Unllasalllsta* EdlforlaI%/ﬁ

Lasallista

Corporacion Universitaria

Revista Lasallista

-de Investigacion-

Articulo original / Original article / Artigo original

Efecto bactericida de la luz UV-C y ozono sobre Escherichia
coli utilizando metodologia de superficie de respuestas’

Oscar Martinez, Ariel Miranda®, Alex Rios-Moreno*

Resumen

Introduccion: la radiacion ultravioleta
(UV-C) y el ozono (0,) se han convertido en
una alternativa reconocida y cada vez mas
utilizada frente a los desinfectantes quimicos,
especialmente para el tratamiento del agua
potable, residual e industrial de diferentes
caracteristicas. Actualmente, los sistemas de
desinfeccion con UV se pueden adaptar para
una gran variedad de usos. Objetivos: en el
presente trabajo de investigacion se evalud
la optimizacidon de las variables (tiempo,
distancia y ozono), sobre el crecimiento de
colonias de Escherichia coli. Materiales y
métodos: para realizar la investigacién se
utilizaron ldmparas UV-C y generadoras de
ozono, con 254 nm de longitud de onda y 25
watts de potencia. Se prepararon un total

de 56 placas con medio nutritivo, se utilizo
el método por estrias para la siembra de la
bacteria. Estas fueron expuestas en diferentes
tiemposydistancias aradiacion UV-Cy ozono.
Los experimentos se desarrollaron mediante
un diseno central compuesto, aplicando las
combinaciones proporcionadas por el software
estadistico Minitab 19, se analizaron segin un
disenode superficie de respuesta. Elrecuento
bacteriano se efectud después de 48 horas.
Resultados: los resultados muestran que
el modelo matematico que se obtuvo con el
diseno del experimento es significativamente
aceptable con un R? (ajustado) de 70,84 %,
es aceptado cuando se experimenta con
organismos vivos. Conclusion: las figuras de
Pareto del analisis de varianza del modelo
sugieren que elfactor distancia es significativo,
con un 95 % de confianza para obtener una
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minima contaminacidn; mientras que elozono
en este diseno no parece ser significativo en
la exposicidn directa a la luz UV-C.

Palabras clave: 4acidos nucleicos,
contaminacion; dano genético, Escherichia
coli, radiacion, superficie de respuestas.

Bactericidal effect of UV -C
light and ozone on Escherichia
coliusing response surface
methodology

Abstract

Introduction. Ultraviolet light (UV-C)
and Ozone (0,) are well established and
increasingly popularalternatives to chemical
products for disinfecting of drinking water,
wastewater, and industrial water of varying
qualities. A wide range of applications can
now be accommodated by UV disinfection
systems. Objective. This study evaluated the
optimization of variables (time, distance, and
ozone) onthe growth of Escherichia colicolonies
was evaluated. Materials and methods. To
carry out the study, UV-C lamps and ozone
generators were used, with a wavelength of
254 nm and a power of 25 watts. A total of 56
plates with nutrient medium were prepared,
and the bacteriawere planted using the striae

method. All plates were exposed at different
times and distances, to UV-C radiation and
ozone. The experiments were developed using
a central compound design and applying
the combinations provided by the Minitab
19 statistical software. Data were analyzed
according to the response surface design.
The bacterial count was evaluated after 48
hours and was carried out by the surface
areamethod. Results. The results show that
the model obtained with the experimental
design is significantly acceptable with an
R? (adjusted) of 70.84 %, when working with
living organisms. Conclusions. The Pareto
graphs of the analysis of variance suggest that
the distance factor is significant with UV-C
radiation; with a 95 % confidence interval to
obtain a minimum contamination, while the
ozone design does notappearto be significant
indirect UV-C light exposure.

Keywords: Escherichia coli, genetic
damage, nucleic acids, pollution, radiation,
response surface.

