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Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

La infeccién por bacteri6fagos, virus que infectan bacterias de forma especifica,
es la causa mas comun de falla de las bacterias &cido lacticas (BAL) empleadas en los
procesos fermentativos de la industria lactea. Estas infecciones pueden causar una
reduccion o incluso la completa inhibicion de las actividades desarrolladas por los
cultivos lacticos, lo que deriva en dificultades tecnolégicas y pérdidas econdmicas.

Los fagos pueden ingresar a las instalaciones industriales por diversas vias, por
lo que su presencia resulta practicamente inevitable. Aunque el sector industrial aplica
distintas estrategias para reducir la frecuencia de estos ataques, ninguna resulta
completamente eficiente y los fagos contintan representando un riesgo relevante para
la industria lactea. Por este motivo resulta necesario explorar nuevas metodologias de
inactivacion fagica.

Inicialmente se estudio la inactivacion de dieciséis fagos empleando una pintura
fotocatalitica formulada con TiO2 dopado con carbono, bajo radiacién visible (1 = 360 —
720 nm) en un reactor de laboratorio. Los fagos fueron depositados y secados sobre
placas de vidrio recubiertas con pintura e irradiados por un maximo de 20 h. Se observé
una cinética de inactivacion de primer orden respecto de la concentracién de fagos,
lograndose la completa inactivacion de ocho fagos, mientras que los restantes redujeron
parcialmente su infectividad, evidenciando un comportamiento fago-dependiente.

A continuacién, se procedi6é a investigar la inactivacion de los dieciséis fagos
empleando radiacion UV-C (1 = 200 — 280 nm), utilizando la misma técnica de deposicién
que la anterior y el mismo reactor, por un tiempo maximo de tratamiento de 10 min. Se
observo la inactivacion completa de seis fagos a los 2 min de tratamiento (dosis de 0,13
J/cm?) y un efecto de cola para los diez restantes, es decir, persistencia de una fraccion
de fagos infectivos, al ser tratados con dosis de radiacion entre 0,13 y 0,32 J/cm?. Las
curvas de inactivacion obtenidas se ajustaron con modelos cinéticos disponibles en
bibliografia. Por otro lado, cuando se combind esta tecnologia con fotocatalisis (UV-A =
340 — 400 nm, TiO2) u ozono gaseoso (10 ppm) se logré una completa inactivacion
fagica, desapareciendo el efecto de cola.

En presencia de pintura fotocatalitica o de radiacion UV-C, se estudié la
influencia de diversas condiciones, como por ejemplo humedad relativa, flujo de
radiacion incidente, longitud de onda, agregado de catalizador y medio de suspensién,
obteniendo resultados que dependieron de la condicion ensayada y tecnologia
investigada. Para la pintura fotocatalitica se propuso un modelo cinético que relaciona
la tasa de inactivacién con la humedad relativa y con el flujo de radiacion para predecir
el comportamiento fagico, logrando muy buen ajuste.

Finalmente se estudié la inactivacion del fago ATCC 8014-B1 (infectivo de
Lactiplantibacillus plantarum) contenido en bioaerosoles mediante fotocatélisis (UV-A =
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340 — 400 nm, TiO2) con el objetivo de optimizar el funcionamiento de un fotorreactor
escala semi-piloto. Se investigd la inactivacion depositando el catalizador sobre distintos
soportes (vidrio borosilicato, vidrio comun esmerilado vy filtro) y utilizando diferentes
fuentes de radiacion UV-A (lamparas fluorescentes y LEDs). Todas las curvas de
inactivacion siguieron una cinética de primer orden respecto de la concentracién de
fagos. Las mayores eficiencias foténica y cuantica fueron obtenidas utilizando el filtro y
en presencia de lamparas LEDs. Con estas lamparas también se observé una mayor
eficiencia energética en relacién a las obtenidas al utilizar lamparas fluorescentes.

Las estrategias de inactivacion estudiadas contribuirian a reducir la frecuencia
de infecciones fagicas en la industria lactea. Sin embargo, es fundamental considerar la
influencia de diversas condiciones ambientales en las tasas de inactivacién. En base a
esos resultados, podrian adaptarse equipos ya disponibles comercialmente para
implementar estos procesos de inactivacion de fagos en plantas lacteas.
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1.1. Bacterias del acido lactico

Las bacterias del acido lactico (BAL) constituyen un amplio grupo de bacterias,
relacionadas por ciertas caracteristicas morfolégicas, metabdlicas y fisiolégicas. Son
organismos GRAS (del inglés Generally Recognized As Safe, generalmente reconocidos
como seguros), bacterias gram positivas, no formadoras de esporos, catalasa negativa,
de habitat no aerdbico pero aerotolerantes, muy exigentes nutricionalmente, no moviles,
acido tolerantes y estrictamente fermentativas, para las cuales el &cido lactico constituye
uno de los productos principales de la fermentacion de carbohidratos (von Wright et al.,
2024). Segun su morfologia celular, se pueden clasificar en cocos (Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus, entre otros) y bacilos
(Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Carnobacterium), y segun su
temperatura éptima de desarrollo, en mesdfilas, si varia entre 22 y 30 °C, y termdfilas,
si varia entre 37 y 45 °C.

Como las BAL no poseen un sistema respiratorio funcional, deben obtener su
energia mediante fosforilacién a nivel de sustrato. Con las hexosas, existen dos vias
fermentativas basicas. La via homofermentativa que se basa en la glicélisis, mediante
la cual produce Unicamente &cido lactico. Por otro lado, la fermentacion
heterofermentativa produce, ademés de acido lactico, cantidades significativas de
diéxido de carbono y etanol o acetato mediante la via de la pentosa fosfato (von Wright
et al., 2024). Tedricamente la fermentacion homolactica produce 2 moles de ATP por
mol de glucosa consumida. En la fermentacion heterolactica, en cambio, el rendimiento
correspondiente es s6lo 1 mol de ATP si la formula de acetilfosfato como intermediario
se reduce a etanol. Sin embargo, si el acetilfosfato se convierte a acido acético en
presencia de aceptores de electrones alternativos, se forma un ATP adicional (von
Wright et al., 2024).

Las BAL son capaces de reproducirse en diversos entornos, incluyendo los
hébitats relacionados con el huésped, como los tractos intestinales de animales vy
humanos (Son et al., 2020; Zhou et al., 2020) o el tracto urogenital (Pan et al., 2020),
asi como nichos relacionados con los alimentos, como los lacteos (Quilodran-Vega et
al., 2020), vegetales, carnicos, u otros tipos de alimentos fermentados (Lopez et al.,
2022).

Sin embargo, sus requerimientos nutricionales resultan complejos, debido a su
capacidad limitada de biosintesis asociado a un reducido paquete enzimatico, por lo que
se las considera como bacterias muy exigentes desde el punto de vista nutricional. Por
lo tanto, como fuente de carbono y energia utilizan principalmente aziucares simples

(mono y disacaridos), como fuente de nitrégeno utilizan aminoacidos y péptidos cortos,
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los cuales ademas se encuentran en baja concentracion en la leche, y como factores de
crecimiento emplean vitaminas (del grupo B) y nucleétidos.

Estas bacterias se emplean en distintas industrias, que involucran
fermentaciones carnicas, por ejemplo para la produccion de salchichas (Fadda et al.,
2024), fermentaciones de vegetales, frutas y semillas (pickles, chucrut, kimchi,
aceitunas, chocolate, café, jugos fermentados y productos fermentados de soja)
(Forssten y Ouwehand, 2024) y fermentaciones no alcohdlicas de cereales (produccion
de pan, bebidas no alcohdlicas y vinagre) (Géanzle, 2024), como asi también pueden ser
empleadas en la fermentacién &cido lactica que se realiza dentro de los silo-bolsas
(Ouwehand, 2024). Principalmente, en relaciéon a la industria lactea, se utilizan como
cultivos iniciadores o starters para la produccion de queso, yogur, leches fermentadas y
manteca (Binda y Ouwehand, 2024), siendo el queso y el yogur los productos lacteos
fermentados mas consumidos en nuestro pais. Asimismo, cepas de BAL con actividad
probidtica demostrada, son incorporadas en la produccion de diversos alimentos
funcionales con el fin de obtener efectos benéficos en la salud del consumidor.

En relacién a los productos lacteos y dado que la leche es un producto altamente
perecedero, la fermentacion de la misma usando BAL es una forma natural para
aumentar su vida util y preservar los componentes nutritivos de la leche. Ademas, a
través de la fermentacion, la leche se transforma en un producto mas facilmente
digerible, al mismo tiempo que aumenta su calidad organoléptica y sus propiedades
nutricionales (Binda y Ouwehand, 2024). La popularidad de los productos lacteos
fermentados se debe a la prolongacién de su vida util, seguridad, funcionalidad y
propiedades sensoriales, nutricionales y beneficiosas para la salud del consumidor (Hill
et al., 2017). La ingesta de estos productos puede ejercer efectos positivos sobre la
salud, como por ejemplo la prevencién de ciertas enfermedades, que pueden ser el
resultado de interacciones directas con los microorganismos vivos ingeridos, o
interacciones indirectas a través de la ingesta de metabolitos microbianos, productos de
la fermentacion o las matrices alimentarias iniciales per se (Gille et al., 2018).

La correcta seleccion y aplicacidon industrial de las BAL como cultivos iniciadores
en la industria lactea es realmente muy importante para la estandarizacion de los
procesos de produccion durante la elaboracién de alimentos lacteos fermentados,
producidos en gran escala bajo condiciones controladas. Estas bacterias deben ser
seleccionadas considerando las funciones que las mismas deben llevar a cabo
dependiendo el producto a elaborar, evaluando su contribucién a la seguridad, calidad
y propiedades sensoriales del producto terminado. La principal funcion de los cultivos
iniciadores es la transformacion del alimento, en este caso, la leche. Por lo tanto, el

primer paso para seleccionar las cepas que van a poder cumplir con las necesidades
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del proceso, desarrollando adecuadamente las funciones requeridas especificamente
para elaborar el producto deseado, consiste en considerar su tasa de acidificacion, la
produccion de componentes para la biopreservacion, la produccién de componentes de
flavor, entre otros (Weckx et al., 2009).

En base a esto, los géneros y especies de BAL mas empleados en la industria
lactea son Lactococcus, Lactobacillus, Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus,
Leuconostocy Streptococcus thermophilus.

En particular, las bacterias pertenecientes al género Lactococcus han sido
principalmente aisladas de la leche, vegetales y piel de animales (Hernandez Madagan,
2007). La especie de este género mas relevante en la industria lactea es L. lactis, ya
que forma parte de los cultivos iniciadores empleados en la produccién de una gran
variedad de quesos (Vitzilaiou et al., 2022) y manteca (Atamer et al., 2009), cumpliendo
funciones de desarrollo de acidez, aroma, sabor y textura, como asi también de
conservacion del producto final.

El género Lactobacillus esta formado por un grupo heterogéneo de BAL, las
cuales poseen implicancias importantes en la fermentacién de alimentos. Los
lactobacilos han sido empleados durante décadas en la preservacion de alimentos, para
realizar fermentaciones de productos lacteos, vegetales y salchichas, como asi también
como inoculantes en silos (Giraffa et al., 2010). Particularmente, una especie muy
utilizada en la industria lactea es Lb. delbrueckii, tanto como una de las dos especies
empleadas como cultivo iniciador (starter) en la produccién de yogur (Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus) como para la elaboracion de quesos tipo suizo (Lb. delbrueckii subsp.
lactis). Asimismo, es un constituyente fundamental de los cultivos iniciadores de suero
empleados para la elaboracién de quesos duros. Otra especie de gran importancia en
la industria lactea es Lb. helveticus, utilizada en la elaboracion de diversos tipos de
quesos como Emmental, Grana Padano, Parmigiano Reggiano y Muzzarella.

Las especies del género Lacticaseibacillus como rhamnosus, caseiy paracasei
asi como también Lb. acidophilus, son empleadas mundialmente en la produccién de
bebidas lacteas fermentadas y en algunos tipos de quesos. Sin embargo, no suelen
emplearse como cultivos iniciadores debido a su escasa habilidad para desarrollar en
leche, pero si son adicionadas a productos lacteos como cultivos probidticos y también
pueden participar en la fermentacién secundaria durante la maduracion de quesos,
contribuyendo de manera beneficiosa con las caracteristicas organolépticas del
producto (Vinderola et al., 2000).

En el caso de Lp. plantarum, es una bacteria acido lactica flexible y versatil, ya
que se encuentra en una variedad de nichos ambientales incluyendo fermentaciones

lacteas, carnicas, de vegetales y cereales. Varios autores han demostrado propiedades
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probidticas para algunas cepas de esta especie (Aljohani et al., 2025; Zhang et al.,
2025), siendo utilizadas en la produccién comercial de alimentos funcionales de diversos
matrices.

El género Leuconostoc comprende a un grupo de BAL heterofermentativas
frecuentemente utilizadas en la industria lactea. Este género también contribuye con la
produccion de compuestos de aroma y sabor como diacetilo, acetoina, acetato, entre
otros, durante la elaboraciéon de productos lacteos fermentados. Las especies Leuc.
mesenteroides y Leuc. pseudomesenteroides suelen utilizarse como cultivos adjuntos,
en combinacion con otras especies bacterianas, para contribuir con la formacién de ojos
mediante la producciéon de CO: en la elaboracion de quesos azules o tipo suizo. En
particular, en la elaboracion de quesos azules, se utilizan cepas de Leuc. mesenteroides
para generar una textura abierta en la cuajada, mediante la produccién de grandes
cantidades de gas, lo que facilita la colonizacion de Penicillium roqueforti (Pujato et al.,
2014).

St. thermophilus se utiliza como cultivo iniciador multifuncional para producir
leches fermentadas, como el yogur, y quesos. En Argentina, es la especie de BAL mas
utilizada en la industria lactea fermentativa. Crece simbiéticamente con Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus durante la fermentacién para producir &cido lactico y acetaldehido,
responsable del sabor caracteristico del yogur. En los quesos, St. thermophilus
contribuye a la acidificacion de la leche y al desarrollo de sabor durante la maduraciéon
(Gobbetti y Calasso, 2014).

1.1.1. Funciones de las bacterias lacticas en la industria lactea
1.1.1.1.  Acidificacion

Las BAL producen la acidificacion de la leche, mediante la fermentacion de la
lactosa (azucar mayoritario de la leche), que conduce a la produccién de &cido l4ctico.
Este proceso resulta esencial porque contribuye con el descenso del pH y la coagulacién
de la leche. La acidificacion también influye significativamente en el aroma, sabor y
textura del producto final (Carminati et al., 2016) y contribuye a la preservacion y
seguridad de los productos elaborados, como se explicara mas adelante. Las BAL
homofermentantes tienen mayor capacidad acidificante, por lo que son empleadas en
los procesos productivos donde se necesitan acidificaciones mayores, como en el caso
del yogur, para conducir a la coagulacion de la leche, o en los quesos duros y semiduros,
para contribuir con la contraccién de la cuajada y la expulsion del suero. En cambio, las
BAL heterofermentantes producen menor acidificacién ya que, como se explicd
previamente, realizan la fermentacién por la via enzimatica de la pentosa fosfato, a

través de la cual se obtiene acido lactico junto a otros productos como el diéxido de



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

carbono y etanol. Estas bacterias son empleadas principalmente para contribuir con el
desarrollo de caracteres organolépticos, ya que el diéxido de carbono producido por esta
ruta favorece la formacidn de ojos en los quesos y, en conjunto con el etanol, afectan al
aroma y sabor de los mismos (Hgier et al., 2010).
1.1.1.2. Protedlisis

Como se mencion6 anteriormente, las BAL son muy exigentes nutricionalmente,
y utilizan como fuente de nitrégeno aminoacidos o péptidos cortos. Como los mismos
son escasos en la leche, las BAL han desarrollado un sistema proteolitico complejo para
hidrolizar proteinas. El mismo esta formado por las enzimas proteasa de pared,
encargada de cortar la caseina de la leche y generar oligopéptidos; las enzimas
permeasas, que transportan dichos péptidos dentro de la célula, y las enzimas
peptidasas, encargadas de hidrolizar los péptidos, generando los aminoacidos que las
bacterias utilizardn como fuente de nitrdgeno. Ademas de ser indispensables para la
obtencién de fuente de nitrdgeno para el desarrollo de las bacterias, los aminoacidos
originados a partir de la protedlisis son luego transformados en compuestos de flavor, lo
cual representa también una importancia tecnoldgica principalmente durante la

elaboracion de quesos (von Wright et al., 2024).

1.1.1.3. Actividad lipolitica

La capacidad lipolitica de las BAL es generalmente escasa, pero pueden
contener algunas enzimas esteroliticas y lipoliticas intracelulares, capaces de hidrolizar
ciertos 4cidos grasos. La presencia de los acidos grasos libres producidos por lipdlisis
contribuye al flavor, principalmente de los quesos, ya que actuan como precursores de
compuestos responsables del aroma y sabor de los mismos (De Angelis y Gobbetti,
2011).

1.1.1.4. Produccién de aroma y sabor

Mediante distintos mecanismos tales como la protedlisis, lipdlisis, metabolismo
del acido citrico y la misma heterofermentacion de los azucares, las BAL producen los
compuestos de aroma y sabor caracteristicos de los productos lacteos, tales como el
diacetilo (importante en manteca y quesos frescos), acetaldehido (importante en yogur),
acetona, acetoina y etanol (Haier et al., 2010).

1.1.1.5. Proteccion del producto hacia microorganismos alterantes y
patdgenos

Esta proteccion se produce como consecuencia de la acidificacion (produccién
de acido lactico, acido acético y acido féormico), ya que al bajar el pH los
microorganismos alterantes y patdégenos encuentran dificultades para desarrollar, al ser

inhibidos por la acidez. Las BAL también pueden producir otros compuestos, tales como
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H20O: y bacteriocinas, que tienen la capacidad de controlar o reducir el desarrollo de
bacterias indeseables, lo que resulta fundamental en la conservacion de alimentos y la

seguridad alimentaria (Fergus et al., 2019).

1.1.1.6. Actividad probiética

Algunas cepas de BAL poseen actividad probiotica, lo que significa que, al ser
suministrados en cantidades adecuadas, conferirdn un efecto beneficioso en la salud
del consumidor (Salminen et al., 2021). Los beneficios asociados al consumo de
microorganismos probidticos especificos son muy diversos e incluyen la estimulacion
del sistema inmunoldgico, la reduccién del riesgo de diarrea o de la duracién de la misma
(Fagnantetal., 2023; Urbanska et al., 2016), mejoras en los sintomas tanto del sindrome
del colon irritable (Wen et al., 2020) como de colicos infantiles (Y. Liu et al., 2022;
Schreck Bird et al., 2017) y de la intolerancia a la lactosa (Savaiano, 2014), la prevencién
de enterocolitis necrotizante en prematuros, entre otros (J. Sun et al., 2017; Thomas et
al., 2017; H. Wang et al., 2023).

1.1.1.7. Formacién de exopolisacéaridos

Algunas BAL presentan la capacidad de producir exopolisacaridos (EPS),
definidos como una red de filamentos que estan compuestos por residuos de distintos
azucares dispuestos de manera repetitiva. Estos pueden quedar adheridos a la célula
(polisacaridos capsulares) o ser excretados al medio (polisacaridos viscosos). La
produccion de EPS representa un importante aporte tecnoldgico ya que, ademas de
aumentar el rendimiento en el caso de elaboraciéon de quesos (ayudando a la cohesion
de la pasta), pueden mejorar la textura de leches fermentadas, evitando la sinéresis del
coagulo, lo que produce efectos sobre la firmeza, viscosidad, suavidad y estabilidad del
producto (Ale et al., 2016). Ademas, se ha reportado que estos compuestos podrian
generar efectos beneficiosos en la salud del consumidor, mediante actividades
inmunoestimulantes (Salazar et al., 2014), antitumorales y reductoras del colesterol (K.
Wang et al., 2014).

1.2. Productos lacteos fermentados

1.2.1. Yogur

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) define al yogur como el producto de la
leche coagulada, obtenida por fermentacién lactica, mediante la adicién de St
thermophilus y Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, a partir de leche pasteurizada, leche
concentrada pasteurizada, con o sin adicion de nata pasteurizada, suero en polvo,
proteinas de leche y/u otros productos procedentes del fraccionamiento de la leche
(ANMAT, 2006a). Estas bacterias deben encontrarse viables y activas en el yogur
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(contenido total mayor a 10” UFC/g al momento del consumo) durante el periodo de
validez del mismo (FAO/OMS, 2011). El yogur es producido a través de la fermentacién
acido-lactica de la leche, realizada por las bacterias previamente mencionadas. La
importancia de St. thermophilus en la fermentacién lactea se debe a varios motivos. En
primer lugar, posee una capacidad de acidificacién rapida, lo que es sumamente util
para disminuir el pH de la leche utilizada para las fermentaciones. Por otro lado, St.
thermophilus tiene la capacidad de producir metabolitos que contribuyen sinérgicamente
al crecimiento de los lactobacilos. Especificamente en la produccion del yogur, la
interaccion que se produce entre ambas especies es conocida como proto-cooperacion.
St. thermophilus produce didéxido de carbono y &cido férmico, lo que estimula el
crecimiento de Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, mientras que los lactobacilos hidrolizan
proteinas de la leche, liberando péptidos y aminoacidos que estimulan el crecimiento y
actividad de St. thermophilus. Asimismo, esta proto-cooperacion favorece la sintesis de
metabolitos tales como acetaldehido y acetoina, que contribuyen a las propiedades
sensoriales de los productos lacteos (Sieuwerts et al., 2008).

La popularidad mundial que posee el yogur esta estrechamente vinculada a las
bacterias que lo componen, ya que son las responsables de su caracteristico aroma
agradable, textura y algunos de sus aspectos saludables (Marette et al., 2017). El efecto
benéfico mas conocido y mejor descripto es el relacionado a la reduccién de los
sintomas asociados a la intolerancia a la lactosa (Saborido y Leis, 2018). Por otro lado,
el consumo de yogur se ha asociado a la reduccién del riesgo de diabetes tipo 2 (G.-C.
Chen et al., 2017; Gille et al., 2018) como asi también a la disminucion del riesgo de
hipertensién arterial (Y. Chen et al., 2014; Rai et al., 2017). Finalmente, las cepas
bacterianas presentes en el yogur podrian interactuar con la microbiota intestinal,
mejorando la diversidad de la misma (Zhernakova et al., 2016), eliminando bacterias
entéricas patdégenas y pudiendo también reforzar la barrera intestinal (Rohde et al.,
2009).

1.2.2. Queso

El CAA define al queso como un producto fresco 0 madurado que se obtiene por
separacion del suero de la leche, coagulada por accién del cuajo y/o enzimas
especificas, complementada o no por bacterias especificas o por acidos organicos
permitidos a este fin, con o sin el agregado de sustancias colorantes permitidas,
especias o condimentos u otros productos alimenticios (ANMAT, 2006b).

El proceso productivo basico del queso sigue esencialmente los siguientes
pasos: se agregan los cultivos iniciadores y posteriormente para lograr la coagulacion,
el cuajo. A continuacién, se corta el coagulo formado y se drena el suero. Finalmente,

la cuajada remanente es prensada en un molde y se deja madurar (Fox y McSweeney,
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2017). Si bien el proceso de producciéon de los distintos tipos de quesos sigue
esencialmente los mismos pasos, la variedad de quesos es casi infinita. Las diferencias
en los diversos tipos de quesos estan relacionadas con el uso de distintos cultivos
iniciadores (starters), naturales o comerciales, la presencia o ausencia de mohos, los
métodos de separacion del suero de queseria (filtrado, prensado o calentamiento), los
diferentes métodos de maduracién (variacion del tiempo y las condiciones ambientales
en la camara de maduracién, el untamiento de la superficie del queso con diversas
preparaciones, entre otras), como asi también con el uso de leche pasteurizada o sin
pasteurizar. A partir de las variaciones de estos parametros y de las distintas formas,
tamanos e ingredientes agregados en la produccién, se puede obtener una gran
variedad de quesos (Binda y Ouwehand, 2024).

Teniendo en cuenta lo expuesto, en todos los procesos que involucran BAL, es
menester que dichas bacterias presenten una elevada viabilidad y actividad, de modo
que puedan desarrollar sus funciones satisfactoriamente y asi obtener productos con
las caracteristicas deseadas. Por este motivo, es fundamental mantener las infecciones
fagicas bajo control, ya que éstas son la principal causa de falla de los procesos
fermentativos donde las BAL se encuentran involucradas.

1.3. Bacteriéfagos

Los bacteri6fagos, o mas comunmente llamados fagos, son virus que infectan
bacterias y se encuentran presentes en todos los ecosistemas que ellas habiten, como
por ejemplo el suelo, las plantas, el agua y los animales. Incluso en los humanos, los
fagos pueden encontrarse en la boca, piel, estémago, intestino o vagina (Hoyles et al.,
2014). De esta manera, los fagos son la entidad biolégica mas abundante del planeta,
alcanzando un valor cercano a 10% particulas virales totales, ejerciendo un rol de
modulador en las poblaciones bacterianas.

El término “bacteri6fago” proviene del griego y esta compuesto por las palabras
“bacteria” y “phagein” (fago), significando “devorador de bacterias”. Este término fue
introducido por primera vez por Félix d’'Hérelle en 1917, aunque existe evidencia previa
(afhos 1847, 1896, 1898 y 1915) de una posible actividad de estos virus sobre la actividad
bacteriana (Mahony et al., 2019). Como los fagos infectan exclusivamente a bacterias y
lo hacen de manera muy especifica, fueron considerados en primera instancia como
una estrategia muy prometedora para luchar contra las infecciones bacterianas
humanas, pero, con el descubrimiento de la penicilina en 1928 por Sir Alexander
Fleming, dicha aplicacién quedd relegada (Abedon et al., 2017).
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Al infectar a la cepa bacteriana (cepa sensible u hospedadora), el fago utiliza la
maquinaria biosintética de la bacteria para multiplicarse, causando su lisis, para producir
la liberacién de nuevos viriones que podran infectar otras células bacterianas. A pesar
de ser altamente especificos de la cepa sensible, es posible que algunos fagos infecten
cepas diferentes dentro de la misma especie bacteriana, si éstas estan relacionadas
genéticamente entre si (Pujato et al., 2019).

1.3.1. Estructura de los bacteriéfagos

Los bacteriofagos pueden medir en promedio entre 50 y 200 nm, aunque pueden
encontrarse particulas virales mas pequenas o de mayor tamafno al mencionado (Richter
et al., 2018). Los fagos también muestran una diversidad genomica extraordinaria,
siendo el tamano promedio del genoma de 62,5 + 46,8 kb, aunque se han reportado
fagos con un tamano que oscila desde 2435 pares de bases (pb) hasta el caso de los
“fagos Jumbo” (> 200 kb) (Dion et al., 2020). La mayoria de los fagos estan constituidos
por una cabeza, estructura proteica que contiene en su interior al material genético, y
una cola (fagos con cola). La cola puede variar en longitud, y en algunos casos, estar
recubierta por una vaina. Ademas, puede ser contractil y su unién a la capside puede
estar mediada (o no) por un collar. EI componente encargado del anclaje del fago a la
cepa sensible es la placa basal, la cual realiza el anclaje mediante la presencia de fibras
(Capra et al., 2018) (Figura 1.1).

Capside
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Figura 1.1. Morfologia basica de los bacteri6fagos.

De acuerdo a su morfologia, los fagos solian clasificarse en tres familias:
Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae (Figura 1.2). Los fagos pertenecientes a la ex
familia Myoviridae poseen una cola contractil, mientras que los pertenecientes a la ex

familia Siphoviridae presentan una cola larga no contractil y los pertenecientes a la ex
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familia Podoviridae se caracterizan por poseer colas cortas no contractiles (H.-W.
Ackermann, 2009; Mahony et al., 2019). Por otro lado, las capsides también pueden
presentar diferencias: pueden ser de forma prolata o icosaédrica, presentar diferentes
tamanos y composicién de proteinas. Tanto la capside como la cola estan formadas por
proteinas, y la capside contiene en su interior al material genético, el cual puede ser
acido ribonucleico (ARN) o desoxirribonucleico (ADN), de simple o doble cadena, siendo
lo mas comun ADN lineal de cadena doble (Dion et al., 2020).
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Figura 1.2. Clasificacion de los fagos segun su morfologia junto a micrografias
electronicas de los fagos Lgal (infectivo de Lb. gasseri, myovirus) con su cola extendida
y contraida, P335 (infectivo de L. lactis, siphovirus) y P026 (infectivo de L. lactis,
podovirus). Las micrografias fueron obtenidas de Deveau et al. (2006) e Ismail et al.
(2009).

En los ultimos afnos se ha planteado que la clasificacion de los virus en las
familias Myoviridae, Shipoviridae y Podoviridae, considerando Unicamente su
morfologia, no resultaba completamente adecuada. Por este motivo, se propuso una
nueva clasificacién, basada ademas en los genomas fagicos, que reflejan de manera

mas adecuada la diversidad y la relacién genémica entre los fagos. De esta manera, el
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Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on Taxonomy of
Viruses, ICTV), decidié eliminar las familias Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae,
como asi también el orden Caudovirales. Este ultimo fue reemplazado por la clase
Caudoviricetes para agrupar a todos los virus bacterianos y arqueanos que presenten
cola, capside icosaédrica y ADN de doble cadena (Turner et al., 2023). Actualmente,
para referirse a los virus segun su morfologia es posible emplear los términos

‘podovirus”, “myovirus” y “siphovirus”, relacionados con las antiguas familias, pero sin

un significado taxonémico formal (Turner et al., 2023).

1.3.2. Ciclos de multiplicacién de los fagos

Segun su ciclo de multiplicacion, los bacteriéfagos pueden clasificarse en fagos
virulentos o liticos y en fagos temperados. Para multiplicarse, los primeros llevan
adelante el ciclo litico, es decir que luego de infectar su cepa sensible se multiplican
dentro de ella y producen la lisis de la misma, liberando asi la progenie viral producida
al exterior de la bacteria (Figura 1.3). En cambio, los fagos temperados pueden
multiplicarse a través del ciclo litico o del ciclo lisogénico. En este ultimo ciclo, el fago
es capaz, luego de infectar a la bacteria, de integrar su ADN en el genoma bacteriano,
a través de una combinacion sitio-especifica. El fago en este estado se denomina
profago, y es capaz de replicarse junto al genoma bacteriano, permaneciendo latente,
sin provocar la lisis celular (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Ciclos de multiplicacién de los fagos.

del fago al genoma bacteriano
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1.3.2.1. Ciclo litico

El primer paso en este ciclo consiste en la adsorcién especifica del fago a la
célula sensible a través de su cola. Para que este evento ocurra, es necesaria la
presencia de receptores fagicos de distinta naturaleza presentes en la pared celular de
la cepa sensible, tales como proteinas y carbohidratos. El reconocimiento de estos
receptores esta mediado por la placa basal, las espiculas y las fibras, que son
estructuras que se encuentran ubicadas en el extremo de la cola del fago. Es frecuente
que en primer lugar el fago se una a los carbohidratos presentes en la superficie
bacteriana mediante una unién reversible y que a continuaciéon se produzca una uniéon
irreversible que involucra las proteinas de la membrana celular (Capra et al., 2018). La
eficiencia y la velocidad de adsorcién son parametros importantes que pueden variar de
un sistema fago-cepa sensible a otro, dependiendo de factores externos (temperatura,
pH del medio, etc.) y del estado fisiolégico de la cepa huésped.

Luego de que se produzca la unién irreversible en la etapa de adsorcion, el
genoma fagico se inyecta, pasando a través de su cola, e ingresa a la célula
hospedadora. La particula fagica carente de ADN, denominada fantasma, permanecera
unida en la superficie bacteriana. Este proceso generalmente requiere energia celular
proveniente de células intactas (ATP) y depende de la maquinaria de sintesis de
proteinas de la cepa sensible (Capra et al., 2018). Si bien esta establecido que los
cationes divalentes Ca?* y Mg?* son, la mayoria de las veces, indispensables para que
el ciclo litico se realice eficientemente (més especificamente las etapas de adsorcién e
inyeccion), los mecanismos de accion de estos cationes son diversos. Una vez dentro
de la célula bacteriana, el ADN fagico puede expresarse y replicarse. El paso inicial en
esta etapa implica el reconocimiento de promotores de fagos por parte de la ARN
polimerasa de la cepa hospedadora, lo que conduce a la transcripcion de genes
tempranos. Los productos de estos genes pueden proteger el genoma del fago y
reestructurar al huésped acuerdo a las necesidades del fago. A menudo, se transcribe
un conjunto de genes de expresion intermedia, sintetizando el nuevo ADN del fago,
seguido de un conjunto de genes tardios que codifican proteinas estructurales y la
proteina lisina, fundamental para la dltima etapa del ciclo litico (Briggiler Marcé y
Mercanti, 2021; Capra et al., 2018). Luego de que se produce la sintesis de las
macromoléculas, los componentes del fago son ensamblados y el ADN es empaquetado
en las capsides. Durante la etapa de empaqguetamiento o previo a la misma, la capside
se expande y se vuelve mas estable, con un aumento del volumen interno del ADN. En
uno de los vértices de la capside se encuentra un complejo portal que sirve como punto
de partida para el ensamblaje de la capside, como lugar de acoplamiento para las
enzimas de empaquetamiento del ADN, como conducto para el paso del ADN y como

17



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

lugar de unién para la cola del fago, que se ensambla por separado (Capra et al., 2018).
Las capsides se unen a las colas y el ciclo litico se completa cuando la progenie fagica
es liberada desde el interior de la célula hospedadora hacia el medio ambiente. En esta
etapa participan, de forma conjunta y coordinada, dos enzimas codificadas por el
genoma del fago, que se denominan lisina y holina. Las holinas son pequenas proteinas
gue se acumulan en la membrana celular bacteriana hasta alcanzar una concentraciéon
determinada, a partir de la cual crean poros en la misma, permitiendo que las lisinas
accedan a la pared celular, degradandola y causando finalmente la lisis celular (Khan et
al., 2023). De esta manera, los viriones liberados podran encontrar células no infectadas
y dar inicio a nuevos ciclos de infeccion (Capra et al., 2018).

1.3.2.2. Ciclo lisogénico

Las primeras etapas de este ciclo son similares a las descriptas para el ciclo
litico, ya que se produce la adsorcion del fago a la célula sensible y la posterior inyeccién
del material genético del fago al interior de la célula bacteriana. En este caso, el ADN
fagico se integra al genoma bacteriano y permanece en un estado latente, denominado
profago, replicandose y transmitiéndose a las préximas generaciones de la célula
sensible durante la multiplicacion celular (Capra et al., 2018), denominandose a la cepa
gue contiene al profago como cepa lisdégena. El profago puede existir dentro del genoma
de la bacteria en una o multiples copias, y le confiere a la bacteria huésped cierta
resistencia o inmunidad frente al ataque de fagos que estén relacionados (Briggiler
Marcé y Mercanti, 2021).

Este estado de lisogenia puede permanecer durante un tiempo indeterminado,
hasta que, por algun factor externo o de forma espontanea, el fago inicia un ciclo de vida
litico, momento en el cual escindira su material genético del genoma bacteriano y
comenzara la replicacién del mismo, siguiendo el ciclo de multiplicacién litico. Entre las
condiciones que pueden inducir la escisién del profago se pueden mencionar a la
mitomicina C como el agente quimico inductor por excelencia (Mercanti et al., 2011), la
radiacion ultravioleta, fluctuaciones en la temperatura, el pH o en la presién osmética,
presencia de antibiéticos o incluso falta de algunos nutrientes. Sin embargo, también
existen inducciones espontaneas, sin un factor aparente que las desencadene (Capra
et al., 2018). En un principio, un fago proveniente de una cepa liségena no infectara a
la cepa que le dio origen, ya que la misma es resistente a esta infeccion, pero si es
capaz de infectar otras cepas. Sin embargo, recientemente se ha observado la infeccion
litica de una cepa por parte de fagos temperados liberados a partir de la misma cepa
(Capra et al., 2018). Como consecuencia, es esencial evitar el uso de cepas liségenas
en cultivos iniciadores, ya que, en caso de liberarse los profagos contenidos en dichas
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cepas, se podria producir la lisis celular durante los procesos fermentativos,

ocasionando graves problemas tecnoldgicos y econémicos (Pujato et al., 2019).

1.4. Infecciones fagicas en la industria lactea

Como se explicé anteriormente, los fagos son virus que infectan bacterias y
utilizan el material genético y la maquinaria biosintética de la célula infectada para
multiplicarse. En la industria lactea, las BAL cumplen funciones fundamentales para
llevar adelante los procesos fermentativos. Por este motivo, las infecciones fagicas
representan un problema significativo y persistente. Se estima que entre un 0,1 y un 10
% de las fermentaciones lacteas fallan durante el proceso debido a la presencia de fagos
(Moineau y Lévesque, 2005). Estas fallas ocasionadas por las infecciones fagicas
resultan en la potencial pérdida de la produccién, productos de baja calidad y malgasto
de ingredientes, lo que genera grandes pérdidas econdmicas para el sector industrial
(Briggiler Marc6 y Mercanti, 2021).

1.4.1. Fuentes de ingreso de fagos a las industrias lacteas

La leche cruda que ingresa a las plantas de procesamiento constituye la principal
fuente de ingreso de fagos a los ambientes industriales, ya sea como viriones o profagos
en cepas de BAL salvajes (Fernandez et al., 2017). Las concentraciones fagicas en la
leche cruda varian entre 10" y 10* UFP/ml (Moineau y Lévesque, 2005). La fluidez de la
leche posiblemente contribuye a la dispersion de los viriones y a una posible
proliferacion de los mismos en caso de encontrar éstos una cepa sensible a la cual
infectar. M&s aun, se ha encontrado una gran diversidad de fagos en la leche, debida
probablemente a la mezcla de leche cruda proveniente de diversos origenes (Moineau
y Lévesque, 2005). Al analizar muestras de leche cruda recolectada de tambos
espafnoles, se observé que el 10 % de las muestras contenia fagos infectivos de
lactococos (Madera et al., 2004). Mas aun, al analizar muestras de leche empleadas
para la produccién de yogur en una industria espariola, se detecté material genético de
fagos infectivos de lactococos y estreptococos en un 37 % de ellas (del Rio et al., 2007).

