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Abstract. Sodium hypochlorite  (NaClO)
and its active ingredient, hypochlorous acid
(HCI1O), are the most widely used chlorine-based
disinfectants. HCIO is a fast-acting antimicrobial
that interacts with many biomolecules, including
amino acids, lipids, nucleic acids, and sulfur-
containing membrane components, causing cell
damage. In this review, we present examples of
the effectiveness of chlorine in general disinfection
procedures to inactivate bacteria and, under some
conditions, bacteria in biofilms and viruses.

Resumen. El hipoclorito de sodio (NaClO) y su
ingrediente activo, el acido hipocloroso (HCIO),
son los desinfectantes a base de cloro mas utiliza-
dos a nivel mundial. E1 HCIO es un antimicrobiano
de accion rapida que interactia con muchas biomo-
léculas, como aminoacidos, lipidos, acidos nuclei-
cos y componentes de la membrana que contienen
azufre, causando dafio celular. En esta revision se
exponen ejemplos de la efectividad del cloro en
procedimientos generales de desinfeccion, para in-
activar bacterias, y bajo ciertas condiciones bacte-
rias en biopeliculas y virus.

Palabras clave: Bacterias, COVID-19, inactiva-
cion de patogenos, virus.
Antecedentes

En el contexto actual de la pandemia del CO-
VID-19, enfermedad causada por el Severe Acute
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Antecedents

Inthecurrentcontextofthe COVID-19pandemic,
a disease caused by the Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), sanitary
measures such as washing surfaces and equipment
to reduce the risk of contamination by pathogens
are crucially important (Avila-Quezada et al., 2010;
Nussbaumer-Streit et al., 2020; Avila-Quezada et
al., 2008; Gil et al., 2015). One of the most widely
used sanitary products, due to its affordability, is
chlorine, usually sold as sodium hypochlorite and
calcium hypochlorite (OIRSA, 2020). The use of
sodium hypochlorite (NaClO) as a disinfectant
has increased during the COVID-19 pandemic
(Patel et al., 2020), since it is a commonly used
antiseptic for cleaning environmental surfaces in
the healthcare sector, without the flammability and
rapid evaporation that characterizes ethanol. An
additional advantage of chlorine is that it can easily
cover large surfaces (Hulkower et al., 2011). Some
studies have shown that chlorine can inhibit fungal
growth at a concentration of 75 ppm (Zoffoli et al.,
2005), while Owoseni and Okoh (2017) reported
that the lethal dose against bacteria was 1 ppm. But
is chlorine effective against viruses? This review
aims to describe the mode of action of chlorine
when used as a disinfectant.

Persistence of SARS-CoV-2 on surfaces

The speed at which SARS-CoV-2 has spread
throughout the world is alarming, as is the long
period during which the virus remains latent
outside the host (Riddell ef al., 2020). Laboratory
studies have assessed the persistence of the virus
on different surfaces (Table 1) but there are still

Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-
CoV-2), las medidas sanitarias como el lavado de
superficies y equipo para reducir riesgos de con-
taminacion por patdgenos son imprescindibles
(Avila-Quezada et al., 2010; Nussbaumer-Streit
et al., 2020; Avila-Quezada et al., 2008; Gil ef al.,
2015). Uno de los productos més utilizados por su
costo accesible es el cloro, en los compuestos de
hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio (OIR-
SA, 2020). El uso de hipoclorito de sodio (NaClO)
como desinfectante ha aumentado durante la actual
pandemia COVID-19 (Patel ef al., 2020), ya que es
un importante antiséptico de superficies ambienta-
les en el sector sanitario, sin la inflamabilidad y ra-
pida evaporacion que caracteriza al etanol, ademas,
es adecuado para verterse en superficies extensas
(Hulkower et al., 2011). Algunos trabajos de inves-
tigacion han demostrado que el cloro puede inhibir
hongos a una concentracién de 75 ppm (Zoffoli et
al., 2005) y en bacterias la dosis letal reportada por
Owoseni y Okoh (2017) fue de 1 ppm, pero ;€ste
es realmente eficaz contra virus? El objetivo de esta
revision es conocer el modo de accion del cloro
para ser usado como desinfectante.

Permanencia del SARS-CoV-2 en superficies

La velocidad a la que el SARS-CoV-2 se ha
extendido por todo el mundo ha sido alarmante,
al igual que el largo periodo de tiempo en el que
el virus permanece latente fuera del hospedante
(Riddell et al., 2020). Estudios realizados en con-
diciones de laboratorio han determinado la perma-
nencia del virus en diferentes superficies (Cuadro
1). Hasta el momento no hay estudios del SARS-
CoV-2 en muestras de ambientes agricolas, como
maquinaria y herramienta utilizada en campo y
poscosecha. Esta informacion es util para estable-
cer procedimientos de sanitizacion y desinfeccion
de superficies como una medida preventiva de con-
tagio por SARS-CoV-2.
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Table 1. Persistence of SARS-CoV-2 on different inert surfaces.

