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DESCRIPCION
Procedimiento de desinfeccidn con un principio activo desinfectante formado in situ por la reaccién de HoO2 y NO»

Estado de la técnica

La presente divulgacién se refiere a un procedimiento (reivindicado) y a un dispositivo (que no forma parte de las
reivindicaciones) para desinfectar superficies, en particular para desinfectar partes del cuerpo, en particular, manos.

El efectobiocida de los productos de reaccién de peréxido de hidrégeno (H2O2) y nitrito (NO»2’) con la adicién de un
acido ya se conoce en la bibliografia. Asimismo, se conoce en la bibliografia que, en esta reaccién, se forman una
pluralidad de especies reactivas, entre otros el acido peroxinitrito (ONOOH) y su residuo é&cido, el ion peroxinitrito
(ONOO"), mondxido de nitrégeno (NO), diéxido de nitrégeno (NO,), radicales hidroxilo (OH) y radicales hidroperoxilo
(HO») (Fig. 1). En particular, el 4cido peroxinitrito se considera altamente biocida en la bibliografia, pero tiene una vida
util muy corta de solo 0,8 s, lo que hace que su aplicacién como desinfectante sea problemético, puesto que se debe
mantener una duracién minima de accidén para matar una cantidad suficientemente grande de gérmenes.

H,Qy - NIy -+ productos de reaccidn {1}

La velocidad de reaccién de la reaccién (1) depende del valor de pH de la solucidén y se ha investigado en diversos
trabajos (Anbar & Taube, 1954; Damschen & Martin, 1983; E. Halfpenny, 1952; Lee & Lind, 1986 ; Lukes et al., 2015;
Vione et al., 2003). Las etapas intermedias de la reaccién (1) no se conocen en detalle. En (Vione et al., 2003) las
reacciones

H,0, + H;0* & Hy0% 4 H,0 @)
NO; + H;0% & HNO, + H,0 (3)
1,07 + HNO, - ONOOH + H,0* (4)

se proponen como etapas intermedias para la reaccidn (1) como posible ruta de formacién de ONOOH.

En la Fig. 1 esté representada una seleccién de procesos quimicos que, de acuerdo con un modelo quimico creado
en el marco de la invencion, conducen a la formacién de especies reactivas como resultado de la mezcla de HxOoy
NOQ'.

Al mismo tiempo, se produce la reaccién de H>O» y NO2 pero también de éxidos de nitrégeno (NOy) disueltos en agua.
En el caso de NOy, se trata de un gas maloliente y peligroso para la salud. También se sabe que los NOy no son muy
solubles en liquidos y, como resultado, pueden desprenderse gases de los liquidos. Esta desgasificacién es
particularmente relevante en peliculas liquidas con una gran superficie. A diferencia de las superficies liquidas més
pequefias en los experimentos de suspensién, la desgasificacion es un factor a tener en cuenta al desinfectar
superficies reales y, por lo tanto, dificulta el aprovechamiento de la reaccion (1) para la desinfeccién.

Se describe en la bibliografia que las mezclas de NOy> y H>O» son antimicrobianamente efectivas y, con una duracién
de actuacién de varias horas (Jiang & Yuan, 2013) o mas de 15 minutos (Heaselgrave, Andrew, & Kilvington, 2010),
pueden dar como resultado una reduccién significativa de los microorganismos en suspension. En este sentido, se
supone que ONOOH es un componente importante para el efecto de descontaminacién. La reaccién de HOoy
NOy produce otras especies de efecto antimicrobiano, como NO, NO,, OH y HO». También se conoce que la mezcla
de NO> y un acido también da como resultado un efecto esporicida (Szabo, Adcock & Rice, 2014). Por estos trabajos
se conoce que una acidificacién de la suspensién para la descontaminacién con NOy 0 una mezcla de HxOoy
NO> tiene un efecto ventajoso sobre el efecto de desinfeccién.

Eltrabajo de Heaselgrave, Andrew & Kilvington, 2010 propone una combinacién de HoO, y NO, ™ para desinfectar lentes
de contacto. En este caso, los autores utilizan una solucién desinfectante que contiene 171 mmol de H-O» y 29 mmol
de NO» con un valor de pH de 5. El periodo de accién més corto que especifican los autores para conseguir un efecto
desinfectante es de 18 minutos. Este periodo de accién no seria satisfactorio para una desinfeccién de superficies y,
especialmente, para una desinfeccidn higiénica de manos. Se puede lograr trivialmente un procedimiento mas eficaz
aumentando las concentraciones de NOy y HxO2. Sin embargo, la presente invencién se dirige a un procedimiento
que, con un uso limitado de NOy, permita matar virus sin envoltura y esporas bacterianas en un tiempo igualmente
muy limitado y en el que no haya toxicidad duradera.

En este caso, desde el punto de vista del aprovechamiento de recursos, es 6ptimo un procedimiento que presente la
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mayor eficiencia posible en determinadas condiciones previas, donde por eficiencia debe entenderse el cociente entre
la eficacia respectiva y la eficacia teéricamente méxima alcanzable.

Lukes et al. 2015 describe asimismo el uso de perdxido de hidrégeno y nitrito para la desinfeccion. A este respecto, se
describe una disposicién experimental a un valor de pH de 3,3 con 200 pM de H2O2y 90 pM de NO,. También en este
caso el periodo de accidn necesario asciende a varias horas.

Lo mismo se aplica al documento WO 2011/134010 A1, que describe el uso de NOs™ acidificado en aguas residuales
durante un periodo de una hora a varios dias.

Ikawa et al., 2016 describe un procedimiento de desinfeccién en el que el agua se trata con plasma y, a continuacion,
se le proporciona una suspensién bacteriana. El efecto desinfectante aqui se debe a las especies reactivas creadas
por el plasma. De acuerdo con el estudio, aqui se forma principalmente acido peroxinitrico. Otro procedimiento de
desinfeccion de lkawa et al. El documento US 8.871.146 describe un procedimiento para esterilizar microorganismos
en o sobre una superficie o liquido. En este caso, el plasma se genera en un gas nitrégeno atmosférico que, a su vez,
genera radicales O» que reaccionan con los protones de una solucién &cida para formar radicales hidroperéxido. El
nitrégeno y el oxigeno que se encuentran en el aire forman NO, que, junto con los radicales hidroperéxido, forman el
compuesto altamente antimicrobiano, el peroxinitrito. El procedimiento de desinfeccién de Kitano et al. también se
describe para superficies en el documento US 20170172149. También se basa en el efecto desinfectante de una
mezcla de peréxido y nitrito. Sin embargo, aqui se forma &cido peroxinitrico como especie desinfectante, lo que se
produce con valores de pH inferiores a 2 (pH=0). En particular, el intervalo acido (pH = 0) es muy importante para la
formacién de las especies desinfectantes, de modo que a veces es necesario volver a aumentar posteriormente el
valor de pH (a pH = 4,8) para poder desinfectar también superficies sensibles al valor de pH. La semivida de la especie
desinfectante, el 4cido peroxinitrico, se indica alli como de unos 10 minutos a temperatura ambiente, y en otros
documentos (Lammel et al, 1990) a temperatura ambiente de aproximadamente 3 minutos. Las especies
desinfectantes en la presente invencién, por el contrario, se descomponen a temperatura ambiente en un tiempo
mucho mas corto (semivida de aproximadamente 1 s), de modo que es imposible que se trate, en este sentido, de las
mismas sustancias activas.

Todos los estudios mencionados anteriormente se refieren a la reduccién de microorganismos en suspensién mediante
periodos de acciéon mas prolongados, en particular superiores a 15 minutos. Sin embargo, hasta donde sabemos, no
se conoce ningln procedimiento en el que se realice un efecto desinfectante en tan solo unos minutos o segundos
mezclando HoO2 y NOs y en el que una desinfeccién no tenga lugar en suspension, sino sobre superficies.

Por eso, el procedimiento representado a continuacién se refiere a la descontaminacién de superficies mediante
mezclas de NOy y H2O5 en un tiempo muy corto, donde se forma una solucién activa al mezclar NO> y HoOo, y se
aplica sobre una superficie en una etapa de distribucién y/o se distribuye alli o se distribuye alli por difusién.

Objetivo de la invencién

Por lo tanto,surge el problema de proporcionar un procedimiento para la desinfecciéon de superficies que se base en
los materiales de partida H-O>y NO2 que se aplican y/o distribuyen durante una etapa de distribucién sobre la
superficie a desinfectar, y su duracién de proceso total sea significativamente mas corta que en los procedimientos
conocidos hasta ahora basados en la mezcla de HoOoy NO2. Al mismo tiempo, el procedimiento debe tolerar
superficies con efecto amortiguador, mantener las emisiones de NOy-lo mas bajas posible por debajo de las
concentraciones que se suponen perjudiciales para la salud y también funcionar de forma fiable si una parte del
NOy utilizado sale como NOx.

Un objetivo de la invencién es, ademés, proporcionar un procedimiento de desinfeccidn en el que la reaccién de HoO2 y
NOy produzca una solucién activa que puede usarse para desinfectar superficies.

Un objetivo adicional de la presente divulgacién es proporcionar un dispositivo con el cual los reactivos necesarios
para la aplicaciéon en un procedimiento de desinfecciéon con una solucién activa preparada in situ puedan almacenarse,
combinarse y llevarse a la superficie a desinfectarse.

El objetivo de la invencién se resuelve a través del objeto de la reivindicaciéon de procedimiento 1 independiente. En
las reivindicaciones secundarias se indican formas de realizacién ventajosas del procedimiento. Estas y otras formas
de realizacidn se describen a continuacion.

Definiciones

De acuerdo con la presente invencién, lasolucidn activacomprende una solucién desinfectante que se aplica sobre la
superficie a desinfectar. En este caso, la superficie se refiere a una superficie plana o a una superficie con
irregularidades y/o cavidades. La solucién activa puede contener aditivos ademas de los principios activos
desinfectantes formados in situ. Dichos aditivos comprenden, entre otros, pero no exclusivamente, disolventes,
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soluciones tampdn, bases, fragancias, colorantes y/u otros desinfectantes y/u ozono, asi como otros productos de
reaccién y fases intermedias reactivas de la reaccién entre H,O2 y NO».

De acuerdo con la presente invencién, una etapa de dilucién comprende la dilucién de los eductos con disolventes y/o
aditivos. La etapa de dilucién precede a la etapa de mezclado o se realiza al mismo tiempo que la etapa de mezclado.
De acuerdo con la presente invencion, una etapa de mezclado comprende la mezcla de eductos para obtener la
solucién activa. Durante la etapa de mezclado, se pueden mezclar adicionalmente aditivos con los eductos. La etapa
de mezclado puede estar compuesta de varias etapas parciales. La etapa de mezclado comienza en el momento fo=
0.

De acuerdo con la presente invencién, una etapa de distribucién comprende la distribucién de la solucién activa sobre
la superficie a desinfectar. En este sentido, cada punto de la superficie a desinfectar se humedece con solucién activa.
La etapa de distribucién puede comenzar simultdneamente con la etapa de mezclado en un momento to o puede
seguir a esta.

De acuerdo con la presente invencion, el periodo de procesamiento Z, comprende la etapa de mezclado y la de
distribucién, es decir, el periodo de tiempo que se requiere para mezclar los eductos con el fin de obtener la solucién
activa y humedecer cada punto a desinfectar de la superficie a desinfectar con solucién activa. El periodo de
procesamiento comienza en el momento fo=0, en el que los eductos se ponen en contacto por primera vez entre si, y
finaliza en el momento t1, en el que cada punto de la superficie a desinfectar se humedece con solucién activa. El valor
de pH y la temperatura pueden cambiar durante el periodo de procesamiento, especialmente si la mezcla se realiza
antes del primer contacto con la superficie y la superficie influye en el valor de pH y/o la temperatura. Por esta razén,
el valor de pH y la temperatura dependen del tiempo durante el proceso.

En el contexto de la invencién, las etapas relevantes para el procedimiento de desinfeccién, tales como, por ejemplo,
una etapa de dilucién, también pueden ftranscurrir antes del periodo de procesamiento, es decir, antes del
momento fo=0.

De acuerdo con la presente invencion, una etapa de accién comprende la accién de la solucién activa sobre la
superficie humedecida con solucidn activa para la desinfeccién. La etapa de accidén se describe mediante el periodo
de accién Zg.

De acuerdo con la presente invencién, el periodo de accién Ze comprende el periodo que se requiere para lograr un
efecto de desinfeccion suficiente a través de la solucién activa. El periodo de accién comienza en el momento t;, en el
que cada punto de la superficie a desinfectar se humedece con solucién activa, y termina en el momento t5, en el que
cada punto de la superficie humedecida esta desinfectado con solucién activa.