Algunos autores han informado que la mayoria de los fagos infectivos de BAL
son capaces de resistir las condiciones de pasteurizacién normalmente aplicadas a la
leche cruda en los procesos de fabricacion, e incluso tratamientos mas intensos
(Briggiler Marcé et al., 2019; Capra et al., 2013; Wagner et al., 2017). Como
consecuencia, los fagos que resisten los tratamientos térmicos permaneciendo
infectivos en la leche podrian propagarse durante las etapas de fermentacién si
encuentran una cepa sensible a la cual infectar, alcanzando altas concentraciones en

los productos finales y sus subproductos y posiblemente causando retrasos o completa
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inhibicion del proceso fermentativo. Por otro lado, las soluciones de salmuera
empleadas en la industria quesera para la etapa de salado también pueden contener
elevadas concentraciones de fagos (108 UFP/ml, Atamer et al., 2009, 2011), pudiendo
contribuir a la diseminacién de los mismos por la planta. La principal via de diseminacion
de los fagos dentro de la industria lactea es la presencia de bioaerosoles, que son
producidos por salpicaduras de liquido, movimiento del personal o la manipulaciéon de
equipos y/o leche cruda contaminados con particulas fagicas (Fernandez et al., 2017),
pudiendo alcanzar concentraciones entre 102 UFP/m? a 108 UFP/m3 en distintas areas
de plantas queseras, como fue documentado para fagos de lactococos (Neve et al.,
1995). Asimismo, Colombo et al. (2018) reportaron que en los bioaerosoles de las
plantas lacteas se encuentran fagos capaces de infectar a las especies bacterianas
usadas para los procesos fermentativos de dichas plantas.

Ademas, las diversas superficies de trabajo también son una potencial fuente de
contaminacién de bacteriofagos en los procesos productivos, posiblemente
subestimada. Por ejemplo, Verreault et al. (2011) detectaron material genético fagico en
diversas superficies de trabajo como equipos, tuberias, pisos, paredes, escaleras,
manijas de puertas, mesas de oficina y materiales de limpieza. Estos datos reafirman la
necesidad de reforzar medidas de sanitizacion en todos los ambientes y superficies de
las plantas de elaboracion.

Otra fuente de ingreso de los fagos en la industria lactea son las cepas de BAL
lisbgenas. Como se explico anteriormente, la bacteria lisbgena contiene al profago, el
genoma fagico integrado al bacteriano, que, por algun factor externo o de forma
espontanea, puede iniciar el ciclo litico, escindiendo su material genético del genoma
bacteriano y continuando con su multiplicacién, produciendo la lisis bacteriana y
posterior liberacion de los viriones. Por este motivo, la ausencia de cepas liségenas
entre las de los cultivos iniciadores deberia ser verificada. En este sentido, algunos
autores han encontrado que la lisogenia es muy comun entre cepas pertenecientes a
las especies bacterianas que comunmente son empleadas como cultivos probidticos
(Zaburlin et al., 2017).

Finalmente, los subproductos lacteos reciclados son también una potencial
fuente de ingreso de los fagos a la industria lactea. Como ejemplo es posible mencionar
el suero de queseria, en el cual la concentracion de los bacteriéfagos puede alcanzar
hasta 10° UFP/mlI, pudiendo pasar luego a formar parte de los aerosoles diseminandose
por toda la planta (Atamer et al., 2013; Lavelle et al., 2018). En los ultimos afos se ha
propuesto el aprovechamiento de los componentes de los subproductos lacteos
(proteinas, lactosa, entre otros) como el suero de queseria. En particular, diversas

tecnologias de membrana son aplicadas para recuperar y concentrar las proteinas de
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suero a partir del suero de queseria, obteniendo productos como los Concentrados de
Proteinas de Suero (Whey Protein Concentrate, WPC, por sus siglas en inglés). Los
mismos suelen ser adicionados durante la elaboracion de quesos y leches fermentadas
para aumentar el rendimiento del proceso, como asi también mejorar su calidad
nutricional (aumentando el contenido proteico), la textura o calidad de los productos
elaborados (Masaotti et al., 2017). Sin embargo, se ha reportado que estos productos
pueden contener elevada carga fagica como fue demostrado por Wagner et al. (2017).
Especificamente, Briggiler Marcé et al. (2022) encontraron la presencia de fagos
infectivos de cepas comerciales de St. thermophilus en concentraciones de hasta 10°
UFP/g en muestras comerciales de WPC en Argentina. Por lo tanto, se debe tener en
cuenta que a través de la adicion de estos productos como ingredientes, se podrian
estar incorporando fagos a las lineas de fermentacién, lo que constituye una potencial
fuente de ingreso a considerar (Samtlebe et al., 2017).

1.4.2. Infecciones fagicas en procesos productivos de la industria lactea

En la industria lactea fermentativa se presentan diversos escenarios en relaciéon
a la frecuencia de infecciones fagicas. Por un lado, en el proceso de produccion de
leches fermentadas y yogur, la leche es sometida a un calentamiento que implica una
mayor temperatura (90 °C) que en el caso de la industria quesera, o que contribuye
considerablemente a reducir la carga fagica de la materia prima. Ademas, el proceso de
elaboracion se realiza en tanques cerrados, lo cual lo convierte en un proceso
relativamente aséptico, con ausencia de drenaje y circulacion de suero. Esto hace que
la frecuencia de infecciones fagicas resulte baja. En este caso, los posibles lugares de
ingreso de fagos al proceso productivo son principalmente los cultivos iniciadores
conteniendo cepas liségenas y la eventual ruptura de barreras fisicas tales como
valvulas, cafierias o tanques que facilitarian la contaminacién del proceso con fagos y
otros microorganismos (A. del L. Quiberoni y Reinheimer, 2012).

Por el contrario, en la industria quesera las infecciones fagicas son mas
frecuentes ya que, por un lado, se realiza un calentamiento suave de la leche (pero que
asegure su pasteurizacion) para evitar desnaturalizar proteinas y la consecuente
reduccion del rendimiento del proceso, por lo que una gran proporcién de fagos
presentes inicialmente en la materia prima permanecerian infectivos luego de esta etapa
(Briggiler Marco6 y Mercanti, 2021). Adicionalmente, el proceso de producciéon de queso
involucra numerosas etapas, en las cuales los operarios emplean numerosos utensilios,
que pueden constituir fuentes de contaminacion. En estas etapas se produce la
separacion de suero (conteniendo el 90 % de la carga fagica del proceso) y con su
manipulacion, la consecuente generacion de los bioaerosoles, que son la principal via

de diseminacién de los fagos en la planta productiva (Wagner et al., 2017).
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Finalmente, los procesos de elaboracion de productos lacteos probiéticos son
altamente controlados, tanto desde el punto de vista microbiolégico como tecnoldgico,
debido a las importantes inversiones realizadas en el area de investigacion y desarrollo
(I+D) para la identificacion y caracterizacién de cepas con efectos probidticos que se
incluirdn en estos productos. En este contexto, resulta fundamental que los procesos
productivos que emplean dichas cepas se lleven a cabo sin inconvenientes. Cabe
mencionar que la lisogenia esta ampliamente distribuida en cepas del género
Lacticaseibacillus, género extensamente usado por sus caracteristicas probiodticas,
como se menciono previamente, por lo que constituyen la principal fuente de ingreso de
bacteri6fagos en estos procesos (Briggiler Marcé y Mercanti, 2021; Zaburlin et al., 2017).
En consecuencia, las infecciones fagicas suelen ocurrir con elevada frecuencia
generando graves problemas y mayores pérdidas econémicas en comparacién con el
resto de los productos lacteos. Esto se debe la elevada inversiéon requerida para
demostrar las propiedades probioticas de las cepas, asi como al tiempo, los costos y la
dificultad asociados a la identificacion de cepas con caracteristicas similares que puedan
utilizarse como reemplazo de aquellas sensibles a fagos (Briggiler Marc6 y Mercanti,
2021).

1.5. Fagos infectivos de bacterias del acido lactico

El género Lactococcus y la especie St. thermophilus son los méas utilizados en la
industria lactea mundial, motivo por el cual la mayoria de los fagos aislados y
caracterizados a nivel global son infectivos de estas bacterias.

Los bacteriéfagos que infectan al género Lactococcus representan un desafio
significativo para la industria lactea, debido a su impacto sobre la actividad de los
cultivos iniciadores, que pertenecen mayormente a las especies L. lactis y L. cremoris.
A pesar de que el rango de hospedadores (conjunto de cepas que un fago puede
infectar) para estos fagos es generalmente estrecho, ciertos fagos son capaces infectar
multiples cepas y especies dentro del mismo género. En base a su morfologia y
composicion gendmica, los fagos de Lactococcus se pueden clasificar en once grupos,
esto es 936, c2, P335, 1358, P087, P034, 949, 1706, KSY1, Q54 y 16. Desde una
perspectiva taxondmica anterior, los fagos pertenecientes a los grupos 936, P335, 1358,
c2, P087 y 949 se agrupan dentro de la entonces familia Siphoviridae, mientras que los
grupos P034 y KSY1 forman parte de la ex familia Podoviridae (Capra et al., 2018).

Sin embargo, la mayoria de los aislamientos fagicos obtenidos de procesos
fermentativos industriales se concentran predominantemente en tres grupos (Hille et al.,
2024):

» Grupo 936: Actualmente denominado género Skunavirus, es el grupo mas
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frecuente y dominante (Capra et al., 2018; Jolicoeur et al., 2023). Sus fagos son
exclusivamente virulentos (liticos) y poseen genomas de aproximadamente 30
kb, caracterizados por una organizacion en modulos genéticos altamente
conservados (Mahony et al., 2019).

Grupo P335: Constituye un grupo notablemente diverso, que incluye tanto fagos
virulentos como temperados (Hille et al., 2024). La heterogeneidad genética de
este grupo puede estar relacionada con eventos de recombinacion entre fagos
virulentos y los profagos presentes en las células bacterianas, contribuyendo a
la variabilidad de su composicion genética (Mahony et al., 2019).

Grupo c2: Actualmente denominado género Ceduovirus. Al igual que el grupo
936, esta compuesto enteramente por fagos virulentos. Sus genomas, con un
tamano de 22 kb, comparten un 80 % de identidad a nivel de nucleétidos. Los
fagos del grupo c2 muestran una especificidad de hospedador muy amplia en
comparacion con los otros grupos. Esta caracteristica se debe a su dependencia
de la proteina PIP (Proteina de Infeccién Fagica), un receptor de tipo proteico
que, junto con carbohidratos, es esencial para la infeccién. La conservacion de
la proteina PIP entre las cepas bacterianas del género Lactococcus facilita este
amplio espectro de infeccion (Mahony et al., 2019). A pesar de haber sido una
causa de problemas graves en décadas anteriores, la frecuencia de aislamiento
de fagos del grupo c2 ha disminuido en la actualidad. Esto podria atribuirse, por
un lado, a la adquisiciéon de resistencia bacteriana, ocasionada por mutaciones
y/o0 deleciones en el gen que codifica la proteina PIP, las cuales pueden conferir
resistencia a la cepa bacteriana al eliminar o modificar el receptor crucial para la
unién fagica, pero también a la elevada sensibilidad térmica evidenciada para
estos fagos (Mahony et al., 2019).

Los bacteriéfagos aislados de St. thermophilus se han clasificado histéricamente

dentro de la entonces familia Siphoviridae. Hasta hace aproximadamente quince anos,

la taxonomia reconocia principalmente dos grupos filogenéticos basados en el

mecanismo de empaquetamiento del ADN y el perfil de proteinas estructurales mayores:

grupo cos'y grupo pac. Los fagos pertenecientes al grupo cos (actualmente clasificados

como género Moineauvirus) son exclusivamente virulentos y se caracterizan por

presentar extremos cohesivos en su genoma. Poseen dos proteinas estructurales

mayores distintivas (con pesos moleculares de 32 y 27 kDa, respectivamente). En

cambio, los fagos pertenecientes al grupo pac (actualmente clasificados como género

Brussowvirus (Capra et al., 2018)) pueden ser fagos virulentos o temperados,

presentando tres proteinas estructurales mayores (con pesos moleculares de 43, 25y
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15 kDa) sin extremos cohesivos (Mahony et al., 2019). Estos dos grupos representan la
mayoria de los fagos de St. thermophilus aislados hasta la fecha, con una frecuencia de
aislamiento del 65 % para Moineauvirusy del 25 % para Brussowvirus (Hille et al., 2024).

Sin embargo, se han identificado grupos adicionales, lo que demuestra una
diversidad genémica y morfolégica mas amplia de lo previamente reconocido. Entre
estos nuevos grupos se puede mencionar al género Vansinderenvirus, representado por
el fago 5093 (Mills et al., 2011). Este fago se caracteriza por ser virulento y exhibir
diferencias significativas, tanto morfolégicas como gendémicas, con los grupos
Moineauvirus y Brussowvirus, ya que presenta una placa basal que incluye fibras con
extremos globulares y una elevada homologia con profagos de especies de
estreptococos no relacionados con la industria lactea, sugiriendo un origen o
transferencia genética con ambientes microbianos distintos (Mills et al., 2011). Por otro
lado, es posible mencionar al grupo 987 (perteneciente al género Piorkowskivirus),
cuyos fagos se distinguen por tener colas de menor longitud en comparacion con los
fagos de los grupos Moineauvirus 'y Brussowvirus (McDonnell et al., 2016). Asimismo,
estos fagos exhiben una placa basal con caracteristicas morfoldégicas similares a las
observadas en los fagos del grupo P335 del género Lactococcus y se han detectado
estructuras genéticas que sugieren la ocurrencia de eventos de recombinacién genética
entre fagos de St. thermophilus y aquellos pertenecientes al grupo P335 de Lactococcus
(Hille et al., 2024). Finalmente, Philippe et al. (2020) propusieron la creacién de un quinto
grupo, denominado P738, tras el aislamiento independiente de dos fagos, P738 y D446
(en Senegal y Alemania, respectivamente), ambos a partir de productos lacteos. Estos
fagos muestran una alta similitud genética entre si, pero una baja similitud con los fagos
de St. thermophilus de los otros grupos conocidos. De hecho, estos fagos exhiben una
fuerte relacion genética con el profago T12 de St. pyogenes, un estreptococo no lactico.
Esta similitud con fagos de especies estreptocécicas distintas sugiere que su aparicién
en el ambiente lacteo es un evento reciente (Philippe et al., 2020).

La extensa diversidad taxonémica dentro del género Lactobacillus y los géneros
reclasificados relacionados (Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus) se correlaciona
directamente con la gran diversidad filogenética observada en los bacteriéfagos que
infectan a estas bacterias (Capra et al., 2018). La clasificacién inicial de estos fagos se
ha basado tipicamente en la especie a la que infectan, la morfologia fagica y su rango
de hospedadores. La mayoria de los fagos aislados histéricamente de Lactobacillus se
incluyen en la entonces familia Siphoviridae, un nUmero menor pertenece a Myoviridae,
y una minoria se clasifica como Podoviridae.

En el caso particular de los fagos que infectan a Lb. delbrueckii, se ha establecido
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una clasificacion mas detallada basada en la secuencia gendémica, formada por cuatro
grupos principales: a, b (actualmente perteneciente al género Cequinquevirus), ¢, y d
(actualmente perteneciente al género Lidleunavirus). Los grupos a y ¢ han sido los mejor
caracterizados histéricamente a nivel molecular y funcional (Hille et al., 2024), mientras
que ultimamente se ha incrementado la frecuencia de aislamiento de los fagos del grupo
b.

Para el resto de las especies del género Lactobacillus no existe actualmente un
sistema de clasificacion como el establecido para Lb. delbrueckii. En estos casos, la
clasificacion se mantiene en los niveles taxonémicos superiores, limitandose
principalmente a la morfologia viriénica (ex familias Siphoviridae, Myoviridae y
Podoviridae) o a analisis comparativos de sus secuencias genémicas, sin haberse

definido grupos de relevancia de manera consistente hasta el momento.

Los bacteri6fagos que infectan al género Leuconostoc han sido aislados
predominantemente de fermentaciones de la industria lactea, aunque su presencia
también se ha documentado en una variedad de productos de origen vegetal
fermentados, como el kimchi, el chucrut y el café (Hille et al., 2024).

En funcion del rango de hospedadores, es posible definir dos grupos principales:
el grupo |, compuesto por fagos que infectan cepas de Leuc. mesenteroides, y el grupo
I, integrado por fagos que infectan cepas de Leuc. pseudomesenteroides (Capra et al.,
2018). Sin embargo, es importante sefalar que, aunque el rango de hospedadores es
un criterio de clasificacion util, se ha reportado que algunos fagos pueden infectar a
ambas especies con diferentes eficiencias de plaqueo (Pujato et al., 2017).

Todos los fagos infectivos de Leuconostoc reportados hasta el momento
pertenecen a la familia Siphoviridae, distinguiéndose principalmente por variaciones
morfologicas en los apéndices de su placa basal. En base a esto, los fagos del grupo |
se subdividen en los grupos la, con apéndices globulares y grupo Ib, con apéndices
extendidos con configuracion en forma de “Y”.

Los fagos pertenecientes al grupo Il son mas diversos y se dividen en cuatro
subgrupos basados en caracteristicas morfologicas del virion (lla, llb, llc, Ild). De
manera general, la estructura de la placa basal de los fagos del grupo Il es
consistentemente mas pequefa que la observada en los fagos del grupo I. El grupo lla
se caracteriza por la presencia de una estructura de collar ubicada inmediatamente
debajo de la capside, mientras que el grupo Ilb se distingue por la ausencia de dicha
estructura de collar. Por otro lado, el grupo llc presenta apéndices "esponjosas” en la
placa basal y el grupo Ild exhibe estrias inusuales a lo largo de la cola.

Finalmente, los fagos que infectan a Leuc. lactis no han sido frecuentemente
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aislados. Esta baja tasa de deteccion se atribuye, probablemente, a la limitada utilizacion
de esta especie bacteriana en las fermentaciones a escala industrial (Capra et al., 2018).

1.5.1. Fagos estudiados

Como consecuencia de la estrecha relacién que el Instituto de Lactologia
Industrial (INLAIN, UNL — CONICET) mantiene con la industria lactea, a lo largo de los
anos se aislaron mas de 500 fagos a partir de muestras de quesos, yogur, WPC y
productos probibticos, enviadas por el sector industrial y que habian evidenciado
problemas en sus procesos fermentativos. Para llevar adelante las experiencias de esta
tesis doctoral, se seleccionaron al menos un fago de cada especie relevante de la
industria lactea argentina de la fagoteca del INLAIN. En el caso de no contar con fagos
infectivos de dichas especies entre los aislados, se seleccionaron fagos de coleccién
para llevar adelante el estudio. Todos los fagos investigados en esta tesis poseen colas
largas y no contractiles (ex familia Siphoviridae). La mayoria de ellos fueron
secuenciados y caracterizados a través de estudios de estabilidad frente a condiciones
ambientales, segun su morfologia, resistencia a tratamientos térmicos y quimicos,
caracterizacién de la etapa de adsorcion, su rango de hospedadores, obtencién de
mutantes fagorresistentes, sus receptores fagicos, entre otros. Los fagos ensayados se
indican a continuacion.

» Fagos 892-LB y 009-ML, infectivos de las cepas de coleccion Lb. helveticus
CNRZ 892 y ATCC 15009, respectivamente, fueron aislados en el INLAIN en el
ano 2019, a partir de muestras de WPC utilizadas por industrias lacteas locales.

» Fago 832-B1, infectivo de la cepa Lb. helveticus CNRZ 892, pertenece a la
coleccion CNRZ (Francia).

» Fago BYM, infectivo de la cepa Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V. Es un
fago autdctono, aislado en el afio 1997 en el INLAIN, a partir de una muestra
defectuosa de yogur (A. Quiberoni et al., 2003).

» Fago Ibs, infectivo de la cepa Lb. delbrueckii subsp. lactis LB-Ibs, aislado en el
INLAIN en el afo 2000, a partir de una muestra defectuosa de yogur (A.
Quiberoni et al., 2003).

» Fago Cb1/204, es un fago temperado, es decir que, a diferencia de todos los
fagos incluidos en este estudio, sigue el ciclo lisogénico de multiplicacion. Este
fago fue inducido con mitomicina C a partir de la cepa liségena Cb1, una cepa
comercial usada en Argentina para la elaboracion de yogur, y fue capaz de dar
placas de lisis sobre la cepa Lb. delbrueckii subsp. lactis 204. Esta ultima, es una
cepa salvaje aislada a partir de suero fermento usado para la elaboracién de
queso Provolone en ltalia (Suarez, Zago, et al., 2008). Este fago, ademas, tiene
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la particularidad de poseer una cépside prolata, a diferencia del resto que
presentaron capside icosaédrica (Suarez, Zago, et al., 2008).

» Fago J-1, infectivo de la cepa Lc. casei ATCC 27139, perteneciente a la
coleccion ATCC (EEUU).

» Fago MLC-A, infectivo de la cepa Lc. paracasei A, que fue aislado en el INLAIN
a partir de una muestra defectuosa de un producto lacteo probioético (Capra et
al., 2006).

» Fago ATCC 8014-B1, infectivo de la cepa Lp. plantarum ATCC 8014 y
perteneciente a la coleccion ATCC (EEUU). De ahora en adelante este fago
también sera denominado “8014-B1”.

» Fago 0BJ, infectivo de la cepa St. thermophilus JB-15, aislado a partir de una
muestra de suero de queso Cuartirolo en el INLAIN en el afio 1995 (A. Quiberoni
et al., 2000).

» Fago M1-G1b y M13-G1b, infectivos de la cepa St. thermophilus G1b, aislados
en el INLAIN a partir de muestras de WPC. Asimismo, estos fagos pertenecen al
grupo 5093 (género Vansinderenvirus), uno de los grupos genéticos mas
recientemente reportados (Briggiler Marco et al., 2022).

» Fagos Ln-9, infectivo de la cepa Leuc. mesenteroides L79-1, y fago LDG,
infectivo de la cepa Leuc. pseudomesenteroides R707, fueron aislados en el
INLAIN a partir de suero presente en un molde de queseria empleado en la
produccion de queso azul (Pujato et al., 2014).

» Fagos CHD y QF9, ambos infectivos de la cepa L. lactis CI2 y aislados en el
INLAIN a partir de muestras de suero de queso Dambo y Fymbo,
respectivamente (Suarez, Moineau, et al., 2008).

1.6. Estrategias para reducir la frecuencia de infecciones fagicas

Debido a los potenciales problemas que pueden provocar las infecciones fagicas
en los ambientes industriales, es necesario prevenir dichas infecciones mediante la
aplicacion de estrategias tendientes a reducir la carga fagica, como asi también estudiar
nuevas alternativas. Cabe destacar que los fagos son ubicuos en las industrias lacteas,
ya que estan presentes en todos los ambientes donde haya bacterias. Por este motivo,
su completa erradicacion es imposible y el objetivo de las tecnologias es el de mantener
la concentracién de fagos por debajo del nivel considerado de riesgo (10* UFP/mli,
(Moineau y Lévesque, 2005)) de tal manera de que los cultivos lacticos empleados en
los procesos fermentativos puedan llevar a cabo sus funciones de manera adecuada
(Neve et al., 1994). Algunas de las estrategias de control existentes se listan a

continuacion.
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1.6.1. Tratamiento térmico a la materia prima

El objetivo principal de los tratamientos térmicos aplicados a la materia prima es
la inactivacién de microorganismos patégenos y/o alterantes, pero indirectamente
pueden contribuir también a disminuir la concentracion fagica. La eficiencia del
tratamiento térmico dependera de la poblacién microbiana y diversidad fagica presente
en la materia prima y del nivel inicial de contaminacién. Se ha observado que los fagos
infectivos de BAL, en general, son resistentes a los tratamientos térmicos de
pasteurizacion (63 °C por 30 min (LTLT, low temperature, long time) o 72 °C por 15 s
(HTST, high temperature, short time)) (Briggiler Marcé et al., 2019; Fernandez et al.,
2017) e incluso a tratamientos mas enérgicos, entre los que se pueden mencionar 85
2C por 30 min (Murphy et al., 2014), 80 — 97 °C por 5 min (Atamer et al., 2009), 90 °C
por 15 — 20 min (Atamer et al., 2009; Atamer y Hinrichs, 2010; Capra et al., 2013).
Ademas, los componentes de la leche, principalmente las proteinas, pueden proteger al
fago durante el tratamiento térmico, lo que dificulta su inactivacién (Atamer et al., 2010).
Previamente se menciond que la carga fagica inicial en la leche se encontraba entre 10'
y 10* UFP/ml (Moineau y Lévesque, 2005). Si estos fagos que se encuentran en la
materia prima no son inactivados totalmente por los tratamientos térmicos, éstos quedan
infectivos y pueden multiplicarse si encuentran cepas sensibles entre las que componen

el fermento, poniendo en riesgo la correcta realizacion de los procesos fermentativos.

1.6.2. Higiene y disefno de la planta

El disefio de la planta sera dependiente del proceso a desarrollar en la misma,
pero, siempre que sea posible, es recomendable que las areas donde se desarrollen las
etapas finales del proceso estén separadas de aquellas en las cuales se manipula la
materia prima, para evitar posibles contaminaciones. Como ejemplos, los tanques que
contienen suero de queseria y deshechos, que pueden contener elevada concentracién
de fagos y otros contaminantes, deberian encontrarse fisicamente alejados de los
espacios de preparacion de los cultivos iniciadores y los tanques de fermentaciéon. De
esta manera se minimiza el riesgo de contaminacion cruzada, lo que debe ser
considerado al disefiar una planta de produccion (Briggiler Marcé y Mercanti, 2021).
Ademas, el acceso a las areas productivas deberia contar con un espacio de
sanitizacion de manos y calzado del personal (Pujato et al., 2019).

En relacion con la desinfeccion de superficies, al disefiar una planta se debe
tener en cuenta la facilidad de limpieza y desinfeccion de los equipos, herramientas y
suelos. Es necesario aplicar un programa de limpieza estricto para los equipos utilizados
en la fabricacion antes y después de su uso, con el fin de mantener bajos los niveles de
fagos y reducir su propagacién (Briggiler Marco et al., 2012). La limpieza in situ (Clean
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in Place, CIP) en las lineas de produccion es el primer paso de los programas de
desinfeccion que se aplican habitualmente en las industrias lacteas, con el objetivo de
eliminar los contaminantes organicos y microbioldgicos. Concretamente, este paso es
importante ya que los compuestos orgénicos pueden reducir la eficacia de los
desinfectantes, por ello resulta necesario removerlos antes de aplicar los productos para
desinfeccion. A continuacién, es necesario aplicar un desinfectante adecuado, efectivo
para la inactivacion fagica, en las superficies, los equipos y el suelo para completar el
proceso de desinfeccion (Campagna et al., 2014). Los desinfectantes y biocidas
empleados tradicionalmente en la industria lactea y los laboratorios (como el &cido
peracético, los alcoholes y el hipoclorito de sodio) se han analizado para determinar su
capacidad de inactivacién de los fagos lacteos, obteniendo comportamientos diversos,
dependiendo tanto del producto quimico utilizado como del fago estudiado. Segun los
resultados obtenidos, el acido peracético (0,15 % v/v) mostr6 la mayor eficacia para la
reduccion de fagos, produciendo una inactivacién completa de suspensiones de fagos
de alto titulo en menos de 5 min para la mayoria de los fagos infectivos de BAL
investigados (Briggiler Marc6 et al.,, 2019; Murphy et al., 2017). De acuerdo a lo
reportado para un fago infectivo de Pseudomonas aeruginosa, esta inactivacién es
producida por alteraciones estructurales en la capside del fago y la escision completa
del acido nucleico (J. -Y. Maillard et al., 1996a, 1996b). De manera similar, el hipoclorito
de sodio mostré buenos resultados en relacion con la inactivacién de fagos, pero, en
general, a concentraciones elevadas y no permitidas en la industria alimentaria
(superiores a 200 ppm) o que requieren un tiempo de contacto prolongado (entre 6 a 60
min, dependiendo del fago) (Briggiler Marcé et al., 2019; Murphy et al., 2017; Pujato et
al., 2014). Con respecto a su mecanismo de accion, el hipoclorito de sodio provoco la
agregacion de las proteinas de la cola de un fago de Ps. aeruginosa con alteraciones
estructurales de la capside y la posible liberacién del acido nucleico del fago (J.-Y.
Maillard et al., 1998).

En general, los alcoholes (etanol e isopropanol) redujeron solo parcialmente los
titulos de suspensiones de fagos y se contabilizé un gran numero de particulas viables
tras los tratamientos (Briggiler Marcé et al., 2009; Campagna et al., 2014; Mercanti et
al., 2012), siendo el isopropanol menos eficaz en la reduccion de fagos que el etanol
(Briggiler Marco et al., 2019). Sin embargo, el etanol en concentraciones del 75 % y del
100 % logré la destruccidn total de algunos fagos en 45 min (Briggiler Marcé et al., 2019;
Ebrecht et al., 2010; Pujato et al., 2014). Teniendo en cuenta los resultados reportados
en bibliografia, el etanol podria utilizarse en laboratorios para la desinfeccion de
superficies en combinacion con otro biocida, con el fin de mejorar la eficacia de la

limpieza.
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En los ultimos afios han surgido “nuevos” agentes biocidas, tales como
compuestos de amonio cuaternario, peroximonosulfato de potasio y compuestos
catiénicos y anfoteros. Se ha demostrado una capacidad variada de estos biocidas para
reducir la infectividad fagica, que dependié del fago a inactivar (Campagna et al., 2014;
Mercanti et al., 2012; Murphy et al., 2014; Pujato et al., 2014), pero en general fueron
capaces de producir una disminucion significativa del nimero de particulas fagicas.
Ademas de la accion de los componentes activos que se encuentran en estos productos,
la inactivacién fagica podria producirse por el pH extremo (inferior a 2 o superior a 12)
evidenciado por estos biocidas (Pujato et al., 2014).

A su vez, la eficiencia de la higiene de la planta dependera del nivel inicial de la
poblacién fagica, ya que serd mas dificil lograr niveles de concentracion fagica
aceptables partiendo de una concentracion inicial mayor, del fago que se desee inactivar
y del sanitizante empleado para llevar adelante la higiene de la planta.

1.6.3. Rotacion de cultivos

La rotacion de cultivos involucra el empleo de un fermento en los procesos
productivos durante un tiempo tal que evite que los fagos que puedan infectar sus cepas
alcancen concentraciones consideradas riesgosas para la correcta realizacion del
proceso fermentativo. Luego de ese tiempo, el fermento es reemplazado por otro que
presente similares caracteristicas tecnoldgicas, pero con un perfil de sensibilidad a fagos
diferente (Briggiler Marcé et al., 2012; Pujato et al., 2019). La desventaja de esta préactica
es que a largo plazo se tendra una cantidad muy grande y variada de fagos. Ademas, a
veces es dificil encontrar cepas con propiedades tecnolégicas semejantes pero que no
estén relacionadas en cuanto a su sensibilidad fagica (Moineau y Lévesque, 2005). Por
otro lado, no es posible aplicar esta técnica en cultivos probioticos, ya que los efectos
benéficos en la salud son estudiados y demostrados para una cepa especifica, con lo
cual no resulta tan sencillo reemplazarla por otra cepa con caracteristicas similares
(Capra et al., 2018). Por ultimo, se debe evitar incluir cepas liségenas en los fermentos,

que podrian liberar espontdneamente fagos durante las fermentaciones.

1.6.4. Empleo de cepas con fagorresistencia mejorada

Las cepas de BAL pueden presentar distintos mecanismos de fagorresistencia
que pueden actuar sobre diferentes etapas del ciclo litico del fago y que, como su
nombre lo indica, las hacen mas resistentes frente a las infecciones fagicas (Pujato et
al., 2019). Entre estos mecanismos se pueden mencionar las interferencias en la
adsorcion fagica, el bloqueo de la inyeccién del ADN fagico a la célula, sistemas de
restriccién/modificacion, la infeccién abortiva (Abi) y sistemas CRISPR-Cas (Clustered

regularly interspaced short palindromic repeats) (Capra et al., 2018). En particular, los
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loci CRISPR suelen consistir en secuencias cortas y altamente conservadas de ADN
repetidas, separadas por secuencias variables denominadas espaciadores. Este
sistema se basa en que, tras exponer cepas sensibles a fagos virulentos, las cepas son
capaces de integrar nuevos espaciadores derivados del genoma del fago en una matriz
de repeticiones y espaciadores (CRISPR) que constituye la memoria del sistema,
generando un fenotipo resistente a los fagos. CRISPR, junto con los genes asociados a
CRISPR (Cas), constituyen el sistema inmunitario CRISPR-Cas (Capra et al., 2018;
Hynes et al., 2016). La integracion de cepas con estas caracteristicas en los cultivos
iniciadores incrementa la resistencia a la infeccion por fagos, lo que contribuye a la
robustez y eficiencia del proceso fermentativo, asegurando asi la calidad y consistencia
de los productos industriales obtenidos (Pujato et al., 2021).

Los genes que codifican estos mecanismos de defensa naturales pueden estar
codificados en cromosomas o plasmidos. En este Ultimo caso, y si los plasmidos son
facilmente transferibles por conjugacién, pueden implementarse como estrategia para
mejorar las cepas de BAL para uso comercial. Esta estrategia se ha utilizado para
mejorar la resistencia a los fagos de las cepas que componen cultivos iniciadores lacteos
(Briggiler Marco et al., 2012; Samson y Moineau, 2013). Sin embargo, existen algunas
limitaciones para su aplicacion, tales como la incapacidad de algunas cepas de adquirir
ADN extrafo, la incompatibilidad entre plasmidos y la estabilidad de los plasmidos
incorporados (Moineau y Lévesque, 2005). Finalmente, se puede utilizar la ingenieria
genética para la obtencion de estas cepas. Sin embargo, la falta de una legislacion
favorable y el concepto de los consumidores sobre Organismos Genéticamente
Modificados (OMG) hace dificil la aplicacién industrial de estas cepas (Fernandez et al.,
2017).

A pesar del progreso logrado en la reduccion de la carga fagica mediante la
aplicacion de estas estrategias de desinfeccidn, los fagos contintan representando un
riesgo significativo en la industria lactea (Briggiler Marcé y Mercanti, 2021). Por este
motivo, se contindan estudiando diversas estrategias para intentar dar solucion al
problema de las infecciones fagicas, principalmente de aquellas cuyo blanco de accion
sean los fagos depositados en superficies o presentes en bioaerosoles. Como se
menciond previamente, los bioaerosoles pueden contener concentraciones fagicas de
hasta 108 UFP/m?® y representan la principal via de diseminacién de particulas fagicas
por los ambientes industriales, por lo que resulta fundamental reducir su carga fagica y
evitar su esparcimiento. En este sentido, los procesos avanzados de oxidacion
constituyen una posible alternativa. Estos procesos han sido ampliamente empleados
como una alternativa para la desinfeccion de aire y agua, habiendo mucha informacién

disponible sobre la aplicacién de estos procesos para la inactivacion de virus y bacterias
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(Chalatsi-Diamanti et al., 2025; Correa et al., 2020; Dubuis et al., 2020; Flores et al.,
2024; Guo et al., 2022; Kokkinos et al., 2021; Kong et al., 2021; L. Liu et al., 2022; Sagir
et al., 2021), pero poca informacion disponible sobre la inactivacion de fagos infectivos
de BAL. Nuestro grupo de trabajo ha estudiado los procesos avanzados de oxidacion,
tales como fotocatalisis (UV-A y TiO2 como fotocatalizador) y ozono (Briggiler Marco et
al., 2009, 2011, 2018, 2021; Lloréns, 2024) y, mediante su aplicacion, se han obtenido
resultados prometedores para la inactivacién fagica. Sin embargo, a partir del
comportamiento fago-dependiente reportado en todos estos trabajos, resulta necesario
estudiar la respuesta de los fagos de interés frente a otras tecnologias de inactivacion
propuestas basadas en procesos fotoquimicos y avanzados de oxidacion.

1.7. Procesos avanzados de oxidacion

Los procesos avanzados de oxidacion (PAOs), han emergido como un método
de desinfeccién alternativo, eficiente y amigable con el medio ambiente para controlar
la calidad microbiolégica del agua, el aire y algunas matrices alimenticias. Estas
tecnologias estan basadas en la formacion instantanea in situ de especies oxidantes
altamente reactivas (ROS, por sus siglas en inglés) que cumplen las funciones de
desinfeccion y degradacion de diversos contaminantes organicos (Giannakis et al.,
2017; Marjanovic et al., 2018; Shabat-Hadas et al., 2017). Estas ROS se caracterizan
por no ser selectivas en el compuesto a oxidar (Galeano et al., 2019; Kokkinos et al.,
2020). El principal agente oxidante producido es el radical hidroxilo ("OH), que es el
segundo oxidante mas poderoso, luego del flior. Sin embargo, en los PAOs también se
pueden producir otras ROS, tales como los radicales hidroperoxilos (HO"), el radical
superdxido (O2"), oxigeno singlete ('Oz), ozono (Os), perdxido de hidrégeno (H202) y
radical sulfato (SO4™), entre otros (Giannakis et al., 2017; J. Wang y Wang, 2020). La
generaciéon de los radicales para los distintos PAOs esta relacionada con el tipo de
proceso y con los diversos factores que intervienen en cada uno de ellos. Por ejemplo,
en el proceso Foto-Fenton, los radicales hidroxilos se producen por la escision
homolitica del enlace O-O del peréxido de hidrégeno al ser irradiado con luz ultravioleta
(Shabat-Hadas et al., 2017), mientras que en la fotocatalisis se produce mediante la
reaccion del anién hidroxido con el hueco generado al ser excitado el fotocatalizador
(Gao et al., 2025).

Se ha demostrado el potencial de desinfeccién de los PAOs frente a un amplio
rango de microorganismos (protozoo, bacterias, mohos, levaduras) y virus,
principalmente a través de la accion de ROS, las cuales oxidan distintos tipos de
moléculas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Kokkinos et al., 2021).

Especificamente las ROS pueden accionar en distintos niveles de los acidos nucleicos,
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ya sea cambiando los nucleétidos, rompiendo el puente fosfodiéster, cambiando la
estructura tridimensional, fomentando la formacién de dimeros de pirimidina y afectando
la replicacion del genoma (Galeano et al., 2019). Tanto el tipo de microorganismo o virus
a inactivar, como las condiciones en las que éstos se encuentren son factores criticos
en la desinfeccion (Mattle et al., 2015).

