CH KB KA
icontec icontec ‘_,

S0TB SACERESTISH  GRCERSISES

PAGINA

CARTA DE AUTORIZACION

VERSION n VIGENCIA

cODIGO AP-BIB-FO-06

Neiva, Octubre 24 del 2023

Sefiores

CENTRO DE INFORMACION Y DOCUMENTACION
UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA

Ciudad

El (Los) suscrito(s):

Santiago Suaza Ramirez , con C.C. No. 1.144.198.846 ,

, con C.C. No. ,

, con C.C. No. ,

, con C.C. No. ,

Autor(es) de la tesis y/o trabajo de grado titulado__”_Intervalo de tiempo y distancia de exposicién efectiva para
la inactivacion de cepas bacterianas de Escherichia Coli con radiacion UV-C”

presentado y aprobado en el afo 2023 como requisito para optar al titulo de

Fisico ;

Autorizo (amos) al CENTRO DE INFORMACION Y DOCUMENTACION de la Universidad Surcolombiana para
que, con fines académicos, muestre al pais y el exterior la produccion intelectual de la Universidad
Surcolombiana, a través de la visibilidad de su contenido de la siguiente manera:

e Los usuarios puedan consultar el contenido de este trabajo de grado en los sitios web que administra la
Universidad, en bases de datos, repositorio digital, catalogos y en otros sitios web, redes y sistemas de
informacién nacionales e internacionales “open access” y en las redes de informacion con las cuales tenga
convenio la Institucion.

e Permita la consulta, la reproduccion y préstamo a los usuarios interesados en el contenido de este trabajo,
para todos los usos que tengan finalidad académica, ya sea en formato Cd-Rom o digital desde internet,
intranet, etc., y en general para cualquier formato conocido o por conocer, dentro de los términos
establecidos en la Ley 23 de 1982, Ley 44 de 1993, Decision Andina 351 de 1993, Decreto 460 de 1995 y
demas normas generales sobre la materia.

e Contintio conservando los correspondientes derechos sin modificacion o restriccion alguna; puesto que, de
acuerdo con la legislacion colombiana aplicable, el presente es un acuerdo juridico que en ningun caso
conlleva la enajenacion del derecho de autor y sus conexos.

Vigilada Mineducacién
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestion de Calidad. La copia o impresion diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.


http://www.usco.edu.co/

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
GESTION DE BIBLIOTECAS

CARTA DE AUTORIZACION

VERSION n VIGENCIA

SACERESTISH  GRCERSISES

cODIGO AP-BIB-FO-06 PAGINA

De conformidad con lo establecido en el articulo 30 de la Ley 23 de 1982 y el articulo 11 de la Decision Andina
351 de 1993, “Los derechos morales sobre el trabajo son propiedad de los autores” , los cuales son
irrenunciables, imprescriptibles, inembargables e inalienables.

EL AUTOR/ESTUDIANTE: EL AUTOR/ESTUDIANTE:

Firma: Sm YR <ﬂu~ Firma:

EL AUTOR/ESTUDIANTE: EL AUTOR/ESTUDIANTE:

Firma: Firma:

Vigilada Mineducacién
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestion de Calidad. La copia o impresion diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.


http://www.usco.edu.co/

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
GESTION DE BIBLIOTECAS © I © P
. DESCRIPCION DE LA TESIS Y/O TRABAJOS DE GRADO 7
(Tl  Ap-BB-Fo-07 NEEE 1 REEEN 2014 PAGINA [EEY

TiTULO COMPLETO DEL TRABAJO: Intervalo de tiempo y distancia de exposicion efectiva para
la inactivacion de cepas bacterianas de Escherichia Coli con radiaciéon UV-C

AUTOR O AUTORES:

Primero y Segundo Apellido Primero y Segundo Nombre

Suaza Ramirez Santiago

DIRECTOR Y CODIRECTOR TESIS:

Primero y Segundo Apellido Primero y Segundo Nombre

Pedraza Guerrero Gonzalo Edgardo

ASESOR (ES):

Primero y Segundo Apellido Primero y Segundo Nombre

Pedraza Guerrero Gonzalo Edgardo

PARA OPTAR AL TiTULO DE: FISICO
FACULTAD: CIENCIAS EXACTAS Y NARURALES
PROGRAMA O POSGRADO: FISICA

CIUDAD: NEIVA ANO DE PRESENTACION: 2023 NUMERO DE PAGINAS: 51

Vigilada Mineducacion
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a traves del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestion de Calidad. La copia o impresién diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.


http://www.usco.edu.co/

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
GESTION DE BIBLIOTECAS oo Fay
=) | DESCRIPCION DE LA TESIS Y/O TRABAJOS DE GRADO | - == =)
(Tl  Ap-BB-Fo-07 NEEE 1 REEEN 2014

TIPO DE ILUSTRACIONES (Marcar con una X):

Diagramas_X Fotografias X  Grabaciones en discos____llustraciones en general_X Grabados____
Laminas___ Litografias_ Mapas___ Musica impresa___ Planos___ Retratos___  Sin ilustraciones____ Tablas
o Cuadros_X

SOFTWARE requerido y/o especializado para la lectura del documento: NINGUNO

MATERIAL ANEXO: NINGUNO

PREMIO O DISTINCION (En caso de ser LAUREADAS o Meritoria):

PALABRAS CLAVES EN ESPANOL E INGLES:

Espaiiol Inglés Espaiiol Inglés
1. Tiempo __Time 6.
2. _Dosificacién Dosage 7.
3. _Radiacion _ Radiation 8.
4, E.coli E.coli 9.
5. _ Distancia _ Distance 10.

RESUMEN DEL CONTENIDO: (Maximo 250 palabras)

Esta tesis se enfoca en determinar los tiempos y distancias efectivas que permitan una
optimizacion en los métodos de esterilizacion con radiacion UV-C aplicados en diversos
campos de trabajo, este estudio se realizé sobre una cepa de E. coli adquirida con

colaboracion del laboratorio de microbiologia de la facultad de salud de la Universidad

Vigilada Mineducacion
La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a traves del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestion de Calidad. La copia o impresién diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.


http://www.usco.edu.co/

© B © Wt
icontec [l icontec ‘_’
150 1400 150 45001

| —

3ded

UNIVERSIDAD SURCOLOMBIANA
GESTION DE BIBLIOTECAS
DESCRIPCION DE LA TESIS Y/O TRABAJOS DE GRADO
Ar-BiBF0-07 [INEEE 1 EEER 2014

PAGINA

CODIGO |

Surcolombiana a la cual se le realizaron diversos repliques con el fin de sostener la
viabilidad de la bacteria, segun la metodologia de trabajo establecida esta se manejo bajo
una concentracion especifica con el objeto de estandarizar una concentracion inicial y
evaluar su reduccion siendo sometida a diferentes condiciones de tiempos y distancias de
exposicion estableciendo valores criticos de estas dos variables y dosificaciones
necesarias con los cuales se logre una inactivacién eficiente de este tipo de

microorganismos patogenos.

Con el fin de realizar la comprobacion de los calculos tedricos de intensidad de radiacion
UV-C a la que se somete cada muestra se optd por la construccion de un dispositivo,
utilizando un sensor analégico GVA-S12-SD con su respectiva programacion, ademas de
la fabricacion de unas bases en acrilico disefiadas de modo que permitieran la variabilidad
de las distancias de exposicion con el fin de comparar los valores de intensidades
arrojados por el sistema con los obtenidos en los calculos numéricos, para posteriormente

obtener los valores respectivos de dosis.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

This thesis focuses on determining the effective times and distances that allow optimization
of sterilization methods with UV-C radiation applied in various fields of work. This study was
carried out on a strain of E. coli acquired with collaboration from the microbiology
laboratory. attached to the Surcolombiana University to which various replicates were
carried out in order to sustain the viability of the bacteria, according to the established work
methodology, it was managed under a specific concentration in order to standardize an
initial concentration and evaluate its reduction being subjected to different conditions of

exposure times and distances, establishing critical values of these two variables and
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necessary dosages with which efficient inactivation of this type of pathogenic

microorganisms is achieved.

