c- Descripcidon de la Invencidn. El desinfectante que la invencién
propone, consta de dos etapas:

c-1. ETAPA. Desarrollo de laboratorio. Se definieron varias pruebas
a nivel de laboratorio utilizando el compuesto quimico principal
AMONIO CUATERNARIO de primera generacion (cloruro alquil
dimetil bencil amonio), suministrado por Protecnica, reforzado con
el ingrediente ETANOL como potencializador para los efectos de
desinfeccion buscando dar respuesta a los objetivos inicialmente
trazados con el producto: EFECTIVIDAD; VELOCIDAD DE ACCION; NO
INFLAMABILIDAD

PROQUAT

cloruro alquil dimetil bencil
amonio.

PRIMERA GENERACION

Amonio cuaternario de
doble cadena.

SEGUNDA GENERACION

Amonio cuaternario de
cadena doble gemela.

TERCERA GENERACION

Mezcla de un amonio
cuaternarios de cadena
gemela doble y cloruro
alquil dimetil bencil amonio.

CUARTA GENERACION

Mezcla de dos amonios
cuaternarios de cadena
gemela doble y cloruro
alquil dimetil bencil amonio.

QUINTA GENERACION

() PROTECNICA INGENIERIA sA.

PR ST T PO GNP

P

c-1.1 Buscar una buena efectividad contra microorganismos
conocidos y para ello se plantearon diferentes concentraciones
(ppm) del ingrediente activo: amonio cuaternario. En ese sentido se
prepararon muestras con diferentes concentraciones: 500 ppm,




1000 ppm, 10000 ppm. Con esto se pretende tener un buen espectro
de microorganismos ), a).

PRroTecnNicA INGENIERIA s.a.

Especialidades Quimic sae

(2

Escherichia coli
Pseudomona aeruginosa
Sthaphylococcus aureus
Aspergillus niger
Candida albicans
Salmonella Typhimurium

c-1.2 Buscar una buena velocidad de eliminacién de
microorganismos potencializando la accion del desinfectante con
la adicion de otro componente en la formulacion como lo es el
etanol, el cual posee propiedades desinfectantes, pero con la
caracteristica de generar inflamabilidad dependiendo de la
concentracion usada de este elemento en la formulacion. Para
evitar que el desinfectante quedara con propiedades inflamables
al usar el etanol, se probaron varias diluciones de alcohol - agua
en la formulaciéon encontrandose, la de 33% de alcohol en la
formulacion global que no lo hiciera inflamable. Esto nos permite
mejorar las propiedades del desinfectante encontrando una
respuesta rapida de eliminacion segin lo muestran los analisis
microbioldgicos @)

c-1.3 Inflamabilidad. Como se explica en el literal b, el producto
no es inflamable.

El amplio espectro de accidn (tipo de microorganismos eliminados)
estan descritos en analisis microbiolégicos de laboratorio realizados
con diferentes concentraciones de producto y para diferentes tipos
de microorganismos y en diferentes condiciones de cultivo que
permitieron optimizar la concentracion ideal de producto a utilizar.

Adicionalmente los estudios permitieron después de varias pruebas,
determinar la velocidad de eliminacion de los diferentes
microorganismos y con ello optimizar su eficacia de accidn. ¢, ).
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REPORTE DE ANALISIS/ANALYSIS REPORT
Muestra/Sample #: 534496

Empresa /Company: SUMINISTROS INTEGRALES S.A.S.

