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Resumen

Los seres humanos se han preocupado en las Ultimas décadas por controlar las
poblaciones bacterianas debido a que estos microorganismos ponen en riesgo su salud, la
construccién de una camara de radiacion germicida usando luz ultravioleta es una
solucion viable para el control de bacterias ya que este tipo de radiacion tiene la
capacidad de inactivar microorganismos. La radiacion ultravioleta se ha utilizado desde
1910 como método para la inactivacion de microorganismos en el agua [1].
Subsiguientemente se ha usado la radiacién germicida UV-C en productos alimenticios y
en la mejora de la calidad del aire, la cual fue aprobada por la FDA?, debido a que no
deja residuos y no requiere equipos de seguridad extensivos [2] [3]. En el afio 2014 se
disefio y construyd una camara de radiacion germicida buscando inhibir el crecimiento

de diferentes microrganismos, teniendo como resultado el reducimiento del 95% de las
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bacterias [4]. Inactivar cepas bacterianas, en utensilios de cocina, usando radiacion UV-
C puede ser una necesidad latente, ya que existen lugares donde no se cuenta con agua
potable y condiciones ideales de salubridad. La radiacion UV-C abarca longitudes de
onda que consigue inactivar microorganismos, debido a que se absorbe en un nivel que
logra generar cambios en el ADN, bloqueando el proceso de crecimiento y reproduccion
de las bacterias [5] [6]. Las lamparas fluorescentes, las méas comunes fuentes de luz UV-
C, son lamparas que funcionan con mercurio a baja y mediana presién, logrando una
radiacion con una longitud de onda de 254,7 nm; longitud de onda ideal para lograr una
radiacion germicida [1]. En el disefio, construccion e implementacion de la cAmara de
radiacion germicida de bajo costo, usando UV-C, se utilizaron materiales que lograron
aumentar la eficiencia de la luz al interior de la cAmara. Ademas se calcularon la dosis a
las que fueron sometidos los instrumentos de cocina. Las dosis de radiacion se variaron
cambiando el tiempo de exposicion y las intensidades. Se encontré que las dosis mas
convenientes para la inactivacion durante seis horas de las cepas de E-coli y
Staphylococcus Aureus, en utensilios de cocina, fueron de (34.44, 311.8, 603.6) J/cm?.
De acuerdo a los resultados encontrados el encendido de la camara se configuro de
modo que al encenderla y apagarla la lampara quede encendida por veinte segundos
logrando dosis de (34.44, 311.8, 603.6) J/cm? en el interior de la camara, también fue
programada para que se puedan obtener mayores dosis de radiacion variando el tiempo
de encendido de esta.

Introduccion
La presente investigacion se refiere al tema de la desinfeccion en instrumentos de cocina

usando el método fisico de radiacion ultravioleta. Este método es una solucion
alternativa para la inactivacion de microorganismos en superficies, solo funciona
correctamente cuando se utilizan dosis de radiacion adecuadas con longitudes de onda
especificas. Las longitudes de onda del espectro ultravioleta emitidas entre (200-290)
nm se consideran radiacion UV-C o radiacion germicida, la ideal para lograr una

desinfeccion eficiente [5]. EI método de desinfeccion por radiacion germicida no deja



residuos y no requiere equipos de seguridad extensivos [2]. En la actualidad el uso de
este méetodo es usado en desinfeccion de agua, aire y superficies, algunas investigaciones
concluyen que una dosis de radiacion de 48kJ/cm? es suficiente para inactivar agentes
patdgenos en superficies metélicas o de acero inoxidable [1], [7]. El uso de la radiacion
UV-C se ha implementado desde 1910 como método de desinfeccion de
microorganismos en el agua [1]. Ademas se han generado diversas investigaciones sobre
la radiacion UV-C y sus propiedades para inactivar cepas bacterianas, ayudando a

ejercer control sobre diferentes poblaciones microbianas.

En la actualidad en todo el mundo se ejerce riguroso control sobre las poblaciones
microbianas, debido a que estas pueden poner en riesgo la salud y supervivencia de los
seres humanos. Cada afio 600 millones de personas se enferman en el mundo por causa
de agentes patogenos en los alimentos [8]. Los principales casos documentados han sido
asociados con patogenos alimentarios como E-coli, Staphilococcus Aurus, Salmonella'y
Listeria. Las Bacterias de E-coli y Staphilococcus Aurus son potencialmente peligrosas
para el deterioro de la salud humana; se pueden encontrar en agua no tratada, ceramicas,
superficies metélicas, verduras y carne mal cocida. Existen escenarios ideales para el
crecimiento y reproduccion de estos agentes patdgenos debido a que hay lugares donde
no se cuenta con agua potable y los alimentos re-infectan facilmente otras superficies
(instrumentos de cocina). Aunque en el mercado existen diferentes detergentes estos son
parcialmente efectivos en la eliminacion de bacterias, cada desinfectante varia

ampliamente en su nivel de eficacia [9].

Inactivar cepas bacterianas, en utensilios de cocina, usando radiacion UV-C puede ser
una necesidad latente para algunas zonas del territorio nacional. En Colombia existes
lugares donde no se cuenta con agua potable y 16 departamentos estan clasificados, en
nivel de alto riesgo, de utilizar agua contaminada en sus zonas rurales; estos escenarios
son ideales para el crecimiento de microorganismos debido a que los alimentos pueden
ser re-infectados facilmente y existen escasas condiciones de salubridad [10]. Todas
estas condiciones generan agentes patdgenos que pueden causar fiebre tifoidea, hepatitis



A, colera, diarreas agudas, vémito y dolor abdominal, especialmente en nifios menores
de cinco afios [5], [7]. Todas estas enfermedades pueden ser causadas por diferentes
microorganismos, en esta investigacion se busca inactivar principalmente las bacterias
de E-coli y Staphylococcus Aureus. Ademas se espera que los resultados obtenidos en
esta investigacion puedan ser utilizados como punto de partida para el desarrollo de
camaras de radiacion germicida de bajo costo, las cuales puedan ser utilizadas en lugares

donde no se cuente con agua potable y condiciones ideales de salubridad.

