamente de 20 a 40 ppb [30,31]. El uso de maquinas de oficina, como
fotocopiadoras, impresoras y maquinas de fax, también eleva las concentraciones de
ozono en interiores [32]. Los COV emitidos a través de la evaporacion de los productos
a base de terpenos para interiores pueden interactuar con el ozono y generar
contaminantes secundarios del aire, principalmente formaldehido y particulas en



suspension [33-37]. Los aerosoles organicos secundarios generados por la interaccion de
terpenos y ozono consisten en particulas finas y ultrafinas [38-40]. En consecuencia, se
realizaron evaluaciones previas del consumo total de limoneno en el dispositivo
Wadu02® para obtener una evaporacion controlada y segura.

Se determin6 que el consumo total de d-limoneno en los productos Wadu02® era del
orden de 0,4 g / 24 h. Segun la funcionalidad de este dispositivo y la evaporacion
promedio de las mediciones registradas en el laboratorio, los productos Wadu02® emiten
una nube que contiene d-limoneno con una concentracion de aproximadamente 1.84 ppm,
que en una habitacion de 60m2 (180m3) puede dar lugar a una concentracion méaxima
con un valor inferior a 2ppb. Esta concentracion es significativamente menor que los
niveles OEL suecos y alemanes [41] (limites de exposicion ocupacional) que son 27ppm
y 10ppm, respectivamente.

Toxicologia

Para la evaluacion y analisis de las cantidades de formaldehido, que pueden generarse
directamente a partir de la reaccion del ozono con las unidades estructurales de los enlaces
C=C se evaluaron los informes que indican que las proporciones de formaldehido
formadas por este mecanismo durante las reacciones iniciadas con 0zono con terpenos
representan solo un pequefio porcentaje de reacciones al ozono [33,34].

El mecanismo principal que forma el formaldehido se inicia por la reaccién del ozono
con el grupo funcional C=C para generar ozonuro. Posteriormente, el ozonuro se
descompone en un carbonilo y un intermedio de Criegee rico en energia (birradical).
Ambos productos participan en varias reacciones de oxidacion adicionales para formar
especies altamente reactivas como los radicales hidroxilos y productos estables. Estos
productos estables pueden ser cetonas y acidos carboxilicos si el proceso ha tenido lugar
en un medio oxidante o aldehidos y cetonas cuando el proceso ha tenido lugar en un
medio reductor.

Se observé la formacion de carbonilos estables con bajos pesos moleculares, incluyendo
formaldehido, acetaldehido, acetona y propionaldehido, durante las reacciones en fase
gaseosa del ozono con terpenos [31,33,36]. Los radicales hidroxilos reactivos generados
a partir de reacciones de 0zono con terpenos jugaron un papel vital en la formacion de
formaldehido en interiores.

Los radicales hidroxilos reactivos generados a partir de reacciones de 0zono con terpenos
jugaron un papel vital en la formacion de formaldehido en interiores. Varios estudios han
indicado que las concentraciones de radicales OH® en interiores generadas por reacciones
de 0zono con compuestos insaturados fueron mas altas que las de exteriores al mediodia
o lanoche [42-44]. Los radicales OH* fueron responsables del 56 ~ 70% del formaldehido
en interiores en las reacciones entre el ozono y los 23 VOC y el ozono y los terpenos [45].
Por lo tanto, un nuevo objetivo es la evaluacion de las reacciones de los radicales OH*®
mediante terpenos y la posible contribucién para obtener altos niveles de formaldehido
en interiores y los posibles efectos sobre la calidad del aire interior [46].

Prueba de seguridad

Una vez que se verificd que el consumo total de limoneno y peréxido de hidrégeno no
excede los limites que se consideran teratogénicos y cancerigenos en humanos y que la



emision de ozono es menor que en las reglamentaciones internacionales, se evalud la
efectividad en la reduccion de formaldehidos en la oxidacion avanzada de limoneno con
Wadu02® utilizando el método de prueba SPS-KACA002-132: 2016 en condiciones
controladas de temperatura y humedad (21 + 1)°C (45 = 5)% HR con d-limoneno en
cartucho y con d-limoneno en gel [47]. Los resultados indican que la reduccion de
formaldehido en las reacciones de ozondlisis con emisiones inferiores a 0.020 ppm y con
bajas concentraciones de d-limoneno con una evaporacion de 0.4 g/24 h equivalente a
1.84 ppm es significativa y alcanza valores del 19% con gel y 41% con cartucho de
limoneno liquido.

