ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA ACTIVIDAD
GERMICIDA DE LA LUMINARIA LED UV
OVNI100UVC

El objetivo de este estudio es comprobar la capacidad germicida de la luminaria
LED UV (OVNI100UVC) de GEALED, S.L.

Datos del solicitante: Solidpower

by Gealed
Nombre: GEALED, S.L.

Direccion: Calle Senda de les Animes 205, 46470 Catarroja (Valencia)

Teléfono: 96 126 00 07

Lugar y fecha de realizacion del ensayo:
Laboratorio: LAB Laboratoris, S.L.

v" 1SO 9001:2015 para la toma de muestras y analisis microbioldgicos y
fisico-quimicos en aguas, alimentos, cosméticos y superficies.

Fechas: 05/08/2020 — 10/08/2020
Direccion: Calle Moli 40, 46120 Alboraya (Valencia)

Teléfono: 96 185 75 11

Informe elaborado por:

Laura Calzado Herreros

Graduada en Biotecnologia

Master en Contaminacidn, Toxicologia y Sanidad Ambientales




Tabla de contenido

INFOIMQACION ... st s st e e st e e e s b e e s sabeeeaees 3
1= 0 Y- 13 3
MEAIO AE CUITIVO ..t e s e e s e s e snreeeeas 3
[ Yo Tol U1 [ 1 PP PPN 3
Caracteristicas de |0S @XPEriMENTOS ......cccccviieeiiiiiie e et e e e e e e nees 3
1Y = 0T Fo] Lo {£- PRSPt 5
(o T=TE 10 0T=] a1 (o T PP PPPPPPS 5
(o T=TE 10 0T=] a1 (o PP PPPPPPS 7
(o T=T A a0 =] a1 (o T TP PPPPPRS 9
RESUITAUOS .......ooiiiiiii et e e s st e e s et e e e s neeeeeas 11
Resultados EXPerimento 1 ...ttt e e s e e srrer e e e e e e e e eannes 11
Calculos reducCion 10garitmiCa.......cueieieieeieiiiee e e 11
Resultados EXPerimento 2 .......eiiieiieeieciiiee ettt et e e e e e st e e e naeee s 15
Calculos reduccion 10garitmiCa.......ceeieciieeieiiiie et 15
Resultados EXPEriMENTO 3 ....uieiiii ittt e e eeeectrree e e e e e e e esatrseereeeeeesennnes 18
Calculos reduccion logaritMiCa.....cccvveeeieeeeiiicirieeeee et e e e e eeeerrrre e e e e e e e eeaenns 18
CONCIUSIONES .....ceeiiiiiiee ettt e ettt e st e e s bt e e s ab e e s bt e e sabeeesabeeesaseeenareens 22

Perspectivas fULUIAS...........ccccviiiiiee ettt e s e e e e e e e e e atrrreeeeeeeesennnnes 22




Informacion

Cepas

Las cepas que se mencionan a continuacién han sido las empleadas en el siguiente estudio.

S Cepa: Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach 1884 CECT 239
o Cepa: Escherichia coli (Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919 CECT 516

Dichas cepas han sido obtenidas de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado para ambas cepas es el Agar Triptona-Soja (TSA). Se trata de
un medio general con un excelente valor nutritivo. Dicho medio es apto para el crecimiento
y aislamiento de bacterias aerdbicas y anaerdbicas, asi como para favorecer el desarrollo de
la mayoria de microorganismos exigentes.

Inéculos

Las fechas de los indculos empleados en los experimentos se recogen en la siguiente tabla.

Dia del in6culo Dia del in6culo

N2 de experimento

Dia del experimento

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

1 5 de agosto de 2020 | 3 de agosto de 2020 3 de agosto de 2020
2 6 de agosto de 2020 | 3 de agosto de 2020 6 de agosto de 2020
3 7 de agosto de 2020 | 6 de agosto de 2020 6 de agosto de 2020

Todas las diluciones empleadas proceden de un indculo inicial del orden de 10® ufc/mL

(unidades formadoras de colonia por mililitro).

Caracteristicas de los experimentos

La distancia entre las placas de cultivo y la luminaria LED UV es de 55cm.

El tiempo de exposicidn a la luminaria LED UV es de 15 minutos.




Todos los experimentos se han realizado en dos modalidades:

S Sobre la placa vacia con el inéculo depositado en forma de “gota” siendo esta
irradiada con la luminaria LED UV y posteriormente afiadiendo el medio TSA.