Los objetivos que se buscaron cumplir en este trabajo fue el Disefio, construccion e
implementacién de una camara de radiacién germicida de bajo costo, usando radiacion
UV-C, para la inactivacion de las bacterias E-coli y Staphylococcus Aureus en utensilios
de cocina. Para el cumplimiento de este objetivo fue necesario seleccionar las dosis de
radiacion UV-C que lograron la inactivacion de los microorganismos de E-coli y
Staphylococcus Aureus en los utensilios de cocina, analizar y comparar las dosis que
inactivaron cepas bacterianas de E-coli y Staphylococcus Aureus. Al cumplir estos
objetivos se busco Establecer un disefio que garantice una dosis de radiacion UV-C, en
el interior de la cdmara, para la inactivacion de los microrganismos E-coli y
Staphylococcus Aureus y por Gltimo se Construy6 una camara de radiacion germicida

usando materiales de bajo costo que logren optimizar la eficiencia dentro de esta.

Para el cumplimiento de los objetivos en esta investigacion se utilizaron muestras de
instrumentos de cocina (cubiertos de aluminio y platos ceramicos) cortados con un area
aproximada de 0.25 cm?. Estas muestras se esterilizaron con una temperatura de 121 °C
durante dos horas, usando un autoclave de marca HALTHEN. Posteriormente se les
inocularon cepas de E-coli y Staphylococcus Aureus, usando una concentracion inicial
de 1E6 CFU/mI. Se hicieron tres irradiaciones a diferente distancia de la lampara, cada
irradiacion tuvo tres tiempos diferentes para ambas bacterias. Las dosis de radiacion se

calcularon usando la ecuacion D= (1)*(T)?, las radiaciones se hicieron utilizando una

2 D=I*T; T=tiempo (), I= intensidad (w/cm?) , D=dosis (J/cm?)



lampara Sylvania ULTRAVIOLET G30W. Posteriormente estas muestras se pusieron en
tubos estériles con solucidon salina (NaCl:KCI) y se mezclaron durante tres minutos, se
tomaron 100 pl de esta solucion se agregaron a las cajas de Petri, las cuales contenian
agar de placa, para ser inoculadas en una incubadora marca RedLINE modelo rl115 a
una temperatura de 30°C durante 24 horas. Por Ultimo se hizo el conteo de las colonias
en las cajas de Petri. Estos procedimientos permitieron seleccionar, analizar y comparar
las dosis mas convenientes para el disefio de la camara de radiacidén germicida de bajo

costo.

Para garantizar una dosis de radiacion igual o parecida a la iluminada en las cajas de
Petri se calculd el area aproximada que sera radiada dentro de la camara, esto ayudo a
tener un disefio adecuado del equipo [11]. En la construccion de la camara de radiacion
UV-C se utiliz6 una lampara Philips 8WGB8T5, para garantizar la mismas dosis de
radiacion seleccionadas se aument6 el tiempo de radiacion. La camara se construyo
usando acrilico, ya que es un material econémico que tiene la propiedad de bloquear la

radiacion UV-C, siendo muy seguro para la manipulacién humana [12].

Planteamiento de la pregunta de investigacion o problema de investigacion.

El ser humano se ha preocupado en las Gltimas décadas por ejercer un riguroso control
sobre las poblaciones microbianas, debido a que estas pueden poner en riesgo su salud y
supervivencia. Esto ha generado la necesidad de encontrar métodos quimicos vy fisicos
los cuales ayuden a reducir cepas bacterianas, estos métodos pueden llegar a ser en
algunas ocasiones costosos o complejos de realizar. Algunas cepas de poblaciones
bacterianas logran sobrevivir o reactivarse debido a que el producto y el medio en el que
se albergan tienen las condiciones necesarias para su reproduccion. Uno de los métodos
fisicos utilizados para el control de microorganismos es la radiacion UV-C, la cual
detiene el proceso metabolico, esencial para la supervivencia de microrganismos. Por

esta razon se genera la siguiente pregunta de investigacion:



¢Se puede controlar el crecimiento de cepas bacterianas de E-coli y Staphylococcus

Aureus en utensilios de cocina, utilizando una camara de radiacién UV-C de bajo costo?

Justificacion en términos de necesidades y pertinencia:

Las bacterias de E-coli y Staphylococcus Aureus son potencialmente peligrosas para el
deterioro de la salud en seres humanos. Las cepas de Staphylococcus Aureus se pueden
encontrar en agua no tratada, carne cruda, superficies metalicas, ceramicas o de vidrio.
Las poblaciones de E-coli se pueden encontrar en agua contaminada, verduras crudas o
carne mal cocida. Cuando estos microorganismos ingresan al sistema digestivo humano
causan diarrea, dolor abdominal, vomito. La cepa E-coli O157: H7 puede llegar a
desarrollar insuficiencia renal (sindrome urémico hemolitico-SUH) en nifios y adultos
mayores. Por este motivo las industrias alimentarias y el protocolo PRO-R02.0013 de
vigilancia en salud pablica del instituto nacional de salud de Colombia ejercen riguroso
control sobre estos microorganismos.

En el pais se tiene un inexorable control sobre microorganismos en los alimentos. No
obstante existen escenarios ideales para el crecimiento de microorganismos debido a que
no se cuenta con agua potable, los alimentos son re-infectados facilmente y existen
escasas condiciones de salubridad. Estos escenarios generan excelentes circunstancias
para la activacion de cepas bacterianas en los utensilios de cocina.