Estos resultados muestran que, a pesar de la alta reactividad del d-limoneno con ozono
para la formacion de formaldehido, la emision controlada de ozono por debajo de
0.02ppm y la evaporacién de limoneno por debajo de 2ppb en un espacio de 60m2 es una
reaccion segura e inofensiva.

Para validar esta hipdtesis, se llevaron a cabo una serie de pruebas experimentales para
determinar la reduccion de particulas y contaminantes del aire emitidos por la quema de
una varilla de incienso durante una exposicion de 2 horas a un purificador de aire
Wadu02®, utilizando cartuchos cargados con d-limoneno. y H2O2 en una cdmara de
volumen controlado de 225.72 m3 (6.6 X 6 X 5.7) [48].

Se realizaron cinco ensayos sobre la calidad del aire, en diferentes condiciones: la primera
lectura se determino en la calidad del aire inicial en la sala, sin ninguna exposicion al
incienso o purificadores de aire. La segunda conferencia se tomo después de 2 horas desde
que se quemo la mitad de la barra de incienso; la tercera clase se determin6 cuando se
alcanzo la calidad del aire inicial y luego, se quemd la mitad de una varilla de incienso
con la presencia de un purificador de aire con cartucho de peréxido de hidrégeno durante
dos horas. La cuarta lectura se tomo con las mismas condiciones que la tercera, pero, en
este caso, con un purificador de aire con cartucho de D-limoneno; y finalmente la quinta
conferencia fue determinada por las mismas condiciones que la tercera y cuarta, pero esta
vez con la presencia de ambos purificadores de aire (cartuchos de D-limoneno y peréxido
de hidrégeno).
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Figura 1. Medidas sobre la calidad del aire antes y después de contaminar la sala con la combustion de una varilla de
incienso, comparacion de la seguridad y la eficacia de Wellis en la eliminacion de VOC’s y formaldehido con cartucho
de peréxido de hidrégeno y d-limoneno.

El estudio muestra que bajo estas condiciones; quemar una varilla de incienso genera una
mala calidad del aire un promedio de 30 minutos despues del inicio de la combustion;
con una tendencia a regularizarse después de una hora, a volver a las condiciones iniciales



dos horas después del inicio de la combustion, ya que las particulas emitidas se
dispersaron en el espacio aéreo de la habitacion. Sin embargo, las lecturas de
formaldehido y VOC son mas altas que la lectura de control, lo que refleja un riesgo de
exposicion prolongada.

Los resultados en presencia de purificadores Wadu02®, independientemente del
contenido del cartucho (d-limoneno o H202), mantienen la calidad del aire inicial desde
la primera media hora de exposicion; reduciendo significativamente los valores de
particulas, formaldehido y COV. La eficacia en téerminos de reduccion de formaldehido
y COV segun el uso de d-limoneno o H>O; para llevar a cabo la emision de radicales OH®
no es significativa, aunque el H20> presenta valores mas eficientes.

Los resultados permiten declarar eso; el funcionamiento del purificador de aire
Wadu02®, basado en la emision de ozono en bajas concentraciones (< 20 ppb) y la
evaporacion de cantidades estandarizadas de d-limoneno o H2O: del cartucho, para la
ejecucion del proceso de oxidacién avanzada; son seguros, inofensivos y efectivos para
reducir las particulas suspendidas, los COV y el formaldehido.

Aplicacion de radicales OH® como biocida de amplio espectro

Los radicales libres y los iones causan alteraciones irreversibles en las macromoléculas
(proteinas, membrana o ADN) como consecuencia del movimiento de los electrones, por
lo que tienen un efecto morbido. Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RONS)
son las mas inestables, reactivas y las que primero reaccionan con los demés. Dentro de
este grupo, el radical OH*® es la especie con una vida media méas efimera debido a su alta
reactividad y, por lo tanto, sera la méas peligrosa [49].

