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Resumen

Titulo: Evaluacion de las variables de produccion, estabilidad y actividad biocida

del &cido hipocloroso obtenido por electrolisis para su uso como desinfectante. *

Autor: Pedro Andrey Gomez Pabon**

Palabras clave: Electrolisis, acido hipocloroso, estabilidad, actividad bactericida.

Descripcion: En la actualidad las infecciones asociadas a los dispositivos (IAD) es
una problematica de salud puablica, pues debido a que el uso frecuente de
desinfectantes ha permitido que las bacterias desarrollen resistencia a éstos. Con el
objetivo de disminuir la resistencia microbiana, la empresa Zumotec S.A desea
desarrollar un nuevo desinfectante que consta de acidohipocloroso (HCIO) para ello
desea mejorar su proceso de produccion de acido hipocloroso, por esa razén en este
trabajo se estudia la significancia de factores como la concentracion de sal, tiempo
de electrolisis y pH en la generacion y estabilidad del acido hipocloroso producido
por electrolisis con el objetivo de optimizar las condiciones de produccién. Por
medio de un disefio factorial se obtuvo que los factores estudiados tienen
significancia en las variaciones de las propiedades fisicoquimicas de las soluciones
obtenidas (concentracion de cloro libre (CLL), pH y ORP) siendo el tiempo de
tratamiento el mas influyente en estos cambios; sin embargo, la estabilidad no se ve
afectada por las condiciones de produccion dando una degradacion promediode la
CLL del 70 % en un periodo de 15 dias. Las mejores condiciones de produccion se
obtuvierona una concentracion de sal de 50 g/L, con pH 5 y tiempo de reaccion
del80 minutos. La actividad bactericida se evalu6 por medio de la concentracién
minima inhibitoria (CMI) en Escherichia coliusando el método de la microdilucion

en caldo siendo la CMI de 6,2 pg/mL.

*  Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora
Débora Alcida Nabarlatz. Doctora en Ingenieria Quimica y de Procesos. Codirectora

Jane Angelica Neira.Candidata a Magister en Quimica.
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Summary

Title: Evaluation of the variables of production, stability and biocidal activity of
hypochlorous acid obtained by electrolysis for use as a disinfectant. *

Author: Pedro Andrey Gomez Pabon**

Keywords: Electrolysis, hypochlorous acid, stability, bactericidal activity.
Description: At present, device-associated infections (IAD) is a public health
problem, because the frequent use of disinfectants has allowed bacteria to develop
resistance to them. With the aim of reducing microbial resistance, the company
Zumotec S.A wants to develop a new disinfectant that consists of hypochlorous acid
(HCIO), for which it wants to improve its production process of hypochlorous acid,
for that reason, in this work the significance of factors is studied. such as salt
concentration, electrolysis time and pH in the generation and stability of
hypochlorous acid produced by electrolysis in order to optimize production
conditions. By means of a factorial design it was obtained that the factors studied
have significance in the variations of the physicochemical properties of the solutions
obtained (free chlorine concentration (FLC), pH and ORP) being the treatment time
the most influential in these changes; however, stability is not affected by production
conditions giving an average CLL degradation of 70% over a period of 15 days. The
best production conditions were obtained at a salt concentration of 50 g/L, with pH 5
and a reaction time of 180 minutes. The bactericidal activity was evaluated by means
of the minimum inhibitory concentration (MIC) in Escherichia coli using the broth

microdilution method, the MIC being 6.2 pg/mL.

*  Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora
Débora Alcida Nabarlatz. Doctora en Ingenieria Quimica y de Procesos. Codirectora

Jane Angelica Neira.Candidata a Magister en Quimica.
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Introduccion.

Uno de los problemas mas importantes del siglo XXI son las infecciones
causadas por los microorganismos resistentes a los antibidticos y desinfectantes,
debido a que son dificiles de diagnosticar, e involucran tratamientos largos,
complejos y costosos (Calderdn, 2010). Las Infecciones Asociadas a Dispositivos
(IAD) estén relacionadas a Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud (IAAS)
consideradas una problemética de salud mundial, donde alrededor de 1 millén de
personas contraen este tipo de infecciones. En el afio 2021, en Colombia se
registraron 1357 casos de IAD causadas por bacterias Gram positivas y negativas,
siendo la levadura Candida albicans la responsable del 75% de las infecciones
fangicas (Romero Pineda, 2021).

La OMS ha incentivado la creacion de nuevos compuestos para protocolos de
desinfeccionadecuados que ayuden al control y prevencion de los microorganismos
causantes de este tipo de infecciones (Calderdn, 2010). El acido hipocloroso (HCIO)
hace parte de los biocidas conocidos como moléculas antimicrobianas no
antibidticas, que pueden ser usadas en procesos de desinfeccion y prevencion de un
extenso numero de infecciones (Calderdn, 2010). Existen formaspara producirlo “in
vitro” como hidrolisis del gas cloro, electrdlisis de solucion salina y acidificacion de
hipoclorito (Castillo Torres, 2020). El mas implementado es la electrdlisis de una
solucion salina debido a la facilidad del proceso porque se usa NaCl disuelto en
agua, y no es necesario el almacenamiento de quimicos peligrosos (Nakagawara et

al., 1998). El proceso de produccion de acido hipocloroso esta influenciado por
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factores caracteristicos del agua alimentada, como dureza, materia organica,
temperatura, pH, concentracién de la sal, tipo de electrolito, densidad de corriente,
caudales de agua alimentada y del electrolito. En términos de estabilidad y eficiencia
influyen factores como pH, ORP (potencial de oxido-reduccion) y condiciones de
almacenamiento (Ampiaw et al., 2021).