La presente investigacion busca desarrollar un prototipo de bajo costo el cual logre
controlar el crecimiento de poblaciones bacterianas en utensilios de cocina usando
radiacion UV-C. De tal modo que los resultados puedan ser utilizados como punto de
partida para el desarrollo de cdmaras de radiacion germicida de bajo costo, las cuales se
puedan utilizar en lugares donde no se cuente con agua potable y condiciones ideales de

salubridad.



Objetivo general
- Disefar, construir e implementar una cdmara de radiacion germicida de bajo

costo, usando radiacion UV-C, para la inactivacion de las bacterias E-coli y

Staphylococcus Aureus en utensilios de cocina.

Objeticos especificos
- Seleccionar las dosis de radiacion UV-C que logren la inactivacion de los

microorganismos E-coli y Staphylococcus Aureus, en utensilios de cocina,
durante un tiempo de seis horas.

- Analizar y comparar las dosis que inactivaron cepas bacterianas de E-coli y
Staphylococcus Aureus para seleccionar la radiacién mas eficiente y conveniente
para ser usada en una camara de radiacion germicida de bajo costo.

- Establecer un disefio que garantice una dosis de radiacion UV-C, en el interior de
la cdmara, para la inactivacion de los microrganismos E-coli y Staphylococcus
Aureus.

- Construir una camara de radiacion germicida usando materiales de bajo costo

que logren optimizar la eficiencia dentro de esta.

Marco Teorico
La radiacion ultravioleta, en su forma méas natural proviene del sol. Esta radiacion se

puede dividir principalmente en tres regiones del espectro electromagnético, luz UV-A
en un rango de (315-400) nm, UV-B entre (290-315) nm y finalmente la UV-C en el
rango de (200-290) nm; su caracterizacion depende de la longitud de onda [13]. La luz
UV-C posee propiedades germicidas por lo que se han desarrollado fuentes de luz
ultravioleta artificiales [1]. Estas fuentes de radiacion son fabricadas usando lamparas de
mercurio a baja presion, las cuales emiten luz en el espectro de la radiacion UV-C [6].
En la implementacién de un sistema de radiacion germicida es importante conocer los

siguientes temas:

1. Electromagnetismo



2. Biologia
3. Lamparas para desinfeccion con radiacion UV-C

1. Electromagnetismo
Es el estudio y la unificacion de las teorias eléctricas y magnéticas. El fenébmeno de
las cargas en aceleracion son los encargados de producir ondas electromagnéticas y
radiacion, se clasifican segun su frecuencia y longitud de onda [14]. Esta
clasificacion se conoce como el espectro electromagnético. EI espectro
electromagnético se puede dividir en radiaciones ionizantes y no ionizantes [5]. La
luz ultravioleta corresponde a las radiaciones no ionizantes, debido a que no posee la

energia suficiente para producir ionizacién [15].
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Figura 1. Clasificacion del espectro electromagnético [15].

1.1. radiaciones ionizantes y no ionizantes

1.1.1. Radiacion ionizante
Este tipo de radiacion se produce cuando se logra emitir electrones
orbitales de atomos neutros, dejando iones de carga positiva; los

electrones expulsados pueden seguir produciendo ionizacién al interactuar



1.1.2.

1.1.2.1.

con otros atomos neutros [16]. Esta radiacion estd compuesta por ondas
electromagnéticas con longitudes de onda entre 10 nm y 10 pm, rayos X y
rayos gamma [14]. Los rayos x se producen principalmente por el frenado
de electrones de alta energia que impactan un objetivo metalico mientras
que la los rayos gamma son emitidos por nucleos radioactivos [14]. Estos
dos tipos de ondas electromagnéticas son muy penetrantes y producen

serios dafios en los tejidos vivos, principalmente los rayos gamma [15].

Radiacion no ionizante

Esta radiacion no produce ionizacién, no posee la suficiente energia para
arrancar el electrén del atomo [15]. La radiacion no ionizante esta
compuesta por diferentes tipos de ondas electromagnéticas, abarcando
longitudes de onda de 10 km hasta 200 nm [14]. Dentro de la
clasificacion de radiacion no ionizante se encuentran las onda de radio,
microondas, infrarrojo, luz visible y luz ultravioleta. Estas ondas poseen
diferentes propiedades las cuales se utilizan diferentes areas del
conocimiento. En este trabajo se utilizan especificamente las propiedades

germicidas de la radiacion ultravioleta.

Radiacion ultravioleta (RUV)

La luz ultravioleta es principalmente emitida por la luz del sol [14] . La
radiacion ultravioleta es méas energética que la luz visible, posee
longitudes de onda mas corta y fotones con mayor energia [17] . Las
ondas electromagnéticas correspondientes a la luz ultravioleta tienen
longitudes de onda entre (380-200) nm [14]. El espectro ultravioleta se
puede clasificar en radiacion UV-A, UV-B Y UV-C, estos dependen de su
longitud de onda. Estas formas de radiacion poseen diversas propiedades,

en el presente trabajo se aprovechan las propiedades de la luz UV-C.
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Radiacion o Luz UV-C

La radiacion UV-C también se le conoce como radiacion germicida
debido a sus propiedades para inactivar diferentes tipos de
microorganismos en superficies [7]. Las ondas electromagnéticas de la
luz UV-C abarcan longitudes de onda entre (200-290) nm, siendo 254 nm
la longitud de onda adecuada para una radiacion germicida eficaz
[17][18]. Estas longitudes de onda se absorben a un nivel que logran
generar cambios en el ADN, bloqueando el proceso de crecimiento y
reproduccion de diferentes microorganismos (bacteria, virus, esporas y
levaduras) [1][18]. Todos estos microrganismos tienen una mayor
absorcion de luz ultravioleta cuando se tiene una longitud de onda de 254
nm [19].