Se estudid la eficacia de la concentracion de radicales OH® en la eliminacion de
microorganismos patdgenos. En condiciones de densidad de pulverizacion de 21 pL/cm?
y en tiempos de procesamiento de 4 segundos, se ha informado una disminucion
dramaética en las células de supervivencia para S. Marcescens a concentraciones justo por
encimade 0,15 mg/L y casi por completo en concentraciones de 0,41 mg/L. En B. subtilis,
los niveles fueron practicamente indetectables a concentraciones de 0.5 mg/L, mientras
que en las esporas de bacilo la reduccion fue significativa a niveles de 0.3mg/L y
practicamente completamente a concentraciones maximas de 0.8mg/L.

La funcidn biocida de los radicales OH® se basa en el proceso avanzado de oxidacion.
Este mecanismo de estrés celular es generado por el fenémeno de "explosion respiratoria”
a través de una cascada de reacciones por la liberacion de especies reactivas de oxigeno
[51-52]:

1) El radical OH* es la especie mas reactiva en biologia. (vida media 100 picosegundos)
2) El peroxido de hidrogeno puede pasar a traves de membranas bioldgicas.

3) El ion hipoclorito modifica y degrada todas las moléculas bioldgicas. Es un producto
de la explosion respiratoria (similar a la mitocondrial).

Los principales efectos de estas formas reactivas ocurren en las membranas, lipidos y
enlaces sulfhidrilo de las proteinas y nucleotidos del ADN53, produciendo:

- Peroxidacion lipidica, cuyos perdxidos resultantes inician una reaccién en cadena
catalitica que conduce a una mayor pérdida de &cidos grasos insaturados y un dafio
extenso en la membrana.



- Produccion de enlaces cruzados entre proteinas, a través de la formacion de enlaces
disulfuro.
- Mutaciones en el material genético del microorganismo patégeno.

Durante el proceso de oxidacion celular, las cadenas insaturadas son facilmente atacadas
por los radicales OH®. La peroxidacién de los &cidos grasos en las membranas genera
radicales peroxilo (ROO?®), disminuyendo su funcionalidad. Estos radicales tienen una
reactividad menor que los radicales OH® y, por lo tanto, su vida media es algo mas larga.
La presencia de dafios en la célula causados por el estrés oxidativo provoca una respuesta
antioxidante en la célula: intentan pasar los electrones de una especie a otra hasta que
inactivan los radicales y restablecen su estabilidad. Por otro lado, estas interacciones
pueden generar cascadas, extendiendo el dafio [54].

Oxidacion lipidica. Las membranas bioldgicas estan formadas por cadenas de acidos
grasos insaturados y se oxidan facilmente. Los radicales OH® atacan los dobles enlaces
de estas estructuras y dejan un electrén no apareado en la cadena que se unira a una
molécula de oxigeno (O.) para reestabilizarse, dando lugar a un radical peroxilo. La
formacion de radicales perdxidos modifica su funcionalidad de manera irreversible, ya
que cambia su distribucion espacial causando inestabilidad en la membrana [55].

Propagation

Initiation

Unsaturated lipid Lipid peroxyl radical Lipid peroxide

Figura 2. Los radicales OH e atacan los enlaces de estas estructuras y generan una cadena con un electrén no apareado,
que reaccionara con una molécula de oxigeno (O2) para reestabilizarse. Como producto, los radicales peroxilo aparecen
en la membrana, que actiia como retroalimentacion positiva, aumentando ain mas el dafio a la membrana.

Oxidacion proteica directa (producida por RONS) o indirecta (producida por peroxidacion
lipidica)

Los radicales libres causan cambios en la estructura molecular de los aminoacidos al modificar
su carga. Esto puede terminar rompiendo la cadena de polipéptidos, fragmentando la proteina.
Los radicales peroxilo dan lugar a sustancias con grupos aldehido, especies altamente reactivas
gue establecen covalencia entre grupos de proteinas del lado amino. La reticulacién, intra e
interproteina. Finalmente hay pérdida de conformacién y formacion de agregados de proteinas, y
por lo tanto, la disminucién / inhibicion del funcionamiento correcto de la proteina.
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Figura 3. Los radicales OH e forman puentes covalentes irreversibles entre dos tirosinas, dando al producto final
ditirosina. Esto no es reconocido por las quinasas de las vias de sefializacion, por lo que se pierde la informacién que
el Tyr tuvo que transmitir. Ademas, esta estructura no es degradable, de modo que las proteinas funcionales se acumulan
con los puentes intra e intermoleculares.