Zumo Tecnologia Zumotec SA es una empresa de base tecnoldgica situada en
la ciudad deBucaramanga con mas de dos décadas de experiencia en la investigacion y
desarrollo de solucionesinnovadoras. Su enfoque principal se centra en la creacion de
productos de higiene y desinfeccion, utilizando materias primas vegetales que son
seguras tanto para la salud como para el medio ambiente. Entre sus productos de la
linea de limpieza encontramos el CITRILAC, desinfectante de superficies, frutas y
verduras, que consiste en una solucion acuosa que contiene acidosorganicos, acido
hipocloroso, y un biotensoactivo no ionico, disefiado para remover la suciedad,
higienizar y sanitizar todo tipo de agentes infecciosos en frutas, verduras, hortalizas

y superficies.

En el presente trabajo se evaluaran entonces las variables de produccién en la
generacion, estabilidad y actividad biocida del HCIO obtenido por electr6lisis con el
objetivo de determinar condiciones 6ptimas de produccion de acido hipocloroso, para
un potencial desarrollo de un agentede desinfeccion en la empresa Zumo Tecnologia
Zumotec SA, que contiene HCIO como una alternativa a los compuestos
antimicrobianos tradicionales, que permitird eliminar y/o reducir la resistencia

antimicrobiana.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general
- Evaluar las variables de produccion en la generacion, estabilidad y

actividad biocida delacido hipocloroso obtenido por electrélisis.

1.2 Objetivos especificos

- Evaluar las variables de produccion como tiempo de electrolisis,

concentracion de sal y pHdel agua en la generacion de acido hipocloroso.

- Evaluar la estabilidad del &cido hipocloroso mediante la cinética de
disminucion de clorototal en agua.
- Evaluar la actividad biocida del &cido hipocloroso determinando la

concentracion minimainhibitoria en Escherichia Coli.

11
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2. Marco conceptual.

2.1 Acido hipocloroso.

2.1.1 Definicién.

El &cido hipocloroso es un compuesto quimico que se forma cuando el dxido
acido de clorose combina con agua. Este compuesto recibe su hombre debido a que
el cloro estd presente en su estado de oxidacion mas bajo, que es +1, su formula
molecular es HCIO y posee un peso molar de52,46 g/mol (Cevallos Guerrero, 2014).
Es un poderoso agente oxidante el cual en solucién acuosase disocia a H+ y OCI
teniendo la capacidad de desnaturalizar proteinas y destruir virus mediante la

formacion de cloroaminas (Block & Rowan, 2020).

2.1.2 Historia.

Durante la Primera Guerra Mundial, Alexis Carrel y Henry Dakin
desarrollaron una solucién conocida como la solucién de Dakin, la cual consistia en
una mezcla de hipoclorito de sodio acidificado y tamponado. Esta solucion se
utilizaba para desinfectar heridas y fue la primeravez que se menciond el uso de
desinfectantes clorados. La solucion de Dakin generaba concentraciones optimas de
acido hipocloroso (HCIO), que resultaron ser efectivas en el tratamiento de heridas
al preservar las propiedades terapéuticas y eliminar infecciones potenciales en el
proceso de cicatrizacion. Sin embargo, esta solucion perdio vigencia debido a su

baja estabilidad y al costoso método de preparacion que dificultaba su produccién a
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gran escala (Fuentes Lagla, 2018).

A finales del siglo XX, Stephen J. Weiss determiné la capacidad bactericida
del &cido hipocloroso liberado por los neutrofilos, demostrando que la activacion de
0,6 neutrodfilos durante una incubacion de 2 horas podria generar una cantidad de
HCIO suficiente para destruir 150 millones de bacterias E. Coli. En Colombia, se
logré obtener una molécula de &cido hipocloroso con una estabilidad superior a los
12 meses, lo que permitié desarrollar una formulacion farmacéutica conocida como
Neutroderm. Esta solucion antiséptica se utiliza en el cuidado de heridas en
miembros inferiores, como Ulceras, traumas venenosos y pie diabético. El producto

fuedesarrollado por laboratorios AQUILABS S.A (Cevallos Guerrero, 2014).

2.1.3 Acido hipocloroso en el organismo.

El acido hipocloroso (HCIO) es una de las sustancias antimicrobianas no
antibiodticas presentes en el sistema inmunolégico humano. Se produce de forma
natural en el fagosoma de los neutréfilos, macrofagos y células de Von Kuppfer
durante un proceso llamado estallido respiratorio, que ocurre como resultado de la
fagocitosis tal como se muestra en la figura 1.

En este proceso, la enzima NADPH oxidasa facilita la formacién de perdxido
de hidrégeno mediante la interaccion entre el oxigeno molecular y la enzima.
Posteriormente, la enzimamieloperoxidasa cataliza la reaccion entre el perdxido de
hidrogeno y el cloro, lo que resulta en laformacion de acido hipocloroso.

Estas interacciones reactivas tienen lugar en el lumen del fago lisosoma,
donde la acidez aumenta a medida que avanza el proceso. Esto permite estabilizar y

optimizar la actividad antimicrobiana del acido hipocloroso, contribuyendo asi a la
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capacidad del sistema inmunoldgico para combatir las infecciones microbianas

(Fuentes Lagla, 2018).

Figura 1

Representacion esquematica de la produccién intracelular de HCIO
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Nota: tomado de (Fuentes Lagla, 2018).