Efeito bactericida da luz
UV-C e ozonio em Escherichia
coliusando metodologia de
superficie de resposta

Resumo

Introducao: a luz ultravioleta (UV-C) e o
ozonio (0,) sdo uma alternativa estabelecida
e cada vez mais popular ao uso de produtos
quimicos para a desinfeccao de agua potavel,
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aguasresiduais e aguas industriais de varias
qualidades. Os sistemas de desinfeccao por
UV podem ser projetados para uma ampla
gama de aplicacoes atualmente. Objetivo:
o presente trabalho de pesquisa, avaliou a
otimizacao das variaveis tempo, distancia
e 0zonio, sobre o crescimento de coldnias
da bactéria Escherichia coli. Materiais e
meétodos: para realizar a pesquisa foram
utilizadas lampadas de 0zonio UV-C, com 25
watts de poténcia e comprimento de onda de
254 nm. Foram preparadas 56 placas com
meio de cultivo, onde foi utilizado 0 método

Efecto bactericida de la luz UV-C'y ozono sobre Escherichia coli utilizando metodologia de
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por estrias paraa semeadura das bactérias.
Estes foram expostos, em diferentes
momentos e distancias, a radiacao UV-Ce o
ozonio. Os experimentos foram desenvolvidos
em um desenho central composto,
aplicando as combinacdes sugeridas pelo
software estatistico Minitab 19, onde foram
analisados segundo o desenho da superficie
de resposta. A recontagem de bactérias foi
realizada depois de 48 horas. Resultados:
Os resultados mostraram que o desenho
matematico que se obteve com o desenho
experimental, é significativamente aceitavel

comum R%ajustado de 70.84 %, o qual é aceito
em experimentos com organismos vivos.
Conclusoes: as figuras de Pareto rferentes
ao modelo de analise de variancia sugerem
que o fator de distancia é significativo, comum
intervalo de confianca de 95 % para se obter
uma contaminacao minima. Enquanto que
com o ozdnio, este desenho nao parece ser
significativo na exposicao direta da luz UV-C.

Palavras-chave: &cidos nucléicos,
contaminacao; danos genéticos, Escherichia
coli, radiacao, respostas de superficie.

Introduccion

Laluzultravioleta (UV]yelOzono (0,) se han
convertido en una alternativa reconocidayen
creciente popularidad en comparacién con el
uso de productos quimicos para desinfectar
agua potable, aguas residuales y aguas
industriales (Gorito etal., 2021). Siempre que
se tenga en cuenta la calidad del agua que se
desea desinfectary los objetivos especificos
de desinfeccion, es posible disefar sistemas
de desinfeccién UV para una amplia variedad
de aplicaciones.

Lairradiacion germicida ultravioleta (IGUV)
es un tipo de radiacion electromagnética
que altera los acidos nucleicos de
los microorganismos, impidiéndoles
reproducirse. Las longitudes de onda en el
rango UV-C son particularmente perjudiciales
para las células, ya que los acidos nucleicos
absorben esta radiacion (Roy, 2017). La
eficacia germicida de la UV-C varia segun
la longitud de onda y cada microbio o virus
al que se dirige tiene una respuesta Unica
descrita por suespectrode accion germicida
(Blatchleyetal., 2023). Aunque los principios
y detalles de la desinfeccion mediante luz
ultravioleta estan bien comprendidos, lo
que ha permitido desarrollar sistemas de
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desinfeccion efectivos, la comprension
exacta de como la luz ultravioleta afecta a
los microorganismos a nivel molecular sigue
siendo un tema de estudio.

La mayoria de las naciones utilizan ozono,
un potente producto oxidante (Rowen, 2019).
Se hizo famoso en las ultimas décadas,
principalmente debido a su gran actividad
oxidativa, que lo caracteriza como un
agente potencialmente biocida para actuar
sobre bacterias, hongos, virus y helmintos
(Chuajedtonetal.,2017). Laaccion principal del
ozono sobre los microorganismos ocurreen la
pared celular como resultado de la oxidacidn
de glicopéptidos, glicoproteinasyaminoacidos
gue cambian la permeabilidad y provocan su
rapida lisis (Chuajedtonetal., 2017). Alingresar
alacélula, elozonosecombinaconsustancias
que promueven la oxidacion de aminoacidos
citoplasmaticos y acidos nucleicos, lo que
provoca la escisionyla muerte celular (Padma
Ishwarya et al., 2022).

La oxidacidn e inactivacidon de bacterias
por el ozono suele ser rapida, alcanzando
diferentes constituyentes celulares de manera
inespecifica. Puede actuar sobre las bases
purinicasy pirimidinicas de los cidos nucleicos
de Escherichia coli (Brodowska y Smigielski,

Efecto bactericida de la luz UV-C'y ozono sobre Escherichia coli utilizando metodologia de
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2015). Sin embargo, la sensibilidad de las
bacteriasalozonodepende de ciertos factores,
como la etapa de crecimiento y la célula,
concentracion, tipos de microorganismos,
medios de cultivo, temperatura, tiempo de
exposicidén y concentracion de ozono, entre
otros (Chuajedton et al., 2017). La practica de
desinfeccion de microorganismos mediante
luz ultravioleta (UV] y Ozono (0,) es de uso
comun en superficies de entornos de oficina,
hogares, laboratorios, sector industrial,
industria alimentaria, hospitales, entre otros,
apesardeellonoexiste unaclaridad en cuanto
a dosis que se debe aplicar.