Absorcion

/ A
A
de UV del / ' \\.

ADN ; \
/ ! L

_./ i \'— -, Longidud de

onda

254 nm

Figura 2. Absorcion méxima de la radiacion UV-C en el ADN de los

microorganismos [19].

La radiacion UV-C se ha utilizado para desinfeccion del agua, del aire y
de superficies, la eficacia de este método puede variar dependiendo el
tiempo de exposicién, la potencia de la fuente de radiacién, el material
que se vaya desinfectar y el tipo de microorganismo que se quiera

inactivar [1]. La dosis de radiacion se puede calcular conociendo la

11



potencia de la fuente de luz UV-C, el &rea de contacto y el tiempo
estimado de irradiacion, D= (1)*(T)® [11].

2. Biologia
La biologia se conoce como una rama de las ciencias naturales que se encarga de
estudiar los seres vivos, busca explicar los fenébmenos de la vida, la aparicion de
especies y las leyes que rigen las diferentes formas de vida [20][21]. Esta ciencia
hace especial seguimiento a las células, las moléculas, los tejidos y los ecosistemas.
Todo esto genera que la biologia tenga diferentes areas de estudio como la boténica,
la ecologia, la microbiologia, la genética, la fisiologia y la zoologia [21]. En el
presente trabajo se utilizaran aspectos basicos de microbiologia, para el estudio de

microorganismos (bacterias) y su respuesta a la radiacion ultravioleta.

2.1. Microbiologia
Esta area de la biologia se encarga de estudiar y analizar los microorganismos,
células eucariotas y procariotas [21]. La microbiologia se ha dedicado

principalmente a estudiar las células procariotas (bacterias, virus y esporas).

2.1.1. Microorganismos
Es un ser vivo o un sistema biologico que no es visible para el ojo
humano [22] . Los microorganismos varian su tamafio en un rango de
(0.02-25) um, se clasifican en virus, bacterias, hongos, y parasitos, todos
estos patogenos tienen diferente composicion celular y forma de
replicacion [23]. Las bacterias estan compuestas por células procariotas
mientras que los hongos y paréasitos por células eucariotas, estos dos tipos

de células tiene diferencias estructurales y de reproduccion [24].

2.1.1.1. La célula

3 D=I*T; T=tiempo (8), I= intensidad (w/cm?) , D=dosis (J/cm?)
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La mayor parte de las células son microscopicas, se dividen en dos
grandes grupos, eucariotas y procariotas. Las células eucariotas tienen
diametros entre 10 um y 100 um y en su gran mayoria conforman las
células animales y vegetales mientras que las células procariotas tienen
didametros menores a 10 um y solo conforman agentes bacterianos [24].
La principal parte de estos microorganismos es el citoplasma, lugar donde
se almacena el ADN [24].

Tum 10pm 100pm

Celulas
animales y
vegetales

B : [
4 P e :
LR N -

Bacterias

=

Figura 3. Diferencias en los didmetros de células eucariotas y procariotas
[24].

2.1.1.2. Celulas procariotas

Este tipo de células no posee membrana celular, carecen de un nucleo
definido, poseen una pared celular que las protege del exterior y tienen

una sola molécula de ADN [24].]. Estas células se pueden clasificar en
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aerobias, necesitan oxigeno para sobrevivir, y anaerobias, no necesitan
oxigeno para vivir [23]. Las células procariotas solo se encuentran

presentes en las bacterias.

2.1.1.3. Bacterias

Estos agentes patdogenos tienen un didmetro aproximado de 1 ymy 5 pm,
poseen sistemas de desplazamiento y su mecanismo de replicacion es por
fision binarias [23]. La fision binaria es una forma de reproduccién
asexual que consiste en la duplicacion de ADN, dividiéndose el
citoplasma, formando dos nuevas células [24]. Se pueden clasificar por su
forma celular o morfoldgica, presentan diferentes formas, la bacteria de
Echerichia Coli presenta morfologia en forma de bacilos mientras que

Staphilococcus Aureus presentan forma esférica [23].

esporos bacterianos
wos Qg O SPOF
Q OOO E =
diplococos
estreptococos b bactéria flagelada

- 7 IxlLd
Qo000a50,, 020 il
o0ag Oo AR
vibrioes
estafilococos

espirilos

Figura 4. Morfologia Bacteriana [23].
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2.1.13.1.

2.1.1.3.2.

Bacteria Staphilococcus Aureus.

Esta bacteria se puede encontrar en la piel, fosas nasales de las personas,
superficies metalicas, ceramicas y agua no tratada; causa diferentes
enfermedades, como neumonia, meningitis, endocarditis [25]. Esta
bacteria puede tener un didmetro entre 0.8 um y 1 pum, puede sobrevivir
con oxigeno o sin él, posee colonias lisas y brillantes, posee un color
amarillo o blanco porcelana por lo que se le llama Aureus, su
reproduccion ocurre en un rango de (6,5-50) °C [26]. La Staphilococcus
Aureus ha sido inactivada con diferentes dosis de radiacion ultravioleta,

encontrada que la dosis de 7.2 J/cm? es la mas eficaz [3].

