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Resumen - En este articulo se presentan los resultados
obtenidos al aplicar experimentos de sanitizacion con
gas de ozono (Os3), a fin de comprobar su eficacia en la
desinfeccion de espacios cerrados. Estos experimentos
fueron implementados con un sistema automatizado
para la sanitizacion de espacios interiores mediante
ozono y el monitoreo de dioxido de carbono con
tecnologia l10T. Se realizaron pruebas microbioldgicas
en un espacio controlado para determinar el
comportamiento de organismos mesofilos aerobios en
sus medios de cultivo respectivos como el agar
bacteriolégico y agar para cuenta de hongos y
levaduras. Los resultados observados demostraron
gue el empleo de ozono como agente biocida para
control ambiental es efectivo en la desinfeccion de
superficies y en la desaceleracién del crecimiento en
microrganismos ya generados, resultando mas
efectivo el proceso durante y en la primera hora
inmediata después de su aplicacion.

indice de Términos - Ozono, Meséfilos, Desinfeccion.

Abstract - This article presents the results obtained by
applying sanitization experiments with ozone gas, to
verify its effectiveness in disinfecting closed spaces.
These experiments were implemented with an automated
system for sanitizing indoor spaces using ozone and
monitoring carbon dioxide with loT technology.
Microbiological tests were carried out in a controlled
space to determine the behavior of aerobic mesophilic
organisms in their respective culture media such as
bacteriological agar and agar for counting fungi and
yeasts. The observed results demonstrated that the use of
ozone as a biocidal agent for environmental control is
effective in disinfecting surfaces and slowing down the
growth of microorganisms already generated, with the
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process being more effective during and in the first hour
immediately after its application.

Keywords - Ozone, Mesophiles, Disinfection.

. INTRODUCCION

La necesidad de desinfectar eficientemente los espacios
en los cuales habitamos regularmente se ha incrementado
con los efectos de la reciente pandemia por COVID-19,
siendo mayor la probabilidad de transmision del virus
SARS-COV-2 através de los aerosoles que se generan por
la respiracion de las personas [1].

En los procesos de potabilizacién del agua, el cloro es el
desinfectante por excelencia que se ha empleado durante
las Gltimas décadas [2]. Sin embargo, el uso del cloro y
sus derivados involucra la generacion de subproductos
como los trihalometanos que son potencialmente
peligrosos para la salud. Por el contrario, el 0zono es una
agente biocida altamente oxidante cuya utilizacion ha ido
en aumento en los Ultimos afios. La molécula de O3 es uno
de los oxidantes mas poderosos que se conocen después
del fluoruro, con una velocidad de reaccion tres mil veces
superior a la del cloro lo cual lo hace ideal para destruir
virus, bacterias, hongos, esporas, algas y protozoos.

Las enfermedades respiratorias son una causa primordial
de mortalidad y morbilidad en el mundo una vez que se
suman las agudas y cronicas, asi como las infecciosas y
las no infecciosas. Este hecho puede intuirse al observar
que, en todos los paises, varias enfermedades respiratorias
aparecen en las primeras 10 causas de enfermedad y
muerte [3].
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La necesidad de desinfectar los espacios publicos, con el
fin de evitar la propagacion de enfermedades respiratorias
se agudiz6 durante la pandemia de Covid-19,
recientemente se han reportado trabajos relacionados
como los presentados por [4,5]. El presente trabajo tiene
como objetivo demostrar como la aplicacion del ozono de
manera controlada puede emplearse de forma segura, a
través de un dispositivo controlado aplicando Oz como un
agente desinfectante y empleando técnicas de monitoreo
novedosas.

Il. DESARROLLO

Para realizar los analisis y experimentacion de un proceso
de desinfeccion se requiri6 llevar a cabo la
instrumentacion necesaria para medir la calidad del aire
en el ambiente del &rea donde se realizaron los
experimentos de sanitizacion. Posteriormente se llevaron
a cabo los andlisis microbioldgicos con la finalidad de
validar los efectos causados por el uso del gas Oz en un
entorno controlado y el grado de desinfeccion por el
sistema propuesto.

En la figura 1 se puede observar la arquitectura del
ecosistema que conforma el sistema de monitoreo y
generacién de ozono con tecnologia de Internet de las
Cosas (loT), el cual es un desarrollo tecnolégico realizado
por nuestro grupo de investigacién en el Tecnoldgico
Nacional de México campus Ciudad Guzman. Su objetivo
es monitorear y registrar mediciones en tiempo real del
CO:; (dioxido de carbono) en espacios interiores, asi como
la desinfeccion por medio del gas Os, resaltando su uso en
superficies y espacios interiores.