Por otro lado, los procesos de optimizacion
por superficie de respuestas arrojan como
resultado, la generacion de una ecuacion de
regresion, que se emplea pararepresentarla
relacion entre larespuestaylos componentes
de los modelos matematicos. Esta ecuacion
de regresion actla como unarepresentacion
algebraica de la recta de regresion, la cual
generalmente se expresa de la siguiente
manera:

Y= b0+ b1X1

Cuando la ecuacion incluye mas de un
término, adopta la forma:

Y = bg + byxq + boxp + (..) + byxi

A través de una expresion de regresion, Y
denotalavariable dependiente, b representala
constante o el punto de interseccion, mientras
que by representa el coeficiente que calcula
el término lineal, también conocido como la
pendiente de larecta, mientras que x; senala el
valor deltérmino correspondiente (Mohamed
etal., 2016).

En este trabajo de investigacion se
implementé un método de optimizacion para
evaluar la eficaciade la luz ultravioleta (UV-C)y
lapresenciade Ozono [03], sobre lainactivacion

del crecimiento de E. coli.
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Materiales y métodos

Recoleccion de muestras

Se empled el crecimiento de E. coli como
indicador para evaluar los efectos de los
tratamientos de radiacion de UV-C. Las
muestras de E. coli fueron facilitadas en
el centro de analisis microbioldgicos de la
FCNyE de la UNACHI. Para determinar el
microorganismo bacteriano, se procedid a su
aislamiento mediante técnicas bioquimicasy
latincion de Gram.

Preparacion de los medios de cultivos

Para la siembra de la bacteria de interés
se empled agar nutritivo. La bacteria E. colise
sembro en los platos Petrimediante la técnica
de estrias (rayado). La conservacion de las
cepas bacterianas se realizd con resiembras
entubos con caldoyagar nutritivosinclinado.

Equipo utilizado

Se utilizaron l@mparas Black Magic de
luz UV-C (luz ultravioleta de onda corta) (G6
Wellness) con una longitud de 254 nmy potencia
de 25wattsyldmparas generadoras de ozono
(0,) conuna concentracién de 500 mg/h ~ 8,33
mg/min. Se utilizé un sistema (caja) donde
se colocaron los platos Petri con los medios
de cultivo para realizar los tratamientos. Se
utilizé un calibrador vernier para medir la
zona de crecimiento bacteriano y una cinta
métrica para determinar las distancias a la
cual se colocé la fuente de luz de la muestra.
Tambiénse calculé laintensidad de laluz UV-C
mediante un medidor de luz UV-C (Santacary
Technology Co., Ltd, China).

Tratamientos con luz UV-C

Losdistintos tratamientos se establecieron
mediante un diseno central compuesto,
utilizando el software Minitab 19. El software

Efecto bactericida de la luz UV-C'y ozono sobre Escherichia coli utilizando metodologia de
superficie de respuestas
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estadistico se configurd con los valores
maximos y minimos de los factores a
evaluar (tiempo, distancia y presencia de
ozono). Una vez determinados esos valores,
se siguio la matriz experimental con las
diferentes combinaciones de las variables
experimentales (Tabla 1).

Diseio experimental

El disefo experimental consistid en un
modelo de compuesto central de superficie
de respuestas con 56 ensayos alos cuales se
les aplicd un tiempo minimo de 5 minutos y
maximo de 30 minutos de exposicion de UV-C
y UV-C+0,; en la distancia se emplearon 16
cm como minimoy 26 cm como maximo. Se
realizaron dos réplicas por cada tratamiento.
Se utilizé el método de comportamiento
del crecimiento bacteriano, frente a la luz
ultravioleta (UV-C) y el ozono (0,), cuya
concentracion fue de 500 mg/h. Se empled
el tiempo, distancia y la presencia de ozono
[03] como factores en las pruebas realizadas,
con un diseno de superficie de respuesta.
Ademas de la generacidon de combinaciones
devariables, mediante el software estadistico
Minitab 19.

Tabla 1.