Entre los procesos avanzados de oxidacién es posible encontrar procesos
basados en la aplicacidon de ozono, oxidacion electroquimica, sondlisis, peréxido de
hidrogeno, fotocatdlisis heterogénea, reacciones tipo Fenton, entre otros (Kokkinos et
al., 2021) y diversas combinaciones de estos procesos, que pueden mejorar su
eficiencia (Gao et al., 2025; Guo et al., 2022; Kokkinos et al., 2021). Actualmente, la
fotocatalisis heterogénea domina las tecnologias de los PAOs, debido a su amplia
aplicabilidad, facilidad de operacion y eficiencia energética (Gao et al., 2025).

Entre los mencionados procesos avanzados de oxidacién se seleccionaron, para
realizar la presente tesis, la fotocatalisis, y su variante con pintura fotocatalitica, como
asi también el proceso fotoquimico con radiacion UV-C, con el objetivo de estudiar la
inactivacion de fagos infectivos de BAL. Estos procesos se detallan a continuacion.

1.7.1. Fotocatalisis

La fotocatalisis heterogénea puede ser definida como “un proceso catalitico
durante el cual se producen una o mas etapas de reaccion por medio de pares electron-
hueco fotogenerados sobre la superficie de materiales semiconductores iluminados por
luz con la energia adecuada’ (Palmisano y Sclafani, 1997). Es decir que, al exponer
materiales semiconductores a radiacion ultravioleta o visible, se producen regiones
activadas en la superficie de dichos materiales en las que se producen reacciones redox,
aprovechando la formacion de electrones y huecos en su red cristalina. En general, los
productos del ciclo redox producen radicales "OH y O>~ (Elmolla y Chaudhuri, 2010;
Vaitsis et al., 2020). Este proceso presenta una doble naturaleza, la cual implica la
capacidad de excitar los materiales semiconductores al mismo tiempo que altera el
estado fisico de los reactivos a una velocidad significativa. La teoria de bandas explica
las formas de cuantificar esta capacidad en términos de energia de banda prohibida
(band gap). En el momento en que los materiales semiconductores se exponen a la
radiacion, la energia fotdnica emitida por la radiacion es absorbida por un electrén de la
banda de valencia, lo que crea un par electrén-hueco y provoca su excitacion a la banda
de conduccién (Figura 1.4). Para que sea posible la generacion del par electron-hueco,
es necesario que los fotones que lleguen al catalizador posean una energia mayor a la
requerida para superar el band gap, excitando asi al electron desde la banda de valencia
hacia la de conduccién. Las ecuaciones que rigen el proceso fotocatalitico son las
Ecuaciones (1.1-1.3), donde se observa la formacién del par electrén-hueco por la
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accion de la radiacion sobre el catalizador (Ec. 1.1), y la posterior generacién de los

radicales libres (Ec. 1.2y 1.3).

Catalizador + hv - e~ + h* (1.1)
0, +e™ - 03" (1.2)
OH™ + h* > HO® (1.3)

Banda de conduccién Reduccién
e ® 0, +e” - 03
C
©
C O
0 o
§ Band gap S
= c
Radiacion 3 §
o
. + —
TiO, + hv - h™ +e ' Oxidacién
h*O OH™ +h*t - HO®

Banda de valencia

Figura 1.4. Esquema del mecanismo de generacion de radicales libres en fotocatélisis.

Los materiales semiconductores deben poseer ciertas caracteristicas para ser
empleados como fotocatalizadores, tales como ser faciles de producir y de utilizar, ser
fotocataliticamente estables, catalizar reacciones de manera eficiente, poder activarse
por luz UV o visible, ser tanto quimica como biolégicamente inertes y no presentar costo
elevado ni riesgos para el medio ambiente o los seres humanos (lbhadon y Fitzpatrick,
2013). Entre los semiconductores mas utilizados para este fin es posible mencionar a
ZnS, SnOy, TiO2, ZnO, WOs, CdS, Fe203, CdO, Cu20, CdSe, AISb, CdTe y GaAs
(Pandis et al., 2022). Estos materiales tienen distintas energias de band gap, que es la
energia necesaria para iniciar el proceso de foto-oxidacion. Es decir que, al utilizar un
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material con menor energia de band gap, sera necesaria una menor energia de
radiacién para iniciar el proceso.

Dada su gran estabilidad, bajo costo y no toxicidad, el TiO> es uno de los
fotocatalizadores mas ampliamente empleados en los procesos fotocataliticos (Pandis
et al., 2022). En la naturaleza, el diéxido de titanio puede encontrarse en tres formas
cristalinas: rutilo, anatasa y brookita, siendo las dos primeras variedades producidas
comercialmente. La variedad anatasa presenta propiedades fotocataliticas y cumple con
la mayoria de los requisitos deseables para los fotocatalizadores previamente
mencionados (Eddy et al., 2023; Katal et al., 2020).

Debido a su energia de band gap (320 eV, (Ameta y Ameta, 2018)) es necesario
irradiar el TiO2 con radiacion UV para producir su activacion, lo cual reduce las
aplicaciones de este fotocatalizador, ya que es necesario disponer de una fuente de
radiacion que emita a dichas longitudes de onda. Por este motivo se han desarrollado
diversas modificaciones para reducir el band gap del TiO2 y que sea posible, de esta
manera, extender su utilizacion en el espectro de luz visible, para utilizar de mejor
manera la radiacién solar (que posee mayor proporcién de radiacion visible que
radiacion UV) o la iluminacion de ambientes interiores para activar el proceso (Banerjee
et al., 2014; Daghrir et al., 2013; Martha et al., 2015). El diéxido de titanio puede ser
modificado mediante diversas estrategias como son el dopado del fotocatalizador con
diversos metales nobles, de transicion, de tierras raras, o aniones no-metalicos (C, N, |
o S, por ejemplo), el co-dopado del catalizador, que involucra a dos elementos, cuyas
combinaciones pueden ser metal-metal (Cr/Ta, por ejemplo), metal-no metal (Fe/N, por
ejemplo), o no metal-no metal (C/N, por ejemplo), el acople con colorantes organicos e
inorganicos (rosa de bengala, por ejemplo) y el acople del TiO> con otros
semiconductores (CdS, FeOs, Bi2S3, SnO2, como algunos ejemplos) (Banerjee et al.,
2014; Daghrir et al., 2013; Martha et al., 2015).

La fotocatdlisis es ampliamente utilizada para el tratamiento de aguas residuales,
aprovechando la superficie del catalizador para eliminar los contaminantes de la forma
mas eficaz posible. Es el proceso avanzado de oxidacion mas utilizado para la
degradacién de contaminantes del agua debido a sus bajos costos de operacién, siendo
una técnica muy eficaz y respetuosa con el medio ambiente, en comparaciéon con otros
procesos avanzados de oxidacion, ya que los subproductos generados no representan
un efecto nocivo para el medioambiente (Chalatsi-Diamanti et al., 2025; Pandis et al.,
2022). Por otro lado, la fotocatalisis también resulta una tecnologia adecuada para la
desinfeccion de agua (Achouri et al., 2021; Habibi-Yangjeh et al., 2020; Kokkinos et al.,
2021; Reddy et al., 2017), aire (Flores et al., 2024; L. Liu et al., 2022; Lu et al., 2021) y

distintas superficies y equipos, resultando relevante su aplicacion en hospitales, en la
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busqueda de disminuir los decesos asociados a las infecciones intrahospitalarias
causadas por diversos patégenos (Byrne et al., 2015).

La eficiencia de los procedimientos se atribuye principalmente a los catalizadores
utilizados y a los sistemas de irradiacion, pero depende a su vez de la configuracion de
los sistemas fotocataliticos y sus condiciones de operacién. En los procesos que
involucran radiacion, la emisién de luz puede tener una doble funcién, actuando como
fuente de energia para iniciar el proceso catalitico y desinfectando, al mismo tiempo, de
manera fotoquimica (Pandis et al., 2022). Como se mencion6 anteriormente, el
semiconductor mas comiunmente empleado como fotocatalizador es el TiO», que, debido
a su energia de band gap, presenta una gran absorcién de radiacién en el espectro UV-
A (1=340-400 nm) (Pandis et al., 2022). Tal es asi que la fotocatalisis es generalmente
aplicada empleando TiO2 como catalizador bajo radiacion UV-A, y ha sido demostrada
como efectiva para la inactivacion de diferentes patdégenos como virus, bacterias y
mohos (Chalatsi-Diamanti et al., 2025; Foster et al., 2011; Kokkinos et al., 2021). Por
ejemplo, Achouri et al. (2021) estudiaron la inactivacién de Ps. aeruginosa mediante
fotocatalisis (TiO2, UV-A) para la desinfeccién de aguas, obteniendo una reduccién de 4
ordenes log en 1 h. Por otro lado, Krishnan et al. (2023) investigaron la inactivacion del
moho Fusarium equiseti, también con fotocatalisis (TiO2, UV-A), y reportaron una
inhibicién en el crecimiento del moho del 50 % luego de tratarlo por 56 h. Cheng et al.
(2019) también estudiaron la inactivacién del bacteriéfago f2 (infectivo de Escherichia
coli) empleando nanofibras de TiO2 dopado con cobre bajo radiacion visible, logrando
una reduccién del 100 % en 2 h. De manera similar, J. Lee et al. (2025) investigaron la
inactivacion del bacteriéfago PhiX174 (infectivo de E. coli), empleando como
fotocatalizador nanobarras de TiO> dopado con cobre bajo radiacion visible, obteniendo
una tasa de reduccién en los titulos fagicos de 0,42 6rdenes log/min. Especificamente
en relacion a fagos de bacterias lacticas, Kakita Y. et al. (2000) observaron una
inactivacion del 99,9 % luego de 24 h de tratamiento para el fago PL-1 (infectivo de Lc.
casei) presente en medio acuoso, empleando fotocatélisis. Ademas, Lu et al. (2021)
estudiaron la inactivacién de E. coli en forma de bioaerosol para desinfeccién de aire,
utilizando como fotocatalizador una combinacion de TiO. y MXene, depositados sobre
una espuma de poliuretano, logrando una eficiencia de inactivacién de 2,5 érdenes log
bajo radiacion UV-A. Finalmente, Dunlop et al. (2010) investigaron la inactivacion de
cepas de E. coli productoras de B-lactamasa de amplio espectro, cepas de S. aureus
resistentes a la meticilina, P. aeruginosa y esporos de Clostridium difficile, logrando
reducciones de 3 6rdenes log en 80 min para las bacterias y 2,6 6rdenes log en el mismo
tiempo para los esporos.
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1.7.1.1. Pinturas fotocataliticas

Una aplicacion més reciente de los procesos avanzados de oxidacién es el
desarrollo de materiales de construccion que contienen fotocatalizadores para la
purificacion y desinfeccién del aire, como es el caso de las pinturas fotocataliticas
(Ghosh et al., 2021; Gopalan et al., 2020). Las pinturas son empleadas mundialmente
como terminacion de superficies en ambientes interiores y para proteger las paredes de
agentes daninos. La utilidad de este material puede ser mejorada mediante la adicién
de un fotocatalizador, el cual puede otorgarle nuevas funcionalidades tales como auto-
limpieza, inactivacion de microorganismos y purificacion de aire (Amorim et al., 2018;
De Amorim et al., 2019).

Entre los fotocatalizadores empleados para formular las pinturas se encuentra el
diéxido de titanio. Como se menciond anteriormente, debido al elevado valor de band
gap del TiO», para poder activar el fotocatalizador es necesario irradiarlo con radiacion
UV-A, lo cual reduce sus aplicaciones. En los Gltimos afos se han desarrollado diversas
modificaciones con el objetivo de reducir dicha energia de band gap y de esta manera
extender el rango de absorcion de longitud de onda del catalizador al espectro visible
(400-700 nm), evitando el uso de lamparas especiales como las UV, ya que los propios
sistemas de iluminacion de los ambientes que emiten radiacion en el espectro visible,
con escasa disponibilidad de radiacién UV, serian suficientes para lograr la activacion
del catalizador, logrando asi aumentar la sustentabilidad energética de esta tecnologia.
Uno de los catalizadores basados en TiO2. dopado con carbono disponibles
comercialmente es el KRONOCIean 7000, caracterizado en detalle por otros autores
(Arimi et al., 2019; Tobaldi et al., 2015). Este catalizador fue reportado como un material
anatasa bimodal, presentando un area especifica de 251 m?/g y un tamario de particula
mayormente de 4 nm, pero con una pequena fraccién entre 12 y 15 nm. Estos autores
confirmaron la absorcién en el rango visible por parte del catalizador modificado a través
de un andlisis UV-Vis, mientras que la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X
(XPS) mostré que un compuesto de carbono aromatico es el que da origen a dicha
absorcion.

Una pintura fotocatalitica formulada con TiO» dopado con carbono fue estudiada
por Garcia et al. (2025); Salvadores, Alfano, et al. (2020b, 2020a); Salvadores, Reli, et
al. (2020) y Zacarias et al. (2018) para la degradacion de compuestos quimicos
(acetaldehido, 6xido nitrico y tolueno) y la inactivacion de mohos ambientales. En dichos
estudios, la pintura fue caracterizada a través de mediciones de finura de molienda,
propiedades Opticas, composicién superficial con analisis XPS y microscopia electronica
de barrido (SEM) y de transmision (TEM). Por otro lado, también se determinaron las

propiedades espectrales o6pticas de los recubrimientos (reflectancia difusiva vy
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transmitancia). Con respecto a la estabilidad fotocatalitica y la adhesion al soporte de la
pintura formulada, no se detectd desactivacion del catalizador luego de més de 140 h
de reaccidn para la oxidacién de acetaldehido (Salvadores, Alfano, et al., 2020b) y no
se observo pérdida de material tras el lavado con agua o la aplicacion de una tensién

de cizalla suave.

1.8. Radiacion UV-C

La radiacion UV-C (A = 200 — 280 nm) es una tecnologia establecida y
ampliamente utilizada para la inactivacién de un gran espectro de microorganismos y
virus (Ansari et al., 2019; Gabriel, Ballesteros, et al., 2018; Schiavano et al., 2018). Es
una estrategia de inactivacién no-térmica, siendo un método fisico reconocido por su
eficacia germicida con potencial para controlar microorganismos patégenos y otros
microorganismos causantes de deterioro en alimentos (Beauchamp y Lacroix, 2012;
Lépez-Malo y Palou, 2005). Desde hace varios afios ha sido una tecnologia
ampliamente empleada para desinfectar el aire en hospitales, plantas de procesamiento
de alimentos, elaboracién de productos farmacéuticos y otras areas donde la
descontaminacién microbiana es relevante (Menzies et al., 1999). La radiacién UV-C es
capaz de penetrar hasta el interior de células bacterianas y particulas virales y, debido
a los procesos fotoquimicos, puede destruir acidos nucleicos y proteinas, afectando de
esta manera la habilidad de multiplicacién (Reed, 2010). El material genético de las
particulas fagicas es un fuerte absorbente de la radiaciéon UV-C (Lytle y Sagripanti,
2005), presentando su maxima absorcion a la longitud de onda de 260 nm (Tseng y Li,
2005), mientras que las proteinas también absorben radiacién, pero en menor
proporcién que los acidos nucleicos (Eischeid y Linden, 2011; Mayer et al., 2015;
Nuanualsuwan y Cliver, 2003). La radiacién UV es eficaz tanto contra virus de ARN
como contra los de ADN, y la sensibilidad de los virus frente a la radiacion UV esté
fuertemente relacionada con la longitud del genoma (Lytle y Sagripanti, 2005). Las
pirimidinas presentes en el ADN pueden absorber fuertemente la luz UV vy, tras la
radiacion, la secuencia de ADN en la que se unen dos de estas bases puede formar
dimeros de pirimidina (timina y citosina para los virus de ADN, uracilo y citosina para los
virus de ARN (Kong et al., 2021)). Estos dimeros pueden alterar la estructura de doble
hélice en el caso del ADN e interferir en su duplicacion, provocando de esta manera que
los virus dejen de ser infectivos (Tseng y Li, 2005).

Entre las ventajas que presenta esta tecnologia se pueden mencionar el minimo
uso de la energia eléctrica, bajo mantenimiento y bajos costos de instalacién, como asi
también un tratamiento suave sobre la muestra irradiada, sin provocar alteraciones en

la misma (Delorme et al., 2020). Tal es asi que existen equipos de desinfeccién
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disponibles comercialmente para la esterilizacién de aire y superficies que son basados
en esta tecnologia (https://www.lighting.philips.com.ar/productos/uv-c,
https://ecoviox.com; https://www.fiberli.com.tr/Upload/Urun/Dokuman/Fiberli-
MOMI100%28EN%29.pdf).

Por ejemplo, la empresa Ecoviox, fundada por el empresario argentino Juan
Pablo Siri, ofrece a la comunidad equipos de desinfeccion de aire que combinan distintas
tecnologias de inactivacion, en funcion del uso que le quiera otorgar el cliente
(https://ecoviox.com). El equipo mas completo ofrecido por la empresa presenta la
combinacion de cuatro elementos de eficacia comprobable en materia de desinfeccién,
como lo son el filtro HEPA con carbén activado, lamparas UV-C, ionizadores y
generadores de ozono. El dispositivo toma el aire del ambiente a través de una turbina
y lo esteriliza mediante el empleo de filtros HEPA y carbén activado, sumados a una
lampara UV-C que elimina los virus y bacterias que pudieran traspasar el sistema de
filtros. Luego, el aire es tratado con un ionizador y ozono y es devuelto al ambiente.

La empresa ofrece también equipos de menores dimensiones (“‘compactos”) que
utilizan las tecnologias previamente descriptas, pensados para ser transportados en
bolsos y mochilas, capaces de desinfectar pequefios espacios como por ejemplo la
cabina de un vehiculo. Ademas, comercializa dispositivos adaptados para su colocacion
en medios de transporte publicos, tales como colectivos y trenes. Finalmente, también
cuentan con productos “Grado médico”, con el objetivo de prevenir y controlar
infecciones intrahospitalarias. Especificamente, este equipo fue eficiente para lograr una
caida en el 85 % en las infecciones intrahospitalarias en el Hospital de Clinicas
(Universidad de Buenos Aires (https://ecoviox.com)).

Al comparar la radiacion UV-A (empleada en fotocatalisis) con la radiacién UV-
C, se observa que la primera presenta una longitud de onda de trabajo mayor (1 = 340
— 400 nm) y es menos eficiente en materia de desinfeccién ya que las longitudes de
onda mas cortas emiten fotones mas energéticos (L. Liu et al., 2022; Lu et al., 2021),
por lo cual es necesario utilizarla en presencia de un catalizador para mejorar su
eficiencia, como en el caso de la fotocatalisis. Sin embargo, asi como la radiaciéon UV-
C es muy eficiente en la eliminacién de microorganismos, también puede resultar
perjudicial para el personal que se encuentra expuesto a la misma y es necesario tener
cuidados mas estrictos. La exposicion a este tipo de radiacion durante periodos
prolongados de tiempo puede causar graves danos en el sentido de la vista, dafiando
la retina y ocasionando quemaduras en la cornea (fotoqueratitis), pudiendo incluso
generar cataratas. Ademas, puede dafar también la piel, causando eritema v,
potencialmente, cancer de piel, ya que la radiacién UV-C modifica directamente las
bases nitrogenadas de los acidos nucleicos de todos los sistemas bioldgicos, incluidos
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los seres humanos (MacKie, 2006; Milonova et al., 2016; Reed, 2010; Sengillo et al.,
2020; Tavares et al., 2023). Para evitar estas lesiones en piel y ojos, se recomienda no
mirar directamente las lamparas UV, aun utilizando lentes de proteccién, y no exponer
partes del cuerpo a la radiaciéon emitida por los equipos de desinfeccion.

En bibliografia, algunos autores han demostrado la efectividad de la radiacion
UV-C para la inactivacién de fagos infectivos de BAL. Entre ellos se puede mencionar
el trabajo de Vitzilaiou et al. (2022), quienes estudiaron la inactivacion de los fagos
virulentos P680 y P008, pertenecientes al grupo 936 e infectivos de L. lactis subsp.
diacetylactis F7/2. En estos ensayos, los fagos fueron suspendidos tanto en suero de
yogur como en agua Yy fueron posteriormente irradiados en un dispositivo (PearlLab
Beam™, AquiSense Technologies, EEUU), que puede emplear lamparas LEDs de
distintas longitudes de onda (UV-A, UV-B y UV-C).

Por otro lado, Schubert, Hock, et al. (2023) estudiaron la inactivacién en medio
liquido del fago PO008, infectivo de L. lactis subsp. diacetilactis F7/2, pero en esta
oportunidad el fago se encontraba suspendido en leche entera (1,5 y 3,5 % de materia
grasa), leche descremada (< 0,1 % de materia grasa), suero de queso muzzarella y
suero de queseria filtrado, con filtros de 0,1 um y 60 nm. Estos ensayos fueron
realizados en distintas escalas y en dispositivos con distintas configuraciones. En primer
lugar, se emple6 la camara de irradiacion UV BS-02 (Opsytec Dr. Grébel GmbH,
Alemania), en un sistema batch escala laboratorio. Luego, se realizaron ensayos en un
reactor continuo de pelicula delgada, también de escala laboratorio. Finalmente, los
ensayos se llevaron adelante en el reactor de flujo continuo AQD-ST1 (SterilAir AG,
Suiza). En este caso, el reactor empleado fue de escala técnica, con un volumen de
reaccion 10 veces mayor que el correspondiente al reactor anterior.

Cabe destacar que los estudios antes mencionados fueron realizados en medio
liquido, principalmente como una estrategia para la obtencion de suero de queseria libre
de particulas fagicas. En cambio, en esta tesis se plantea la inactivacion de fagos de
BAL en ambientes industriales, donde los fagos se encuentran depositados en
superficies y también presentes como bioaerosoles, con el objetivo de mejorar la

sanitizacion de la planta y asegurar el correcto desarrollo de los procesos fermentativos.

1.9. Influencia de diversas condiciones en la inactivacién fagica

Las tecnologias de inactivacion previamente mencionadas, principalmente
basadas en procesos avanzados de oxidacion, pueden verse fuertemente influenciadas
por algunas condiciones, tanto ambientales como de operacioén, afectando al proceso

de inactivacién de microorganismos y virus o de degradacién de contaminantes. Por
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este motivo, resulta necesario estudiar el efecto de estas condiciones en la inactivacién
fagica al emplear este tipo de tecnologias.

Uno de los factores que puede influir en la inactivacion fagica via procesos
avanzados de oxidacion es la humedad relativa del ambiente. Por un lado, en un
proceso fotocatalitico, las moléculas de agua pueden ocupar los sitios libres de la
superficie del catalizador (Samarghandi et al., 2014), lo cual resultaria contraproducente
para el proceso fotocatalitico ya que se produciria una competencia de adsorcidén sobre
la superficie entre la entidad a inactivar y la molécula de agua. Por otro lado, un minimo
nivel de humedad es necesario para asegurar la presencia de agua como principal
fuente de generacién de radicales hidroxilos. Si bien la influencia de la humedad relativa
en la inactivacién de fagos infectivos de BAL no se ha demostrado aun, algunos autores
han estudiado el efecto de este parametro en la inactivacion de otros microorganismos
y virus, reportando diferentes comportamientos. Por ejemplo, Yu et al. (2008)
encontraron una mejora en la eficiencia de remocion fotocatalitica para el fago A vir al
pasar de una humedad relativa del 30 % a una de 50 %, mientras que al pasar de 50 a
70 % no se observé modificacion en las eficiencias de remocién. Los autores realizaron
el mismo ensayo para cepas de E. coli y Candida famata y reportaron un
comportamiento semejante al del fago A vir. En cambio, L. Liu et al. (2022) observaron
una disminucién en la eficiencia de inactivacion del fago MS2, infectivo de E. coli, al
aumentar la humedad relativa desde 30 a 95 % al ser tratado con fotocatalisis
(TiO2/MXene, A = 365 nm).

Otro factor a considerar es el medio de suspensidén en el cual se encuentra
suspendido el fago durante los ensayos. Como se mencioné previamente, la leche cruda
es una de las principales fuentes de ingreso de los fagos a las plantas lacteas, pudiendo
contener concentraciones de hasta 10* UFP/ml (Moineau y Lévesque, 2005)). Ademas,
los fagos pueden alcanzar concentraciones de hasta 10° UFP/ml en el suero de queseria
obtenido durante las elaboraciones queseras (Atamer et al., 2013). El desplazamiento
por la planta y salpicaduras de estos medios podrian depositar los fagos en estas
matrices sobre diversas superficies, convirtiéndose en una fuente de contaminacion
fagica, pudiendo formar también bioaerosoles, en los cuales pueden alcanzar
concentraciones de hasta 108 UFP/m? (Colombo et al., 2018; Neve et al., 1995). Por
este motivo, resulta de interés estudiar la inactivacién de los fagos al estar suspendidos
en estos medios presentes en la industria lactea de manera de conocer su posible
influencia sobre las tasas de inactivacion. Si el medio de suspension es agua, la
inactivacion suele ser mas efectiva ya que el medio no absorbe radiacion ni contiene
materia organica que pueda competir con el fago a inactivar (Goémez-Lépez et al., 2021).

En cambio, en otras matrices mas complejas como suero de queseria o leche, la
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efectividad de la radiacion UV, por ejemplo, puede disminuir debido a la turbidez del
medio y a los sélidos suspendidos en el mismo, que absorben o dispersan la radiacion
antes de que ésta pueda llegar a las particulas fagicas (Goémez-Lopez et al., 2021; Kosel
et al., 2017). El trabajo de Schubert, Biere, et al. (2023) confirma esta influencia del
medio de suspensién en la inactivacion fagica, ya que los autores reportaron diferencias
en la inactivacion de fagos infectivos de L. /actis bajo radiacién UV-C dependiendo de si
habian sido suspendidos en agua o en suero de queseria filtrado, lograndose una menor
inactivacion para los fagos suspendidos en suero al ser tratados con dosis semejantes.

En los PAOs que utilizan una fuente de radiacion como parte del proceso, la luz
es empleada como proveedora de energia para la formacion de radicales (Wan et al.,
2019). La radiacion incidente excita al atomo en estado fundamental y desencadena la
transicion desde la banda de valencia a la de conduccién (Figura 1.4). Tal es asi que la
generacion de radicales esta profundamente influenciada por los parametros de
radiacion, incluyendo la longitud de onda y el flujo de radiacién incidente, al igual que
los procesos fotoquimicos (Bulman et al., 2019; Gao et al., 2025; L. Liu et al., 2022;
Nakano et al., 2012).

En general, un mayor flujo de radiacion podria proporcionar energia abundante
para la ruptura de enlaces de compuestos precursores de radicales o para la excitacion
del fotocatalizador (Gao et al., 2025). Tian et al. (2020) reportaron un aumento en la
produccion de radicales reactivos al aumentar la intensidad de radiacion en los PAOs
basados en UV. De esta manera, se esperaria que un determinado nivel de inactivacion
sea alcanzado en menor tiempo si se somete a un flujo de radiacién mayor. Por otro
lado, para el tratamiento con radiacién UV-C, la ley de reciprocidad de Bunsen-Roscoe
(Bunsen y Roscoe, 1857) plantea que una reacciéon fotoquimica ocasiona el mismo
efecto para una determinada dosis energética, sin importar el tiempo en el que dicha
dosis sea entregada.

El impacto de la longitud de onda es mas complejo, ya que esta fuertemente
relacionado con la habilidad de absorcion de radiacién por parte del fotocatalizador (X.
Wang et al., 2019). Por ejemplo, el TiO2 solo puede absorber efectivamente la radiacién
UV para generar el par electron-hueco, a menos que sea previamente modificado como
en el caso de la pintura fotocatalitica empleada en esta tesis (TiO2 dopado con carbono),
donde puede activarse empleando radiacion visible.

Ademéas de proveer la energia necesaria para la generacion de radicales a través
de un semiconductor, la radiacion puede ejercer un efecto fotoquimico por si misma y
ocasionar dafnos en el material genético, provocar estrés oxidativo y supresién de
estructuras celulares, dependiendo del microorganismo y de la longitud de onda

empleada (Yang et al., 2015). Mientras las radiaciones UV-B y UV-C son fuertemente
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absorbidas por el ADN de los microorganismos y virus, provocando un efecto de
desinfeccion, la radiacion UV-A no induciria dafos en el genoma ya que no produce
reacciones fotoquimicas directas en el ADN. Sin embargo, la radiacion UV-A genera
reactivos intermediarios como las ROS, los cuales pueden darfiar las proteinas y ADN
microbianos y virales (Song et al., 2019). Tal es asi que W. Sun et al. (2023) estudiaron
la inactivacion de cinco bacterias (Ps. aeruginosa ATCC 27853, Mycobacterium
fortuitum ATCC 35855, Staphylococcus aureus CGMCC 1.2456, E. coli CGMCC 1.3373,
Bacillus subtilis ATCC 6633) y del bacteriéfago Phi 6 con radiacion UV a distintas
longitudes de onda, y observaron diferencias en las constantes de inactivacién y en las
dosis de UV necesarias para alcanzar una reduccién de 2 érdenes log en su infectividad.
Por ejemplo, para el fago Phi 6, la principal causa de inactivacién a 265 y 285 nm fue el
dano en el genoma (W. Sun et al., 2023).

Por otro lado, las dos fuentes de radiacién UV mas comiunmente empleadas son
las lamparas monocromaticas de baja presién de vapor de mercurio y las lamparas
policromaticas de presién media de vapor de mercurio (Vazquez-Bravo et al., 2018). Sin
embargo, este tipo de lamparas de mercurio son fragiles, téxicas y perjudiciales para el
medio ambiente. Ademas, necesitan un tiempo de calentamiento prolongado para
alcanzar mediciones de flujo estables, por lo que normalmente son operadas en forma
continua, lo que resulta contraproducente para su corta vida Gtil de entre 10.000 a
18.000 h (Koutchma et al., 2009; Song et al., 2016). En los ultimos afios se han
desarrollado ldmparas LEDs (Light Emitting Diodes) que pueden emitir también
radiacion a longitudes de onda menores a las del espectro visible. Comparadas con las
lamparas UV convencionales de mercurio, las lamparas LEDs poseen varias ventajas,
como ser amigables con el medio ambiente, libres de mercurio, de un disefio robusto y
compacto, no precisar tiempos de precalentamiento, poder encenderse y apagarse con
frecuencia, poseer una vida util mayor, cercana a 30.000 h, lo que conlleva a un menor
costo a largo plazo (Kneissl et al., 2019; Koutchma et al., 2009; W. Sun et al., 2023).
Frente a todas estas ventajas, resulta de interés estudiar si la eficiencia en la
inactivacion lograda con las lamparas LEDs se asemeja a aquella alcanzada con las
lamparas de mercurio, dado que para estas Ultimas existe mas informacion disponible

en bibliografia.

1.10. Combinacion de diferentes estrateqias de inactivacién

En el caso del tratamiento por radiacién UV-C, es posible complementar el efecto
fotoquimico, propio de esta longitud de onda (dafio en material genético y estructuras
celulares, estrés oxidativo) con la adicién de un fotocatalizador. De esta manera se

produciria la inactivacion via ROS, producidas por la combinaciéon catalizador +
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radiacion, en conjunto con la via fotoquimica. Khaiboullina et al. (2021) confirmaron un
aumento en la inactivacion del virus HCov-NL63 al ser sometido a un tratamiento de
radiacion UV-C mas TiO», en comparacion con un tratamiento semejante en ausencia
del catalizador.

La combinacién de radiacion UV-C con fotocatalizadores no es la unica
combinacion de tecnologias posible. De hecho, la combinacion de distintas estrategias
generalmente mejora la inactivacién alcanzada con cada tecnologia por separado. Por
ejemplo, la combinacion de fotocatalisis con el proceso foto-Fenton logré6 mejores
eficiencias de remocién de contaminantes en tratamiento de efluentes, al mismo tiempo
que permitié la regeneracion del catalizador y el trabajo en un rango de pH mas amplio
en comparacién al pH 6ptimo necesario para las reacciones de tipo Fenton (Chalatsi-
Diamanti et al., 2025). Por otro lado, la combinacién de fotocatalisis con ozono también
ofrece ventajas significativas, ya que mejora las limitaciones en la transferencia de
materia asociadas a un catalizador fijo ya que el ozono gaseoso puede penetrar hasta
lugares mas reconditos, mientras que para el catalizador la reaccion de inactivacion
ocurre sobre la superficie del mismo, al mismo tiempo que genera una mayor
concentracion de radicales hidroxilos (Chalatsi-Diamanti et al., 2025). Adityosulindro et
al. (2017) y Naddeo et al. (2015) combinaron los procesos Fenton con ultrasonido para
mejorar la remocién de diclofenaco e ibuprofeno en agua destilada y efluentes,
alcanzando remociones de hasta 100 %. Sottani et al. (2023) combinaron la radiacién
UV-C con ozono para reducir las tasas de infecciones intrahospitalarias, logrando
reducciones mayores al 99 % luego de la aplicacion del tratamiento, para distintos
microorganismos tales como S. aureus, estafilococos no B-hemoliticos, enterobacterias,
Klebsiella spp., Ps. aeruginosa'y Candida auris. Particularmente para la inactivacion de
fagos infectivos de BAL, Schubert, Biere, et al. (2023) combinaron la filtracion de
membranas con radiacion UV-C para reducir la concentracién de fagos infectivos de
lactococos en suero de queseria, alcanzando reducciones dos veces mayores a
aquellas alcanzadas unicamente con filtracién. Michel et al. (2021) también combinaron
la filtracion de membranas con radiacién UV-C y con un tratamiento térmico, para reducir
la concentracion de fagos infectivos de L. lactis en suero de queseria, obteniendo

resultados prometedores.

1.11. Modelado cinético

Al analizar las curvas de inactivaciéon de distintos microorganismos, se observa
que éstas usualmente presentan cuatro tipos de comportamientos (Figura 1.5) (Xiong et
al., 1999):
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» Curva lineal: este tipo de curvas estd basado en la cinética de reaccion de
primer orden, que indica que la velocidad de la reaccion es proporcional a la
concentracion de los reactivos. Este comportamiento fue observado por ejemplo
para los fagos ATCC 15807, 832-B1, 0241, 204, 342, MLC-A, J-1, 0BJ, CHD y
QF9 al ser sometidos a un tratamiento fotocatalitico (TiO2, UV-A) en Briggiler
Marcé et al. (2011).

» Curva con cola: en este tipo de curvas se observa una caida lineal, al igual que
las anteriores, hasta un cierto nivel de concentracién del microorganismo, a partir
del cual ésta permanece invariable (efecto de cola). Por ejemplo, esta curva
puede manifestarse si algunos microorganismos presentes en la suspension a
inactivar son intrinsecamente mas resistentes que otros o estan protegidos por
diversos factores, tales como células muertas, productos de su destruccion,
zonas localizadas con baja actividad del agua, inactivacion del agente
microbicida, agotamiento del oxigeno, entre otras. De esta manera, estos
microorganismos pueden sobrevivir en las condiciones de ensayo o inactivarse
a una tasa mas lenta. Este comportamiento fue observado por Kim et al. (2017)
al tratar los virus MS2, QB y ®X174 con radiacién UV-C. A su vez, también se
reporté un comportamiento similar en la inactivacién térmica de esporos de
Aspergillus niger (Fujikawa & Itoh, 1996).

» Curva con hombro: en estas curvas se observa un “hombro” (fase lag) a
tiempos cortos de tratamiento, es decir que por un periodo de tiempo inicial
determinado no se produce inactivacion, y a continuacién si ocurre la caida lineal
de la poblacién microbiana. Este “hombro” puede deberse a varias razones. Por
ejemplo, si existen microorganismos agrupados en la suspension a inactivar,
para que no se observe el efecto de hombro seria necesario que todas las
células del aglomerado se inactiven a una velocidad mayor que la
correspondiente a la multiplicacion celular. Por otro lado, si la fase lag representa
un periodo en el que las células son capaces de resintetizar un componente vital,
la muerte se produce solo cuando la tasa de destruccion supera la tasa de
resintesis. Si la inactivacion térmica de los microorganismos es acumulativa en
lugar de instantaneamente letal, o si hay multiples sitios donde puede producirse
la inactivacion térmica, también se puede observar este efecto de hombro en las
curvas de inactivacion (Xiong et al., 1999). En la fase lag, el cambio en la
concentracion de microorganismos es muy pequefo, mientras que en la porcién
lineal de la curva la velocidad de inactivacién especifica es constante o

practicamente constante. Este comportamiento fue observado por ejemplo para
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C. parapsilosis BC1 'y SC1 al ser sometidos, suspendidos en jugo de calamansi,
a radiaciéon UV-C (Gabriel, Manalo, et al., 2018).

» Curva sigmoidal: estas curvas combinan los efectos explicados anteriormente,
ya que presentan el hombro, la caida lineal en la infectividad y la cola. Curvas
de este tipo fueron reportadas en bibliografia para la inactivacion de Listeria
innocua al ser sometida a tratamientos térmicos entre 52,5 °C por 200 min y 65
2C por 2,5 min (Miller et al., 2009).
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Figura 1.5. Representacion grafica de los cuatro tipos de curvas mas observadas para
la inactivacién de microorganismos: A) curva lineal, B) curva con cola, C) curva con
hombro y D) curva sigmoidal.

Estas curvas de inactivacion pueden ser ajustadas con modelos mateméaticos
qgue dan lugar a una mejor interpretacion del proceso de inactivacion, como asi también
permiten explicar o simular los efectos en la inactivacion al modificar ciertas condiciones
operativas, tales como temperatura, presién, dosis de radiacién, pH, humedad relativa,
entre otras (H. Chen & Hoover, 2003; Ochoa-Velasco et al., 2018; San Martin et al.,
2007).