De acuerdo con la presenteinvencién, NOy es una sal de nitrito con la férmula general MyNO,, donde M es un metal
alcalino o alcalinotérreo y x=1 o x= 2. En particular, M es sodio o potasio y x=1. A este respecto, la sal de nitrito puede
estar presente como una sal en solucién o como un sélido. En este sentido, NO> en solucién esta presente como
anion NO> o como acido HNO,, segln el valor de pH.

De acuerdo con la presente invencién, los principios activos, que son los productos de reacciéon de HoO2 y NOy, se
forman in situ. In situ significa que los principios activos solo se generan cuando son necesarios.

Descripcién detallada de la invencién

El procedimiento de desinfeccién de la presente invencién, que presenta al menos los eductos H>O2 y NO> consta de
varias etapas parciales que comprenden al menos:

- una etapa de mezclado, donde los eductos se mezclan para obtener una solucién activa;

- una etapa de distribucion en la que la solucién activa se distribuye sobre una superficie a desinfectar,
donde la etapa de mezclado y la etapa de distribucién tienen lugar en un periodo de procesamiento Za, que
comienza en el momento to, cuando los eductos se ponen en contacto por primera vez entre si, y termina en

el momento ti, en el que cada punto de la superficie a desinfectar se humedece con solucién activa,
donde to es igual a O y t1 es mayor que to

y

- posteriormente una etapa de accién en la que la solucién activa distribuida actla sobre la superficie
en contacto con la solucién activa durante un periodo de accién Zeque comienza en el momento t7y
termina después del lapso de tiempo Zg en el momento to,
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donde t> representa el momento en el que cada punto de la superficie en contacto con la solucién activa se
humedece con la solucién activa durante un periodo de tiempo suficiente para obtener un efecto
desinfectante, y donde t> es mayor que ti,

caracterizado por que

la concentracion méxima de NO> en el momento fo de /a etapa de mezcladose encuentra en 300 mM, y

la velocidad de reaccién W integrada en el tiempo durante el periodo de accidén Zg se representa a través de
la integral

W= [y -[1,0,] - [NO5] de = 10 mM 5)

donde {1 y t> son como se definen anteriormente, y

donde f> no supera los 3 minutos,

donde [H205] y [NO2] denotan las concentraciones de los eductos durante el periodo de accién Zg, y
donde ki denota la constante de velocidad dependiente de la reaccién entre HoO2 y NO2 0 HNO,,
donde k1 depende del valor de pH de la solucidn activa sobre la superficie y

donde el valor de pH de la solucién activa sobre la superficie y la temperatura pueden presentar una
dependencia temporal, y

donde el valor de pH de la solucién activa antes del contacto con la superficie a desinfectar y el valor
de pH de la solucién activa sobre la superficie en contacto con la solucién activa estan en el intervalo
de 2,1 <pH <6,8.

La constante de velocidad k1 dependiente del valor de pH se puede calcular de la siguiente manera:

ky = ky [H 0112 ©
(KS,H30§' + [H20+1)(K5.HN02 + [H0%])

Con
— 14 _EaY p-10-1
ky=356-10 exp( RT) M™s {7)
KSJHNOZ = 5,13 x 10 -4 (8)
Kopor=2x10 w2 (9

y la cantidad sin unidades
[H,0%] = 10777 (10)
con la energia de activacion efectiva Ea=70 kJ/mol y la temperatura T. A20 °C, k4 asciende a 120 M-'s™.

Las concentraciones dependientes del tiempo de los eductos NOy y H>O» se pueden calcular durante el periodo de
accidén usando las siguientes ecuaciones:

NO7) = (11)

1

[H,0,] = 22— (12)

iy +rky’

Con
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)]

A= _1—exp(D(t—CJ) (13)
In| ——m—+1
r— _M (14)
y
D =[H,0;]p - (ky + k) — [NO; 1o - &y, (18)

con K1, ke, KsHnoz
KS,H3 ot

y [H30*] como se describe anteriormente.

[H202]o y[Noz_]u denotan las concentraciones iniciales en el momento de la etapa de mezclado de H2O2 y NO» en la
solucién activa. Estos estan determinados por las concentraciones del educto y el tipo de mezcla o dilucién. Por
ejemplo, con una concentracién de educto de 200 mM de H-O» en la solucién de educto 1 y de 200 mM de NO> en la
solucién de educto 2 y una relacién de mezclado de 1:1, se obtienen concentraciones iniciales de

[Hz()z]o = [ND;]Oz 100 mM,
Ademas,
r=011, (16)

donde puramente es el coeficiente de desgasificacién, que describe la formacién de NOy a partir de NO, y se describe
con mas detalle a continuacion.

En la figura 23 estan representados a modo de ejemplo los intervalos efectivos que resultan de la inecuacién (5) a una

tern o . . L ”;‘{j} = E‘N{f),.‘;'}:‘ .

peratura de 20 °C para las mismas concentraciones iniciales de #**d>" 1 : £ 8 | seleccionadas para
todas las combinaciones de periodos de accién Zgde 15 s, 30 s, 50 s 0 90 s y tiempos de procesamiento
Zp seleccionados entre 2 s, 15 s, 30 s y 75. Esta ilustracion puede servir al experto en la técnica para disefiar el
procedimiento a temperatura ambiente.

Dado que los materialesde partida (NO> y H2O2) se convierten con el tiempo, la velocidad de reaccién efectiva de la
reaccién entre HoO», y NO»>™ disminuye constantemente. Debido a la corta semivida de los productos de reaccidn, estos
no se acumulan y, por lo tanto, la velocidad de reaccidn instantanea de H>O» y NO»™ es decisiva para la eficacia de la
solucién activa en un momento dado durante el periodo de accién. Para utilizar la solucién activa como desinfectante,
es necesario que sea eficaz durante un tiempo de accién minimo definido. Por eso, la velocidad de reaccion W
integrada en el tiempo no debe caer por debajo de un valor minimo. La férmula heuristica (5) nos permite seleccionar
concentraciones aplicables de HoO, y NO2 y un valor de pH correspondiente para aplicaciones de descontaminacion
a una temperatura de proceso especifica.

A diferencia de las bacterias vegetativas, las esporas bacterianas y los virus sin envoltura no pueden inactivarse con
agentes a base de alcohol 0 solo pueden inactivarse después de un tiempo insuficientemente largo. Con una velocidad
de reaccién W = 10 mM no solo se inactivan las bacterias vegetativas, sino también las esporas bacterianas.

En una forma de realizacién, la velocidad de reaccién W integrada en el tiempo de la reaccién entre H,O5 y NOs es
mayor o igual a 17.

Con una velocidad de reaccion W = 17 mM, ademas de las bacterias vegetativas y las esporas bacterianas, también
se inactivan los virus sin envoltura.

En una forma de realizacién dirigida exclusivamente a bacterias vegetativas, W = 0,3, en particular 0,5.

Una mayor velocidad de reaccion W integrada en el tiempo aumenta el efecto desinfectante en la superficie en contacto
con la solucién activa.

Ademas, la duracién del periodo de procesamiento y el periodo de accién desempefian un papel importante en la
eficacia del proceso de desinfeccién.
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El periodo de procesamiento Z, comprende la etapa de mezclado y la etapa de distribucién, donde la etapa de
distribucién puede comenzar al mismo tiempo que la etapa de mezclado en el momento to=0, o puede seguir a esta.
El periodo de procesamiento comienza en to=0.

Ademas, las etapas relevantes, tales como, por ejemplo, una etapa de dilucién, también pueden realizarse antes del
periodo de procesamiento, es decir, antes del momento fo=0. Sin embargo, estas etapas no son relevantes para el
intervalo de tiempo para calcular la velocidad de reaccién integrada en el tiempo y, por eso, pueden estar presentes
antes de fo=0.

El objeto de la invenciénes que el periodo de procesamiento que finaliza en el momento ¢/ se seleccione de un
intervalo de 0 <ts <75 s, en particular se seleccione de un intervalo 0 <t; < 30 s, en particular se seleccione de un
intervalo 0 < t; £15 s, en particular se selecciona de un intervalo 0 <t/ £2s.

En algunas formas de realizacién, el periodo de accién comienza después de 2 segundos.

En algunas formas de realizacion, el periodo de accién comienza después de 15 segundos.
En algunas formas de realizacion, el periodo de accién comienza después de 30 segundos.
En algunas formas de realizacion, el periodo de accién comienza después de 75 segundos.

En algunas formas de realizacién es necesario un periodo de procesamiento més largo, que finaliza en el momento ¢4,
donde este esta seleccionado entre un intervalo de 15 < s <75 s, en particular esté seleccionado entre un intervalo
de 30 < t; <75 s, en particular est seleccionado de un intervalo de 50 <ty £ 75 s.

En algunas formas de realizacién es necesario un periodo de procesamiento més corto, que finaliza en el momento ¢4,
donde este esta seleccionado entre un intervalo de 0 < t7 <30 s, en particular esta seleccionado entre un intervalo de
0 <t1 <15 s, en particular esta seleccionado de un intervalo de 0 <t; £2s.

En algunas formas derealizacidén es necesario un periodo de procesamiento que finaliza en el momento t4, donde este
esta seleccionado entre un intervalo de 2 < t; <75 s, en particular esta seleccionado entre un intervalo de 2 <t; <30 s,
en particular esté seleccionado de un intervalode 2 < t; £15s.

El periodo de procesamiento debe ser lo suficientemente largo como para humedecer cada punto de la superficie a
desinfectar con solucién activa. Al mismo tiempo, eltiempo de procesamiento también debe elegirse lo suficientemente
corto como para que, después de distribuir la solucién activa sobre la superficie a desinfectar, quede todavia suficiente
solucién activa reactiva para lograr un efecto desinfectante.

El periodo de accién, que comienza en el momento t+y finaliza en el momento ¢, asciende a como méximo 90 s. Es
ventajoso un periodo de accién corto para poder llevar a cabo el proceso de desinfeccidn, especialmente en el caso
de la desinfeccion de superficies, en el menor tiempo posible.

En otra forma de realizacién, el periodo de accién, que comienza en el momento t; y finaliza en el momento t,, asciende
a como méximo 50 s, en particular a como maximo 30 s y en particular a como maximo 15 s. Esta forma de realizacién
es particularmente adecuada para desinfectar la piel, tal como, por ejemplo, la desinfeccién de manos.

El periodo de accién debe ser suficientemente largo para obtener un efecto desinfectante.

Ademas, el intervalo de tiempo (suma de Zxy Zg), particularmente cuando se utiliza en la desinfeccién de manos,
debe elegirse para que sea lo suficientemente corto como para lograr el efecto desinfectante necesario dentro de un
intervalo apropiado. Un lapso de tiempo demasiado largo, tal como, por ejemplo, mas de 10 minutos, no es practico ni
util para la desinfeccién de manos, incluso en entornos clinicos.

El mezclado de los eductos HO» y NO> para producir la solucién activa puede tener lugar antes del contacto con la
superficie a desinfectar o puede realizarse directamente sobre la superficie a desinfectar. La etapa de mezclado puede
realizarse sin influencia externa mediante difusién y conveccion, apoyarse mediante distribucién mecénica o integrarse
en un proceso de pulverizacién en el que los eductos se pulverizan juntos sobre la superficie a desinfectar.

Ademés, el valor de pHdesempefia un papel decisivo en el procedimiento de desinfecciéon de acuerdo con la invencién.

El valor de pHde la solucién activa en la superficie en contacto con la solucién activa esté en el intervalo de 21 < pH <
6,8, en particular en un intervalo de 2,5 < pH <5, y en particular en un intervalo de 3, 3 < pH <4,7.

De acuerdo con (6), la velocidad de reaccién de la reaccién entre HoO, y NO> depende del valor de pH de la solucién.
A medida que disminuye el valor de pH, es decir, a medida que aumenta la concentracién de HzO*, aumenta la
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velocidad de reaccidn k1. Por eso, a valores de pHbajos, el efecto desinfectante de la solucién activa es mayor; sin
embargo, debido a la alta velocidad de reaccién de H.O, y NO2', en combinacién con la corta vida de los productos de
reaccion resultantes, los valores de pHbajos no permiten un periodo de procesamiento y de accién suficientemente
largos. A valores de pHmas altos, la velocidad de reaccién de H2O2 y NO2 disminuye significativamente, mediante lo
cual, sin embargo, también se reduce el efecto desinfectante de la solucién activa.

A diferencia de la descontaminacién en suspensiones, se ha demostrado que una acidificacién puede dar como
resultado un deterioro significativo del efecto en el caso de la descontaminacién de superficies. Esto resulta de la
necesidad de que el liquido deba aplicarse y/o distribuirse sobre la superficie en una etapa de distribucién y, en el caso
de superficies estructuradas y porosas, deba penetrar en la superficie por difusién. La solucién activa no debe perder
su efecto desinfectante durante este tiempo, pero esto se debe a un valor de pHdemasiado bajo. En este caso, los
eductos se descomponen demasiado rapido antes de que puedan desarrollar su efecto antimicrobiano en todos los
puntos de la superficie. Este problema se resuelve mediante la presente invencién para una soluciéon activa que
consiste en al menos NO2 y H>O5 identificando un intervalo de valores de pHen el que es posible su uso como agente
para la desinfeccién de superficies.