Supervivenciay recuento bacteriano

Para determinar el crecimiento de la
bacteria E. coli, se realizé por medio del método
de dreaen lasuperficiede agarenelplatode
Petri (crecimiento promedio en mm?) (Malik
et al., 2019). La observacion del efecto en el
crecimiento se llevo a cabo después de 48
horas de haberse realizado el tratamiento.

Analisis estadistico

Con el fin de determinar los factores y
el tipo de modelo del experimento que son
significativos (p<0,05], se llevd a cabo el
analisis de superficie de respuesta, dentro del
cual se realizé el analisis de ANOVA (analisis
de varianza). Los factores que presentaron
mayor significancia (p< 0,05) en el disefio del
experimento sevalidaron mediante las graficas
de Pareto. Ademas, se determinod el coeficiente
de determinacion R?y R? ajustado para saber
el porcentaje de cambio de la variable de
respuesta (area de contaminacién en mm?),y
por ultimo se aplicd la desviacion estandar (o) a
la optimizacion de la respuesta. Estos analisis
serealizaron utilizando el software estadistico
Minitab 19 y Microsoft Excel.

Matriz experimental para tabular los datos cuantificados del crecimiento de E. coli

Orden Orden Tipo Tlemqo.t!e Distancia AreadeC.
. Bloques exposicion Ozono N
Est corrida Pt . (cm) mm*2
(min)
10 1 1 1 5 26 No 91,75
13 2 0 1 17,5 21 No 9,67
5 3 0 1 17,5 21 Si 66
11 4 1 1 30 26 No 25,75
6 5 0 1 17,5 21 Si 42
2 6 1 1 30 16 Si 0
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Orden Ordfen Tipo Blogues :)i((::r:s?izi?)‘:\ Distancia 0zono Area dAe C.

Est corrida Pt (min) (cm) mm*2
4 7 1 1 30 26 Si 0

9 8 1 1 30 16 No 54
12 9 0 1 17,5 21 No 44,25
7 10 0 1 17,5 21 Si 0
14 11 0 1 17,5 21 No 10
3 12 1 1 S 26 Si 34,25
8 13 1 1 5 16 No 41

1 14 1 1 5 16 Si 0
27 15 0 2 17,5 21 No 17
25 16 -1 2 17,5 28,07 No 0
19 17 0 2 17,5 21 Si 0
23 18 -1 2 35,17 21 No 46,67
22 19 -1 2 0* 0* No 188,5
16 20 -1 2 35,17 21 Si 17,33
18 21 -1 2 17,5 28,07 Si 49,5
21 22 0 2 17,5 21 Si 49,8
24 23 -1 2 17,5 13,92 No 55
26 24 0 2 17,5 21 No 0
20 25 0 2 17,5 21 Si 66,7
28 26 0 2 17,5 21 No 31,29
17 27 -1 2 17,5 13,92 Si 40
15 28 -1 2 0* 0* No 190,5
32 29 1 3 30 26 Si 29
37 30 1 3 30 16 No 54,25
30 31 1 3 30 16 Si 0
33 32 0 3 17,5 21 Si 28,6
29 33 1 3 5 16 Si 58,5
36 34 1 3 5 16 No 24
39 35 1 3 30 26 No 5,95
31 36 1 3 5 26 Si 49,75
38 37 1 3 5 26 No 36,2

4
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Orden Ordfen Tipo Blogues :)i((:)r::izigﬁ Distancia 0zono Area dAe C.
Est corrida Pt (min) (cm) mm*2
41 38 0 3 17,5 21 No 0
40 39 0 3 17,5 21 No 16
35 40 0 3 17,5 21 Si 21
34 41 0 3 17,5 21 Si 30
42 42 0 3 17,5 21 No 49,6
55 43 0 4 17,5 21 No 31
51 L -1 4 35,17 21 No 12
50 45 -1 4 0* 0* Si 198,5
47 46 0 4 17,5 21 Si 58,67
45 47 -1 4 17,5 13,92 Si 24
53 48 -1 4 17,5 28,07 No 43,17
49 49 0 4 17,5 21 Si 83
46 50 -1 4 17,5 28,07 Si 18,75
52 51 -1 4 17,5 13,92 No 74
43 52 -1 4 0* 0* Si 185
54 53 0 4 17,5 21 No 41,33
L 54 -1 4 35,17 21 Si 26,33
48 55 0 4 17,5 21 Si 98
56 56 0 4 17,5 21 No 19

Nota. Elaborada por los autores. *No se aplicé al tratamiento UV-C y ozono.