En bibliografia existen trabajos donde se reportaron estos tipos de
comportamiento en la inactivacion de distintos microorganismos y virus, para los cuales
se ajustaron distintos modelos, mostrando buenos ajustes. Por ejemplo, Kim et al.
(2017) utilizaron los modelos Weibull, Biphasic, log linear-tail y Weibull-tail para modelar
las curvas de inactivacion obtenidas para los virus MS2, QB y ®X174, infectivos de E.
coli, al ser sometidos a radiacion UV-C. Para los virus MS2 y Q, los modelos Weibull y
Biphasic fueron los que mejor ajuste presentaron (R? = 0,97 — 0,99), mientras que el
modelo que mejor ajusto las curvas del virus ®X174 fue el de Weibull-tail. Por otro lado,

H. Chen & Hoover (2003) estudiaron la inactivacion de Yersina enterocolitica ATCC
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35669 con alta presidn hidrostatica y ajustaron las curvas obtenidas con los modelos de
Weibull, Gompertz y el log-logistic, siendo este Ultimo el que presentd el mejor ajuste
(R = 0,946 — 0,982). Ademas, las bacterias E. coli ATCC 25922, Salmonella
Typhimurium ATCC 13311 y Listeria monocytogenes ATCC 19115, el virus MS2
(infectivo de E. coli) y el coronavirus T1UV suspendidos en agua de coco, fueron
inactivados siguiendo una cinética de primer orden (R? entre 0,95 y 0,98) al ser tratados
con radiacion UV-C (Bhullar et al., 2018). Por otro lado, Marugan et al. (2008)
observaron que la inactivacion fotocatalitica (TiO2, UV-A) de suspensiones de E. coli
K12 (ATCC 23631) sigui6 una curva sigmoidal. Los autores propusieron un modelo
cinético de tres parametros, basado en la ecuacién cinética de Langmuir-Hinshelwood,
donde un parametro representa la velocidad de reaccion de las ROS con las bacterias
(constante cinética), otro parametro representa la interaccién entre el catalizador y las
bacterias (constante de pseudo-adsorcion, relevante para el efecto de hombro) y el
ultimo parametro esta relacionado con la competencia por las ROS con los productos
de oxidacion liberados al medio durante la inactivacion (coeficiente de inhibicién,
relevante para el efecto de cola). Este modelo, en el que cada parametro tiene su
significado fisico, ajusté satisfactoriamente los resultados obtenidos por los autores,
facilitando su interpretacion y permitiendo una simple evaluacion de la influencia de
distintas variables de proceso. De esta manera, los autores sugirieron que el efecto de
hombro se produce por un ataque en serie de los radicales hidroxilos a la célula

bacteriana, donde no se produce un dano letal instantaneo, sino acumulado.

En la presente tesis, luego de obtener los resultados de la inactivacién fagica con
distintas tecnologias, resulté de gran utilidad realizar el ajuste de los datos obtenidos
con modelos cinéticos. Estos modelos sirven para comprender el comportamiento fagico
frente a las distintas tecnologias, como asi también para predecir su comportamiento
frente a condiciones distintas a las ensayadas para una tecnologia determinada.
Ademas, los modelos cinéticos son esenciales para optimizar las condiciones
ambientales y de operacion de los equipos, a fin de maximizar la inactivacion fagica y
poder disenar equipamientos adecuados para su aplicacién en escalas mayores, tales

como ambientes productivos y/o laboratorios.
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Objetivo General

Disefnar estrategias basadas en procesos fotoquimicos y avanzados de
oxidacién para la inactivacion de fagos de bacterias lacticas contenidos en
bioaerosoles o depositados en superficies, aplicables en el ambito de industrias
lacteas fermentativas. Estas estrategias podrian sumarse a las que actualmente
se implementan en los ambientes industriales para disminuir la incidencia de

infecciones fagicas.

Objetivos especificos

1.

Estudiar el efecto de una pintura fotocatalitica formulada con TiO» dopado con
carbono, tanto bajo radiacion visible como bajo radiacion UV-A, sobre la
inactivacion de fagos infectivos de bacterias acido lacticas.

Investigar el efecto de la radiacién UV-C sobre la inactivacion de fagos infectivos
de bacterias &cido lacticas.

Analizar la influencia de diversas condiciones sobre las tasas de inactivacion
fagica y proponer modelos cinéticos que relacionen dicha influencia.

Ajustar modelos cinéticos reportados en bibliografia a los resultados obtenidos.
Optimizar el funcionamiento de un reactor fotocatalitico (TiO2, radiacion UV-A)

escala semi-piloto.
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2.1. Resumen del capitulo

En el presente capitulo se estudio la inactivacion de dieciséis fagos infectivos de
BAL empleando una pintura fotocatalitica formulada con diéxido de titanio (TiOz) dopado
con carbono (18 % p/p), irradiada con radiacion visible (1 = 360 — 720 nm). Para llevar a
cabo estas experiencias, se depositaron y secaron las suspensiones fagicas sobre
placas de vidrio borosilicato recubiertas con la pintura. Luego se introdujeron en un
reactor fotocatalitico escala laboratorio (80 % de humedad relativa y 1,35 x 107
Einstein/(s x cm?) de flujo de radiacion) y se expusieron al tratamiento por un tiempo
maximo de 20 h. Paralelamente a los ensayos fotocataliticos, se realizaron controles —
i) con radiacién y placas sin recubrir, ii) sin radiacién con placas recubiertas con pintura
y iii) sin radiacion y placas sin recubrir — para analizar tanto el efecto fotoquimico en la
inactivacion (debido exclusivamente a radiacién) como el correspondiente a la presencia
de la pintura sola. Se graficaron los resultados obtenidos (log(P) vs tiempo) y se observo
que todas las curvas de inactivacién siguieron una cinética de primer orden respecto a
la concentracion de fagos, con constantes cinéticas de inactivacion aparente entre 0,30
(fago LDG) a 7,52 1/h (fago 892-LB) para los ensayos fotocataliticos y entre 0,00 (fago
M1-G1b) y 1,95 1/h (fago QF9) para los ensayos fotoquimicos. No se observo variacion
en la infectividad de los fagos durante los experimentos al trabajar con ninguno de los
dos controles en oscuridad. También se calcularon las tasas de reduccion fagica en
ordenes log/h, las cuales variaron entre 0,12 (fago LDG) y 3,11 6rdenes log/h (fago 892-
LB) para los ensayos fotocataliticos y entre 0,093 (fago 009-ML) y 0,80 érdenes log/h
(fago QF9) para los ensayos fotoquimicos. Las eficiencias fotocataliticas fotonicas y
cuanticas calculadas para los dieciséis fagos variaron entre 3,00 x 10° (fagos Ibs y
Cb1/204) y 4,06 x 10'2 UFP/Einstein (fago QF9) para las eficiencias fotdnicas y entre
6,00 x 10° (fago Cb1/204) y 9,17 x 10'2 UFP/Einstein (fago QF9) para las eficiencias
cuanticas.

A continuacion, se seleccionaron los fagos J-1, infectivo de Lc. casei, y M13-
G1b, infectivo de St. thermophilus, para analizar la influencia de la humedad relativa, el
flujo de radiacién y la fuente de radiacion en la inactivacién fagica en presencia de la
pintura fotocatalitica. Para ello se seleccionaron tres niveles de humedad relativa (30,
50 y 80 %) y tres niveles de flujo de radiacion (2,45 x 108, 7,61 x 108y 1,35 x 107
Einstein/(s x cm?)) y se variaron estos parametros de a uno por vez. Como fuente de
radiacion alternativa se seleccionaron lamparas de radiacion UV-A (1 = 340 — 400 nm).
Las curvas de inactivacion obtenidas (log(P) vs tiempo) en todos los casos siguieron
una cinética de inactivacion de primer orden respecto a la concentracién de fagos. Se
observd que, a medida que aumenté la humedad relativa, la tasa de reduccion fagica
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también se increment6 para ambos fagos, especialmente para los valores elevados de
humedad relativa, tanto para los ensayos fotocataliticos como para los fotoquimicos. De
manera similar, se observd que, al reducir el flujo de radiacion, las tasas de reduccion
fagica de ambos fagos también disminuyeron, tanto para los ensayos fotocataliticos
como para los fotoquimicos. Se propuso un modelo cinético que relaciona la constante
de inactivacion aparente con los parametros humedad relativa y flujo de radiacién,
logrando una muy buena correlacion entre los valores obtenidos experimentalmente y
los predichos por el modelo, con RMSE de 4,43 % para el fago J-1y 2,98 % para el fago
M13-G1b. Al cambiar la fuente de radiacién a lamparas UV-A, las reducciones en la
infectividad fueron 1,70 (fago J-1) y 2,16 veces (fago M13-G1b) mayores a las obtenidas
en presencia de radiacion visible. Se observé también que tanto las constantes
aparentes de inactivacién como las eficiencias foténica y cuantica fueron mayores, para
ambos fagos, al trabajar con radiacién UV-A.

Se demostro la eficacia de la pintura fotocatalitica en la inactivacion de fagos,
como asi también la influencia de los parametros humedad relativa, flujo y fuente de
radiacion en la inactivacion fagica. La aplicacion de la pintura en diversas superficies de
las industrias lacteas utilizando el propio sistema de iluminacién de la planta contribuiria
a la reduccion de la concentracion de fagos en el medio ambiente, disminuyendo asi el
riesgo de infecciones fagicas. El modelo desarrollado resultaria util para predecir la
inactivacion de los fagos bajo diversas combinaciones de niveles de humedad relativa y
flujo de radiacion cercanas a aquellas encontradas en entornos de industrias lacteas,
que podrian resultar diferentes a las ensayadas en este capitulo.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Cepas bacterianas

Las cepas hospedadoras utilizadas para propagar y cuantificar los fagos
estudiados en esta tesis pertenecen a la coleccion del INLAIN y se mantienen
almacenadas a -20 °C y -80 °C en leche descremada reconstituida (10 % p/p, LDR),
caldo MRS (Biokar, Beauvais, Francia) o caldo M17 (Biokar, Beauvais, Francia)
adicionado con un 15 % v/v de glicerol como crioprotector en los ultimos dos casos. Para
la reactivacién de las cepas, se tomd un vial de cada una de ellas, se descongel6 e
inoculé en 5 ml del medio de cultivo correspondiente, segun lo indicado en la Tabla 2.1.
Luego de la incubacién por 16 h (overnight) a la temperatura 6ptima de desarrollo de la
cepa (Tabla 2.1), se realizaron dos subcultivos sucesivos para lograr la reactivacion
total. Una vez reactivadas las cepas, se chequeé su pureza mediante estrias en medio
de cultivo (MRS o M17, Tabla 2.1) agarizado (1,2 % p/v de agar bacteriol6gico), con
incubacién en microaerofilia a la temperatura correspondiente durante 48 h. A
continuacién, se observaron las colonias desarrolladas macroscépica (homogeneidad y
morfologia de las colonias) y microscépicamente (morfologia celular) con microscopio
trinocular con contraste de fases Jenamed 2 (Carl Zeiss-Jena, 100X). Como stocks de
uso diario, los cultivos fueron almacenados a 4 °C, y se realizaron subcultivos

periddicamente (2 — 3 semanas) a fin de mantener las cepas activas.

2.2.2. Bacteriofagos

En el presente capitulo se estudio la inactivacion de dieciséis fagos infectivos de
diversas especies de bacterias lacticas con importancia industrial (Tabla 2.1), utilizando
una pintura fotocatalitica (formulada con TiO2 dopado con carbono) bajo radiacion tipica
de ambientes interiores (4 = 360 — 720 nm). Como se mencioné previamente, la mayoria
de estos fagos fueron aislados en nuestro instituto a partir de muestras de productos
lacteos defectuosos provenientes de diversas industrias lacteas del pais. En la Tabla
2.1 se presentan los fagos estudiados en esta tesis con sus correspondientes cepas
sensibles. Se detallan también la fuente de aislamiento de los fagos y las condiciones
de crecimiento (medio de cultivo, temperatura) bacteriano y de propagacion fagica.

53



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

Tabla 2.1. Bacteriéfagos incluidos en este estudio junto a su cepa sensible, fuente de aislamiento y condiciones de incubacion.

Condiciones de
incubacion (medio

Fago Cepa hospedadora de cultivo Fuente de aislamiento Referencia
temperatura)
009-ML Lb. helveticus ATCC 15009 MRS, 45 °C WPC! -
832-B1 Lb. helveticus CNRZ 892 MRS, 45 °C Coleccién CNRZ? -
892-LB Lb. helveticus CNRZ 892 MRS, 45 °C WPC -
BYM Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus YSD V MRS/LDRS3, 42 °C Yogur (A. Quiberoni et al., 2003)
Cb1/204 Lb. delbrueckii subsp. lactis 204 MRS/LDR, 42 °C Fago temperado (Suarezéggg)o, etal,
Ibs Lb. delbrueckii subsp. lactis LB-1bs MRS/LDR, 42 °C Yogur (A. Quiberoni et al., 2003)
J-1 Lc. casei ATCC 27139 MRS, 37 °C Coleccion ATCC* -
MLC-A Lc. paracasei A MRS, 37 °C Producto lacteo probidtico (Capra et al., 2006)
8014-B1 Lp. plantarum ATCC 8014 MRS, 37 °C Colecciéon ATCC -
M1-G1b St. thermophilus G1b M17, 37 °C WPC (B”gg"e;(';’g)co etal,
M13-G1b St. thermophilus G1b M17, 37 °C WPC (B”gg"e;(';gazr)°° etal,
0BJ St. thermophilus JB15 M17, 37 °C ?;fégodgfgﬁifgg ; (A. Quiberoni et al., 2000)
Ln-9 Leuc. mesenteroides L79-1 MRS, 30 °C S?g&gg:;g:se (Pujato et al., 2014)
LDG Leuc. pseudomesenteroides R707 MRS, 30 °C S?g&gg:;g:se (Pujato et al., 2014)
. o Suero de queseria (Suarez, Moineau, et al.,
CHD L. lactis CI2 M17, 30 °C (queso Dambo) 2008)
. o Suero de queseria (Suarez, Moineau, et al.,
QF9 L. lactis CI2 M17, 30 °C (queso Fymbo) 2008)

T WPC, Concentrado de Proteina de Suero, por sus siglas en inglés, Whey Protein Concentrate.
2 CNRZ, Centre National de la Recherche Zootechnique (Francia).

3 LDR, Leche Descremada Reconstituida, preparada al 10 % p/p.
4 ATCC, American Type Culture Collection (EEUU).
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Se descongeld un vial de cada fago (almacenados a -20 °C y -80 °C) y con su
contenido (500 pl) se infectd la cepa sensible correspondiente, recientemente inoculada
al 2 % v/v en caldo fresco MRS o M17 (5 ml), suplementado con 50 pl de CaCl> 10 mM.
Paralelamente, se prepar6 otro tubo de 5 ml de caldo MRS o M17 con el cultivo sin
infectar (control) para monitorear el normal crecimiento de la cepa hospedadora. Los
tubos fueron incubados a la temperatura éptima de crecimiento de la cepa bacteriana
hasta completo desarrollo del tubo control. La reactivacion del fago se comprob6
observando la lisis total del cultivo (desaparicion de la turbidez caracteristica del
crecimiento de la cepa hospedadora). Posteriormente, los fagos se filtraron a través de
membranas de 0,45 um de diametro de poro (GVS Filtration Inc., Findlay, Estados
Unidos) (Svensson y Christiansson, 1991).

Una vez reactivados los fagos sobre sus cepas sensibles, fueron propagados
con el objetivo de incrementar su concentracion de acuerdo a Neviani et al. (1992). Para
ello, un cultivo de la cepa hospedadora desarrollado previamente por 16 — 18 h se
inocul6 (2 % v/v) en caldo MRS o M17 (suplementado con 10 mM de CaCl,) y el fago
correspondiente se adicioné a diferentes dosis infectivas (multiplicity of infection, m.o.i,
que es la relacién entre la concentracion de particulas virales y la concentracion de
células bacterianas), entre 1y 10 aproximadamente. Paralelamente, se inoculd un tubo
de medio de cultivo con la cepa hospedadora, pero sin el agregado del fago, para
monitorear el normal crecimiento de la misma. Los tubos se incubaron a la temperatura
de desarrollo de cada cepa (Tabla 2.1) hasta observar la lisis completa del cultivo. El
m.o.i. seleccionado fue aquel con el cual se obtuvo la lisis completa mas tardiamente,
asegurando la maxima propagacion de las particulas fagicas.

Luego de la lisis celular a la temperatura correspondiente, los fagos propagados
fueron filtrados a través de una membrana de didmetro de poro 0,45 um (GVS Filtration
Inc., Findlay, EEUU) para eliminar restos celulares y fueron posteriormente
almacenados a 4 °C. La concentracidn de fagos (titulo) se determiné a través del método
de la doble capa agarizada, que se detalla a continuacion, y se expresé como Unidades
Formadoras de Placas por ml (UFP/ml) (Svensson y Christiansson, 1991).

2.2.3. Titulacién de fagos

La determinacion de la concentracion de una suspension fagica (titulo) se realizé
mediante el método de la doble capa agarizada, de acuerdo a Svensson y Christiansson
(1991).

Para este método se utilizaron cajas de Petri estériles divididas en cuartos,
donde en cada cuadrante se depositaron 2,5 ml de agar MRS o M17 segun corresponda
(caldo MRS o M17 adicionado de agar bacterioldgico al 1,2 % m/v), suplementado con
CaCl; 10 mM y glicina 100 mM.
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Se realizaron diluciones decimales del fago en caldo MRS y se colocaron 100 ul
de dichas diluciones en tubos de hemdlisis, junto a 50 pl de CaCl. 1M, 50 pl de glicina
1My 100 pl de la cepa sensible preparada de acuerdo a:

» Para Lb. helveticus: 100 pl de un cultivo overnight (desarrollado por 16 — 18

h) en MRS, diluido en 5 ml de caldo MRS.

» Para Lb. delbrueckii: 1 ml de un cultivo overnight en leche descremada

reconstituida (LDR), diluido en 5 ml de caldo MRS.

» Para Lc. casei/ paracasei: 300 pl de un cultivo overnight en MRS, diluido en

5 ml de caldo MRS.
» Para Lp. plantarum: 50 pl de un cultivo overnight en MRS, diluido en 5 ml de

caldo MRS.

» Para St. thermophilus: 1 ml de un cultivo overnight en LDR, diluido en 5 ml
de caldo M17.

» Para L. lactis: 1 ml de un cultivo overnight en M17, diluido en 5 ml de caldo
M17.

» Para Leuc. mesenteroides/pseudomesenteroides: se utilizé directamente el

cultivo overnight sin diluir.

Los tubos de hemdlisis fueron adicionados de 1 ml de MRS o M17 soft agar (0,6
% m/v de agar bacterioldgico, previamente repartidos en tubos de hemdlisis) y
rapidamente volcados dentro de los cuadrantes de las cajas de Petri conteniendo el
medio de cultivo agarizado, dejando solidificar el medio. Posteriormente, las cajas fueron
incubadas a la temperatura de desarrollo correspondiente de cada cepa bacteriana por
16 — 18 h, en microaerofilia.

Al finalizar el tiempo de incubacién, se contaron las placas de lisis (zonas de
inhibicién en el césped bacteriano desarrollado, Figura 2.1) y el titulo correspondiente
se expres6 como Unidades Formadoras de Placas (UFP) por mililitro, calculado segun
la Ecuacién (2.1).

1000 [ul] 1

1[mil] 100 [d] (2.1)

UFP
Titulo [W] = n°de placas de lisis [UFP] X f; X

Donde fs es el factor de dilucion (inversa de la dilucibn sembrada),
correspondiente al cuadrante de la caja de petri donde se realiz6 el recuento. Para el
recuento se selecciond un cuadrante conteniendo entre 30 y 300 placas de lisis, ya que
un mayor numero de placas dificultaria su cuantificaciéon porque las mismas se

encontrarian muy proximas entre si (cuadrante superior de la Figura 2.1).
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Este procedimiento se realizé para determinar la concentracion fagica o titulo

luego de cada propagacion y durante cada experiencia.

Figura 2.1. Caja de Petri sembrada con diversas diluciones del fago para el recuento de

placas de lisis.

2.2.4. Formulacion de la pintura fotocatalitica y deposicién

La pintura fotocatalitica utilizada en esta tesis fue formulada con agua destilada
(30 % p/p), TiO2 anatasa dopado con carbono modificado (KRONOCIlean 7000, 18 %
p/p), carbonato de calcio (CaCOs, Cicarelli, 18 % p/p), resina polimérica (BASF Acronal
RS 723, 33,4 % p/p) y agente dispersante (BASF Dispex AA 4146, 0,6 % p/p), en el
Instituto de Desarrollo Tecnolégico para la Industria Quimica (INTEC, UNL — CONICET)
(Salvadores, 2017; Salvadores, Alfano, et al., 2020b; Salvadores, Reli, et al., 2020).
Cada uno de estos componentes en la pintura cumple una funcién especifica:

» En una pintura convencional, el TiO2 aporta poder cubriente y contribuye a la
tonalidad blanca de las pinturas (pigmento). En esta tesis, se utilizé TiO2
anatasa dopado con carbono, el cual, ademas de estas funciones en la
pintura convencional, posee propiedades fotocataliticas.

» ElI CaCOs se utilizd como carga de la pintura. Este componente esta
relacionado con la viscosidad y la fluidez de la pintura liquida y, una vez que
ésta fue aplicada y se encuentra seca, le aporta propiedades relacionadas al
poder cubriente, al acabado superficial, permeabilidad y porosidad.

» Laresina polimérica liga los diversos componentes de la pintura entre si, asi
como también con el medio aplicado durante el proceso de curado.

» El agente dispersante minimiza la formacion de conglomerados de particulas
durante el proceso de elaboracion de la pintura, a fin de obtener una pintura
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mas homogénea, favoreciendo su posterior aplicacion. Ademas, la formacién
de conglomerados en la pintura fotocatalitica podria resultar en que el TiO>
quede rodeado de particulas de carbonato de calcio, no quedando disponible
para producir la reaccién.

Para la preparacion de las pinturas se colocaron las proporciones antes
mencionadas de agua destilada y agente dispersante en un vaso de precipitado y se
agitaron a 300 rpm con un agitador mecanico. Continuando con la agitacion, se agregé
el TiO2 y posteriormente el CaCOs para completar la matriz sélida. Finalmente, se
agrego la resina polimérica para ligar todos los componentes de la pintura.

La pintura fue depositada sobre placas de vidrio borosilicato de un tamaro de 3
x 7 cm. En primer lugar, las placas fueron lavadas con agua y detergente y luego
sumergidas por 24 h en una solucién conteniendo alcohol isopropilico (250 ml), hidréxido
de potasio (20 g) y agua ultrapura (250 ml). La pintura fue depositada mediante la técnica
del dip coating, sumergiendo la placa en la pintura fotocatalitica a velocidad controlada
(3 cm/min) y retirandola a la misma velocidad constante. Como paso final, las placas
recubiertas fueron secadas por 24 h en estufa a 110 °C y expuestas a radiacion visible
(A = 360 — 720 nm) por 16 h. Este procedimiento permitié curar la pintura y oxidar
posibles compuestos organicos que pudieran rodear las particulas del catalizador en la
pintura (Marolt et al., 2011; Salvadores, Alfano, et al., 2020b), favoreciendo asi la
interaccion entre el TiO2 y las particulas fagicas. Al observar al microscopio de barrido
(SEM) la pintura sin iluminacion previa y luego de exponerla a radiacion visible, se
observé que la pintura que no habia sido expuesta a radiaciéon presentd muy pocas
particulas de catalizador expuestas, a diferencia de la pintura previamente irradiada. A
partir de estas imagenes en el microscopio SEM también se observé que la pintura
present6 escasas grietas de gran tamano y ninguna microgrieta (Salvadores, 2017).

Por otro lado, la pintura fotocatalitica de igual formulacién a la empleada en esta
tesis present6 una finura de molienda de 21 um al ser medida con un grindémetro, lo
cual podria indicar que el TiO2 y el CaCOs forman un conglomerado de particulas
(Salvadores, 2017). Al observar la pintura con microscopio Optico, se determin6 que el
tamano del aglomerado de particulas en la pintura fue de 3,63 £ 1,03 um. La cantidad
de oxigeno y titanio en la superficie de la pintura fueron determinados por XPS,
observando una relacion Ti/O superficial igual a 0,015 para el revestimiento de pintura.

La cantidad de pintura depositada fue estimada por diferencia de peso. Las
placas de vidrio borosilicato se pesaron antes y después de su recubrimiento con la
pintura y proceso de secado. La diferencia entre ambos pesajes correspondié a la
cantidad de pintura depositada en cada placa. Este valor se dividi6 por la superficie total
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de la placa (ambas caras) y se calcul6 el valor promedio de pintura depositada por
unidad de area a partir de los resultados obtenidos para cada placa.

2.2.5. Descripcion del reactor utilizado

Los ensayos de inactivacion utilizando la pintura fotocatalitica se realizaron en
un reactor de laboratorio, disefiado por investigadores pertenecientes al grupo
“Ingenieria de Fotorreactores y Tecnologias Ambientales” del INTEC (UNL — CONICET).
El reactor esta constituido por dos compartimentos separados: una fuente de emisién,
formada por siete lamparas y una camara donde se colocaron las muestras para ser
irradiadas. Las lamparas de la fuente de emisién variaron segun el ensayo a realizar,
pudiendo ser lamparas de radiacion visible, tipicamente empleadas para iluminar
ambientes interiores (VIS, 1 = 360 — 720 nm, Tubo Fluorescente France F8T5D, China)
o lamparas actinicas BL TL 8 W/05 (PHILIPS, Polonia) para emisién de radiacion UV-A
(4 = 340 — 400 nm). La parte superior de la camara de irradiacion se mantuvo cerrada
con vidrio de borosilicato para mantener la esterilidad y las condiciones ambientales
(temperatura y humedad relativa) durante los ensayos. A fin de mantener la humedad
relativa (HR) en los valores deseados, se utilizaron soluciones saturadas de distintas
sales ubicadas en el interior del reactor. La humedad relativa y la temperatura durante
los experimentos fueron monitoreadas con un Medidor de Humedad y Temperatura
(Termohigrémetro Smart Sensor, Houston, EEUU). Una foto junto a un esquema de este
reactor puede observarse en la Figura 2.2.

2.2.5.1. Medicién del flujo de radiacion y espectro de emision de lamparas

El flujo de radiacién incidente se midi6 utilizando un radiémetro (IL 1700
Research Radiometer de International Light). El sensor de radiacion empleado varid
segun la lampara y longitud de onda utilizada para los ensayos. Para la radiacion visible
(4 =360 — 720 nm), se empled el sensor de radiacion (SED033 #SED03339470, 400 —
1064 nm), un filtro de paso de banda (F #29411) y un difusor de ojo ancho (W #13971).
Mientras que para medir el flujo de radiacion UV-A (1 = 340 — 400 nm), se utiliz6 el
sensor UV SED005/WBS320/W (250 — 400 nm). Las mediciones se realizaron ubicando
el sensor en distintas posiciones del reactor, al nivel donde se ubicaron placas
recubiertas conteniendo la suspension fagica a tratar durante las experiencias. El factor
de sensibilidad a la respuesta del pico de irradiancia (PIR) para el sensor SED033 fue
de 1,246 x 102 Axcm?W, mientras que para el sensor SED005 fue de 8,83 x 10*
Axcm?/W. Por otro lado, la emision espectral de las lamparas empleadas (visibles y UV-
A) fue determinada utilizando un espectrémetro portatil (Ocean Optics USB 2000+UV-
Vis-ES).
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Figura 2.2. Foto y esquema del reactor escala laboratorio utilizado. 1) Sistema de
iluminacién, 2) Termohigrometro, 3) Recipiente con sal saturada para mantener la

humedad relativa constante y 4) Placas de vidrio borosilicato recubiertas con pintura.

2.2.6. Ensayos de inactivacion fagica sobre pintura fotocatalitica

Los ensayos de inactivacién de los dieciséis fagos seleccionados fueron
realizados en el reactor escala laboratorio descripto en la Seccién 2.2.3.

Las suspensiones fagicas fueron diluidas en agua destilada estéril hasta una
concentracion final de 10 — 107 UFP/ml, con el objetivo de remover compuestos
organicos presentes en el medio de cultivo utilizado para la propagacion fagica que
pudieran interferir en el proceso de inactivacion. Posteriormente, se depositaron 20 pl
de estas diluciones en las placas de vidrio borosilicato recubiertas con la pintura
fotocatalitica. Las placas se colocaron en un ambiente estéril y oscuro hasta que la gota
se secé completamente (aproximadamente 30 min). Luego, las placas se ubicaron en el
interior de la cdmara y fueron sometidas a radiacién visible (1 = 360 — 720 nm) por un
tiempo total de 20 h. Se tomaron muestras a tiempos predeterminados, lavando las
placas con 70 ul de agua destilada estéril para recuperar asi las particulas fagicas
tratadas en un medio liquido. Luego, la enumeracién fagica se llevé a cabo por el método
de la doble capa agarizada, realizando y sembrando las diluciones decimales del fago
correspondiente (Svensson y Christiansson, 1991). En la Figura 2.3. se muestra un
esquema detallado del procedimiento seguido para la preparacion de la placa
conteniendo la suspensién fagica, toma de muestra y cuantificacion de las particulas
fagicas, de acuerdo a lo descripto en la Seccién 2.2.3.
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Figura 2.3. Esquema del procedimiento utilizado para los ensayos de inactivacion fagica
utilizando una pintura fotocatalitica. La placa de vidrio sobre la cual se deposita la gota
en el paso 1 puede estar recubierta 0 no, dependiendo del ensayo realizado.
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Ademas de realizar los ensayos utilizando placas recubiertas con la pintura
fotocatalitica y bajo radiacién visible, se llevaron a cabo los estudios que se describen a
continuacion en cada una de las distintas experiencias realizadas, como controles:

» Control i: se utilizaron placas de vidrio borosilicato sin recubrir con la pintura
sobre las que se depositdé la suspension fagica. Las placas fueron
introducidas en el reactor y sometidas a radiacion visible (A = 360 — 720 nm)
por un tiempo total de 20 h.

» Control ii: se utilizaron placas de vidrio borosilicato recubiertas con la pintura
sobre las que se depositd la suspensién fagica. Las placas fueron
introducidas en el reactor por un tiempo total de 20 h en ausencia de
radiacion.

» Control iii: se utilizaron placas de vidrio borosilicato sin recubrir sobre las que
se depositd la suspension fagica. Las placas fueron introducidas en el reactor
por un tiempo total de 20 h en ausencia de radiacién (control de inactivacién
en oscuridad sin pintura).

Todos los ensayos se realizaron a temperatura (30 °C) y humedad relativa

constante (80 % HR) dentro de la cdmara. La humedad relativa se mantuvo en el valor
indicado mediante una solucion saturada de KoSOs ubicada también dentro de la

camara.

2.2.7. Variacién de condiciones ambientales y fuentes de radiacién

Para llevar a cabo estos estudios, se seleccionaron dos de los dieciséis fagos
estudiados previamente con la pintura fotocatalitica, en base al comportamiento
evidenciado. Estos fagos fueron J-1, infectivo de Lc. casei ATCC 27139 y el fago M13-
G1b, infectivo de St. thermophilus G1b.

En todas las experiencias se realizaron ensayos en condiciones semejantes a
las realizadas en la Seccion 2.2.6. Es decir, las suspensiones de los fagos mencionados
se diluyeron en agua destilada estéril (concentracion final de 106 — 107 UFP/ml), se
depositaron y dejaron secar sobre las placas de vidrio borosilicato con y sin pintura.
Posteriormente, se introdujeron en el reactor fotocatalitico (Seccion 2.2.5), trabajando
con 80 % de humedad relativa en su interior y recibieron un flujo de radiacion visible (4
= 360 — 720 nm) de 3,03 x 102 W/cm? (100 % radiacién). A continuacién, se fueron
variando condiciones de operacién tales como humedad relativa, flujo de radiacién
incidente y fuente de radiacién, de a una a la vez, para analizar el efecto de las mismas

sobre la inactivacién fagica, segun se explica a continuacion.

62



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

2.2.7.1. Variacién de la humedad relativa

Se ensayaron dos niveles de humedad relativa adicionales a la de 80 %, esto es
30 %y 50 %, manteniendo el flujo de radiacion constante en 100 % (1 = 360 — 720 nm).
Los valores de humedad relativa se alcanzaron colocando distintas soluciones
sobresaturadas de sales dentro de la camara del reactor. Para el valor de 30 %, se utiliz6
una sal sobresaturada de cloruro de magnesio, mientras que para el valor de 50 %, se
utilizé nitrato de magnesio. La humedad relativa fue controlada con un termohigrémetro
(SmartSensor, Houston, EEUU). Los ensayos se realizaron durante un tiempo maximo
de 16 h, seleccionando el valor adecuado para cada ensayo de acuerdo a la sensibilidad
del fago estudiado. A tiempos predeterminados, se tomaron muestras realizando la
enumeracioén de las particulas fagicas de acuerdo al método de la doble capa agarizada
(Svensson y Christiansson, 1991).

Se realizaron ensayos similares, para todos los niveles de humedad (30, 50 y 80
%), utilizando placas de vidrio borosilicato sin recubrimiento y sometidas a radiacion
visible (1 = 360 — 720 nm) para analizar el efecto de la humedad ambiente en la
inactivacion de los fagos en el Control i (sin pintura, con radiacién).
2.2.7.2. Variacién del flujo de radiacion

Se analizaron dos niveles de radiacién adicionales al de 100 %, manteniendo el
valor de humedad relativa constante en un valor de 80 %. El flujo de radiacion fue
regulado utilizando filtros 6pticos con diferentes transmitancias (18 % y 56 %) que se
colocaron entre las lamparas y las muestras a tratar. Los ensayos se realizaron durante
un tiempo total de 6 h. A tiempos predeterminados, se tomaron muestras realizando la
enumeracioén de las particulas fagicas de acuerdo al método de la doble capa agarizada
(Svensson y Christiansson, 1991).

Se realizaron ensayos similares utilizando placas de vidrio borosilicato sin
recubrimiento y sometidas a los tres flujos de radiacion visible (18, 56 y 100 %, 4 = 360
— 720 nm), para analizar el efecto del nivel de la radiacion en la inactivacion de los fagos
en los ensayos correspondientes al Control i.

2.2.7.3. Variacién de la fuente de radiacion

Se realizaron ensayos bajo radiacion UV-A (1 = 340 — 400 nm) con el objetivo de
estudiar la inactivacion fagica empleando una fuente de radiacion de mayor energia a la
anteriormente estudiada. Se emplearon lamparas UV-A (ldmparas actinicas BL TL 8
W/05, PHILIPS, Polonia), con 100 % de flujo de radiacién (en este caso de 6,60 x 103
W/cm?) y 80 % de humedad relativa dentro de la cdmara por un tiempo total de 4 h. A
tiempos predeterminados, se tomaron muestras para cuantificar las particulas fagicas

de acuerdo al método de la doble capa agarizada (Svensson y Christiansson, 1991).
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De la misma manera, se realizaron ensayos control utilizando placas de vidrio
borosilicato sin recubrimiento y sometidas a radiacion UV-A (1 = 340 — 400 nm) con un
100 % de flujo de radiacion, para analizar el efecto de la longitud de onda de radiacion
en la inactivacion de los fagos obtenida con los ensayos del Control i.

2.2.8. Célculos tedricos
2.2.8.1. Célculo de las constantes de inactivacion

Aplicando un balance de fagos a lo largo del tiempo y considerando una
inactivacion de primer orden respecto a la concentracion de fagos, se obtiene la
Ecuacion (2.2), cuya solucién es la Ecuacion (2.3) (Horie et al., 1996) o su equivalente
Ecuacion (2.3).

dp

N 2.2
er k x P (2.2)
P = Py xexp(—k xt) (2.3)
_ kxt (2.3)
logP = logP, ~nlo

Donde P[UFP/ml] son las unidades formadoras de placa por unidad de volumen
a tiempo t, Po [UFP/mI] son las unidades formadoras de placa iniciales por unidad de
volumen, k [1/h] es la constante cinética aparente que puede ser Kr, Keontroii, Keontrol ii O
Kreactor, S€QUN lOS datos del ensayo que se estén ajustando y t[h] el tiempo de irradiacion.

Los resultados obtenidos durante los ensayos de inactivacién, expresados como
log(P) (en unidades de UFP/mI) se graficaron en funcion del tiempo, y se ajustaron los
parametros cinéticos mediante la Ecuacién (2.3’), aplicando una regresion lineal por el
método de minimos cuadrados.

En particular, la constante cinética aparente total (k7) puede ser desagregada en
una constante cinética fotocatalitica (kpn) y una constante cinética no fotocatalitica (knpn),
como se muestra en la Ecuacion (2.4).

kr = kpn + knpn (2.4)

Donde kqn representa el efecto no fotocatalitico, es decir, la pérdida de
infectividad de los fagos provocada por factores distintos a la fotocatélisis como ser el
efecto unicamente de la radiacion debido a un efecto fotoquimico (sin pintura, Kign) y €l
efecto de la oscuridad tanto en presencia de pintura (Keoating) COMO ausencia de la misma
(Kreactor) (Ecuacion 2.5).

knph = klight + kcoating + kreactor (25)

Para conocer la influencia de estos efectos no fotocataliticos por separado, los

valores obtenidos durante la conduccién de los ensayos en presencia de radiacion y
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ausencia de pintura (Control i) asi como también en ausencia de radiacién y presencia
de pintura (Control ii) y en ausencia de radiacion y ausencia de pintura (Control iii) fueron
ajustados con la Ecuacion (2.3’) obteniendo las constantes Kcontror i (Control i), Keontror i
(Control i) y Kreactor (Control iii). A su vez, la constante Kign: €s el resultado de la diferencia
entre las constantes Kcontrori Y Kreactor (ECUacion 2.6), y la constante Keoaing €S €l resultado
de la resta de las constantes Keontrolii Y Kreactor (ECuacion 2.7).

klight = Kcontroli — Kreactor (2.6)

kcoating = kcontrol i — kreactor (2-7)

Al sumar las constantes Kignt, Kcoating ¥ Kreactor, S€ Obtuvo la constante no fotocalitica
(knpn) (Ecuacion 2.5) y finalmente la constante cinética fotocatalitica (kpn) que se calculd
por diferencia entre kr(estimada a partir del ensayo con pintura fotocatalitica y radiacion)
Yy knpn, de acuerdo a la Ecuacién (2.4).