Telf. / Phone 376 45 45 Ext 206 Sede / Headquarters: Sede
principal

Calle 27 No. 41 - 73/93, Itagui Producto / Product: NO MIC MAXO
16 Muestra / Sample: Fecha de vencimiento: 31/03/22
Fecha de Recepcién / Reception date: 02/04/2020

Temp. de Recepcion / Temp. Reception: 26,8°C Cantidad /
Amount: 500 ml Contenedor / Container: Recipiente plastico con
tapa / Plastic container with lid Enviada por /Send by: Carlos
Londono

Aspecto / Aspect: Olor / Smell: Color / Color:

Liquido, homogéneo, libre de particulas extranas /
Homogeneousliquid, free offoreignparticles. Inobjetable /
Unobjectionable Propio del producto / Characteristic of the product

F.E.E
Resultado/

Result

Analisis microbiologico/

Microbiological analysis Reduccion de (Reduction of) E. coli ATcc 8739*
Especificaciones(**)/ Specifications(**)

5 Log
Método/

Method NTC 5150:2003
Trazabilidad /Traceability



038025

03/04/2020 06/04/2020

Reduccion de

viabilidad de 6.0x10(5)/5.8 Log a los 15 segundos de
contacto

NTC 5150:2003

Reduccién de (Reduction of) E. coli ATCC 8739*

5 Log
038025

03/04/2020 06/04/2020
Reduccion de
viabilidad de 6.0x10(5)/5.8 Log a los 30 segundos de

contacto

NTC 5150:2003

Reduccion de (Reduction of) E. coli ATcc 8739*
03/04/2020 06/04/2020

5 Log

038025

Reduccion de

viabilidad de 6.0x10(5)/5.8 Log a los 45 segundos de
contacto

NTC 5150:2003

Reduccién de ( Reduction of) E. coli ATCC 8739*

5 Log

038025

03/04/2020 06/04/2020

Reduccion de

viabilidad de 6.0x10(5) / 5.8 Log a los 60 segundos de
contacto

Reduccioén de ( Reduction of) E. coli ATCC 8739*
NTC 5150:2003

5 Log

03/04/2020 06/04/2020
038025

Reduccion de

viabilidad de 6.0x10(5)/5.8 Log a los 120 segundos de contacto

5 Log

NTC 5150:2003

038025

Reduccion de (Reduction of) P. aeruginosa ATCC 15442*
03/04/2020 06/04/2020

Reduccion de



viabilidad de 4.9x10(5)/5.7 Log a los 15 segundos de
contacto
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NTC 5150:2003

Reduccién de ( Reduction of) P. aeruginosa ATCC 15442*
03/04/2020

06/04/2020

5 Log

038025

Reduccion de viabilidad de 4.9x10(5) / 5.7 Log a los 30 segundos de
contacto

5 Log
NTC 5150:2003
038025

Reduccion de (Reduction of) P. aeruginosa ATcc 15442+
03/04/2020 06/04/2020
Reduccion de viabilidad de 4.9x10(5) / 5.7 Log a los 45 segundos de

contacto

5 Log

NTC 5150:2003

Reduccion de (Reduction of) P. aeruginosa ATCC 15442*

038025

03/04/2020 06/04/2020

Reduccion de viabilidad de 4.9x10(5)/5.7 Log a los 60 segundos de
contacto

5 Log



NTC 5150:2003
038025

Reduccion de (Reduction of) P. aeruginosa ATCC 15442*

03/04/2020 06/04/2020
Reduccion de

viabilidad de 4.9x10(5)/5.7 Log alos 120 segundos de
contacto

5 Log
NTC 5150: 2003

03/04/2020 06/04/2020

Reduccién de (Reduction of) B. Subtilis ATCC 6633*
038025

Reduccion de

viabilidad de 2.3x10(5)/5,4 Log a los 15 segundos de
contacto

NTC 5150: 2003

Reduccion de Reduction of) B. Subtilis ATCC 6633*

5 Log

038025

03/04/2020 06/04/2020

Reduccion de

viabilidad de 2.3x10(5)/5,4 Log a los 30 segundos de
contacto

NTC 5150: 2003

Reduccion de (Reduction of) B. Subtilis ATCC 6633*
03/04/2020 06/04/2020

5 Log

038025

Reduccion de

viabilidad de 2.3x10(5)/5,4 Log a los 45 segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) B. Subtilis ATCC 6633*
NTC 5150: 2003