Cuadro 1. Permanencia del SARS-CoV-2 en diferentes superficies inertes.

Superficie Permanencia Referencia

Ropa y madera <1d Chin et al., 2020

Plastico 4d Chin et al., 2020; van Doremalen et al., 2020
Mascarilla médica <7d Chin et al., 2020

Cobre 4h van Doremalen et al., 2020

Cartén 24 h van Doremalen et al., 2020

Superficies no porosas (vidrio,
acero inoxidable, billetes y papel)

Riddell ez al., 2020

no studies of the persistence of SARS-CoV-2 on
surfaces from agricultural environments, such as
machinery and tools used in the preharvest and
postharvest stages. Having this information would
be useful to establish procedures for sanitizing
and disinfecting surfaces as a preventive measure
against contagion by SARS-CoV-2.

How does chlorine destroy bacteria?

The concentration of commercial sodium
hypochlorite products is usually between 3 and
6%, which is equivalent to 30,000-60,000 ppm of
free chlorine. Free chlorine refers to the amount of
hypochlorous acid and hypochlorite in the water.
Hypochlorous acid (HCIO) is electrically neutral,
while hypochlorite ions (ClO-) are electrically
negative. These ions constitute free chlorine,
which, when in contact with bacteria, oxidizes
them in a process known as chemical disinfection
(Lafaurie et al., 2015).

When chlorine is diluted in water, an aqueous
solution is formed in which undissociated HCIO
becomes activated, penetrating the cell walls and
membranes of bacteria by passive diffusion due
to the negative charge of these structures (da Cruz
Nizer et al., 2020; Radovic-Moreno et al., 2012).
ClO" ions have a negative charge too, so they can
hardly pass through the bacterial wall since the

,Como destruye el cloro a las bacterias?

El hipoclorito de sodio en su presentacion co-
mercial generalmente se encuentra entre 3 y 6%, lo
que equivale a 30,000 a 60,000 ppm de cloro libre.
El “cloro libre” es la cantidad de acido hipocloro-
so e hipoclorito en el agua. El acido hipocloroso
(HCIO) es eléctricamente neutro y los iones hipo-
clorito (ClO) son eléctricamente negativos. Estos
iones forman cloro libre que al estar en contacto
con las bacterias las oxidan, a este proceso se le
conoce como desinfeccion quimica (Lafaurie et al.,
2015).

Cuando el cloro se diluye en agua se forma una
solucion acuosa en la que el HCIO sin disociar, se
activa logrando penetrar por difusion pasiva las pa-
redes y membranas de las bacterias, ya que estas
estructuras poseen carga negativa (da Cruz Nizer et
al., 2020; Radovic-Moreno et al., 2012). Los iones
CIO- también tienen carga negativa, por lo tanto, se
repelen y dificilmente atraviesan la pared bacteria-
na (da Cruz Nizer et al., 2020), por lo que conforme
aumenta el pH de la solucion, el ion hipoclorito se
vuelve el predominante y la actividad microbicida
disminuye (Figura 1).

Se ha comprobado también que la actividad
antimicrobiana del HCIO es a causa de la pérdida
respiratoria en las membranas bacterianas, debi-
do a una reaccion irreversible con las enzimas de
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charges repel each other (da Cruz Nizer et al.,
2020). Thus, as the pH of the solution increases,
hypochlorite ions become the predominant ones
and the microbicidal activity decreases (Figure 1).

It has also been proven that the antimicrobial
activity of HCIO works by causing respiratory loss
in bacterial membranes as a result of an irreversible
reaction with structural, proteins and sulfur- and
heme-containing membrane enzymes, causing
cell death (Sam and Lu, 2009; Ghernaout, 2017).
Damage to membrane proteins has a negative
effect on energy transduction and transport that
can lead to ATP hydrolysis (Barrette et al., 1987).
Protein fragmentation also disrupts DNA synthesis
(Kiamco et al., 2019). The reaction of HCIO with
the amino groups of nucleotides generates reactive
chloramines, which break the hydrogen bonds that
hold the two DNA strands together (Fukuzaki,