Las desviaciones estandar de los valores de Kign, Kcoating, Knoh Y Kon fueron
calculados segun la propagacién de errores para una suma o resta, segun se indica en

la Ecuacién (2.8).

a=\/aj+0§+---+aﬁ 8)
2.2.8.2. Célculo de las eficiencias fotonica y cuantica

Para evaluar el rendimiento de la inactivacién de los fagos en relacién a la
energia radiante consumida, se calcularon dos tipos de eficiencias de inactivacion
fotocatalitica, esto es, la eficiencia fotonica y la eficiencia cuantica. Estas eficiencias se
calcularon tanto para los ensayos conducidos en presencia de radiacion tipica de
ambientes interiores como para aquellos llevados a cabo en presencia de radiacion UV-
A.

La eficiencia de inactivacion foténica se define de acuerdo a la Ecuacién (2.9) y
representa la relacion entre la velocidad de inactivacion aparente y el flujo de radiacién
incidente promedio sobre el recubrimiento de la pintura fotocatalitica.
_ (—dUFP/dy)
 (drin)ay,, X Airr

nph (29)

La eficiencia de inactivacion cuantica se define en la Ecuacién (2.10) y
representa la relacion entre la velocidad de inactivacion aparente y la tasa de radiacion
absorbida por el catalizador en la pelicula de pintura.

(—dUFP/dt)

nqu = (ea’S>AirT X Airr (210)
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En estas dos dltimas ecuaciones, (qs )4, €S €l flujo neto de radiacion total
incidente promedio sobre el recubrimiento de la pintura fotocatalitica, (¢“”),,. es la
velocidad promedio local superficial de absorcion de fotones (LSRPA, por sus siglas en
inglés) por parte del TiO2 contenido en la pelicula de pintura y Air es el area superficial
recubierta por la pintura fotocatalitica.

Para obtener los numeradores de las Ecuaciones (2.9) y (2.10), se puede
calcular un valor promediado en el tiempo de la velocidad de inactivacién a traves de la
Ecuacién (2.11).

—dUFP PO xVdt  UFP|,.o X (1 — exp(—kg X 1)
dt  Jap—e-o f(f dt - t

(2.11)

Donde P(t) esta dado por la solucién del balance de fagos en el tiempo
(Ecuacién 2.3) y UFP|,-, son las unidades formadoras de placa iniciales que se obtiene
a través del producto de la interseccion de la Ecuaciéon (2.3) con el eje “y” (P,) y el
volumen de la suspension fagica V depositada en la placa recubierta (20 pl).

Los denominadores de las Ecuaciones (2.9) y (2.10) se pueden calcular
siguiendo el procedimiento que se detalla a continuacion. En el caso de la eficiencia
fotonica, el flujo neto de radiacion total incidente promedio se mide utilizando un
radiébmetro con el sensor correspondiente a la longitud de onda que se desea medir, de
acuerdo a la Seccién 2.2.5.1. En cambio, para el céalculo de la eficiencia cuantica, la
LSRPA espectral puede ser calculada realizando un balance de energia de radiacién,
basado en los flujos netos de radiacién, de acuerdo a la Ecuacién (2.12).

e;” (1) = qpina(®) = Aper2(X) = qprp2(X) (2.12)

Donde g, 2 (x) es el flujo local de radiacion incidente, es decir el que alcanza la
superficie de la pintura fotocatalitica, gy ., (x) es el flujo local de radiacion transmitido
por la superficie de la pintura 'y gy, 1(x) es el flujo local de radiacion reflejado por la
superficie fotocatalitica.

Considerando que el flujo de radiacion incidente es en su mayoria uniforme sobre
la superficie fotocatalitica, se puede obtener la velocidad superficial local de absorcién
de fotones (LSRPA) espectral promediada en el area irradiada (Air) de acuerdo a la
Ecuacién (2.13).

(ef'shw = ario,a X {qrin)a;,, (2.13)

Donde arp,,; es la fraccion de energia absorbida por el TiO2 en la pintura a la
longitud de onda A. Este parametro puede ser calculado a partir de las propiedades

Opticas de la pintura fotocatalitica y las propiedades Opticas de la pintura sin el
catalizador (TiO2) (Salvadores, Alfano, et al., 2020b) (Ecuacién 2.14).
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xTio, A = A — Of_nNoTio, (2.14)
Donde a; y ar_yorio, SON las fracciones de radiacion absorbida de la pintura
formulada con y sin TiOy, respectivamente, a una longitud de onda determinada.
Dado que la fuente de luz empleada tiene una emision espectral, es necesario
integrar la Ecuacion (2.13) a lo largo del espectro de longitudes de onda (Ecuacion 2.15)
para obtener la LSRPA total.

Ey
(€, = [ 5% ario,a X pinada, da (2.15)

E L g . . .
Donde E—’l es la emision espectral relativa de las ldmparas, que se determina
T

utilizando un espectrémetro portatil (Ocean Optics USB 2000 + UV — VIS — ES) segln
lo descripto en la Seccién 2.2.5.1.

Resolviendo el balance de radiacién en la pintura, la fraccibn de energia
absorbida (ay) puede ser calculada como se muestra en la Ecuacion (2.16) (Siegel y
Howell, 2002).

ar=1—Tf— Ry (2.16)

Donde Rres la reflectancia difusiva y Tres la transmitancia difusiva de la pelicula
de pintura, que pueden ser estimadas con mediciones experimentales de transmitancia
difusiva y reflectancia del sistema pintura-soporte-pintura (Trs; y Rrsf) Y de la placa
soporte sin pintura (T; y R;) (Ecuaciones 2.17 y 2.18). Estos parametros fueron
determinados experimentalmente mediante un espectrofotdmetro con una esfera
integradora (Ballari et al., 2016; Zacarias et al., 2012) y aplicando las ecuaciones
desarrolladas en Ballari et al. (2016) con el método de balance de flujo de radiacion neta
en un sistema de tres capas.

R, = Rfsf X Ts - Tfsf X Rs (2.1 7)
P Trgp X T2 — Trgp X RE + T,

T& X Ry
(Rysr = R) % |1 =Ry X (Rs t T > -
T, = (2.18)

Conociendo los valores de estas propiedades épticas es posible obtener la
velocidad superficial promedio de absorcion de fotones (e“'S)Airr (Ecuaciones 2.13 a

2.18) y con ella, la eficiencia cuéntica (Ecuacién 2.10).
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2.2.8.3. Modelo cinético empirico

Con el fin de analizar la influencia de las principales condiciones ambientales
sobre la eficiencia de inactivacién de los fagos se propuso un modelo cinético empirico
que considera el efecto de la humedad relativa y del flujo de radiacion incidente en la
inactivacion de los fagos seleccionados (J-1 y M13-G1b) utilizando la pintura
fotocatalitica.

Se considerd inactivacion fotoquimica para los fagos inactivados durante los
ensayos realizados sobre placas sin recubrir con la pintura y en presencia de radiacion.
Por otro lado, para los ensayos llevados a cabo en presencia de la pintura y de radiacion
se consideraron los fendmenos fotoquimico y fotocatalitico en conjunto. Se propuso una
cinética de inactivacion de primer orden con respecto a la concentracion de fagos, con
la constante de inactivacion dependiente del flujo de radiacién incidente y de la humedad
relativa (Ecuacién 2.19).

r=—k({q rinlay, HR) X P (2.19)

UFP
ml Xh

Donde r [ ] representa la velocidad de inactivacion por efecto fotoquimico o

fotocatalitico, y k [1/h] representa la constante de inactivacion aparente, para las placas
sin recubrir y cubiertas con la pintura, segun corresponda. Esta constante es funcién del
flujo de radiacion incidente (qy [W/cm?]) y de la humedad relativa (HR [%)]). P
representa las unidades formadoras de placas por unidad de volumen [UFP/ml].

Resolviendo un balance de masa para la concentracién fagica a lo largo del
tiempo, aplicando las cinéticas propuestas en la Ecuacién (2.19), se obtiene la Ecuacién
(2.20), similar a la Ecuacion (2.3), pero considerando la dependencia de la constante de
inactivacion k con el flujo de radiacion y la humedad relativa. Por lo tanto, en estas
ecuaciones, el numero de fagos por unidad de volumen dependera de la humedad
relativa, del flujo de radiacion incidente que alcanza la superficie de la placa, del nUmero
inicial de fagos presentes al comienzo del ensayo y del tiempo de tratamiento.

P =Py X exp(—k((qf,m)Airr,HR) X t) (2.20)

Donde P [UFP/mI] representa las unidades formadoras de placas en los ensayos
con placas sin recubrir o recubiertas, P, [UFP/ml] son las unidades formadoras de placas
iniciales por unidad de volumen y t es el tiempo de irradiacion [h].

Finalmente, se propuso una dependencia empirica de las constantes de
inactivacion (para placas cubiertas y sin recubrir) con el flujo de radiacion incidente
(funcion potencial) y la humedad relativa (modelo logistico) (Ecuacion 2.21).
kX qpm)i,

1+ exp(—k4 x (Cy — k3))

k({qy,in)ay, HR) (2.21)
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Donde C,, es la concentracién de agua en la fase gaseosa [mOlagua /mfu-re], que
es proporcional a la humedad relativa en cada ensayo. k4, k,, k3 y k, son parametros
cinéticos a ser determinados utilizando los resultados de los ensayos experimentales de
inactivacion, obtenidos con placas cubiertas y sin recubrir, bajo diferentes flujos de
radiaciébn y humedades relativas. Especificamente, k; es la constante cinética de
proporcionalidad pre-potencia, k, representa el orden de reaccion teniendo en cuenta
el flujo de radiacién incidente, k; representa el punto medio de la funcién logistica y k,
representa la pendiente de la curva de la funcion logistica. Reemplazando la Ecuacion
(2.21) en la (2.20), resulta la Ecuacion (2.22).

—ky X (qpm)i2 Xt > (2.22)

P=Foxexp <1 T exp(—ky X (Co — k3))

Para obtener los parametros cinéticos, se utilizé un optimizador de parametro no
lineal, el cual aplica el método del gradiente reducido generalizado, minimizando el error
cuadratico medio (RMSE por sus siglas en inglés, Ecuacion (2.23)) entre los resultados

experimentales y las predicciones del modelo.

n 1Og(Pex )_log(Pmo ) 2
21 ( ]gg (Pexp) - )

n

(2.23)

RMSE (%) = X 100

Donde P,.,;, Y Pmoa SON la concentracion fagica experimental y la predicha por el
modelo teorico, respectivamente, y n es el nimero de muestras estudiadas de todos los
ensayos.

En primer lugar, se regresionaron los parametros para los ensayos realizados
con placas sin recubrir con la pintura y luego se procedi6é de manera similar para obtener
los mismos parametros para los ensayos de inactivacién fotocatalitica, es decir cuando
se utilizaron las placas recubiertas con la pintura, en presencia de radiacion en ambos

casos.

2.2.9. Analisis estadistico

Todas las experiencias se realizaron por triplicado en ensayos independientes.
Los datos fueron analizados con el modelo de Analisis de Varianza (ANOVA) de una via
utilizando el software R, con un error tipico (a) de 5 %. Todos los supuestos del modelo
(independencia de las observaciones, normalidad de los datos y homogeneidad de
varianzas, (Walpole et al., 2012)) fueron verificados. Las comparaciones entre
reducciones log por unidad de tiempo o entre las constantes de inactivacion se
realizaron con el Test de Tukey, el cual permite la formacién de intervalos de confianza
del 100 x (1-a) % simultdneos para todas las comparaciones por pares, buscando

detectar una diferencia significativa entre las medias iy j (i # j) (Walpole et al., 2012).
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2.3. Resultados

2.3.1. Deposicion de pinturas

La cantidad de pintura depositada por unidad de area en las placas fue
determinada por un promedio en la diferencia de pesada entre las placas sin recubrir y
las placas recubiertas con pintura. Posteriormente se dividio por la superficie total de la
placa (ambas caras), resultando en un valor de 2,04 + 0,22 mg/cm?2.

Como se mencion6 en materiales y métodos, el TiO> se encuentra en una
concentracion de 18 % p/p en la pintura antes de su deposicién. Sin embargo, para
determinar la cantidad de TiO presente realmente en la pintura fotocatalitica una vez
depositada y secada, es necesario considerar que el agua presente en la pintura se
evaporara completamente durante el secado, modificando la proporcién de los solidos
presentes. Como se describid en la Seccién 2.2.4, |a pintura fue formulada con 30 % p/p
de agua destilada. Por otro lado, la resina polimérica tiene 48 % p/p de sélidos y se
incorpord en la formulacion de la pintura en una proporcién de 33,4 % p/p, por lo que le
otorgaria realmente a la pintura una concentracion de 16,03 % p/p de sélidos y 17,37 %
p/p de agua. Teniendo en cuenta lo expuesto se concluye que, de cada 100 g de pintura,
solo 52,63 g seran sélidos y el resto sera agua (30 % p/p de agua destilada y 17,37 %
p/p del agua proveniente de la resina). Esta agua se evaporara durante el proceso de
secado. Por lo tanto, sila concentracion de TiO2 en la pintura antes de su deposicion es
de 18 % p/p y 100 g de pintura sin secar se corresponden con 52,63 g de pintura seca
(su cantidad de sdlidos), la pintura depositada y secada tendra finalmente una
concentracion de 34,20 g de TiO2 por cada 100 g de pintura seca presente en la placa.
Este resultado multiplicado por la cantidad de pintura depositada en las placas, que
surgié a partir de la diferencia de pesada anteriormente mencionada, resultdo en una
carga de TiO. presente en las placas igual a 0,697 *+ 0,075 mg/cm?2.

2.3.2. Campo de radiacién en el fotorreactor

En primer lugar, se expondran los resultados obtenidos al trabajar con lamparas
de radiacion visible (VIS, 1 = 360 — 720 nm), que comunmente son empleadas para
iluminar ambientes interiores. Utilizando el radiometro IL 1700 Research Radiometer
(International Light) con el sensor de radiacion SED033 #SED03339470 y siguiendo
procedimiento descripto en la Seccion 2.2.5.1, el valor promedio del flujo de radiacién
neto incidente resulté en (qs in)a,..= 3,03 x 102 W/cm? con una desviacion relativa

estandar de 0,73 %. Transformando Watts en Einstein por segundo y considerando la
emision espectral (%) de las lamparas de radiacion visible (Figura 2.4), el valor
T

resultante es (qy )4, = 1,35 x 107 Einstein/(s x cm?). En la Figura 2.4 también se
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muestran las transmitancias de los filtros empleados para las experiencias variando el

flujo de radiacién incidente.
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Figura 2.4. Fraccion espectral de energia absorbida por el TiO2 contenido en la pelicula
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de pintura (ar;p2), distribucién espectral de emision de las lamparas (E—’l) de radiacién
T

visible y de las lamparas UV-A y transmitancias de los filtros empleados para las

experiencias variando el flujo de radiacion.

La fraccion de radiacién absorbida por unidad de peso de pintura depositada y

por unidad de area superficial recubierta, ar;q, ;, fue determinada en funcion de la

longitud de onda (1) en (Salvadores, Reli, et al., 2020), aplicando las Ecuaciones (2.14)
y (2.16) a (2.18) y utilizando informacién experimental de la transmitancia difusiva y
mediciones de reflectancia del soporte recubierto con pintura y del soporte sin recubrir
(Salvadores, Reli, et al., 2020). Estos valores de ar;q,; fueron multiplicados por la

cantidad de pintura depositada por unidad de &rea, que fue obtenida por diferencia de
peso de las placas utilizadas en esta tesis (2,04 + 0,22 mg/cm?), resultando en un valor
de ar;0,,, adimensional que se muestra en la Figura 2.4.

La velocidad local superficial de absorcion de fotones (LSRPA) espectral fue
calculada de acuerdo a la Ecuacién (2.13). Integrando en todas las longitudes de onda
emitidas por las lamparas segun la Ecuacion (2.15), la LSRPA total resulté en
6,04 x 108 Einstein/(s x cm?).

Con respecto a la radiacién UV-A (1 = 340 — 400 nm), el valor promedio del flujo
de radiacion neto incidente determinado experimentalmente para este tipo de lamparas
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fue de (qf,in)a,..= 6,60 x 10° W/cm?, con una desviacién estandar relativa de 0,21 %.

Considerando la emision espectral (?) de las lamparas UV-A (Figura 2.4), el valor
T

resultante del flujo de radiacion expresando las unidades de energia en Einstein es
(qin)a,,= 2,29 x 10 Einstein/(s x cm?). Con la Ecuacién (2.13) se calculé la LSRPA

. . g E
espectral para las ldmparas UV-A. Empleando ar;o, y la emision espectral (E—’l) de las
T

lamparas UV-A de acuerdo a la Ecuacion (2.15), la LSRPA total resulté en 1,54 x 108
Einstein/(s x cm?).
2.3.3. Ensayos de inactivacién fagica

Como se explico anteriormente, los ensayos de inactivacion de los dieciséis
fagos fueron realizados en un reactor escala laboratorio irradiado con luz visible, a
humedad relativa y temperatura controladas (80 % y 30 °C).

En primer lugar, se debe considerar que el proceso de deposicion y secado de
los fagos sobre las placas de vidrio recubiertas con pintura puede producir reducciones
en los titulos al ser posteriormente recuperados para su titulacion, en comparaciéon con
los originalmente depositados. Para la mayoria de los fagos, se recuperd
aproximadamente la misma cantidad de particulas fagicas que se habian depositado
(entre 1,0 x 108 UFP/mly 1,0 x 10 UFP/ml), mientras que los fagos BYM, 892-LB, 832-
B1, 009-ML, Ibs y Cb1/204 perdieron parte de su infectividad debido al proceso de
deposicion y secado, alcanzando reducciones de hasta 1,3 6rdenes log. Sin embargo,
una vez secados, los titulos de todos los fagos permanecieron sin variacion luego de 20
h en esas condiciones.

La Figura 2.5 muestra los resultados obtenidos durante los experimentos de
inactivacion fagica utilizando pintura fotocatalitica en funcién del tiempo (log(P) vs.
tiempo), para cada fago ensayado, asi como también las regresiones lineales. Cabe
aclarar que los resultados experimentales fueron afectados por un factor de dilucion de
3,5 para poder compararlos con los obtenidos previamente en ensayos con fotocatélisis
pristina (TiO2 como catalizador y radiacién UV-A) en los que se empled el mismo reactor
(Briggiler Marco et al., 2011). La aplicacion de este factor de dilucion se debe a que las
metodologias de deposicidn de los fagos sometidos a ambos tratamientos (fotocatalisis
pristina y pintura) fueron diferentes, ya que en el trabajo citado la suspension fagica no
se secO sobre la placa de vidrio borosilicato, sino que, luego de ser depositada, se cubrié
con otra placa de vidrio y los fagos permanecieron en medio liquido durante el
tratamiento de inactivacién. Como se mencioné en la seccién de materiales y métodos,
en esta tesis se depositaron y secaron 20 ul de cada suspension fagica sobre las placas

y, para poder recuperar los fagos en medio liquido y poder realizar la cuantificacién
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fagica, fue necesario agregar 70 ul de agua destilada estéril. Por este motivo es que se
aplico el factor de correccion 3,5 (70 pl / 20 pl), con el fin de posibilitar la comparaciéon
entre ambos ensayos de manera adecuada.

Segun lo esperado, se observo un comportamiento fago-dependiente, ya que la
mitad de los fagos (892-LB, 009-ML, CHD, QF9, 832-B1, BYM, J-1 y Cb1/204) fueron
completamente inactivados (titulos por debajo del limite de deteccion, que fue 50
UFP/ml) en tiempos cortos de ensayo (entre 1 y 5 h, Figura 2.5). Debido a la distinta
sensibilidad de los fagos al tratamiento con pintura fotocatalitica, los tiempos de los
ensayos variaron para cada fago estudiado. Como los datos obtenidos en estos ensayos
siguen una cinética de primer orden, las reducciones logradas en el tiempo total del
ensayo pueden ser consideradas como la sumatoria de pequefias reducciones
logaritmicas iguales en varios periodos de tiempo equivalentes (en este caso una hora).
Para poder realizar una comparacién entre las reducciones en los titulos de los distintos
fagos estudiados, se calcularon las tasas de reduccion fagica [6rdenes log/h], que
representan las reducciones log obtenidas por unidad de tiempo. Calculando este
parametro es posible observar qué fagos se inactivarian mas rapido, conociendo cuales
serian los que presentaron las mayores 0 menores reducciones logaritmicas por unidad
de tiempo.

Para los fagos que se inactivaron completamente, las tasas de reduccion fagica
fueron calculadas como la diferencia entre el primer punto de la curva de inactivacion y
el ultimo punto de muestreo para el que se detectaron unidades formadoras de placa,
ambos afectados por el factor de correccién 3,5, dividido por el tiempo al cual se
detectaron las ultimas particulas infectivas. Como se menciond previamente, es posible
calcularlos de esta forma ya que los fagos siguen una cinética de inactivacion de primer
orden, logrando reducciones semejantes en un mismo periodo de tiempo, en este caso
1 h. Los valores de tasas de reduccion fagica se encontraron en el rango entre 0,77 y
3,11 dérdenes log/h para los fagos que se inactivaron completamente.
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Figura 2.5. Inactivacién fagica en funcion del tiempo y regresiones lineales, log(P) vs. tiempo, con P en [UFP/ml], utilizando pintura fotocatalitica
bajo radiacion visible (1 = 360 — 720 nm). Los ensayos se realizaron a temperatura (30 °C) y humedad relativa (80 %) controladas.
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Los fagos restantes (Ibs, 0BJ, M1-G1b, M13-G1b, Ln-9, LDG, MLC-A y ATCC
8014-B1) redujeron parcialmente su infectividad con tiempos totales de tratamiento
desde 4 a 20 h (Figura 2.5). Estos tiempos de ensayo se seleccionaron en base a la
resistencia evidenciada por los fagos frente al tratamiento con la pintura fotocatalitica.
Al igual que con los fagos completamente inactivados, para poder realizar una
comparacion entre las reducciones en los titulos, se calcularon las tasas de reduccion
fagica en 6rdenes log/h. Para estos fagos que no fueron completamente inactivados en
las condiciones testeadas, las tasas de reduccién fagica fueron calculadas como la
diferencia entre el primer y el Gltimo punto de la curva de inactivacion, dividido por el
tiempo total de tratamiento. Las tasas de reduccion fagica para este grupo de fagos
variaron entre 0,12 y 0,99 6rdenes log/h.

Los valores de tasas de reduccién en 6rdenes log/h para los dieciséis fagos
ensayados se muestran en la Figura 2.6, en orden creciente de acuerdo a su valor.
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Figura 2.6. Tasas de reduccion fagica en érdenes logaritmicos por unidad de tiempo
[6rdenes log/h] utilizando pintura fotocatalitica + radiacion visible (barras sélidas) o
radiacion visible en ausencia de pintura (barras rayadas) para los dieciséis fagos

estudiados.

Por otro lado, ninguno de los fagos ensayados en este trabajo fue
completamente inactivado al ser depositado sobre placas de vidrio borosilicato sin
pintura y en presencia de radiacion (radiacion sin pintura, Control i). Sin embargo,
también se observ6 un comportamiento fago-dependiente. Solo la infectividad del fago
M1-G1b permanecié inalterada cuando fue ensayado bajo las condiciones antes
mencionadas, durante 5 h de tratamiento. Por el contrario, los fagos restantes mostraron
una variacion en la tasa de reduccion fagica, que estuvo comprendida entre 0,093 y 0,80

75



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

ordenes log/h (barras rayadas en Figura 2.6). Se puede observar que si los fagos se
graficaran en forma creciente de acuerdo a las tasas obtenidas en ausencia de pintura
y presencia de radiacion (Control i) no se ordenarian de la misma manera que la
obtenida en presencia de pintura y radiacion. En otras palabras, las tasas de reduccién
fagica representadas por barras rayadas (Control i) no siguen exactamente el mismo
orden creciente que el obtenido para las barras soélidas (pintura y radiacién), es decir
gue se evidencié en general una respuesta distinta del fago frente a las dos condiciones
ensayadas. Un claro ejemplo de esta diferencia se puede observar con el mencionado
fago M1-G1b, que tiene una tasa de reduccioén fagica nula en los ensayos del Control i
mientras que en los ensayos fotocataliticos presentd una tasa de 0,69 6rdenes log/h,
encontrandose en una zona intermedia de la Figura 2.6. Otros fagos que demuestran
marcadamente esta diferencia en la secuencia de ordenamiento son los fagos 009-ML
y 832-B1, los cuales presentaron una alta tasa de reduccion fagica al ser tratados con
pintura fotocatalitica en presencia de radiacion (2,49 y 1,19 6érdenes log/h,
respectivamente) y una tasa muy baja (0,093 y 0,11 6rdenes log/h, respectivamente) al
ser tratados con radiacion visible en ausencia de pintura. Por el contrario, el fago J-1 fue
uno de los fagos que presentd las mayores tasas de reduccion fagica en los ensayos
del Control i (0,76 6rdenes log/h) pero logré una tasa intermedia en los ensayos
fotocataliticos (1,48 6rdenes log/h).

En la Figura 2.7 se muestran, como ejemplo, las curvas de inactivacién
fotocatalitica para los fagos QF9 y BYM, junto a sus respectivas curvas del Control i,
observandose diferencias notables entre ambos fagos. Los dos fagos alcanzaron la
inactivacion completa luego de 3 (fago QF9) y 4 h (fago BYM) de tratamiento
fotocatalitico, con tasas de reduccién fagica de 2,54 érdenes log/h (fago QF9) y 1,34
ordenes log/h (fago BYM). Sin embargo, en ausencia de pintura y bajo radiacién visible
(Control i), ninguno de los fagos fue completamente inactivado luego de 4 h de
tratamiento. En este sentido, el fago QF9 present6 una tasa de reduccion fagica de 0,80
ordenes log/h, mientras que el fago BYM present6 una tasa de 0,25 érdenes log/h.
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Figura 2.7. Inactivaciéon en funcién del tiempo para los fagos QF9 y BYM en placas
recubiertas y sin recubrir (Control i) con pintura fotocatalitica, bajo radiacion visible (1 =
360 — 720 nm) y sus regresiones lineales. Los ensayos fueron realizados a humedad
relativa (80 %) y temperatura (30 °C) controladas.

Finalmente, en ausencia de radiacién y presencia de pintura fotocatalitica
(Control i) no se observé efecto sobre la infectividad fagica para ninguno de los dieciséis
fagos estudiados, ya que se obtuvieron titulos similares antes y después del tratamiento.
El mismo comportamiento se evidencio, en todos los casos, trabajando con placas de
vidrio borosilicato sin recubrir y en oscuridad (Control iii). Por lo tanto, la reduccion en la
infectividad de los fagos encontrada durante los ensayos conducidos en presencia de
radiacion y ausencia de pintura (Control i) podria ser atribuida exclusivamente a la
presencia de la radiacién, lo que representa asi una inactivacién fotoquimica de los
fagos. Este fenomeno se discutira mas adelante, en la Seccién 2.3.4.

Otro parametro que resulta de interés al estudiar la inactivacién fagica es el tog,
el cual representa el tiempo necesario para inactivar el 99 % de las particulas fagicas
iniciales, es decir, para reducir la infectividad fagica en 2 érdenes log, y se determina a
partir de la grafica de la concentracion de particulas fagicas infectivas luego del
tratamiento fotocatalitico en funcién del tiempo (log(P) vs. tiempo, Figura 2.5). Estos
tiempos fueron calculados para cada uno de los dieciséis fagos incluidos en este estudio
y se muestran en la Figura 2.8.

El pardmetro tg9 esta relacionado con la tasa de reduccion fagica. Por lo tanto,
los fagos 892-LB, 009-ML y QF9, que requirieron los menores tiempos para alcanzar el
99 % de inactivacién con valores de 0,6; 0,8 y 0,8 h, respectivamente, mostraron curvas

de inactivacion con pendientes mas pronunciadas que aquellos con mayores valores de
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teg (Figura 2.5). Por otro lado, los fagos ATCC 8014-B1, MLC-A y LDG precisaron
tiempos mas largos para alcanzar el mismo porcentaje de inactivacion siendo 7,1; 7,9y
17,9 h, respectivamente.
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Figura 2.8. Tiempo necesario para alcanzar un 99 % de inactivacion fagica (fsg)
trabajando con pintura fotocatalitica bajo radiacion visible.

2.3.4. Calculo de las constantes de inactivacion

Los resultados obtenidos en los ensayos de inactivacion fagica (log P) y
graficados en funcién del tiempo fueron regresionados con la Ecuacién (2.3’) (Figura
2.5), obteniendo una constante cinética aparente total (k1) para cada fago. Esta
constante, al igual que el tg9, esta relacionada con la tasa de reduccidn logaritmica de
fagos, considerando un modelo cinético de primer orden. Entonces, los fagos con las
constantes de mayor valor mostraron una mayor velocidad de inactivacion, resultando
ser los mas sensibles al tratamiento con pintura fotocatalitica y radiacion. La Tabla 2.2
muestra los valores de los parametros de la regresion (kr, Po y R?) para cada fago
durante los ensayos fotocataliticos (pintura + radiacion) junto a los analisis estadisticos
comparando los valores de kry de Py para los distintos fagos.
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Tabla 2.2. Valores de los parametros de regresion lineal de los ensayos fotocataliticos
(pintura + radiacion) para cada fago ensayado. Letras distintas en la columna de kry de
Py indican diferencias significativas (p < 0,05).

Pintura + Radiacion

Fago
kr[1/h] Py [UFP/ml] R?
009-ML 6,061 + 0,072 9 1,58 £ 0,03 x 10°2 0,93
832-B1 2,53 + 0,46 % 2,64 +0,48 x 10°2 0,96
892-LB 7,52+0,18" 1,56 +0,21x 10°2 0,96
BYM 2,97 £ 0,16 © 1,15+ 0,09 x 102 0,99
Cb1/204 1,51 £ 0,23 P« 1,17 +£0,18 x 10°2 0,84
Ib; 1,43 £ 0,42 ™ 1,70 £ 0,56 x 10°2 0,88
J-1 3,30+0,30° 1,07 +0,15 x 108°¢ 0,98
MLC-A 0,579 £ 0,071 2 9,93 +4,62 x 10’° 0,91
ATCC 8014-B1 0,649 + 0,074 % 7,11 £1,48 x 107 ¢ 0,99
M1-G1b 1,47 £ 0,15 b« 2,42 +0,34 x 107 2 0,95
M13-G1b 2,11 £ 0,18 °% 1,62 +0,28 x 1072 0,99
0BJ 2,07 £ 0,42 cde 2,04 +0,65 x 1072 0,94
Ln-9 1,124 + 0,045 @v° 1,91 +0,14 x 1072 0,96
LDG 0,300 £ 0,037 @ 3,76 £ 0,68 x 107 0,92
CHD 5,59 +0,99¢ 4,27 £1,25 x 107 2 0,92
QF9 5,79+0,43°¢ 1,11 +0,33 x 108°¢ 0,97

Considerando estos resultados, los fagos fueron ordenados de acuerdo a su
valor creciente de kr, es decir, su sensibilidad frente al tratamiento con la pintura
fotocatalitica irradiada, como se muestra en la Figura 2.9. Los valores de la constante
krvariaron en un amplio rango, desde 0,30 a 7,52 1/h. De acuerdo con estos resultados,
los fagos mas sensibles fueron 892-LB y 009-ML, los cuales se inactivaron
completamente en un tiempo menor (1,5 h) y sus constantes aparentes fueron 7,52 y
6,06 1/h, respectivamente. En contraste, los fagos mas resistentes fueron LDG y MLC-
A, ya que evidenciaron las menores velocidades de inactivacion (0,30 y 0,58 1/h,
respectivamente). Estos dos fagos fueron estudiados en un tiempo total de 20 h, y
ninguno de ellos se inactivd completamente en dicho tiempo, como se discutid
previamente. Las constantes aparentes para los fagos restantes se encontraron en el
rango entre 0,65y 5,79 1/h.

El analisis estadistico demostrd diferencias significativas en los valores de krvy,
por lo tanto, en la sensibilidad frente al tratamiento con pintura fotocatalitica y radiacién,
entre los distintos fagos con un 95 % de nivel de confianza, lo que demuestra también
de forma estadistica un comportamiento fago-dependiente. En la columna krde la Tabla
2.2 se muestra el analisis estadistico realizado, donde letras distintas indican diferencias
significativas entre las medias. Por ejemplo, se puede observar que los cuatro fagos que
requirieron los mayores tiempos de tratamiento y mostraron los menores valores de kr
(LDG, MLC-A, ATCC 8014-B1 y Ln-9) no presentaron diferencias significativas (p <
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0,05), mientras que por ejemplo el fago 892-LB present6 un valor de kr
significativamente diferente al resto de los fagos estudiados, siendo el fago mas sensible
segun los valores de kr, como puede observarse en la Figura 2.9.

De igual manera, al realizar el andlisis estadistico para los valores de Py
regresionados (concentraciones iniciales de los fagos) se observa que existen
diferencias significativas, con un 95 % de nivel de confianza.
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Figura 2.9. Fagos ordenados en forma creciente segun su sensibilidad fagica obtenida
bajo tratamiento con pintura fotocatalitica y radiacién visible (segun los valores de k7).

Al comparar el ordenamiento de los fagos segun sus valores de kr (Figura 2.9) y
de fgg (Figura 2.8), observamos que siguen un orden muy similar, donde los Unicos fagos
que invirtieron su lugar en la secuencia fueron los fagos M13-G1b y 0BJ, que mostraron
valores parecidos, tanto de kr como de tg9. Al analizar las secuencias de ordenamiento,
se pueden observar tres grandes grupos: i) los fagos 892-LB, 009-ML, CHD y QF?9, ii)
los fagos J-1, 832-B1, BYM, 0BJ, M13-G1b, Cb1/204, M1-G1b e Ibs y iii) los fagos Ln-9,
ATCC 8014-B1, MLC-A y LDG. El primer grupo esta conformado por los fagos mas
sensibles, los que se inactivaron mas rapidamente y evidenciaron mayores valores de
kry menores de fse. En el segundo grupo los fagos que presentaron un comportamiento
intermedio y en el tercero se encuentran los fagos mas resistentes, que mostraron los
menores valores de kry mayores de tgg, inactivandose mas lentamente y precisando un

tiempo de tratamiento mayor.

Como con la pintura fotocatalitica la inactivacion de los fagos sigue una cinética
de primer orden, es esperable que el ordenamiento de los fagos segun ambos
parametros (kr y teg) sea similar, ya que ambos analizan la tasa o velocidad de
inactivacion, es decir, la pendiente de las curvas. Para el célculo de ty se analiza la
pendiente sblo en la zona inicial de las curvas, donde se produce la caida del 99 % de
infectividad. En cambio, la constante cinética kr contempla todos los puntos
experimentales de la curva de inactivacion, con lo cual los resultados obtenidos
calculando ambos parametros puede provocar cambios leves en el orden en el que se
organizaran los fagos de acuerdo a su sensibilidad. Sin embargo, como se puede
observar en las Figuras 2.8 y 2.9, los fagos muestran practicamente la misma secuencia
al ser ordenados con ambos parametros, debido a que siguen una cinética de primer

orden a lo largo de toda la curva de inactivacion.
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Como se mencion6 previamente, no se evidencié reduccién en los titulos para
ninguno de los fagos ensayados en presencia de pintura y ausencia de radiacion
(Control ii) asi como tampoco en ausencia de radiacion y de pintura (Control iii). Por lo
tanto, los valores de las constantes en oscuridad serian aproximadamente cero (Keontrot i
Y Kreactor ~ 0). Como consecuencia, por la Ecuacion 2.7, Keaing ~ 0. De esta manera, la
constante no-fotocatalitica representa la inactivacion inicamente por efecto fotoquimico
(Kcontrot i = Kiignt = Knpn, de acuerdo a las Ecuaciones 2.5 y 2.6) y puede ser obtenida
directamente de la regresion de los datos obtenidos al trabajar con radiacion y en
ausencia de pintura (Control i). Los valores de la constante no-fotocatalitica (Tabla 2.3)
se encontraron en el rango entre 0,00 y 1,05 1/h y un comportamiento fago-dependiente
fue a su vez demostrado. El fago M1-G1b no mostré reduccion en los titulos en los
ensayos del Control i luego de 5 h de tratamiento como se mencioné previamente,
siendo nulo el valor de k.n para este fago. Por el contrario, los fagos J-1 y QF9
evidenciaron los mayores valores de constantes no fotocataliticas, siendo 1,44 y 1,95
1/h, respectivamente.

Los fagos presentaron diferencias significativas en sus valores de ki con un 95
% de nivel de confianza. Este andlisis estadistico se muestra en la columna K, de la
Tabla 2.3, donde distintas letras indican diferencias significativas (p < 0,05). En esta
oportunidad, por ejemplo, se puede observar que el fago QF9 (el mas sensible frente al
tratamiento fotoquimico) es significativamente diferente al resto de los fagos, con un 95
% de nivel de confianza. Mientras que el fago mas resistente frente a este tratamiento
(M1-G1b) present6 diferencias significativas con la mayoria de los fagos, a excepcidn
de los fagos 009-ML, 832-B1, MLC-A, ATCC 8014-B1 y LDG (p < 0,05).
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Tabla 2.3. Valores de los parametros de regresion de los ensayos del Control i (radiacién
sin pintura), para cada fago ensayado. Letras distintas en una misma columna indican
diferencias significativas (p < 0,05).

Control i
Fago
Knpn [1/h] Po [UFP/ml] R?