5 Log

03/04/2020 06/04/2020
038025

Reduccion de

viabilidad de 2.3x10(5)/5,4 Log a los 60 segundos de
contacto

NTC 5150: 2003
Reduccién de (Reduction of) B. Subtilis ATCC 6633*



5 Log

038025

03042020 06/04/2020

Reduccion de

viabilidad de 2.3x10(5)/5,4 Log a los 120 segundos de

contacto

03/04/2020
5 Log

NTC 5150:2003
038025

Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 6538*
06/04/2020

Reduccion de

viabilidad de 6.07x10(5)/5.8 Log a los 15 segundos de

contacto

Una empresa del grupo

Tecnimicro Laboratorio de Analisis S.A.S. Carrera 42 No 10-37 Medellin
Colombia PBx (Paginal Page 2de)3268 1996 www.tecnimicro.net
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NTC 5150:2003
Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 6538*
03/04/2020

06/04/2020

5 Log
038025
Reduccion de

viabilidad de 6.07x10(5)/5.8
Log a los 30 segundos de
contacto

5 Log
NTC 5150:2003

038025
Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 6538
03/04/2020 06/04/2020



Reduccion de
viabilidad de 6.07x10(5)/5.8

Log a los 45 segundos de
contacto

5 Log

NTC 5150:2003

Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 6538*
038025

03/04/2020 06/04/2020

Reduccion de

viabilidad de 6.07x10(5)/5.8

Log a los 60 segundos de
contacto

NTC 5150:2003
Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 6538*

5 Log

038025

03/04/2020 06/04/2020
Reduccion de

viabilidad de 6.07x10(5) / 5.8 Log a los 120 segundos de
contacto

(**) Segun Norma / Acoordinng to Standard: NTC 5150: 2003 NTC

5540: 2007 UNE EN 13624:2003 (*) Métodos acreditados/Methods
Accredited: ONAC, Certificado/Certificate: 10-LAB-053 Fecha/Date: 2014-09-

05 ISO/IEC 17025:2005 (F.E.E) Fecha de Ejecucion del Ensayol
Analysis execution date NCLUSION/CONCLUSION La muestra
recibida y analizada en el laboratorio evidencia una reduccion > 5,4 Log
para los microorganismos retados, en los

tiempos de contacto evaluados. / Thesamplereceived and analyzed in
thelaboratory shows reduction of > 5,4 Log for the challenged microorganisms,
at the evaluated contact times.

will
2-tndread

Yurley Andrea Luna Pefaloza Coordinadora (E) Laboratorio
Microbidloga

Universidad Pamplona Fecha de Impresion/rinting date: lunes, 06 de
abril de 2020



Fecha / Date: 06/04/2020 Informe firmado digitalmente, Sin sello
seco de TECNIMICRO la informacidn no tiene validez/Digitally
signed report, without dry seal of TECNIMICRO this information is

not valid Este informe no puede ser reproducido total ni parcialmente sin
autorizacion de Tecnimicro Laboratorio de Analisis S.A.S/ / This report can't be
reproduced in whole or in part without Tecnimicro Laboratorio de Analisis's
authorization

FIN DE INFORME/ END OF REPORT Tecnimicro Laboratorio de Analisis

S.A.S. Carrera 42 No 10-37 Medellin Colombia PBX (Paginal Page 3 (de)368 1996
www.tecnimicro.net
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ACREDITADO

TECNIMICRO

Laboratorio de Andlisis SA.S.

1SO/IEC 17025:2017
10-LAB-053

Reduccion de ( Reduction of) P. aeruginosa 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
ATCC 15442 06/04/2020 viabilidad de
4.9x10(5) /5.7
Log a los 30
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) P. aeruginosa 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
ATCC 15442 06/04/2020 viabilidad de
4.9x10(5) / 5.7
Log a los 45
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) P. aeruginosa 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
ATCC 15442* 06/04/2020 viabilidad de
4.9x10(5) /5.7
Log a los 60
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) P. aeruginosa 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
ATCC 15442* 06/04/2020 viabilidad de
4.9x10(5) /5.7
Log a los 120
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) B. Subtilis ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150: 2003 038025
6633* 06/04/2020 viabilidad de
2.3x10(5) / 5,4
Log alos 15
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) B. Subtilis ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150: 2003 038025
6633* 06/04/2020 viabilidad de
2.3x10(5) / 5,4
Log a los 30
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) B. Subtilis ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150: 2003 038025
6633* 06/04/2020 viabilidad de
2.3x10(5) /5,4
Log a los 45
segundos de
contacto