2 En superficie con el inéculo extendido por la placa de TSA siendo esta irradiada
directamente con la luminaria LED UV.

La potencia media de la luminaria LED UV empleada en cada uno de los experimentos
realizados se encuentra en la siguiente tabla.

N2 de experimento | Potencia (Watios)
1 109 W
2 109,7 W
3 110w




Metodologia

Experimento 1

» Escherichia coli

De una dilucién de Escherichia coli de 10 con una concentracién del orden de 10° ufc/mL
se siembran 0.1mL (a modo gotas) en 4 placas:

e 0.1mL placa vacia

e 0.1mL placa vacia (Control)
e 0.1mL placa TSA

e 0.1mL placa TSA (Control)

En las placas de TSA se extiende el indculo con asa Digralsky.
En cada una de las 4 placas hay del orden de 10° ufc.

Se guardan las placas Control y se exponen las otras 2 placas bajo la luz UV durante un
periodo de 15 minutos.

Transcurridos los 15 minutos, se extraen las placas de la luz UV y se procede a afadir el
medio TSA a las placas vacias, tanto la que ha sido sometida a luz UV como la placa Control
gue no ha sido sometida a dicha luz. Se remueve la placa con el medio TSA liquido para que
se homogenice el inéculo durante varios segundos en todas direcciones. Esperamos a que
se gelifique el medio. Una vez gelificado, se introducen todas las placas de Escherichia coli
en la estufa de 36 + 2°C.

» Staphylococcus aureus

De una dilucién de Staphylococcus aureus de 10 con una concentracién del orden de 10°
ufc/mL se siembran 0.1mL en 4 placas:

e 0.1mL placa vacia

e 0.1mL placa vacia (Control)
e 0.1mL placa TSA

e 0.1mL placa TSA (Control)

En las placas de TSA extendemos el indculo con asa Digralsky.
En cada una de las 4 placas habra del orden de 10” ufc.

Se guardan las placas Control y se exponen las otras 2 placas bajo la luz UV durante un
periodo de 15 minutos.

Transcurridos los 15 minutos, se extraen las placas de la luz UV y se procede a aiadir el
medio TSA a las placas vacias, tanto la que ha sido sometida a luz UV como la placa Control
gue no ha sido sometida a dicha luz. Se remueve la placa con el medio TSA liquido para que

5




se homogenice el inéculo durante varios segundos en todas direcciones. Esperamos a que

se gelifique el medio. Una vez gelificado, se introducen todas las placas de Staphylococcus
aureus en la estufa de 36 £ 2°C.

Los resultados del Experimento 1 se leeran a las 24 y 48 horas para comprobar la eficacia de
la luminaria LED UV.




Experimento 2

Se repite el Experimento 1 para ratificar los resultados.
» Escherichia coli

De una dilucién de Escherichia coli de 10 con una concentracién del orden de 10° ufc/mL
se siembran 0.1mL (a modo gotas) en 4 placas:

e 0.1mL placa vacia

e 0.1mL placa vacia (Control)
e 0.1mL placa TSA

e 0.1mL placa TSA (Control)

En las placas de TSA se extiende el inéculo con asa Digralsky.
En cada una de las 4 placas hay del orden de 10 ufc.

Se guardan las placas Control y se exponen las otras 2 placas bajo la luz UV durante un
periodo de 15 minutos.

Transcurridos los 15 minutos, se extraen las placas de la luz UV y se procede a afiadir el
medio TSA a las placas vacias, tanto la que ha sido sometida a luz UV como la placa Control
qgue no ha sido sometida a dicha luz. Se remueve la placa con el medio TSA liquido para que
se homogenice el inéculo durante varios segundos en todas direcciones. Esperamos a que
se gelifique el medio. Una vez gelificado, se introducen todas las placas de Escherichia coli
en la estufa de 36 + 2°C.

» Staphylococcus aureus

De una dilucién de Staphylococcus aureus de 10 con una concentracién del orden de 10°
ufc/mL se siembran 0.1mL en 4 placas:

e 0.1mL placa vacia

e 0.1mL placa vacia (Control)
e 0.1mL placa TSA

e 0.1mL placa TSA (Control)

En las placas de TSA extendemos el indculo con asa Digralsky.
En cada una de las 4 placas habra del orden de 10* ufc.

Se guardan las placas Control y se exponen las otras 2 placas bajo la luz UV durante un
periodo de 15 minutos.