2.1.4 Produccion quimica de &cido hipocloroso.

2.1.4.1 Hidrolisis de gas cloro.
Cuando el gas de cloro se afiade al agua se producen dos reacciones:
Clz + H20 < HCIO + Ht + Cl- Ec. 1

HCIO & H* + 0OCl~- Ec. 2
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La Reaccién N° 1 es la correspondiente a la hidrolisis del gas cloro;
debido a que laconstante de equilibrio de esta reaccion es grande es posible que
se puedan disolver grandes cantidades de cloro en el agua. La Reaccion N°2 es la
correspondiente a la ionizacion en donde sedebe tener en cuenta la distribucion del
HCIO y el ion hipoclorito, puesto que la capacidad biocidadel HCIO es entre 40 y 80

veces mayor a su forma de ion (Cevallos Guerrero, 2014).

2.1.4.2 Acidificacion de hipoclorito.
Cuando el ion hipoclorito se encuentra en un medio acido transcurre la
siguiente reaccion(Cevallos Guerrero, 2014).

H* + 0Cl- & HClO Ec.3

2.1.4.3 Electrolisis de solucion salina.

Los sistemas de electrdlisis utilizados para la generacién de cloro funcionan
mediante la disolucién de sal comun (cloruro de sodio) en agua y la circulacion de
una corriente eléctrica continua a través de la solucion salina. Este proceso da lugar
a una serie de reacciones electroquimicas (Cevallos Guerrero, 2014). Las soluciones
generadas por electrdlisis son denominadas soluciones de agua electrolizada y
pueden ser de tres tipos (&cida, alcalina y neutra), en donde el tipo de agua
electrolizada generada va a depender del tipo de electrdlisis que se use. El tipo méas
comun de agua electrolizada es la acida (EWA). En la figura 2 se observa el proceso
de generacion de EWA por electrolisis de membrana, en donde el NaCl disuelto en
aguadesionizada se divide en cargas positivas (Na*) y negativas (CI") con el paso de

una corriente eléctrica; en forma paralela se generan iones de hidroxido (OH") e
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hidrégeno (H*). Los iones con carga negativa (OH", CI) son transportados hacia el

anodo en donde pierden sus electrones formando oxigeno molecular, gas cloro (Clz),

iones de hipoclorito (OCI’), acido hipocloroso (HCIO) y acido clorhidrico (HCI) lo

que es conocido como EWA, mientras que los iones de carga positiva (H*, Na*)

viajan al catodo para generar hidrogeno gaseoso e hidroxido de sodio (NaOH) o

conocida como agua electrolizada alcalina (Nurul Aniyyah et al., 2022).

Figura 2

Esquema de la generacion de HCIO

Gas (03)
k3
Agua
Electrolizada
Oxidada

(HCIO. HCl diluido)
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Nota: tomado de (Nurul Aniyyah et al., 2022)
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2.1.5 Accidn antimicrobiana del acido hipocloroso.

El &cido hipocloroso (HCIO) ha demostrado ser un potente antimicrobiano
de amplio espectro, capaz de actuar contra diversos organismos, como bacterias,
esporas y hongos, incluyendo aquellos que son clinicamente relevantes, segun lo

mencionado por Fuentes Lagla en 2018.

En bacterias Gram negativas, el HCIO genera reacciones enzimaticas con las
proteinas dela membrana celular, lo que resulta en alteraciones en su permeabilidad.
Por otro lado, en bacteriasGram positivas, el HCIO actta sobre los grupos amino de
la glicina presente en el peptidoglucanode la pared celular.

Ademas de estos mecanismos, el HCIO puede bloquear la sintesis de ADN
en bacterias aloxidar los nucleétidos a nivel intracelular. También tiene la capacidad
de inactivar enzimas y sistemas de transporte de electrones, destruir la membrana
celular y favorecer la lisis bacteriana. Estos diferentes modos de accion contribuyen
al amplio espectro antimicrobiano del HCIO, incluso contra organismos
multirresistentes.

En resumen, el HCIO exhibe multiples mecanismos de accién que le
permiten combatir una amplia gama de organismos, incluyendo bacterias, esporas y
hongos. Su capacidad para alterarla permeabilidad de la membrana celular, bloquear
la sintesis de ADN, inactivar enzimas y sistemas de transporte, y destruir la
membrana celular, lo convierte en un antimicrobiano eficaz y versatil (Calderdn,
2010). En la tabla 1 se muestra la concentracion minima bactericida (CMB) para
ciertosmicroorganismos, demostrando que el HCIO posee un amplio rango de accion

como desinfectante.
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Tabla 1
Concentracion minima bactericida (ug/mL) en un amplio rango de cepas de
la coleccionamericana de cultivos tipo (ATCC) evaluadas a temperatura

ambiente por 60 min. Nota: tomado de (Wang L et al., 2007).

Patogeno ATCC CMB
Escherichia coli 25922 0.7
Pseudomonas aeruginosa 27853 0.35
Staphylococcus aureus 29213 0.173
Staphylococcus epidermidis 12228 0.338
Micrococcus luteus 7468 2.77
Corynebacterium amycolatum 49368 0.169
Haemophilus influenzae 49144 0.338
Proteus mitabilis 14153 0.340
Staphylococcus hominis 27844 1.4
Staphylococcus haemolyticus 29970 0.338
Staphylococcus saprophyticus 35552 0.35
Candida albicans 10231 2.7
Klehsiella pneumoniae 10031 0.7
Serratia 14756 0.169
Streptococcus pyogenes 49399 0.169
Entembacter aetogenes 51697 0.676
Candida albicans 10231 0.17
Aspergillus niger 16404 86.6
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 33591 0.682

Vancomycin-resistant Entenycoccusfaecium 51559 2.73
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3. Estado del arte.