Reduccién de ( Reduction of) B. Subtilis ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150: 2003 038025
6633* 06/04/2020 viabilidad de
2.3x10(5) / 5,4
Log a los 60
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) B. Subtilis ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150: 2003 038025
6633* 06/04/2020 viabilidad de
2.3x10(5) / 5,4
Log a los 120
segundos de
contacto

Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
6538* 06/04/2020 viabilidad de
6.07x10(5) /5.8
Log a los 15

segundos de
Tecnimicro Laboratorio de Anélisis S.A.S. contacto Una empresa del grupo

Carrera 42 N2 10-37 Medellin
Colomber
PBX (Ragine/Rage/2de)368 1996 Muestra/Sample: 534497 % NutriSciences

www.tecnimicro.net
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TECNIMICRO | oNA€

Laboratorio de Andlisis SA.S.

oaeo Coroman

ISO/IEC 17025:2017
10-LAB-053

Reduccién de (Reduction of) S. aureus ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
6538* 06/04/2020 viabilidad de
6.07x10(5) / 5.8
Log a los 30
segundos de
contacto

Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
6538* 06/04/2020 viabilidad de
6.07x10(5) /5.8
Log a los 45
segundos de
contacto

Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
6538* 06/04/2020 viabilidad de
6.07x10(5) /5.8
Log a los 60
segundos de
contacto

Reduccion de (Reduction of) S. aureus ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
6538* 06/04/2020 viabilidad de
6.07x10(5) /5.8
Log a los 120
segundos de
contacto

(**) Seglin Norma / Acoordinng to Standard: NTC 5150: 2003 NTC 5540: 2007 UNE EN 13624:2003
(*) Métodos acreditados/Methods Accredited: ONAC, Certificado/Certificate: 10-LAB-053 Fecha/Date: 2014-09-05 ISO/IEC 17025:2005
(F.E.E) Fecha de Ejecucion del Ensayo/ Analysis execution date

CONCLUSION/CONCLUSION

La muestra recibida y analizada en el laboratorio evidencia una reduccién 2 5,4 Log para los microorganismos retados, en los
tiempos de contacto evaluados. / Thesamplereceived and analyzed in thelaboratory shows reduction of 2 54 Log for the

challenged microorganisms, at the evaluated contact times.
JA(,,JW.C 7

Yurley Andrea Luna Pefialoza
Coordinadora (E) Laboratorio

Microbidloga
Universidad Pamplona
Fecha de Impresion/printing date:  lunes, 06 de abril de 2020 Fecha / Date:  06/04/2020

Informe firmado digitalmente, Sin sello seco de TECNIMICRO la informacién no tiene validez/Digitally signed report, without dry seal of TECNIMICRO
this information is not valid

Este informe no puede ser reproducido total ni parcialmente sin autorizaciéon de Tecnimicro Laboratorio de Andlisis S.A.S// This report can't be
reproduced in whole or in part without Tecnimicro Laboratorio de Andlisis's authorization

FIN DE INFORME/ END OF REPORT

Tecnimicro Laboratorio de Andlisis S.A.S. Una empresa del grupo
Carrera 42 N2 10-37 Medellin

Colombia .\.(. MERIEUX
PBX (RagineiRage/Ade)P68 1996 Muestra/Sample: 534497 /\ NutriSciences
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ACREDITADO

TECNIMICRO | ONAE

Laboratorio de Andlisis SA.S. AR ACKON Df COLOMBA

1SO/IEC 17025:2017
10-LAB-053

REPORTE DE ANALISIS/ANALYSIS REPORT
Muestra/Sample #: 534497

Empresa / Company: SUMINISTROS INTEGRALES S.A.S. Telf. / Phone 376 45 45 Ext 206
Sede / Headquarters: Sede principal Calle 27 No. 41 - 73/93, Itagui