SERVICIOS DE NUBE

SISTEMA DE CONTROL
AUTOMATICO
GENERADOR
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CONEXION WIFI
—
Kl

SISTEMA DE
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[ ThingSpeak *FozZono
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Fig. 1. Sistema de monitoreo y generacion de ozono con
tecnologia loT.

El sistema de monitoreo y generacion de ozono con
tecnologia loT estd formado por cuatro elementos
principales: a) un sistema de monitoreo IoT con sensores
inaldmbricos, b) una plataforma online con servicios en la

nube administrados por las herramientas de ThingSpeak
y FireBase, c) un sistema de control automatico de
generacion de ozono y d) una aplicaciéon movil para
acceder a las mediciones, visualizando los datos en
tiempo real y registro histérico de las mediciones.

A. Sistema de monitoreo loT

El sistema de monitoreo se emplea en la medicion de la
concentracion de gases del ambiente en espacios cerrados.
Este sistema utiliza un conjunto de sensores
electroquimicos de CO, y Os, los cuales transmiten
informacidn de las mediciones en tiempo real y de forma
inalambrica a través del protocolo Wifi hasta una
plataforma en la nube, donde se almacena en bases de
datos para su posterior visualizacion y/o registro.

B. Plataforma online

La plataforma online es la encargada de almacenar las
mediciones en la nube a través los servicios de Firebase y
ThingSpeak, siendo plataformas Open Source muy
confiables y de facil acceso.

C. Sistema de control automatico de generacién de
0zono

Este control permite mantener los niveles 6ptimos de O3
y CO, para mejorar la calidad del aire dentro de los limites
permitidos por las normas ambientales mexicanas.

D. La aplicacion movil (App)
La App interactia de forma remota con el sistema de

medicidn para visualizar los datos y el registro histérico
de las mediciones.

Una vez instrumentado el sistema de medicion descrito
anteriormente, se continu6 con el objetivo del presente
articulo, que involucré la experimentacion con la
aplicacién de Oz en un area controlada y una serie de
procedimientos para llevar a cabo los analisis
microbiolégicos que se describen en la seccién de
metodologia.

. METODOLOGIA

Se realizaron 2 tipos de pruebas diferentes para evaluar el
poder de desinfeccion del ozono, durante los
experimentos se utilizd un generador de Oz con una
capacidad de 3 gr/hr.
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A. Materiales utilizados:

Dispositivo generador de ozono de 3 gr/hr.
Medios de cultivo: agar bacterioldgico, agar para
cuenta de hongos y levaduras.

Cajas Petri de vidrio.

Tubos con tapén de baquelita.

Hisopos estériles.

Plantillas de aluminio estériles

Guantes, cubrebocas, cofias.

El material de trabajo microbioldgico se esteriliz6 en
esterilizadores de ollas de presion en las condiciones de
presion y temperatura requeridos [6], para después en
condiciones asépticas y estériles, realizar el vertido del
medio de cultivo en cajas Petri de vidrio. También se
prepararon tubos de ensayo con tapén de baquelita con
medio de cultivo debidamente solubilizado con apoyo de
calentamiento, dosificando en cada tubo con 5 ml. de
medio de cultivo para posteriormente también ser
esterilizado [7].

B. Procedimiento:

En el area de toma de muestras (figura 2), se determinaron
5 diferentes zonas las cuales se identificaron como: Z1,
Z2, Z3, Z4 y Z5; dentro de recinto donde se aplicé el
desinfectante ozono en forma aérea [8].

Entrada al recinto

Fig. 2. Distribucion de zona de muestras.

C. Disefio Experimental:
Se tomaron muestras a 4 diferentes tiempos: T-1, TO, T1
y T2

Evaluando microorganismos expresados en diferentes
medios de cultivo: O1 y O2, para bacterias y hongos-
levaduras respectivamente. Posteriormente se aplicaron
dos tipos de pruebas para evaluar el impacto de
desinfeccion del ozono en dos tipos de materiales
bioldgicos diferentes:
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1. Medicion del impacto directo del 0zono en muestras
directas de microorganismos mesoéfilos aéreos,
aplicando ozono ambiental.

Para esta prueba, se dejaron crecer organismos mesofilos

aéreos comunes en el area de trabajo, en los dos diferentes

medios de cultivo preparados, para bacterias y hongos-
levaduras para posteriormente aplicar ozono en los
mismos y evaluar su sobrevivencia.

