EFECTO DE LA RADIACION LUMINOSA EN LA DESAPARICION
DE ESCHERICHIA COLI (T90)

EN MEDIO ACUATICO.
ESTUDIO EXPERIMENTAL
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RESUMEN: Se estudia el efecto de la luz de diferentes longitudes de onda: ultravioleta
(A =350 nm), azul (A = 450 nm), y verde-amarilla (A = 575 nm), y de la intensidad
luminica en la tasa de desaparicion bacteriana en medio acudtico. Se realizaron dife-
rentes experiencias de laboratorio manteniendo constantes las variables ambientales de
temperatura, pH, salinidad y utilizandose como indicador bacteriano Escherichia coli.
Los resultados indican que el Ty es afectado tanto por el aspecto cualitativo de la luz
(longitud de onda) como por el cuantitativo (intensidad), siendo los dos factores
altamente significativos. No se encontro sinergia entre ambos.

La luz ultravioleta tiene un destacado papel sobre la desaparicion bacteriana, siendo su
efecto bactericida mayor que el de la luz azul y éste superior al de la luz verde-amarilla.
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INTRODUCCION

La identificacion de los factores que favorecen la des-
aparicion bacteriana tras su vertido al mar, la magnitud
de sus efectos, y el modo de actuacion: simple, acumula-
tivo, sinérgico, etc., son cuestiones no aclaradas suficien-
temente, a pesar de la amplia bibliografia que existe
sobre el tema (Evison, 1988; Fujioka y Narikawa, 1982;
El-Sharkawi et al, 1989; Bravo y Vicente, 1991;
Kocasoy, 1995; Alkan ef al., 1995; Serrano et al., 1998)
y de las investigaciones realizadas desde hace mas de 4
décadas.

El Ty (tiempo necesario para que el 90 % de la pobla-
cion bacteriana desaparezca) se utiliza como parametro
de disefio en la construccion de emisarios submarinos.
La actual legislacion espafiola (Orden de 13 de julio de
1993 por la que se aprueba la Instruccion para el
proyecto de conduccion de vertidos desde tierra al mar)
pone un marcado énfasis en el cardcter estadistico del
Topy la significacion que tienen los factores ambientales.

Los resultados que figuran en la bibliografia sobre el Ty,
en medio marino, presentan una amplia variacion en lo
relativo a los efectos que ejercen los factores ecolégicos
(temperatura, (Ayres,1977); salinidad, (Pereira y Alcan-
tara, 1993); depredacion (McCambridge y McMeekin,
1981); radiacion solar (Barcina et al., 1987); competen-
cia por nutrientes, presencia de sustancias toxicas produ-
cidas por algas (Evison y Tosti, 1980)) y fisicos
(dilucion y dispersion). Esta variacion es debida, en
parte, a la falta de wunificacion de condiciones

experimentales y técnicas.

La luz solar figura como uno de los factores que mayor
importancia tiene en la tasa de desaparicion bacteriana
(Sarikaya y Saatci, 1994). Esta presenta dos aspectos que
conviene destacar, uno que hace referencia a su espectro
de emision (longitud de onda, A.) y otro a su intensidad.
Es conocido que la relacion entre la intensidad de luz y
el Tyy es inversamente proporcional (Bellair ef al., 1977;
Solic and Krstolovic, 1992; Tudor et ai, 1990), pero no
estd claro el efecto de las diferentes radiaciones (ultra-
violeta y visible) (Gameson y Gould, 1975; Solic y Krs-
tulovic, 1992; Canteras et al, 1995). Mientras hay quien
considera que el mayor efecto de la luz solar en la des-
aparicion bacteriana es debido a los dafos que causa la
radiacion ultravioleta en el DNA (AueryNiehaus, 1993),
otros creen que es posible una mayor accién bactericida
de la radiacion visible frente a la ultravioleta ya que,
entre otras razones, en profundidad la radiacion ultra-
violeta es rapidamente atenuada (se admite, en general,
que su penetracion en la masa de agua no excede de un
metro) y sin embargo se obtienen Tyy semejantes a los de
superficie (Cornax et al, 1990; Fuijoka et al, 1981;
Canteras et al, 1995).