In order to verify the theoretical calculations of the radiation intensity of UV-C to which each
sample is subjected, it was decided to build a device, using an analog GVA-S12-SD sensor
with its respective programming, in addition to the manufacture of bases designed in such a
way as to allow the variability of the exposure distances in order to compare the intensity
values returned by the system with those obtained in the numerical calculations in order to

subsequently obtain the respective dose values.
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RESUMEN

Esta tesis se enfoca en determinar los tiempos y distancias efectivas que permitan una
optimizacion en los métodos de esterilizacion con radiacion UV-C aplicados en diversos
campos de trabajo, este estudio se realizd sobre una cepa de E. coli adquirida con
colaboracion del laboratorio de microbiologia de la facultad de salud de la Universidad
Surcolombiana a la cual se le realizaron diversos repliques con el fin de sostener la viabilidad
de la bacteria, segun la metodologia de trabajo establecida esta se manejo bajo una
concentracion especifica con el objeto de estandarizar una concentracion inicial y evaluar su
reduccion siendo sometida a diferentes condiciones de tiempos y distancias de exposicion
estableciendo valores criticos de estas dos variables y dosificaciones necesarias con los

cuales se logre una inactivacion eficiente de este tipo de microorganismos patogenos.

Con el fin de realizar la comprobacion de los célculos teoricos de intensidad de radiacion
UV-C a la que se somete cada muestra se optd por la construccion de un dispositivo,
utilizando un sensor analdégico GVA-S12-SD con su respectiva programacion, ademas de la
fabricacion de unas bases en acrilico disefiadas de modo que permitieran la variabilidad de
las distancias de exposicion con el fin de comparar los valores de intensidades arrojados por
el sistema con los obtenidos en los calculos numéricos, para posteriormente obtener los

valores respectivos de dosis.

Palabras clave: Tiempo, distancia efectiva, dosificacion, inactivacion, E.coli, radiacion UV-

C.



ABSTRACT

This thesis focuses on determining the effective times and distances that allow optimization
of sterilization methods with UV-C radiation applied in various fields of work. This study
was carried out on a strain of E. coli acquired with collaboration from the microbiology
laboratory. attached to the Surcolombiana University to which various replicates were carried
out in order to sustain the viability of the bacteria, according to the established work
methodology, it was managed under a specific concentration in order to standardize an initial
concentration and evaluate its reduction being subjected to different conditions of exposure
times and distances, establishing critical values of these two variables and necessary dosages

with which efficient inactivation of this type of pathogenic microorganisms is achieved.

In order to verify the theoretical calculations of the radiation intensity of UV-C to which each
sample is subjected, it was decided to build a device, using an analog GVA-S12-SD sensor
with its respective programming, in addition to the manufacture of bases designed in such a
way as to allow the variability of the exposure distances in order to compare the intensity
values returned by the system with those obtained in the numerical calculations in order to

subsequently obtain the respective dose values.

Keywords: Time, effective distance, dosage, inactivation, E.coli, UV-C radiation.
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INTRODUCCION

La presente investigacion es enfocada al método de desinfeccion aplicando radiacion
ultravioleta de onda corta (UV-C) de 254 nm a superficies contaminadas con E. coli, el cual
€s un microorganismo patogeno causante de enfermedades con sintomas diarreicos graves,
presente en diversos ambientes como hospitales, instalaciones de procesamiento de alimentos
y sistemas de agua [1]. Para evitar la propagacion de la E. coli, es necesario un método de
esterilizacion adecuado de superficies y equipos; en este sentido, desde la aparicion de
fuentes de radiacion a base de vapor de gas de mercurio (Hg) en 1901[2], el uso de fuentes
de radiacion UV-C se ha orientado como una técnica emergente para neutralizar diferentes
microorganismos patdgenos como la E. coli en diversos entornos teniendo en cuenta que su
uso es una alternativa mas segura y ecoldgica, puesto que no requiere equipos de seguridad
robustos y no genera residuos toxicos a comparacion de los productos quimicos tradicionales

cuyos residuos tienen un impacto negativo en la naturaleza [3]

Las fuentes UV-C emiten radiacion ultravioleta de onda corta la cual es capaz de neutralizar
la reproduccion de microorganismos debido al efecto que tiene esta radiacion en el ADN.
Varios estudios han demostrado que el uso de fuentes UV-C es efectivo para reducir la carga
bacteriana de E. coli. Sin embargo, es importante optimizar el uso de estas fuentes para

garantizar su maxima efectividad y minimizar el tiempo de funcionamiento no requerido.

La optimizacion del uso de fuentes UV-C incluye la determinacion del tiempo de exposicion
y distancias necesaria para neutralizar la E. coli en superficies, para ello, es preciso
seleccionar la intensidad y dosificacion de radiacion UV-C adecuada. Algunas
investigaciones concluyen que una dosis de radiacion de 10.39 J/cm? en un tiempo de 300
segundos es suficiente para inactivar agentes patdgenos en fluidos, entre estos la E. coli segiin

Acosta, Caro, & Perico 2015 [4].

En la actualidad, se implementa un estricto control global sobre las poblaciones de
microorganismos patogenos debido al riesgo que representa para la salud de los seres

humanos. Cada afio, aproximadamente 600 millones de personas se enferman en todo el



mundo debido a agentes patogenos presentes en los alimentos [5]. Se han documentado los
principales casos asociados con patdgenos alimentarios como E. coli, Staphylococcus aureus,

Salmonella y Listeria.

Se espera que los resultados obtenidos en esta investigacion puedan contribuir al desarrollo
y optimizacion de diversas camaras de radiacion germicida partiendo de la caracterizacion

del tratamiento realizado para la E. coli en este caso.

La cepa de E. coli es sembrada en medios de cultivo solido Agar Mac Conkey con una
concentracion inicial de 10°UFC/ml contenidas en cajas de Petri, determinando
consecuentemente la dosis entregada a cada muestra calculada teéricamente como (D = [ *
t ) en funcién de la distancia y tiempo de exposicion medida experimentalmente por medio
de un dispositivo sensor GUVA-S12SD programado en una placa de Arduino UNO. Se
utilizo una fuente de radiacion UV-C OSRAM PURITEC HNS de 15 W y de 4.9 W en el
espectro de radiacion de 254 nm ubicada dentro de una cabina de flujo laminar vertical marca
JP inglobal la cual ayuda a garantizar que cada muestra irradiada no sea contaminada por
agentes externos; para mantener las colonias y el crecimiento de las muestras se usé una

incubadora THERMO SCIENTIFIC a 37°C durante 24 horas.

La fuente de radiacion presenta una geometria cilindrica, con intensidad de radiacion
equipotencial, de tal forma que cada muestra se puede ubicar en cualquier punto dentro de la
zona bajo de la longitud de la fuente, evitando asi la alteracion de estos valores de radiacién
en puntos fuera de esta zona delimitada, método que fue analizado y comprobado mediante
el dispositivo con el sensor en puntos equidistantes a la fuente segin lo anteriormente

establecido.
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PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Teniendo en cuenta los efectos negativos en la salud y el medio ambiente ocasionados por
los diversos agentes quimicos como el hipoclorito de sodio (NaClO) empleados para la
desinfeccion [4][6], se ha optado como alternativa la aplicacion de fuentes de radiaciéon UV-

C en diferentes medios para la reduccion de microorganismos patdégenos presentes.

Sin embargo debe tener en cuenta que un tiempo de funcionamiento excesivo de la fuente
puede ocasionar un sobreconsumo del sistema y por tanto una reduccion en su tiempo de vida
util el cual segtn el tipo puede oscilar alrededor de 9000 horas [7], ademas de que se debe
tener en cuenta que cada microorganismo patdégeno posee una capacidad de resistencia a
deferentes dosificaciones de radiacion, por tanto, es un aspecto importante el catalogar la
cantidad de radiacion necesaria para inactivar los diferentes tipos de microorganismos
teniendo en cuenta la adaptacion y mutabilidad del patdgeno a tratar el cual en este caso serd

la E. coli .