membrana que contienen azufre y grupos hemo, asi
como de proteinas estructurales, causando la muer-
te celular (Sam y Lu, 2009; Ghernaout, 2017). El
dafio ocasionado a las proteinas indican un efecto
negativo en la transduccion y el transporte de ener-
gia, lo que conduce a hidrolisis del ATP (Barrette et
al., 1987). La fragmentacion de las proteinas tam-
bién interrumpe la sintesis de ADN (Kiamco et al.,
2019). La reaccion de HCIO con los grupos aminos
de los nucledtidos produce cloraminas reactivas,
las cuales rompen los enlaces de hidrégeno y diso-
cian las dobles cadenas de ADN (Fukuzaki, 2006).
El HCIO reacciona con acidos grasos insaturados
produciendo clorohidrinas. Las clorohidrinas lipi-
dicas provocan lisis celular y toxicidad (Dever et
al., 2006; Spickett et al., 2000) (Figura 1).

En el estudio de Chen et al. (2016), la efica-
cia del HCIO a 180 ppm eliminé bacterias Gram
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Figure 1. Diagram of the mechanism of action of hypochlorous acid (HCIO) in bacterial cells. HCIO penetrates the bacterial
cell due to its neutral charge (a), affecting membrane components (b) such as transporters, proteins, and ATPase;
it also degrades lipids and proteins (c) and interrupts DNA synthesis (d). Bacterial oxidation can also occur from
contact with hypochlorite ions (ClO) (e). Figure created in BioRender.com

Figura 1. Esquema del mecanismo de accion del dcido hipocloroso (HCIO) en células bacterianas. HCIO penetra la célula
bacteriana debido a su carga neutra (a), afectando los componentes de la membrana (b), como transportadores,
proteinas y ATPasa; degrada lipidos y proteinas (c), e interrumpe la sintesis del ADN (d). También puede ocurrir
oxidacién bacteriana por contacto con el ion hipoclorito (C10) (e). Figura creada en BioRender.com

SPECIAL ISSUE: CoviD-19 AND PLANT HEALTH, NOVEMBER, 2021 201



MExiICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY
RevisTA MExicaNa DE FITOPATOLOGIA

FuLLy BILINGUAL

2006). HCIO reacts with unsaturated fatty acids to
form chlorohydrins, and lipid chlorohydrins cause
cell lysis and toxicity (Dever et al., 2006; Spickett
et al., 2000) (Figure 1).

A study by Chen et al. (2016) showed that,
at a concentration of 180 ppm, HCIO eliminated
Gram-negative bacteria (Escherichia coli and
Porphyromonas gingivalis) and Gram-positive
bacteria (E. faecalis and Streptococcus sanguinis)
on titanium surfaces contaminated with biofilms of
these microorganisms. The antibacterial efficacy of
HCIO increased as the treatment time increased.
Owoseni and Okoh (2017) found that chlorine doses
of 0.75 to 1.0 ppm, although very low, reduced the
tolerance to HCIO of Enterococcus species isolated
from two wastewater treatment plants.

However, eliminating bacteria organized into
biofilms is difficult due to the protection provided
by polysaccharides (Torres-Armendariz et al.,
2015). Williams and Braun-Howland (2003) found
that the commonly recommended dose of HCIO
(1 ppm) is not sufficient to inactivate bacteria in
biofilms, specifically Legionella pneumophila, E.
coli, and B and o proteobacteria.

Virus inactivation on surfaces

Regarding the effectiveness of chlorine in
the inactivation of viruses, various studies have
obtained controversial results. Some authors
mention that coronaviruses can be inactivated
with a 1000 ppm NaClO solution due to its
interaction with the external lipid envelope of the
virus (Campagna et al., 2016; Kampf et al., 2020).
A study by Lin et al. (2020) concluded that, at a
concentration of 100 ppm, NaCIlO can effectively
disinfect a surface contaminated with the HIV-1
virus in 30 s. However, NaClO is very sensitive
to the presence of organic matter (e.g. plasma and
blood) on inert smooth surfaces, so significantly

negativas (Escherichia coli'y Porphyromonas gin-
givalis) y Gram positivas (E. faecalis y Streptococ-
cus sanguinis) en superficies de titanio contamina-
das con biopeliculas de estos microorganismos. Se
observd mayor eficacia antibacteriana del HCIO
a medida que aument6 el tiempo de tratamiento.
Owoseni y Okoh (2017) encontraron que las dosis
de cloro de 0.75 a 1.0 ppm, aunque son muy bajas,
mostraron buena capacidad desinfectante para re-
ducir la tolerancia al HCIO por especies de Ente-
rococcus aislados de dos plantas de tratamiento de
aguas residuales.