El objetivo de este trabajo fue estudiar, por una parte, el
efecto de diferentes tipos de luz (ultravioleta y visible) y
de la intensidad luminica en la tasa de desaparicion
bacteriana y, por otra, si el efecto de ambos es simple,
acumulativo o sinérgico.
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ELIMINACION DE ESCHERICHIA COLI
MATERIAL Y METODOS

Condiciones generales

Las experiencias se llevaron a cabo en el laboratorio en
una camara de cultivo que permitia el control de las va-
riables (temperatura, luz). Como indicador bacteriano se
utilizé6 una cepa de Escherichia coli ssp. communior
(ATCC 4157) procedente de la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo.

Las condiciones ambientales generales fueron: medios
de incubacion basados en solucion salina estéril (NaCl
(Merck) al 8,5 %0 en agua desmineralizada filtrada a tra-
vés de filtros Whatman GF/F y esterilizada en autoclave
durante 45 minutos a 120 °C); temperatura constante de
20°CypHde 7.

Se ensayaron diferentes luces e intensidades. Los tipos
de luz utilizados fueron: luz verde-amarilla (4 = 575
nm); luz azul (A. = 450 nm); luz ultravioleta (A = 350
nm). Como control y para evaluar el efecto de la luz se
realizaron experiencias en oscuridad. En la Tabla I se
expresan las diferentes intensidades utilizadas para cada
tipo de luz. Se emplearon tubos fluorescentes Sylvania
de 36 W.

Diseiio experimental

Las suspensiones bacterianas sometidas a la radiacion
(Tabla 1) para los tratamientos experimentales se esta-
blecieron en matraces de 1 1. Dichas suspensiones con-
sistian en 1 1 de solucién salina estéril a la que se le
inoculaba, asépticamente, E. coli para que la concentra-
cion inicial en cada matraz fuera de 10° cel/ml. El ino-
culo procedia de un cultivo de E. coli en medio liquido
con peptona y glucosa que se encontraba en fase expo-
nencial de crecimiento. El volumen de inoculo necesario
para cada tratamiento se calculaba a partir de la curva de
crecimiento, previamente elaborada (Canteras et al.,
1993), y que relacionaba la turbidez con el nimero de
células viables.

La duracion de cada uno de los experimentos fue de 12
horas a lo largo de las cuales se muestre6 en el momento
de la inoculacion y posteriormente cada 3 horas. El
muestred consistia en la extracion, tras la agitacion, de 5
ml de la suspension bacteriana sometida a radiacion. De
cada muestra se realizaron 3 dilucciones (107, 102 107)
con solucion salina estéril. Las diluciones eran ne-
cesarias para asegurar el posterior correcto contaje de

Luz verde-amarilla Luz Azul Luz ultravioleta
A=575nm A =450nm A =350nm
8660 lux 4900 lux 1000 lux
6740 lux 4000 lux 720 lux
4900 lux 2600 lux 480 lux
2600 lux 1000 lux 240 lux

Tabla 1. Intensidades de luz (lux) utilizadas para cada tipo de
luz ensayada (verde-amarilla, azul y ultravioleta)
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las colonias. La identificacion y recuento de colonias se
realizd por el método de filtracion por membrana
(UNEP/ WHO, 1983). Se utilizaron membranas HA
(Millipore) de 0,45 mm de poro y 47 mm de diametro.
La filtracion (100 ml) se llevé a cabo mediante vacio.
Tras la misma se colocaba el filtro de membrana en una
caja Petri que contenia 2 ml de medio de cultivo M-FC
(Millipore) y se incubaba durante 24 horas a 44,5 °C +/-
0,2 °C en oscuridad. El recuento se hizo en microscopio
binocular de bajo aumento (x10) con iluminacién de luz
blanca fluorescente.

Los resultados se expresaron como unidades formado-
ras de colonias por ml (ufc/ml).

El célculo del Ty se realizd a partir del modelo propues-
to por Chikc (1908) donde:

Tg():2,3/K

siendo K la pendiente de la curva Log N (numero de
individuos) frente al tiempo.