Transcurridos los 15 minutos, se extraen las placas de la luz UV y se procede a aiadir el
medio TSA a las placas vacias, tanto la que ha sido sometida a luz UV como la placa Control
que no ha sido sometida a dicha luz. Se remueve la placa con el medio TSA liquido para que
se homogenice el inéculo durante varios segundos en todas direcciones. Esperamos a que
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se gelifique el medio. Una vez gelificado, se introducen todas las placas de Staphylococcus
aureus en la estufa de 36 £ 2°C.

Los resultados del Experimento 2 se leeran a las 24 horas.




Experimento 3

> Escherichia coli

De una dilucién de Escherichia coli de 10 con una concentracién del orden de 10° ufc/mL
se siembran 0.1mL (a modo gotas) en 4 placas:

e 0.1mL placa vacia

e 0.1mL placa vacia (Control)
e 0.1mL placa TSA

e 0.1mL placa TSA (Control)

En las placas de TSA se extiende el inéculo con asa Digralsky.
En cada una de las 4 placas hay del orden de 10 ufc.

De una dilucién de Escherichia coli de 10™ con una concentracién del orden de 107 ufc/mL
se siembran 0.1mL (a modo gotas) en 2 placas:

e 0.1mL placa vacia
e 0.1mL placa TSA

En las placas de TSA se extiende el indculo con asa Digralsky.
En cada una de las 2 placas hay del orden de 10° ufc.

Se guardan las placas Control y se exponen las otras 4 placas bajo la luz UV durante un
periodo de 15 minutos.

Transcurridos los 15 minutos, se extraen las placas de la luz UV y se procede a afadir el
medio TSA a las placas vacias, tanto la que ha sido sometida a luz UV como la placa Control
gue no ha sido sometida a dicha luz. Se remueve la placa con el medio TSA liquido para que
se homogenice el inéculo durante varios segundos en todas direcciones. Esperamos a que
se gelifique el medio. Una vez gelificado, se introducen todas las placas de Escherichia coli
en la estufa de 36 + 2°C.

» Staphylococcus aureus

De una dilucién de Staphylococcus aureus de 10 con una concentracién del orden de 10°
ufc/mL se siembran 0.1mL en 4 placas:

e 0.1mL placa vacia

e 0.1mL placa vacia (Control)
e 0.1mL placa TSA

e 0.1mL placa TSA (Control)

En las placas de TSA extendemos el indculo con asa Digralsky.

En cada una de las 4 placas habra del orden de 10” ufc.




De una dilucién de Staphylococcus aureus de 10™ con una concentracién del orden de 10’
ufc/mL se siembran 0.1mL en 2 placas:

e 0.1mL placa vacia
e 0.1mL placa TSA

En las placas de TSA extendemos el indculo con asa Digralsky.
En cada una de las 2 placas habra del orden de 10° ufc.

Se guardan las placas Control y se exponen las otras 4 placas bajo la luz UV durante un
periodo de 15 minutos.

Transcurridos los 15 minutos, se extraen las placas de la luz UV y se procede a aiadir el
medio TSA a las placas vacias, tanto la que ha sido sometida a luz UV como la placa Control
gue no ha sido sometida a dicha luz. Se remueve la placa con el medio TSA liquido para que
se homogenice el inéculo durante varios segundos en todas direcciones. Esperamos a que
se gelifique el medio. Una vez gelificado, se introducen todas las placas de Staphylococcus
aureus en la estufa de 36 £ 2°C.

Los resultados del Experimento 3 se leeran a las 72 horas.
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Resultados

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos por Experimento.

Resultados Experimento 1

A continuacion se muestra una tabla con los resultados del Experimento 1 (en ufc)
obtenidos a las 24 y 48 horas.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Placas 24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
Placa vacia Control Incontable Incontable Incontable Incontable
Placa vacia 2 2 150 150
Placa TSA Control Incontable Incontable Incontable Incontable
Placa TSA 2 2 1 1

Como se observa en la tabla anterior, la luminaria LED UV tiene efecto germicida. No existe
diferencia en el crecimiento bacteriano entre las 24 y las 48 horas posteriores a la
aplicacién de luz LED UV. En los controles se observa la viabilidad del cultivo y en las placas
“vacia” y “TSA” se observa reduccién logaritmica.