Resultados medida que aumenta eltiempo de exposicion,
disminuye el niUmero de bacterias y en las
combinaciones de tiempo y distancia, 17,5
a 30 minutos con 16y 21 cm, de la muestra
conrespecto a la fuente de luz, no se observa
crecimiento de microorganismos bacteriano
(figura 1).

Los hallazgos indican que existe una
relacioninversaen cuantoalasupervivenciade
las bacterias frente a el tiempo de exposicion a
laradiacion ultravioleta, la cualtiene un efecto
letal sobre los microorganismos (tabla 1). A
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Figura1.

Ensayos aplicando UV-C y UV-C +0,, controly los tratamientos 6, 10, 16, 24 y 38 donde hay evidencia de
crecimiento de E. coli.

Nota. Elaborada por los autores

Tabla 2.

Codificacién de los términos (factores) utilizados en el disefio del experimento Anélisis de varianza (ANOVA)

Término Coef. Coef. ValorT Valorp FIV
Constante 27,68 4,59 6,04 0,000
Bloques

1 -4,34 6,21 -0,70 0,488 1,62
2 -3,70 6,43 -0,50 0,568 1,73
3 -5,47 6,21 -0,88 0,383 1,62
Tiempo de E. (min) -11,41 6,16 -1,85 0,071 1,81
Distancia [cm) -2,36 4,47 -0,53 0,601 2,92
Ozono
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Si 2,53 3,56 0,71 0,481 1,07
Tiempo de E. (min)*Tiempo de E. (min) 3,90 6,47 0,60 0,550 1.84
Distancia (cm)*Distancia (cm) 7,58 2,54 2,99 0,00 10,6
Tiempo de E.[min)*(Distancia (cm) -2,29 5,91 -0,39 0,700 7,55
Tiempo de E. [(min)*0zono Si -4,06 5,06 -0,80 0,427 1,22
Distancia [cm)*0zono Si 3,79 2,98 1,27 0,209 1,36

Nota. Elaborada por los autores.

El modelo obtenido con el diseno del
experimento es significativamente aceptable,
muy bueno cuando se moldean organismos
vivos. En este caso el valor de R? (ajustado]
esde 70,84 %, esto indica que elcambioen la
variable dependiente puede seratribuidoauna
variable independiente que ha sido evaluada.
Estosignifica que el resultado del analisis del
diseno de experimento que obtendremos es de
naturaleza altamente predictiva.

En la tabla 2 se sefnala la codificacion
obtenida para los diferentes factores utilizados
enelanalisis de superficie de respuesta. Para
evaluar si el modelo es capaz de explicar la
variacionen larespuesta, se comparoé el valor

Tabla 3.

Analisis de varianza del disefio del experimento

p del modelo con el nivel de significancia
establecido para probar la hipotesis nula.
En general, un nivel de significancia de 0,05
(también representado como a) es adecuado.
Este nivelde significancia sugiere unriesgodel
5% deerroral concluir que el modelo explica
la variacion en la respuesta.

Los valores que se obtuvieron a través del
analisisdevarianza nosindican que elmodelo
matematico obtenido es significativo (p<0,05),
validando asi la metodologia empleada.
De igual forma, la distancia en su forma
cuadratica es significativa (p<0,05), mientras
que eltiempo no es significativo (p>0,05), pero
muestra influencia en el disefo (Tabla 3).

GL SCAjust. MC.Ajust ValorF ValorP
Fuente
Modelo " 96468  8769,80 13,15 0,000
Bloques 3 2955 984,80 1,48 0.234
Lineal 3 2804 934,50 1,40 0,255
Tiempo de exposicion (min) 1 2286 2286.0 3,43 0,071
Distancia [cm) 1 185 185,40 0,28 0,601
Ozono 1 337 337,40 0,51 0,481
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Cuadrado 2 7912 3955,90 5,93 0,005
Tiempo de exposicion (min)* Tiempo de 1 243 242,60 0,36 0,550
exposicion [min) Distancialcm)*Distancia (cm) 1 5962  5962,30 8,94 0,005
Interaccion de dos factores 3 1256 418,70 0,63 0.601
Tiempo de exposicion (min)*Distancia (cm) 1 101 100,50 0,15 0,700
Tiempo de exposicién (min)*0zono 1 429 428,80 0,64 0,427
Distancia (cm)*0zono 1 1083  1082,60 1,62 0,209
Error 4t 29350 667,10

Falta de ajuste 26 20974 806,70 1,73 0,115
Error puro 18 8377 465,40

Total 55 125818

Nota. Elaborada por los autores.