Muchas superficies tienen por si mismas una propiedad reguladora del valor de pH, en particular un efecto
amortiguador, tal como, por ejemplo, la superficie de la piel. El valor de pH, que es crucial para el procedimiento de la
presente invencion, es, por ello, el valor de pHque resulta en la superficie humedecida con la solucién activa. Los
expertos en la técnica conocen tales superficies amortiguadoras y su efecto amortiguador. En la Fig. 4 estén
representados més detalles sobre el efecto amortiguador de la piel en este procedimiento de desinfeccion.

En una forma de realizacién de la presente invencién,el procedimiento de desinfeccién esta destinado a usarse para
desinfectar una superficie que amortigua fuertemente el valor de pH, en particular la piel u otras superficies organicas,
donde un valor de pHadecuado en la superficie se caracteriza porque el valor de pH de la solucién activa antes del
contacto con la superficie a desinfectar esta en el intervalo de 2,1 a 4,5, en particular en un intervalo de 2,1 a 3,6, en
particular en un intervalo de 2,1 a 3,2.

Este valor de pHaumenta, dependiendo de la calidad de la superficie, de 0,2 a 1,7, en particular de 0,2 a 0,8, debido
al contacto con la superficie amortiguadora.

Como resultado, el valor de pHde la solucién activa es menor que el valor de pHde la solucién activa en la superficie
a desinfectar. Debido a esta propiedad, los eductos reaccionan rapidamente fuera de la superficie a desinfectar y no
se acumulan en el medio ambiente. En la superficie a desinfectar, en particular en la superficie de una parte del cuerpo,
en particular de una mano, la reaccién entre H-O», y NO,™ se produce algo més lentamente debido al efecto tampén de
la superficie, mediante lo cual se puede desarrollar el efecto desinfectante. Por lo tanto, el efecto desinfectante sigue
siendo eficaz durante un tiempo suficientemente largo en la superficie prevista; en superficies no previstas, los eductos
se descomponen rapidamente y, por lo tanto, no se produce acumulacién.

En una forma de realizacion, las cantidades de material de partida de los eductos son idénticas, particularmente en
aplicaciones donde la desgasificacién de NOy es insignificante, por lo que NOs y H>O5 se convierten completamente.
Esto significa que no se liberan principios activos biocidas al medio ambiente.

En una forma de realizacidn, la eficiencia £ = W/Wimax del procedimiento en tiempos predeterminados relacionados
con el proceso t1y to asciende a al menos el 10 %, en particular al menos el 20 %, en particular al menos el 30 %,
donde

Winge = i ({Ha000e, INO3 o 3 {oxpl—6G8)) — exp(—61)) {17)

3
con G =1In (c_j) /(t2 — £1) que denota los parametros de eficacia t1 maxima alcanzable y

i

H - § . % 50t T .. . . .
3801 ( E_H-;.:@;gﬁ.uo iNU*g lti } que denota la concentracion minima seleccionada entre las concentraciones

iniciales [H2O2)o y [NOZ]O . Esto garantiza que los eductos usados se utilicen de manera eficiente mediante una
seleccién sensata de los pardmetros de proceso seleccionables valor de pH, temperatura y concentraciones iniciales
de los eductos. Los pardmetros del proceso con diferentes eficiencias se muestran como ejemplos en la Fig. 23 para
un proceso con t1= 15 s yt, = 45 s. En este sentido, se variaron como variables las concentraciones iniciales [HO2]o ¥
[NO2]o, asi como el valor de pH.

En una forma de realizacién, las cantidades de material de partida de los eductos difieren entre si en menos del 10 %,
en particular la cantidad de material de partida de NO,™ es del 2 % al 10 % mayor que la cantidad de material de partida
de H>O». El valor exacto debe determinarse para una aplicacién concreta, es decir, para una superficie y cantidad de
liquido determinadas. En este caso, solo se forman nitrato y agua como productos finales estables, mientras que
NOy> y HoO2 se transforman completamente. Esto significa que no se liberan principios activos biocidas al medio
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ambiente. Por lo tanto, el procedimiento de desinfecciéon de acuerdo con la invencién es especialmente respetuoso
con el medio ambiente.

Una cantidad de material de partida ligeramente superior de NO> en comparacién con H.O» es Util para evitar la
pérdida de NO; eficaz-debido a la desgasificacién de NOx.

Debido a la mayor superficie, la desgasificacién de NOx es significativamente mayor durante una desinfeccién de
superficies que durante una desinfeccién que tiene lugar en solucién o suspensién. Cuando la solucién activa se
distribuye sobre una superficie, solo se crea una fina pelicula de liquido, en la que grandes proporciones del
NOy utilizado pueden liberarse en forma de 6xidos de nitrégeno gaseosos (NOy). Esto tiene como consecuencia, entre
otras cosas, que hasta un 10 % del NOy introducido en el liquido se desgasifique en forma de NO(g) o en particular
de NO4(g). La desgasificacién da como resultado una descomposicién acelerada del NOy en una solucidén activa de
H.O5 y NO2™ en las superficies, en comparacién con una solucién activa en suspension preparada de manera idéntica.
La desgasificacién influye en la cinética de la reaccién y también deberia mantenerse baja por razones de salud.

Las emisiones de NOyse pueden atribuir a dos procesos basicos: por un lado, el uso de un acido para ajustar el valor
de pHpuede provocar directamente una desgasificacién de NOy; por ejemplo, el proceso representado en la Fig. 1:

HNO, + HNO, — NO + NO, + H,0 — NO(g) + NO4(g) + Hz0. (18)

La presencia de HoO2 no es necesaria para el proceso (18). Por otro lado, la formacién de ONOOH, que requiere la
presencia de H-O», a través de la reaccién (19)

ONOOH — NO2 + OH (19)
puede contribuir a las emisiones de NOy por la posterior desgasificaciéon de NO..

La desgasificacion de NOy se examiné mediante experimentos y simulaciones por ordenador. En una realizacién de
la presente invencién, la desgasificacién se describe como una tasa de desgasificacién mediante la formula

Hasagas™ Hy X7 {20}

que se puede suponer que es proporcional a la tasa de destruccién efectiva R1 de NO> y HoOomediante la reaccién
(1), y contribuye a la destruccién del NO2 correspondientemente a la formula

= kg [ 01 INOT T % (14 1) {21)

En este sentido, r indica una proporcién relativa a R1, que da como resultado la desgasificacién de NO> en forma de
NOy. Esta forma resulta del hecho de que la reaccién

ONOOH — NO, + OH (22)

contribuye significativamente a la desgasificacién durante la descontaminacion de la superficie. Mientras que, en los
ensayos de suspension, r suele ser insignificante, por ejemplo, en el intervalo r< 0,01, en la descontaminacién de
superficies, r puede adoptar valores en el intervalo r < 0,11. El valor especifico depende de la aplicacién respectiva,
en particular del espesor de capa de la pelicula liquida. La desgasificacién que se produce durante una desinfeccién
de superficies influye, por tanto, en la cinética de reaccidén de H-O» y NOy', que seria insignificante en el caso de una
desinfeccidén en suspension.

Una posibilidad de limitar la cantidad de NOydesgasificado es limitar la concentracién inicial de NO,~.

En el procedimiento de desinfeccién de acuerdo con la invencién, no se deberia sobrepasar una concentracion inicial
maxima de NO2en el momento to una concentracion de 300 mM, en particular de 200 mM, en particular de 100 mM.

Comoresultado, la cantidad de NOy desgasificado se mantiene lo mas baja posible y, por lo tanto, los efectos
secundarios perjudiciales para la salud del procedimiento de desinfeccion se limitan al minimo.

El procedimiento de desinfeccién de acuerdo con la invencién se puede utilizar para desinfectar superficies. El
procedimiento de desinfeccién de acuerdo con la invencidén se puede utilizar en particular para desinfectar la piel.

El procedimiento de desinfeccién de la presente invencion se puede utilizar, ademas, para descontaminar productos
médicos, en particular productos médicos termolébiles tales como tubos de endoscopios, asi como contenedores y
tinas.
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El procedimiento de desinfeccién de la presente invencién se puede utilizar, ademés, para descontaminar semillas,
cultivos, productos animales, alimentos, envases asi como recipientes de bebidas o conductos de bebidas.

En una forma de realizacién del procedimiento de desinfeccién de acuerdo con la invencién, se pueden afadir
tampones acidos o soluciones tampén 4cidas a los eductos y/o a la solucién activa. Como tampones se pueden utilizar,
por ejemplo, tampén citrato, tampén acido acético-acetato, tampédn fosfato-citrato, tampén fosfato o tampén citrato.
Las soluciones tampén que contienen citrato son especialmente adecuadas debido a su agradable olor.

En una forma de realizacién del procedimiento de desinfeccién de acuerdo con la invencién, se pueden afiadir aditivos
a los eductos antes y/o durante la etapa de mezclado. Como aditivos se pueden considerar, entre otros, disolventes,
bases, aromas, colorantes y/u otros desinfectantes y/u ozono.

Ademas, se pueden generar suspensiones con sustancias no solubles en agua, en particular afladiendo grasas y
tensioactivos.

En una forma de realizacién adicional, se pueden usar una o varias fuentes de plasma para producir uno o varios de
los eductos.

Por lo tanto, seria posible producir los materiales de partida H.O» y NO2™ a partir de aire y agua utilizando electricidad.
Los procedimientos con plasma estéan suficientemente divulgados en el estado de la técnica para que el experto en la
técnica pueda seleccionar un plasma correspondiente (véase también Lukes et al., 2015, EP17150571.2).

En ofra realizacién de la presente invencién, el plasma produce adicionalmente ozono, que puede formar parte de la
solucion activa.

El procedimiento para desinfectar superficies objeto de esta invencion se caracteriza porque tiene un efecto esporicida.
En Alemania no existe ningln desinfectante aprobado para la desinfeccién de la piel que también tenga un efecto
desinfectante sobre las esporas bacterianas. Ademés, el procedimiento de acuerdo con la invencidn tiene poco olory
es ventajoso sobre los procedimientos de desinfeccidn convencionales para desinfectar la piel, por ejemplo, el alcohol,
porque no reseca la piel.

Ademas, el objeto de la presente divulgacién es un dispositivo para proporcionar y/o aplicar la solucién desinfectante
(formada in situ) para el procedimiento de desinfeccién mencionado, que consiste en

- una zona de depdésito que comprende al menos un depdésito en el que se almacena al menos un educto,
- un dispositivo para mezclar los eductos y proporcionar la solucién activa,
- un dispositivo de dispensacioén de la solucidn activa sobre la superficie a desinfectar,
0
- una zona de depdésito que comprende al menos un depdésito en el que se almacena al menos un educto,

- un dispositivo para dispensar los eductos sobre la superficie a desinfectar, donde el dispositivo de
dispensacion esta disefiado de manera que un mezclado de los eductos de la solucién activa se realice sobre
o delante de la superficie a desinfectar.

La zona de depdsito y el dispositivo de mezclado, asi como el dispositivo de dispensacion, estdn conectados entre si
de manera fluida, de modo que los eductos pueden pasar a través de aberturas que se pueden cerrar después de la
activacion desde la zona de depésito al dispositivo de mezclado y desde alli como solucién activa a través del
dispositivo de dispensacién a la superficie a desinfectar. Alternativamente, el mezclado de los materiales de partida
también se puede realizar fuera del dispositivo, por ejemplo, mediante dos boquillas orientadas una hacia la otra.

Los eductos (al menos HxO2, NOy y 4cido) se pueden almacenar y mezclar de diversas maneras. En una realizacion
de la presente divulgacién, se separan respectivamente H>-O, NO2 y un acido, es decir, se almacenan en ftres
depésitos separados.

En otra realizacion de la presente divulgacién, el H-O»y el &cido se almacenan juntos en un depésito, y el NO> en un
segundo depésito separado. En esta realizacién solo se necesitan dos depésitos para almacenar los eductos (Fig. 2).

En otra realizacion de la presente divulgacién, el NOy se almacena junto con el acido, en particular acido nitrico, en
un depésito y el HoO» se almacena en un segundo depdésito. Al acidificar el NO> con acido nitrico se forman gases
NOy encima del liquido, lo que provoca presiones de varios bares en el respectivo depésito. Esta presién se puede
utilizar como accionamiento para el dispositivo en otra realizacién de la presente divulgacién.
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En una realizacién adicional de la presente divulgacion, tanto el H-O> como el NO»> se mantienen acidificados. En esta
forma de realizacidn, la acidificacién para generar presién y la acidificacién necesaria para la reaccion de HxOs y
NO> (1) se pueden llevar a cabo independientemente entre si. Es posible presentar los eductos en diversas formas.