Producto / Product: NO MIC MAXO 56

Muestra / Sample: Fecha de vencimiento: 31/03/22

Fecha de Recepcion / Reception date: 02/04/2020 Temp. de Recepcion / Temp. Reception: 26,8°C

Cantidad / Amount: 500 ml

Contenedor / Container: Recipiente plastico con tapa / Plastic container with lid
Enviada por /Send by: Carlos Londofio

Aspecto / Aspect: Liquido, homogéneo, libre de particulas extrafias / Homogeneousliquid, free offoreignparticles.
Olor / Smell: Inobjetable / Unobjectionable
Color / Color: Propio del producto / Characteristic of the product

Analisis microbiolégico/ F.E.E Resultado/ Especificaciones(**)/ Método/ Trazabilidad
Microbiological analysis Result Specifications(**) Method [Traceability

Reduccion de ( Reduction of) E. coli ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
8739* 06/04/2020 viabilidad de
6.0x10(5) / 5.8
Log a los 15
segundos de
contacto

Reduccién de ( Reduction of) E. coli ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
8739* 06/04/2020 viabilidad de
6.0x10(5) / 5.8
Log a los 30
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) E. coli ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
8739* 06/04/2020 viabilidad de
6.0x10(5) /5.8
Log a los 45
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) E. coli ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
8739* 06/04/2020 viabilidad de
6.0x10(5) /5.8
Log a los 60
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) E. coli ATCC 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
8739* 06/04/2020 viabilidad de
6.0x10(5) /5.8
Log a los 120
segundos de
contacto

Reduccion de ( Reduction of) P. aeruginosa 03/04/2020 Reduccion de 5 Log NTC 5150:2003 038025
ATCC 15442 06/04/2020 viabilidad de
4.9x10(5) /5.7
Log a los 15
segundos de
contacto

Tecnt _
fodeAmatisis SAS:

foro u prosa-dolgrup
Carrera 42 N2 10-37 Medellin

Colombia oo M ERI EUX
PBX (Ragina/Ragexde)368 1996 Muestra/Sample: 534497 /\ NutriSciences

www.tecnimicro.net




Macroproceso Gestion de
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Formato reporte Técnico

FORMATO REPORTE TECNICO
LABORATORIO GENOMICO ONE
HEALTH

Fecha Reporte (DD/MM/AA) 18-04-20 Cdédigo del servicio LAB-2020-04 Servicio
solicitado Evaluacion actividad viricida in vitro de soluciones desinfectantes (1G, 5G,
G1 500ppm, G5 500ppm) Descripcion metodolégica 1. Virus: Influenza A
(CA/09/H1N1) 1x104unidades TCIDso/ml

2. Linea celular: Se utilizaron células de riidn canino Madin-Darby (MDCK)
cultivadas en medio de cultivo Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
suplementado con 10% de SFB, 1% piruvato, 1% aminoacidos no esenciales y 1% de
antibiotico-antimicatico.

3. Solucién desinfectante: (A): 1G; (B): 5G; (C): G1 500ppm; (D):
G5 500ppm.

4. Titulacion Viral: Se realiz6 la titulacion viral mediante ensayo de dosis infecciosa 50
(TCID) segun protocolo estandarizado del LGOH:. Para este ensayo se utilizé un plato
de 96 pozos con células MDCK confluentes. La infeccidn con el virus, se realizd en
diluciones virales del stock de A(H1N1) utilizando medio de infeccion (DMEM, 0.5% BSA,
1 pug/ml tripsina TPCK Y 1% penicilina-estreptomicina) en diluciones seriadas en base
10. Se incubd a 37°C con 5% de CO2 por 72 horas, verificando diariamente el efecto
citopatico causado por el virus en las células. Después de 72 horas de incubacion, se
realizo la tincidn del plato con cristal violeta 1X y se realizé el calculo del titulo viral con
el método Reed & Muench. El ensayo para las 8 diluciones seriadas se hizo por
triplicado.