Graficas de Pareto no es estadisticamente significativo(p<0,05).

Sinembargo, alconsiderarse en la ecuacion, se

La grafica de Pareto presenta que el observa que este factor tiene unaimportante

factor distancia de forma cuadratica es influenciaenelmodelocon 95 % de confianza
significativa (p>0,05), y que el factor tiempo  [figura2).
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Figura 2.

Diagrama de Pareto donde se muestran los factores involucrados y su efecto en el tratamiento

Nota. Elaborada por los autores.

Graficas de superficies UV-C, lacontaminacién bacteriana desciende

lentamente. Porel contrario, se observaenel

La graficade superficie sefialaque cuando ~ caso del factor distancia hay una caida mas

no hay presenciade ozono,yeltiempoesOen  pronunciada, lo que sugiere un mayor efecto

el tratamiento, el area de contaminacién se  porelcontactodirecto conlaluz UV-Cque por
incrementa. Amedida queseaplicalaradiacion ~ eltiempo deirradiacién (figura 3).
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Figura 3.

Grafica de superficie que muestra los tratamientos aplicando luz UV - C

Nota. Elaborada por los autores.

En el caso en el que se aplica ozono, se  Comprobacion del modelo experimental

observa que el tratamiento 6ptimo para

inactivar bacterias es de 30 minutos, a 16 cm Teniendo en cuentalavariablede respuesta,

de distancia, aplicando una dosis de 117 pJ/ el programa estadistico Minitab 19 determina

cm?, pues se obtuvo 0 mm? del crecimiento  una ecuacién para cada condicién en cuanto

bacteriano (figura 4). a la presencia o ausencia del factor ozono.
Para ajustar el modelo del experimento, se
utilizaron dos ecuaciones con las cuales se
obtuvieron las condiciones dptimas y sus
resultados que fueron comprobados y se
evidencian en la tabla 4.
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Figura 4.

Gréfica de superficie aplicando luz UV-C + ozono (03) a los tratamientos.

Nota. Elaborada por los autores.

Tabla 4.

Optimizacion de repuesta: Area de contaminacion [mm?)

Tiempo de

. L Distancia AreadeC.mm? Deseabilidad
Solucion exposicion Ozono .
. (cm) Ajuste compuesta
(min)
1 31,26 23,82 No 19,29 0,90

Prediccion de respuesta multiple

Variable cor:lf?;?l:::ién

Tiempo de exposicién (min) 31,26

Distancia (cm) 23,81

Ozono No

Respuesta Ajuste E.E de ajuste ICde 95 % IP de 95 %

Areade C. mm? 19,30 10,40 (-1,6;40,2) (-36,8; 75,4)
' Nota. Elaborada por los autores
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Ecuacion 1:

0ZONO SI: Area de C.[mm)"2=173,8-1,34
TiempodeE.(min)-11,81 Distancia (cm]+0,0250

Ecuacion 2:

0ZONO NO: Area de C.[mm]~2= 189,2-

Tabla 5.

Datos calculados en la optimizacidn de respuesta

El dato cuantificado de la desviacién
estandar indica que se dispersa 2,4 mm?
alrededor de la media (16,2 mm?), lo que
expone una dispersion menor, mientras que
elvalorcalculado del coeficiente de variacion
(14,81 %), indica que la media es representativa
y presenta homogeneidad, asimismo se
muestran los datos que resultaron de la prueba
de optimizacién (comprobacién) (tabla 5).

Valor objetivo . Desviacion Coeficiente de
Valor real Valor promedio . ..,
(esperado) estandar variacion
2,4 _
19,3 mm? 13,8mm? 18,6 mm? 16,2 mm? 2.4 160 = 0148 x