Este trabajo contribuye a las lineas de investigacion en las cuales hoy se encuentra
incursionando la Universidad Surcolombiana desde el programa de fisica en areas como
biofisica, fisica médica, entre otras, realizando trabajos de investigacion enfocados a la
optimizacion de diversos dispositivos y metodologias implementadas en estas areas. Con el
trabajo realizado se dan los primeros aportes provenientes de la Universidad para contribuir
a una optimizacion en los sistemas de esterilizacion con radiacion UV-C implementados para
la seguridad sanitaria en diversas areas determinando asi condiciones de tiempos, distancias
y dosis efectivas para la neutralizacion de bacterias como La E coli. Trabajos de investigacion
de esta categoria nos ayudan a comprender los efectos de la radiacion sobre la materia y con

esto las bases teoricas de la dosimetria en este caso con radiacion no ionizante como la UV.
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OBJETIVOS GENERAL

Determinar el tiempo minimo y distancias de exposicion efectiva a radiacion UV-C para
inactivar el crecimiento de una cepa bacteriana de Escherichia coli (E. coli) tomando una

fuente con potencia de 4,9 W en el rango de longitud de onda de 254 nm.

Objetivos especificos

1. Elaborar un disefio experimental que permita la variacion de la dosis entregada de
radiacion UV-C.
2. Calcular y comprobar los resultados obtenidos de intensidad de radiacion UV-C.

3. Evaluar la efectividad de la inactivacion de E. coli.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Dosimetria Ultravioleta

El espectro electromagnético se puede clasificar en dos tipos, radiacidon ionizante como la
radiacion Alpha, beta, gamma y rayos x (10~*nm - 10 nm) [9] y no ionizante dentro de la
cual se encuentra la radiaciéon UV que se clasifica en tres tipos segun el rango de longitud de
onda: UV-A (315400 nm), UV-B (280-315 nm), UV-C (200-280 nm) [10]. Las radiaciones
UV con mayor transferencia de energia se encuentran entre la UV-B y UV-C, por tanto, se
debe tener en cuenta que estos se encuentran fuera del espectro de luz visible (400nm-700nm)

[11].

RAYOS COS- RAYOS GAMMA RAYOS-X ULTRAVIOLETA VISIBLE INFRARRQJO
MICOS
RAYOS-X EFECTO GER- QUEMADURAS LUZ NEGRA VISIBLE
MICIDA DE PIEL
100 nm 200 nm 280nm 315 nm 400 nm
2%4 nm I
d >4 =I-" D|< >
UV VACIO uv-c Uv-B Uv-A

Figura 1. Espectro electromagnético (modificado de Snowball y Hornsey, 1988) [12]

La dosificacion se determina como el producto entre la intensidad de radiacion y el tiempo

de exposicion, expresado a continuacion:

D=IXT (D
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D como dosis de irradiacion aplicada (J/cm?) , I como intensidad de irradiacion bajo el area

de emision de luz UV-C (W/cm?) y T como tiempo de exposicion (s).

Si se toma una fuente cilindrica de superficie circular S con simetria axial en Z y de radio r,
Donde S'= 4nr?

=P B
= N gy

de onda r

Q P cilindricos
.

v
-

a) b)

Figura 2. a) Frentes de onda cilindricos para una fuente lineal y geometria de la ley del
inverso [13][14]b) seccidn transversal de los frentes de onda generados conforme el frente

de onda se aleja de la fuente, localmente es un frente de onda plano.

Se tiene entonces que en un area determinada del receptor la intensidad de la radiacion es

inversamente proporcional a la distancia al cuadrado de la fuente (ley del inverso del

cuadrado).

P P (2)
I =—
0 S
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Realizando la relacion entre la intensidad sobre el radio r de la fuente y la intensidad en un

punto a una distancia r’ se tiene:

b= () -

De ec. (3) se puede apreciar un decrecimiento de la intensidad I," en funcion del inverso de

la segunda potencia de r’ con respecto a I, .

Ahora la dosis (D) en un punto del espacio puede expresarse también en términos de energia

entregada por unidad de area y la potencia (P) también puede despejarse de la siguiente

mancra:

Si Dr=1><T=PSLT y Eg, = P X T, entonces:

4

o _PXT _Een (5)
r S, _Sl

Een (6)
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1.2. Antecedentes

La radiacion ultravioleta (UV) fue descubierta en 1801 por el fisico aleman Johann Wilhelm
Ritter. El descubrimiento se basé en su observacion de que existen rayos mas alla del extremo
violeta de los espectros visibles, capaces de oscurecer el papel empapado en cloruro de plata
con mayor rapidez que la luz visible misma. En el afio 1878 los cientificos Arthur Downes y
Thomas P. Blunt hicieron su primera publicacién describiendo el proceso de esterilizacion
de bacterias siendo expuestas a la luz UV-C. En 1903 se otorgo el premio Nobel de medicina
a Niels Finsen por el uso de UV-C para el tratamiento del lupus vulgaris y tuberculosis [15].
En 1922 se destaca la importancia de la aplicacion de UV en Drosophila (Genero de moscas)
en cuanto al reconocimiento y reaccion a esta [16]. En 1928 se encuentra una monografia
donde se expone la relevancia de la UV en la terapéutica [17], todas estas investigaciones
conllevaron al desarrollo de distintos tipos de ldmparas UV las cuales al pasar de los afios se
han modificado Progresivamente. En 1935 se inventa un modelo lampara UV-A utilizando
fosforo en el interior del tubo de vidrio de cuarzo que absorbe la luz visible filtrando solo la
longitud de onda de interés. De 1950 — 1970 tras la Segunda Guerra Mundial con el
desarrollo en investigacion del ADN y su estructura bicatenaria helicoidal se profundizo atin
mas en los efectos del UV-C en células tratando de dar con aspectos clave que ayudarian a
dar una explicacion a su efecto germicida en patégenos como Escherichia coli como
alternativa a métodos de desinfeccion con agentes quimicos [18]. En 1998 se realiza un
estudio sobre aplicacion de radiacion UV-C en piel y musculo de cerdo a distancias entre 10
a 30 cm con el objetivo de inactivar el crecimiento de bacterias como Escherichia coli
(E.coli) y salmonela obteniendo resultados positivos con un mayor porcentaje de efectividad

en piel lisa con reducciones mayores a 3 y 1 unidades logaritmicas respectivamente y a

intensidades de radiacion superiores a 100 H W/sz [19].

En el afio 2013 Dumas Oviedo y colaboradores en su trabajo titulado “Efecto de la exposicion
a la luz ultravioleta UV-C en la viabilidad de especies de E. coli y Salmonella typhimurium”
al irradiar con una fuente UV-C GEWTS5 SYLVANIA con 8 watt de potencia durante tiempos

de 5,10 y 15 min tomando distancias de 5, 10 y 20 cm, obtuvieron una mayor efectividad a
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una distancia de 5 cm y a 15 min con una reduccion de 2.1 a 1.73 unidades logaritmicas para

la E. coli y de 2.18 a 0.8 unidades logaritmicas para la Salmonella typhimurium.[20].

En 2014, Evelin Gutiérrez en su proyecto de tesis “Efecto de la radiacion ultravioleta sobre
el crecimiento de Bacillus sp. Productor de celulasas”, mostro que la exposicion a luz
ultravioleta tuvo un efecto bactericida sobre una poblaciéon de Bacillus sp. Productor de
celulasas; ademds que esta poblacion describe una cinética de muerte en relacion con el

tiempo de exposicion desde los 10s hasta las 60s [21][22].

El trabajo “Efficacy of an automated multi-emitter whole room UV-C disinfection system
against Coronaviruses MHV and MERS-CoV”, encontraron que un tiempo de exposicion
aradiacion UVC de 5 a 30 min dio como resultado cantidades minimas del virus, obteniendo
asi para el MERS-CoV una reduccion porcentual del 99.99% equivalente a 5.9 unidades
logaritmicas de reduccion [22] [23].