5. Evaluacion de la citotoxicidad: para conocer la citotoxicidad de los compuestos, se
sembraron células MDCK en platos de 96 pozos con medio de crecimiento y se
incubaron a 37°C con 5% de CO2. Cuando se tuvo una confluencia celular de 85%
aproximadamente, se llevd a cabo el ensayo. Se tomaron los 4 compuestos en
concentracion al 1% y se realizaron diluciones seriadas en base 10 con medio de
infeccion, como se muestra en la figura 1. Se usé como control negativo el medio de
infeccion. Se inocularon las células con las diluciones respectivas y se incubaron a 37°C



con 5% de CO2 por 48 horas. Se revisaron las células en el microscopio después de 48
horas, tiempo en el cual termin6é el ensayo. Ademas de la observacion del efecto
citopatico sobre las células, se realizé tincidn con cristal violeta 1X. Se clasifico el efecto
de cada compuesto como efecto citopatico menor al 20%, entre 20% y 50%, y mayor al
50%.

Cddigo: GL-PS-FOO085 Versién: 0.0 Pagina 1 de 6
Macroproceso Gestion de
laboratorios Proceso
Gestion de laboratorios
Formato reporte Técnico

Figura 1. Diserio ensayo de citotoxicidad de los compuestos en concentracion 1% con
diluciones seriadas base 10.

6. Evaluacién actividad viricida. Se determiné la reduccion relativa de la infeccién viral
por el método de neutralizacién viral basada en MTT. Se utilizdé una concentracion inicial
de 1% de cada compuesto y a partir de esta, se realizaron diluciones seriadas en base
10 en medio de infeccion. Se utilizé una concentracion viral de 1x10+TCID50/ml. Se
utilizé Albumina Sérica Bovina (BSA) en concentracion final de 0.5 mg/ml como medio
proteico. Se hizo la mezcla de cada producto (A, B, C y D) con el virus y con la BSA en
relacion 8:1:1 respectivamente, y se inicido el conteo del tiempo de contacto segun
correspondia (5, 10, 15 y 20 min). Al cumplimiento de los tiempos de contacto se



inocularon las células. Se us6 un control negativo celular de cada compuesto en
diluciones 10<hasta 10+, asi como controles negativos de medio de infeccion y controles
positivos del virus sin exponer al producto desinfectante. Una vez terminado el montaje
del ensayo, se incub6 a 37°C con 5% de CO2 por 48-72 horas. Para la medicién de la
inhibicion viral y viabilidad celular, se usé el reactivo MTT stock (0.5 mg/ml) en cada
pozo. Se incubd por 4 horas a 37°C y se adicionaron 150 ul de DMSO para detener la
reaccion. Se dejo actuar por 5 min y se leyd la absorbancia a una longitud de onda de
570 nm usando un lector de microplatos de ELISA. EL ensayo de MTT se basa en la
conversion del compuesto de MTT soluble en agua (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-difeniltetrazolio) en un producto de formazan insoluble. Las células viables con
metabolismo activo convierten el MTT en formazan. Las células muertas, por otro lado,
pierden esta capacidad y, por lo tanto, no muestran sefial. Por lo tanto, la formacién de
color sirve como un marcador util y conveniente de células viables. La absorbancia
medida es por tanto proporcional al numero de células viables o no infectadas (Mdller,
et al., 2017). Para estimar la reduccion del efecto citopatico causado por la infeccion
viral, se calcularon los valores promedio para cada tratamiento en cada dilucion y se
normalizaron los valores de absorbancia de los tratamientos restando el valor de la
absorbancia de los controles negativos (células con cada dilucion del compuesto, medio
de infeccion y células no infectadas sin solucion desinfectante). Después se evalud la
reduccion del valor de la absorbancia comparando el control positivo y negativo con cada
tratamiento hecho con cada compuesto.