100 =14,81 %

Nota. Elabora

Discusion

Los resultados cualitativos indicaron una
disminucidn considerable en la cantidad de
células cultivables de E. coli en superficies
ricas en nutrientes expuestas a tratamientos
con irradiacion de luz ultravioleta (UV-CJ. Se
logré una disminucion gradual de las células
bacterianasviables dentrode un minutode la
exposicionaUV-C para la cepa, como lo revela
la disminucion gradual en la densidad de las
colonias que comprenden las rayas después
de la incubacidén. Luego de tres minutos de
exposicion continuaa UV-C, no se observaron
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colonias de E. coli visibles. Después de cinco
minutos, no se encontraron colonias visibles
a lo largo de los rastros de rayas en el area
expuesta, su crecimiento se vio severamente
afectadodurante eltiempo de tratamiento. La
incubacidonde 24 hensuperficies de agarricas
ennutrientesaunatemperaturade crecimiento
optima (37 °C) proporciond una condicion
ideal para que ocurriera la reactivacion post-
UV-C de cualquier célula dafada (Wu, 2008,
citado por Chen et al., 2020), sin embargo;
no se observo reactivacion después de cinco
minutos de exposicional UV-C (11,88 mJ/cm?)
sugiriendo que es una dosis adecuada para el
tratamiento de desinfeccidn de E. coli.
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Es evidente que la distancia de la muestra
con el cultivo de bacterias a la fuente de luz
incrementa la dosis de radiacion, teniendo asi
mayor efecto de la atenuacién de crecimiento
bacteriano, a mayor longitud luz ultravioleta,
elincremento de las poblaciones de bacterias
aumenta. Esto concuerda con lo observado por
Byrns et al. (2021) quien sefala que el efecto
de la radiacion UV-C es mayor mientras mas
cerca se encuentra la muestra a la ldmpara.

Enunestudiorealizado por La Rosa-Najera
et al. (2023), no encontraron diferencias
significativas entre los tiempos estudiados,
sin embargo, es evidente que los segundos
de exposicidon a luz UV-C son determinantes
en elincremento del efecto de inhibicion del
crecimiento bacteriano, la duracion de la
exposicion es un factor clave en la viabilidad
de los microorganismos tras ser expuestos
a laluz UV-C segun estudios que confirman
que la duracién y dosis de la radiacion son
esenciales para una inactivacion efectiva
(Rozanska et al., 2023). La conexion entre la
duracion y la intensidad de la radiacion es
el aspecto mas importante a considerar al
disenar ldmparas UV (Delorme et al., 2020).
En nuestro trabajo no resulta determinante
el factor tiempo, puede deberse a las que
lasvariaciones en lainactivacidn bacteriana
se dan en segundos de exposiciony en este
experimento se utilizaron las unidades de
minutos para aplicar la dosis de radiacion.

Por otra parte, como observamos en
nuestros resultados, se evidencié un efecto
significativo con el factor distancia, esto
concuerda con la investigacién de La Rosa-
Najera et al. (2023) quienes constataron
diferencias significativas en las distancias
analizadas (p=0,05), lo que podria atribuirse
alainteraccionentre ladistanciay la potencia
de laldmpara. En cambio, JeonyHaetal. (2018)
concluyeron que, al utilizar una distancia de
8 pies (243,840 cm) y una ldmpara con una
potencia de 40 watts, se logra una reduccién
de cuatro unidades logaritmicas a una

/4

-Revista Lasallista de Investigacion-

Vol. 21 No. 2/ julio-diciembre-2024

concentracion de 1x108 ufc/ml. Ademas, con
unadistancia promedioy ldmparas similares
a las utilizadas en este estudio, se obtuvo
una reduccion de la tasa de crecimiento de
E. colide 1,1y 1,2 log ufc/g (Lee et al., 2021).
Los resultados muestran que cuando nos
alejamos de la fuente de luz, la zona de
infeccion aumenta, cuando nos acercamos
a la fuente de luz, disminuye (Song et al.,
1987). El tratamiento 6ptimo para nuestra
investigacion fue de 17,5 minutos, 21 cmy
28,07 cm de distancia, con dosis de radiacion
de 38,85 pJ/cm?y 93,6 pJ/cm?se obtuvo 0 mm?
de la medicion del crecimiento de la bacteria,
lo que nos indica que cuanto mas cerca se
encuentrala muestra conrespectoa lafuente
luminosa UV-C, aumenta la dosis de radiacion
y se observa una mejor eficaciaen lareduccién
de la contaminacion por parte de la bacteria.