Cambios morfoldgicos de microorganismos.

El estudio de Bai et al 2012 [50] verificd los cambios morfolégicos de las esporas de B. subtilis
y Bacillus con tratamiento con radicales OH® bajo observaciéon microscépica en esporas de B.
Subtilis, S. Marcescens y Bacillus.

Se observd claramente que B. subtilis en forma de cafia intacta y citoplasma distribuido
uniformemente después del tratamiento con radicales OH®, perdié en gran medida la integridad
de la membrana. En comparacion, las células de esporas de Bacillus presentan un revestimiento
externo resistente de multiples capas que hace imposible matar rdpidamente las esporas de
Bacillus con desinfectantes quimicos convencionales como cloro, alcali y alcohol alcalino-amina.
Sin embargo, después del tratamiento con radicales OH®, las esporas del bacilo también se
rompieron y las células de forma redonda desaparecieron. En consecuencia, las esporas de
Bacillus requieren una mayor concentracion de OH® eliminacion de radicales, densidad de
pulverizacion: dispersion y tiempo. La concentracidn, la densidad de pulverizacion de dispersion
y el tiempo de procesamiento son los tres pardmetros importantes para el efecto destructivo de
los radicales OH® en los microorganismos.

La demostracion de que el efecto de los radicales OH® en un microorganismo sera con mayor
eficacia biocida de acuerdo con su estructura mas superficial recogida en estudios previos
determina la necesidad de reconocer las caracteristicas morfoldgicas de los microorganismos
patdgenos desde su capa externa hasta el interior de la célula especifica. [56,57].

( (L).;‘::m Porin Receptor  Lipoprotein LPS Teichoic acid Surface Lipoteichoic Acid
3 proten N\ protein
LPS )~ ‘\._\ \
T (2 [ ()
o u:u‘ua — —
memrane i ’ 3 2 + ol w
br | S8 REAL LA : !, Peptidoglycan Cell wall
Penplasm —{ Peptidoglycan e .‘H :
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Cell Wall of Gram Negative Organism Cell Wall of Gram Positive Organism

Matrix proteins
Nucleocapsid Envelope

Nucleic
acid

Capsid
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capsid proteins)
Naked virus Enveloped virus
(Unenveloped)
Figura 4: Envolturas celulares segun el tipo y la morfologia de virus y bacterias. Adaptado de Pearson Education, Inc
© 2015 & Laboratoryinfo.com
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Algunos microorganismos han podido revertir este proceso oxidativo a través de la superéxido
dismutasa (SOD), una familia de tres metaloenzimas (FeSOD, MnSOD y CuzZnSOD) con una
alta capacidad de interactuar con oxidantes, neutralizandolos y reduciendo el dafio oxidativo.
Como es el caso con MnSOD que Escherichia coli sintetiza [58] después de la exposicion al
oxigeno y es inducida por la presencia de radicales superdxido. Tanto la SOD como la actividad
catalasa se han detectado en el citosol de las células microbianas y en el espacio periplasmico
(ubicado entre la membrana plasmética y la pared celular) de la bacteria. Asimismo, se ha
demostrado un papel protector contra las ROS generadas en el estallido respiratorio de catalasa
en Staphylococcus aureus. [59-61]

En los Gltimos afios, han sido desarrollados por diferentes laboratorios, certificadores externos y
centros universitarios de investigacion; Diversos estudios para comprobar la eficacia biocida del
Wadu02®, en presencia de microorganismos patogenos en diferentes espacios.

Los resultados se reflejan en la siguiente tabla, en la que podemos mostrar que, en el caso de las
bacterias gram +y gram -, la reduccion alcanza un promedio de 99.9% en promedio en la primera
hora de exposicién al proceso avanzado de oxidacion en el aire y superficies.

En el caso de los virus, los resultados se observan dependiendo de las condiciones de humedad
relativa y la morfologia del virus. Los resultados de eficacia de Wadu02® en virus sin envoltura
indican que en condiciones himedas la eficacia es menor que en ambientes secos, se alcanzan
promedios del 99%. Mientras se encuentra en virus envueltos, la humedad favorece el proceso
avanzado de oxidacion y la eliminacion de virus que en ambientes secos.

