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Evaluacién de la luz ultravioleta (UVA, UVB y UVC) como agente
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Chalmers- ATCC' - 25922

Diego Samir Melo-Solarte', Jhon Fredy Betancur Pérez’, William Narviez-Solarte’

Resumen

Objetivo: Evaluar la eficacia bactericida de tres tipos de luz ultravioleta segtin su longitud de
onda: UVA (315 nm - 400 nm), UVB (280 nm - 315 nm) y UVC (200 nm - 280 nm).
Materiales y métodos: Se realizaron dos procesos en la fase experimental, el primero consistié
en la obtencién del inéculo bacteriano E. coli; las bacterias crecieron en medio de cultivo LB
liquido a una OD de 600 nm, donde se obtuvo una concentracién de 3,9x107 UFC/ml,
posteriormente se sembraron 30pl de bacterias en cajas de petri con medio de cultivo LB sélido.
La segunda fase consistié en el montaje y disposicién de la luz UV, en este caso se usaron LED
por cada tipo de luz UV, los cuales permitieron el disefio de tres limparas con diferente potencia
(1, 3, 5 watts/LED); una vez inoculadas las bacterias en el medio de cultivo, cada placa se irradi6
con una ldmpara utilizando potencias de 0,051 w/cm2, 0,152 w/cm2 o de 0,254 w/cm2, en
intervalos de 1, 3 y 5 minutos y con una distancia fija de exposicién de la ldmpara al cultivo de
lem, posteriormente las placas de petri se dejaron a 37°C durante 16 horas. Resultados: Las
ldmparas que utilizan luz UVA no tuvieron ningtn tipo de efecto sobre las bacterias; las limparas
que generan luz UVB afectaron levemente el crecimiento de las bacterias, solo en condiciones
de alta potencia y tiempos de exposicién prolongados; las ldmparas UVC lograron cumplir
con el efecto bactericida eliminando la totalidad de las bacterias del drea de incidencia directa
de la luz UV. Conclusién: La luz UVA y UVB no tienen efectos marcados como bactericidas,
mientras que la luz UVC tiene un efecto bactericida en el drea de incidencia, independiente de
la potencia y el tiempo de exposicion.
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Evaluation of UVA, UVB and UVC ultraviolet light as a bactericidal
agent against Escherichia coli

Abstract

Objective: To evaluate the bactericidal efficacy of three types of ultraviolet light according to
their wavelength: UVA (315 nm - 400 nm), UVB (280 nm - 315 nm) and UVC (200 nm —
280 nm). Materials and methods: Two processes were carried out in the experimental phase.
The first process consisted of obtaining the bacterial inoculum E. coli. The bacteria grew in
liquid LB culture medium at an OD of 600 nm, where a concentration of 3.9x107 CFU/ml
was obtained. Subsequently, 30 pl of bacteria were seeded in petri dishes with solid LB culture
medium. The second process consisted of the assembly and arrangement of the UV light. In
this case, LED were used for each type of UV light which allowed the design of three lamps
with different power (1, 3, 5 watts/per LED). Once the bacteria were inoculated in the culture
medium, each plate was irradiated with a lamp using powers of 0.051 w/cm2, 0.152 w/cm?2 or
0.254 w/cm?2 at intervals of 1, 3 and 5 minutes and with a distance fixed exposure of the lamp
to the of lem culture. Afterwards, the petri dishes were left at 37°C for 16 hours. Results: The
lamps using UVA light did not have any type of effect on the bacteria. Lamps that generate
UVB light slightly affected the growth of bacteria only under conditions of high power and long
exposure times. The UVC lamps managed to fulfill the bactericidal effect by eliminating all the
bacteria from the area of direct incidence of the UV light. Conclusion: UVA and UVB light
do not have marked bactericidal effects, while UVC light has a bactericidal effect in the area of
incidence, independent of the power and exposure time.

Key words: ultraviolet light, bactericide, UVA, UVB, UVC, E. coli.