Con respecto al uso del &cido hipocloroso como desinfectante, en el afio
2007 Wang y colaboradores, describieron la produccion quimica, estabilizacién y
actividad bioldgica de un farmaco que incluia HCIO en su formulacion. En este
estudio se obtiene que la distribucion de lasespecies de cloro es dependiente del pH
para mantener una solucién de HCIO en forma estable, donde para maximizar su
actividad antimicrobiana el pH debe estar entre 3,5 a 5,0, dando como resultado una
soluciébn con potente actividad antimicrobiana en un amplio rango de
microorganismos (Wang L et al., 2007).

En el afio 2018, Andrés Hernandez y Javier Tafur desarrollaron un agente
desinfectante mediante la electrolisis del cloruro de sodio en agua potable.
Evaluaron la concentracion de sal, densidad de corriente y agitacion como variables
clave, encontrando que las condiciones 6ptimasfueron una concentracion de 27 g/L,
densidad de corriente de 6,7 A/dm? y agitacion de 300 rpm. Esto resultdé en una
concentracion de agente desinfectante de 3,813 g/L después de 20 minutos de
operacion. Estos hallazgos destacan la importancia de dichas variables en el proceso
de electrolisis para obtener un agente desinfectante efectivo a partir del cloruro de
sodio, con posibles aplicaciones en la desinfeccion de agua potable y otros procesos
similares (Hernandez Salamanca & Tafur Logreira, 2018).

En el aflo 2022 Nurul y colaboradores, en busca de una alternativa para los
desinfectantesnocivos a base de alcohol, usaron la electrdlisis de cloruro de sodio
para producir &cido hipocloroso, probando dos parametros criticos sobre la

electrolisis: la cantidad de cloruro de sodioy el tipo de electrodo usado (carbono,
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grafito y titanio). Los resultados demostraron que la cantidadde NaCl usada afecta la
cantidad de HCIO producida, pues entre mas cantidad de sal se use para la
electrolisis se produce una mayor cantidad de acido hipocloroso. Adicionalmente el
electrodo de grafito fue escogido como el dptimo debido a que es el Unico con la
capacidad de obtener una solucion limpia de acido hipocloroso, debido que los
electrodos de titanio y carbono se van desintegrando por las reacciones de
electrolisis generando impurezas en la solucion obtenida (Nurul Aniyyah et al.,
2022).

Yaqub y colaboradores, en el afio 2021 produjeron HCIO por medio de la
electrdlisis de HCI en un reactor de acrilico sin diafragma entre electrodos de 6xido
de iridio revestidos con titanio, evaluando factores como caudal de alimentacion,
pH, temperatura, voltaje, concentraciéndel &cido y APS (dosificacion de la bomba
de &cido). Por medio de un disefio de experimentos de superficie de respuesta se
obtuvieron los pardmetros optimos que fueron 6.5 L/min, pH 7.5 a 20 °C, 3.8
voltios, 6 % m/v de acido clorhidrico y 3% de APS con un tiempo de electrélisis de
30 minutos, siendo el caudal, la concentracion y la APS los pardmetros mas
significativos. Se encontr6 que la concentracion dptima de cloro libre para la
produccion de HCIO fue de aproximadamente 6 g/L (Yaqub et al., 2021).

En el afio 2013, Whangchai y Uthaibutra investigaron factores como la
concentracion de sal, el tiempo de electrolisis y el potencial eléctrico que afectan la
eficiencia del agua electrolizada sobre la mortalidad de células de Penicullium
digitatum en suspension. Las condiciones optimas de eficiencia se dieron a 60 min

de electrolisis, potencial de 8 V y una concentracion de 5 % m/v obteniendo
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concentraciones de cloro libre de 385 ppm y una variacion de pH 2,6-3,2 con efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de P. digitatum cuando se incuba a 28°C durante 48
h, reduciendola poblacién de 100 UFC/mL a menos de 20 UFC/mL (Whangchai &

Uthaibutra, 2013).

3. Descripcién metodoldgica

3.1 Evaluacion de parametros de produccion en la generacion de acido hipocloroso

En este estudio, se llevd a cabo la generacion de acido hipocloroso utilizando
una camara de electrolisis sin membrana junto con una densidad de corriente de 120
A/m?, Se utiliz6 un disefio experimental factorial para evaluar los efectos de los
siguientes parametros: concentracion de sal ([NaCl]), potencial de hidrogeno (pH) y
tiempo de electrolisis (trxn), en las propiedades fisicoquimicas del acido
hipocloroso generado por electrolisis, como la concentracion de cloro libre (CLL),
pH y potencial de oxidacion-reduccion(ORP).

En la Tabla 2 se detalla el disefio de experimentos utilizado para la

evaluacion de los parametros. Cada experimento se llevo a cabo por duplicado.
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Tabla 2

Disefio experimental

pH Tiempo de electrolisis (min) Concentracion de NaCl (g/L)

3 90 15

30

50

180 15

30

50

5 90 15

30

50

180 15

30

50

3.1.1 Preparacion de las soluciones salinas de estudio.

Se tomo una probeta y se midié un litro de agua destilada. A continuacion, se
afiadio la cantidad necesaria de cloruro de sodio (NaCl) para alcanzar la
concentracion deseada. Se prepararon soluciones salinas con concentraciones de 15,
30y 50 g/L. Luego, utilizando entre 0,5y 1,5 g de &cido citrico en polvo, se ajusto el
pH de las soluciones a los niveles deseados de 3 y 5.De esta manera, se obtuvieron

un total de 6 soluciones con los parametros a evaluar.