Informe sobre estabilidad y desinfeccion de 2019-nCoV

El 2019-nCoV es una nueva cepa de coronavirus que se detectd por primera vez en la ciudad de
Wuhan (China) en diciembre de 2019. El nimero de pacientes infectados ha crecido rapidamente
en las Gltimas semanas, convirtiéndose en un grave problema de salud publica. La transmision
del virus ocurre principalmente a través de gotitas respiratorias producidas por una persona
infectada que puede llegar a la boca o la nariz de personas cercanas o posiblemente inhalarse a
los pulmones. Los coronavirus son una gran familia de virus que son comunes en muchas especies
diferentes de animales, incluidos camellos, vacas, gatos y murciélagos. En raras ocasiones, los
coronavirus animales pueden infectar a las personas y luego propagarse entre personas como con
MERS, SARS y ahora con 2019-nCoV [62].

El nuevo coronavirus ha sido clasificado como un Betacoronavirus, como MERS y SAR, los
cuales tienen su origen en los murciélagos. Los coronavirus estan en la subfamilia Coronavirinae
en la familia Coronaviridae, en el orden Nidovirales. Se dividen en 4 subgéneros Alfacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus y Gammacoronavirus [63].
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Figura 5. Filogenia del nidovirus. El orden Nidoviral consta de tres familias: Coronavirinae, Roniviridae y Arteriviridae
(Comité Internacional de Taxonomia de Virus, 2012).

Segun el material genético, estos virus se incluyen en el grupo IV de la clasificacidn de Baltimore,
ya que la particula viral contiene solo una cadena de ARN de cadena simple lineal de polaridad
positiva. Por lo tanto, el material genético en si mismo actia como un ARN mensajero ya que
comparten la polaridad positiva, cuando se traducen, la ARN polimerasa y las diferentes proteinas
estructurales que forman la capside se sintetizan [64].

Su didmetro es de alrededor de 60-200 nm, presentan una nucleocépside con simetria helicoidal
y una vaina lipidica que se deriva de la membrana de la célula huésped previamente infectada y
contiene glucoproteinas y antigenos de superficie. De la vaina lipidica surgen las proyecciones
caracteristicas de este género formando una corona solar alrededor que es visible bajo un
microscopio y le da nombre a la familia. A pesar de lo que podria esperarse, tener una envoltura
implica que el virus es sensible a diferentes factores y agentes externos como calor, solventes
lipidicos, detergentes no i6nicos, formaldehido y agentes oxidantes e irradiacion UV [63].

Murine Hepatitis Virus (MHV)

Spike glycoprotein
trimer ()

Nucleopratein (M)
and RMA gencme

Membrane protein

M)

Hemagg lutinin-esterase
dimer (HE)

—— Envelope small membrane protein
pentarmer (E}

Figura 6. Proteinas estructurales de coronavirus (ViralZone)
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Como se puede ver en la figura 4, la capside de coronavirus consta de las siguientes proteinas
estructurales:

La glicoproteina Spike (S) sobresale de la envoltura externa del virus formando la "corona™ visible
bajo un microscopio. Su funcidn es adherirse a las proteinas que se encuentran en la superficie de
la célula que se infectard. En algunos casos, la proteina S hace que la célula infectada se fusione
con otras células adyacentes, favoreciendo asi la propagacion del virus.

La proteina de envoltura (E) es responsable de la formacion de nuevas particulas virales y su
liberacion de la célula infectada, siendo necesaria para la difusion del virus.

La proteina de membrana (M) esta unida a la parte interna de la membrana del virus y hace que
esta membrana se doble, determinando la forma esférica de los viriones. Esta proteina (M)
también interactda con la nucleocépside formada por el ARN del virus y la proteina (N).
Finalmente, la proteina de la nucleocéapside (N) se fosforila y se une al genoma viral durante el
ensamblaje.

Son virus distribuidos en todo el mundo debido a su diversidad genética, sus cortos periodos de
incubacion y la alta tasa de mutacién que presentan. La combinacion de estos factores permite
que el patdgeno infecte no solo a los animales sino también a los humanos.

Es bien sabido que el 0zono, a concentraciones superiores a 100 ppm y altas tasas de humedad,
es un tratamiento de desinfeccion eficaz, y especialmente para los virus de ARN con o sin
envoltura [65-67]. Sin embargo, las altas concentraciones de ozono pueden ser perjudiciales para
la coexistencia en entornos urbanos habitables. Se ha informado que las especies reactivas de
oxigeno (ROS), incluidos los radicales OH®, el peréxido de hidrégeno (H2O.) y el ozono Os,
mejoran la eficacia de desinfeccion de varios microorganismos [68,69].