Para determinar la fraccidén de células que fueron destruidas por el virus, los valores OD
normalizados obtenidos de los pozos infectados se restaron de las OD normalizados
obtenidos en los pocillos de control celular no infectados (Cermelli, et al., 2011; Smee,
et al., 2017; Mdller, et al., 2017). Los valores
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resultantes delta OD (AOD) se usaron para calcular el porcentaje de células muertas en
cada tratamiento (Mdller, et al., 2017). En la figura 2 se muestra la configuracion del
ensayo.



Figura 2. Diserio del plato para ensayo de actividad
viricida.

7. Analisis estadistico: El delta OD promedio se calculd a partir de pozos duplicados
usando Microsoft Excel. Los valores se analizaron utilizando la prueba de comparacién
multiple de Kruskal-Wallis con el software R (RStudio Team, 2015), paquete pgirmess
v1.6.9. (Giraudoux, 2012). Se considero p < 0.05 como estadisticamente significativo. Se
excluyeron del analisis aquellos pocillos donde se evidencio alta citotoxicidad de los
compuestos.

RESULTADOS Evaluacién actividad citotéxica Una vez concluido el ensayo se
encontré que los compuestos A y B en las concentraciones mayores a 0.01% son
citotoxicas con destruccién de la monocapa mayor al 50%. Por otra parte los compuestos
C y D en las concentraciones mayores a 0.1% fueron citotoxicos con destruccion de la
monocapa mayor al 50%, como se muestra en figura 3.

Figura 3: Resultado citotoxicidad. Soluciones A, B, C, D. Nota: la intensidad de la
coloracion denota la presencia e integridad de la monocapa celular. A mayor intensidad
menor efecto citopatico.

Evaluacion
actividad viricida
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Al examen visual de la placa del ensayo MTT se observé que los pocillos que contenian
los controles de células no infectadas contenian una solucién purpura oscura, mientras



que los pozos controles que se infectaron con el virus y que mostraron un CPE
pronunciado contenian una solucién mas transparente, de forma similar a los pocillos
controles del medio de infeccidbn solo. Los pocillos que contenian los diferentes
tratamientos con los desinfectantes estuvieron relacionados también con la reduccion de
la intensidad de la coloracion en las concentraciones menos citotoxicas. Por lo tanto, el
desarrollo de cristales de formazan en los pocillos que tenian células vivas permitieron
determinar la estimacién indirecta de la actividad neutralizante de los compuestos
desinfectantes sobre el virus (Smee, et al., 2017). Las figuras 4 y 5 ilustran la disminucion
del valor delta OD para los compuestos en las diluciones sin efecto citotoxico.

No se observé una diferencia significativa en los resultados obtenidos para los diferentes
tiempos de exposicion sin embargo se recomienda realizar un mayor numero de replicas
para aumentar el poder estadistico de este resultado preliminar obtenido.

Figura 4. Valores normalizados promedio de la absorbancia en la medicion de
neutralizacion viral por prueba MTT para compuestos A y B. Valores delta OD cercanos
al control negativo (CN) indican reduccion del efecto citopatico por replicacion viral en
comparaciéon con el control positivo (CP).

Figura 5. Valores normalizados promedio de la absorbancia en la medicion de
neutralizacion viral por prueba MTT para compuestos C y D. Valores delta OD cercanos
al control negativo (CN) indican reduccion del efecto citopatico por replicacion viral en
comparaciéon con el control positivo (CP).



En el ensayo de inhibicion viral medido por reduccion del efecto citopatico se observé que
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concentraciones menos citotoxicas (-3, -4 y -5) de los desinfectantes A y B, tienen
actividad viricida y logran neutralizar la infectividad viral. Por otra parte, se observé que
las concentraciones menos citotoxicas (-2, -3, y -4) de los desinfectantes C y D, tienen
actividad viricida y logran neutralizar la infectividad viral. Sin embargo, se asume que las
concentraciones mayores de todos compuestos también tengan gran actividad viricida,
aunque por su efecto citotéxico no haya sido posible demostrarlo en este experimento.
Las figuras 6 y 7 muestran el porcentaje de células muertas observada para cada uno de
los tratamientos.