En un estudio de Pihen et al. (2023),
diferentes dosis de radiacion UV-C en
unidades de J/cm2 se aplicaron a muestras
de instrumentos de cocina. Las dosis
elegidas para la construccion de la camara
de radiacion germicida fueron (34, 44, 311.8,
603.6) J/cm?,ya que son suficientemente altas
para asegurar una adecuada inactivacion
de las bacterias E. coli. No obstante, la
camara se diseno para permitir el uso de
dosis mayores, con el fin de asegurar una
eficaz inactivacion de microorganismos
que son mas resistentes a la luz UV-C,
proporcionando asi una mayor confianza al
usuario. A pesar de ser que la investigacion
se realizo en superficies distintas, las dosis
utilizadas en nuestro trabajo para inactivar
E. coli se encuentran dentro de los rangos
citados. Ademas, la capacidad de emision
UV-C parareducirelnimero de bacterias es
confirmada por varios autores (Martinez de
Alba et al., 2021; Rézanska et al., 2004). La
ventaja de esta técnica se basa en la habilidad
de la radiacién UV-C para provocar danos
de diversas intensidades en el ADN celular,
lo que impacta la viabilidad de las células
microbianas (Setlowy Christie, 2023).
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La luz UV-C demostrd ser efectiva en la
inactivacion de ascoésporos de los hongos
Aspergillus fischeriy Paecilomyces fulvus en
jugode manzanaclarificado. Se lograron hasta
5,7 reducciones logaritmicas paraA. fischeriy
4,2 reducciones logaritmicas para P. niveus en
untiempo de exposicidn de hasta 10 minutos,
usando la mayor irradiancia de 36 W/m?
(Menezes, 2020). Se han realizado mdltiples
experimentos en los que las herramientas
quirdrgicas se contaminaron y expusieron
a concentraciones variables de bacterias y
luego se expusieron a laradiacion ultravioleta
(Kodoth y Jones, 2015). Esto se hizo para
determinar la efectividad de la esterilizacion
UV. Con base en los datos recopilados, los
investigadores dedujeron que la esterilizacion
UV es eficaz para matar muchas cepas de
bacterias enun periodo corto de tiempo. Esto
hace que la esterilizacion UV sea ideal para
implementar en procedimientos quirdrgicos.
Se hanrealizado experimentos que prueban
los efectos de dosis especificas de radiacion
ultravioleta en la supervivencia de E. coli
(Shibai et al., 2017). Los investigadores
demostraron que la exposicion a los rayos
UV redujo la cantidad de UFC (Unidades
formadoras de colonias) y que la dosis de
UV necesaria para reducir la cantidad de
UFC aumenta exponencialmente a medida
que aumentan las longitudes de onda. Estos
hallazgos, a saber, que los rayos UV reducen
el nimero de UFC de E. coli, respaldan los
resultados de nuestro estudio.

La aplicacidén directa de ozono no resultd
enimportantesreducciones en los recuentos
de E. coli, posiblemente por las condiciones de
ensayo no permitieron determinar su eficacia
enelcontrol de este patégeno, adiferenciade
laluz UV-C, que mostro tener gran efectividad
en ladisminucidn de las UFC de E. coli. Segun
los resultados de nuestra investigacidn, el
uso de modelos de superficie de respuestas
para determinar las dosis adecuadas, a fin
de esterilizar superficies, se podrian utilizar
con la finalidad de lograr la inactivacién de
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otros microorganismos patégenos comovirus,
hongos y otras especies de bacterias, sobre
diferentes sustratos organicos e inorganicos,
alcomplementarse con la presenciade ozono
podria permitir mejorar su efectividad sobre
sustratosirregulares.

Conclusiones

Se comprobd que la luz ultravioleta tipo
C tiene mayor eficacia para la inactivacion
de microorganismos patdgenos (bacterias),
en comparacion con la luz generadora de
ozono (0,), presenté baja eficacia. Se observé
una relacion entre el tiempo y distancia de
exposicion. Amedida que disminuye ladistancia
de la muestra a la fuente de luz, también lo
hacia la inactivacion de la bacteria, lo que
demuestra laimportancia del factordistancia
y el efecto que aporta el tiempo de exposicion
para lograr una mayor reduccion de area
de contaminacion. Los parametros optimos
para lograr desinfectar y esterilizar agentes
patégenos se determind mediante el ANOVA
(analisis de varianza), dando como resultado
17,5 minutosy 21 cm de exposicion cuando se
utilizaluzUV-C; por otra parte, alemplearluz
UV-C + Ozono (0,), se dedujo lo siguiente (30
minutos, 16,0 cm de exposicion). En el disefo
delexperimento mediante el analisis (ANOVA),
se evidencio que los factores determinantes
son la distancia y el tiempo de exposicion,
siendo la distancia el factor significativo
(p<0,05) en el modelo cuadratico; el tiempo
no es significativo, pero tiene influenciaen los
tratamientos (p>0,550).
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