En el ano 2018 Santiago Osorio Giraldo en su trabajo de investigacion de tesis
“Implementacion de un sistema de radiacion ultravioleta como germicida en instrumentos de
cocina, para la inactivacion de las bacterias E-coli y Staphylococcus Aureus” realizado en la
Universidad Tecnolégica de Pereira en Colombia encontr6 que la radiacion UV-C posee una
alta eficiencia en el proceso de inactivacion de bacterias de E. coli y Staphylococcus Aureus
manejados a una concentracion de 10° UFC/ml vy aplicando dosis de (8.6, 17.22, 25.83,
34.44, 311.8, 603,6) J/cm? para objetos de entre 10 cm a 30 cm siendo mds que suficiente

una dosis de 8.6 J/cm? para inactivar la mayor cantidad de E.coli [24]

A lo largo del tiempo, los costos en tecnologia se han reducido significativamente
permitiendo asi ampliar la aplicacion de UV-C en los distintos campos de la industria desde
sistemas de potabilizacion de agua residual hasta esterilizacion de torrentes de aire y salas de
alta especialidad como hospitales, siendo asi una estrategia preventiva frente a la pandemia
de Covid-19 vivida a finales del 2019 e inicios del 2020. Esta radiacién genera una reaccioén
fotoquimica irreversible sobre el ADN de la célula o bacteria, donde se forman dimeros de
pirimidina, grupo donde es afectada principalmente la timina alterando asi las helices del
ADN vy los bloques de replicacion destruyendo por la capacidad de replicacion lo que lleva

eventualmente a la muerte celular microbiana [25].
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En el afio 2020 Rossel Bernedo y colaboradores en su investigacion “Radiacion ultravioleta-
¢ para desinfeccion bacteriana (coliformes totales y termo tolerantes) en el tratamiento de
agua potable” encontraron una reduccion total de UFC/100 ml (Unidades Formadoras de
Colonias / ml) al exponer la muestra contaminadas con coliformes como la E. coli luego de
4 segundos. En la actualidad el proceso de desinfeccion con radiacion UV es un método que
esta obteniendo ventaja frente a procesos que implementan agentes quimicos en diversos
medios como la aplicacion de cloro en aguas residuales debido a los organoclorados y la

reglamentacion que se debe tener en cuenta [26].

Las bacterias a pesar de ser fundamentales para el ciclo de la vida e incluso para diversos
procesos en los diferentes campos de la industria que contribuyen al mejoramiento de calidad
de vida del ser humano, representan un riesgo potencial a la salud [27], estos a través de la
historia han sido protagonistas de muchas problematicas en diversos campos como medicina,
industria y comercio donde la contaminacion de aparatos, alimentos y aguas generan diversas

complicaciones.

La aplicacion de la radiacion UV para el proceso de inactivaciéon de bacterias se debe
principalmente a sus efectos mutagénicos y letales los cuales radican en la formacion de
dimeros de timinas adyacentes en la molécula del ADN. Cuando se forman estos dimeros, se
produce una distorsion en la estructura de la cadena de ADN y como resultado, durante el
proceso de replicacion, es posible que se inserten bases incorrectas en la nueva cadena de
ADN, lo que conlleva a una mutaciéon o cambio en el coédigo genético de la misma. Esta
alteracion puede tener como consecuencia la detencion de la sintesis de proteinas o las

alteraciones de la proteina sintetizada de tal manera que pierda su funcionalidad normal [28].

La radiacion UV-C es absorbida por la célula mayormente a una longitud de onda de 254 nm
a tal nivel que genera alteraciones en el ADN como dimeros pirimidina (timina), bloqueando

procesos de reproduccion, alimentacion y crecimiento de diversos microorganismos [25].
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Figura 2. Dimerizacion del ADN, como efecto de la incidencia de la luz UV-C [25][28].

1.3. Fuentes de desinfeccion UV-C

Los sistemas de lamparas UV logran producir la cantidad adecuada de luz ultravioleta, capaz
de inactivar los microorganismos patogenos del medio a tratar. En general, las lamparas
ultravioletas consisten en un tipo de alambre metalico que genera un arco voltaico el cual
excita e ioniza los atomos del vapor de mercurio (Hg), esto hace que se caliente y aumente
la presion dentro del tubo y emita asi fotones en el espectro UV de 254 nm aproximadamente
para la esterilizacion, sin embargo la luz en esa longitud de onda corta no puede pasar a través
del vidrio tipico, por lo que el cuerpo principal de la lampara estd formado de cuarzo debido
al tipo de estructura, geometria y dimensiones que forman los enlaces atomicos en su
composicion, de manera que la radiacion con esa longitud de onda pueda traspasar el material
[29]. Estas fuentes se clasifican en tres tipos alta, media y baja presion de las cuales las
fuentes de mercurio a baja presion operan a una temperatura de 40 °C y dentro de un rango
de presion que varia entre 100 y 1000 Pascales. Sus lineas espectrales son distintivas y bien
definidas. Ademas, el 85% de la luz emitida por estas fuentes consiste en radiacion
ultravioleta con una longitud de onda de 253,7 nm, que se considera altamente eficiente para

la inactivacion de microorganismos [24]
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COMPONENTES DE LA LAMPARA

VAPOR DE MERCURIO CUBIERTA DE CUARZO
Y ARGON /
ELECTRODO DE ELECTRODO DE
TUNGSTENO TUNGSTENO
DISENO DE LA BALASTRA
ELECTROMAGNETICO ELECTRONICO
INDUCTOR
. — g S}
LINEA LINEA
120v 120V
60 Hz CAPACITADOR 60Hz
- - - S
LAMPARA LAMPARA
RECTIFICADOR INVERTIDOR
AC A DC DC A AC

Figura 4. Componentes de una fuente UV-C de mercurio [24].

Los microorganismos absorben con mayor eficiencia la radiacion en el espectro UV-C
cercanos a los 254 nm emitidos por estas lamparas de mercurio como se muestra en la

siguiente imagen:
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Figura 5. Efectividad germicida de longitudes de onda ultravioleta comparando lamparas

UV a presion baja y media con la efectividad germicida para Escherichia coli [30].
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2. METODOLOGIA

2.1. Preparacion de muestras

Con el fin de determinar los tiempos, distancias y dosis efectivas para la inactivacion de
bacterias y asi evaluar la eficiencia de métodos de esterilizacién con radiacion UV-C se

establecid una metodologia de trabajo aplicada como se explica a continuacion.

Haciendo uso de una cepa de E. coli donada por el laboratorio de microbiologia de la facultad
de salud de la Universidad Surcolombiana de Neiva, se realizaron todos los procedimientos
haciendo uso de los espacios y materiales del laboratorio de la facultad de Ciencias Exactas
y Naturales de la sede central en el cual se realizé la preparacion de un inoculo madre donde
se efectud un raspado superficial y dilucién en 2 ml de agua peptonada homogeneizado

durante 30 segundos en un Vortex, como lo muestra la figura 6:

Figura 6. Raspado superficial de Cepa de E. coli y diluciéon en agua peptonada

Posteriormente, del inoculo madre se tomd 1 ml con una pipeta para realizar diluciones
seriadas desde 10~! hasta 107 7en tubos de ensayo con 9 ml de agua peptonada

homogeneizando cada dilucion en el vortex.
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Figura 7. Dilucion seriada

De cada dilucion realizada se tomd 0.1 ml para sembrarlos en cajas de Petri con medios de
cultivo solido Agar Mac Conkey previamente preparados, esta siembra se esparcid sobre
cada superficie de manera homogénea haciendo uso de asas con punta de pala,
posteriormente se dejaron en la incubadora durante 24 horas junto a una muestra de control
negativo para garantizar la no contaminacion de los agares durante la preparacion, todo el
proceso se realizd bajo método de triplicado. Los tubos de ensayo con las diluciones se
dejaron en una nevera a 5° centigrados con el objetivo de inhibir el crecimiento poblacional

de los microorganismos.