Introduccién

Desde el descubrimiento de la luz ultravioleta por parte de Johann Wilhelm Ritter en 1801
(Davidson, 2014), han sido mdltiples los usos dados a este tipo de radiacién: deteccién
de billetes falsos, verificacién de la originalidad de los documentos, identificacién de
material combustible en incendios, inspeccién de obras de arte, tratamientos de belleza,
y como herramienta bactericida, entre otros (Fontal ez al., 2005). Este tltimo aspecto ha
sido uno de los cuales ha cobrado gran relevancia, especialmente ahora que se han tenido
emergencias sanitarias por diversidad de agentes patégenos, como bacterias resistentes
a antibiéticos, hongos y virus, donde las personas se han apurado por encontrar
mecanismos, ya sean fisicos o quimicos, que permitan limpiar y desinfectar elementos de
uso comun en clinicas, laboratorios y superficies de trabajo, de tal manera que se pueda
garantizar espacios bioseguros (Diab-El Schahawi ez al., 2021).

La luz ultravioleta (UV) hace parte de la regién del espectro electromagnético que se
ubica en el rango intermedio entre la luz visible y los rayos X, es decir, comprende el
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rango de longitud de onda que va desde los 100 hasta los 400 nm. Al considerar los
efectos de la radiacién UV en la salud humana y el medio ambiente, esta se clasifica
en tres tipos: luz ultravioleta A (UVA), ubicada en el rango de longitud de onda de
los 315 2400 nm, considerada como luz UV de onda larga; luz ultravioleta B (UVB),
que tiene una longitud de onda entre los 280 y 315 nm, también conocida como
luz UV de onda media; y finalmente, la luz ultravioleta C (UVC), que se ubica en el
rango que va de los 200 a los 280 nm, también llamada como luz UV de onda corta.
El intervalo de la luz UV comprendido entre los 10 y 200 nm se considera luz UV
extremo o de vacio (Fontal et al., 2005; Tarrdn, 2012).

El sol como principal fuente de luz visible del planeta Tierra, genera diferentes tipos
de radiaciones, entre ellas la radiacién ultravioleta. Sin embargo, la luz UVC no logra
traspasar la atmsféera ya que es absorbida por la capa de 0zono; lo mismo sucede con
la luz UVB, la cual se absorbe de manera parcial, motivo por el cual, la radiacién
que reciben los seres vivos es en alto porcentaje UVA y una minima porcién de
UVB (Fontal et al., 2005). No obstante, estas pequenas porciones de UV que logran
ingresar a la tierra inciden en los seres vivos, ya sea de manera positiva o negativa
(Guerrero-Beltran y Barbosa-Cénovas, 2004).

En la actualidad, existen diversas opciones de limparas de luz ultravioleta en el mercado
que se ofrecen para desinfectar y eliminar gérmenes patégenos (Alves et al., 2021). Sin
embargo, es importante tener en cuenta que no todas son soluciones eficaces. Algunas
de estas ldmparas pueden ser someras o incluso falsas soluciones, ya que no cumplen
con su funcién prometida. Por lo tanto, es esencial evaluar cuidadosamente la calidad
y el rendimiento de cada limpara antes de elegir una para garantizar una desinfeccion
efectiva. Byrns et al. (2021) en su investigacidn sobre los usos y limitaciones de la
ldmpara ultravioleta germicida portdtil para la desinfeccién de superficies, afirma
que estos artefactos que emiten radiacién UV presentan varios inconvenientes que
pueden afectar la eficacia de su actividad desinfectante. En particular, muchos de estos
problemas son causados por una manipulacién deficiente por parte del usuario; por lo
tanto, es importante tener en cuenta los posibles riesgos asociados con el uso de este
tipo de artefactos y tomar medidas para garantizar su cotrecta manipulacién, a fin de
obtener los mejores resultados en términos de desinfeccién.