Para el tratamiento de los datos se emplearon diversos
analisis estadisticos (correlaciones, T-Tukey, ANOVA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de Ty, variaron ampliamente desde 0,95
horas (h) a 39,66 h. Estas diferencias fueron debidas
tanto a las distintas intensidades de luz como a las
longitudes de onda empleadas. En la Figura 1 se
muestran los valores medios en funcion de las diferentes
luces e intensidades ensayadas. En todas ellas se observa
una fuerte disminucion de la desaparicion bacteriana con
el aumento de la intensidad de luz. Los maximos se
obtuvieron cuando se utiliz6 luz verde-amarilla y los
minimos correspondieron a la luz ultravioleta (Tabla 2).
Para ésta, los resultados obtenidos fueron semejantes a
los dados por Evison (1988).

En oscuridad, el Toq oscild desde 41,66 h a 52,04 h con
una media de 43,14 h. Estos valores estan de acuerdo
con los obtenidos por diversos autores como Gameson
(1984) que para 20 °C y oscuridad obtuvo un valor de 49
horas para coliformes o como los de Sarikaya y Saatcy
(1994) de 40 horas.

Para poner de manifiesto la relacion que existe entre la
intensidad de luz y la desaparicion bacteriana se calculd
la regresion (con todos los valores obtenidos) entre am-
bos parametros obteniéndose un coeficiente no significa-
tivo (r = 0,079). Este resultado no fue el esperado pues
se supone que a mayor intensidad de luz menor valor de
Too. Se pensd que los resultados pudieran quedar
enmascarados por el efecto de la longitud de onda. Para
analizar este posible fendmeno se procedio de la
siguiente manera:

1° Se estudi6 para cada tipo de luz (longitud de onda
constante: verde-amarilla, 575 nm, azul, 450 nm, y
ultravioleta, 350 nm) su relacion entre el Ty, (horas) y la
intensidad. Se realizaron regresiones y se obtuvieron asi
las ecuaciones de mejor ajuste a la curva por polinomios
ortogonales. Las expresiones de ajuste a una recta fueron
las siguientes:
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Figura 1. Valores medios de Tyy (horas) frente a las distintas
intensidades de luz (lux) para cada una de las luces
ensayadas (Luz verde-amarilla: 1 =575 nm; Luz
azul: 1 =450 nmy Luz UV: [ =350 nm)

Tipo de luz Valor Ty, Valor Ty,
maximo (h) minimo (h)
Verde-amarilla 34,43 9,43
Azul 31.88 4.11
Ultravioleta 4,22 0.94

Tabla 2, Valores maximos y minimos obtenidos, en el cdlculo
del Toy (horas), para cada una de las luces
ensayadas (verde-amarilla, azul y ultravioleta), de
acuerdo con las intensidades mdximas y minimas
usadas (ver Tabla 1)

e Luz verde amarilla

Top=-0,0043 1 + 46,103 r=-0,96 (1)
e Luz azul

Top=-0,00721+39,13 r=-0,99 (2)
* Luz ultravioleta

Top=- 0,00471+ 5,087 r=-0,95 (3)

siendo / = Intensidad de luz (lux)

Tg (horas)

Ty, (horas)

Tyo (horas)
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Figura 2. Curvas de ajuste para cada tipo de luz (Luz

verdeamarilla: 1 =575 nm; Luz azul: | =450 nm y
Luz UV: 1 =350 nm) entre las distintas intensidades
(lux) y el Tyy (horas)

Dichas ecuaciones corresponden a las curvas de
la Figura 2.

2° Se calculd el indice de correlacion parcial
(Cramer, 1968) entre la intensidad y el Ty,
eliminando el efecto del aspecto cualitativo de
la longitud de onda, obteniéndose un
coeficiente de -0,884 con una significacion
superior al 99,9 %. En consecuencia, se deduce
que existe correlacion negativa cuando se eli-
mina el aspecto cualitativo (longitud de onda)
de la luz y a una mayor intensidad de luz le
corresponde un menor Ty Estos resultados
estan de acuerdo con lo demostrado por varios
autores (Bellair e/ al., 1977; Solic y Krstulovic,
1992; Tudor etal., 1990).

Para determinar si las diferencias observadas eran
significativas estadisticamente, se realiz0 una
prueba T-Tukey de contraste de pares de medias,
con las intensidades ensayadas en los diferentes
tipos de luz (Tabla 3).