Figura 8. Empaquetamiento del triplicado de siembra de diluciones seriadas y control

negativo en cajas de Petri.
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Posterior a las 24 horas se realizé el conteo de colonias promedio de los triplicados de manera
directa en el contador de colonias para establecer la concentracion ideal a trabajar siguiendo

la siguiente ecuacion:

UFC , 1 (7)
= # De colonias * (Volumen sembrado)

Figura 9. Conteo de colonias de las diluciones sembradas en agar MacConkey.

Se procedié a reducir su concentracion a una cantidad aproximada de 10° UFC/ml ,
concentracion manejada en estudios referentes como el de Giraldo, S. O. (2018) en su
investigacion de tesis de grado realizada en la universidad de Pereira [24], aplicando una

formula de proporcion de la siguiente manera:

VixC =V, (G
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Donde V; es el volumen de la solucion seleccionada la cual se debe vertié en V, que es el
volumen de caldo nutritivo que se desea preparar para pasar de una concentracion C; a C, =

10% UFC /ml. (Figura 9), posteriormente se dejé en la incubadora a 37°

Figura 10. Dilucion de 0.3 ml de inoculo con E. coli en 24.7 ml de caldo nutritivo

En periodos de 1 hora se realizd la medicion de absorbancia de la dilucion en el
espectrofotometro donde se establecio la fase de crecimiento en la que se encontraban los
microorganismos (Figura 10y 11), a las muestras ingresadas de 20 ul en el espectrofotometro
se les hace incidir un haz de luz a una longitud de onda determinada donde al incrementar la
turbiedad de la dilucion se va a obtener valores cada vez mayores de absorbancia que es la
cantidad de luz que no logra traspasar el medio, al obtener un valor de absorbancia igual a

0.2 se inicio la siembra de 0.1 ml de este en cajas de Petri para iniciar el tratamiento.

Figura 11. Microplaca de 96 pozos con muestras  Figura 12. Espectro fotometro Epoch
de 20 pl de caldo nutritivo inoculadas
y con muestras de control negativo
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2.2. Tratamiento con radiacion UV-C

Para el tratamiento de las muestras con la fuente de radiacion UV-C marca OSRAM HNS
de 15 w y potencia de radiacion en el espectro de 4.9 w ubicada dentro de la cabina de
flujo laminar vertical JP inglobal, se establecieron diferentes intervalos de tiempo de
exposicion a irradiacion de 30, 60, 120, 180,300,600 y 900 segundos y se construyeron
tres bases en acrilico de tal manera que se permitieran ubicar las muestras a diferentes
distancias de la fuente a 0.6,0.5,0.3,0.2 y 0.1 metros siempre dentro de la de longitud
horizontal de la fuente donde la intensidad de radiaciébn presenta caracteristicas
equipotenciales, adicional a esto para cada ensayo se tomo en cuenta una muestra de
control positivo (con inoculo) y otra de control negativo (sin inoculo) las cuales no

tuvieron exposicion a radiacion.

Figura 13. Radiacion de muestras en cdmara de flujo laminar vertical JP inglobal a
distancias fuente — muestra de 0.1, 0.2 y 0.3 metros.
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Figura 14. Radiacion de muestras en camara de flujo laminar vertical JP inglobal a
distancias fuente — muestra de 0.5 y 0.6 metros.

Posterior al tratamiento se almacenaron las muestras tratadas junto con las muestras de
control positivo y negativo dentro de la incubadora durante 24 h para realizar
posteriormente el conteo en placa sobre el contador de colonias para la toma de datos,

todo bajo método de triplicado.

Figura 15. Muestras ubicadas en incubadora a 37°C
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Figura 16. Conteo de colonias

2.3. Construccion de sensor UV

La iniciativa de la construccion del sensor UV partié desde el obstaculo que representa
el elevado costo de estos en el mercado y el requerimiento durante la investigacion de
contrastar valores de intensidad de radiacion y dosis calculados tedéricamente con las
respectivas ecuaciones y formulas de la fisica Optica (ver en glosario de ecuaciones)
frente a los datos obtenidos de manera experimental, por tanto para la construccion del
sistema se optd por un sensor analdégico GUVA-S12SD programado en un
microcontrolador Arduino UNO el cual maneja un lenguaje de programacion basado en
C++, ademas se adiciono un protocolo 12C y un display LCD 16X2 para la representacion

de los datos obtenidos por el sensor como es el indice e intensidad de radiacion.

Figura 17. Disefio de montaje para la implementacion del sensor GUVA-S12SD con un
microcontrolador Arduino UNO
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Para que el dispositivo muestre valores de indice de radiacion se debe realizar la conversion

de los datos obtenidos analdgicamente por el fotodiodo (sensorValue=AnalogRead) al voltaje

de salida (SensorVoltaje), calculando el promedio de estos al dividir entre 1023 y

multiplicando por 5v que es el voltaje inverso manejado por el sensor posteriormente se

calcula el indice UV dividiendo el voltaje de salida por 0.1. para realizar la conversion de

indice UV a intensidad de radiacion se multiplica el indice por un factor de proporcionalidad

de 2.78, dicho factor es otorgado por la red nacional de medicion UV de la Universidad

Santiago de Chile donde para cada unidad medida de indice UV le corresponde 2.78

w
M/ 21311
Indice |Potencia Tiempo de exposicién (sin proteccién)
(uW/em?) Minutos

Piel Tipo I |Piel Tipo II |Piel Tipo III | Piel Tipo IV

Piel Tipo V

Piel Tipo VI

835 30-60 50— 80 60 - 100 90— 120 120 - 180 180 - 300
1.1 22-45 37-60 45-73 67— 90 90 - 135 135 -225
13.92 18 - 36 30-48 36 —-60 54 -T2 72 -110 110 - 180

Tabla 1. Tiempo de exposicion a radiacion ultravioleta segun el tipo de piel.

11 305 3-16 14-22 16 -27 25-33 33-50 50-82
12 333 75-15 12-20 14-25 22-30 30-45 45-75
13 36.1 T—14 11-18 13-23 21-28 27-41 41-70
14 389 65-13 11-17 12-21 20-26 26 —40 40— 64
15 41,7 6—12 10-16 12-20 18-24 24 -36 36 - 60

las lineas de programacion requeridas seran entonces:

sensorValue

sensorVoltage

iuvvalue = sensorVoltage/0.1;
intensidadValue

analogRead(Al);

sensorValue / 1823 * 5.8 ;

= iuvValue * 2.78;
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El valor de indice de radiacion tuvo relevancia en el momento de la calibracion del sensor,
puesto que fue necesario contrastar los datos medidos frente a los datos presentados por The
Weather Channel [32] que es una cadena estadounidense de pronosticos del tiempo dentro
de los cuales una informacion proporcionada por esta cadena es el indice de radiacion UV en

la regién local de Neiva.

Los detalles de hoy

< Viento SSE 10 KM/H
& Humedad 33%
& Condensacion 16°
£ Presion 1T 1012.2mb
% indice UV 11 EXTREMO
2. Amanecer 6:00a.m.
. Puestadelsol 6:15p. m.

Figura 18. Valor de indice UV en la region proporcionado por la aplicacion de The
Weather Channel

Figura 19. Indice UV medido por el sensor GVA-S12SD en Neiva con cielo despejado a
las 12:00 m.
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3. RESULTADOS

En la tabla 2 se expresan los datos de absorbancia de dos muestras de caldo nutritivo medidos
en el espectrofotometro Epoch, una inoculada con E. coli y otra sin inoculo en intervalos de
tiempo T de 1 h lo cual se traduce al grafico 1 que representa la curva de crecimiento de

material bioldgico en el caldo nutritivo con inoculo.