Bacteria Echerichia Coli (E-Coli)

Este microorganismo posee una morfologia en forma de bacilos (casi
rectangular) pueden tener un ancho de 0.5 um y un largo de 3 um, se
reproducen con temperatura entre (7-32) °C y se desplaza facilmente;
actualmente se conocen 5 grupos de esta bacteria, enterotoxigenico,
enteropatogeno, enteroinvasivo, enterogragativo y enterohemrragico,
estos 5 grupos generan diferentes enfermedades [27]. La E-Coli puede
producir fiebre, diarrea, dolor abdominal, vomito e insuficiencia renal.
Esta bacteria se puede encontrar en la leche, agua contaminada, carne
cruda y verduras mal cocidas. Diferentes investigaciones han logrado

reducir e inactivar esta bacteria utilizando radiacion UV-C [1].

3. Lamparas para desinfeccion con radiacion UV-C

En la actualidad se han buscado nuevos métodos y tecnologia de desinfeccion que

sean mas eficaces y menos destructivas que los procesos quimicos convencionales,

dentro de estos nuevos métodos se encuentran los equipos para desinfeccion con
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radiacion UV-C. Los equipos que logran emitir luz ultravioleta artificial son las
lamparas de mercurio de mediana y baja presion, lamparas fluorescentes e
incandescentes; sin embargo, se han desarrollado lamparas UV de microondas, las

cueles son mas eficientes [1].

3.1. Lamparas de mercurio
Estas ldmparas son las mas comunes fuentes de luz UV-C. Las lamparas
de mercurio estd compuesta dos electrodos en sus extremos y un tubo
herméticamente cerrado de materiales como el cuarzo o la silica Vitreosa,
ambos transmisores de luz ultravioleta [28]. Usualmente él tubo
hermético es llenado con argdn, este ayuda al arranque de la lampara,
extiende la vida de los electrodos y evita perdidas térmicas; los electrodos
que se ubican en los extremos son fabricados con tungsteno y una mezcla
de alcalinotérreos, esto facilita la formacion del arco dentro de la ldmpara;
cuando el vapor de mercurio es excitado por una descarga eléctrica
retorna a un nivel de menor energia, produciendo radiacion UV-C [1] .
Estas lamparas de mercurio pueden funcionar a mediana y baja presion
[29]. Las lamparas de mercurio a mediana presion no son eficientes como
método de desinfeccion, debido a que alcanzan temperaturas muy altas y
su radiacibn no logra ser completamente absorbida por los

microorganismos [1].
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Figura 5. Componentes de una lampara de mercurio [1]

3.1.1 Lamparas de mercurio a baja presion

Estas lamparas funcionan con una temperatura de 40 °C y un rango de
presion que varia entre (102 — 103) Pa; sus lineas espectrales son bien
definidas y el 85% de luz emitida es radiacion ultravioleta con una
longitud de onda de 253.7 nm, la mas eficiente para destruir

microorganismos [1].

Metodologia

Preparacion de las muestras.

Se utilizaron muestras de instrumentos de cocina, cubiertos de aluminio y platos
ceramicos, cortados con un area aproximada de 0.25 cm? y se esterilizaron en un
autoclave marca HALTHEN a 121 °C durante dos horas. Posteriormente se les
inocularon cepas bacterianas sensibles de E-coli y Staphylococcus Aureus ambas con
una concentracion inicial de 1E6 CFU/ml, las cepas fueron entregadas por la facultad de
ciencias de la salud de la Universidad Tecnologica de Pereira y estandarizadas con un

espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm.
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Tratamientos de radiacion UV-C.
Para la irradiacion de las muestras se utilizé una lampara SYLVANIA ULTRAVIOLET

G30W de una potencia de 30 W y una longitud de onda de 253.7 nm, se midio la
intensidad de la lampara a tres distancias diferentes, (10, 15, 30) cm (ver figura 6),
usando un medidor de densidad de potencia NBM-520 con una sonda de un rango entre
(100KHz- 3GHz). La intensidad varia para cada distancia, para diez centimetros de
distancia la intensidad fue de 30.18 * 0.8711 w/cm?, en quince centimetros se encontrd
una intensidad de 15.597 0.1666 w/cm? a treinta centimetros se obtuvo una intensidad
de 1.722* 0. 1120 w/cm?. La dosificacion aplicada se calcul6 usando la ecuacion D= (l)
(t)* [11]. Las muestras fueron irradiadas a tres distancias diferentes durante un tiempo de

20 segundos cada una.

Figura 6. Distancias de radiacion con (30, 15,10) cm, tomando como punto de

referencia la lampara.

Las muestras sometidas a la radiacion UV-C fueron trasladadas a un tubo de Eppendorf
de 2 ml el cual contenia 1 ml de solucién salina (NaCl: KCI) a una concentracion del 0.9
%, el tubo de Eppendorf y la solucidn salina fueron esterilizado en un autoclave durante

4 D=I*T ; T= tiempo (s), I= intensidad (w/cm?) , D=dosis (J/cm?)
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quince minutos. Esta mezcla se sometio a vortice durante tres minutos para finalmente
hacer disoluciones en serie. Seguidamente se pipetio 100 pl a una placa de Petri
preparada anteriormente con agar nutriente marca Plate Count Agar, esta solucion se
extendio en la placa de Petri usando perlas de ebullicion. Las cajas de Petri se
introdujeron en una incubadora marca redLINE modelo rl115 durante 24 horas a una
temperatura de 37 °C y Finalmente se hizo el conteo de las colonias.

Construccion de la camara de radiacion germicida.
Para la construccion de la camara de radiacion germicida se busco ubicar la fuente de

radiacion en un lugar estratégico para obtener mayor aprovechamiento de la luz. La
camara fue construida con una lampara Philips TUV 8W G8T5 equipada con una
potencia de 8W, potencia de radiacion UV-C de 2.4 W y una longitud de onda 253.7 nm.
La cadmara de radiacion se disefid de modo que dentro de esta se tenga una radiacion
igual o parecida a las dosis que inactivaron las cepas bacterianas, por lo que la ldmpara
estd ubicada en el centro de la parte de encima de la camara. Este dispositivo fue
construido con un ancho de 50 cm, un fondo de 30 cm y un alto de 30 cm (ver figura 7);
distancias en las que la radiacion logro inactivar las cepas bacterianas. La cdmara de
radiacion se construyd usando acrilico ya que es un material econémico y que logra
bloquear la radiacién UV-C [12].
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Figura 7. Codigo y circuito implementado en la camara de radiacion germicida.