Calculos reduccion logaritmica

0 Placa vacia 10 Staphylococcus aureus = Reduccién logaritmica de 4
Ln (10%) = Ln (2x10°) =3.7 = 4

0 Placa TSA 107 Staphylococcus aureus = Reduccién logaritmica de 4
Ln (10%) = Ln (2x10°) =3.7 = 4

0 Placa vacia 10 Escherichia coli = Reduccién logaritmica de 2
Ln (10%) = Ln (1.5x10%) = 1.8 = 2

0 Placa TSA 107 Escherichia coli > Reduccién logaritmica de 4

Ln (10%) - Ln (1x10° = 4

El hecho de que la placa vacia de Escherichia coli presente una menor reduccidn logaritmica
pone de manifiesto la capacidad que presenta el agua de disipar la luz UV. En estas placas,
los microorganismos no se encuentran extendidos sobre la superficie, sino que se
encuentran en una Unica gota de agua que tras la aplicacién de luz UV se diluird en el medio
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TSA. En funcién de la ubicacién del microorganismo en dicha gota, recibird una mayor o
menor dosis de luz UV. A pesar de ello, este caso es el menos relevante, pues la finalidad de

la luminaria de GEALED SL es desinfectar superficies (donde se ha obtenido una reduccion
logaritmica de 4).

A continuacidn se presentan las imagenes de las placas a las 24 y 48 horas.

lzq: Placa vacia Control 10 Staphylococcus aureus 24h / Der: Placa TSA Control 107
Staphylococcus aureus 24h

Izg: Placa vacia 10 Staphylococcus aureus 24h / Der: Placa TSA 107 Staphylococcus aureus
24h

Izg: Placa vacia Control 107 Escherichia coli 24h / Der: Placa TSA Control 107 Escherichia coli
24h
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Izg: Placa vacia 107 Escherichia coli 24h / Der: Placa TSA 107 Escherichia coli 24h

lzq: Placa vacia Control 10 Staphylococcus aureus 48h / Der: Placa TSA Control 107

Staphylococcus aureus 48h

Izq: Placa vacia 107 Staphylococcus aureus 48h / Der: Placa TSA 107 Staphylococcus aureus

48h
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Izg: Placa vacia Control 107 Escherichia coli 48h / Der: Placa TSA Control 107 Escherichia coli
48h

Izg: Placa vacia 107 Escherichia coli 24h / Der: Placa TSA 107 Escherichia coli 24h
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Resultados Experimento 2

A continuacidon se muestra una tabla con los resultados del Experimento 2 (en ufc)
obtenidos a las 24 horas.

Staphylococcus aureus | Escherichia coli
Placas 24 horas 24 horas
Placa vacia Control Incontable Incontable
Placa vacia 0 190
Placa TSA Control Incontable Incontable
Placa TSA 1 1

Del mismo modo que en el Experimento 1, como se observa en la tabla anterior, la
luminaria LED UV tiene efecto germicida. En los controles se observa la viabilidad del cultivo
y en las placas “vacia” y “TSA” se observa reduccion logaritmica.

Calculos reduccion logaritmica

0 Placa vacia 10 Staphylococcus aureus > Reduccién logaritmica de 4
Ln (10*) = Ln (0) = 4

0 Placa TSA 107 Staphylococcus aureus = Reduccién logaritmica de 4
Ln (10%) = Ln (1x10° = 4

0 Placa vacia 10 Escherichia coli = Reduccién logaritmica de 2
Ln (10%) = Ln (1.9x10%) = 1.7 = 2

0 Placa TSA 107 Escherichia coli > Reduccién logaritmica de 4

Ln (10%) - Ln (1x10° = 4

En este experimento se vuelve a poner de manifiesto la capacidad que presenta el agua de
disipar la luz UV. Del mismo modo que anteriormente, este caso es el menos relevante,
pues la finalidad de la luminaria de GEALED SL es desinfectar superficies (donde se ha
obtenido una reduccidn logaritmica de 4).
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A continuacidn se presentan las imagenes de las placas a las 24 horas.

lzgq: Placa vacia Control 10 Staphylococcus aureus 24h / Der: Placa TSA Control 107
Staphylococcus aureus 24h

Izg: Placa vacia 107 Staphylococcus aureus 24h / Der: Placa TSA 107 Staphylococcus aureus
24h

Izg: Placa vacia Control 107 Escherichia coli 24h / Der: Placa TSA Control 107 Escherichia coli
24h
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Izq: Placa vacia 10” Escherichia coli 24h / Der: Placa TSA 107 Escherichia coli 24h
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Resultados Experimento 3

A continuacién se muestra una tabla con los resultados del Experimento 3 (en ufc)
obtenidos a las 24 horas.