Segun los resultados obtenidos con Wadu02® en virus con estructuras similares (RSV) a Covid-

19, podemos esperar que la eficacia del dispositivo tenga un resultado de eliminacion esperado
de un promedio de 99 a 92% dependiendo de las condiciones de humedad relativa.

Tabla 1. Test result (limonene)

Pathogen Means of effectivenes Documented testing
. . Exposure
dispersion s %
Surface Th 99.4 Bacillus, Esch, Staph - KNU
Bacillus subtilis
Air 20 min 99.6 Bacillus, Esch, Staph - KNU
Surface .
Th 52,3 Bacillus, Esch, Staph - KNU
Surface
Staphylococcus aureus 4h 99.9 Esch, Pseudo, Staphy- KCL
Air Th 99.9 Bacillus, Esch, Staph - KNU
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Tabla 1. Test result (limonene)

Pathogen Means of effectivenes Documented testing
. . Exposure
dispersion s%
Surface 4 h 99.9 Salm, Kleb, MRSA - KCL
Staphylococcus aureus
resistente (MRSA)
Air 4h 99.9 MRSA - KCL
. Surface
Pseudomonas aeruginosa 4h 99.9 Esch, Pseudo, Staphy- KCL
ies: Surface
Enferobacter species: 4h 99.9 Salm, Kleb, MRSA - KCL
Salmonella
Surface
. 4h 99.9 Salm, Kleb, MRSA - KCL
Enterobacter species:
Klebsiella
Air 4h 99.9 Klebsiella - KCL
Surface .
1h 99.9 Bacillus, Esch, Staph - KNU
ies: Surface
Enferobacter species: 4n 99,9 Esch, Pseudo, Staphy- KCL
Escherichia coli
Air 20 min 99.9 Bacillus, Esch, Staph - KNU
. Wet 30 min 86 Influenza A - UB
Influenza virus
(Enveloped) .
Dry 30 min 38 Influenza A - UB
Wet 2h 99 VRS - UB
VRS
(Enveloped)
Dry 2h 92 VRS - UB
. Wet 2h 37 RoV - UB
Rotavirus
(Naked)
Dry 2h 99 RoV - UB

Conclusiones

Los resultados muestran que el uso de radicales OH® en el proceso de oxidacion avanzada
producido por el purificador Wadu02®, es un nuevo método seguro y efectivo para eliminar
rdpidamente los microorganismos patdgenos en grandes espacios y superficies de aire.

La aplicacion de radicales OH® en diferentes estudios, ha demostrado que su aplicacién en
procesos de oxidacién avanzados, estandarizados como medida de seguridad realizada por
Wadu02®; son seguros, inocuos Yy efectivos en el control de microorganismos patégenos,
eliminacion de particulas en suspension, formaldehido y COV (Componentes Organicos
Volétiles).

La evidencia sobre la eficacia de los radicales OH® como biocida nos muestra que su uso esta
respaldado por ser un oxidante fuerte, capaz de eliminar microorganismos en bajas
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concentraciones (0.8 mg / L) equivalentes a 10 milésimas de la dosis de desinfectantes quimicos
convencionales. Su densidad de pulverizacion: la dispersion es de 22 ml / cm2, lo que representa
una milésima parte de otros desinfectantes, su velocidad de reaccion constante alta 109L/mol « s
en el procesamiento de radicales OH® es inferior a 4 segundos, que es la milésima parte de los
desinfectantes quimicos.

Finalmente, el dafio que se ha observado a los patdgenos bajo un microscopio es irreversible.

Basando nuestro estado homeostatico en el correcto funcionamiento de nuestro sistema
antioxidante interno y la demostracion experimental del uso de radicales OH® de manera efectiva
en la desinfeccion del aire y las superficies, podemos emitir una declaracién de seguridad sobre
el uso de la tecnologia Wadu02® para lograr la seguridad, Procesos de oxidacion avanzados
efectivos e inofensivos en humanos en los procesos de purificacién y descontaminacion del aire
y las superficies.
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