Para el proceso de generacién de acido hipocloroso, se tom6 500 mL de cada
solucion y seintrodujo en la cdmara de electrolisis. Las soluciones fueron evaluadas

a diferentes tiempos de electrolisis, especificamente a los 90 y 180 minutos.
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3.1.2 Caracterizacion de las soluciones de acido hipocloroso.

3.1.2.1 Determinacion de la cantidad de cloro presente.

Para cuantificar la concentracion de acido hipocloroso (HCIO), se empleara
un espectrofotometro UV-Vis de marca DRAWELL. Este espectrofotometro tiene
un rango de absorbancia de 0 a 5, un rango de longitud de onda de 190 a 1100 nm,
una resolucion de 1 nm, unaexactitud de £0,8 nm y una reproducibilidad de +0,25
nm. Se utilizara una celda de cuarzo con unpaso de luz de 1 cmy un volumen de 3,5
mL.

El anélisis se realizara a una longitud de onda especifica de 430 nm. Para
ello, se utilizarduna curva de calibracion que se construira utilizando un patrén de
NaClO. Con el objetivo de cuantificar la concentracion de cloro libre, se empleara el
reactivo Taylor (ortotolidina) como solucion indicadora.

Posteriormente, se determinard la concentracion de HCIO en las muestras
obtenidas mediante el proceso de electrdlisis. Esta concentracion se calculara
utilizando la ecuacién de la curva de calibracion proporcionada por la empresa
Zumotec S.A, que relaciona la absorbancia medida con la concentracion conocida de
cloro libre. (Erices, 2018; Murillo Guerrdn, 2008).

CLL = 2,2608(ABS) + 0,0382 (Ec.4)

En donde CLL es la concentracion de cloro libre en ppm, y ABS es la absorbancia

de la soluciéna una longitud de onda de 430 nm.
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3.1.2.2 Determinacion de los potenciales de hidrégeno (pH) y de éxido reduccion (ORP).
Para cuantificar el pH y el ORP de la solucion obtenida, se usa un

pHmetro/ORP marca Hanna con un electrodo pH/ORP cuerpo titanio Quick.

3.1.3 Analisis estadistico.

El anélisis de los resultados para evaluar la influencia de los parametros
como la concentracion de cloruro de sodio, pH y tiempo de electrolisis en la
generacion y propiedades del &cido hipocloroso se llevdé a cabo utilizando el
programa Minitab version 21.0. Se utilizd un analisis de varianza (ANOVA)
multifactorial para determinar la significancia estadistica de cada parametro.

La significancia se reporta con un nivel de confianza del 95%, lo que indica
que los resultados obtenidos tienen un 95% de probabilidad de ser estadisticamente
significativos y no elresultado de la variabilidad aleatoria. EIl ANOVA multifactorial
permitié evaluar la contribucion individual de cada parametro y su interaccién en las
propiedades y generacion del acido hipocloroso.

Mediante este andlisis estadistico, se pudo determinar qué parametros tienen
un impacto significativo en la generacion y propiedades del acido hipocloroso, lo que
proporciona informacion importante sobre el proceso de electrolisis y ayuda a

optimizar las condiciones de produccion.
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4.2 Evaluacion de parametros de produccion en la estabilidad del acido
hipocloroso

4.2.1 Monitoreo de la degradacion de la solucion de &cido hipocloroso.

Las soluciones de acido hipocloroso generadas son almacenadas en frascos
ambar a temperatura ambiente, para evaluar la estabilidad del &cido hipocloroso
mediante el monitoreo delos cambios de pH y disminucién de cloro total en agua la
cual se mide con la ecuacion 5, haciendo uso de un pHmetro y un espectrofotometro
UV-Vis a 430 nm por el método de Taylor, durante 15dias (S. M. E. Rahman et al.,
2012).

|CLLy—CLL;|

% degradacionCLL = x100 (Ec.5)

CLLo

En donde CLLo es la concentracion de cloro libre inicial y CLL: es la

concentracion de clorolibre en el dia i.

4.3 Evaluacion de parametros de produccion en la actividad biocida de
acido hipocloroso
La actividad biocida se evalué midiendo la concentracion minima inhibitoria
(CMI), la cual se define como la minima concentracion de antimicrobiano necesaria
para inhibir el crecimiento visible de un microorganismo después de 24 horas de
incubacion a 37 °C, siendo establecido como “Gold standard” frente a otros métodos
que evallan la susceptibilidad antimicrobiana (Mantilla & Yupanqui, 2018).
4.3.1 Preparacion del inoculo
La cepa Escherichia coli ATCC25922 es incubado en agar nutritivo a una

temperatura de 37°C por 24 h, posteriormente son tomadas un estimado de 3-5
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colonias, con diametros mayores a 1 mm para ser suspendidas en una solucion salina
del 0,85% y se incuba la suspension en caldo Mueller Hinton hasta alcanzar una

densidad optica equivalente al 0,5 de la escala de McFarland (Saldarriaga, 2016).

4.3.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método
de microdilucion en caldo.

