
c- Descripción de la Invención. El desinfectante que la invención 
propone, consta de dos etapas: 

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

 
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 (2), (3). 

             (2)  
             Escherichia coli  
             Pseudomona aeruginosa  
            Sthaphylococcus aureus  
           Aspergillus niger  
           Candida albicans  
           Salmonella Typhimurium  

c-1.2 Buscar una buena velocidad de eliminación de 
microorganismos potencializando la acción del desinfectante con 
la adición de otro componente en la formulación como lo es el 
etanol, el cual posee propiedades desinfectantes, pero con la 
característica de generar inflamabilidad dependiendo de la 
concentración usada de este elemento en la formulación. Para 
evitar que el desinfectante quedara con propiedades inflamables 
al usar el etanol, se probaron varias diluciones de alcohol - agua 
en la formulación encontrándose, la de 33% de alcohol en la 
formulación global que no lo hiciera inflamable.  Esto nos permite 
mejorar las propiedades del desinfectante encontrando una 
respuesta rápida de eliminación según lo muestran los análisis 
microbiológicos (3) 

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

 El amplio espectro de acción (tipo de microorganismos eliminados) 
están descritos en análisis microbiológicos de laboratorio realizados 
con diferentes concentraciones de producto y para diferentes tipos 
de microorganismos y en diferentes condiciones de cultivo que 
permitieron optimizar la concentración ideal de producto a utilizar. 

Adicionalmente los estudios permitieron después de varias pruebas, 
determinar la velocidad de eliminación de los diferentes 
microorganismos y con ello optimizar su eficacia de acción. (2), (3). 
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FORMATO REPORTE TECNICO 
LABORATORIO GENÓMICO ONE 
HEALTH  

Fecha Reporte (DD/MM/AA) 18-04-20 Código del servicio LAB-2020-04 Servicio 
solicitado Evaluación actividad viricida in vitro de soluciones desinfectantes (1G, 5G, 
G1 500ppm, G5 500ppm) Descripción metodológica 1. Virus: Influenza A 
(CA/09/H1N1) 1x104 unidades TCID50/ml  

2. Línea celular: Se utilizaron células de riñón canino Madin-Darby (MDCK) 
cultivadas en medio de cultivo Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
suplementado con 10% de SFB, 1% piruvato, 1% aminoácidos no esenciales y 1% de 
antibiótico-antimicótico.  

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

4. Titulación Viral: Se realizó la titulación viral mediante ensayo de dosis infecciosa 50 
(TCID) según protocolo estandarizado del LGOHi. Para este ensayo se utilizó un plato 
de 96 pozos con células MDCK confluentes. La infección con el virus, se realizó en 
diluciones virales del stock de A(H1N1) utilizando medio de infección (DMEM, 0.5% BSA, 
1 μg/ml tripsina TPCK Y 1% penicilina-estreptomicina) en diluciones seriadas en base 
10. Se incubó a 37°C con 5% de CO2 por 72 horas, verificando diariamente el efecto 
citopático causado por el virus en las células. Después de 72 horas de incubación, se 
realizó la tinción del plato con cristal violeta 1X y se realizó el cálculo del título viral con 
el método Reed & Muench. El ensayo para las 8 diluciones seriadas se hizo por 
triplicado.  

5. Evaluación 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 llevó a cabo el ensayo. Se tomaron los 4 compuestos en 
concentración al 1% y se realizaron diluciones seriadas en base 10 con medio de 
infección, como se muestra en la figura 1. Se usó como control negativo el medio de 
infección. 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 terminó el ensayo. Además de la observación del efecto 
citopático sobre las células, se realizó tinción con cristal violeta 1X. Se clasificó el efecto 
de cada compuesto como efecto citopático menor al 20%, entre 20% y 50%, y mayor al 
50%.  
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Figura 1. Diseño ensayo de citotoxicidad de los compuestos en concentración 1% con 
diluciones seriadas base 10.  

6. Evaluación actividad viricida. Se determinó la reducción relativa de la infección viral 
por el método de neutralización viral basada en MTT. Se utilizó una concentración inicial 
de 1% de cada compuesto y a partir de esta, se realizaron diluciones seriadas en base 
10 en medio de infección. Se utilizó una concentración viral de 1x104 TCID50/ml. Se 
utilizó Albumina Sérica Bovina (BSA) en concentración 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 
relación 8:1:1 respectivamente, y se inició el conteo del tiempo de contacto según 
correspondía (5, 10, 15 y 20 min). Al cumplimiento de los tiempos de contacto se 



inocularon las células. Se usó un control negativo celular de cada compuesto en 
diluciones 10-3 hasta 10-4, así como controles negativos de medio de infección y controles 
positivos del virus sin exponer al producto desinfectante. Una vez terminado el montaje 
del ensayo, se incubó a 37°C con 5% de CO2 por 48-72 horas. Para la medición de la 
inhibición viral y viabilidad celular, se usó el reactivo MTT stock (0.5 mg/ml) en cada 
pozo. Se incubó por 4 horas a 37°C y se adicionaron 150 ul de DMSO para detener la 
reacción. Se dejó actuar por 5 min y se leyó 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 
conversión del compuesto de MTT soluble en agua (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 
-2,5-difeniltetrazolio) en un producto de formazán insoluble. Las células viables con 
metabolismo activo convierten el MTT en formazán. Las células muertas, por otro lado, 
pierden esta capacidad y, por lo tanto, no muestran señal. Por lo tanto, la formación de 
color sirve como un marcador útil y conveniente de células viables. La absorbancia 
medida es por tanto proporcional al número de células viables o no infectadas (Müller, 
et al., 2017). Para estimar la reducción del efecto citopático causado por la infección 
viral, se calcularon los valores promedio para cada tratamiento en cada dilución y se 
normalizaron los valores de absorbancia de los tratamientos restando el valor de la 
absorbancia de los controles negativos (células con cada dilución del compuesto, medio 
de infección y células no infectadas sin solución desinfectante). Después se evaluó la 
reducción del valor de la absorbancia comparando el control positivo y negativo con cada 
tratamiento hecho con cada compuesto.  