T(h) Absorbancia Ab.sorbancia

(E. coli) (sin E. coli)
0 0,107 0,107
1 0,107 0,106
2 0,114 0,114
3 0,114 0,107
4 0,127 0,11
5 0,137 0,11
6 0,19 0,114
7 0,208 0,114
8 0,25 0,114
9 0,308 0,115
10 0,355 0,115

Tabla 2. Valores de absorbancia de muestras de caldo nutritivo con y sin presencia de E.
coli en intervalos de 1 hora

CURVA DE CRECIMIENTO E. COLI

0,4
o 0.35 y = 0’079860,1423x
S o3 R?=0,9741 o.-"
U?Jo' 0,25 o ® Absorbancia
‘S 02 o ¢ (E. coli)
% o1s | e ® Absorbancia
o 0l e ® .
B 01 PO NN TR TR P Y @ - @eee @9 (E COI')
o
'2 0,05

0

0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (H)

Grafico 1. Curva de crecimiento de E. coli.



30

Se comprueba la informacion otorgada de potencia de la fuente UV-C equivalente a 4,9 w en
el espectro de 254 nm segun la ficha técnica graficando la intensidad de radiacion medida
por el dispositivo sensor GUVA-S12SD en funcion del inverso del area segtn la distancia

fuente muestra (segun ec. 2) como se muestra en la tabla 3 y en el grafico 3.

AN(-1) Intensidad (I)
8,0 39
2,0 10
0,9 3,8
0,3 2
0,2 1,09

Tabla 3. Intensidad de radiacion I medido por el sensor en funcion del inverso al area.

Intensidad de radiacion Vs inverso del area

w oW A A
S ¢ o un
o

= NN
v O un

N
o
@

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0

Intensidad de radiacion (w/m~2)

Inverso del area (m”"-2)

Grifico 2. Intensidad de Radiacion medido por el sensor GUVA-S12SD en funcion del

inverso al area segun el radio fuente muestra.



31

En la tabla 4 se representa la comparacion de los valores de intensidad de radiacion I,
calculados con los valores de intensidad de radiacion I medidos con el sensor GUVA-S12-

SD a cada distancia R.

Distancias (m) | I, (W/m?) | I4(W/m?)
0,1 39 39
0,2 9,7 10
0,3 4,3 3,8
0,5 1,6 P
0,6 1,1 1,09

Tabla 4. Intensidad de radiacion UV-C, I, calculado teéricamente e I medido por el
sensor

En el grafico 2 se sintetiza los valores de la tabla 2 obteniendo un ajuste R a la curva con su

respectiva funcion potencial.

Valores de Intesidad de Radiacion Teorica y Experimental
medido por el sensor

45
40
35
30
25
20

y = 0,4345x1938
R?=0,9994

@® Experimental

Intensidad (w/m”2)

15 Teorica

10 ‘9.
T e [P Potencial
| AAMALLTPPR Py (Experimental)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Distancia (m)

Grifico 3. Valores de Intensidad de Radiacioén Teoérica y Experimental medido por el

sensor GUVA-S12SD.
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En las tablas 5,6,7,8 y 9 se expresan los datos de intensidad de radiaciéon a cada distancia R
y dosis entregada al triplicado de las muestras en cada intervalo de tiempo T, junto con el
promedio de UFC crecidas bajo cada condicién cuantificadas de manera directa en el

contador de colonias a una concentracion de 10°UFC/ml ademés de su estandarizacion

logaritmica.
T R=0,1m
INTENSIDAD DOSIS UFC
(Seg) (W/mA2) (1/mn2) (10n6/mi) | ‘08 UFC/ml
30 1169,8 1,20E+08 8,1
60 2339,6 1,10E+07 7,0
120 4679,2 2,00E+06 6,3
180 39,0 7018,7 0,00E+00 -
300 11697,9 0,00E+00 -
600 23395,8 0,00E+00 -
900 35093,7 0,00E+00 -

Tabla 5. Disminucién de UFC a un R=0,1 m en funcion del tiempo de exposicion al

tratamiento
T R=0,2m
INTENSIDAD DOSIS UFC
(See) (W/mA2) | (3/mA2) | (1016/ml) Log UFC /ml
30 292,4 1,36E+08 8,1
60 584,9 2,70E+07 7,4
120 1169,8 1,50E+07 7,2
180 9,7 1754,7 2,00E+06 6,3
300 2924,5 0,00E+00 -
600 5848,9 0,00E+00 -
900 8773,4 0,00E+00 -

Tabla 6. Disminucion de UFC a un R=0,2 m en funcién del tiempo de exposicion al

tratamiento




R=0,3m

.

(seg) INTENSIDAD DOSIS UFC
(W/mA2) (1/mA2) (10n6/ml) | 08 UFC/ml

30 130,0 1,40E+08 81

60 260,0 8,00E+07 79
120 519,9 3,00E+07 75
180 4,3 779,9 2,20E+07 73
300 1299,8 1,00E+06 6.0
600 2599,5 0,00E+00 _
900 3899,3 0,00E+00 _

Tabla 7. Disminucién de UFC a un R=0,3 m en funcidn del tiempo de exposicion al

tratamiento
T R=0,5m
(Seg) IN(.I\-,S;I:,IADZI;D (JD/?ns,g) 1 Ofgfml) Log UFC /ml
30 46,8 1,75E+08 8,2
60 93,6 8,00E+07 7.9
120 187,2 4,20E+07 76
180 1,6 280,7 2,00E+07 73
300 467,9 1,70E+07 7.2
600 935,8 1,00E+06 6,0
900 1403,7 0 -

Tabla 8. Disminucién de UFC a un R=0,5 m en funcidn del tiempo de exposicion al

tratamiento

33
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: R=0,6 m

(Seg) "\'JAE,?;',\"Z’?D (?/?:152) " oi’:/cml) Log UFC /ml
30 32,5 2,00E+08 8,3
60 65,0 1,19E+08 8,1

120 130,0 7,60E+07 7.9

180 1,1 195,0 2,80E+07 7.4

300 324,9 2,00E+07 73

600 649,9 1,00E+06 6,0

900 974,8 0,00E+00 -

Tabla 9. Disminucién de UFC a un R=0,6 m en funcién del tiempo de exposicion al
tratamiento

En el grafico 3 se expresa la reduccion de UFC en funcion del tiempo donde cada recta

representa el comportamiento de las muestras a cada distancia R.

Log UFC/mI Vs Tiempo

Lo
5

y =-0,0039x + 8,3325

te®e. R?=0,9823

0o

o
o
(

@
E 7,5 : ....... . y:_0,0036x+8’1564
-.".'... ... 2 _
D 70 ¢ R R”=0,9614 ® R=0,6m
L R0
D 6,5 -.. -.-'.':..:::::.. ,
QD '_. "”“"h R=0’3m
O :,.".
— o0 R=0,2m
y =-0,0076x + 8,4232 o R0
3,5 R2=0,9601 =0,
5,0
0 100 200 300 400 500 600 700

Tiempo (seg)

Griéfico 4. Disminucion de unidades logaritmicas de UFC en funcioén al tiempo de
exposicion al tratamiento.
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En el grafico 4 se expresa la reduccion de UFC en funcion de la dosis donde cada recta

representa el comportamiento de las muestras a cada distancia R.

Log UFC/ml Vs Dosis

8,5
s
o °
8,0 Y R ®R=0,6m
& - T
75 e g
E o y =-0,0005x + 8,4494 ®R=0,5m
<, o e R? = 0,9202
u o R N U
5 .......... R=0,3m
D s | i e peegozer |
] . L@
6.0 > e y = —0,9018X +8,4232 R=0,2 m
R*=0,9601
y =-0,0036x + 8,3325
5,5 R2=0.9823 y =-0,0023x + 8,1564 ®R=0,1m
R2=/0,9614
5,0
0,0 1000,0 2000,0 3000,0 4000,0 5000,0
Dosis (J/m~2)

Grafico 5. Disminucion de unidades logaritmicas de UFC en funcion a la dosis de

radiacion entregada

En la figura 20 se muestra la matriz obtenida con los resultados del tratamiento
incrementando los tiempos de radiacion de izquierda a derecha y disminuyendo las distancias
fuente-muestra de abajo hacia arriba, donde se observa la disminucién de colonias a

comparacion de la fila inferior las cuales pertenecen a las muestras control.