El proceso es llevado a cabo en placas de cultivo celular de 96 pozos fondo U,
de capacidadde 200 pL, cada pozo es llenado con una cantidad de 60 pL de caldo
nutritivo Mueller Hinton (MH), de la solucion madre se toma la cantidad necesaria
del HCIO para que en el primer pozo queda una dilucion con relacion de 1/2, para
luego ir sucesivamente creando diluciones cada vez menos concentradas en los
pozos (1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128...) hasta el pozo 10. Luego detener todas las
diluciones creadas cada pozo se inoculara con 80 pL de la suspension de E. coli y se
incubaran a una temperatura de 37 °C por 24 h. Se afiaden dos pozos adicionales
para los controles positivos y negativos, para el control positivo solo se inocula el
microorganismo y en el control negativo no se inocula ni solucion ni
microorganismo. Para la lectura de la CMI se hizo enrelacion con su definicion,
luego del tiempo de incubacion se detecta el tubo con la concentraciénmas baja en la

cual no se detecta crecimiento visible (Saldarriaga, 2016).
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4. Resultados.

5.1 Evaluacion de parametros de produccién en la generacion de &cido hipocloroso

Se generd acido hipocloroso por medio de un proceso de electrolisis para
evaluar la influencia de la concentracion de cloruro de sodio ([NaCl]), pH vy el
tiempo de electrolisis (trxn), midiendo los valores de pH, potencial de oxido-
reduccion (ORP) y la concentracion de cloro libre (CLL) para verificar la relacion
existente entre los factores evaluados y las variables de salida, todas las mediciones

son mostradas en la tabla 3.

Tabla 3

Datos obtenidos de los experimentos realizados.

pH Tiempo de electrolisis (min) Concentracion de NaCl (g/L) CLL (%om/v) pH ORP(mMV)

3 90 15 0,136 8,405 757,5
30 0,230 8,35 788,5

50 0,367 8,32 813

180 15 0,398 8,37 765

30 0,545 8,31 783,5

50 0,630 8,29 814,5

5 90 15 0,279 8,685 765,5
30 0,399 8,525 809

50 0,479 8,47 814,5

180 15 0,516 8,555 720,5

30 0,607 8,49 786,5

50 0,675 8,455 788,5

El analisis de varianza ANOVA permitié establecer la significancia

estadistica (p<0,05) que posee cada factor estudiado en la variacion de los
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parametros de salida.

En la tabla 4 se observa que los tres factores poseen significancia en la
concentracion de Cloro Libre obtenida; sin embargo, las interacciones entre los
factores parecen no afectar este pardmetro de salida puesto que (p>0,05),
adicionalmente indica que el tiempo de reaccion (trxn) es el factor con mayor
importancia estadistica en la varianza, lo cual lo confirmamos con el diagrama de

Pareto (grafica 1), donde confirma el efecto de cada factor sobre la variable de salida.

Grafica 1.

Diagrama de Pareto de los factores concentracion de cloruro de sodio [NaCl],

tiempo de reaccion (trxn) y pH en la concentracién de cloro libre (CLL).

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
{la respuesta es CCL; o = 0,05)
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En la grafica 2 se pueden observar los efectos principales de los factores en

la Concentracion de Cloro Libre (CLL). Se observa que a medida que la
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concentracion de sal aumenta, la concentracion de cloro obtenida también es
mayor. Este comportamiento se debe a que a medida que se utiliza una mayor
cantidad de sal, se generan mas iones que migran hacia loselectrodos de sodio y
cloruro, lo cual resulta en un aumento en la cantidad de hidroxido de sodio y cloro.
Este aumento de reactivos en el medio provoca un desplazamiento del equilibrio
hacia la produccion de productos, de acuerdo con el principio de Le Chatelier
(HERNANDEZ SALAMANCA & TAFUR LOGREIRA, 2018).

El tiempo de electrdlisis también afecta la concentracién de CLL. En un
tiempo prolongadode electrdlisis, las concentraciones de CLL son mas altas. Esto se
debe a que a medida que aumenta el tiempo de electrdlisis, la corriente y el
intercambio de iones ocurren durante mas tiempo, lo que permite cambios
fisicoguimicos en la solucion obtenida (Khalid et al., 2020). Sin embargo, existeun
punto de saturacion en el que el tiempo deja de tener un efecto importante en los
cambios de CLL, pH y Potencial de Oxidacion-Reduccién (ORP) de la solucion.
Este punto de saturacion es dependiente del voltaje utilizado en el proceso (G. S. W.
Hsu et al., 2017).

En cuanto a la dependencia del pH, se observa que la concentracion de CLL
aumenta a medida que el pH se acerca a la neutralidad, como se muestra en la gréfica
2. Esto se debe a que amedida que disminuye la concentracién de iones de H+,
mejora la absorcidn de cloro en el anodo, lo que resulta en un aumento en la CLL

obtenida (A. Rahman & Alagha, 2010).
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Grafica 2.

Variacion de cloro libre (CLL) con respecto a la concentracion, tiempo de electrolisis y
pH.
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Con respecto al pH de la solucién obtenida se esperaria un comportamiento
contrario a la CLL, pues a medida que aumenta la concentracion de sal el pH final
obtenido deberia ser menor, esto se debe a que el aumento del cloruro de sodio
desplaza las reacciones hacia la formacién de productos como cloro y &cido
hipocloroso lo cual ocasiona que el pH disminuya (S. Y. Hsu, 2005), tal como se
observa en la Gréfica 3. Por otro lado, con el potencial de oxido reduccién (ORP) se
tiene una tendencia de proporcionalidad con respecto a la concentracion de sal
inicial tal y como muestra la grafica 4, esto es posiblemente debido a la liberacion de
oxigeno generada por la ruptura de los radicales inestablesde hidroxilo y clorhidrico

(Imran AL-HAQ et al., 2005).
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Grafica 3.