Segiin McMullen et al. (2021), la desinfeccién de grandes espacios como las salas
hospitalarias se ha convertido en un verdadero reto, y sostiene que es alli donde la
luz ultravioleta puede hacer su aporte complementario a los procesos de desinfeccion
tradicional, convirtiéndose en una alternativa de desinfeccién libre de compuestos
quimicos y no nociva para el medio ambiente. Respecto a lo que los autores plantean,
y a las emergencias sanitarias que se viven en la actualidad, se han reportados trabajos
investigativos enfocados en atenuar los efectos generados por patdgenos como ha sido el
caso de SARS-Cov-2; por medio de estas metodologias se han encontrado alternativas
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para disminuir la incidencia de este tipo de agentes causales de la enfermedad respiratoria

(Briones-Cando, 2020; Heilingloh et al., 2020; Inagaki et al., 2020; Kumar et al., 2021).

En otros escenarios, como el caso de la industria de alimentos, se ha empleado la
luz ultravioleta como agente fisico para disminuir el ataque de microorganismos,
considerando a la luz UV como una técnica limpia, dado que no genera residuos
o subproductos en el proceso, como olores y sabores indeseables, a la vez que se
conservan las caracteristicas fisicas como textura y consistencia de los alimentos
(Alcdntara-Munoz et al., 2016; Delorme et al., 2020). Por estas y otras razones,
las ldmparas de luz UV se perfilan como una opcién prometedora para reducir la
presencia de microorganismos, tanto en el instrumental de laboratorio como en
superficies de trabajo en clinicas e industrias de alimentos, entre otros entornos.

Resumen El objetivo de esta investigacién ha sido evaluar el efecto bactericida de la
luz ultravioleta emitida mediante dispositivos LEDs sobre el crecimiento en placa de
Petri de microorganismos sobre los que se establecen limites legales en los alimentos.
Se ha disefiado un equipo de alimentacién eléctrica con temporizacién precisa y
cdmara para evitar fugas luminicas en el que se han conectado dos dispositivos de
emision de radiacién ultravioleta mediante tecnologia LEDs a diferentes longitudes
de onda: mediante una matriz de LEDs (array; Delorme ez a/., 2020)due to the
increased consumer demand for more natural and healthier products, nonthermal
technologies have been intensively studied. Irradiation with shortwave ultraviolet
light (UV-C. Por estas y otras razones, las ldmparas de luz UV se perfilan como
una opcién prometedora para reducir la presencia de microorganismos, tanto en el
instrumental de laboratorio como en superficies de trabajo en clinicas e industrias de
alimentos, entre otros entornos.

El objetivo de la presente investigacién consistié en evaluar diferentes espectros de luz
ultravioleta (UVA, UVB y UVC) y su incidencia en el crecimiento bacteriano (£. coli).

Materiales y métodos

Se llevé a cabo una investigacion de tipo descriptivo y observacional, donde fueron
empleados tres tipos de [dimparas LED (por su nombre en inglés, Light Emitting Diode)
ultravioleta de acuerdo con su longitud de onda. El primer tipo correspondié a LED
UVA en el rango 390 nm a 400 nm, con una potencia de 0,5 watt por cada LED; el
segundo tipo fue LED UVB en el rango de 395 nm a 310 nm con una potencia de
1,0 watt por cada LED; y, finalmente, el tercer tipo atané a LED UVC en el rango de
260 nm a 275 nm, con una potencia de 0,5 watt por cada LED. Teniendo en cuenta la
potencia de cada LED, se disefiaron nueve ldmparas con intensidad generadora de luz
de 1, 3 y 5 watts para lograr potencias de irradiacién de 0,051; 0,152 y 0,254 w/cm2,
respectivamente, sobre lineas celulares £. coli (One Shot, XL1 Blue).
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Para la preparacion del indculo, se tomaron las lineas celulares E. coli (One Shot,
y XL1 Blue), se replicaron en medio de cultivo LB (Luria Bertani) sélido; una vez
crecieron las bacterias se inocularon en medio de cultivo LB liquido donde crecieron
durante 16 horas a 37°C, posteriormente se midié la OD (difraccién éptica) a 600
nm con el fin de realizar el cilculo de la concentracién de bacterias.