El analisis dio los siguientes resultados:
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ELIMINACION DE ESCHERICHIA COLI

Luz verde-amarilla Luz azul Luz ultravioleta
Pares* (lux) S Pares* (lux) S Pares* (lux) S
2600-4900 ns 1000-2600 s 240-720 S
2600-6740 s 1000-4000 s 240-720 S
2600-8660 s 1000-4900 s 240-1000 S
4900-6740 ns 2600-4000 s 480-720 S
4900-8660 s 2600-4900 s 480-1000 S
6740-8660 ns 4000-4900 ns 720-1000 ns

Tabla 3. Prueba T-Tukey para diferencias entre pares de
medias, con las intensidades ensayadas en los
diferentes tipos de luz (verde-amarilla, azul,
ultravioleta). Pares*= intensidades de luz
comparadas. S = significacion. s= significativo,
se rechaza la hipotesis de igualdad de medias

n.s.= no significativo se acepta la hipotesis de
igualdad de medias

* Con luz verde-amarilla, los pares comparados fueron
significativos estadisticamente cuando el aumento de
intensidad de luz fue superior a 3500 lux (2600-6740
lux, 2600-8660 lux, 4900-8660 lux). Aquellos pares en
los que el incremento fue igual o inferior a 2300 lux no
presentaron diferencia significativa (2600-4900 lux,
4900-6740 lux, 6740-8660 lux).

* Para la luz azul y ultravioleta todo aumento de la in-
tensidad fue significativo excepto cuando se pasaba de
4000 a 4900 lux en la luz azul y de 720 a 1000 lux en
ultravioleta.

Para establecer la relacion que existe entre el Ty y la
longitud de onda se procedié de la misma manera que
para la intensidad.

Con todos los datos se realiz6 un analisis de correlacion
y se obtuvo una correlacion significativa con un coefi-
ciente de seguridad superior al 99,9 % (p<0,001) pero se
consider6 que esta correlacion era baja ya que el tipo de
luz (la longitud de onda) sdlo explicaba el 39,04 %. Lo
que se esperaba encontrar es que a menor longitud de
onda mayor mortalidad, puesto que las radiaciones
cuanto menor longitud presentan son mas energéticas.
La baja correlacion se debid posiblemente a que la in-
tensidad interfirio en el analisis. Del mismo modo se
tratd de demostrar la teoria siguiendo dos pasos:

a. Manteniendo constante la intensidad, se estudio la re-
lacién Tyy/longitud de onda y se calcul6 el indice de
correlacion parcial, los resultados se expresan en la
Tabla 4.

Tabla 4. indice de correlacion parcial entre T oy y la longitud
de onda, manteniendo constante la intensidad de luz.

Intensidad (lux) r P
1000 0.99 <0.01
2600 0.87 <0.1
4900 0.99 <0.001
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Segtn los resultados obtenidos el valor medio de des-
aparicion bacteriana, para una misma intensidad (de
luz verde-amarilla y azul) de 2600 Iux es de 27,6 h'y
para 4900 lux (de luz verde-amarilla y azul) de 13,14
h, lo que supone que un incremento de intensidad de
2300 lux produce una disminucién del Ty, del 52,38
%. Solic y Krstulovic (1992), con una radiacion solar
comprendida entre 510 y 830 Wm™, obtuvieron una
disminucion de alrededor el 40 % para cada 100 Wm-
2 de aumento de radiacion solar. Nuestros datos (52 %
para cada 10 Wm™) superarian estos valores, sin
embargo creemos que no son comparables por diver-
sas razones. Por una parte las condiciones experimen-
tales fueron diferentes. Asi, mientras que la reduccion
que se ha obtenido en este trabajo, es debida so6lo al
efecto de la luz verde-amarilla y la azul, Solic y Krs-
tulovic (1992) la consiguen con todo el espectro de
radiacion solar. Por otra, las unidades empleadas en la
medida de la radiacion son diferentes y resultan
peligrosas las conversiones (Margalef, 1980).

b. Se calcul¢ el indice de correlacion parcial entre el Ty
y la longitud de onda eliminando el efecto de la inten-
sidad. Se realiz6 un analisis de correlacion parcial ob-
teniéndose un coeficiente r = 0,906, con una
significacion superior al 99,9 %. De este resultado se
puede deducir que la hipoétesis planteada era cierta y
que existe correlacion entre ambos parametros cuando
se elimina de la correlacion el efecto del aspecto
cuantitativo (intensidad) de la luz. El tanto por ciento
de Tqo que se puede explicar por efecto de la longitud
de onda es del 82,12%.