En una realizacion de la presente divulgacién, m los eductos se pueden presentar en las concentraciones requeridas
para la eficacia del producto.

En una realizacién adicional de la presente divulgacidn, el dispositivo puede comprender una zona de dilucién en la
que los eductos se diluyen con disolventes y/o aditivos. En esta forma de realizacién, los eductos pueden presentarse
como un concentrado, que luego se diluye en el proceso. Como se describié anteriormente, se puede usar agua como
disolvente para el procedimiento descrito.

Como aditivos se pueden considerar, entre otros, bases, soluciones tampén, aromas, colorantes y/u ozono. En esta
forma de realizacién, se pueden obtener de 3 a 200 partes de solucién activa a partir de una parte de concentrado
presentando el concentrado y luego diluyéndolo.

En otra realizacién de la presente divulgacidn, los eductos pueden presentarse como sales, que se disuelven en el
proceso. El HoO, estd presente en particular como sal, en particular como percarbonato de sodio, 0 en solucién,
mientras que el NO> estd presente en particular como sal, en particular como sal de sodio o sal de potasio, o en
solucién. Los eductos pueden estar presentes en diferentes formas.

Del mismo modo, es posible afiadir HxO2 en concentraciones superiores, en particular en concentraciones superiores
o iguales al 0,5 % (v/v), de modo que el propio HO, posea un efecto bactericida y/o virucida, pero no un efecto
esporicida. El efecto esporicida del procedimiento llevado a cabo de acuerdo con la invencién se describe a
continuacién mediante la inecuacién (5). Es posible conservar los eductos, mezclados con aditivos o en forma pura,
listos en un dispositivo adecuado.

Cuando se activan, los eductos y/o aditivos se liberan de los depésitos. La solucién activa se forma mezclando los
eductos y/o aditivos.

Ademas, los depébsitos pueden disponer de una véalvula de salida a través de la cual se puede drenar y desechar el
liquido.

En otra realizacién de la presente divulgacién, los depdsitos estan equipados con sensores de nivel, en particular con
sensores de nivel mecéanicos o sensores de nivel eléctricos, en particular capacitivos, inductivos, sensores de nivel
Opticos o sensores de nivel ultrasénicos, combinados con un dispositivo de desconexién que impide la activacién del
aparato si no se alcanza un nivel minimo de llenado de un educto.

Adicionalmente, los depésitos intercambiables pueden estar provistos de un dispositivo que permita identificar
claramente el contenido y evite que el aparato se active si se llena incorrectamente.

En una realizacion adicional de la presente divulgacién, un control del proceso puede tener lugar en la zona de depdésito
y/o entre la zona de depdésito y el dispositivo de dispensacidén por medio de uno o varios barémetros y/o uno o varios
sensores de flujo, en particular combinado con un dispositivo de desconexién, que puede evitar la activacion del
aparato si la presiéon de funcionamiento requerida o el flujo de funcionamiento no se mantienen debido a un mal
funcionamiento o al depésito de almacenamiento vacio.

En una realizaciéon adicional de la presente divulgacion, el dispositivo dispone de sensores para determinar la
concentracién de los eductos o los aditivos. En el caso de los sensores, puede tratarse en particular de electrodos de
conductividad, de capacidad o de pH. Para el control del proceso también es ventajoso el uso de espectroscopia de
absorcidn en el intervalo ultravioleta y visible para determinar las concentraciones del educto y/o el valor de pH.

En particular, el dispositivo comprende un sensor o una camara, que sirve para dosificar de forma adecuada la cantidad
de liquido dispensado para el respectivo usuario, donde se puede realizar el control de la dispensacién en particular
mediante la deteccion del tamafio de la superficie a desinfectar. Ademas, la cdmara y/o un sensor se pueden utilizar
para el control del usuario o del uso. Para una evaluacion adicional de estos datos, el dispositivo puede contener un
microprocesador y/o una interfaz para un procesamiento de datos externo, en particular una interfaz de datos
inalambrica. En otra realizacion, el dispositivo comprende uno o varios sensores de temperatura y/o elementos de
calentamiento o de enfriamiento, en particular elementos Peltier, para garantizar una temperatura constante de los
liquidos de partida y/o templar el liquido a una temperatura agradable para el usuario.

En una realizacion adicional de la presente divulgacién, el dispositivo comprende una o varias fuentes de plasma que

generan al menos uno de los eductos, donde la fuente de plasma esté integrada en al menos un depésito, o esta
conectada aguas arriba de al menos un depdésito, o el dispositivo para mezclar los eductos estéd conectado aguas
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arriba o esta integrado en el dispositivo para dispensar los eductos. Las fuentes de plasma pueden servir para producir
H.O5 y/o NO> asi como para provocar una acidificacion suficiente de los respectivos liquidos. En este sentido, para
enriquecer NO> se puede utilizar en particular una fuente de plasma caliente, en particular un arco voltaico o una
descarga de microondas, asi como una fuente de plasma frio, en particular una descarga impedida dieléctricamente,
una descarga en corona o una descarga de radiofrecuencia para enriquecer H>Oo.

Ademas, los depésitos pueden disponer de una entrada de agua a través de la cual se puede afiadir agua, en particular
desde una conexién doméstica. En particular, el dispositivo se puede conectar delante de un grifo o de un dispensador
de agua habituales en el comercio.

En otra realizacién de la presente descripcion, los eductos se diluyen adicionalmente en la zona de mezclado y/o se
enriquecen con aditivos. En una realizacién especial de la presente divulgacién, la dilucién de los eductos y/o el
enriquecimiento con aditivos tiene lugar en una zona de dilucién situada delante de la zona de mezclado.

En otra realizacién de la presente divulgacién, la zona de mezclado puede ser una camara de mezcla o una seccidén
de mezcla en la que se mezclan los liquidos. En este sentido, la seccion de mezcla puede estar disefiada como un
mezclador de microfluidos.

En otra realizacién de la presente divulgacion, el dispositivo dispone de una tuberia de suministro de agua que se
alimenta desde otra cdmara de almacenamiento o desde una conexién de agua externa, en particular una tuberia de
agua doméstica. Al abrir una vélvula u operar una bomba, se agrega el agua para diluir la solucién activa a la
concentracion deseada. En este sentido, los conductos de alimentacion de la zona de mezclado estan configurados
preferentemente de tal manera que las soluciones concentradas de NOy y HoO2 se diluyen con agua antes de entrar
en contacto.

En una realizacién especial de la presente divulgacién, la zona de mezclado y la zona de salida son idénticas, de modo
que el mezclado de los eductos tiene lugar a medida que salen del dispositivo y/o en la superficie a desinfectar.

Ademas, el dispositivo dispone de una tuberia de suministro de aire comprimido, que se utiliza para la distribucién de
la solucién activa/aerosol activo, donde el aire comprimido se proporciona mediante una bomba interna o un compresor
o externamente.

Ademas, el dispositivo dispone de una fuente de alimentacién, en particular de una bateria interna, una bateria
recargable, una pila solar o de combustible.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el dispositivo estd equipado con un aplicador que sirve para mezclar
y/o distribuir los liquidos. El aplicador puede consistir en un generador de aerosol que genera un aerosol que se
distribuye mediante una corriente de aire, donde, en el caso del generador de aerosol, puede tratarse de uno o varios
nebulizadores ultrasénicos o uno o varios nebulizadores de chorro.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el aplicador puede estar compuesto por bombas de liquido que
transportan los liquidos, donde puede tratarse en particular de bombas manuales, bombas de pistén, bombas de
membrana, bombas peristalticas o bombas Venturi, y donde la salida del aplicador puede estar disefiada como una
boquilla, que libera el liquido en forma de chorro o espray. En particular, en otra forma de realizacién se pueden
transportar al menos dos liquidos con una Unica bomba y mezclarlos en una unidad mezcladora antes o después de
la bomba.

En otra realizacién de la presente descripcidn, las bombas estan disefiadas de modo que todas las bombas se
accionen por un accionamiento comun. El accionamiento puede ser un arbol comuin en el caso de bombas peristalticas
o bombas de pistén, o0 un suministro de aire comprimido comun en el caso de bombas neumaticas o0 bombas Venturi.

En otra realizacion de la presente divulgacion, el dispositivo puede comprender un sistema de tratamiento de agua,
en particular un destilador, un filtro de ésmosis o un filtro de carbén. Este sistema de tratamiento de agua se puede
utilizar en particular para purificar agua de una tuberia de agua doméstica y alcanzar una capacidad tampén definida,
en particular menor. Esto es ventajoso para el proceso porque, de lo contrario, el valor de pH del proceso debe
ajustarse utilizando un tampén de pH més fuerte.

La solucién activa se puede aplicar a la superficie a desinfectar como aerosol, chorro de liquido o vapor.

Descripcién de las figuras

Fig. 1: representacién del esquema de reaccién de la reaccién entre HoO2 y NO5~.

Fig. 2: representacién esquemética del procedimiento de desinfeccién, en el que los eductos de los depdsitos
de almacenamiento (1, 2) se mezclan con un disolvente almacenado en otro depésito de almacenamiento (3)
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para obtener la solucién activa.

Fig. 3: representacién esquemética del procedimiento de desinfeccion, en el que los eductos se sacan de los
depésitos de almacenamiento (1, 2) y se mezclan con un disolvente que se mantiene en un tercer depésito
de almacenamiento (3) en una zona de mezclado (10) para obtener la solucién activa. Al suministrar aire (18),
la solucién activa se expulsa de la zona de mezclado y se aplica sobre la superficie a desinfectar.

Fig. 4: valores de pH medidos en la mano antes (izquierda) y después de la desinfeccién de manos (derecha)
de acuerdo con la norma EN 1500 con tres soluciones activas diferentes y en las soluciones activas antes de
la desinfeccién de manos (centro). Las soluciones activas consistian en el liquido inicial A (50 mM de H.O» y
la cantidad especificada de acido citrico en % (p/v)) asi como el liquido inicial B (50 mM de NaNO,).

Fig. 5: inactivaciéon de E. Coli en suspensién con tres soluciones activas diferentes (isopropanol como Unico
principio activo, solucidén activa con el 2 % de acido citrico y el 10 % de é&cido citrico). La proporcién de
desinfectante en % se representa para x y las unidades formadoras de colonias paray.

Fig. 6: dependencia de la eficacia de la velocidad de reaccién W integrada en el tiempo contra la bacteria E.
coli. Para x, la concentraciéon de NOy y HoO» se representa en mmol en el momento fo= 0, para y el periodo
de accién esta en segundos. Para W>0,5 mM se logra una reduccién de al menos 3,2 niveles logigen todos
los experimentos. Para W<0,5 mM se logra una reduccién de menos de 3,2 niveles logigen todos los
experimentos.

Fig. 7: curvas de eficacia con parametro de eficacia W constante en mM (el valor de pH se representa para x
y la concentracién inicial de H>O> 0 NO> en mM a la misma concentracién inicial, valores para to=0), asi como
la reduccién logigdeterminada experimentalmente de bacterias (E. coli) en suspensién, representadas por
puntos de diferentes tamafios.

Fig. 8: curvas de eficacia para la desinfeccién de superficies (1= 30 s, to= 45 s) teniendo en cuenta la
desgasificacion de NOy. Las flechas indican los valores de pH inicial y final en los experimentos de
desinfecciéon de manos. La concentracién inicial de H-O» y NO2™ se elige en cada caso igual (como se indica).
Eje x: valor de pH, eje y: concentracién inicial de HxO2 0 NOs en el momento t,=0. A: 10 % de acido citrico,
B: 2 % de acido citrico, C: 0,5 % de acido citrico.

Fig. 9: efecto de diferentes desgasificaciones en suspensiéon y en superficies sobre la quimica del liquido.
Configuracién experimental (izquierda) con suministro de aire (18) y curso de concentracién medida en una
solucién activa con 150 mM de NO> y 150 mM de HxO5 a pH 3

y pH 4 (derecha). Estan trazados, para x, el tiempo en segundos y, para y, el nUmero de moléculas de
NOy detectadas por segundo (x10'®).

Fig. 10: efecto de diferentes desgasificaciones en suspensién y en superficies sobre la quimica del liquido.
Configuracién experimental (izquierda) y curso de concentracién calculada (derecha), con x tiempo en
segundos e y concentracién en mM.

Fig. 11: representacién esquemética de un dispositivo con 2 depdésitos de almacenamiento y un liquido de
dilucién.

Fig. 12: representacién esquematica de un dispositivo que proporciona la solucién activa en forma de aerosol.

Fig. 13: representacién esquemética de un dispositivo que proporciona la solucién activa en forma de espray
liquido.

Fig. 14: representacién esquematica de un dispositivo en el que la solucién activa se aplica mediante un grifo.

Fig. 15: representacién esquematica de un dispositivo que se interpone en una tuberia de agua que conduce
a un grifo.