Efecto de la concentracion de NaCl en el pH final.

Grafica 4.
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Con base a la relacion entre el poder bactericida de los desinfectantes
clorados y la cantidadde cloro presente, asi como el pH predominante del cloro, se
busca obtener soluciones con altas concentraciones de Cloro Libre (CLL) y pH
cercano a la predominancia del HCIO, que actia comoforma maés efectiva en el rango
de pH 3 a 6 (Block & Rowan, 2020). Para lograr esto, se llevé a cabo un estudio de
los factores mas importantes, como la concentracion de cloruro de sodio ([NaCl]) y
el tiempo de electrolisis (trxn), mediante la creacion de una superficie de contornos
enla gréafica 5.

Mediante este enfoque, se determind la trayectoria 6ptima para maximizar la
CLL vy, considerando que la CLL también afecta el pH final, se buscé obtener una
solucion con alta CLLY un pH cercano al valor deseado. Los resultados indicaron
que las condiciones de operacidén Optimas fueron una concentracion de cloruro de
sodio de 50 g/L, 180 minutos de electrolisis y unpH de 5. Bajo estas condiciones, se
obtuvieron soluciones con un valor de CLL de 6750 ppm, conun pH de 8.4 y un
Potencial de Oxidacion-Reduccion (ORP) de 788.5 mV.

Gréfica 5.
Superficie de contorno de CLL vs trxn, [NaCl]
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5.2 Evaluacion de parametros de produccion en la estabilidad de &cido hipocloroso.

Los resultados obtenidos son ilustrados en la gréfica 6 A, no hay relacion
aparente entre laestabilidad del acido y los pardmetros evaluados de produccion,
puesto que, en promedio, las soluciones experimentaron una degradacion maxima
del 60% en los dias 5-6. Después de este punto, la degradacién comenzd a
estabilizarse, llegando a un promedio del 70% del contenido de cloro libre (CLL) en
el dia 15. Es importante tener en cuenta que el HCIO, al ser una molécula altamente
inestable, puede degradarse de dos formas: evaporacion hacia el ambiente o
degradaciénautoinducida, dependiendo de las condiciones de almacenamiento a las
que se someta el &cido (Ampiaw et al., 2021).

No se observaron cambios significativos en el valor del pH de la solucién en
ninguna de las variaciones estudiadas, como se muestra en la grafica 6 B. Estos
resultados son consistentes con los obtenidos por (S. Y. Hsu & Kao, 2004), quienes
investigaron el efecto de las condiciones de almacenamiento en las propiedades
fisicoquimicas de diferentes tipos de aguas electrolizadas. Sus hallazgos indican que
propiedades como el pH, el potencial de reduccion-oxidacion (ORP) y la
conductividad eléctrica no varian considerablemente con las condiciones de
almacenamiento.

Hallazgos similares también se encontraron en el estudio realizado por
(Robinson et al., 2013), donde se investigaron los cambios en el pH, el ORP y el
cloro libre en soluciones activadas electroquimicamente mediante electrolisis de

NaCl acuoso y almacenadas en diferentes temperaturas y envases. Sus resultados
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indican que el ORP y el cloro libre se degradan mas rapidamente a una temperatura
de 20°C y en un envase de poliestireno, mientras que la degradacion es mas lenta a
temperaturas de 4°C y en un envase de vidrio. Sin embargo, el pH de las soluciones

se mantuvo constante en todas las condiciones estudiadas.

Grafica 6.

Cambios en la concentracion de cloro libre (CLL) y pH de la solucién en un rango de 15
dias.
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Nota: La letra P hace referencia a las pruebas experimentales en las que se vario el
potencial de hidrégeno (pH) y la concentracion de NaCl; para P1(pH:5) y P2(pH:3)
[NaCl=15g/mL], P3(pH:5) y P4(pH:3) [NaCl=30g/mL], P5(pH:5) y P6(pH:3)
[NaCl=50g/mL], con tiempos de electrolisis de 180 minutos. P7(pH:5) y P8(pH:3)
[NaCl=15g/mL], P9(pH:5) y P10(pH:3) [NaCl=30g/mL], P11(pH:5) y P12(pH:3)
[NaCl=50g/mL], con tiempo de electroélisis de 90 minutos.

El &cido hipocloroso es una molécula inestable debido a su alta reactividad
con otras moléculas circundantes, como iones metalicos y compuestos organicos.
Segun la literatura, las condiciones de almacenamiento, la exposicion a la luz, la
agitacion, el pH, la temperatura y la concentracion de cloro son factores que afectan
la estabilidad de la solucién de &cido hipocloroso obtenida (Imran AL-HAQ et al.,

2005).

El cloro libre en la solucion puede descomponerse a través de dos
mecanismos, dependiendo de las condiciones de almacenamiento. El primero sigue
una cinética de primer ordeny corresponde a la evaporacion del cloro disuelto. Este
mecanismo ocurre cuando la solucién se almacena abierta al ambiente. La velocidad
de evaporacion se ve significativamente afectada por la agitacién, ya que una mayor
velocidad de agitacion aumentara la transferencia de masa en la interfase de la
solucion, acelerando asi la evaporacién. El segundo mecanismo ocurre en
condiciones cerradas, cuando la solucion esta tapada o en un entorno cerrado. En estas
condiciones, la degradacién del cloro libre se produce mediante su autodegradacion
(Len et al., 2002).