De nuestros resultados se deduce que el mayor efecto
bactericida lo presenta la luz ultravioleta (con un valor
medio de 2,43 h) seguido de la luz azul (valor medio de
10,77 h) y por altimo de la verde-amarilla (valor medio
de 30,50 h). La luz verde-amarilla utilizada tenia una
longitud de onda de 575 nm y para que comience a tener
un efecto importante en el Ty, se necesitaron intensida-
des altas, superiores a 687 lux, ya que a esta intensidad
se obtenia un valor semejante al de las experiencias en
oscuridad. A 1000 lux su efecto fue despreciable, redu-
ciendo el Ty en una hora, mientras que a esta misma
intensidad la ultravioleta lo reduce al 98 %. La luz azul
ensayada (con longitud de onda de 450 nm) presenta un
efecto mayor que la verde-amarilla, comenzando a tener
influencia cuando las intensidades son mayores de 538
lux (Tg() =43 h)

Gameson y Gould (1975) observaron que en lo que se
refiere al efecto letal de las radiaciones, el 50 % es atri-
buible a longitudes inferiores a 370 nm, el 25 % a las
cercanas al UV (370-400 nm) y el 25 % a las de la re-
gion del azul-verde (400 a 500 nm).

Segtin los resultados de este trabajo se puede deducir un
mayor efecto letal de la luz ultravioleta que el obtenido
por Gameson y Gould (1975). La influencia de la luz
verde-amarilla es despreciable, es necesario una elevada
intensidad (6000 Iux) para que el Ty se reduzca a la
mitad respecto de la oscuridad. Gameson y Gould (1975)
expresaron que el efecto de las longitudes superiores a



500 nm es despreciable, la longitud de onda que utiliza-
mos fue de 575 nm, lo cual estaria de acuerdo con esta
teoria.

Se puede concluir que el Tyy es afectado tanto por el
aspecto cualitativo (longitud de onda) de la luz como por
el cuantitativo (intensidad), y que a menor longitud de
onda el tiempo necesario para que la poblacion bac-
teriana disminuya en un 90 % es menor.

Una vez demostrada la influencia de los dos aspectos de
la luz, se calculd la regresion multiple entre Ty, longitud
de onda e intensidad. La expresion obtenida fue la
siguiente:

To9= 0,198 A-0,0049 I-62,08 r = 0,931 (4)

donde: I= Intensidad de luz medida en lux y A = longitud
de onda en nandémetros.

Para determinar si entre ambos factores existe algiin tipo
de interaccion, es decir, si la desaparicion bacteriana
varia debido a un efecto de intensidad mas otro debido a
la longitud de onda, o bien si hay ademas sinergia, se
realiz6 un andlisis de la varianza de doble via con dos
factores (Tabla 5):

Factor 1: Longitud de onda con dos niveles (luz verde-
amarilla y azul);

Factor 2: Intensidad de luz con dos niveles (2600 lux y
4900 lux).

Los resultados demuestran que los dos factores son al-
tamente significativos, al contrario que la interaccion de
ambos. En consecuencia, la desaparicion bacteriana se
debe puramente a la suma del efecto de la intensidad de
luz y la longitud de onda, no existiendo sinergia entre
ambos.

Fuente de variacion SC GL MS F P
Intensidad (I) 32469 |1 324,69 26,410,003
Longitud de onda (L) | 71661 [ 1 [716,61 64,91 (0,000
Interacién I-L 71661 |1 4344 3,930,104
Explicada 1263225 |3 [421.07 38.14(0,001
Residual 5519 |5 | 1104

Total 131842 8  164.80

Tabla 5: Resultados del andlisis de la varianza (ANO
VA), realizado con los factores: longitud de
onda con dos niveles (luz verde-amarilla y luz
azul) e Intensidad de luz con dos niveles (2600
lux y 4900 lux)

CONCLUSIONES:

* La intensidad de luz y la longitud de onda afectan de
forma inversa al grado de desaparicion bacteriana.

* La luz ultravioleta tiene un destacado papel sobre la
desaparicion bacteriana, siendo su efecto bactericida
mayor que el de la luz azul y éste superior al de la luz
verde-amarilla.

* El efecto de la intensidad de luz y la longitud de onda
son aditivos pero no sinérgicos.
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