009-ML 0,219 £ 0,037 2,87 £0,03x 102 0,96
832-B1 0,24 + 0,122 1,09 + 0,08 x 1062 0,92
892-LB 0,72 + 0,11 cd 2,17 £ 0,06 x 10*2 0,98
BYM 0,582 + 0,26 b 1,33 £ 0,20 x 10°2 0,97
Cb1/204 0,73+ 0,29 % 3,50 +£0,38 x 10°2 0,96
Ibs 0,606 * 0,052 bede 4,27 +0,15 x 10°2 0,99
J-1 1,440 + 0,042 f 1,93 +0,03 x 108°¢ 0,99
MLC-A 0,402 + 0,044 3bcd 2,31+0,64 x 108 0,85
ATCC 8014-B1 0,328 0,049 3bcd 1,33+0,13 x 108¢ 0,95
M1-G1b 0,00 £ 0,00 ® 7,14 £ 0,57 x 107 °° 0,98
M13-G1b 1,0580 + 0,0085 © 3,12+ 0,03 x 107 2 0,99
0BJ 0,75+0,19% 3,64 £0,52 x 1072 0,97
Ln-9 0,56 + 0,11 bed 1,16 £ 0,59 x 1072 0,55
LDG 0,250 + 0,012 3¢ 1,96 £ 0,06 x 108° 0,99
CHD 1,42+0,14° 4,48 +0,40 x 107 2 0,99
QF9 1,95 +0,37 ¢ 1,12+0,34 x 108¢ 0,99

Las constantes fotocataliticas kp» fueron obtenidas por diferencia entre kry kipn
para cada fago, de acuerdo a la Ecuacién (2.4) y se muestran en la Tabla 2.4. Esta
constante representa exclusivamente el efecto fotocatalitico, sin tener en cuenta el
fotoquimico. A pesar de que en la practica ambos efectos contribuyen a la inactivacién
simultaneamente, es interesante estudiar los efectos por separado, para asi poder
analizar el impacto debido exclusivamente a la fotocatalisis en la inactivacion fagica. Los
valores obtenidos para kp» se encontraron en el rango entre 6,79 1/h para el fago 892-
LBy 0,05 1/h para el fago LDG (Tabla 2.4). Como en el caso de la constante aparente,
el mayor valor de kp» correspondié al fago mas sensible a la fotocatalisis propiamente
dicha. La Figura 2.10 muestra los fagos ordenados, en esta oportunidad, por sus valores
de kpn (inactivacién fotocatalitica). Es remarcable que el fago 892-LB se encuentra al
final de la fila en ambas secuencias (Figuras 2.9 y 2.10), lo que indica que fue el fago
mas sensible en ambos casos (al ser ordenado por kry kpn), mientras que el fago LDG
se encontré primero en ambas secuencias, siendo el fago mas resistente. Sin embargo,
se observaron diferencias en la resistencia/sensibilidad de algunos fagos que mostraron
valores de las constantes cinéticas intermedios, bajo efectos combinados (fotocatalisis
+ fotoquimica) o bajo efecto fotocatalitico Unicamente, lo que se evidencia por el distinto
ordenamiento de los fagos de acuerdo a su sensibilidad, presentados en las Figuras 2.9
y 2.10.
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Tabla 2.4. Valores de las constantes cinética aparente total, no fotocatalitica y
fotocatalitica para cada fago ensayado. Letras distintas en una misma fila indican

diferencias significativas (p < 0,05).

Fago kr[1/h] knpn [1/h] kpn [1/h]
009-ML 6,061 +0,072° 0,219+ 0,037 @ 5,842 + 0,081
832-B1 2,53+0,46° 0,24 +0,12° 2,29 £0,48
892-LB 7,52 +0,18° 0,72+0,112 6,79 £ 0,21

BYM 2,97 +0,16° 0,582 + 0,26 @ 2,39 + 0,31
Cb1/204 1,51 +0,23° 0,73+0,29° 0,79 £0,37

Ibs 1,43+0,42° 0,606 + 0,052 @ 0,82 + 0,42

J-1 3,30+0,30° 1,440 £ 0,042 @ 1,86 + 0,30
MLC-A 0,579+0,071° 0,402 + 0,044 @ 0,177 £ 0,084
ATCC 8014-B1 0,649 +£0,074° 0,328 £0,049 @ 0,321 £ 0,089

M1-G1b 1,47 £0,15° 0,00 + 0,00 @ 1,47 £ 0,15

M13-G1b 2,11+0,18° 1,0580 + 0,0085 @ 1,05+0,18

0BJ 2,07 +0,42° 0,75+0,19° 1,32 + 0,46

Ln-9 1,124 £ 0,045 ° 0,56 £0,112 0,56 £0,12

LDG 0,300 + 0,037 @ 0,250 + 0,012 0,050 + 0,039

CHD 5,59+0,99° 1,42 +0,142 4,17 £ 0,99

QF9 5,79+0,43° 1,95+0,372 3,84 + 0,57
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Figura 2.10. Fagos ordenados en forma creciente segun su sensibilidad fagica, de

M13-G1b

acuerdo a kr en color rojo (efecto fotocatalitico + fotoquimico en conjunto) o a kpn en
color turquesa (efecto exclusivamente fotocatalitico).

Al realizar el analisis estadistico comparando kry Kknpn para cada fago (Tabla 2.4)
se puede observar que todos, a excepcion del fago LDG, presentaron diferencias
significativas (p < 0,05). Como se mencion6 previamente, para estos experimentos, Knpn
representé el efecto fotoquimico. Por lo tanto, esto indica que la fotocatélisis (pintura +
radiacion) tiene un efecto significativo en la inactivacion de los fagos, a excepcién del
fago LDG. Para este ultimo fago, no se observaron diferencias significativas entre kry
Knpn, pOr lo que se podria concluir que el efecto fotoquimico representa la principal fuente
de inactivacion en presencia de pintura y radiacién (Tabla 2.4).
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2.3.5. Calculo de las eficiencias de inactivacion fotocatalitica

Con el objetivo de comparar distintas estrategias de inactivacion fotocatalitica,
resulta de interés estimar las eficiencias de inactivacion para cada fago, que relacionan
la velocidad de inactivacion fagica con el flujo de radiacién incidente (eficiencia foténica)
o absorbido por el catalizador (eficiencia cuantica). Estos parametros son utiles al
momento de realizar una comparacion con otros tratamientos de inactivacion
fotocataliticos que utilizan otras configuraciones del dispositivo, con diferentes fuentes
de radiacion y con diferentes materiales fotoactivos.

Basandonos en las ecuaciones descriptas en la Seccion 2.2.7.2 y con los datos
obtenidos de los resultados ajustados en la Tabla 2.2, las eficiencias de inactivacion
fotocatalitica fotonica y cuantica fueron calculadas para los dieciséis fagos estudiados
(Tabla 2.5). Se observa que las mayores eficiencias correspondieron al fago QF9
(4,06x10'? UFP/Einstein para la eficiencia foténica y 9,17x10'2 UFP/Einstein para
eficiencia cuantica), mientras que las eficiencias mas bajas fueron evidenciadas para el
fago Cb1/204 (3,00x10° UFP/Einstein para eficiencia fotdnica y 6,00x10° UFP/Einstein
para eficiencia cuantica). Como se puede observar, estos resultados no se
corresponden con aquellos obtenidos a través de las constantes de inactivacion, los
cuales indicaban que el fago 892-LB fue el méas sensible y el fago LDG el mas resistente.
Sin embargo, se puede observar en la Tabla 2.4 que el fago QF9 también mostré un
valor alto de k7 (5,79 1/h), lo que nos indica una marcada sensibilidad por parte de dicho
fago y podria explicar su elevada eficiencia de inactivacion. En cambio, el fago Cb1/204
pertenece al grupo de valores intermedios de kr (1,51 1/h), lejano del valor
correspondiente al fago LDG, el mas resistente (0,3 1/h). Esto puede ser explicado
analizando los distintos valores del parametro Pyobtenidos para los diversos fagos. La
concentracion fagica inicial (Py) es utilizada en la Ecuacion (2.11) para calcular la
velocidad de inactivacion fagica promedio, que luego permite calcular las eficiencias de
inactivacion (Ecuaciones 2.9 y 2.10). Experimentalmente, el valor de P, cambia para los
fagos estudiados, debido a cuestiones relacionadas a la técnica microbiologica de
titulacion en si, pero principalmente a la imposibilidad de alcanzar titulos similares para
todos los fagos luego de su propagacién. En particular, algunos fagos no pudieron
alcanzar titulos elevados cuando fueron propagados mientras que otros si lo lograron.
Ademéds, hay que considerar la pérdida de infectividad que sufrieron algunos fagos
debido al proceso de deposicion y secado, que se menciond previamente. Por esta
razén, las concentraciones iniciales de fagos durante los ensayos de inactivacion
variaron en un amplio rango entre 10° y 10” UFP/mI dependiendo el fago, y esto influye
directamente en el célculo de las eficiencias de inactivacién y las conclusiones derivadas

a partir del analisis de los valores obtenidos.
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Al realizar el andlisis estadistico para los valores de Py regresionados de los
distintos fagos, se observé que existian diferencias significativas con un 95 % de nivel
de confianza (Tabla 2.2). Como el valor de Py esta involucrado en el célculo de las
eficiencias (Ecuaciones 2.9 y 2.10), seria adecuado comparar Unicamente las
eficiencias entre los fagos que no presentaron diferencias significativas en sus valores

de Py, de modo que este valor no introduzca diferencias en el calculo de las eficiencias.

Tabla 2.5. Eficiencias de inactivacion fotonica y cuéntica de los dieciséis fagos testeados
en presencia de pintura fotocatalitica y radiacion visible.

Fago npen x 1072 [UFP/Einstein] Nqu x 1072 [UFP/Einstein]
009-ML 0,012 0,026
832-B1 0,010 0,022
892-LB 0,015 0,034

BYM 0,028 0,064
Ch1/204 0,003 0,006

Ibs 0,003 0,007

J-1 2,617 5,904
MLC-A 0,365 0,823
ATCC 8014-B1 0,261 0,589
M1-G1b 0,355 0,800
M13-G1b 0,297 0,669

0BJ 0,374 0,843

Ln-9 0,156 0,352

LDG 0,138 0,311

CHD 1,570 3,541

QF9 4,063 9,167

2.3.6. Ensayos de inactivacion fagica variando condiciones ambientales y
fuentes de radiacién

2.3.6.1. Influencia de humedad relativa del ambiente

Como se menciond anteriormente, los fagos J-1 y M13-G1b fueron
seleccionados para estudiar la influencia de diversas condiciones sobre las tasas de
reduccion fagica utilizando la pintura fotocatalitica, debido a sus tasas de inactivacion
de valor intermedio evidenciadas por los mismos al ser ensayados junto al resto de los
dieciséis fagos, en condiciones de 80 % HR y 100 % de radiacion. Ademas, a través del
andlisis estadistico que se muestra en la Tabla 2.2, se puede observar que los fagos J-
1y M13-G1b presentaron diferencias significativas en sus valores de kr, con un 95 %
de nivel de confianza.

Se investigd la inactivacion de los fagos mencionados ensayando distintos
niveles de humedad relativa (30, 50 y 80 %), con un 100 % de radiacién visible incidente.
Se tomaron muestras a distintos tiempos, determinando el titulo. Luego, considerando
el titulo del ultimo punto testeado, el titulo inicial y el tiempo total de muestreo, se calcul6
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la tasa de reduccién fagica (6rdenes log/h) que se presenta en la Figura 2.11. Como
puede observarse la mayor tasa de reduccion en el titulo fagico se obtuvo trabajando
con el mayor nivel de humedad relativa (80 %), siendo 1,48 érdenes log/h para el fago
J-1y 0,92 érdenes log/h para el fago M13-G1b. Para un nivel de 50 % HR, la tasa de
reduccion de los titulos fue menor que para una humedad del 80 %, esto es 0,28 érdenes
log/h para el fago J-1 y 0,29 6rdenes log/h para M13-G1b. Finalmente, trabajando con
el menor nivel de humedad relativa (30 %) se obtuvo la menor tasa de reduccién fagica,
siendo de 0,14 6rdenes log/h para ambos fagos. En este caso, sin embargo, la reduccion
en la tasa de inactivacion comparada a la obtenida con 50 % HR fue menos pronunciada
que cuando la humedad relativa disminuyé de 80 a 50 %. Es decir que, a medida que la
humedad relativa del ambiente aumentd, la tasa de reduccion fagica [6rdenes log/h] se
increment6 también, especialmente para los valores elevados de humedad relativa

testeados.
4 Recubiertas M Sin recubrir
1.8
1.6 d
g 14 /
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S d
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Figura 2.11. Tasas de reduccion fagica [6rdenes log/h] obtenidas para los fagos J-1y
M13-G1b en presencia de radiacion visible y placas sin recubrir (barras sélidas) o
recubiertas con pintura fotocatalitica (barras rayadas), variando la humedad relativa
(HR, 30 —80 %), bajo 100 % de radiacion. Letras distintas en un mismo recuadro indican

diferencias significativas (p < 0,05).

Se observaron resultados similares cuando los fagos fueron testeados sobre
placas sin recubrir con la pintura en presencia de 100 % de flujo de radiacién visible y
variando la humedad relativa en los tres niveles mencionados. De manera similar, a
medida que la humedad relativa disminuyd, la velocidad de inactivacién fagica fue
también menor. En este caso, trabajando con el maximo nivel de humedad relativa,
ambos fagos alcanzaron su mayor tasa de reduccién fagica, esto es 0,62 6rdenes log/h
(fago J-1) y 0,46 6rdenes log/h (fago M13-G1b). Por el contrario, a una humedad relativa
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del 30 %, los fagos presentaron su menor tasa de reduccion, siendo de 0,12 6rdenes
log/h para ambos fagos. Finalmente, cuando el nivel de humedad relativa fue del 50 %,
se observo una tasa de reduccion de la infectividad fagica intermedia, con valores de
0,13 o6rdenes log/h para el fago J-1y 0,16 6rdenes log/h para M13-G1b.

Como se expuso anteriormente en la Seccion 2.3.3, no se observo pérdida en la
infectividad para ninguno de los dos fagos cuando los mismos fueron ensayados sobre
placas recubiertas con la pintura en ausencia de radiacion (Control ii) ni en ausencia de
pintura y radiaciéon (Control iii) (0 % R, 80 % HR). Esto demuestra que no se produce
inactivacién fagica si no hay fuente de radiacion en el sistema estudiado e indicando
también que las reducciones en los titulos observados en ausencia de pintura y
presencia de radiacion (Control i) corresponden, como ya se menciond, a un proceso
fotoquimico.

El analisis estadistico que se muestra en la Figura 2.11, realizado para cada fago
de manera individual en todas las condiciones, demostré diferencias significativas entre
todos los niveles de humedad relativa ensayados en el proceso fotocatalitico con un 95
% de nivel de confianza para ambos fagos. Por el contrario, no se observaron diferencias
significativas entre los niveles 50 y 30 % HR para el proceso fotoquimico, con un 95 %
de nivel de confianza. Mas aun, se observaron diferencias significativas entre los
procesos fotoquimico y fotocatalitico a humedades relativas de 80 y 50 %, considerando
un p < 0,05, a diferencia de la HR de 30 %, analizando las distintas condiciones para
cada fago por separado. Estos resultados indican que la humedad relativa es un factor
significativo en la tasa de reduccion fagica, tanto fotoquimica como fotocatalitica,
principalmente a valores de humedad relativa elevados.

Comparando ambos fagos entre si, se puede observar que, trabajando al mayor
nivel de humedad relativa, la tasa de reduccion del fago J-1 fue mayor que la del fago
M13-G1b, tanto en presencia como ausencia de pinturas, o que nos indicaria una mayor
sensibilidad del fago J-1. Al analizar el siguiente nivel de humedad relativa (50 %), tanto
en presencia como en ausencia de pinturas, la tendencia se revierte y el fago M13-G1b
fue el que present6 tasas de reduccion ligeramente mayores. Finalmente, al analizar el
menor nivel de humedad relativa ensayado (30 %) se observaron tasas de reduccién
similares para ambos fagos. Por lo tanto, a humedades relativas bajas los fagos
practicamente no presentaron diferencias en sus tasas de reduccién, y la sensibilidad
del fago J-1 en presencia de la pintura fotocatalitica, aument6 con la humedad relativa
del ambiente, comparada con la del fago M13-G1b.
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2.3.6.2. Influencia del flujo de radiacion

Se estudio la inactivacion fagica utilizando radiacién visible en presencia y
ausencia de pintura fotocatalitica, evaluando diferentes flujos de radiacion (18, 56 y 100
%) y con 80 % de HR, realizando el mismo analisis de los resultados que para la seccién
anterior. En la Figura 2.4 se observa la transmitancia a distintas longitudes de onda para
los diferentes filtros empleados, mediante los cuales se logré variar el flujo de radiacion
que llega a la placa donde la suspensién fagica esta depositada. La tasa de reduccion
fagica para los distintos flujos es presentada en la Figura 2.12. Segun lo esperado,
ambos fagos alcanzaron su mayor tasa de reduccion (1,48 6rdenes log/h para el fago J-
1y 0,92 érdenes log/h para el fago M13-G1b) al trabajar con el mayor nivel de radiacion
ensayado (100 %). Por el contrario, al evaluar el nivel de radiacion mas bajo (18 %), los
fagos alcanzaron su menor tasa de reduccion, siendo 0,80 6rdenes log/h para el fago J-
1y 0,55 o6rdenes log/h para M13-G1b. En presencia de un nivel de radiacion del 56 %,
se obtuvo una tasa intermedia que result6 de 0,84 érdenes log/h para el fago J-1 y de
0,64 érdenes log/h para M13-G1b.

# Recubiertas MW Sin recubrir

1.8

I J-1 M13-G1b

1.4
1.2

0.8 b
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Tasa de reduccion fagica
(6rdenes log/h)

=
— O
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100%R  56%R 18%R 100%R  56%R 18%R

Figura 2.12. Tasas de reduccion fagica [6rdenes log/h] obtenidas para los fagos J-1y
M13-G1b en presencia de radiacion visible y placas sin recubrir (barras sélidas) o
recubiertas con pintura fotocatalitica (barras rayadas), variando el flujo de radiacién
incidente (R, 18 — 100 %) a 80 % HR. Letras distintas en un mismo recuadro indican

diferencias significativas (p < 0,05).

Un comportamiento similar se observé cuando los fagos fueron depositados
sobre placas sin recubrir con la pintura y en presencia de los diversos flujos de radiacién
antes mencionados. En este sentido, a medida que el flujo de radiacién disminuyo, la

tasa de reduccion fagica fue también menor. Cuando se trabaj6é con el minimo flujo de
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radiacion (18 %), se alcanzaron tasas de 0,31 6rdenes log/h para el fago J-1 y de 0,08
ordenes log/h para M13-G1b. Por el contrario, un flujo de radiacioén del 100 % condujo
a las mayores tasas de reduccién fagica, siendo las mismas de 0,62 6rdenes log/h para
el fago J-1y 0,46 érdenes log/h para M13-G1b. Finalmente, cuando el nivel de radiacién
fue del 56 %, se observé una tasa intermedia, de 0,38 érdenes log/h para el fago J-1y
de 0,28 érdenes log/h para M13-G1b.

Se puede observar que, en todas las condiciones de flujo testeadas, el fago J-1
presentd una tasa de reduccién fagica mayor a la del fago M13-G1b, tanto en presencia
como ausencia de pinturas. Esto nos indicaria una mayor sensibilidad por parte del fago
J-1 al compararlo con el fago M13-G1b.

A partir de la Figura 2.12, se puede observar que el fago J-1 presenté diferencias
significativas entre el nivel de 100 % de radiacién y los dos niveles restantes al analizar
las tasas de reduccién fagica obtenidas a partir de los ensayos en presencia de pintura
fotocatalitica (barras rayadas), con un 95 % de nivel de confianza. Lo mismo se observé
para los resultados del Control i (radiacion en ausencia de pintura, barras soélidas), ya
que se observaron diferencias significativas en el nivel de 100 % de radiacién al
compararlo con los resultados de 56 y 18 % de radiacién. Esto nos indica que para el
fago J-1 el efecto del flujo de radiacion es significativo al aumentar desde un flujo
intermedio a alto, tanto para los ensayos con pintura fotocatalitica como para los del
Control i, no siendo asi, en ninguno de los dos ensayos, al pasar de flujos de radiacion
bajos a intermedios.

Por otro lado, el fago M13-G1b presento diferencias significativas (p < 0,05) en
las tasas de reduccion fagica para todos los niveles de radiacién estudiados, tanto para
los ensayos con pintura fotocatalitica (barras rayadas) como para los ensayos del
Control i (radiacién sin pintura fotocatalitica, barras sdlidas). Estos resultados nos
muestran nuevamente el comportamiento fago-dependiente, ya que para el fago M13-
G1b el efecto del flujo de radiacién es significativo en todos los niveles de radiacion
estudiados, con un 95 % de nivel de confianza.

Finalmente, se observaron diferencias significativas con un 95 % de nivel de
confianza para ambos fagos al comparar las tasas de reduccion fagica obtenidas en
presencia y ausencia de la pintura fotocatalitica para un mismo nivel de radiacion, en
todos los niveles testeados. Esto resalta la mejora obtenida en la inactivacién fagica en
presencia de la pintura fotocatalitica, al compararla con los ensayos de radiacion sin
pintura.

Estos resultados indican que el flujo de radiacion es un factor significativo en la
tasa de reduccion fagica, tanto fotoquimica como fotocatalitica, con mayor influencia en

los niveles altos de radiacién para el fago J-1.
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2.3.6.3. Influencia de la fuente de radiacién

Los fagos J-1 y M13-G1b fueron depositados sobre placas recubiertas con
pintura y sometidos a radiacién UV-A (1 = 340 — 400 nm) y se calcularon las tasas de
reduccién fagica.

Posteriormente se calcularon las constantes de inactivacién y las eficiencias de
inactivacion foténica y cuantica obtenidas trabajando en estas condiciones a fin de
compararlas con las calculadas previamente en presencia de radiacion visible (1 = 360
— 720 nm), con el objetivo de conocer la influencia de diversas fuentes de radiacién en
la inactivacién fotocatalitica de los fagos. La distribucion espectral de emision de las
lamparas fluorescentes y UV-A se muestran en la Figura 2.4 y los flujos de radiacion se
reportan en la Seccién 2.3.2.

Como se puede observar en la Tabla 2.6, las tasas de reduccién fagica obtenidas
para ambos fagos trabajando en presencia de pinturas y radiacidén resultaron mayores
en presencia de radiacion UV-A, siendo de 2,51 y 1,99 érdenes log/h para los fagos J-1
y M13-G1b, respectivamente, mientras que dichas tasas bajo radiacion visible tomaron
valores de 1,48 y 0,92 6rdenes log/h para los fagos J-1 y M13-G1b, respectivamente.
Esto nos indica que las reducciones en la infectividad en presencia de radiacién UV-A
fueron 1,70 (fago J-1) y 2,16 veces (fago M13-G1b) mayores a las obtenidas en
presencia de radiacién visible.

Al realizar el analisis estadistico para comparar las tasas de reduccion fagica
logradas en los ensayos con placas recubiertas con las distintas fuentes de radiacién y
100 % R, se observaron diferencias significativas entre las dos fuentes de radiacion para
ambos fagos, con un 95 % de nivel de confianza (Tabla 2.6).

Para ambos fagos, las constantes de inactivacion aparente calculadas con la
fuente de radiacion UV-A (5,37 1/h para el fago J-1 y 4,92 1/h para el fago M13-G1b)
fueron mayores que las obtenidas para la radiacién tipica de ambientes interiores (VIS,
A =360 — 720 nm) (3,30 1/h para el fago J-1 y 2,11 1/h para el fago M13-G1b), en
concordancia con lo observado analizando las tasas de reduccion fagica. Como se
explico anteriormente, un mayor valor de la constante aparente de inactivacién indica
una mayor reduccién logaritmica por unidad de tiempo. Por lo que, para ambos fagos,
se observd una inactivacion fagica mas rapida, empleando las pinturas bajo radiacion
UV-A. Para el fago J-1, el valor de kr obtenido en presencia de radiacién UV-A fue 1,63
veces mayor que el obtenido al trabajar con radiacion visible, mientras que para el fago
M13-G1b, el valor de krobtenido en presencia de radiacién UV-A fue 2,33 veces mayor
que el obtenido al trabajar con radiacién visible.
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Tabla 2.6. Tasas de reduccién fagica, titulos iniciales, constantes de inactivacion,
eficiencias de inactivacion fotocatalitica foténica y cuantica calculadas para las placas
recubiertas con pintura bajo fuentes de radiacion UV-A y VIS, para los fagos J-1y M13-
G1b (HR =80 %, R = 100 %). Letras distintas en una misma fila de tasa de reduccion
fagica indican diferencias significativas (p < 0,05).

UV-A VIS
Tasa[%‘i;ee:::f('g/‘hf]ag'ca 2519400122  1482+0,014"
P, [UFP/ml] 1,05 x 107 1,07 = 108
iy Kk [1/h] 5,37 + 0,85 3,30 + 0,26
R2 0,97 0,99
1,1 [UFP/Einstein] 8,03 x 10™2 262 x 102
14y [UFP/Einstein] 1,19 x 1013 5,90 x 10"
Tasa de reduccion fagica a
[6rdenes log/h] 1,992 + 0,046 0,924 + 0,047 ©
2 P, [UFP/mI] 5,30 x 10° 1,62 x 107
g kr[1/h] 4,92 +0,10 211+0,17
z R2 0,95 0,99
1,1 [UFP/Einstein] 4,05 x 102 2.97 x 10"
114 [UFP/Einstein] 6,03 x 1012 6,69 x 10

Este comportamiento puede explicarse considerando que la fraccion de
radiacion absorbida por el TiO>. es mayor en el rango de longitud de onda
correspondiente al UV-A (1 = 340 — 400 nm, Figura 2.4) generando una mayor cantidad
de cargas en la superficie del semiconductor y aumentando su poder oxidante. Esto nos
indica que, al utilizar las pinturas bajo radiacion UV-A, la inactivacion fagica serd mayor
(reduccidn logaritmica mayor) y mas rapida (mayor Kr).

Analizando los parametros de la Tabla 2.6 (kry reducciones) se observa que, al
cambiar la fuente de radiacién a UV-A, el fago J-1 continda presentando la mayor
sensibilidad al tratamiento con pintura fotocatalitica y radiacion al compararlo con el fago
M13-G1b.

Cuando se compararon las eficiencias para ambos sistemas de iluminacién, se
pudo observar que las eficiencias fotonicas obtenidas trabajando con radiacién UV-A
fueron 8,03 x 10 y 4,05 x 10' UFP/Einstein para los fagos J-1 y M13-G1b
respectivamente, mientras que dichas eficiencias bajo radiacion visible fueron de 2,62 x
102y 2,97 x 10"" UFP/Einstein para los fagos J-1 y M13-G1b, respectivamente. Esto
nos indica que las eficiencias fotonicas obtenidas trabajando con radiacién UV-A fueron
3,06 (J-1) y 13,64 (M13-G1b) veces mayores que aquellas calculadas con la radiacion
tipica de ambientes interiores. Por otro lado, las eficiencias cuanticas obtenidas bajo
radiacion UV-A fueron 1,19 x 10'® y 6,03 x 10'2 UFP/Einstein para los fagos J-1 y M13-
G1b respectivamente, mientras que dichas eficiencias bajo radiacion visible fueron de
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5,90 x 10"y 6,69 x 10" UFP/Einstein para los fagos J-1 y M13-G1b, respectivamente.
En este caso, trabajando con radiacién UV-A fueron 2,02 (J-1) y 9,01 (M13-G1b) veces
mayores que aquellas calculadas bajo radiacion visible (Tabla 2.6).

Al igual que en las experiencias anteriores, se realizaron los ensayos del Control
i, ya que los Controles ii y iii al ser en oscuridad no provocarian pérdida de infectividad,
de acuerdo a los resultados obtenidos y discutidos anteriormente. La Tabla 2.7 muestra
los resultados obtenidos para el Control i, empleando ambas fuentes de radiacidén en
ausencia de pinturas. En este caso se observa que las tasas de reduccion obtenidas
para ambos fagos resultaron mayores en presencia de radiacion UV-A, siendo de 1,15
y 1,07 érdenes log/h para los fagos J-1 y M13-G1b, respectivamente, mientras que
dichas tasas bajo radiacién visible tomaron valores de 0,60 y 0,46 6rdenes log/h para
los fagos J-1 y M13-G1b, respectivamente. Esto nos indica que las reducciones en la
infectividad en presencia de radiacion UV-A fueron 1,92 (fago J-1) y 2,33 veces (fago
M13-G1b) mayores a las obtenidas en presencia de radiacion visible.

Los andlisis estadisticos para los ensayos con radiacién sin pintura (Control i)
arrojaron las mismas conclusiones que para los ensayos fotocataliticos, ya que se
observaron diferencias significativas entre las tasas de reduccién fagica obtenidas con
las distintas fuentes de radiacion, para cada fago por separado, con un 95 % de nivel de
confianza (Tabla 2.7).

Tabla 2.7. Tasas de reduccion fagica, titulos iniciales y constantes de inactivacion para
placas sin recubrir bajo fuentes de radiacién UV-A 'y VIS, para los fagos J-1 y M13-G1b
(HR = 80 %, R = 100 %). Letras distintas en una misma fila de tasa reduccién fagica
indican diferencias significativas (p < 0,05).

UV-A VIS
Tasa de reduccion fagica a b
[6rdenes log/h] 1,145 + 0,035 0,600 £ 0,028
iy P, [UFP/mI] 1,05 x 107 1,07 x 108
kr[1/h] 2,561 £ 0,011 1,44 +0,12
R? 0,96 0,99
Tasa de reduccion fagica a b
g [6rdenes log/h] 1,065 + 0,035 0,4550 + 0,0071
s P, [UFP/mI] 5,30 x 108 1,62 x 10’
= kr[1/h] 2,540 £ 0,020 1,058 + 0,085
R? 0,99 0,99

Para ambos fagos, las constantes de inactivacion aparente calculadas con la
fuente de radiacién UV-A (2,56 1/h para el fago J-1 y 2,54 1/h para el fago M13-G1b)
fueron mayores que las obtenidas para la radiacion tipica de ambientes interiores (VIS,
A =360 — 720 nm) (1,44 1/h para el fago J-1 y 1,058 1/h para el fago M13-G1b), en
concordancia con lo observado analizando las tasas de reduccion fagica. Al igual que
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en presencia de pintura fotocatalitica, se observd una inactivacién fagica més rapida
bajo radiacién UV-A para ambos fagos. Para el fago J-1, el valor de kr obtenido en
presencia de radiacién UV-A fue 1,77 veces mayor que el obtenido al trabajar con
radiacion visible, mientras que para el fago M13-G1b, el valor de kr obtenido en
presencia de radiacién UV-A fue 2,40 veces mayor que el obtenido al trabajar con
radiacion visible.

EnlaTabla 2.7, a diferencia de la Tabla 2.6, no se presentan valores de eficiencia
fotocatalitica foténica ni cuantica, ya que los ensayos del Control i se realizaron sobre
placas sin recubrir, es decir que no hay presencia de catalizador para el cual calcular
dichas eficiencias.

2.3.7. Modelo cinético empirico

Los datos experimentales obtenidos para los fagos J-1 y M13-G1b trabajando
con diversas condiciones ambientales fueron ajustados con el modelo cinético
propuesto en la Ecuacidn (2.22), el cual considera el efecto de la humedad relativa y del
flujo de radiacion incidente en la inactivacion fagica. La Tabla 2.8 muestra los
parametros del modelo cinético ajustados con un método de regresion no lineal para
ambos fagos ensayados bajo radiacién visible, para placas cubiertas y sin recubrir con
la pintura.

El parametro cinético ks es una constante de proporcionalidad pre-potencial, con
unidades de [cm?*? s¥2 Einstein™? h™'], mientras que el parametro cinético k- representa
el orden de la velocidad de reaccion, teniendo en cuenta el flujo de radiacién incidente.
Los valores reportados de estos parametros se muestran en la Tabla 2.8. Se puede
observar que, trabajando con placas recubiertas, el orden de reaccién para ambos fagos

fue similar y significativamente menor a 1.

Tabla 2.8. Parametros cinéticos estimados a partir del ajuste de un modelo empirico a
los datos experimentales, mediante la minimizacion del error cuadratico medio (RMSE),
para ensayos realizados con placas sin recubrir y recubiertas con pintura fotocatalitica
bajo radiacion visible, para ambos fagos.

J-1 M13-G1b
r ecsl:rt‘)rir Recubiertas rec?t:rtl)rir Recubiertas
ki [cm?¥2 s®Einstein**h'] 3,52 x 10* 271 x10* 233 x10" 3,74 x 10"
k2 [-] 0,36 0,33 0,82 0,27
ks [mol cm™] 277 x 108 200 x 10° 2,77 x 10 1,31 x 102
ks [cmmol] 2,47 x 10° 3,95 x 10° 2,30 x 10° 294 x 10°
RMSE [%] 1,90 6,12 2,59 3,16
Total RMSE [%] 4,43 2,98
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Analizando los otros parametros del modelo, ks representa el punto medio y k4 la
pendiente de la curva de la funcién logistica que considera el efecto de la concentracién
de agua en el ambiente. Para todas las situaciones, el orden de magnitud de estos
parametros result6 similar. Sin embargo, al entrar en juego el proceso fotocatalitico, k4
fue mayor para ambos fagos, lo que indicaria que, si bien la tasa de inactivacion
aument6 para ambos fagos cuando se increment6 la humedad relativa, este aumento
fue mayor en los ensayos con las placas recubiertas con pintura fotocatalitica.

Los valores de RMSE fueron calculados y analizados para verificar la bondad del
ajuste del modelo propuesto y son reportados en la Tabla 2.8. Se observé un buen ajuste
entre los datos experimentales y las predicciones del modelo para placas sin recubrir y
recubiertas, alcanzando valores promedios de RMSE para todas las condiciones
ensayadas de 4,43 % para el fago J-1y 2,98 % para el fago M13-G1b.

Una vez que el modelo cinético fue ajustado a los datos experimentales, ambos
comportamientos fueron graficados para mostrar el ajuste de manera visual. La Figura
2.13 muestra la concentracién del fago J-1 como funcién del tiempo (log(P) vs. tiempo,
con P en [UFP/mI]), para ensayos con placas recubiertas con la pintura (simbolos
rellenos) y sin recubrir (simbolos vacios); variando el flujo de radiacion visible incidente
(80 % HR, grafica A) y la humedad relativa (100 % flujo de radiacion, grafica B), junto a
la prediccion del modelo cinético propuesto (lineas continuas para los ensayos
fotocataliticos y punteadas para los ensayos fotoquimicos). De la misma manera, la
Figura 2.14 muestra la concentracién del fago M13-G1b como funcién del tiempo y su
ajuste con el modelo cinético, variando el flujo de radiacién visible incidente (80 % HR,
grafica A) y la humedad relativa (100 % flujo de radiacioén, gréfica B). En estas figuras
se puede observar el muy buen ajuste del modelo cinético propuesto a los datos
experimentales de ambos fagos estudiados. Esto resulta prometedor, ya que el modelo
propuesto permitiria predecir la inactivacion fagica en diversas condiciones, como asi
también optimizar y escalar el proceso, facilitando un disefio mas eficiente del

tratamiento de inactivacion fagica.
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Figura 2.13. Concentracién del fago J-1 en funcion del tiempo (log(P) vs. tiempo, con P
en [UFP/mI], simbolos), ajustando con el modelo cinético propuesto (lineas), para
ensayos con placas recubiertas con la pintura fotocatalitica (simbolos rellenos, linea
continua) y sin recubrir (simbolos vacios, linea punteada); variando: A) el flujo de
radiacion visible incidente (80 % HR) y la B) humedad relativa (100 % R).
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Figura 2.14. Concentracion del fago M13-G1b en funcién del tiempo (log(P) vs. tiempo,
con Pen [UFP/mI], simbolos), ajustando con el modelo cinético propuesto (lineas), para
ensayos con placas recubiertas con la pintura fotocatalitica (simbolos rellenos, linea
continua) y sin recubrir (simbolos vacios, linea punteada); variando: A) el flujo de
radiacion visible incidente (80 % HR) y B) la humedad relativa (100 % R).
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2.4. Discusion

Se estudié la inactivacion de dieciséis fagos de bacterias lacticas mediante la
aplicacion de una pintura fotocatalitica formulada en el INTEC con diéxido de titanio
anatasa dopado con carbono como catalizador y sometida a radiacion visible (1 = 360 —
720 nm), tipica de ambientes interiores, durante un tiempo total de 20 h. A partir de los
resultados obtenidos, se calcularon las tasas de reduccion fagica para cada fago segun
el tratamiento aplicado, asi como también las constantes de inactivacion y las eficiencias
fotocataliticas de inactivacién fotdnicas y cuanticas, tanto en los ensayos fotocataliticos
(pintura + radiaciéon) como en el ensayo conducido en presencia de radiacién y ausencia
de pintura (Control i).

En primer lugar, hay que considerar que los titulos iniciales al comienzo del
experimento para los fagos 832-B1, 892-LB, 009-ML, BYM, Ibs y Cb1/204 resultaron
bajos (entre 3,1 x 10* y 3,8 x 10° UFP/ml), debido que no fue posible alcanzar altas
concentraciones virales durante su propagacion, a la diluciéon decimal realizada en agua
destilada para remover los compuestos organicos que podrian interferir con el proceso
de inactivacién y a la pérdida de infectividad evidenciada a causa del proceso de
deposicion y secado. En concordancia con estos resultados, Hudson et al. (2009)
reportaron pérdida en la infectividad de hasta 1 orden log al depositar y secar virus
humanos tales como Adenovirus, Influenza y el virus del Herpes.

Cuando los fagos de bacterias lacticas fueron tratados con la pintura en
presencia de radiacién se observaron tasas de reduccién fagica variables entre 0,12 y
3,03 érdenes log/h. En particular, se observd que las tasas obtenidas en los ensayos
del Control i representaron aproximadamente el 50 % de las reducciones fagicas
alcanzadas en presencia de pintura y radiacion para los fagos J-1, M13-G1b y ATCC
8014-B1. Debido a que no se observd variacion en la concentracion fagica al realizar los
ensayos Control ii y Control iii, se puede concluir que el ensayo Control i en realidad
seria un control fotoquimico, donde el Unico factor presente en estos ensayos que
induce la inactivacion fagica es la radiacién. Teniendo en cuenta estos resultados, seria
esperable que los fagos presentes en superficies pierdan naturalmente parte de su
infectividad en distintos niveles (por el comportamiento fago-dependiente) debido
exclusivamente a la presencia de la radiacion proveniente del sistema de iluminacion
propio de la planta, aunque este proceso posiblemente pueda demandar tiempos
elevados. Este efecto fue aun mas evidente para los fagos MLC-A y LDG ya que la
reduccion obtenida en la infectividad de ambos fagos durante los ensayos del Control i
representé mas del 70 y 90 %, respectivamente, de la reduccidn total obtenida en

presencia de pintura. Esto indica que la inactivacion de estos dos fagos se produciria
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mayormente debido a la radiacién en un proceso fotoquimico, siendo menor el efecto a
causa de a la fotocatalisis (radiacion con pintura fotocatalitica). Las tasas de reduccion
de estos dos fagos y del fago ATCC 8014-B1 fueron las menores entre los dieciséis
fagos estudiados cuando se aplico la pintura en presencia de radiacién, por lo cual estos
tres fagos podrian demostrar mayor resistencia frente a condiciones ambientales y
persistir en el ambiente por periodos mayores de tiempo.