Fig. 16: representacién esquematica de un dispositivo que contiene una fuente de plasma que genera una
parte de los eductos.

Fig. 17: grafica de Arrhenius para la reaccién de NaNO> y H>O, con una concentracién inicial de, en cada
caso, 5 mM usando un tampén acido citrico-fosfato a pH 3 entre 0 °C y 40 °C.

Fig. 18: absorbancia medida y ajustes asociados de los productos de reaccién NOz,, HoOo, NO2 y HNO> de
la reaccién de 73,2 mM de NaNO,, 58,9 mM de HxOo,y 100 mM de HCI a 0 °C después de un tiempo de
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reaccién de 5 min.

Fig. 19: medicidn resuelta en el tiempo de las densidades de HNOo/NOx(densidad total de HNO, y NOy),
NOsz y ONOOH en la reaccién de 73,2 mM de NaNO,, 58,9 mM de H>O» y 100 mM de HCla 0 °C.

Fig. 20: absorbancia y ajuste en el momento t=20 s en la reaccidén de 73,2 mM de NaNO,,58,9 mM de H.O» y
100 mM de HCla 0 °C.

Fig. 21: factores de reduccién para diferentes tipos de microorganismos en funcién del parametro de eficacia
W. La linea horizontal corresponde a una reduccién de la concentraciéon de microorganismos del 99 %.

Fig. 22: intervalos de eficacia a una temperatura de 20 °C y periodos de accién Ze de 15s,30s,50sy 90 s
(de arriba abajo). En las zonas encima de las curvas, durante la duracién respectivamente especificada del
periodo de procesamiento Zx seleccionado entre 2s, 15s, 30s y 75, se aplica para el pardmetro de
efectividad W >10 mM. Esté4 trazado, para X, el valor de pH y, para y, las concentraciones iniciales [H2O2]o =
[NO2sJo en mM.

Fig. 23: intervalo de efectividad y eficiencia a una temperatura de 20 °C, un tiempo de procesamiento de Zp =
15 s y un periodo de accién Zg = 30 s. La zona sobre la curva marcada con W = 10 mM indica la zona en la
que se aplica W > 10 mM. Cada una de las curvas marcadas con nimeros porcentuales define zonas en las
que la eficiencia es al menos el valor especificado. La zona sombreada da un ejemplo de los valores en los
que se aplican W>10 mM y E>45 %. Esta trazado, para x, el valor de pH y, para y, las concentraciones
iniciales [H202]o = [NO2]Jo en mM.

La figura 11 muestra una construccién correspondiente en la que las bombas de pistén (6, 7, 8) se accionan a través
de un cigtefal (12) para transportar los fluidos. A este respecto, los pistones se extraen y se vacian. Primero, la
solucién de dilucion C se bombea desde el depésito de almacenamiento C (3) al pistén extrayendo el piston (8). Al
continuar la rotacién del ciglefial, la solucién de dilucién C llega al dispositivo de mezclado (10). Las valvulas de
retencién (5) impiden que la solucién de dilucidén C regrese al depésito de almacenamiento C (3). Debido a un
desplazamiento de fase de 90° en el cigliefial (12), las soluciones de educto Ay B se extraen y luego se expulsan al
dispositivo de mezclado (10) con un retraso de tiempo antes de que se proporcione la solucién de dilucién C. Por lo
tanto, esta garantizado que tenga lugar el mezclado de los eductos A y B en condiciones de dilucidn. Esto es importante
porque la reaccion de H>O>y NOy segln la ecuacién (5) depende de la concentracién de los eductos y ocurriria
demasiado rapido en el caso concentrado. El volumen del dispositivo de mezclado (10) se selecciona de modo que se
pueda registrar la suma de los volumenes individuales de las soluciones A, B y C. Después de afiadir las soluciones
de educto A y B a la solucién de dilucién C, la solucién activa esta presente en el dispositivo de mezclado (10). Por
medio del cuarto pistén (9), que extrae aire a través del suministro 18, lo comprime y lo expulsa en direccién al
dispositivo de mezclado, la solucién activa se presiona desde el dispositivo de mezclado hacia el dispositivo de
dispensacién (11) (por ejemplo, una boquilla) y luego se aplica sobre la superficie a desinfectar.

El proceso del mezclado del educto y la posterior liberacién del principio activo se puede repetir continuamente
mediante el disefio del ciglefial. La frecuencia de expulsién de la solucién activa se puede ajustar mediante la
velocidad de rotacion del cigliefial (12).

Mediante un sensor 6ptico (17) se determina sin contacto si una superficie a desinfectar se encuentra en la zona de
pulverizacién y qué tamafio tiene esta area. Esta informacién se evalla por una unidad de control (14) y luego se
activa el aparato. Dependiendo del tamafio de la superficie a desinfectar, se emiten una o varias pulverizaciones. En
otra forma de realizacién, la superficie y/o el usuario se identifican mediante el sensor 6ptico (17). Esto permite una
evaluacién posterior para determinar qué superficies y/o qué usuarios recibieron qué cantidad de principio activo, con
qué frecuencia y en qué periodo de tiempo.

La informacién sobre el sistema y/o la superficie a desinfectar y/o el usuario se proporciona al operador a través de
una unidad de visualizacién (16). Esto incluye mensajes de advertencia en caso de fallas criticas del sistema, tales
como, por ejemplo, un depésito vacio o un pistén con fugas. Estas fuentes de error pueden detectarse mediante
sensores de nivel de llenado (4) en los depésitos de almacenamiento asi como usando captadores de presién en todas
las lineas de suministro al equipo de mezclado.

Ademas, el numero de procesos de desinfeccién se documenta y se muestra a través de la unidad de visualizacién
(16). La unidad de visualizacién (16) dispone, ademas, de un moédulo que permite transferir todos los datos
almacenados por el aparato a otro aparato, preferiblemente un ordenador. Los depédsitos de almacenamiento (1-3)
estan provistos de un sistema de codificacién, que permite asignar claramente el liquido que contienen. Si los liquidos
no estan claramente identificados, la unidad de control (14) interrumpe el funcionamiento del aparato hasta que el
liquido previsto esté en el depésito de almacenamiento.

En la Fig. 12 se representa una forma de realizacién del dispositivo de dispensacion, en el que la solucién activa se
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aplica como un aerosol a la superficie a desinfectar. En este sentido, los aerosoles se generan a partir de las soluciones
de educto en los depésitos de almacenamiento (1, 2) mediante un generador de aerosol (30). Para ello, los ventiladores
(19) generan una corriente de aire circulante por encima de las soluciones de educto mediante un suministro de aire
(18). Esta corriente de aire circulante se enriquece con gotitas de liquido, de modo que se forman aerosoles sobre las
soluciones de educto. Si es necesario, los aerosoles de educto se conducen a través de la corriente de aire a un
dispositivo de mezclado (10), donde se forma la solucién activa en forma de aerosol. Luego, la solucién activa se aplica
sobre la superficie a desinfectar en forma de aerosol.

En la Fig. 13 est4 representada una forma de realizacién del dispositivo de dispensacién, en el que la solucién activa
en forma de un espray liquido solo se forma sobre la superficie a desinfectar. Para ello, los depdsitos de
almacenamiento (1, 2) estan equipados respectivamente con bombas (20). Si es necesario, las soluciones de educto
se hacen pasar a través de boquillas (21) a través de las respectivas bombas (20), de modo que se crea un espray
(28). Las soluciones de educto se combinan en este espray (28) y se aplican juntas a la superficie a desinfectar.

En la Fig. 14 esté representado un dispositivo en el que la solucidn activa se aplica a través de una tuberia de agua
(22) mediante un grifo (23). Los eductos se introducen en el flujo de agua (25) a través de bombas (24), mediante lo
cual se produce la solucién activa. Un sensor de flujo (26) esta integrado en la tuberia de agua (22), el cual se usa
para el control del proceso y activa la entrada de los eductos (29) cuando se detecta el flujo de agua.

En la Fig. 15 esta representada una forma de realizacién adicional de un dispositivo en el que la solucién activa se
aplica a través de una entrada de eductos (29) en una tuberia de agua (25) mediante un grifo (23). En esta forma de
realizacién, los eductos se aspiran en el flujo de agua mediante una bomba Venturi (27), se mezclan en el flujo de
agua y se aplican como una solucién activa a través del grifo (23) sobre la superficie a desinfectar.

En la Fig. 16 esta representada una forma de realizacién de un dispositivo en el cual una parte de los eductos esta
presente en un depdésito de almacenamiento (1 0 2), mientras que otra parte de los eductos se genera por una fuente
de plasma (32) integrada en el dispositivo de dispensacién. Se genera un aerosol a partir de la solucién de educto
mediante el generador de aerosol (30), el ventilador (18) y el suministro de aire, que luego reacciona con el otro educto
en el dispositivo de dispensacién mediante la fuente de plasma. La solucién activa resultante se aplica a la superficie
a desinfectar como un aerosol (33) en la zona de aplicacién (34). Ademas, esta forma de realizacién del dispositivo
dispone de un dispositivo de aspiracidn (35), que esta equipado con un filtro (36), que elimina componentes liquidos
gaseosos Nocivos y gaseosos del aire ambiental.

Lista de simbolos de referencia:

(1) Deposito de almacenamiento de educto A

(2) Deposito de almacenamiento de educto B

(3) Deposito de almacenamiento de liquido de dilucién C
(4) Electrénica de nivel de llenado y de codificacién
(5) Vélvula de retencién

(6) Pistén para solucién concentrada de educto A

(7) Pistén para solucién concentrada de educto B

(8) Pistén de liquido de dilucién C

(9) Pistén para generar aire comprimido

(10) Dispositivo de mezclado

(11) Dispositivo de dispensacién en forma de boquilla
(12) Ciguefial

(13) Unidad de accionamiento

(14) Electrénica de control

(15) Sensor de control de presion
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(16) Unidad de visualizacion del nivel de llenado y estado del sistema
(17) Sensor éptico para operacidn sin contacto y deteccién del tamafio de la mano
(18) Suministro de aire

(19) Ventilador

(20) Bomba

(21) Boquilla

(22) Tuberia de agua

(23) Grifo

(24) Bomba para flujo de agua
(25) Tuberia de agua

(26) Sensor de flujo

(27) Bomba Venturi

(28) Espray

(29) Afluencia de eductos

(30) Generador de aerosol
(31) Detector

(32) Fuente de plasma

(33) Aerosol

(34) Zona de aplicacion

(35) Dispositivo de aspiracion
(36) Filtro

Investigaciones experimentales

Efecto bactericida

La eficacia de la solucién activa se examiné en ensayos de suspensién. Para ello se obtuvo la solucién activa
mezclando entre si dos liquidos de partida Ay B. El liquido de partida A contenia 50 mM de HxO» y el 2 % (p/v) o el
10 % de écido citrico. El liquido de partida B contenia 50 mM de NOy. Para poder valorar el efecto, se compard la
eficacia de la solucién activa con la del isopropanol, un desinfectante conocido y muy ampliamente utilizado, como
Unico principio activo. En el ensayo, se mezclaron 0,1 ml de solucidén bacteriana (E. coli) con 1 ml de una mezcla del
agente respectivamente a analizar asi como caldo CASO (caldo peptona de caseina-peptona de harina de soja,
empresa Carl Roth GmbH + Co. KG, Alemania). El periodo de exposicién ascendié a 30 s. El caldo CASO sirvi6é aqui
para dilucién y como carga organica artificial para el ensayo de desinfeccidn. Los resultados de estos ensayos estan
representados en la Fig. 5. Los resultados muestran claramente que, cuando se usa como desinfectante en
suspensién, una mayor acidificacién aumenta el efecto desinfectante de la solucidén activa. Esta mayor eficacia con
respecto a la inactivacién de microorganismos como resultado de la acidificacién de una mezcla de H>Os y NO5™ se
conoce en la bibliografia, véase (Heaselgrave et al., 2010).

Ensayos de desinfeccién de manos
Para probar la aplicabilidad de la solucién activa como desinfectante de manos, se llevaron a cabo ensayos de
desinfeccion de manos correspondientemente a la norma EN 1500. La prueba correspondientemente a la norma EN

1500 comprueba el efecto desinfectante del desinfectante que se va a probar en comparacidn con el principio activo
isopropanol. Para ello, primero se sumergen las manos en un caldo CASO que contiene bacterias (E. coli) y luego se
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desinfectan correspondientemente al protocolo con el agente a analizar en cada caso.

Esta prueba se llevé a cabo con tres soluciones activas diferentes, donde cada uno de los liquidos de partida B eran
en cada caso idénticos y los liquidos de partida A contenian en cada caso 50 mM de H»O, pero o bien 0,5 %, 2% o
10 % de &cido citrico.