Figura 20. Matriz fotografica obtenida con las muestras expuestas al tratamiento.

R(m) e 60 180 300 600 900
0.1 11 0 0 0 0
0.2 27 3 0 0 0
03 80 22 1 0 0
0.6 90 28 20 1 1
Control 1080 960 940 892 900

Tabla 10. Cuantificacion de colonias obtenidas en la matriz fotografica de las muestras
expuestas al tratamiento con radiacion UV-C.
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Analisis de resultados

Para la preparacion del cultivo de E. coli se registraron los valores de absorbancia por hora
del inoculo (Grafico 1) diluido en caldo nutritivo (linea azul) y de un caldo nutritivo sin

inoculo (linea naranja) en el espectrofotometro Epoch el cual dio como resultado los datos

0,1423t

representados con ajuste a la funcion exponencial 0,0798e en la cual se puede

apreciar que esta presenta un factor de 0,1423 con la variable de tiempo independiente para
un intervalo de tiempo de entre 6 a 8 horas que tiene el comienzo de la fase exponencial de
crecimiento con valor indice de absorbancia aproximado a 0,2; siendo este el valor adecuado
para iniciar el tratamiento evitando asi una posible alteracion de resultados debido a factores
ajenos al tratamiento como: poca cantidad de microorganismos o debilidad de estos en la fase
estacionaria y fase de muerte. Se observa que para el caldo nutritivo sin inoculo (linea
naranja) la absorbancia no incrementa debido a que no tiene presencia de microorganismos,
estos son factores que ayudan a garantizar que las sustancias no han sido contaminadas con

agentes externos durante el proceso.

Se puede observar en el grafico 2 qué al graficar la intensidad de radiacion en funcion del
inverso del area, se tiene una grafica con ajuste a una funcion lineal en la cual se observa una
pendiente equivalente a la potencia de 4.9w correspondiente a la fuente en la longitud de

onda de 254 nm.

Se puede observar del grafico 3 que los datos de intensidad radiacion UV-C medidos por el
sistema con el sensor GVA-S12-SD para cada distancia R de la fuente frente a los valores
calculados tedricamente (ver en anexos) no difieren en gran cantidad puesto que los valores
puntuales tedricos y experimentales se encuentran superpuestos dando como resultado una
relacion inversamente proporcional entre la intensidad de radiacion y la distancia de la fuente
a la que se posiciona el sensor como se expresa en la funcion la cual tiene un coeficiente de

correlacion de 0.9994 = 1 que se traduce en un ajuste 6ptimo para la aplicacion del sistema.

En el grafico 4 se puede observar el comportamiento a escala logaritmica de la lectura de las
muestras sometidas al tratamiento con radiacion UV-C, en la cual se puede apreciar el
decaimiento de las unidades logaritmicas promedio para cada distancia R en funcién del

tiempo; donde 6 unidades logaritmicas se traducen en una sola colonia debido a la
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concentracion de 106 UFC /ml del inoculo que se trabajé durante la preparacion del material
bioldgico basado en trabajos previamente consultados [25], estos decaimientos presentan
ajustes las funciones lineales con origen aproximado a 8 unidades logaritmicas y con
pendientes negativas que representan la rapidez de decaimiento de Log UFC/ml en funcioén
del tiempo de exposicion. Se observa en el grafico 4, que a menor distancia fuente-muestra
se logra una inactivacion de E. coli en menor tiempo, dando como resultado que para cada
distancia R se tiene un intervalo de tiempo de exposicion efectivo de inactivacion para E. coli

de la siguiente manera:

Para R=0.1m un T > 120 seg.

Para R=0.2m un T > 180 seg.

Para R=0.3m un T > 300 seg.

Para R=0.5m y R=0.6 m un T > 600 seg.

Se logra observar en el grafico 5 que al disminuir la distancia R de la fuente, la dosis
entregada aumenta debido a que la dosis se obtiene del producto entre la intensidad de
radiacion y el tiempo de exposicion (ver ecuacion 1 en marco tedrico) y la intensidad de
radiacion es inversamente proporcional la distancia (ver ecuacidon 2 en marco teorico). Se
observa entonces que la intensidad crece de manera potencial con respecto a la disminucion
de la distancia y por tanto los valores de dosis incrementaran al disminuir R. Los datos
representados muestran un ajuste a funciones lineales, con pendientes negativas que
representan la rapidez de decaimiento en funcion de la dosis entregada, obteniendo una
reduccion promedio de 8 a 6 unidades logaritmicas. Se aprecia entonces que la dosis efectiva

para la inactivacion de E. coli en cada distancia R respectivamente es:
Para R=0.1 m un D > 4679.2 J/m? equivalente a 0.468 J/cm?
Para R=0.2 m un D > 1754.7 J/m? equivalente a 0.175 J/cm?
Para R=0.3 m un D > 1299.8 J/m? equivalentea 0.129 J/cm?

Para R=0.5 mun D> 935.8 J/m? equivalentea 0.0936 J/cm?
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Para R=0.6 mun D > 649.9 J/m? equivalente a 0.065 J/cm?

Al efectuar el tratamiento a las muestras se obtiene como resultado en fisico segin el
ordenamiento de las muestras la “matriz” mostrada en la figura 20 donde se observa el efecto
de inactivacion de la radiacion UV-C sobre las muestras al incrementar los tiempos (de
izquierda a derecha) y disminuir distancias fuente-muestra (de abajo hacia arriba), tomando
como referencia las muestras de control positivo en la fila inferior a las cuales no se
expusieron al tratamiento. En la tabla 8 se expresa la cuantificacion de las colonias
producidas en las muestras de la “matriz” (figura 20), en esta se observa una diagonal donde
el nimero de colonias se reduce significativamente a medida que las distancias se disminuyen
y los tiempos de exposicion aumentan, los resultados sintetizados en esta tabla ayudan a

relacionar tiempos de exposicion minimos efectivos para cada distancia R.
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Conclusiones

En este trabajo de investigacion se comprobd que es posible la inactivacion de E.coli
aplicando radiacién UV-C con una fuente de marca OSRAM HNS 15 W G13, logrando una
reduccion de mas de dos unidades logaritmicas de UFC como se puede ver en los graficos 4
y 5 en los cuales al aumentar los tiempos de exposicion y dosis de radiacion entregada
manteniendo las distancias R fuente-muestra constantes se presenta un decaimiento rapido,
en comparacion de las muestras de control positivo las cuales no se expusieron a radiacion,

quienes presentan una alta concentracion de UFC como se observa en la tabla 10.

Se comprobd que la fuente posee una potencia constante de 4.9 w asociada al espectro de
longitud onda de 254 nm, con la cual se da el efecto de inactivacion; la comprobacion de la
potencia de la fuente se realiz6 mediante el dispositivo fabricado al expresar la intensidad de
radiacién medida en funcion del inverso del area correspondiente a la distancia R fuente-
muestra, ademdas de la validacion de los valores de intensidades de radiacién y dosis
calculados de manera teodrica con los datos arrojados por el dispositivo durante la practica
experimental, concluyendo que la confiabilidad del dispositivo se encuentra dentro del rango

aceptable segun las mediciones sintetizadas en la tabla 4 y Grafico 3.

En el momento de realizar la exposicion de las muestras con £ coli se tiene un rango de
tiempos de exposicion entre 180 seg a 600 seg y distancias efectivas entre 0.2 m a 0.6 m
donde se entregaron dosis a cada muestra entre 0.175 J/cm? a 0.065 J/cm? respectivamente,
lo cual corresponde a magnitudes de dosis mucho menores a lo documentado por Osorio [24],
en su trabajo de investigacion donde entrego una dosis minima de 8.6 J/cm? con distancias
fuente - muestra entre 0.1 m a 0.3 m, siendo esta dosis mas que suficiente para lograr una
inactivacion de la mayor cantidad de E.coli. Se concluye asi que el trabajo realizado conlleva
a una mejor aproximacion de las dosis minimas requeridas para lograr una inactivacion de
E.coli. Con esta cuantificacion de tiempos, distancias de exposicion efectivas y dosis se logra
tener un punto de referencia para futuros proyectos donde se desee aplicar y optimizar este
método con el fin de esterilizar superficies donde se tenga presencia potencial de E. coli
evitando consumos energéticos que caigan fuera del rango necesario durante la dosificacion

a este tipo de microorganismos patdogenos.
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ANEXOS

Preparacion de medios de cultivo

Para el estudio microbiologico se escogid los siguientes elementos proporcionados por el
laboratorio de microbiologia de la universidad Surcolombiana teniendo los siguientes

calculos para la correcta preparacion.