2.4.1. Comparacion con otras tecnologias

En trabajos previos del grupo se ha estudiado la inactivacién de algunos de los
fagos estudiados en la presente tesis, bajo distintas tecnologias de inactivacion.
Analizando estos resultados, es posible comparar los distintos parametros relativos a la
inactivacion para concluir cuales serian las tecnologias mas adecuadas para la
inactivacion fagica. Para ello, en primer lugar, es necesario interpretar estos parametros.

En primer lugar, la constante de inactivacién aparente (k) es un parametro
intrinseco de la inactivacién, ya que no depende del tiempo de tratamiento ni de la
concentracion inicial del fago. Por otro lado, la constante si depende del fago a inactivar,
de la humedad relativa y del flujo de radiacién, como se observé a partir del modelo
propuesto en la Seccién 2.2.8.3 (Ecuacion 2.22).

En cuanto a las tasas de reduccién fagica, este pardmetro nos indica la relacién
entre la reduccion en 6rdenes log entre el punto inicial y el ultimo punto de la curva de
inactivacion y el periodo de tiempo en el cual se alcanzé dicha reduccién. Este
parametro deberia ser similar a la constante de inactivacién, ya que se calculan de forma
semejante, pero para calcular las tasas de reduccion fagica solamente se emplean dos
puntos experimentales (puntos inicial y final de la curva de inactivacién), por lo que este
parametro presenta errores asociados a la sensibilidad del método analitico, mientras
que las constantes de inactivacion se obtienen ajustando la cinética de muchos puntos
y presentan un error menor.

Por otro lado, el tsgs es un parametro que representa el tiempo necesario para
reducir la infectividad del fago en un 99 % (2 6rdenes log). Por lo tanto, se calcula a
partir de la primera porcion de la curva de inactivaciéon. Como no se posee una gran
cantidad de puntos experimentales en esta zona, puede presentar un cierto error. Por
definicidn, este parametro deberia presentar un comportamiento inverso al de k, ya que,
frente a una mayor tasa de inactivacidén, el tiempo necesario para alcanzar una
determinada reduccion logaritmica serd menor.

Finalmente, las eficiencias son un pardmetro util para comparar con otros
sistemas, por ejemplo, en casos con distinto flujo de radiacion (eficiencia fotonica) o
materiales fotocataliticos con distintas absorbancias (eficiencia cuantica). Al ser
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calculado a partir de una velocidad aparente de inactivacion, es altamente sensible a la
concentracion fagica inicial ya que, a mayor concentracion inicial, la velocidad aumenta.

Teniendo en cuenta estas interpretaciones y consideraciones de los parametros
calculados en el presente capitulo, se procede a comparar los resultados obtenidos en
la presente tesis con distintas tecnologias de inactivacion.

Seis de los dieciséis fagos involucrados en esta tesis (832-B1, J-1, MLC-A, 0BJ,
CHD y QF9) fueron previamente estudiados aplicando tratamientos fotocataliticos con
TiO2 pristino y UV-A en un fotorreactor con caracteristicas similares al utilizado en este
trabajo (Briggiler Marcé et al., 2011). En el mencionado articulo, el catalizador fue
depositado por la técnica sol-gel, y la cantidad de catalizador depositado fue 0,02
mg/cm?. Ademas, las suspensiones fagicas fueron depositadas sobre placas de vidrio
borosilicato y cubiertas con otra pieza del mismo vidrio (sin recubrir), dejando un espacio
entre ellas tal que se genere un espesor similar al de las gotas provenientes de un
bioaerosol. Los ensayos se realizaron en esas condiciones a temperatura de 40 °C, con
una humedad relativa de 89,5 %, manteniéndose ambos parametros constantes durante
el experimento. Analizando los resultados del trabajo de Briggiler Marcé et al. (2011),
los autores también observaron un comportamiento fago-dependiente. Algunos fagos
se inactivaron parcialmente como en el caso de los fagos J-1 (0,061 6rdenes log/min) y
QF9 (0,042 érdenes log/min) dentro del tiempo de tratamiento, mientras que otros se
inactivaron completamente, como los fagos 832-B1 (0,032 6rdenes log/min), 0BJ (0,025
ordenes log/min) y CHD (0,024 6rdenes log/min). En particular, el fago MLC-A demostré
la mayor resistencia bajo este tratamiento ya que redujo su titulo en solo 0,014 érdenes
log/min, manteniendo su infectividad aun luego de 180 min de ensayo. Los resultados
de esta investigacion estan en linea con los resultados obtenidos en la presente tesis,
ya que el fago MLC-A fue uno de los que demostré la mayor resistencia al tratamiento
con pintura fotocatalitica. Las tasas de reduccién fagica obtenidas trabajando con
fotocatdlisis (TiO2, UV-A) son mas altas que las obtenidas con la pintura fotocatalitica
ya que con esta tecnologia se utilizé radiaciéon UV-A en lugar de radiacién visible, la cual
es una fuente de radiacion de mayor energia.

Comparando ambas tecnologias, se puede observar que la fotocatalisis pristina
(TiO2, UV-A) requeriria tiempos de tratamiento menores para alcanzar reducciones
fagicas considerables respecto a los tiempos necesarios al trabajar con la pintura
fotocatalitica (Briggiler Marco et al., 2011), dependiendo del fago. Sin embargo, debe
ser notado que el proceso fotocatalitico con TiO2 y UV-A requiere un equipamiento
especial y un consecuente aumento en el costo energético, mientras que la pintura se

depositaria sobre diversas superficies de las plantas lacteas, sin necesidad de equipos
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o lamparas especiales, ya que la inactivacion fagica se produciria in situ utilizando el
propio sistema de iluminacion de la planta.

En otro trabajo del grupo (Lloréns, 2024) también se calcularon las tasas de
reduccion fagica para los dieciséis fagos estudiados en la presente tesis, pero en
presencia de 0zono gaseoso. Los fagos fueron depositados sobre portaobjetos de vidrio
y secados en ambiente estéril, similar a lo realizado en esta tesis. Las tasas de reduccion
fagica obtenidas se encontraron entre 0,07 y 0,63 érdenes log/min, luego de ser
sometidas a un tratamiento con 0zono gaseoso (10 ppm en base volumétrica).

A fin de realizar comparaciones entre las distintas tecnologias, las tasas de
reduccién fagica obtenidas en esta tesis como 6rdenes log/h fueron convertidas a
ordenes log/min, para trabajar con las mismas unidades. A partir de este parametro es
posible observar cuan rapido se inactivarian los fagos, conociendo cuales serian las
tecnologias que produjeron las mayores o menores reducciones logaritmicas por unidad
de tiempo y asi poder estimar los tiempos necesarios para lograr igual reduccién con las
distintas tecnologias. De esta manera, las tasas de reduccién fagica en el caso de la
pintura fotocatalitica para los dieciséis fagos ensayados variaron entre 0,002 y 0,05
ordenes log/min, mientras que para el ozono dichas tasas variaron entre 0,07 y 0,63
ordenes log/min. Finalmente, para los seis fagos estudiados con fotocatalisis, las tasas
de reduccién fagica variaron entre 0,014 y 0,061 6rdenes log/min. A partir de estos
resultados, se puede observar que la pintura fotocatalitica produjo las menores tasas de
reduccion fagica, seguida por la fotocatalisis. Finalmente, con el ozono se lograron las
mayores reducciones logaritmicas por minuto. La mayor tasa de reduccion obtenida con
esta tecnologia esté relacionada al gran poder oxidante del ozono y a su alta capacidad
de penetracién. Sin embargo, el ozono presenta ciertas limitaciones a la hora de su
aplicacion, siendo la mas importante su elevada toxicidad a altas concentraciones, ya
que el contacto con el gas puede provocar problemas respiratorios, corrosion en la piel
y danos oculares, dependiendo de la concentracion del gas y del tiempo de exposicion
al mismo (Pironti et al., 2021). Por otro lado, al realizar una comparacion de costos
aproximados de ambas tecnologias, se observa que el ozono presentaria un costo
mayor, tanto de equipamiento como de funcionamiento, ya que seria necesario adquirir
un generador de 0zono, el cual funciona conectado a la red eléctrica, mientras que la
aplicacion de la pintura fotocatalitica no precisa de un equipamiento especial
(simplemente la aplicacion de la pintura en la pared y diversas superficies) y, al utilizar
la iluminacién propia de los ambientes interiores, tampoco generaria un costo de
funcionamiento eléctrico extra.

Los valores de tgs, que es el tiempo necesario para lograr la inactivacion del 99

% de las particulas fagicas, estan relacionados con la caida en la infectividad de cada
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fago y la velocidad con la que ésta se produce. Un valor de ta9 menor indicara que el
fago precisa de un tiempo mas corto para alcanzar el 99 % de inactivacion. Trabajando
con la pintura bajo radiacion visible, los valores de tg9 se encontraron en el rango entre
0,6 hy 17,9 h, siendo los fagos 892-LB, 009-ML y QF9 los que presentaron los menores
valores (0,6, 0,8 y 0,8 h) mientras que los fagos ATCC 8014-B1, MLC-A y LDG
evidenciaron los mayores valores de to9 (7,1, 7,9 y 17,9 h, respectivamente). Estos
valores pueden ser comparados con los obtenidos por Lloréns (2024) al estudiar la
inactivacion de los dieciséis fagos con ozono gaseoso. Al trabajar con este agente
oxidante, los valores de tgg fueron considerablemente menores, ya que se encontraron
entre 3,1 y 15,9 min, dependiendo el fago. Los fagos CHD y QF9 mostraron la mayor
sensibilidad para ambas tecnologias, mientras que los fagos LDG y MLC-A se ubicaron
dentro del grupo de los mas resistentes. Es decir que, si bien los fsg son muy distintos
en magnitud para estas dos tecnologias, se observa que estos 4 fagos siguen la misma
tendencia de comportamiento. Sin embargo, esto no podria generalizarse para el resto
de los fagos, ya que se encontraron diferencias en su comportamiento dependiendo de
la tecnologia aplicada.

A partir del trabajo de Briggiler Marcoé et al. (2011), también es posible comparar
los tg9 necesarios para los fagos 832-B1, J-1, MLC-A, CHD, QF9 y 0BJ, empleando
fotocatalisis como tecnologia de inactivacion. En este caso, los valores de tgg variaron
entre 35 y 180 min, mostrando un comportamiento intermedio al compararlo con la
pintura fotocatalitica y el ozono.

Comparando las tres tecnologias, se observa que la pintura fotocatalitica es la
que presenta los mayores tgg, €s decir que es la que precisa de mayores tiempos para
lograr una reduccion del 99 % en la infectividad de los fagos. Sin embargo, la pintura
fotocatalitica se aplicaria sobre paredes y diversas superficies de los ambientes
industriales y provocaria la inactivacién de los fagos a lo largo del tiempo (tecnologia
pasiva). Como el catalizador presente en la pintura estd modificado, el mismo se activa
con la iluminacién propia de los ambientes industriales, por lo que, como se explico
anteriormente, no seria necesaria la utilizacion de lamparas especiales UV como en el
caso de la fotocatélisis (Jacob et al., 2023), ni equipamientos especificos como
generadores de 0zono, que si son necesarios en el caso de la tecnologia restante.

Finalmente, considerando las regresiones realizadas para los dieciséis fagos con
la cinética de primer orden, se calcularon las eficiencias fotonicas y cuanticas. Estos
parametros también pueden ser utilizados para comparar diversas tecnologias y/o
distintos tipos y flujos de radiacion incidente.

El fotocatalizador tiene una gran habilidad en la absorcién de radiacion en el

espectro UV, por lo que se esperarian eficiencias mayores trabajando en esta region.
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Sin embargo, cuando seis de estos fagos fueron estudiados aplicando tratamientos
fotocataliticos con TiO: pristino y UV-A en un fotorreactor con caracteristicas similares
al utilizado en este trabajo (Briggiler Marcé et al., 2011), solo uno de ellos (832-B1)
presentd eficiencias mayores (2,46 x 10'° UFP/Einstein para la eficiencia fotonica y 6,99
x 10" UFP/Einstein para la eficiencia cuantica) a las obtenidas con pintura fotocatalitica
y radiacion visible. Los cinco fagos restantes (J-1, 0BJ, MLC-A, CHD y QF9) mostraron
eficiencias menores (entre 7,00 x 10° y 4,82 x 10" UFP/Einstein para eficiencias
fotonicas y entre 1,99 x 10" y 1,37 x 10'2 UFP/Einstein para eficiencias cuénticas) a las
obtenidas con la pintura fotocatalitica y radiacién tipica de ambientes interiores. Esto
puede ser explicado debido a una menor cantidad de TiO: en las placas de vidrio, ya
que para el tratamiento fotocatalitico (TiO2, UV-A), el catalizador fue depositado por la
técnica sol-gel, y la cantidad de catalizador depositado fue Uinicamente de 0,02 mg/cm?
(Briggiler Marcé et al., 2011). En el caso de la pintura estudiada en el presente trabajo,
se estimé un promedio de 0,697 = 0,075 mg/cm? de TiO: en la pintura. Esto podria
explicar las mayores eficiencias de inactivacion en presencia de la pintura fotocatalitica,
a pesar de la ausencia de radiaciéon UV-A. Por otro lado, la menor eficiencia cuantica de
la fotocatalisis podria deberse a que la velocidad promedio local superficial de absorcion
de fotones ((ea’s)Airr) de las placas con TiO2 puro presente en el denominador de la
Ecuacién (2.10) es mayor que la correspondiente a la de la pintura. Este valor de
(ea’s)Am mayor esta relacionado con la mayor fraccion de radiacion absorbida por el
TiO2 puro en el UV-A, en comparacion con la fraccion de radiacion absorbida por el TiO2
en la regién de la radiacién visible. También es importante mencionar algunas
diferencias en las metodologias utilizadas entre el presente trabajo y el realizado por
Briggiler Marco et al. (2011). Por ejemplo, en el trabajo mencionado, las suspensiones
fagicas no se dejaron secar en las placas recubiertas con TiO2, sino que fueron
depositadas simulando gotas de bioaerosoles como se explicé anteriormente y, para el
calculo de las eficiencias de inactivacion, se utilizé una tasa de inactivacion volumétrica
inicial (-dUFP/dl)0). Las condiciones de temperatura y humedad relativa dentro del
reactor también fueron distintas (40 °C y 89,5 % para fotocatélisis y 30 °C y 80 % para
la pintura). Estas pequefias variaciones en las metodologias pueden influir en gran
medida en los resultados informados, por lo cual la comparacién entre eficiencias puede
no ser del todo justa.
2.4.2. Mecanismos de inactivacién

Como se menciond previamente, al ajustar los datos con la ecuacion cinética de
primer orden (Ecuacién 2.3’), se obtuvieron las constantes de inactivacion total (k7). Los

valores de estas constantes se encontraron entre 0,3 1/h (fago LDG) y 7,56 1/h (fago
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892-LB). De manera similar, ajustando los resultados del Control i con la misma
ecuacion, se obtuvieron las constantes no fotocataliticas (k) para cada fago, cuyos
valores se encontraron en el rango entre 0 1/h (fago M1-G1b) y 1,95 1/h (fago QF9). En
este caso, estos valores estan relacionados al efecto fotoquimico, segun se explicé
previamente. Por lo tanto, valores similares de ambas constantes para el mismo fago
indican una gran contribucién del proceso fotoquimico en la inactivacion fagica, como
en el caso de los fagos LDG y MLC-A. Para estos fagos, los valores de knpn representan
el 83,3 y 69,4 % del valor de kr, respectivamente. Similar a lo explicado previamente
para las reducciones logaritmicas, esto indica que la inactivacién fagica podria deberse
principalmente a un efecto fotoquimico (s6lo por presencia de radiacién), en lugar de
uno fotocatalitico.

Para que un virus mantenga su capacidad infectiva es necesario que se conserve
la integridad tanto de su capside como de su genoma (Nuanualsuwan y Cliver, 2003;
Wigginton y Kohn, 2012), ya que resultan necesarios para el reconocimiento, unién y
formaciéon de nuevas particulas virales. Por lo tanto, un dafio en alguno de estos
componentes implicaria una pérdida en la infectividad de los virus. Asimismo, la
susceptibilidad del virus a los distintos desinfectantes puede verse influenciada por
variaciones menores en la estructura o genoma del virus (Wigginton et al., 2012). Como
esta documentado, los procesos avanzados de oxidacién producen la inactivacién de
virus a través de la generacion de especies altamente oxidantes (como los radicales
libres) que actuan sobre los componentes estructurales del virus como proteinas y
material genético. Para estos procesos, el radical hidroxilo seria el principal responsable
de la inactivacién viral, como se demostré en estudios realizados con el fago MS2,
infectivo de E. coli (M. Cho et al., 2005), donde se observd que, al encontrarse en
presencia de TiO: y radiacién UV-A, el mencionado fago no se inactivo en presencia de
los agentes secuestrantes de radicales hidroxilo (t-BuOH y MeOH), mientras que en
ausencia de dichos agentes secuestrantes se inactivd notablemente, lo que indicaria la
clara importancia de la presencia de los radicales hidroxilo en la inactivacion del fago
MS2. Cabe destacar que el fago MS2, es un fago que posee ARN como material
genético, la cual es una diferencia considerable con los fagos infectivos de BAL
estudiados en esta tesis, los cuales presentan ADN como material genético. Por lo que,
no se podrian extrapolar conclusiones de un fago a otro, pero su comparacion puede
ser utilizada como un primer acercamiento al comportamiento de los fagos infectivos de
BAL.

Es asi que las diferencias en la resistencia fagica frente al tratamiento con pintura
fotocatalitica en los dieciséis fagos podrian estar relacionadas a la diversa composicion

de las proteinas estructurales de cada fago, ademas de diferencias en el material
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genético. Se ha documentado que los radicales libres (principalmente ‘OH) pueden
atacar de distintas maneras, dependiendo de la composicion de los aminoacidos y la
conformacion espacial de sus proteinas estructurales (Gerrity et al., 2008; Kashige et
al., 2001). Si bien los radicales hidroxilos son considerados no especificos, es decir que
todos los aminoacidos son susceptibles a la degradacion por dicho radical durante el
proceso fotocatalitico, la abundancia de aminoacidos tirosina parece estar fuertemente
relacionado a la susceptibilidad viral para los procesos avanzados de oxidacion (Mayer
et al., 2015).

De manera similar, se ha demostrado también que los desinfectantes basados
en la generacion de radicales hidroxilos tienen como objetivo principal a los aminoacidos
de las proteinas de la capside de los virus (Mayer et al., 2015). Sin embargo, a medida
que el potencial oxidativo aumenta, los desinfectantes son menos selectivos y el dafio
en el genoma también comienza a tomar un lugar considerable en la inactivacién. Mayer
et al. (2015) plantearon un modelo que predice los sitios donde se producen los mayores
danos. Conociendo la composiciéon de los distintos virus estudiados en su trabajo,
multiplicaron el nimero de cada nucle6tido y aminodacido relevante por la constante de
inactivacion cinética de distintos desinfectantes, para asi analizar la contribucion relativa
del dafo en el genoma o en las proteinas del virus a la inactivacién. Para las reacciones
con radicales hidroxilos, las constantes de inactivacion cinética tabuladas se
encontraron en el orden de 10° I/(mol x s) para los nucledtidos (Adenina, Citosina,
Guanina, Timina y Uracilo) y entre 1 x 107 y 3,4 x 10'° I/(mol x s) para los aminoacidos.
Este modelo, aplicado a procesos fotocataliticos, muestra que la contribucién teérica
relativa al dano en los componentes proteicos de la capside representa un 65 %,
mientras que el dafo en el genoma representa un 35 % del dafo total en la inactivacion
del fago MS2.

Se puede concluir que la composicidn, estructura y funcion de los componentes
de las particulas fagicas tales como proteinas y material genético, tendrian una
importante influencia en la inactivacion de los virus al ser tratados con procesos
fotocataliticos. Ademas, cualquier distincion en algunos de esos factores podria generar
diferencias en la resistencia o sensibilidad de las particulas virales (Bayarri et al., 2021).

Especificamente, existen trabajos donde se ha estudiado el efecto de la
fotocatdlisis (UV-A, TiO») sobre la inactivaciéon de fagos de bacterias lacticas como es el
caso del fago PL-1, infectivo de Lc. casei (Kakita Y et al., 2000; Kashige et al., 2001).
Con el fago en medio acuoso, se observé una inactivacion del 99,9 % luego de 24 h de
tratamiento. Ademas Kakita Y et al. (2000) observaron, con microscopia electrénica, que
el 43 % de las particulas fagicas inactivadas carecian de material genético, es decir que

sus capsides se encontraban vacias, lo que se conoce como particulas fantasmas. Por

104



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

otro lado, Kashige et al. (2001) reportaron que los dafos en la estructura proteica de la
capside del fago PL-1 fueron la principal causa de su inactivacion, seguido por la
fragmentacién de su genoma. También determinaron que los responsables de estos
danos serian especies oxidantes (como radicales hidroxilos) generados en la pelicula
catalitica, como consecuencia de la incidencia de la radiacién UV-A.

2.4.3. Estudio de la pintura fotocatalitica en otros sistemas de purificacién de
aire

La pintura fotocatalitica utilizada en este trabajo fue estudiada previamente para
la degradacion de compuestos quimicos (como acetaldehido y 6xido nitrico (Ballari et
al., 2016; Salvadores, Alfano, et al., 2020a; Salvadores, Reli, et al., 2020)), como asi
también para el control del crecimiento de hongos (A. niger) (Salvadores, Alfano, et al.,
2020b, 2020a; Salvadores, Reli, et al., 2020; Zacarias et al., 2018). La inactivacion de
A. niger utilizando la pintura fotocatalitica fue estudiada en el fotorreactor utilizado en
esta tesis, bajo diversas condiciones experimentales, tales como el tipo de radiacién (UV
o visible), humedad relativa (30 — 50 % HR) y flujo de radiacién incidente (12,5 - 100 %
de radiacion) (Zacarias et al., 2018). Los autores de este trabajo concluyeron que la
pintura fue eficiente en el control de crecimiento fungico. Mas aun, la cantidad de pintura
fotocatalitica depositada sobre las placas de vidrio por la técnica de dip-coating que
reportaron estos autores (2,29 mg/cm?) es muy similar a la cantidad de pintura
depositada reportada en esta tesis (2,04 + 0,22 mg/cm?), indicando una muy buena
repetibilidad de la técnica de deposicion del dip-coating, 10 que nos permite comparar
los resultados obtenidos en ambos trabajos, ya que se empled una cantidad de pintura
similar.

En el trabajo antes mencionado, Zacarias et al. (2018) encontraron una
constante aparente promedio de aproximadamente 0,008 1/h al estudiar la inactivacion
de A. niger utilizando la pintura fotocatalitica bajo radiacion visible por 7 dias. Esta
constante es mucho mas pequena que las constantes halladas en este trabajo, lo que
indica una resistencia mayor por parte de los hongos, comparados con los fagos de
bacterias lacticas ensayados en este trabajo, lo cual podria explicarse debido a la
estructura mas compleja y resistente de los hongos. Ademas, la inactivacién observada
con A. niger fue mayormente debida al efecto fotoquimico, como se observé también en
nuestro trabajo para algunos fagos como LDG, MLC-A y ATCC 8014-B1.

2.4.4. Influencia de condiciones ambientales y fuente de radiacion

La eficiencia fotocatalitica esta fuertemente influenciada por la interaccién entre
el catalizador y la entidad bioldgica a ser degradada, la cual a su vez depende de la
cantidad de moléculas de agua presentes, la hidrofilicidad del catalizador, la naturaleza

quimica de los microorganismos o virus a ser degradados, la presencia de otras
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moléculas, entre otros (Luévano-Hipdlito y Martinez de la Cruz, 2016; Ribeiro Borges et
al., 2020; Rochetto y Tomaz, 2015). Por este motivo, se estudié la influencia de la
humedad relativa, el flujo y la fuente de radiacion en la inactivacion de fagos de BAL vy,
posteriormente, se desarroll6 un modelo cinético que ajustara fehacientemente los
resultados obtenidos.

Para llevar adelante estos ensayos, se seleccionaron los fagos J-1, infectivo de
Lc. casei ATCC 27139 y el fago M13-G1b, infectivo de St. thermophilus G1b, ya que, al
ser estudiados en las condiciones iniciales (100 % radiacion, 80 % humedad relativa),
estos fagos presentaron una tasa de inactivacion intermedia, lo cual favorecié la
observacién de los cambios ocasionados al variar las condiciones operacionales. Mas
aun, estos fagos son sencillos de propagar y producen placas de lisis claras, lo que
facilito el trabajo experimental.

Si bien en el proceso fotocatalitico es necesario un minimo nivel de humedad
para asegurar la presencia de agua como principal fuente de radicales hidroxilos, el
efecto de la humedad relativa en la inactivacion de fagos de BAL mediante procesos
fotocataliticos no se habia demostrado aun. En la presente tesis se observé que a
medida que la humedad relativa aumento, la tasa de reduccion fagica (6rdenes log/h)
se volvié mayor, especialmente para valores altos de humedad relativa. En la bibliografia
hay una amplia variabilidad en lo reportado al estudiar la relacion entre la humedad
relativa y la inactivacion fotocatalitica de microorganismos o virus. En este sentido,
algunos autores reportaron una alta inactivacion de microorganismos o virus del aire
usando radiaciéon UV y TiO2 como fotocatalizador, cuando la humedad relativa aumenté
entre 30 y 70 — 80 % (Lee, 2011; Yu et al., 2008). Por ejemplo, se observé que la
eficiencia de remocién del fago A vir (infectivo de E. coli) aumentd 1,32 veces al pasar
de 30 a 70 % HR, generando con el fago un bioaerosol que atravesd, dentro de un
reactor de acero inoxidable, un filtro recubierto de TiOz iluminado con radiacién UV-A (1
= 365 nm). Al estudiar la inactivacion fagica con placas sin recubrir (Control i) en esta
tesis, se observd también que a medida que la humedad relativa disminuyo6, la
inactivacion fagica fue menor, lo que indicaria que la humedad relativa también es un
factor significativo en el proceso de inactivacion fotoquimico. Zacarias et al. (2018)
reportaron que no hallaron diferencias significativas en la inactivacion de A. niger al
trabajar con niveles de humedad de 30 y 50 % en presencia de la misma pintura que la
utilizada en esta tesis. A pesar de la diferencia en la entidad a ser inactivada, estos
resultados son consistentes con los observados en la presente tesis ya que se observé
un cambio practicamente despreciable en la tasa de reduccién fagica para niveles de
humedad relativa intermedios y bajos (0,28 y 0,29 6rdenes log/h para los fagos J-1y
M13-G1b, respectivamente, a 50 % HR y 0,14 6rdenes log/h para ambos fagos a 30 %
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HR). En contraste, en esta tesis se observd un aumento considerable en la tasa de
reduccion fagica a 80 % HR (1,48 6rdenes log/h para el fago J-1 y 0,92 érdenes log/h
para el fago M13-G1b). Se destaca la importancia de estos resultados, ya que se
encontrd una notable diferencia en el comportamiento reportado por otros
microorganismos en bibliografia frente a aumentos en la humedad relativa (B. U. Lee,
2011; L. Liu et al., 2022; Poormohammadi et al., 2021; Yu et al., 2008), lo que representa
un resultado novedoso en el efecto de esta variable en la inactivacién de fagos infectivos
de bacterias lacticas. Los resultados presentados en esta tesis son alentadores ya que,
en los ambientes de las industrias lacteas, la humedad relativa es generalmente
elevada.

En Lloréns (2024), donde se estudi6 la inactivacion de fagos de BAL con ozono
gaseoso a dos niveles distintos de humedad relativa (70 y 95 %), también se observé el
mismo efecto negativo en la inactivacién de los fagos MLC-A y LDG al reducir la
humedad relativa. Al trabajar con 70 % HR se requirieron dosis de ozono 11 (fago MLC-
A) y 4 veces mayores (fago LDG) para lograr la misma concentracion fagica final que
trabajando con 95 % de humedad relativa.

Al aumentar el flujo de radiacién se observé una mayor eficiencia fotocatalitica
para los fagos ensayados (J-1 y M13-G1b). Esto concuerda con Huang et al. (2019) y
Liu et al. (2022), ya que el proceso fotocatalitico comienza cuando la energia de band
gap del fotocatalizador es excedida, un par electrén-hueco se forma y reacciona para
generar especies reactivas, siendo la tasa de separacién de cargas proporcional a la
cantidad de fotones. En forma similar, para los ensayos con radiacion y placas sin
recubrir (Control i), al disminuir la radiacion, la inactivacién fagica también se redujo. En
este caso, la pérdida de infectividad puede ser atribuida exclusivamente a un proceso
fotoquimico causado por la interaccién entre los fagos y la radiacion (L. Liu et al., 2022;
Nakano et al., 2012).

Como el catalizador comercial TiO: (sin modificar) absorbe radiacién en la region
UV, pero no asi en la region visible, al formular la pintura fotocatalitica fue necesario
modificarlo, dopandolo con carbono para aprovechar también el rango de radiacién
visible, emitida por las l&mparas tipicas de ambientes interiores. Sin embargo, como se
observé en las secciones anteriores, el TiO> modificado presente en la pintura
fotocatalitica posee una mayor absorcién de radiacion en el espectro UV que en la
region del visible. Por este motivo, se realizaron también ensayos modificando la fuente
de radiacion tipica de ambientes interiores por una de radiacién UV-A. Considerando los
valores de tasas de reduccion fagica y las constantes cinéticas obtenidas, se alcanzé
una inactivacion fagica mas rapida utilizando la pintura bajo radiacion UV-A. Esto

concuerda con lo revisado en Poormohammadi et al. (2021), donde se concluy6 que

107



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

cuando se utiliza una fuente de radiacion con mayor energia, la generacion de radicales
libres reactivos por parte de la superficie fotocatalitica se intensifica, lo que resulta en
un aumento en la velocidad de inactivacién de los agentes biol6gicos. De manera
similar, se observé que la inactivacion fotoquimica (Control i) aumentd al cambiar la
fuente de radiacién incidente, de lamparas tipicas de ambientes interiores a lamparas
UV-A. Esto puede explicarse teniendo en cuenta que la radiacion UV-A es una radiacion
de mayor energia y con mayor poder penetrante que la radiacién visible.

Al analizar los valores de las eficiencias obtenidas con las distintas fuentes de
radiacion se observo que tanto las eficiencias fotonicas como cuanticas fueron mayores
en presencia de radiacién UV-A, para ambos fagos. Un parametro que se debe tener en
cuenta para explicar este comportamiento es la fraccion de radiacion absorbida por el
TiOg, la cual es mayor en el rango de longitud de onda UV-A (1 = 340 — 400 nm) que en
el rango de longitud de onda visible (1 = 360 — 720 nm). Un aumento en este parametro
afecta positivamente a las eficiencias, ya que, al absorber una mayor cantidad de
radiacion, se producira un aumento en la generacion de los radicales libres, lo que se
traduce en un aumento en la velocidad de inactivacidén aparente. A su vez, este aumento
en la fraccion de radiacidén absorbida afecta negativamente a la eficiencia cuantica, ya
que es utilizada para calcular la velocidad promedio local superficial de absorcion de
fotones, parametro presente en el denominador de la Ecuacion (2.10), empleada para
calcular la eficiencia cuantica. A partir de estos resultados, se puede observar que el
aumento en la velocidad de inactivacién aparente (numerador de la Ecuacion (2.10))
resultd mayor que el aumento en la velocidad promedio local superficial de absorciéon de
fotones (denominador de la ecuacion), y la eficiencia cuantica también resulta mayor al
trabajar con radiaciéon UV-A. Por lo tanto, al utilizar las pinturas bajo radiacion UV-A,
ademas de ser una inactivacion mayor y mas rapida, también sera mas eficiente desde
el punto de vista del flujo de radiacion utilizado. Por ejemplo, Zacarias et al. (2018)
también estudiaron la inactivacion de A. niger con pintura fotocatalitica reemplazando la
radiacion visible por radiaciéon UV-A. La constante cinética obtenida trabajando con
radiacion visible (0,008 1/h) aumenté entre 4 y 5 veces luego de modificar la fuente de
radiacion. A pesar de las claras diferencias de trabajar con hongos o fagos, estos
resultados nos conducen a pensar en un estudio combinando pintura fotocatalitica con
radiacion UV-A, especialmente para aquellos fagos que no fueron completamente
inactivados en las condiciones estudiadas. Mas aun, L. Liu et al. (2022) expusieron que
se alcanzaron mayores eficiencias de inactivacion cuando cepas de E. coliy S. aureus,
esporas de A. versicolory el fago MS2 fueron expuestos a ldmparas con longitudes de
onda mas cortas, obteniendo para este Ultimo caso una inactivacion de 4,06 6rdenes
log bajo radiaciéon UV-C (1 = 254 nm) y 2,64 érdenes log bajo radiacion UV-A (1 = 365
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nm). Como consecuencia, el empleo de radiacion UV-C podria causar una inactivacion
fotoquimica aun mayor, como asi también una intensificacion en el proceso fotocatalitico

(L. Liu et al., 2022), que sera evaluado en el proximo capitulo.

2.4.5. Modelo cinético

Se obtuvo un muy buen ajuste para el modelo cinético propuesto en esta tesis,
donde cada parametro se relaciona con una variable importante en la inactivacion. El
parametro cinético k- representa el orden de la velocidad de reaccion, teniendo en
cuenta el flujo de radiacion incidente. Es importante destacar que, trabajando con placas
recubiertas, el orden de reaccién para ambos fagos fue similar y significativamente
menor a 1. Esto indica que a medida que se aumenté el flujo de radiacién, se produjo
una saturacion de fotones en la superficie del catalizador, lo que ocasioné que la tasa
de inactivacién no se incremente en la misma proporcién que el aumento en el flujo de
radiacion. Analizando el ajuste para las placas sin recubrir para el fago J-1, el parametro
komostré un valor similar que para las placas recubiertas. Esto podria ser atribuido a un
fendmeno similar al descripto previamente en referencia a la saturacion de fotones, pero
esta vez debido a una mayor absorcién de la radiacion por parte del fago. Por el
contrario, el fago M13-G1b presenté un mayor valor de k- estimado para las placas sin
recubrir en comparacion al obtenido al trabajar con placas recubiertas (cercano a 1),
siendo una relacion practicamente lineal entre el flujo de radiacion y la inactivacion
fagica, lo que indicaria que aparentemente este fago absorberia menos fotones. Este
resultado es también consistente con la baja inactivacion fotoquimica del fago M13-G1b,
reportada previamente en la Seccidén 2.3.4. Es posible entonces plantear que para el
fago J-1, el orden de reaccién no varia significativamente entre el proceso fotoquimico
para las placas sin recubrir y el proceso combinado fotoquimico-fotocatalitico que ocurre
en las placas recubiertas. Sin embargo, para el fago M13-G1b, el valor de k2se redujo
cuando se combinaron los fenémenos fotoquimico y fotocatalitico.

En cuanto a la funcién logistica para tener en cuenta la influencia de la humedad
relativa, ks representa el punto medio de la funcion logistica y ks representa la pendiente
de la curva de la funcion logistica. Para todas las situaciones, el orden de magnitud de
estos parametros resulté similar. Sin embargo, para ambos fagos la pendiente de la tasa
de inactivacion con respecto a la humedad relativa aumenté cuando entr6 en juego el
proceso fotocatalitico (ks es mayor). Esto es, la tasa fue mayor para ambas placas
cuando la humedad relativa se aumentd, pero en mayor proporciéon para las placas
recubiertas, y esto puede ser observado con el valor del pardmetro k4. Por otro lado, la
concentracion de agua predicha a la cual la curva de inactivacién alcanza su punto de

inflexibn es menor para los ensayos fotocataliticos (ks es menor). Esto podria indicar

109



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

gue una velocidad maxima de inactivacién puede ser alcanzada a una concentracion de
vapor de agua menor cuando actian ambos procesos, fotoquimico y fotocatalitico.

A partir de los resultados presentados en este capitulo, se propone la deposicién
de la pintura fotocatalitica sobre diversas superficies y equipos de la planta, para que
durante la jornada de trabajo la inactivacion fagica se produzca continuamente bajo la
iluminacion tipica de la planta. Se recomienda también el encendido de lamparas UV-A
cuando los trabajadores abandonen el ambiente industrial o ante situaciones
particulares en donde se necesite aumentar la eficiencia de la pintura fotocatalitica. A
partir del modelo cinético propuesto y exitosamente ajustado se puede predecir el
comportamiento de los fagos al ser tratados con esta tecnologia, pero en condiciones
de humedad relativa y flujo de radiacién diferentes a las ensayadas en esta tesis. Estas
predicciones presentaran una mayor precision si los valores de las variables humedad
relativa y flujo de radiacion utilizados para la prediccién se encuentran dentro del rango
para el cual se ajustdé el modelo (30 — 80 % humedad relativa, 18 — 100 % flujo de
radiacion).
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3.1. Resumen del capitulo

En este capitulo se estudi6 la inactivacién de los dieciséis fagos infectivos de
BAL empleando como estrategia de inactivacion a la radiacién UV-C (1 =200 — 280 nm).
Para realizar estos ensayos, se depositaron y secaron las suspensiones fagicas sobre
placas de vidrio borosilicato y se introdujeron en un reactor escala laboratorio, donde
fueron sometidas a radiacion UV-C (1,05 x 10 W/cm? de flujo de radiacion, 90 % de
humedad relativa) por un tiempo méximo de 30 min (dosis méaxima de 0,63 J/cm?). De
los dieciséis fagos estudiados, seis fueron completamente inactivados a los 2 min de
tratamiento, equivalente a una dosis de 0,13 J/cm2 Para los diez fagos que
permanecieron infectivos, se graficaron los resultados obtenidos (log(P/Po) vs tiempo) y
se observd, en todas las curvas de inactivacion, una pronunciada pendiente para
tiempos cortos de tratamiento y un efecto de cola para los tiempos mayores, el cual
indica que la concentracién fagica se mantuvo constante en un valor umbral de log(P/Po)
(entre -3,27 y -4,73) hasta el final del experimento. Se ajustaron diversos modelos
cinéticos reportados en bibliografia a los datos experimentales, obteniendo los modelos
de Geeraerd y de Baranyi y Roberts el mejor ajuste. A partir de estos modelos, se obtuvo
el parametro kmax, que modela la porcidn de la curva que refleja la caida exponencial en
la infectividad, obteniéndose valores entre 4,6 x 102 1/s (fago LDG, el mas resistente) y
9,1 x 102 1/s (fago CHD, el mas sensible). Cuatro de los diez fagos alcanzaron el efecto
de cola a los 2 min, para los cuales las reducciones log se encontraron entre 3,58 (fago
ATCC 8014-B1) y 4,38 6rdenes log (fago CHD), mientras que los restantes alcanzaron
la cola a los 5 min, reduciendo su infectividad entre 3,16 (fago 0BJ) y 4,45 6rdenes log
(fago M1-G1b). Otro parametro relevante en la inactivacion es el tq9, que es el tiempo
necesario para reducir la infectividad en 2 érdenes log. El rango de valores para el tgg
se encontrd entre 53 s (fago CHD) y 102 s (fago LDG).