La forma en que el cloro libre se presenta en la solucion (Clz, HCIO o CIO-)
depende del pH. En un rango de pH menor a 3, la forma predominante es Cl.. Para

un pH comprendido entre 4 y 7, predomina el HCIO, mientras que para un pH mayor
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a 8, predomina el ClIO- (Nagamatsu etal., 2002). Por lo tanto, el pH puede afectar la
estabilidad de la solucion, ya que las especies de cloro libre tienen diferente
estabilidad en el siguiente orden: CIO- > HCIO > Cl». Asi, al ajustar elpH para que la
forma predominante no sea Cl», se puede reducir la velocidad de descomposicion del
cloro libre en la solucion. Se recomienda almacenar las soluciones obtenidas en
condiciones frias, protegidas de la luz y con el menor contacto posible con el
ambiente. Ademas, se debe utilizar agua libre de materiaorganica o iones metalicos
en la preparacion, para evitar la descomposicién mediante reacciones de oxidacion

(Block & Rowan, 2020).

5.3 Evaluacion de actividad biocida del acido hipocloroso.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del acido hipocloroso para el
microorganismo Escherichia coli ATCC25922 se determind mediante el método de
microdilucion en caldo, y se obtuvo una CMI de 6,2 pg/mL. Esta concentracion
relativamente baja refleja la poderosa capacidad bactericida de la solucion estudiada.
Estos resultados se comparan con los expuestos por (Wang L et al., 2007), donde se
resume el amplio rango de microorganismos en los cuales el &cido hipocloroso
puede actuar, mostrando una Concentracion Minima Bactericida (CMB) de 0,7
pg/mL para la misma cepa de E. coli. Ademas, (Hernandez, 2020) investigd la
actividad bactericida del acido hipocloroso en un cultivo mixto de S. Typhimurium
ATCC 14028 y S. infantis, con el objetivo de evaluar los efectos del agua
electrolizada neutra (AEN) en un anaquelde carne de pollo. La AEN demostré una

CMI de 90 pg/mL, lo que indica una capacidad considerable para tratar el cultivo
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evaluado.

Es importante destacar que la capacidad antimicrobiana de las soluciones
cloradas dependedel pH. Se debe procurar que el pH se encuentre en un rango donde
el HCIO predomine, ya que esta forma muestra una actividad bactericida superior a
la forma de CIO-. Esto se debe a que el HCIO es una especie eléctricamente neutra y
de tamafio similar al agua, lo que le permite penetrarla pared celular y la membrana
plasmatica de las células microbianas, afectando tanto el interior como el exterior
de la bacteria. Por el contrario, la forma de CIO- solo puede afectar a la bacteria
externamente debido a que la membrana celular estd compuesta por una bicapa
lipidica que es impermeable a moléculas y iones polarizados como el CIO- (Laura et
al., s/f). Esto puede explicarla diferencia en los resultados obtenidos en comparacion
con los mostrados por (Wang L et al., 2007), como se muestra en la figura 3.

Figura 3
Modelo que ilustra el mecanismo de accién germicida del HOCI y del ion CIO-,

basado en su capacidad de penetrar la membrana de la célula microbiana. Nota:
adaptado de (Laura et al., 2017)
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5. Conclusiones.

Basado en el analisis de varianza (ANOVA), se determind que los factores
estudiados, como la concentracion de sal, el tiempo de electrolisis y el pH,
tienen una significancia estadistica en los cambios de las propiedades
fisicoquimicas de las soluciones de acido hipocloroso generadas, incluyendo
la concentracion de Cloro Libre (CLL), el pH y el Potencial de Oxidacion-
Reduccion (ORP). Entre estos factores, se encontr6 que el tiempo de
electrolisis es el méas significativo en el proceso.

Las condiciones 6ptimas para la generacion de las soluciones fueron
determinadas mediante graficas de contorno, y los resultados indicaron que
las condiciones dptimas en este estudio son una concentracion de 50 g/L de
solucion acuosa de NaCl, 180 minutos deelectrolisis y un pH de 5. Bajo estas
condiciones, se obtuvo una solucién de CLL de 6750ppm, con un pH de 8.4

y un ORP de 788.5 mV.

En cuanto a la degradacién del cloro, los factores estudiados no mostraron
influencia significativa en la cantidad de cloro degradado durante el periodo
de monitoreo de 15 dias.No se encontraron diferencias significativas en los
porcentajes de degradacion de CLL en las soluciones generadas bajo
diferentes condiciones.

Adicionalmente, se comprobd que la solucion generada de acido hipocloroso
posee una buena actividad inhibitoria, ya que demostré una Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI)de 6.2 pg/mL en el microorganismo E. coli.
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Apéndices

Apéndice A.
Analisis de varianza ANOVA para el disefio experimental realizado para la

concentracion de clorolibre (CLL).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 11 61705907 5609628 5,01 0,005
Lineal 4 60480963 15120241 13,49 0,000
[NaCl] 2 16899601 8449800 7,54 0,008
Trxn 1 36555036 36555036 32,62 0,000
pH 1 7026326 7026326 6,27 0,028

Interacciones de 2 términos 5 1052680 210536 0,19 0,962
[NaCl]*trxn 2 108996 54498 0,05 0,953
[NaCl]*pH 2 286576 143288 0,13 0,881
trxn*pH 1 657107 657107 0,59 0,459
Interacciones de 3 términos 2 172264 86132 0,08 0,926
[NaCl]*trxn*pH 2 172264 86132 0,08 0,926
Error 12 13446191 1120516

Total 23 75152098