Figura 21. Caldo nutritivo

Para su preparacion se tuvo en cuenta las instrucciones definidas en la etiqueta del embace,
siendo necesarios 8gr de caldo nutritivo por cada litro de agua destilada para la solucion total
que se desea preparar, por tanto, se realizaron los siguientes calculos si se desea preparar 24.7

ml de solucion:

8 gr - 1000 ml

x - 24.7ml

_8gr+24.7ml
1000 ml

=0.19 gr
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Se pesaron por tanto 0.19 gr de caldo nutritivo en polvo para ser disueltos en 24.7 ml de agua
destilada y posteriormente esta solucion se ingres6 en la autoclave para eliminar cualquier

posible contaminacién biologica.

Figura 22. Agar MacConkey

Para su preparacion se tuvo en cuenta las instrucciones definidas en la etiqueta del embace,
siendo necesarios 50gr de Agar macConkey por cada litro de agua destilada para la solucion
total que se desea preparar, se tuvo en cuenta que para la realizacion de la metodologia del
tratamiento se debid preparar 7 muestras a un total de 7 intervalos de tiempo de exposicion
mas 7 muestras que se sembraron en las diluciones seriadas manejado por todo triplicado
para un total de 168 muestras en cajas de Petri de 25 ml cada una, por tanto se realizaron los

siguientes calculos:

(7+74+7)+3 =168
168 « 25 ml = 4200 ml

Entonces:
50 gr - 1000 ml

x - 4200 ml

_ 50 gr «4200ml
X =T 1000ml

=210 gr
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Se disolvieron entonces 210 gr de Agar MacConkey en 4200 ml de agua destilada para 168
muestras en cajas de Petri de 25 ml lo cual posteriormente a la preparacion total se ingreséd

en la autoclave para eliminar cualquier posible contaminacion bioldgica.

Figura 23. Agua peptonada

Para su preparacion se tuvo en cuenta las instrucciones definidas en la etiqueta del embace,
siendo necesarios 25.5 gr de agua peptonada por cada litro de agua destilada para la solucion
total que se desea preparar, por tanto se realizaron los siguientes calculos para preparar 8
tubos de ensayo con 9 ml cada uno mas 2 ml que se uso en la solucion del rapado de la cepa

donada inicialmente segun la metodologia:

(8 x9ml) + 2ml = 74 ml H,0 peptonada

Entonces:

25.5gr - 1000 ml
x - 74 ml

_255grx74ml _ 188
T T 1000mr . o0 IT
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Se disolvieron entonces 1.88 gr de agua peptonada en 74 ml de agua destilada para las
diluciones respectivas, lo cual posteriormente a la preparacion total se ingreso en la autoclave

para eliminar la mayor cantidad de contaminacion biolégica.

PROGRAMACION DEL DISPOSITIVO

LiquidCrystal I2C 1lcd(©x27,20,4); // si no te sale con esta
direccion puedes usar (0x3f,16,2) || (ox27,16,2) |]|(@x20,16,2)
float sensorVoltage;

float sensorValue;

float iuvValue;

float intensidadValue;

void setup() {
pinMode(Al, OUTPUT);
lcd.init();
lcd.backlight();
//lcd.clear();
//lcd.setCursor(0,0);
// lcd.print("Iniciando...");
//lcd.setCursor (0,1);
//lcd.print();

}
void loop() {

lcd.clear();
sensorValue = analogRead(Al);
sensorVoltage = sensorValue / 1023 * 5.0 ;

iuvValue = sensorVoltage/0.1;
intensidadValue = iuvValue * 2.78;

lcd.setCursor(9, 9);
lcd.print("IUV= ");
lcd.setCursor(5, 9);
lcd.print(iuvvalue);
lcd.setCursor(o, 1);
lcd.print("I= ");
lcd.setCursor(3, 1);
//lcd.print(intensidadValue); // Establecer funcion para calcular
intensidad de radiacion
lcd.print(sensorValue);
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lcd.setCursor(8, 1);
lcd.print("v=");
lcd.setCursor(11, 1);
lcd.print(sensorVoltage); // Establecer funcion para calcular
intensidad de radiacion
//lcd.print(" sensor voltage = ");
//lcd.print(sensorVoltage);
//lcd.println("Vv");
delay(5000);}

CALCULOS

Calculo de porcentaje de error del dispositivo sensor GUVA-S12-SD comparado con la

lectura proporcionada por The Weather Channel en la medicion de indice UV en la region.

Indlcgr[_Jr\éepr\;)vpeoarfrlj(:;ado Indice UV medido por
p GUVA-S12-SD
Channel
11 10.03

Tabla 11. Comparacion de datos de indice UV.

Calculos teoricos de intensidad de radiacion segun las distancias especificados en la

metodologia:
Si = > entonces:
4R
ParaR=0.1 m ParaR=0.2 m
49w - 2 4.9w _ 2
T 4m(01m)? 39w/m T 4m02m)? 9.74w/m

LU= @, 43
1= 16.860= 8,85

Figura 24. Medicion de sensor a 0.1 m Figura 25. Medicion de sensor a 0.2 m
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ParaR=0.3m ParaR=0.5m
_ 49w _ 2 _ 49w ~ 2
= amamz - +3 w/m I'= osmz ~ 16 w/m

FRVEYRRVYEPY

ILU= @, 16
1= 2,88 U=

Figura 26. Medicion de sensor a 0.3 m Figura 27. Medicién de sensor a 0.5 m

Para R=0.6 m
__aow 2 U= B39
47(0.6m)?2 L1w/m ¢ FI=1.89 U= 8,84 ‘ '

Figura 28. Medicion de sensor a 0.6 m

Datos de concentracion de las siembras de las diluciones seriadas y método de reduccion de

concentracion:
# Colonias |# Colonias |# Colonias
Dilucién |1 2 3 PROMEDIO
107-1 NC NC NC NC
107-2 NC NC NC NC
107-3 NC NC NC NC
10n-4 NC NC NC NC
107-5 840 810 830 826,67
107-6 104 103 101 102,67
10n-7 13 10 14 12,33

Tabla 12. Conteo de colonias en las siembras de las diluciones seriadas.
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Como en cada caja de Petri se siembra 0.1 ml de las diluciones entonces se agrega un factor
de 1071 por tanto el nimero de UFC promedio de la diluciéon 10~> segiin la ecuacién (7)

puede verse como:
826.67 UFC *10°* 10 ml~!=8.26* 108 UFC/ml

Como la concentracion es muy elevada y en cada diluciéon la concentracién es
aproximadamente igual entonces se procedié a reducirla a 10° aproximadamente usando un
método de proporcion de la siguiente manera para realizar la preparacion en un volumen de

25 ml de caldo nutritivo:
V1 * C1 = Vz * Cz
Despejando:

y. o 25ml 10°
17826+ 108

Sin embargo, como al momento de realizar la siembra se deben senbrar 0.1 ml de la nueva

dilucion entonces se agrega un factor de 10 de la siguiente manera:

y. o 25ml 10° « 10
17 8.26+ 108

Ahora
25ml—0.3ml = 24.7ml

Por tanto, para preparar 25 ml de la nueva dilucién a una concentracién de 10® UFC/ml se
deben extraer 0.3 ml de la diluciéon 105 en este caso a una preparacion de 24.7 ml de

caldo nutritivo.