Una vez conocida la concentracién de bacterias en el medio, se realizé la inoculacién
de las bacterias, que sirvieron para evaluar los tratamientos de las diferentes longitudes
de onda de la luz UV, utilizando cajas de petri con medio de cultivo LB sélido, en
las que se inocularon 30pl de bacterias, a una concentracién de 3,9x10” UFC/ml.

El proceso consistié en exponer los cultivos bacterianos de E. coli a radiaciones
ultravioleta, controlando variables que podrian incidir en el efecto bactericida:
tipo de bacterias (E. coli - One Shot y XL1 Blue); concentracién de bacterias en el
medio de cultivo (3,9x107 UFC/ml); potencia de la radiacién de luz ultravioleta
generada (uno, tres y cinco watts); tiempo de exposicién (uno y cinco minutos en el
experimento [; uno, tres y cinco minutos en el experimento II); y la distancia a la cual
se aplicé la radiacién (un centimetro).

Experimento I

Con el fin de realizar una evaluacion répida de la incidencia de la luz UV sobre los
cultivos bacterianos, se prepararon 24 cajas de petri con medio agar Luria-Bertani (LB) y
se inocularon con la bacteria E. coli One Shot. Estas se dividieron en cuatro grupos, cada
uno con seis repeticiones; tres grupos correspondieron a los tratamientos experimentales
consistentes en irradiacién con un tipo de luz ultravioleta, segin el rango de potencia,
emitida por limparas LED (UVA, UVB, UVC) y dos tiempos de exposicién: 1 y 5

minutos; y el grupo restante fue usado como tratamiento control del experimento.
Experimento II

Este experimento, considerado como la fase de validacién y contraste de resultados,
se realizd con el objetivo de comprobar la eficiencia en la inoculacién de los diferentes
tipos de radiacién UV. Se prepararon 36 cajas de petri con medio LB, las que se
inocularon con la bacteria E. coli XL1 Blue; posteriormente se irradiaron las cajas
con cada tipo de luz UV (UVA, UVB, UVC) a diferentes potencias (0,051 w/cm2,
0,152 w/cm2 o de 0,254 w/cm2), en intervalos de tiempo de 1, 3 y 5 minutos
y a una distancia fija de exposiciéon de la ldmpara al cultivo de un centimetro.
Simultédneamente, se montaron como controles, bacterias que no recibieron ningin
tipo de radiacién y cajas de petri con medio LB sin inéculo, que recibieron radiacién
con el fin de descartar cualquier tipo de contaminacién.
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Los procesos de inoculacién y radiacién se llevaron a cabo en cabina de flujo laminar.
Una vez montado todo el experimento, se pusieron las bacterias en un horno a una
temperatura de 37°C durante 24 horas, posteriormente se procedié a evaluar de manera
individual cada muestra, encontrando los resultados que se presentan a continuacién.

Resultados y discusién

En laTabla 1 se presenta los resultados de las radiaciones efectuadas sobre los cultivos
de la bacteria E. coli (One Shot), se puede observar que las radiaciones UVA no
tienen ningn tipo de efecto bactericida sobre las muestras expuestas a radiaciones a
corto y a largo tiempo, tanto con baja como con alta potencia.

Tabla 1. Resultados de radiaciones UVC sobre bacterias E. coli One Shot.

Resultados de radiaciones UVC sobre bacterias E. coli One Shot.

UVA UVB uvC

Potencia

! 1w Sw 1w Sw 1w Sw
Tiempo

1 minuto +++ 4+ +++ +++ UFC 14 UFC3

5 minutos 4+ 4+ 4+ ++ UEC 5 -

Fuente: Elaboracién propia.

* Los signos mds (+) y menos (-), indican el crecimiento (+) o no crecimiento (-) bacteriano, (+++) indican elevado
crecimiento de bacterias, (++) moderado crecimiento de bacterias, (+) bajo crecimiento de bacterias, UFC (Unidad
Formadora de Colonias), w: watts.