Para la programacion de encendido y apagado del equipo se utilizo el software libre de

Arduino uno y un reley (ver figura 7), se programé con dos funciones; para que solo

dure encendida 20 segundos y para dejarla encendida el tiempo que el usuario desee, ya

que existen microorganismos que pueden ser mas resistentes a la radiacion UVC y por lo

tanto se necesite de mayor tiempo para inactivarlos.

20



Figura 8. Camara de radiacion germicida inactivando cepas bacterianas de E-coli y

Staphylococcus Aureus.
Analisis de resultados

Calibracion de la lampara de luz UV-C.
De acuerdo con los resultados obtenidos en la medicidon de intensidad de la lampara

SYLVANIA ULTRAVIOLET G30W de una potencia de 30 W y una longitud de onda
de 253.7 nm, se encontrd que la intensidades de la ldmpara variaban ampliamente segin
la distancia (ver grafico 1). Esto permito tener tres dosis de radiacién ultravioleta usando
un tiempo estandar de 20 segundos, teniendo en cuenta que con una intensidad mayor se
puede lograr un dosis mas eficaz y efectiva al igual que un tiempo mayor. El aumento de
la intensidad de la lampara puede aumentar Unicamente disminuyendo la distancia de
radiacion. Es importante que eventualmente se haga una calibracion de intensidad de la
lampara debido a que pueden existir perdidas de radiacion por diversos factores,
especialmente cuando la fuente de luz UV-C ha pasado el tiempo de uso establecido por
el fabricante [11].
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Figura 9. Resultado de intensidad de la lampara UV-C, a tres distancias, utilizada

en la prueba de laboratorio.

Distancia | Valor medido | Factor de cobertura | Incertidumbr
(cm) w/cm? (k) e
10 30,18 2,776 0,8711
15 15,59 2,776 0,1666
30 1,722 2,776 0,1120

Tabla 1. Calibracion de la lampara de luz UV-C, utilizada en las pruebas de

laboratorio.

Pruebas microbioldgicas.
En el laboratorio se hicieron principalmente dos pruebas microbioldgicas para observar

la posible inactivacién de las bacterias E-coli y Staphylococcus Aureus. En la primera
prueba se contaminaron muestras de acero inoxidable con aproximadamente 1EG6
CFU/ml de Staphylococcus Aureus ATCC 29213 RL (ver figura 10) y posteriormente
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se irradiaron con dosis de (8.6, 17.22, 25.83) J/cm? . En este experimento se quiso
observar el comportamiento microbiano usando la intensidad mas baja medida por la
fuente de luz UV-C, teniendo una intensidad constante y variando el tiempo, teniendo
tiempos de cinco, diez y quince segundos. Ademas hubo una muestra llamada tiempo
cero la cual no fue sometida a radiacion con el fin de lograr compararla con las muestras

irradiadas durante los tres tiempos.

Figura 10. Bacteria Staphylococcus Aureus ATCC 29213 RL.

Todas las muestras fueron pasadas a tubos de Eppendorf y sometidas a vortex durante
tres minutos con el fin de lograr desprender las bacterias del material y conseguir una
solucién totalmente homogénea. Por ultimo se hicieron las diluciones en serie y se
extendié en el medio de cultivo, todos estos procedimientos se hicieron dentro de una
cabina de flujo laminar. Dieciocho horas mas tarde se procedié a intentar contar las
colonias encontrando que ninguna colonia habia crecido, inclusive la que no habia sido
radiada. Esto sucedié debido a que hubo un error de procedimiento ya que las diluciones
en serie del tiempo cero no se homogenizaron correctamente, los demas tiempos se

homogenizaron correctamente. Este error no permite dar un resultado totalmente
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confiable ya que no se pudo hacer una buena comparacién de las muestras irradiadas con
la no irradiada. Sin embargo se podria pensar que se logré una adecuada inactivacion
durante un tiempo mayor a dieciocho horas, debido a que sesenta y seis horas después
del cultivo las bacterias irradiadas y homogenizadas correctamente crecieron, resultado
esperado, mientras las que no fueron homogenizadas correctamente no crecieron. Se
puede concluir que el tiempo cero no creci6 durante las dieciocho horas debido al error
de procedimiento mientras que los demas tiempos no crecieron por una posible

inactivacion.

Lnidades formadoras de colanias (LIFC)
[}
[y}
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Figura 11. Resultados obtenidos usando una intensidad de 1.722 w/cm? a 30 cm de
distancia de la ldmpara y variando el tiempo entre de exposicion teniendo tiempos de
(5, 10, 15) segundos.