En estas pruebas, solo la solucién activa con &cido citrico al 2 % se clasific6 como mas efectiva que el isopropanol. A
diferencia de los ensayos de desinfeccion en suspensién descritos anteriormente, una acidificacién mas intensa de la
solucién de partida no da como resultado una mejora, sino un empeoramiento del efecto.

Ademas, en estos ensayos se llevaron a cabo mediciones de pH. En la Fig. 5 estan representados tres tipos de
mediciones de pH. Se trata del valor de pH de los sujetos de prueba en el interior de la palma antes del tratamiento
(valor anterior), los valores de pH en las soluciones activas mezcladas y los valores de pH en la piel después de llevar
a cabo la desinfeccién de manos correspondientemente a la norma EN 1500. Los dos Ultimos se probaron en cada
caso con concentraciones de 4cido citrico del 0,5 %, el 2 % y el 10 % en solucidn activa B.

Dependencia de la eficacia de la dosis y el tiempo de accién

Para poder establecer una regla que permita predecir la eficacia de una solucién activa compuesta de H>O2 y NOo,
es necesario conocer la dependencia de la eficacia de la dosis y del tiempo de exposicidén. En muchos casos, el
parametro de eficacia Wpuede describirse como el producto de la dosis y el tiempo de
accién Ze correspondientemente a /a regla de Haber. En el presente caso, surgen un gran numero de especies
reactivas con diferentes esperanzas de vida, por lo que esta dependencia no esté clara.

Sean P los productos de reaccidn relevantes para el efecto de desinfeccién con concentracién [P] del proceso descrito
en la reaccién (1). La regla de Haber ahora da el pardmetro de eficacia de Haber

W= [*[Plde. (23)

151

Para los productos de reaccién P de vida corta relevantes para el efecto de desinfeccion, se puede suponer que
poseen una esperanza de vida 1y aln no se han descompuesto después de un tiempo t con probabilidad g(t)

gty =exp(-2) (24)
Por lo tanto,
Q(t) = ¢y x kg [NO7][H, 0] (25)

es el término fuente de los productos de reaccion relevantes para el efecto de desinfeccién, donde cq es la proporcién
de los productos de reaccién relevantes para el efecto de desinfeccién en funcién de la velocidad de reaccién.

La concentracion [P] ahora se puede especificar mediante la convolucién
[Pl=Q+g=[Q@mgt-n)dr (28)

Suponiendo que la esperanza de vida 1 de los productos de reaccion relevantes para el efecto desinfectante, que se

forman como resultado de la reaccién (1), es mucho més corta que el cambio en las concentraciones de NOy y H2O»,
‘ T dH;0;1(6) «1

por ejemplo |[H,0,](t=0) dat , 9(t) puede describirse aproximadamente mediante una distribucién de Dirac

en la forma g(t) =c> x &(t), de modo que el pardmetro de eficacia W cumpla:

W=c xe, fff ity % [H,0,] X [NOy ] dt @7

El prefactor ¢q x ¢z en la ecuacién (26) afecta Unicamente al escalado. Para simplificar, se define por tanto el parametro
de eficacia

W= j:lz ke, % [H,0,] x [NO;] dt (28)

con el que se puede determinar una condicién necesaria y suficiente para la eficacia del desinfectante producido de
acuerdo con la invencién. La eficacia de una mezcla de NO2 y H>O2 en funcidn del parametro de eficacia W asi definido
se determind en el marco de los ensayos en los que se basa esta invencién.

La validez de la ecuacién (5) se confirma mediante el siguiente experimento:

Se afiaden 0,22 ml de caldo CASO a una solucién bacteriana con un volumen de 0,1 ml. Esta solucién bacteriana se
expone a una solucién activa que consta de H>O», NO> y tampén de pH durante un periodo de accién Zg, donde el

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2999 262 T3

volumen de la solucién activa asciende a 0,78 ml. En la Fig. 7 esta representado el parametro de eficacia calculado
junto con los resultados experimentales, que confirman la validez de la relacién (5).

Las férmulas (5) a (15) dan las concentraciones de HO>y NOs. Dado que estos ensayos implican ensayos de
suspensién, se dejé de lado la desgasificacién, es decir, en (11) y (12) se asumid r=0.

De los datos obtenidos en el marco de esta invencion, se deduce que la
condicién W > 0,3 mM, idealmente W > 0,5 mM, debe aplicarse al pardametro de eficacia (5) en suspensién para
inactivar E. coli, de modo que se pueda lograr un efecto de desinfeccion. Los parametros de eficacia necesarios para
las esporas bacterianas y los virus sin envoltura se analizan a continuacion.

Etapa de distribucion y curvas de eficacia

Cuando se utiliza la solucién activa para la desinfeccién de superficies, siempre se debe llevar a cabo una etapa de
distribucién en la que se aplica y/o se distribuye la solucidn activa sobre la superficie a desinfectar. Por ejemplo, cuando
se utiliza como desinfectante de manos, la solucién activa normalmente se extiende frotando durante un tiempo
determinado, habitualmente 30 s. Ademés, en superficies irregulares o porosas, se necesita un cierto tiempo hasta
que la solucién activa haya penetrado suficientemente en la superficie mediante difusién. La desinfeccién efectiva de
la superficie solo se garantiza si el liquido activo permanece en la superficie durante un periodo de accién Zx después
de completar la etapa de distribucién, es decir, cuando la superficie a desinfectar esté completamente humedecida
después del periodo de procesamiento Zg y todavia sea suficientemente eficaz durante este tiempo de accién Zg.

Segun la ecuacion (5), esto es cierto para E. coli si y solo si

- e‘f;r_ ) - s Py N om gy — N

W |5y o [HaOp] % INOSTdE 203 mejor = 0.5 mM. (29

El parametro de eficacia, calculado segun las férmulas (5) a (16), esta representado mediante isolineas para Z,= 30 s
yZe= 15 s en la Fig. 7. Para comprobar la validez de esta conexién, se llevd a cabo el siguiente experimento:

Se mezclaron en cada caso 0,39 ml de los dos liquidos de partida Ay B con 0,22 ml de caldo CASO. El liquido de
partida A contenia 50 mM de H>O» asi como una solucién tampén y el liquido de partida B contenia 50 mM de NOy".La
solucién tampén sirve, en este sentido, para ajustar el valor de pH de la mezcla de solucién activa y caldo CASO.
Después de 30 s, se agregaron a esta mezcla 0,1 ml de una suspension bacteriana (E. coli). Después de un tiempo
de exposicidén de 15 s, se colocd la suspension resultante. La reduccién bacteriana logo obtenida de esta manera esta
representada en la Fig. 7. Como puede verse, como méximo se puede lograr una reduccién de unidades formadoras
de colonias de hasta 2 niveles log1g si 0,15 mM <W <0,3 mM. Si 0,3 mM <W < 0,5 mM, se pueden alcanzar niveles de
2 a 5log1o. Si W>0,5 mM, se alcanzan niveles de hasta 7 logio. La buena concordancia con los datos experimentales
con el pardmetro de eficacia definido segun (13) subraya la validez de la relacién dosis-efecto descrita por las formulas
(23) - (28) para el uso de NO> y HoO, como desinfectantes. Si bien la utilizacién del procedimiento con un parametro
de eficacia de 0,15 mM <W < 0,3 mM es particularmente util como medida de higiene de apoyo, por ejemplo,
conectando un dispositivo adecuado delante de un grifo, el procedimiento se puede utilizar para W>0,3 mM, mejor se
puede utilizar W > 0,5 mM para la desinfeccién higiénica de superficies y especialmente de manos. Se necesitan
valores mas altos de W para un efecto esporicida y virucida (véase mas abajo).

En la Fig. 8 estan representados, ademas, los valores de pH inicial y final mediante flechas. Estos se determinaron
mediante medicién del pH en los ensayos de desinfecciéon de manos descritos anteriormente. La concentracién inicial
de los eductos en la solucién activa ascendié a [H2O2]o = [NO2o= 25 mM. El valor inicial es, en cada caso, el valor de
pH en la solucién activa antes de que comience la desinfeccién de manos y el valor final es el valor de pH de la solucién
activa en la piel después de la desinfeccién de manos correspondientemente a la norma EN 1500. Para poder
garantizar una desinfeccidén de superficies en situaciones en las que, como en la desinfeccién de manos, existe una
superficie amortiguadora del pH, idealmente deberia conocerse el curso temporal del valor de pH para poder integrar
la ecuacién (27). Sin embargo, en aplicaciones practicas a menudo no es posible determinar esta dependencia del
tiempo. No obstante, para garantizar un proceso seguro, es suficiente que, como en este caso, se puedan especificar
los valores de pH inicial y final. Suponiendo que el valor de pH aumente de forma monétona durante el proceso, se
puede garantizar en cualquier caso un efecto de desinfeccion suficiente si la integral (5) tanto con el valor de pH inicial
y como final da como resultado un parametro de eficacia suficientemente grande. Como se puede ver en la Fig. 8,
este es solo el caso de la solucién activa en la que el liquido de partida contiene el 2 % de acido citrico (W =0,5). Esta
solucién activa fue la Unica de las tres soluciones probadas que pasé la norma EN 1500.

Una alternativa en este caso seria tamponar la solucién inicial A con tanta fuerza que el valor de pH pueda mantenerse
casi constante durante el proceso. Sin embargo, esto es especialmente desventajoso cuando se usa para la
desinfeccién de manos, como se explica a continuacién.

En estos experimentos, se eligieron las concentraciones iniciales [H2O2]o = [NO2]o. Esto es ventajoso porque los
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materiales de partida H.Ooy NOsse descomponen casi por completo. En el liquido solo queda NOsz en
concentraciones que no son problematicas para la salud ni para la ecotoxicidad. Cuando se usa como desinfectante
de superficies, [H2O2]o se puede elegir ventajosamente hasta un 10 % menos que [NOx]o para que quede la menor
cantidad posible de H2O2 en la solucién activa agotada debido a la desgasificacién de NO»'.

También es posible concentrar H-O> mucho mas alto para obtener un parametro de eficacia suficientemente grande a
valores de pH mas altos. Esto puede resultar especialmente Util cuando se emplea en superficies sensibles al pH.

Desgasificacion

En la Fig. 9 (izquierda) estad representada la configuracién de medicion para cuantificar la cantidad total de
NO- desgasificado. Se llené una placa de Petri con 10 ml del liquido desinfectante y se colocé en un recipiente por el
que fluyd un flujo de gas de 1 slm. Integrando la tasa de generacién de NO, determinada de esta manera (Fig. 9,
derecha), se determin6 que, en este caso, hasta el 3 % del NOy que se encuentra en el liquido se desgasifica como
NO..

La desgasificacién influye también en el desarrollo de las reacciones quimicas en el liquido, como muestra el siguiente
experimento. Como esté representado en la Fig. 10, se mezclaron H2O2 y NOy con 4cido citrico a una concentracion
de, en cada caso, 50 mM y un volumen de, en cada caso, 3 ml en un vaso de precipitados a un valor de pH de 2,8
durante un segundo. Inmediatamente después, se vertieron 2 ml de la mezcla desde el vaso de precipitados a un
recipiente plano de 15 cm de didmetro para lograr una distribucion del liquido similar a una desinfeccién de superficies.

Después de un tiempo de reaccién de 180 s, se determinaron las concentraciones de HxO2 y NO2 en ambos liquidos
mediante tiras reactivas. Mientras que las concentraciones de NOy y H>O5 en el vaso de precipitados son inferiores a
300 pM, la concentracidén de HoO» en el recipiente plano es de 2,5 mM, mientras que NOs™ ya no es detectable. Debido
a la diferencia de concentracién, el parametro r previamente libre en las expresiones (19) y (20) se puede determinar
para esta aplicacién de superficie como r =0,11, lo que significa que el 9,9 % (resultado de 0,11/(1+0,11)) del
NOy introducido se desgasific6 como NOo.

Basandose en los datos indicados sobre la desgasificacién, se supone que normalmente hasta el 10 % de la cantidad
de NO» usada puede desgasificarse como NOo.

Con una cantidad de aplicacion tipica de 3 ml de la sustancia activa y una concentracién inicial de NOyde 300 mM en
la solucidn activa mixta, se liberarian hasta 118 ymol de NOypor aplicacién. En una habitacién sin ventilacién con un
volumen de 10 m3, el valor MAK (siglas en aleméan para "concentracion maxima en el lugar de trabajo") se superaria
después de dos aplicaciones.

Mutagenicidad

Se llevé a cabo una prueba de Ames para investigar la mutagenicidad del producto desinfectante. La prueba se basa
en el hecho de que una mutacién puntual elimina la capacidad de una cepa de E. coli de crecer en un medio de cultivo
determinado. Al agregar un mutédgeno, se forman revertientes que pueden crecer en el medio nutritivo. Incluso sin la
adicién de un mutageno, algunos revertientes surgen mediante mutaciones espontédneas (mutagenicidad natural).