2. Determinacion de la  presencia  de
microorganismos mesofilos aéreos en 4 tiempos distintos
(tomando muestras biolégicas de superficie):

a) Antes de realizar la desinfeccion.

b) Durante la desinfeccién. Tomando muestras de
superficie a los 15 min de aplicado el
desinfectante.

c) Después de
desinfectante.

d) Después de
desinfectante.

1 hora de aplicacion del

2 horas de aplicacién del

Para este segundo procedimiento, se esteriliz el medio
de cultivo en los tubos con tapon de baquelita y se
mantuvo en estas condiciones hasta la toma de las
muestras biolégicas de superficie.

V. RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos en
las pruebas realizadas.

La figura 3 muestra la concentracion de ozono durante la

etapa de aplicacion de O; en donde se tomaron muestras
biolégicas en la superficie y de letalidad de
microorganismos vivos durante la experimentacion.

02

Concentracién de Ozono (ppm)

Fig. 3. Medicién de ozono durante la experimentacién y
toma de muestras microbiolégicas.
A. Medicion del impacto directo del ozono en
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muestras directas de microorganismos mesofilos aéreos,

aplicando ozono ambiental.

Las tablas 1 y 1l resumen los resultados obtenidos en dos
medios de cultivo 01 y 02 antes y después de la
desinfeccion expuestas a 5, 10 y 15 segundos

directamente al Os.

Tabla I Microorganismos en medio de cultivo 01

Antes

3 dias después de la
desinfeccion

~— v

Tabla Il Microorganismos en medio de cultivo 02

Antes

3 dias después de la
desinfeccion

> O3
Vo
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A continuacion, se presentan los resultados observados
en las muestras con crecimiento de microorganismos en
libertad, sin aplicacion de ozono desinfectante,
considerados testigos positivos.

Las imagenes de la tabla Il presentan crecimientos
tipicos donde se permite crecer sin administracion de
controles o controladores de crecimiento o desinfectantes
[9]. Se observa la generacion y agrandamiento de todas
las colonias de microorganismos presentes en todas
dimensiones. La gran generacion de este crecimiento es
ocasionada sin aplicar restricciones y en las mismas
condiciones generales de realizacion del experimento, y
solo es detenido por los limites del espacio fisico de la
caja de cristal. Esto no se observo en la aplicacion del
0zono ya que el crecimiento de las colonias se aprecia y
se detecta a una menor velocidad, como se puede observar
en las iméagenes de las tablas 1 y 11 [10].

Tabla 111 Microorganismos de referencia a los cuales no
se les aplico la desinfeccion con Og

Los resultados de la tabla IV muestran el crecimiento de
microorganismos a los cuales se les aplico la desinfeccion
de ozono. Estos resultados fueron registrados a los
mismos dias de tomadas las iméagenes de los experimentos
testigos positivos, en donde se observé el crecimiento no
controlado. En estas imagenes se muestra que, aunque se
registra crecimiento con respecto a los 3 dias, este no se
percibe tan intenso como en las muestras de los testigos
positivos sin administracion de ozono.
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Tabla IV Crecimiento de microorganismos a los cuales se
les aplicé la desinfeccion de ozono.

A continuacién, se presentan los resultados del segundo
método de analisis de desinfeccion:

B. Determinacion de presencia de microorganismos
mesofilos aéreos en 4 tiempos distintos (tomando
muestras bioldgicas de superficie):

a) Antes de realizar la desinfeccion.
b) Durante la desinfeccion, tomando muestras de
superficie a 15min aplicado el desinfectante.

c) Después de 1 hora de aplicacion del
desinfectante.
d) Después de 2 horas de aplicacion del

desinfectante.

Para este segundo procedimiento, se esteriliz el medio
de cultivo en los tubos con tapon de baquelita y se
mantuvo en estas condiciones hasta la toma de las
muestras biolégicas de superficie.

Resultados de las diferentes zonas antes de aplicar la
desinfeccion: tiempo T-1

» Z3registra la mayor presencia de bacterias; siguiendo
Z1 72, Z4 y Z5 registra el menor crecimiento de
colonias.

Resultados durante el tiempo de desinfeccion: tiempo TO
(muestras tomadas inmediatamente 15 minutos después
de aplicada la desinfeccién).

» Z2 registr0 mayor cantidad de microorganismos
siguiendo Z1, Z3y Z5, finalmente, Z4 registré menor
expresion de bacterias.
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Resultados durante el tiempo de desinfeccién: tiempo T1
(muestras tomadas 1 hr después de la desinfecciéon)

» Z3y Z4 mayor cantidad de baterias, siguiendo Z5y
menor Z1y Z2.

Resultados durante el tiempo de desinfeccion: tiempo T2
(muestras tomadas a 2 horas después de la desinfeccion).