En el segundo experimento se volvieron a inocular 1E6 CFU/ml de Staphylococcus
Aureus ATCC 29213 RL, en esta ocasion se buscOd ver el crecimiento microbiano
durante tres distancias de radiacion distintas de (10,15,30) cm y un tiempo estandar de

veinte segundos, teniendo de nuevo una muestra denominada tiempo cero la cual no es
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irradiada (ver figura 12). Las dosis utilizadas en este experimento fueron de (603.6,
311.8, 34.44) J/lcm?. Después de irradiar las muestras se sometieron a vortex durante
tres minutos y se hicieron diluciones en serie y todas las muestras se homogenizaron
correctamente para posteriormente ser incubadas en la cajas de Petri. Dieciocho horas
después se procedio a contar las colonias encontrando que solo se habia registrado
crecimiento de Staphylococcus Aureus en las muestras no irradiada, sin embargo se
registrd crecimiento de una bacteria desconocida en la mayoria de las cajas de petri por
lo que no fue posible hacer el conteo correctamente (ver figura 13). En este experimento
los procedimientos fueron realizados con mechero, debido a que la cabina de flujo
laminar presento fallas, teniendo como desventaja el uso de una zona estéril de solo 15

centimetros y mayor probabilidad de encontrar particulas contaminantes en el aire que

pueden transmitirse al cultivo [30]

Figura 12. Muestras contaminadas con Staphylococcus Aureus ATCC 29213 RL

En trabajos similares se ha logrado inactivar cepas de Staphylococcus Aureus con dosis

de 7.2 Jlcm? mientras que las cepas de E-coli han sido inactivadas con dosis menores a
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8.7 Jlcm? [3][31]. Ademas la FDA?® sostiene que las dosis mayores a 1.5 J/cm? son dosis
de alta radiacion y pueden ser suficientes para inactivar un amplio rango de

microorganismos [1].
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Figura 13. Resultado obtenidos a tres distancias de radiacion distintas de
(10, 15,30) cm y usando un tiempo estandar de veinte segundos.

Aunque las dosis utilizadas en este trabajo fueron altas y sobrepasaron las dosis
utilizadas por otros autores, no se logré obtener un resultado microbiol6gico totalmente
confiable debido a errores en los procedimientos [3][31][32][33]. Sin embargo estas
intensidades de radiacion pueden seguir siendo Utiles para la inactivacion de bacterias de

E-coli y Staphylococcus Aureus.

Céamara de radiacion germicida.
La cdmara de radiacion germicida se disefié con una altura de 30 cm de alto, con el fin

de garantizar en la parte inferior dosis de radiacion UV-C mayores a 34.44 J/cm?, en la

5 Food and Drug Administration
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parte media del prototipo se pueden lograr dosis mayores a 311.8 J/cm? y en la parte alta
del equipo pueden existir dosis mayores a 603.6 J/cm?. Ademas la camara tiene un

fondo 30 cm y un ancho de 50 cm, la lampara tiene una longitud de 30 cm por lo que fue

ubicada en el centro para lograr una radiacion uniforme en el interior (ver figura 14).

Figura 14. Camara de radiacion germicida con tres distribuciones. Parte inferior a
30 cm, parte medio a 15 cm y parte alta a 10 cm de distancia de la fuente de luz
UVv-C.

El encendido y apagado de la cdmara esta programado con el software libre de Arduino
uno, se programa de modo que al poner el switch en uno y regresarlo a cero la lampara
guede encendida por veinte segundos tiempo en el cual se logran dosis de (34.44, 311.8,
603.6) J/cm? en el interior de esta. Debido a que los puertos digitales de arduino solo
pueden suministrar 5 voltios fue necesario utilizar un relay el cual se activacon5V'y
eleva el voltaje a 56 V, voltaje suficiente para el funcionamiento de la fuente de
radiacion. El puerto ocho de Arduino uno fue configurado para recibir la sefal de
entrada mientras que el puerto cuatro fue programado como puerto de salida del
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Arduino. El reley esta alimentado con un voltaje de 5 V vy al recibir la sefial del puerto
cuatro de la placa de Arduino el electroiman se activa a causa de la magnetizacion de la
bobina interna de este, logrando cerrar el circuito y de esta manera activar la lampara de
radiacion UV-C. Todos los circuitos se introdujeron al interior de una caja forrada con
papel aluminio con el fin de evitar el alto ruido electromagnético que pueda causar la
radiacion UV-V en la placa de Arduino.

Conclusiones
Es posible controlar el crecimiento cepas bacterianas de E-coli y Staphylococcus Aureus

en instrumentos de cocina usando una camara de radiacion germicida de bajo costo, sin
embargo puede ser necesario realizar nuevas pruebas donde se puedan establecer un
nimero exacto de colonias inactivas, resultados que puedan ser mas veraces y materiales

mas econdmicos en la construccién de la cAmara.

En este estudio la radiacion UV-C se aplicd a muestras de instrumentos de cocina,
usando dosis de radiacion UV-C de (8.6, 17.22, 25.83, 34.44, 311.8, 603,6) J/cm?. Las
dosis seleccionadas principalmente para la construccion de la camara de radiacion
germicida fueron de (34.44, 311.8, 603.6) J/cm?, debido a que son altas y de esta
manera pueden lograr una correcta inactivacion de las bacterias E-coli y Staphylococcus
Aureus. Sin embargo la cdmara se disefid de modo que se puedan obtener dosis mas
altas con el objetivo de poder lograr una correcta inactivacion en microrganismos que
presentan mayor resistencia a la luz UV-C y de este modo poder garantizar una mayor

confianza al usuario.
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AnNexos

Informe de calibracién

Medicion intensidad de campo electromagnético
Equipo usado: Narda Brodband Field Meter MBN-520

Equipo comparado: Reactor de luz UV-C con lampara SYLVANIA
ULTRAVIOLET G30W

Variable: Densidad de energia (Intensidad)
Unidades: w/cm?
Observaciones:

- se encendi6 el reactor y se esperdé cinco minutos para tomar las
medidas, esto para garantizar el correcto arranque de la lampara.

- Se tomaron mediadas a tres distancias diferentes, tomando como
referencia la lampara.

Medicién a 30 cm de distancia.

Datos Intensidad (w/cm?)

1,87

1,672

1,708

1,633

1,729

VOB |WIN|F

romedio | 1,722

Incertidumbre tipo A:

uA prm—

Y
~ 7
u, = 0,040354182 w/cm?