Sin embargo, cuando se trata de biopeliculas la
eliminacion es dificil por la proteccion que los po-
lisacaridos proporcionan a las bacterias (Torres-Ar-
mendariz et al., 2015). Williams y Braun-Howland
(2003) encontraron que la dosis comtinmente reco-
mendada de HCIO (1 ppm) no es suficiente para
inactivar bacterias en biopeliculas, especificamente
Legionella pneumophila, E. coli y proteobacterias

Pyod.

Inactivacion de virus en superficies

Respecto a la efectividad del cloro para inac-
tivar virus, diversos estudios han obtenido resul-
tados controversiales. Algunos autores mencionan
que los coronavirus pueden inactivarse con una
solucion de NaClO a 1000 ppm debido a la inte-
raccion de ésta con la envoltura lipidica externa del
virus (Campagna et al., 2016; Kampf et al., 2020).
Por otra parte, los estudios de Lin et al., 2020 con-
cluyen que el NaClO a una concentracion de 100
ppm puede desinfectar eficazmente una superficie
con el virus VIH-1 en 30 s. Sin embargo, el NaClO
es muy sensible a la presencia de materia organica
(p. ej., plasma y sangre) en superficies lisas inertes
por lo que se requieren concentraciones significa-
tivamente mas altas para que conserven la eficacia
desinfectante. Hulkower et al. (2011) utilizaron el
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higher concentrations are required to maintain
its disinfecting efficacy. Hulkower ef al. (2011),
using the mouse hepatitis virus (MHV) and the
transmissible gastroenteritis virus (TGEV) as
coronavirus models, determined that, after 1 min
of contact with 1:100 hypochlorite (~ 600 ppm),
there was a reduction of 0.62 and 0.35 log,, in
viral load, respectively. However, a log, viral
reduction factor> 3 has previously been suggested
as a benchmark for the effective virucidal activity
against coronaviruses and other surface viruses
(Sattar, 2004).

Virus inactivation in plant tissue and other
samples

When the virus is inside a tissue or sample, it
is not easy to remove it with chlorine; therefore,
alternative techniques are required to inactivate
it. Molina-Chavarria et al. (2020) reported that a
200 ppm NaClO dose was not efficient in reducing
human norovirus (Human norovirus-HuNoV) in a
stool sample. Kingsley ef al. (2014) treated a stool
filtrate containing 10% HuNoV with free chlorine at
189 ppm. This treatment reduced the viral load by 4
Log,,, whereas a concentration of 350 ppm of ClO,
dissolved in water did not inactivate HuNoV after 1
min but reduced the viral load by 2.8 Log10 after 60
min. The authors concluded that chlorine dioxide
has limited activity against HuNoV. Hirneisen and
Kniel (2013) reported that chlorine treatment was
one of the least effective in inactivating viruses
such as murine norovirus (MNV), hepatitis A virus
(HAV), and human adenovirus type 41 (Ad41) in
onion tissue. In a study by Duizer et al. (2004),
two types of calicivirus and one norovirus were
inactivated with a dose of NaClO greater than 300
ppm. The high doses of chlorine that are effective
against some viruses confirm that the concentrations
used to disinfect fruit are insufficient to prevent

virus de la hepatitis de raton (MHV) y el virus de la
gastroenteritis transmisible (TGEV) como mode-
los de coronavirus, determinando que con 1 min de
contacto con hipoclorito 1:100 (~600 ppm), hubo
una reduccion viral de 0.62 y 0.35 log, , respecti-
vamente. Sin embargo, se ha sugerido previamente
un factor de reduccion viral log , >3 como punto
de referencia para la actividad viricida eficaz con-
tra coronavirus y otros virus en superficies (Sattar,
2004).