En el caso delosrayos UVB, se pueden observar pequenas afectaciones sobre las muestras,
consistentes en una leve reduccién en el crecimiento de las bacterias, principalmente,
de aquellas con exposiciones de alta duracién y altas potencias; este resultado permite
determinar que los rayos UVB no poseen una buena actividad bactericida, dado que la
afectacion en el crecimiento de las bacterias es inferior al 10%.

Finalmente, en el caso de exposiciones con radiacién UVC, se puede constatar que
la inhibicién en el crecimiento bacteriano se mantenia con el tratamiento de baja
potencia y poco tiempo de exposicién. En el conteo de las unidades formadoras
de colonias (UFC) se encontré un promedio de 14 UFC en las placas expuestas,
porcentaje muy despreciable si se realiza la proporcién con respecto a la cantidad
del inéculo inicial (3,9x107 UFC/ml). Ahora bien, el aumento de la potencia genera
mayor radiacién, lo que permite cubrir mayor drea de exposicién y por lo tanto
genera mayor reduccién en las UFC; del mismo modo, el aumento del tiempo de
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exposicién permitié corroborar similar tendencia en la disminucién de las UFC. De
esta manera se deduce que, a mayor tiempo de exposicidn, es més eficiente el efecto
bactericida de los UVC, logrando inhibir totalmente el crecimiento bacteriano con
una potencia de 5 watts y un tiempo de exposicién de 5 minutos.

Basados en los resultados del test preliminar (experimento I), se disen el experimento
IT que tenia por objetivo, poder reproducir los resultados del primer test, se
realizaron algunas variaciones, en esta segunda fase del experimento se aumenté el
nimero de unidades de muestreo (caja de petri con medio LB e inéculo bacteriano),
adicionalmente, se trabajé con una potencia intermedia de 3 watts y se cambié la

linea celular por la bacteria E. coli XL1 Blue (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de radiaciones UVC sobre la bacteria E. coli XL1 Blue.

Resultados de radiaciones UVC sobre la bacteria E. coli XL1 Blue.

UVA UVB UuvC
Potencia
Tiempo 1w 3w 5w 1w 3w 5w 1w 3w 5w
1 minuto +4++ 4+ +4+ 4+ 4 +4+ — — -
5 minutos o+ o+ o o ++ ++ — -— -

Fuente: Elaboracién propia.

* Los signos mds (+) y menos (-), indican el crecimiento (+) o no crecimiento (-) bacteriano, (+++) indican elevado
crecimiento de bacterias, (++) moderado crecimiento de bacterias, (+) bajo crecimiento de bacterias, UFC (Unidad
Formadora de Colonias), w: watts.

Como se puede observar, el segundo experimento permitié reproducir los resultados
del primer test. Los cultivos irradiados con rayos UVA no tuvieron ningin tipo de
afectacién; por otra parte, se observé una leve reduccién de bacterias en los cultivos
irradiados con rayos UVB de 3 y 5 watts en una exposicién de 5 minutos; no obstante,
con este resultado, no es posible afirmar que se cumpla con el objetivo de lograr el
efecto bactericida con esas exposiciones de irradiacién UVB. Finalmente, se logré
evidenciar que en las irradiaciones de rayos UVC con baja, media y alta potencia
evaluadas, hubo un alto efecto bactericida sobre las muestras analizadas (Tabla 1); tal
como se observa, las radiaciones UVC afectan el crecimiento de a las bacterias, pero
de manera zonificada, es decir, donde el LED generador de luz UVC tiene incidencia
directa, lo cual se calcula en distancias que pueden llegar hasta los 5 cm desde el LED
hasta la ubicacién de las bacterias (Figura 1).
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Figura 1 .Resultado de cultivo de bacteria E. coli irradiado con rayos UVC.
Fotograffa: Jhon Fredy Betancur Pérez

La Figura 1 muestra de manera gréfica, el comportamiento de los cultivos de la bacteria
E. coli expuesta a radiaciones de rayos UVC. En ella se puede observar dos zonas: una
en la cual tuvo incidencia directa de radiacién y por ende afectacién en el crecimiento
y desarrollo de las bacterias; y otra en la que se identifican UFC bacterianas. Asi, se
demuestra que la distancia y la incidencia de luz tienen efectos bactericidas, evitando
el efecto sombra (Pietrobon-Tarrdn, 2012), constituyéndose en dos variables que
determinan la efectividad del efecto bactericida que puedan tener los rayos UVC.