El experimento de mutagenicidad se llevé a cabo con dos soluciones de 50 mM de NO, asi como 50 mM de HOo,
acidificadas con acido citrico al 2 %. Estas pruebas iniciales no revelaron mutagenicidad (el nivel de mutagenicidad
corresponde aproximadamente a la mutagenicidad natural) del producto.

Dependencia del pH y de la temperatura

Si el valor de pH y/o la temperatura cambian durante el proceso, por ejemplo, aplicando el liquido sobre una superficie
tamponada y/o calentada, hay que tenerlo en cuenta al evaluar las densidades (ecuaciones (11) y (12)) y
correspondientemente a la integral (5) con un valor de pH pH(t) dependiente del tiempo o una temperatura T(t)
dependiente del tiempo. En particular, la integral (5) se puede calcular pieza por pieza para temperaturas y valores de
pH correspondientes en etapas sucesivas del proceso. La espectroscopia UV es especialmente adecuada para medir
el curso del valor de pH en suspensién. Para ello se puede determinar el valor de pH a partir de la relacién entre NOy y
HNO, en el liquido. Para este fin se pueden utilizar, de igual modo, sondas de pH comunes. La medicién de pH del
liquido aplicado sobre una superficie se puede lograr, de igual modo, usando sondas de pH adecuadas. Para las
mediciones de pH de la superficie, se usd un electrodo de pH de superficie de la empresa Mettler-Toledo International
Inc. en los ensayos de desinfeccién de manos presentados en esta publicacién (electrodo de pH InLab Surface). Hay
una amplia variedad de métodos disponibles para medir la temperatura. Los valores de temperatura dados en este
trabajo se determinaron mediante un sensor de temperatura de fibra éptica con un tiempo de respuesta rapido y baja
capacidad calorifica (FOTEMP1-OEM de la empresa Weidmann Technologies Deutschland GmbH).

La dependencia de la temperatura del coeficiente de reaccion ks se determind mediante espectroscopia de absorcidn
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UV. Para ello, los reactivos NaNO» y H>O» se hicieron reaccionar a temperaturas entre 0 °C y 40 °C usando un tampén
de é&cido citrico-fosfato. La velocidad de reaccién se determind mediante cuantificacién resuelta en el tiempo de las
densidades de NOy yHNO,. Para determinar las velocidades de reaccién, se usaron concentraciones iniciales de
H.O5 y NOy de, en cada caso, 5 mM. El grafico de Arrhenius correspondiente esta representado en la llustracién 17.
Esto da como resultado el coeficiente de reaccion

£
k, = 3,56 - 10" exp (— ﬁ) M5t

dependiente de la temperatura con una energia de activacién efectiva Ex= 70 kJ/mol.
Sin formacién de peroxinitrato

Los ensayos presentados a continuacién muestran que no se forma peroxinitrato cuando se lleva a cabo el
procedimiento de desinfeccién de acuerdo con la invencién.

Se enfriaron soluciones de reaccidén que consistian en 73,2 mM de NaNO,, 58,9 mM de HxO, y 100 mM de HCla 0 °C
en un bafio de hielo. Se mezcldé 1 ml de cada solucién de reacciéon en un recipiente de reaccién (igualmente en un
bafio de hielo). El acido clorhidrico sirve, en este sentido, para reducir el valor inicial del pH de la mezcla a 2,1. Después
de 5 minutos en el bafio de hielo, los productos de la reaccién se cuantificaron mediante espectroscopia UV. La
absorbancia medida Aexp = -In(l/10) esta representada en la llustracién 18. En este sentido, 10 e | representan las
intensidades medidas antes o después de pasar por el medio de prueba. Para cuantificar los productos de reaccion,
se variaron las concentraciones [i] de secciones eficaces oi(A) dependientes de la longitud de onda de la especie

i € {NO7,HNO,, NO3, H,0,}

en el intervalo de longitud de onda 250 nm < A < 420 nm mediante el método de minimos cuadrados utilizando la
funcién modelo ("fit") A = Zi[i JoiL, de modo que se obtiene la mejor concordancia entre la funcién del modelo Ay la
absorbancia Ay, determinada experimentalmente. Después de un tiempo de reaccidn de 5 minutos, se determinaron
de esta manera en la mezcla 19 mM de NO» y 4,8 mM de HNO». No se detectaron HoO2 y NO»'. Igualmente, se puede
descartar que se haya formado peroxinitrato, que se absorbe en el intervalo de 230-280 nm (Loegager & Sehested
2005). Los resultados son estequiométricamente consistentes con los mecanismos de reaccién descritos por las
reacciones (2) a (4).

En otro ensayo, se utilizaron las mismas soluciones de partida descritas anteriormente (NaNO,, H>O,, HCI), que
igualmente se llevaron a una temperatura de 0 °C en un bafio de hielo. Sin embargo, en este ensayo se hicieron
reaccionar directamente en una cubeta para poder seguir la reaccién en funcién del tiempo. Para ello, se colocaron
las soluciones de NaNOyy HCI en la cubeta y se inici6 la reaccién afiadiendo HCI. Los resultados de esta medicidn
estan representados en la llustracién 19. Ademas, la medicién asi como la funcién del modelo adaptado con

contribuciones de las especies NO; , ONOOH asi como HNO2/NO- estan representados en la llustraciéon 20.
HNOL/NOy se refiere, en este sentido, a la densidad total de HNOoy NO,. La seccidn eficaz del 4cido o de la base
conjugada se calculé previamente para un valor de pH de 2,1. La seccién eficaz usada para ONOOH se determiné en
nuestro propio trabajo preliminar y es consistente con la seccidn eficaz publicada en Loegager & Sehested (1993). Por
lo tanto, la formacién de ONOOH se detecté también en el intervalo limite del procedimiento llevado a cabo de acuerdo
con la invencién (0 °C, pH 2,1).

Parametros de eficacia para diversos microorganismos

La estructura biolégica de diferentes tipos de microorganismos es diferente. Esto sugiere que no todos los
microorganismos responden de la misma manera a un procedimiento de desinfecciéon. Para comprobar la validez del
parametro de eficacia para diferentes categorias de microorganismos, se probé la eficacia del procedimiento de
acuerdo con la invencién en bacterias vegetativas y formadoras de esporas, asi como en virus sin envoltura. A
diferencia de las bacterias vegetativas, las esporas bacterianas y los virus sin envoltura no pueden inactivarse con
agentes a base de alcohol o solo pueden inactivarse después de un tiempo insuficientemente largo. Esta resiliencia
también se refleja en los resultados de ensayo mostrados en la Fig. 21. Ya con un parametro de eficacia de 0,3 mM
se mata el 99 % (2 niveles logaritmicos) de las bacteriasEscherichia colien suspensién. Otras especies de la categoria
de "bacterias vegetativas", comoPseudomonas aeruginosayStaphylococcus aureus, requieren un parametro de
eficacia ligeramente superior, de 1,5mM y 1,7 mM, respectivamente, pero estos valores todavia estén
significativamente por debajo de los pardmetros de eficacia requeridos para las esporas bacterianas. Para las esporas
de Clostridium difficile, es necesario un parametro de eficacia de 10 mM para una inactivacién del 99 %. El
germenClostridium difficilees particularmente relevante porque es el agente patégeno mas comun de las
enfermedades diarreicas nosocomiales y asociadas a antibiéticos (Lubbert et al. 2014). Las esporas mas resistentes,
comoBacillus atrophaeus, requieren un pardmetro de eficacia de 30 mM. Para la tercera categoria examinada, "virus
sin envoltura”, el rendimiento de la desinfeccién se probd en poliovirus, que requiere un parametro de eficacia de
17,2 mM para una inactivacién del 99 %. Los valores respectivos se enumeran en la Tabla 1 a continuacién para
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obtener una descripcién general.

Tabta 1. Faramelros de elicacia para microorganismos vegetativos, espaoras bacienanas v wirus
sin envoliura

Pardametro de Parametro de
dicroorganisma eficacia necesanio
parg inactvacion para imacti

o

Tipo :

Esporas bacteranas C. diffinie V0 127

Parametros de eficacia para diversos microorganismos

En Heaselgrave 2010, se llevaron a cabo ensayos de inactivacién microbiolégica para diversos microorganismos con
los siguientes parametros: pH = 5, [H2O2lo = 171 mM y [NO2 o= 29 mM. La Tabla 2 a continuacién muestra los
parametros de eficacia W calculados a partir de estos parametros y el tiempo de accién correspondiente.

Tabla 2: Parametros de eficacia W para el desinfectante segin Heaselgrave 2010 para un tiempo de accién de 15 min
0 60 min asi como para un tiempo de procesamiento y de accién de acuerdo con la invencién (Zx=2's, Ze = 90 s).

Heaselgrave 2010
Microorganismo  Tiempo de accién Parametro de eficacia Parametro de eficacia Eficiencia
requerido parauna  calculado para una calculadoenZa=2s, enZa=2s,
reduccién de 4log/s  reduccion de 4 log/mM Ze =90 s/imM Ze =90 s/%
P aeruginosa 900 46 0,51 1,9
S. aureus 900 46 0,51 1,9
Esporas de B. 3600 14,2 0,51 1,9

subtilis

Para microorganismos vegetativos como Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus aureus de Heaselgrave et al.
se requiere un parametro de eficacia de 4,6 mM para lograr un factor de reduccién de 4 niveles logaritmicos. Para las
esporas bacterianas, que son mucho més resistentes, el pardmetro de eficacia requerido es significativamente mayor.
De acuerdo con los parametros de ensayo de Heaselgrave et al. (2010), el pardmetro de eficacia para las endosporas
de Bacillus subtilis se calcula correspondientemente en 14,2 mM. A diferencia del procedimiento de desinfeccién de
acuerdo con la invencién, para alcanzar los parametros de eficacia de 4,6 mM o 14,2 mM se necesitan periodos de
tiempo mucho mas largos (15 min o 60 min).

La tabla también indica los parametros de eficacia, que se deducirian matematicamente de los parametros usados por
Heaselgrave et al. (2010) (pH,Ch202, Cnanoz2) €on un tiempo de procesamiento Z, = 2 s y un tiempo de accién Zg =
90 s. Dado que los parametros fueron los mismos en todos los ensayos, se obtuvo un parametro de eficacia idéntico
de 0,51 mM para todos los microorganismos representados. Esto es 9 veces menor para los microorganismos
vegetativos y 28 veces menor para las endosporas de lo que seria necesario para una reduccién de 4 niveles
logaritmicos. Una inactivacién de microorganismos relevantes en 92 s es completamente inutil con los parametros
seleccionados por Heaselgrave et al., aunque las concentraciones usadas de NaNO, y H>O» por Heaselgrave et al. ya
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estan muy altas en comparacién con las concentraciones de acuerdo con la invencién. Todas las demas
combinaciones de acuerdo con la invencidn de tiempo de procesamiento y de accidn con las concentraciones iniciales
segun Heaselgrave et al. proporcionan parametros de eficacia alin mas bajos y, por ello, aumentan el factor necesario
para lograr un parametro de eficacia suficiente.

Ademas, la eficiencia del proceso de Heaselgrave et al. es extremadamente baja para el periodo de tiempo
considerado de 92 s con E = 1,9 %. Esto significa que, con el tiempo de procesamiento y de accién considerado (Zx =
2's, Ze = 90 s), el parametro de eficacia logrado por Heaselgrave et al. corresponde solo al 1,9 % del parametro de
eficacia que tedricamente podria alcanzarse con una eleccién favorable del valor de pH y de las concentraciones
iniciales de H-Ooy NO>. Ademas de la mayor eficacia, ante el trasfondo de un uso eficiente de las materias primas,
también se prefiere el procedimiento de acuerdo con la invencién, en términos de eficiencia, al de Heaselgrave et al.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de desinfeccion que presenta al menos los eductos H>O2 y NO> que consta de varias etapas
parciales que comprenden al menos:

- una etapa de mezclado, donde se mezclan los eductos para obtener una solucién activa;

- una etapa de distribucién, en la que se distribuye la solucién activa sobre una superficie a desinfectar,

donde la etapa de mezclado y la etapa de distribucién tienen lugar en un periodo de tiempo de procesamiento
Zp que comienza en el momento to, cuando los eductos se ponen en contacto por primera vez entre si, y finaliza
en el momento t4, en el que cada punto de la superficie a desinfectar se humedece con solucién activa, donde fo es
igual a 0 y t1 es mayor que t0,

y

- seguido de una etapa de accién, en la que la solucién activa distribuida actla sobre la superficie contactada
con solucién activa durante un periodo de tiempo de accién Z,, que comienza en el momento tsy finaliza
después del lapso de tiempo Z. en el momento >,

donde to representa el momento en el que cada punto sobre la superficie contactada con solucién activa se
humedece con solucién activa lo suficiente como para obtener un efecto desinfectante, y donde t; es mayor que
14, caracterizado por que

la concentracidn maxima de NO> [NOxo en el momento t de la etapa de mezclado se encuentra en 300 mM, las

concentraciones dependientes del tiempo de los eductos [H202] y [NO3] durante el periodo de procesamiento y
el periodo de accién vienen dadas por

q_ 4 _A+D
[NO3] = Py und y );]= P
donde
m(éﬂ)
I _\IRoy] ke _ ) _ .
A= 1—cxp(D(t—0)) =~ 5 D= [Hzoz]o (ky +1kq) [Noz]o ky,
+12
ey =k, [H,07] ky =356 3,56" exp (—22) M 157,

(K5 mrp01 *+ 1H:0*])(Ksawo, + [#,0%])

Ksivo, =513 x10 7% Ky o+ = 2% 10 72, [H;0] = 1072¥, £, = 70 k]/mol

y [H202]o denota la concentracién inicial de H2O2 en el momento to de la etapa de mezclado y donde se debe
establecer r=0,11,y
la velocidad de reaccién integrada en el tiempo W durante el periodo de accién Z, satisface la inecuacion

L2
W= ky[H,0,]  [NOF]dt =10 mM
ty

donde f; no sobrepasa 3 minutos, y

donde k1 denota la constante de velocidad de la reaccién entre H-O» y NOo,

donde ks depende del valor de pH de la solucién activa sobre la superficie y

donde el valor de pH de la solucién activa sobre la superficie y la temperatura pueden presentar una dependencia
temporal, y

donde el valor de pH de la solucién activa antes del contacto con la superficie a desinfectar y el valor de pH de la
solucién activa sobre la superficie en contacto con la solucién activa estan en el intervalo de 2,1 <pH < 6,8.