Inactivacion de virus en tejido vegetal y otras
muestras

Cuando el virus se encuentra dentro de un teji-
do o muestra no resulta facil eliminarlo con cloro,
por lo tanto, se requieren otras técnicas adiciona-
les para inactivarlo. Molina-Chavarria et al. (2020)
reportan que la dosis de 200 ppm NaCIlO no fue
eficiente para reducir al norovirus humano (Hu-
man norovirus-HuNoV) en una muestra de heces.
Kingsley et al. (2014) trataron un filtrado de he-
ces que contenian 10% de HuNoV con cloro libre
a 189 ppm, redujo a 4 Log, la carga viral, mientras
que una concentracion de 350 ppm de CIO, disuel-
to en agua durante 1 min, no inactivd el HuNoV;
sin embargo, a 60 min redujo el virus en 2.8 Log,
concluyendo que el didxido de cloro tiene actividad
limitada contra este virus. Por su parte, Hirneisen
y Kniel (2013) mencionan que el tratamiento con
cloro es uno de los menos efectivos para inactivar
virus como el norovirus murino (MNV), virus de
la hepatitis A (HAV) y adenovirus humano tipo 41
(Ad41) en tejido de cebolla. Los estudios de Duizer
et al. (2004) inactivaron a dos tipos de calicivirus
y un norovirus con una dosis mayor de 300 ppm
de NaClO. Las dosis altas de cloro que resultaron
efectivas contra algunos virus confirman que los
niveles utilizados durante la desinfeccion de frutas
son insuficientes para evitar la transmision de virus.
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viral transmission. Based on these results, it can be
deduced that chlorine must be in direct contact with
the virus, not only with the material, which may
contain a large amount of organic matter.

Prospects for the inactivation of SARS-CoV-2

To reduce the persistence of SARS-CoV-2 on
the surfaces of doors and window handles, kitchens,
toilets, and faucets, touch screens, and work furniture
and tools, various health organizations have
recommended the use of NaClO at a concentration
of 0.05% to 0.1% (500 to 1000 ppm) (WHO,
2020a). The high concentrations recommended can
affect SARS-CoV-2, since this is a virus that, as the
influenza and other coronaviruses, has a lipoprotein
coating, which makes it much more vulnerable to
chemical disinfectants than other viruses without
that property. This is confirmed by the works of
Maris (1989) and Lai et al. (2020), who required
disinfectant solutions 20 to 500 times denser to kill
viruses without a lipoprotein coating (parvovirus)
than those required to eliminate coronaviruses
(WHO, 2020b). It is necessary to consider that
hypochlorite solutions should be prepared with
water free of organic matter. This is important
because, after washing fruits and vegetables, soil
and plant material residues remain in the water,
reducing the effectiveness of NaClO (Weng et
al., 2016). Furthermore, the bad performance
of hypochlorite may be due to its absorption by
proteins and other organic compounds (e.g. amino
acids), which limits its availability for disinfection
(Hulkower et al., 2011). Moreover, halomethanes,
which are potential carcinogens, are formed
when chlorine comes into contact with organic
matter in water (Kingsley et al., 2014). Due to
the importance of coronaviruses in various fields,
further studies are required to investigate the effect
of hypochlorite against SARS-CoV-2, considering

Con base en estos antecedentes se deduce que el
cloro debe estar en contacto directo con el virus, y
no solo en contacto con la muestra, la cual contiene
gran cantidad de materia organica.

Perspectivas en la inactivacion del SARS-CoV-2

Para reducir la permanencia del SARS-CoV-2
en superficies de manijas de puertas y ventanas, co-
cina, superficies de inodoros y grifos, pantallas tac-
tiles y superficies de trabajo, diversas organizacio-
nes de salud recomiendan el uso del NaClO a una
concentracion de 0.05% a 0.1% (500 a 1000 ppm)
(WHO, 2020a). Las altas concentraciones de Na-
ClO recomendadas pueden lograr un efecto sobre
SARS-CoV-2, ya que al ser un virus con cubierta li-
poproteica, como el de la influenza y otros corona-
virus, son mucho mas vulnerables a desinfectantes
quimicos que otros virus sin esa propiedad del tipo
de los norovirus. Esto fue inferido por los trabajos
de Maris (1989) y Lai et al. (2020), quienes requi-
rieron soluciones desinfectantes de 20 a 500 veces
mas densas para eliminar virus sin cubierta lipopro-
teica (parvovirus) que las requeridas para matar co-
ronavirus (WHO, 2020b). Es necesario considerar
que las soluciones de hipoclorito deben prepararse
con agua libre de materia organica, debido a que,
después del lavado de frutas y vegetales, quedan
residuos de suelo y material vegetal, reduciendo
la efectividad del NaClO en el agua (Weng et al.,
2016). También el bajo rendimiento del hipoclorito
puede deberse al consumo de éste por las protei-
nas y otros compuestos organicos (p. €j., aminoa-
cidos) presentes, por lo que limitan su disponibi-
lidad para desinfeccion (Hulkower et al., 2011).
Adicionalmente, el cloro al entrar en contacto con
la materia organica en el agua, forma halometanos,
potenciales compuestos carcindgenos (Kingsley et
al., 2014). Por la importancia que los coronavirus
tienen en diversos ambitos, son necesarios mas es-
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both the concentration and the time of contact, in
order to determine if these factors can improve
the virucidal activity of hypochlorite on inanimate
surfaces after treatment.
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