Segtin Rossel-Bernedo e# al. (2020) y Gonzilez Pérez et al. (2015), la luz ultravioleta
es una buena alternativa para procesos de desinfeccién o eliminacién de bacterias que
pueden ser ingeridas por las personas y que puedan causar problemas en su salud, como
microorganismos patogénicos, entre ellos la bacteria E. coli. Sse realizé la investigacion
en el Laboratorio de Control de Calidad de la Planta de Tratamiento de Agua Potable
de la EPS, EMSA Puno, debido a que las normas vigentes exigen que las lecturas de
coliformes totales y termotolerantes en el agua potable deben de ser 0 UFC/100 ml,
siendo la radiacién UV-C una alternativa para la disminucién en el uso del Cloro. Por
lo que se experimenté con una dosis de 0,00176 W/cm2 /s de radiacién UV-C con una
longitud de onda dominante de 254 nm, las muestras de agua experimentales fueron
sometidas a 1, 2, 3, y 4 segundos de exposicién a la mencionada radiacién. Para la
determinacién de la presencia bacteriana en agua (coliformes totales y termotolerantesin
embargo, es importante considerar aspectos fisicos que permitan realizar un proceso de
manera eficiente, como es el tiempo de exposicién o la generacién de sombras, ya que a
través de este experimento, se puede observar que los rayos de luz UVC tienen un efecto
bacteriano en el momento que las bacterias estdn expuestas en la superficie de trabajo o en
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cualquier elemento sometido a este proceso, como lo afirma Milldn ez 2/ (2015), aunque
cabe resaltar que no todas los tipos de luz UVC tienen el mismo efecto.

En sintesis, la luz UVC tiene un alto potencial bactericida; sin embargo, por las
caracteristicas propias de este tipo de luz, en las que se conoce que la longitud de onda
afecta el material genético (ADN) de diferentes seres vivos (Bohérquez-Ballén y Pérez-
Mogollén, 2007)visible y ultravioleta (UV, de acuerdo con los resultados es plausible
considerar que la luz UVC se convierte en una excelente opcién para desarrollar
mecanismos que protejan a las personas de la contaminacién y la dispersién de agentes
patdgenos en situaciones especificas, como la manipulacién de elementos de laboratorio
o el contacto con superficies potencialmente infectadas, siempre y cuando se logre
solucionar algunas barreras como la potencia de las radiaciones, la distancia a la cual se
puede tener efectos, el tiempo de radiacién y el evitar la generacién de sombras (mediante
el uso de una mayor cobertura en las limparas), entre otros.

Por otro lado, es necesario tener en cuenta las barreras de proteccién y bioseguridad
para los usuarios, ya que si bien la luz UVC puede ser altamente efectiva para inhibir el
crecimiento de microorganismos (células procariotas), como observan Alves ez al. (2021),
también se debe considerar sus posibles efectos perjudiciales sobre las células eucariotas
de los seres humanos. Por lo tanto, es fundamental implementar medidas de seguridad
adecuadas para evitar la exposicion directa a la luz UVC y minimizar cualquier riesgo
potencial para la salud humana.

Conclusiones

No todos los tipos de rayos UV exhiben propiedades bactericidas, ya que cada uno
de ellos se emite en diferentes longitudes de onda (UVA, UVB y UVC), por lo tanto,
su efecto bactericida puede variar significativamente.

La luz UVC demuestra un efecto bactericida contundente, incluso a bajas potencias
y exposiciones cortas de tiempo, este impacto se logra gracias a su tipo de radiacién
y longitud de onda la cual oscila entre los 200 nm y 280 nm.

Recomendaciones

Debido alos efectos perjudiciales que los rayos UV tienen sobre los seres vivos, es recomendable
evitar su exposicion, para prevenir posibles dafios causados por este agente fisico.
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