Para determinar la fracción 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; Müller, et al., 2017). Los valores  
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resultantes delta OD (ΔOD) se usaron para calcular el porcentaje de células muertas en 
cada tratamiento (Müller, et al., 2017). En la figura 2 se muestra la configuración del 
ensayo.  



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

7. Análisis estadístico: El delta OD promedio se calculó a partir de pozos duplicados 
usando Microsoft Excel. Los valores se analizaron utilizando la prueba de comparación 
múltiple de Kruskal-Wallis con el software R (RStudio Team, 2015), paquete pgirmess 
v1.6.9. (Giraudoux, 2012). Se consideró p ≤ 0.05 como estadísticamente significativo. Se 
excluyeron del análisis aquellos pocillos donde se evidencio alta citotoxicidad de los 
compuestos.  

RESULTADOS Evaluación actividad citotóxica Una vez concluido el ensayo se 
encontró que los compuestos A y B en las concentraciones mayores a 0.01% son 
citotóxicas con destrucción de la monocapa mayor al 50%. Por otra parte los compuestos 
C y D en las concentraciones mayores a 0.1% fueron citotóxicos con destrucción 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 
coloración denota la presencia e integridad de la monocapa celular. A mayor intensidad 
menor efecto citopático.  

Evaluación 
actividad viricida  
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Al examen visual de la placa del ensayo MTT se observó que los pocillos que contenían 
los controles de células no infectadas contenían una solución púrpura oscura, mientras 



que los pozos controles que se infectaron con el virus y que mostraron un CPE 
pronunciado contenían una solución más transparente, de forma similar a los pocillos 
controles del medio de infección solo. Los pocillos que contenían los diferentes 
tratamientos con los desinfectantes estuvieron relacionados también con la reducción de 
la intensidad de la coloración en las concentraciones menos citotóxicas. Por lo tanto, el 
desarrollo de cristales de formazán en los pocillos que tenían células vivas permitieron 
determinar la estimación indirecta de la actividad neutralizante de los compuestos 
desinfectantes sobre el virus (Smee, et al., 2017). Las figuras 4 y 5 ilustran la disminución 
del valor delta OD para los compuestos en las diluciones sin efecto citotóxico.  

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

Figura 4. Valores normalizados promedio de la absorbancia en la medición de 
neutralización viral por prueba MTT para compuestos A y B. Valores delta OD cercanos 
al control negativo (CN) indican reducción del efecto citopático por replicación viral en 
comparación con el control positivo (CP).  

Figura 5. Valores normalizados promedio de la absorbancia en la medición de 
neutralización viral por prueba MTT para compuestos C y D. Valores delta OD cercanos 
al control negativo (CN) indican reducción del efecto citopático por replicación viral en 
comparación con el control positivo (CP).  



En el ensayo de inhibición viral medido por reducción del efecto citopático se observó que 
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concentraciones menos citotóxicas (-3, -4 y -5) de los desinfectantes A y B, tienen 
actividad viricida y logran neutralizar la infectividad viral. Por otra parte, se observó que 
las concentraciones menos citotóxicas (-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 citotóxico 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 reducción del efecto citopático. La muerte celular 
observada en diluciones -1 y -2 se atribuyen al efecto citotóxico del compuesto.  

Figura 7. Porcentaje de células muertas por prueba MTT para compuestos C y D. Valores 
menores al control positivo (CP) indican reducción del efecto citopático. La muerte celular 
observada en dilución - 1 se atribuye al efecto citotóxico 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 inactivación o 
neutralización del virus influenza logrando una reducción parcial o total de la muerte 
celular causada por la infección. Aunque el efecto citotóxico de los compuestos impidió 
hacer una evaluación 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 estándar de evaluación de desinfectantes químicos 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 exposición evaluados.  

Es importante resaltar que evaluaciones realizadas por otros investigadores en productos 
desinfectantes ampliamente usados en laboratorio microbiológicos 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 LÍNEA. 

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

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

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

AMONIO CUATERNARIO         2% 

ETANOL                                       32.6% 

AGUA                                           65.4% 

d-2. Se pesa el agua en el tanque y se pone agitación 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 etanol, 
se mezclan estos ingredientes y se adicionan al tanque que contiene 
el agua.  

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

d-5. Se para agitación, se toma muestra y se evalúan las 
características fisicoquímicas siguientes: 



 

CARACTERÍSTICAS FISICOQUÍMICAS 
CARACTERÍSTICA VALOR 
pH 8.3 – 8.9 
APARIENCIA Líquido claro libre de partículas 
COLOR Sin color 
AROMA Sin fragancia 
  

 

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

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

a. Amonio cuaternario: es un compuesto químico de carácter 
desinfectante y amplio espectro de eliminación de microorganismos 
como: virus, bacterias, hongos, levaduras, etc.(4). 

 

(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 acción biocida, inhibiendo su 
acción por destrucción de su pared celular. 

b. Alcohol: Compuesto químico conocido como alcohol etílico, 
ampliamente usado para diferentes aplicaciones.(5) 