Incertidumbre tipo B:
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Incertidumbre por resolucién
Resolucion
Upes =
2v3

Uyes = 2,88675E — 5 wicm?

Incertidumbre combinada:

— 2 2
Ucombinada = \ / UA + UB

Ucombinada= 0,040354192 w/cm?

Grados de libertad

Vesr = 4

K (para una confianza del 95% tabla t-student)
K=2,776

Uexpandida = Ucombinada * k

Uexpandiaa = 0,112023237 wicm?

Valor medido:
— 5+
U=uZ uexpandida

U=1,722%0,1120 w/cm?

Medicién a 15 cm de distancia

Datos Intensidad (w/cm?)

15,91

16,08

14,97

15,96

G WINEF

15,01




| Promedio | 15,59

Incertidumbre tipo A:

u, = 0,244961221 w/cm?

Incertidumbre tipo B:

Incertidumbre por resolucién
Resolucion

u
res 2 \/§

Uyos = 2,88675E —5 wicm?

Incertidumbre combinada:

— 2 2
Ucombinada = A / UA + UB

Ucombinada= 0,060006 w/cm?

Grados de libertad

ug
Verr = u?
n—1

Verr =4

K (para una confianza del 95% tabla t-student)
K=2,776

Uexpandida = Ucombinada * K

Uexpandida = 0,166576656 w/cm?

Valor medido:



— g+
U=uZ uexpandida

U= 15,591 0,1666 w/cm?

Medicién a 10 cm de distancia

Datos Intensidad (w/cm?)

30,12

30,39

29,57

28,72

1
2
3
4 32,11
5
P

romedio | 30,18

Incertidumbre tipo A:

uA —

S
V7
u, = 0,560191039 w/cm?
Incertidumbre tipo B:
Incertidumbre por resolucién

Resolucion

Ures
243
U,.. = 2,88675E — 5 wicm?

Incertidumbre combinada:

— 2 2
Ucombinada = "UA + UB

Ucombinada= 0,313814001 w/cm?
Grados de libertad

ug
Verr = u?

n—1
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Vesr = 4

K (para una confianza del 95% tabla t-student)
K=2,776

Uexpandida = Ucombinada * k

Uexpanaida = 0,871147667 wicm?

Valor medido:

— at
U=uZ uexpandida

U= 30,18 * 0,8711 w/cm?

Cddigo implementado en Arduino UNO

#include <Time.h>

int estado;

int segundo;

void setup(){
pinMode(4, OUTPUT);
pinMode(8, INPUT);
Serial.begin(9600);

b

void loop(){

setTime(0,0,0,20,10,2015);

35



estado=digitalRead(8);
if(estado==HIGH){
digitalWrite(4,HIGH);
time_t t=now();
if(second(t)>=20){
digitalWrite(4,LOW);
setTime(0,0,0,20,10,2015);
}
else{
delay(20000);
setTime(0,0,0,20,10,2015);
}
}

else{
digitalWrite(4,LOW);
}
}

Simulacion del circuito implementado Aduino UNO.
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Figura 15. Simulacién del circuito eléctrico, en Proteus siete, implementado en la
camara de radiacion germicida.

Protocolo de bacterias en solidos

Experimental method

2 Determination of antibacterial activity of cotton fabrics coated with CuO.

The antibacterial activity of cotton fabrics coated with CuO was tested on Escherichia
coli bacteria. All cotton fabrics were sterilized by autoclaving at 121°C for 2 h. 20 pL
aliquot of culture at an initial concentration of 3,8x10° CFU mL? (Table 1) in NaCl:kClI
was placed on each coated and uncoated (negative control) cotton fabrics. The samples
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were placed on petri dish to prevent medium evaporation and after 6 min, the fabric was
transferred into a sterile 2 ml eppendorf tube containing 1 mL autoclaved NaCl:KCl
saline solution. This was then mixed thoroughly using a vortex for 3 min. Serial

dilutions were made in NaCIl/KCI.

A 100 pL of each dilution was pipetted onto a nutrient agar plate. This was then spread
over the surface of the plate using standard plate method. Agar plates were incubated, lid
down, at 37 °C for 24 h before colonies were counted. All experiments were replicated
at least two times. The percentage recovery for this experimental method was 88.82
+12.09. The result is shown in tablel.

Table 1. The percentage recovery for this experimental method

Parameter Sample 1 Sample 2 Mean
Initial concentration of colony
4,20x10° 3,70 x10° 3,80 x10°
on the pellet
Initial concentration on the
) 3,50x10° 3,40 x10° 3,40 x10°
fabric
% Bacteria loss 25,00 8,11 16,56
Percentage Recovery
10.53
89.47 £12.0

% Bacteria loss= A-B x 100
A
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Where A is the number of microorganisms on the pellet and B is the number of

microorganisms on the fabric.

Percentage recovery=_y x 100%

X

Where x and y are the CFU on the pellet and on the fabric, respectively.

PROTOCOL FOR DETERMINATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF
COTTON FABRICS.

1. Sterilize all cotton fabrics (2x2 cm) by autoclaving at 121°C for 2 h.
2. Add 20 pL aliquot of pellet solution (containing approximately 1x10° UFC mL™)
on each cotton fabrics. Put the samples in petri dish in order to (to prevent)

medium evaporation and then leave dry during 5 min.

3. Transfer the fabric into a sterile 2 ml eppendorf tube containing 1 mL sterile
NaCl:KCI saline solution. Mix the solution vigorously using a vortex during 3

min. Make serial dilutions in NaCI/KClI saline solution.
4. Take 100 pL of each dilution, then add to petri dishes containing plate count agar

and spread over the surface. Incubate petri dishes at 37 °C during 24 h. Finally,

the colonies are counted.
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