Figura 6. Porcentaje de células muertas por prueba MTT para compuestos A y B. Valores
menores al control positivo (CP) indican reduccion del efecto citopatico. La muerte celular
observada en diluciones -1y -2 se atribuyen al efecto citotoxico del compuesto.

Figura 7. Porcentaje de células muertas por prueba MTT para compuestos C y D. Valores
menores al control positivo (CP) indican reduccion del efecto citopatico. La muerte celular
observada en dilucion - 1 se atribuye al efecto citotdéxico del compuesto.



CONCLUSIONES Los resultados obtenidos en el ensayo MTT demostraron que los
cuatro compuestos (1G, 5G, G1 500 ppm y G5 500 ppm) causaron inactivacion o
neutralizacion del virus influenza logrando una reduccion parcial o total de la muerte
celular causada por la infeccion. Aunque el efecto citotdoxico de los compuestos impidid
hacer una evaluacion precisa de la actividad viricida de concentraciones cercanas o
mayores de 1%, y teniendo en cuenta que los métodos de este trabajo siguieron los
lineamientos estandar de evaluacién de desinfectantes quimicos y antisépticos (BS EN
14675 _2006), se concluye que los 4 compuestos evaluados tiene potente actividad
viricida en concentraciones de 1%, esto debido a
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que demostraron actividad neutralizante en concentraciones menores del 1% en todos
los tiempos de exposicién evaluados.

Es importante resaltar que evaluaciones realizadas por otros investigadores en productos
desinfectantes ampliamente usados en laboratorio microbiolégicos y que reportan
actividad viricida como Virkon®, demostraron que diluciones 1:1000 a partir de
concentraciones de 1% tienen amplia actividad viricida (1), siendo un hallazgo similar al
reportado en este trabajo.
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d- ETAPA. DESCRIPCION DE PROCESO EN LINEA.

Para la produccidon en linea se dispone de varios tanques cuyas
capacidades van desde 1000 hasta 4000 litros.

Para efectos de la descripcion del proceso, se toma como base la
descripcion para 1000 litro.

d-1. -Se pesan los ingredientes de acuerdo con la formula probada y
evaluada:

AMONIO CUATERNARIO 2%
ETANOL 32.6%
AGUA 65.4%

d-2. Se pesa el agua en el tanque y se pone agitacion dando
encendido al variador de velocidad que da movimiento al agitador
de dicho tanque

d-3. Se pesan en recipiente aparte el amonio cuaternario y el etanaol,
se mezclan estos ingredientes y se adicionan al tanque que contiene
el agua.

d-4. Se agita la mezcla hasta homogenizacion completa.
Aproximadamente 15 minutos.

d-5. Se para agitaciéon, se toma muestra y se evaluan las
caracteristicas fisicoquimicas siguientes:



CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

CARACTERISTICA VALOR

pH 8.3-8.9

APARIENCIA Liquido claro libre de particulas
COLOR Sin color

AROMA Sin fragancia

d-6.Se procede al envasado en la linea de llenado automatico en
envase dispuesto para ello en botellas de 800 mls, con tapa
atomizadora, etiquetado y empacado en cajas de cartdn corrugado
con 15 unidades por caja; debidamente codificadas botellas y caja
con lote de fabricacion.

B- REIVINDICACIONES

1. El desinfectante catiéonico MAXO NO- MIC 60, es un producto
de tres componentes y producto de una mezcla entre ellos, los
cuales son y poseen las siguientes caracteristicas:

a. Amonio cuaternario: es un compuesto quimico de caracter
desinfectante y amplio espectro de eliminacidén de microorganismos
como: virus, bacterias, hongos, levaduras, etc.u).

(4) https://es.wikipedia.org/wiki/Cati%C3%B3n_de amonio cuaternario

Los compuestos de amonio cuaternario se fijan a la superficie de los
microorganismos, ejerciendo una accidon biocida, inhibiendo su
accion por destruccion de su pared celular.

b. Alcohol: Compuesto quimico conocido como alcohol etilico,
ampliamente usado para diferentes aplicaciones.)