Staphylococcus aureus | Escherichia coli
Placas 24 horas 24 horas
Placa vacia Control 107 Incontable Incontable
Placa vacia 10° 5 6
Placa vacia 10" 82 200
Placa TSA Control 107 Incontable Incontable
Placa TSA 10° 18 150
Placa TSA 10! 11 200

Del mismo modo que en el Experimento 1y 2, como se observa en la tabla anterior, la
luminaria LED UV tiene efecto germicida. En los controles se observa la viabilidad del cultivo
y en las placas “vacia” y “TSA” se observa reduccion logaritmica.

Calculos reducciéon logaritmica

0 Placa vacia 10 Staphylococcus aureus > Reduccion logaritmica de 3
Ln (10%) = Ln (5x10° = 3.3

0 Placa vacia 10™ Staphylococcus aureus = Reduccién logaritmica de 4
Ln (10%) —Ln (8.2x10") =4.1= 4

0 Placa TSA 107 Staphylococcus aureus = Reduccion logaritmica de 3
Ln (10%) - Ln (1.8x10%) =2.7= 3

0 Placa TSA 10™ Staphylococcus aureus = Reduccidn logaritmica de 5
Ln (10%) = Ln (1.1x10") =4.9= 5

0 Placa vacia 10 Escherichia coli > Reduccién logaritmica de 3
Ln (10%) - Ln (6x10°) =3.2 = 3

0 Placa vacia 10™ Escherichia coli = Reduccién logaritmica de 4
Ln (10%) — Ln (2x10%) =3.7 = 4
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0 PlacaTSA 107 Escherichia coli > Reduccién logaritmica de 4
Ln (10*) —Ln (1.5x10%) = 4
0 PlacaTSA 10™ Escherichia coli > Reduccidn logaritmica de 4

Ln (10%) —Ln (2x10%) = 1.8 =2

En este experimento se ha trabajado con dos concentraciones diferentes para comprobar la
reduccion logaritmica. Efectivamente, se vuelve a comprobar la capacidad que presenta el
agua de disipar la luz UV. Del mismo modo que anteriormente, se pone de manifiesto en
todos los casos la reduccién logaritmica, siendo la mayor reduccién en el caso de las placas
de TSA, donde reside el interés de GEALED SL, pues como se ha mencionado anteriormente,
su finalidad es desinfectar superficies.

A continuacidn se presentan las imagenes de las placas a las 24 horas.

Izg: Placa vacia Control 10 Staphylococcus aureus 24h / Der: Placa TSA Control 107
Staphylococcus aureus 24h

Izq: Placa vacia 107 Staphylococcus aureus 24h / Der: Placa TSA 107 Staphylococcus aureus
24h
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Izq: Placa vacia 10 Staphylococcus aureus 24h / Der: Placa TSA 107 Staphylococcus aureus
24h

Izg: Placa vacia Control 1073 Escherichia coli 24h / Der: Placa TSA Control 107 Escherichia coli
24h

Izq: Placa vacia 107 Escherichia coli 24h / Der: Placa TSA 107 Escherichia coli 24h
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Izq: Placa vacia 10 Escherichia coli 24h / Der: Placa TSA 10™ Escherichia coli 24h

Nota: En las imagenes “Placa TSA Control 107 Staphylococcus aureus 24h” y “TSA Control
107 Escherichia coli” se observa gue existe un crecimiento en masa, debido a la humedad
que presentaban las placas de TSA en el momento de la inoculacién de los
microorganismos.

En todas las placas de TSA del Experimento 3 (imagenes de la derecha) se observa que
existe crecimiento bacteriano por los bordes de la placa. Esto se debe a la ubicacién de las
placas bajo la luz LED UV, donde los bordes de plastico de la placa forman sombras (el
pldstico es opaco a la luz UV). Dichas zonas de sombra propician el crecimiento bacteriano,
tal y como se observa en las imdagenes.
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Conclusiones

Tras los experimentos realizados y detallados a lo largo de este informe y en base a los
resultados obtenidos, se puede afirmar que la luminaria LED UV OVNI100UVC, propiedad
de GEALED, S.L., es capaz de alcanzar una reduccidn logaritmica de 4 en superficies,
objetivo fundamental de la misma, y por tanto, presenta capacidad germicida.

Perspectivas futuras

Desde GEALED, S.L. se trabaja en una mejora de la luminaria, pues existe la posibilidad de
conseguir una mayor reduccién logaritmica aumentando la potencia y reduciendo la
longitud de onda de la misma.
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