2. El procedimiento de desinfecciéon segun la reivindicaciéon 1, donde el periodo de procesamiento que finaliza en el
momento ts se selecciona del intervalo 0 < t; £75 s, en particular se selecciona del intervalo 0 < t; <30 s, en particular
se selecciona del intervalo 0 < t; <15 s, y en particular se selecciona del intervalo 0 <t; <2 s.

3. El procedimiento de desinfeccién segun una de las reivindicaciones 1 a 2, donde el periodo de accidn, que comienza
en el momento tsy finaliza en el momento f,, asciende a como maximo 90 s, en particular como méaximo a 50 s, en
particular como méaximo a 30 s, en particular como méaximo a 15 s.

4. El procedimiento de desinfeccién seglin una de las reivindicaciones 1 a 3, donde el valor de pH de la solucion activa
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sobre la superficie en contacto con la solucién activa se encuentra en el intervalo de 2,5 < pH £ 5, y en particular en
unintervalo de 3,3 < pH <4,7.

5. El procedimiento de desinfeccidn segun las reivindicaciones 1 a 3, donde el valor de pH de la solucién activa antes
del contacto con la superficie a desinfectar se encuentra en el intervalo de 2,1 a 4,5, en particular en el intervalo de
2,1 a 3,6, y en particular en un intervalo de 2,1 a 3,2.

6. El procedimiento de desinfeccidn segln una de las reivindicaciones 1 a 5, donde la concentracién inicial maxima de
NO> en el momento toho supera una concentracién de 200 mM, en particular de 100 mM.

7. El procedimiento de desinfeccién segun las reivindicaciones 1 a 6, donde la eficiencia £ = W/Wnsx asciende a al
menos el 10 %, en particular al menos el 20 %, en particular al menos el 30 %, donde

M ln ) Qexpl—Gty ) —exp{—Gi:))

3
denota con & =1In (i) [tz —t1) Jos parametros de eficacia maximos alcanzables en los tiempos t> y t1 dados, y
min([H202]0,[NO2]o) denota la concentracién minima seleccionada entre las concentraciones iniciales [H202)o ¥
[NOz 1o
8. El procedimiento de desinfeccién segun las reivindicaciones 1 a 7, donde las cantidades de material de partida de

los eductos difieren entre si en menos de un 10 %, en particular la cantidad de material de partida de NO5 es de un
2 % a un 10 % mayor que la cantidad de material de partida de H2O».

9. Procedimiento de desinfeccién segln una de las reivindicaciones 1 a 7, donde las cantidades de material de partida
de eductos son idénticas.

10. Procedimiento de desinfeccién segln una de las reivindicaciones 1 a 9, donde a los eductos y/o a la solucién activa
se afladen aditivos en forma de tampones acidos o soluciones tampén acidas.

11. Procedimiento de desinfeccién segln una de las reivindicaciones 1 a 10, donde se pueden usar una o varias
fuentes de plasma para producir uno o varios de los eductos antes de la etapa de mezclado.

12. Procedimiento de desinfeccién segln una de las reivindicaciones 1 a 11, donde el procedimiento de desinfeccion
segln una de las reivindicaciones 1 a 11 se emplea varias veces.

24



ES 2999 262 T3

Fig. 1

AR Y rorrrrrrrrreneRReRTRRTATRANY

n
%]

25



ES 2999 262 T3

NN RN ENRNNNNNY

e g

DD B2 4 DD 400 2y

H
H

S A

.\\\\\\\\\\\\\.\\\\\\\\\\\¥

7
H
3

26



G s i IS o~ S ooy 5 ~
..............



ES 2999 262 T3

i\ix§§\\§\\\\\\i\\§x}§k§\ ‘\\..\ veeoigpe

ey
o
%,
e
s,
e,
.,

2,

Z,

“,
2,

PR LI oot
ittt
i F e
e
ot

AP
it P

N
g BB i A
7 \\x\\svx#v\\v&& e

Y §\\\.\x~&\\\\\\\xﬂ\ \§ AL
277y 2 N
v 5

B
~\\§~w‘ :
i\:

m ] e
EH 7
m : \\"\

o

.
SN
A e s e

o<

&0

48

e ..wmx\\.\\\\‘W\\\\tist\,&.\N\\t 2

bt 1 T (f e kacesd 4 P lca e aadess b Lot e et e P
r 44 w7 g g '

»

i, i

5 s

24

28



ES 2999 262 T3

%
3
%
]
%
% »
3
y
;

%
%
%
4
3
3
)
%

%,

!
:

2
. . T Y

29



ES 2999 262 T3

+ & R

i
i
& & & + * L -3 u.g‘
@4
@

+ i * % + + W
Wy
<

Mo
\:M“
o
"“-»\.\\

/
/
/
/
/
Y
4.0

. “ » o , x,\,‘ f
5\\ % 2 \\ \-é;‘
i \ % ) R
‘:\ %
\ 3

3 ® e
—— e % 3 Et
e 7 RN
RS - > H i gc »
. Y § ; "
- £ 1 z e
A AR b P 3 bR
NSRSt & f ;
4 i ; .
] * L P * [
R j ] ]
s l
e
. = -
e ““'\\‘Aem\.\q_\w\‘“m‘_“‘ _________ S, mﬂ\‘"‘ sl

e,
i

e
N .
e & *® - »
ek _ ;
X I ¢ H
——— S
-M-'M\‘i-n\\\-ﬁ-“ﬂ
o
? P
5 P 3 ) i &2 W N
g N ~ Ry ~ =

L
4
af

30

log-red. < 0.2

¥



ES 2999 262 T3

gz

rr22 s

o'

2
#:

P

P pri—

P,
o ,

mm % P

7
/ H , §

. % 4 5

m&i . w s e ,~\!\\:tm\.\...\..ft\.@\&
m : i1 P i
{ H Y £ : i : b4
£ £ z 3 H
: ; £ 4 W H H
: b ¢ §
i 3 w f H
i et 2 £ ke
i o i i i H
ceraicese e H § 3 o

N,
e

R
e AL e,
e T,

s
fw

R e =
B NI o™

o

H

e 3

5% (:3‘*\{

i

31

=

g

<

VY
GE



ES 2999 262 T3

ST Wi

ot rp i
o B 0 e g

v
P

AL L 2 R R v e

BE

dllfsorssrrsrress,

ol 0000000027

&

32



ES 2999 262 T3

33

2 : e
i, Mo 3 @&M

e

%

PR

™
R
.

Fig. 10



T

ES 2999 262 T3

34




i2

id

ES 2999 262 T3

H
e k1 - L 1
W g -
-
7 . » -
Py . *
z " -
m ;7 s % *
H b
‘ % -
£ . *
m d ; by
2 k o o
m L “ um
. ]
H 74 : -
3. "

a‘\»\\\v«sv«s\v«x

251
]
e A IO \\
.... e T
i

. s - T
,x - I W et
‘ e
w2
- - v ien
T st AL
T S aers by
o inarsassashasate “Hn e
3 s e
o * e S
.,
-
o,
j Mt W
. e ki oo gl
H A mmmpoeenceses. o
i -
+
L ST TR R s 2 0 . 4. . & S
- ' s
£ 7
7 :
{ * *
i * %
i
H D
[ e w a *
i
i .
] &
i X o
; p > »
7 ‘ M % R
H 3
: oo i k fat
N : *
H -
* i e kg x + ey
o 5 -
¥ " ¥ \w\ H - e
.‘.‘nni.‘.‘\v . e 4 :
. ¥ *
¥ P "
P 4 I
. .
P
o : 4 %
a i = *
-~
e G hos s
1 e "
] k!
z . :

35

Fig. 13



ES 2999 262 T3

IR o

2
“,
7 %

.\\\v\\,\v\\\,\\\\,v\\.‘vk\vvvvva\@\

. S 1

%

[

\!\\

i

H
z
z
z
H
z
z
3
z
I3
H
7
7
H
7
H

¥

R T
R g

ANMMNMMANNANANNANINNY

H
Yd

36



27
29

e s

. s

AR

Gerssssessissessios e

FIRI RS SRBRR SR S S
- Porces,

o,
T

Rty

ES 2999 262 T3

k‘i
i

3

B A

:t\\t\tttttt?

3

i

bded

premeneerrercer e cevreerend

rd

37



ES 2999 262 T3

L
J
#

infky / M5t
[
#
y,

N
N

4 ST —— S —
,38 3,38 0,40 8,41 0,42
TARTY 7 {kmoli™?

Fig. 17

| ~fr Experimenta
N =F Ajuste
1? ¥R :

jg- ES i:~~\.{:§ \\\\\ E?&;i:&isivv
i MG
- HNOR

hase e}

&

- I RAAAREer: o o
z-x///»@’(fﬂ
4
o
5
4

T

o
-
]
4

ke

£

Absarbanc

erifes e
g e

s
x4

R
axﬂfﬁﬁzk?zf

.
-

LD T St ——— S
N * b v ) N *
S0 80 3G 320 340 WL 38D 440

Langitud de ondainm

Fo

5

’-v):‘

-
4]

38



5,000

§)

723
;

o
bk

QA0

7,085 -

ES 2999 262 T3

g T P2 S R AT ELA

s
%

14,

T

. e
Y
LS

. HNORZ § NO

- CREOM

o

3 5 10 15 20

o

o

Tienpols

& R,
X k
WG4
=
&3

Absorbanc

Fig. 20

T

¥ 8
] 4
§yx
F R N
R 3
N 8
§ ¥ 3
§ ¥ &
§ ¥ 3
& 3 3
X ¥ oF
& w

w,,,,_.,,,,xwr///’/’
//”-’y?’%” o

4

R

S,
. T
i —

k3

R\\

R

32

¥

L

WG 360 380
L ongitud de ondaium

39

420 440




ES 2999 262 T3

Cion

~g—E. coli

R BRI S SRR

s

e P, @@ruginosa R

s S. aureus
g C, difficile

—& B, atrophaeus

~~#-Poliovirus

1
H

CANNRL I L L S A SR AL A 1 5

ki

S B R N R o

[ ] . A ,& 5 ;

‘g 3 s fr ;' .E‘e ] -}
& N |
u"‘ ) .;': :' ... i
Rt
T2 ; i
& ; :
= ] J _E‘f .

L " S S

0,01

Fig. 21

¥ LA L L |

0,1

¥

LA AR | ¥ LR

1 10

Parametro de eficacia  § mibd

40

TR

100



ES 2999 262 T3

)

4

o

<

L

HLE
QG

Eig. 22

41



ES 2999 262 T3

FiRY
0

Fig. 23

42



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - CLAIMS
	Page 24 - CLAIMS
	Page 25 - DRAWINGS
	Page 26 - DRAWINGS
	Page 27 - DRAWINGS
	Page 28 - DRAWINGS
	Page 29 - DRAWINGS
	Page 30 - DRAWINGS
	Page 31 - DRAWINGS
	Page 32 - DRAWINGS
	Page 33 - DRAWINGS
	Page 34 - DRAWINGS
	Page 35 - DRAWINGS
	Page 36 - DRAWINGS
	Page 37 - DRAWINGS
	Page 38 - DRAWINGS
	Page 39 - DRAWINGS
	Page 40 - DRAWINGS
	Page 41 - DRAWINGS
	Page 42 - DRAWINGS