» Z1, Z2, Z3 y Z4 presentan carga microbiana
abundante y en menor grado la Z5

La tabla V concentra los resultados en diferentes tiempos
de desinfeccion (TO, T1, T2y T3), identificando las zonas
donde hubo mayor presencia hasta las zonas de menor
presencia de carga microbiana.

Tabla V Resultados de desinfeccion en tiempos TO, T1, T2
yT3

Tiempo de desinfeccion

M.O T-1 TO Tl T2
Mayor Z3 Z2 Z3y 71,72,
Presencia Z4 Z3yZ4
Presencia 71, Z1,Z3 75 Z5
intermedia 722,74 yZ5
Presencia Z5 Z4 Z1y Ninguno
Baja Z2

Las tablas VI a la X muestran los resultados del analisis
de muestras por zonas especificas.

Tabla VI Analisis de carga microbiana en Zona 1

Tiempo | Condicion de | Carga
desinfeccion microbiana

T-1 Antes Abundante

TO Durante Baja a mitad

T1 1 hr. después Minima

T2 2 hrs. después Abundante

Tabla VII Andlisis de carga microbiana en Zona 2

Tiempo | Condicion de | Carga
desinfeccién microbiana
T-1 Antes Abundante
TO Durante Abundante
Tl 1 hr. después Minima
T2 2 hrs. después Abundante

Tabla VIII Andlisis de carga microbiana en Zona 3
Tiempo | Condicion de | Carga
desinfeccion microbiana

T-1 Antes Abundante

T0 Durante Minima

T1 1 hr. después Minima

T2 2 hrs. después Abundante

Tabla 1X Andlisis de carga microbiana en Zona 4

Tiempo | Condicion de | Carga
desinfeccion microbiana

T-1 Antes Media presencia

TO Durante Minima

T1 1 hr. después Media presencia

T2 2 hrs. después Abundante

Tabla X Analisis de carga microbiana en Zona 5

Tiempo | Condicion de | Carga
desinfeccion microbiana

T-1 Antes Minima

T0 Durante Media presencia

T1 1 hr. después Minima

T2 2 hrs. después Media presencia

La tabla XI muestra las muestras los diferentes casos de
carga microbiana generados en las zonas 1 a 5.

Tabla X1 Muestras de carga microbiana en las diferentes
zonas
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V. CONCLUSION

En la primer parte del experimento sobre el efecto del O3
atomizado directamente en el medio ambiente del espacio
del recinto donde se realizd, sobre cultivos de bacterias,
hongos y levaduras ya generados y con crecimiento
efectivo, se percibe que la aplicacion de Os, si bien no
anula a las colonias ya expresadas, si las detiene en su
crecimiento en cierto grado, ya que desde el tiempo de
desinfeccioén hasta los 3 dias, el nimero de colonias no se
intensifico en las cajas Petri, al no observarse la
generacién de nuevas colonias de microorganismos;
ademas se observd, el frenando o desaceleracion del
crecimiento de las colonias ya existentes. Si bien el ozono
en un gran agente desinfectante oxidante no anula estos
tipos de colonias de microorganismos ya expresados y
con crecimiento afectivo cuando se aplica en el ambiente
de manera area. En las cajas Petri que en las que se aplico
directamente ozono por 5, 10 y 15 minutos, también se
observa el fendmeno antes descrito. Y en la comparacion
siguiente con testigos positivos, se observa en estos el
crecimiento no controlado de las colonias formadas ya
gue estas pruebas no fueron tratadas con Os, y en
comparacion con las que, si se les aplico Os, se detectd
una disminucion en el crecimiento con respecto a los
tratamientos de los testigos positivos.

En la segunda parte del experimento, donde se tomaron
muestras de las superficies en cada una de las zonas del
recinto: de la1 ala 5, en los diferentes tiempos: T-1, TO,
T1y T2, se observa que la efectividad desinfectante del
O3 en las condiciones de aspersion dentro del recinto,
tiene efectividad general desde los 15 minutos posteriores
a que se comienza la desinfeccién del lugar por este
agente oxidante en forma gaseosa hasta la 1 hora posterior
a la que se aplic; pero en general, este poder
desinfectante desaparece a las 2 horas después de que se
aplico, lo cual se puede observar claramente en los
resultados generados en este experimento. Esto confirma
gue el Oz generado por el dispositivo a evaluar, si cumple
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con las caracteristicas de generacién y calidad de Os, en
cuanto a su poder desinfectante y permanencia en el
medio ambiente aéreo y superficial, como lo indica la
bibliografia y referencias que lo expresan.
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