Con el objetivo de analizar la influencia de diversas condiciones en la inactivacion
y al mismo tiempo intentar eliminar el efecto de cola para lograr una completa
inactivacion fagica, se variaron diversas condiciones, de a una por vez, tales como
humedad relativa (40, 60 y 90 %), flujo de radiacion (4,42 x 104, 1,05 x 10°y 2,95 x 10
3 W/cm?), medio de suspensidn fagica (agua, leche y suero de queseria), agregado de
fotocatalizador (TiO2), numeros de ciclos de radiacién (1 o 2 ciclos), dosis de radiacién
(0,63, 10,61 y 21,22 J/cm?) y concentraciones fagicas iniciales (1,3 x 107, 3,60 x 108y
1,70 x 10% UFP/mI). Todos estos ensayos fueron realizados empleando los fagos MLC-
A (infectivo de Lc. casei) y LDG (infectivo de Leuc. pseudomesenteroides). Como
conclusion general, en ninguno de los casos se logré la eliminacion completa del efecto

de cola. Se observé una mayor reduccion en la infectividad del fago LDG al trabajar con
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humedades bajas (40 — 60 %), mientras que el fago MLC-A no present6 diferencias
significativas entre las reducciones a distintas humedades (p < 0,05). Al ajustar el
modelo de Geeraerd, se observo que el parametro kmax disminuy6 parabdlicamente con
la humedad relativa. Al variar el flujo de radiacién se observé que no hubo diferencias
significativas en las reducciones de ningun fago si la dosis de radiacién se mantenia
constante (cumplimiento de la ley de Bunsen Roscoe, p < 0,05) y, al ajustar el modelo
de Geeraerd, se observé que el parametro knax aumentd linealmente con el flujo de
radiacion. El agregado del catalizador mejor6 la velocidad de inactivacion inicial (mayor
kmax) pero el efecto de cola se observé a concentraciones fagicas mayores, con lo cual
se obtuvo una menor reduccién en la infectividad de los fagos. Respecto a los medios
de suspension fagica, no se observaron diferencias significativas para las reducciones
logradas con los diferentes medios (p < 0,05), excepto para la leche con el fago LDG.
De la Unica manera que se logro la inactivacion completa de los fagos MLC-A y LDG,
eliminando el efecto de cola, fue mediante el tratamiento secuencial con radiacién UV-
C, seguido de fotocatalisis pristina (TiO-/UV-A) u ozono gaseoso (10 ppm base
volumétrica).

La radiacion UV-C resulté una tecnologia muy util para la inactivacion de fagos
a causa de la elevada reduccion ocasionada en su infectividad en un breve periodo de
tiempo. Debido al efecto de cola observado en las curvas de inactivacion, se recomienda
la complementacion de esta tecnologia con otras estrategias, tales como el ozono
gaseoso o la fotocatalisis, con el fin de mejorar las tasas de inactivacion fagica.
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3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Bacteriofagos y cepas bacterianas

Se ensayaron los dieciséis fagos descriptos en el Capitulo 2, estudiados con las
pinturas fotocataliticas (Tabla 2.1).

La titulacion de los fagos se llevo adelante con el método de la doble capa
agarizada (Svensson y Christiansson, 1991), tal como se explic6 en la Seccién 2.2.3 del
Capitulo 2.

3.2.2. Descripcion del equipo experimental

Se empleé el reactor descripto en el Capitulo 2, con dos pequenas
modificaciones: en esta oportunidad, el sistema de emisién de radiacion fue modificado
colocando unicamente una lampara UV-C en el centro (Ldmpara Germicida OSRAM
Puritec HNS G5 8W, ltalia, 4 = 200 — 280 nm). Por otro lado, se retir6 la tapa de vidrio
de borosilicato de la parte superior de la camara de irradiacion, ya que el borosilicato no
es transparente a la radiacion UV-C, y, si el reactor se encontrara cubierto con el vidrio,
la radiacion no podria alcanzar las muestras.

La humedad relativa en el interior del reactor se mantuvo constante (alrededor
de 90 %) al colocar una solucién sobresaturada de sulfato de potasio en el interior del
reactor, y fue monitoreada con el medidor de humedad y temperatura (Smart Sensor,
Houston, EEUU).

3.2.3. Ensayos de inactivacion fagica

Las suspensiones fagicas fueron diluidas con agua destilada estéril hasta
alcanzar concentraciones finales entre 10° y 107 UFP/ml. Luego, 20 pl de las
suspensiones fueron depositados en placas de vidrio borosilicato de 3 cm x 7 cm y
secadas en un ambiente estéril. A continuacién, las placas fueron colocadas dentro del
reactor e irradiadas (1 = 200 — 280 nm) por un tiempo total de 10 minutos. Las muestras
fueron retiradas del reactor a tiempos predeterminados y se agregaron 70 ul de agua
destilada estéril sobre la muestra tratada, a fin de recuperarla en medio liquido (Figura
2.3). Finalmente, las enumeraciones fagicas fueron llevadas adelante mediante el
método de la doble capa agarizada (Svensson y Christiansson, 1991). Los resultados
obtenidos se graficaron en funcion del tiempo (log P/Py vs tiempo).
3.2.3.1. Segundo ciclo de radiacién UV-C

En base a los resultados obtenidos, se realizdé un segundo ciclo de inactivacién
bajo radiacién UV-C. Para ello, se levantaron placas de lisis correspondientes a los
fagos que permanecieron infectivos después del primer tratamiento con radiacién UV-C
y se sometieron a dos procedimientos:

114



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

» Las placas de lisis levantadas se resuspendieron en 1 ml de agua
destilada estéril y esta suspensiéon fue depositada (20 ul) en una placa de vidrio
borosilicato, secada y expuesta a radiacion UV-C (concentracion inicial entre 1 x 107 y
6 x 107 UFP/mI), siguiendo el mismo procedimiento que el explicado en la seccion
anterior.

» Las placas de lisis levantadas se colocaron en un tubo con 5 ml de medio
de cultivo MRS, dejandolas difundir toda la noche. Posteriormente, se agregé la cepa
hospedadora para realizar la propagacién fagica, de acuerdo a las condiciones
apropiadas mencionadas en la Tabla 2.1. Una vez que el fago fue propagado y
posteriormente filtrado (0,45 um), se realizaron diluciones decimales en agua destilada
hasta una concentracién de aproximadamente 2 x 107 UFP/ml. Esta dilucién se depositd
(20 pl), se dejo6 secar sobre la placa de vidrio borosilicato y se coloco en el reactor para
su exposicién a la radiacién UV-C, siguiendo el mismo procedimiento al descripto en la
seccién anterior.

Estos ensayos se realizaron a una humedad relativa del 90 %, por un tiempo

maximo de 10 min.

3.2.4. Modelos cinéticos tedricos

Considerando la evolucion de los titulos fagicos obtenidos a lo largo del tiempo,
se propusieron diversos modelos cinéticos de inactivacion que contemplan efectos de
“hombro” y de “cola” para ajustar los datos experimentales. A continuacion, se describen
estos modelos.

Para poder ajustar los modelos y obtener los parametros cinéticos de cada uno,
se utilizd un parametro de optimizacion no lineal que aplica el método del gradiente
reducido generalizado, minimizando la raiz del error cuadratico medio (RMSE, Ecuacion
3.1) entre los resultados experimentales y las distintas predicciones de los modelos. El
modelo con el menor RMSE para cada fago sera el que brinde el mejor ajuste.

1 <P > (3.1)
log P-
RMSE (%) = D exp x 100
0) =4 n
Donde — y £ representan la relacion de la concentracion de fagos
o0lexp Polimod

experimental y la predicha por los modelos teoricos, respectivamente, mientras que n

es el niumero de muestras analizadas en cada ensayo para cada fago.
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3.2.4.1. Modelo Weibull

Este modelo fue propuesto por Peleg y Cole (1998) y asume los episodios letales
como probabilidades. A partir de la forma acumulativa de la distribucién de dichos
episodios, se obtienen las curvas de inactivacion (Ecuacion 3.2).

P
log(P—o) — _hxtn (3.2)

Donde P[UFP/ml] es el numero de fagos infectivos luego del tiempo de exposicion t[s],
Py [UFP/mI] es el numero inicial de fagos, b y n son factores de escala y forma,
respectivamente. Esta distribucion corresponde a una curva concava ascendente si n <

1, a una curva lineal si n= 1y a una curva concava descendente si n > 1.

3.2.4.2. Modelo Weibull-tail

Este modelo fue propuesto por Albert y Mafart (2005) (Ecuacién 3.3) e incluye
los pardmetros a (a >0), que representa el tiempo necesario para lograr la reduccion
decimal en la concentracion para la parte de la poblacién que no pertenece a Pres, B,
que indica la concavidad o convexidad de la curva y Prs [UFP/mI], que representa la
concentracion residual de fagos infectivos al final del tratamiento.

N
%z(l—P;—‘:)x10<(“))+P;—‘: (3.3)

3.2.4.3. Ecuacion log-logistic

Esta ecuacién fue originalmente propuesta por Cole et al. (1993) y fue luego
modificada por Chen y Hoover (2003), reduciendo la cantidad de parametros a: A
[log(UFP/mI)], que representa la diferencia entre las asintotas superior e inferior, o
[(log(UFP/ml))/log(s)] que representa la méaxima velocidad de inactivaciéon y t [log(s)],
que representa el logaritmo del tiempo necesario para alcanzar la maxima velocidad de
inactivacion (Ecuacion 3.4).

A A
log (P_()) T 1+ etoG-logh/A | 1 gho(1+6)/A (3.4)

3.2.4.4. Ecuacion de Gompertz modificada
En este modelo (Ecuacién 3.5) C representa la diferencia entre las asintotas

superior € inferior, M [s] es el tiempo al cual la velocidad de muerte absoluta es maxima

y B[1/s] es la velocidad de muerte relativa a tiempo M (Linton et al., 1995; Xiong et al.,

1999).

_e—BX(t-M)

P
log(—)sze'BM—Cxe
Py

(3.5)
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3.2.4.5. Modelo de Geeraerd

Este modelo (Ecuacion 3.6) fue propuesto por Geeraerd et al. (2000) y emplea
tres parametros: el largo del hombro (SL), que representa el tiempo previo a que
comience la inactivacion exponencial, la velocidad de inactivacion (kmax), que es la
pendiente de la porcién exponencial de la curva [1/s] y la porcion de la cola (Pres), que
representa los fagos residuales al final del tratamiento [UFP/ml]. Este modelo puede ser
también aplicado para curvas sin hombros (SL=0) o cola (Pres=0).

P = (Py = PBres) X exp(=kmqx X t)

exp(—kmax X SL) (3.6)
X + Pres
1+ (exp(kmax X SL) — 1) X exp(—kmax X t)

Para independizar al modelo de la concentracion fagica inicial, todos los términos
de la Ecuacion (3.6) fueron divididos por P, resultando la Ecuacién (3.7).

P P
—= (1 - res) X exp(—kpmax X t)

Py Py
« exp(—Kmax X SL) @
1+ (exp(kmax X SL) — 1) X exp(—kpmax X t) P,

3.2.4.6. Modelo de Chick-Watson modificado

Este modelo fue propuesto por Lambert y Johnston (2000), modificando el
modelo de Chick-Watson, con el objetivo de poder describir las fases de hombro o cola
(Ecuacion 3.8). El parametro ks es una constante de velocidad de inactivacion [1/s] y el
parametro k2 es una constante de inactivacion UV de primer orden [1/s].

P
log <P—0) = —ky x (1 — exp (—k, X 1)) (3.8)

3.2.4.7. Modelo de Hom

Este modelo fue propuesto por Hom (1972) y es similar al modelo de Chick-
Watson, pero con la adicién del parametro h [adimensional], el cual modela una curva
con cola si h< 1y con hombro si h> 1 (Ecuacion 3.9). El pardmetro k es la constante
de velocidad de inactivacién y esta relacionado con la resistencia del fago ensayado.

] Ez—kxcmxth 3.9

3.2.4.8. Modelo de Baranyi y Roberts

Este modelo (Ecuacién 3.10), propuesto por Baranyi y Roberts (1994), emplea 3
parametros: Pmin representa los fagos infectivos al finalizar el tratamiento [UFP/ml], Kmax
representa la maxima velocidad de inactivacién [1/s] y Po representa el numero inicial
de fagos [UFP/ml].

p Pmin Pmin) ( Pmin)]
— | = e — X — X 14— .
log (Po) log[ P + (1 P, exp —Kmax X | t + P (3.10)
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3.2.5. Variacion de condiciones de operacién

Con el objetivo de estudiar la inactivacion fagica bajo diversas condiciones, se
seleccionaron los fagos MLC-A, infectivo de Lc. paracasei A, y LDG, infectivo de Leuc.
pseudomesenteroides R707, para llevar adelante ensayos variando diversas
condiciones, de a una por vez. Estos fagos fueron seleccionados debido a varias
razones. En primer lugar, fueron aislados de muestras defectuosas de productos lacteos
en Argentina, por lo que son altamente relevantes para la industria lactea de nuestro
pais. Ademas, ambos fagos son normalmente los méas resistentes, considerando los
dieciséis fagos estudiados en esta tesis, al ser tratados con distintas tecnologias para
su inactivacién, tales como fotocatélisis (Briggiler Marc6é et al., 2021), pintura
fotocatalitica bajo radiacién visible (Capitulo 2 de la presente tesis, (Jacob et al., 2023))
y ozono gaseoso (Lloréns, 2024).

En todas las experiencias se realizaron ensayos bajo las mismas condiciones que
en los ensayos de la Seccion 3.2.3, esto es fagos suspendidos en agua destilada estéril
(concentracion de 1,07 x 107 UFP/ml) y depositados sobre placas de vidrio borosilicato,
que luego fueron colocadas dentro de un reactor con 90 % de humedad relativa e
irradiado con una unica lampara UV-C por un tiempo maximo de 10 min. Luego, estas
condiciones de operacion del reactor se fueron variando de a una a la vez, con el objetivo
de analizar el efecto de diversos parametros sobre la inactivacion fagica, tales como el
flujo de radiacion (tres lamparas y una unica lampara con una malla metélica), la
humedad relativa (40 y 60 %), la adicién de TiO: al soporte vidrio como fotocatalizador
y el medio de suspension fagica (leche, suero de queseria). Finalmente, se realiz6 una
secuencia de distintas tecnologias de inactivacién, sometiendo a los fagos a radiacién
UV-C seguida de un tratamiento fotocatalitico (UV-A, TiO2) o de ozono gaseoso, con el
objetivo de mejorar la inactivacién fagica.

Para todos estos estudios, el procedimiento y recoleccién de la muestra se
llevaron adelante siguiendo las técnicas previamente descriptas. En esta oportunidad, y
a diferencia de la Seccién 3.2.3, los resultados se graficaron como log P/P, vs dosis de
radiacion.
3.2.5.1. Concentraciones fagicas iniciales

Ademas de la concentracion fagica inicial de 1,07 x 107 UFP/ml, se evaluaron
concentraciones de 1,70 x 108 y 3,60 x 108 UFP/ml para los fagos LDG y MLC-A,
respectivamente. Para lograr estas concentraciones mas bajas se realizdé una dilucién

decimal extra en agua destilada para cada fago.
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3.2.5.2. Flujo de radiacién

Se evalud la influencia del flujo de radiacion en la inactivacion fagica,
manteniendo la dosis de radiacion. Para ello, se estudid el efecto de una lampara
ubicada en el centro del reactor (tiempo maximo de 10 min), tres lamparas (colocando
una lampara de cada lado a la lampara central) por un tiempo maximo de 5 min, y una
lampara con una malla metalica ubicada entre las muestras a tratar y la lampara UV-C
central, por un tiempo maximo de 24 min. La dosis de radiacion entregada a las placas
se calculé como el producto de la radiacién incidente y el tiempo de tratamiento.

En particular, al trabajar con tres lamparas se ensayaron también tiempos mas
prolongados (60 y 120 min), para realizar tratamientos con dosis mayores (10,61 y 21,22
J/icm?).

El flujo neto de radiacion incidente fue medido utilizando un radiémetro (IL 1700
Research Radiometer de International Light) con un sensor (SED240 #4277), filtro de
paso de banda (NS254 #16793) y un difusor de ojo ancho (W #7722). Las mediciones
se realizaron colocando el sensor directamente debajo de la/s ldmpara/s germicida/s, al
nivel donde usualmente se colocaron las placas con muestras a tratar. El factor de
sensibilidad a la respuesta del PIR para el sensor fue de 2,49 x 10* Axcm?/W. La emision
espectral de la lampara UV-C fue determinada con un espectrémetro portatil (Ocean
Optics USB 2000 +UV-Vis-ES).

3.2.5.3. Humedad relativa

La inactivacion de los fagos LDG y MLC-A se estudié a diversas humedades
relativas (40, 60 y 90 %). Para lograr estas humedades en el interior del reactor, se
utilizé silica-gel para lograr 40 % de HR o distintas soluciones sobresaturadas de sales,
tales como nitrato de magnesio para 60 % de HR y sulfato de potasio para 90 % de HR.

3.2.5.4. Agregado de catalizador

Los ensayos de inactivacion se condujeron depositando los fagos sobre placas
de vidrio borosilicato recubiertas con catalizador (TiO2 Aeroxide® P25) o sin recubrir,
con el objetivo de observar un posible efecto de intensificacion del proceso de
inactivacion con UV-C en presencia de catalizador. El fotocatalizador se depositd
mediante la técnica del dip-coating (Zacarias et al., 2018, 2015), sumergiendo la placa
de vidrio en una suspension de TiO2 (150 g/L) a velocidad controlada (3 cm/min) y
retirando la placa de la solucion a la misma velocidad constante. La cantidad de
catalizador depositado en las placas resulté en un valor promedio de 0,193 + 0,016

mg/cm2,
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3.2.5.5. Medios de suspension fagica

Con el objetivo de estudiar si la inactivacién fagica bajo radiacién UV-C puede
verse influenciada por el medio donde los fagos se encuentran suspendidos, se
realizaron ensayos utilizando agua destilada estéril, leche descremada en polvo
reconstituida al 10 % p/p (leche) y suero de queseria en polvo reconstituido al 10 % p/p
(suero de queseria) como medio de suspensidén del fago, que posteriormente fue
depositado y secado en placas de vidrio en estas condiciones.

3.2.6. Combinacién de tecnologias

En el presente capitulo, se combinaron diversas tecnologias de inactivacion
tomando como modelo de estudio al fago MLC-A, para conocer si seria posible
incrementar las tasas de inactivacion alcanzadas. En un primer experimento, una placa
de vidrio borosilicato con la suspension fagica (concentracion de 1,07 x 107 UFP/ml)
depositada fue sometida a radiacion UV-C (1 lampara, flujo de radiacion de 1,05 x 103
W/cm?) por 10 min en las condiciones antes mencionadas y luego tratada con ozono
gaseoso (10 ppm base volumétrica), colocando la placa dentro de una cadmara hermética
B-Logic (FDC Disernos y Desarrollos SRL, Cordoba, Argentina) por un tiempo total de
15 min (90 % HR). En otro experimento, el fago MLC-A se depositdé en una placa de
vidrio borosilicato recubierta con TiO.. Esta placa conteniendo la suspensién fagica fue
sometida a radiacién UV-C por 10 min y posteriormente a un tratamiento en presencia
de radiacion UV-A (1 = 340 — 400 nm, siete ldmparas, 90 % HR), por un tiempo total de
1,5 h. Para realizar esta segunda etapa en el proceso de inactivacion, que involucra un
cambio en la longitud de onda de la radiacion incidente, se empled el mismo reactor
fotocatalitico, cambiando las lamparas en el sistema de emisién de radiacion.
Paralelamente, en cada etapa de estas estrategias combinadas, otras placas con la
suspension fagica depositada, sin tratamiento con radiacion UV-C, fueron colocadas
dentro del reactor fotocatalitico irradiado con UV-A y dentro de la cdmara de ozono, para
controlar la variacién en la concentracion fagica alcanzada con cada tecnologia
individual. Los tiempos de tratamiento fueron seleccionados considerando resultados
previos empleando estas tecnologias (Briggiler Marcé et al., 2011, 2021; Lloréns, 2024),
considerando un tiempo para el cual se alcanzé una reduccidén considerable, pero no
completa, en el titulo fagico.
3.2.7. Analisis estadistico

Los ensayos de inactivacién fagica se realizaron por triplicado. Los resultados
fueron analizados con ANOVA de una via, con un criterio de p < 0,05 para detectar

diferencias significativas. Para comparar las medias obtenidas para diversos parametros
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(reducciones logaritmicas, ts), se utilizé el Test de Tukey. Estos andlisis se realizaron
utilizando el software R.
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3.3. Resultados

3.3.1. Ensayos de inactivacion fagica

Se realizaron los ensayos de inactivacion fagica sometiendo a los dieciséis fagos
a un tratamiento con radiacion UV-C (1 = 200 — 280 nm) por 10 min, de acuerdo a lo
explicado en la Seccién 3.2.3. El flujo de radiacion utilizado en estos ensayos provino
de una Unica lampara germicida ubicada en el centro del reactor y el valor de flujo
obtenido fue de 1,05 x 10° W/cm?, medido de acuerdo a lo explicado en la Seccién
3.2.5.2.

De los dieciséis fagos estudiados, no se detectaron particulas infectivas de los
fagos 832-B1, 892-LB, 009-ML, BYM, Ibs y Cb1/204 (limite de deteccion = 50 UFP/ml)
luego de ser tratados por 2 min (menor tiempo de tratamiento ensayado) con una sola
lampara (dosis de 0,13 J/cm?), logrando reducciones fagicas mayores a 3,30 6rdenes
log, calculadas como la diferencia entre la concentracion inicial y el limite de deteccién,
ya que no se detectaron particulas fagicas infectivas en ningn tiempo distinto del inicial.

Las curvas de inactivacién correspondientes a los diez fagos restantes se
presentan en la Figura 3.1, como log(P/Py) vs tiempo [s], donde P[UFP/ml] es el niumero
de fagos infectivos después del tiempo de exposicion t [s] y Po [UFP/mI] es el nUumero
inicial de fagos. Los titulos iniciales (previos al tratamiento) para los diez fagos fueron
en promedio de 7,11 + 0,79 [log(UFP/ml)]. A diferencia del Capitulo 2 en el que los
resultados se graficaron como log P en funcién del tiempo, en este capitulo se presentan
en unidades de log(P/Py) en funcion del tiempo, ya que la mayoria de los modelos
cinéticos propuestos en la Seccion 3.2.4 son expresados en dichas unidades.

Estos diez fagos (CHD, Ln-9, ATCC 8014-B1, QF9, M1-G1b, M13-G1b, MLC-A,
LDG, J-1 y 0BJ) alcanzaron una reduccién logaritmica entre 2,34 (para el fago LDG) y
4,38 6rdenes log (para el fago CHD) a los dos minutos de tratamiento, demostrando una
elevada inactivacion a los pocos minutos del ensayo, lo que se ve reflejado en un alto
valor de la pendiente inicial en todas las curvas de inactivacion (Figura 3.1). Esta
reduccion logaritmica parcial, se calculé6 como la diferencia entre los titulos obtenidos

para el tiempo inicial y la primera muestra tomada (a los 2 min).
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Figura 3.1. Resultados experimentales (log(P/Po) vs tiempo [s]) para cada fago (puntos), ajustados con los modelos de Geeraed (lineas

entrecortadas) y de Baranyi y Roberts (lineas punteadas), que mostraron el mejor ajuste (menor RMSE). El eje x varia entre 0 y 600 s, donde el
limite superior (600 s) es equivalente a una dosis de radiacion de 0,63 J/cm?.
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Sin embargo, la caida en la infectividad fagica entre el segundo y tercer punto de
la curva fue considerablemente menor (0,17 — 1,54 érdenes log), con lo cual las
pendientes de las curvas comienzan a aplanarse para todos los fagos. Esta tendencia
se continla observando en los puntos siguientes, hasta que la curva se vuelve
practicamente plana, mostrando un claro efecto de cola. Cabe mencionar que graficar
los resultados como log P/Py en funcion del tiempo también facilita la comparacion entre
los valores finales de las colas en las distintas experiencias, ya que todas las curvas
parten del mismo valor inicial (log(P/Po) = 1).

Como se mencioné en el Capitulo 2, los fagos, una vez depositados sobre la
placa, no perdieron infectividad a lo largo del tiempo, cuando fueron estudiados en
oscuridad por 20 h por lo que las reducciones observadas en los titulos, en este caso,
se deben puramente al efecto del tratamiento con radiacion UV-C aplicado.

Otro parametro util para caracterizar la inactivacién de los fagos bajo un
determinado tratamiento es el tiempo en el cual se alcanza el 99 % de inactivacién fagica
(fag), como se menciond y calcul6é en el Capitulo 2 al emplear la pintura fotocatalitica.
Estos tiempos se calcularon graficamente para los diez fagos que presentaron el efecto
de cola en sus curvas de inactivacién (Figura 3.1) y se muestran en orden ascendente
en la Figura 3.2. De acuerdo a la Figura 3.2, el fago CHD requirié el menor tiempo (53
s) para alcanzar el 99 % de inactivacién, y este valor fue significativamente diferente a
los de los fagos restantes (p < 0,05), excepto por el valor de ts9 del fago Ln-9, con el cual
no se observaron diferencias significativas, con un 95 % de nivel de confianza. Por el
contrario, el fago LDG necesit6é del mayor tiempo entre los fagos ensayados (102 s) para
alcanzar el 99 % de inactivacion, presentando diferencias significativas con los tiempos
calculados para los fagos restantes, con un 95 % de nivel de confianza. El andlisis
estadistico realizado comparando las medias de los valores de los tg para los diez fagos
se muestra en la Figura 3.2, donde letras distintas indican diferencias significativas, con
un 95 % de nivel de confianza.

Las reducciones logaritmicas se determinaron para cada fago a partir de la
Figura 3.1, considerando el punto inicial de la curva de inactivacion y el primer punto de
muestreo donde el efecto de cola se comienza a evidenciar, como se mencion6
previamente. Estos valores representan a las reducciones maximas alcanzadas por
cada fago sometido a esta tecnologia y se graficaron en la Figura 3.3, agrupadas por el
tiempo (y la dosis) a la cual alcanzaron las reducciones graficadas. Se puede observar
que los fagos J-1, LDG, MLC-A, M1-G1b, M13-G1b y 0BJ requirieron un tratamiento
ligeramente mas largo (300 s), o més intenso en caso de la dosis (0,32 J/cm?), que el
resto de los fagos para alcanzar el efecto de cola, segun lo demostrado mediante el

agrupamiento de la Figura 3.3 y en concordancia con lo observado en la Figura 3.1. A
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partir del tiempo 120 o 300 s, dependiendo del fago, la concentracién del fago
permanecié constante, entre los valores 2,00 x 102y 3,75 x 10® UFP/ml.
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Figura 3.2. Tiempo a los cuales se alcanza el 99 % de inactivacién (tg9) para cada fago.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Figura 3.3. Reducciones logaritmicas en la infectividad de cada fago, agrupados segun
el tiempo y dosis aplicados. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

Los fagos que mostraron una menor reduccion son aquellos para los cuales el
efecto de cola apareci6é a un valor de log(P/Ps) mayor en la curva de inactivacién, en
comparacion con los fagos que exhibieron una mayor reduccion logaritmica. Por lo tanto,
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con una reduccion logaritmica menor, un mayor numero de particulas fagicas
permanecen infectivas al final del tratamiento. Los fagos CHD, Ln-9, QF9 y ATCC 8014-
B1, pertenecientes al grupo de fagos que alcanzaron su maxima inactivacion a 120 s
(0,13 J/cm?), mostraron reducciones en el rango de 3,58 a 4,38 érdenes log, mientras
los fagos M1-G1b, MLC-A, J-1, M13-G1b, LDG y OBJ, pertenecientes al grupo que
alcanzaron su maxima inactivacién a 300 s (0,32 J/cm?), evidenciaron reducciones en
el rango de 3,16 a 4,45 6rdenes log. Es importante notar que el fago CHD presenté una
de las mayores reducciones (4,38 érdenes log), alcanzada al aplicar el tratamiento
durante el menor tiempo ensayado (120 s), en linea con lo explicado previamente con
los tse. De hecho, las reducciones logaritmicas alcanzadas por el fago CHD no
presentaron diferencias significativas con las alcanzadas por el fago M1-G1b, el fago
con la mayor reduccién lograda en presencia de una dosis de 0,32 J/cm?, con un 95 %
de nivel de confianza. Mas aun, los fagos 0BJ y LDG presentaron las menores
reducciones (3,16 y 3,33 6rdenes log, respectivamente) y fueron alcanzadas a los 300
s de tratamiento (mayor tiempo testeado), estando también estas conclusiones en linea
con los valores de tgg, ya que los fagos 0BJ, J-1 y LDG requirieron tiempos de tratamiento
mayores para reducir en un 99 % su infectividad. Ademas, los fagos 0BJ, LDG y ATCC
8014-B1 exhibieron las menores reducciones en los titulos, sin presentar diferencias
significativas entre ellos (p < 0,05). La comparacion entre los valores de los promedios
de las reducciones logaritmicas logradas para todos los fagos se muestra en la Figura
3.3, donde letras iguales denotan que no existen diferencias significativas, con un 95 %
de nivel de confianza.

Al comparar el orden de los fagos por sus reducciones logaritmicas (Figura 3.3)
con el orden de los fagos ordenados por sus valores de tg9 (Figura 3.2), se observa que
el orden no es el mismo en ambos casos. Esto no es una contradiccién entre las
conclusiones, ya que son parametros que representan diferentes fenomenos, y ambos
deben ser tenidos en cuenta al momento de disefar los equipos para estas tecnologias.
Por un lado, el pardmetro te9 brinda informacién sobre la velocidad en la que los fagos
son inactivados. En el caso de estas curvas que presentaron efecto de cola, los fagos
con tgg mas bajos son aquellos con una mayor pendiente al inicio de la curva (CHD y Ln-
9), mientras que los fagos con mayores tgs son los que presentaron una pendiente
menos pronunciada al comienzo de la curva (J-1, LDG). Por el otro lado, las reducciones
logaritmicas representan la proporcion de fagos que fueron inactivados, otorgando
informacion sobre la cantidad de fagos que permanecieron infectivos al finalizar el
tratamiento. Por lo tanto, los fagos con una mayor reduccion logaritmica (M1-G1b, CHD)
fueron los que mas se inactivaron, presentando la cola en la curva de inactivacién a un

valor menor en el eje de ordenadas de la Figura 3.1 (log(P/Po)), mientras que los fagos
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con una reduccion logaritmica menor (LDG, 0BJ) fueron inactivados en menor medida,
presentando su cola a un valor mayor en el eje Y de la Figura 3.1. Este parametro no
toma en cuenta la velocidad o tasa de inactivacion como si lo hace el parametro tgg, Sino

gue solamente contempla los titulos iniciales y finales.

3.3.1.1. Segundo ciclo de radiacién UV-C

Para evaluar si la causa del efecto de cola radica en que los fagos adquirieron
resistencia contra la radiacion UV-C, un segundo ciclo de tratamiento se realizé para los
fagos MLC-A y LDG. Luego de realizar la enumeracion fagica para el segundo ciclo de
tratamiento con radiacion UV-C, se graficaron los valores obtenidos como log(P/Py) en
funcién del tiempo y se observd que las curvas de inactivacién presentaron la misma
forma (incluida la cola) que luego del primer ciclo. Por lo tanto, se podria decir que los
fagos MLC-A y LDG mostraron el mismo comportamiento tanto en el primer como en el
segundo ciclo de inactivacion, ya que no se observo ni una inactivacién completa ni una
mayor resistencia frente a la inactivacion con radiacion UV-C luego del segundo ciclo de
radiacion, en ninguno de los ensayos propuestos en la Seccién 3.2.3.1 (placas de lisis
levantadas y depositadas o placas de lisis levantadas, propagadas y depositadas sobre
la placa de vidrio). A modo ilustrativo, las curvas de inactivacion para el fago LDG tanto
para el primer ciclo de tratamiento (curva de inactivaciéon mostrada en la Figura 3.1)

como para el segundo ciclo de radiacién se muestran en la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Curvas de inactivacion para el fago LDG al aplicarle un ciclo de radiacion

(@) y dos ciclos de radiacion (A).

3.3.2. Ajuste de modelos cinéticos

Los modelos cinéticos propuestos en la Seccién 3.2.4 se ajustaron a los datos
experimentales mediante un parametro de optimizacién no lineal. Los RMSE para todos
los modelos ajustados se muestran en la Tabla 3.1, siendo los modelos de Geeraerd y
de Baranyi y Roberts los que mejor ajustaron los datos, ya que presentaron los menores
RMSE (entre 6,86 x10° y 3,54 %) y describen adecuadamente el comportamiento de
las curvas de inactivacion experimentales. Los parametros ajustados para ambos
modelos se muestran en la Tabla 3.1 para cada fago, y las curvas de estos modelos se
muestran en la Figura 3.1. Ademas de los valores de RMSE, es importante analizar la
precisién de los modelos, comparando el comportamiento real de los fagos con el
predicho por el modelo. Algunos modelos, como Weibull o Hom por ejemplo, no
presentaron grandes valores de RMSE pero si un pequefio valle en la curva de
inactivacion entre los puntos correspondientes a los tiempos 60 y 120 s (en la union
entre la parte de decaimiento exponencial de la curva y la cola de la misma). Como no
se obtuvieron datos experimentales en esta region, los RMSE que se estimaron con
estos modelos fueron bajos, pero probablemente poco exactos. Por lo tanto, a pesar de

presentar un valor de RMSE bajo, estas curvas no representan de una forma realista el
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sistema, ya que los fagos no se comportaron experimentalmente de esa manera cuando
fueron expuestos a radiacion UV-C.

Con respecto al modelo de Geeraerd, el parametro SL representa la longitud del
hombro, como se explicé en la Seccién 3.2.4.5. Dado que no se observo el efecto de
hombro para ninguno de los fagos ensayados, este parametro se considero igual a cero
para el ajuste de todos los fagos. Como se explicé previamente, Py representa el nUmero
inicial de fagos en el modelo y Prs representa la concentracion de fagos que
permanecen infectivos al final del tratamiento. Como el modelo de Geeraerd fue
ajustado a partir de la Ecuacion (3.7) para independizarlo del valor de Py, la relacién
entre ambos fue obtenida como parametro cinético (Pres/Po, Tabla 3.2). Al comparar el
parametro estimado Prs/Po con la relacién de la concentracion de la cola (Pres) y la
concentracion inicial (Po) experimentales para cada fago, se observé que el error relativo
entre los valores experimentales y los estimados por el modelo estuvieron en el rango
entre 1,62 x 102y 11,01 %. El error relativo fue calculado como la relacién porcentual
entre la diferencia de P.s/Po experimental y Ps/Po estimado. Como se explico
anteriormente, en el modelo de Baranyi y Roberts el parametro P, también representa
el numero inicial de los fagos y Pmin representa la concentracién remanente de fagos
infectivos al final del tratamiento, al igual que Prs en el modelo de Geeraerd. Como se
muestra en la Tabla 3.2, este modelo también fue ajustado considerando la relacién
Pmin/Po como pardmetro cinético. Comparando el pardmetro estimado Pmin/Po con la
relacion entre la concentracion remanente (Pmin) experimental y la concentracion inicial
(Po) experimental de cada fago, se observé que el error relativo entre los valores
experimentales y los estimados se encontré en el rango entre 1,42 x 102y 8,25 %.
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Tabla 3.1. Valores de RMSE para todos los modelos cinéticos ajustados con los datos experimentales de los fagos ensayados.

RMSE [%]
” Modified :
Weibull  Weibull-tail Iolz;i)éqtic g':n‘fl'g;erfz Geeraerd vf/;:tlggn Hom Baézg‘é'rtas“d

CHD 0,93 0,93 5,28 5,28 1,53 5,28 0,93 1,33

Ln-9 0,07 0,07 4,86 x10* 4,80 0,96 4,80 0,45 0,96

QF9 2,03 2,03 10,14 8,88 3,52 8,88 2,03 3,52
ATCC 8014-B1 1,15 3,36 1,76 x10° 4,50 0,49 3,36 1,06 3,45 x10°
MLC-A 3,16 596 x10° 12,35 12,35 3,54 12,35 3,16 6,86 x10°

M1-G1b 9,32 23,76 23,76 23,76 1,91 23,76 9,32 1,91
M13-G1b 6,95 0,03 14,76 14,76 1,50 x10? 14,76 6,95 1,37 x103

0BJ 8,50 x10* 5,61 x10% 6,62 6,62 1,34 662 1,26 x10* 1,34

J-1 0,13 0,14 11,76 11,76 2,31 11,76 0,14 1,58

LDG 3,73 0,86 10,39 10,85 1,52 10,85 4,16 0,27
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Tabla 3.2. Parametros de ajuste de los modelos de Geeraerd y Baranyi y Roberts para los distintos fagos.

Geeraerd Baranyi y Roberts

Pyes/Py kimax Ponin/Po Kmax

[adimensional] [1/s] [adimensional] [1/s]
CHD 2,14 x 10° 9,0 x 10 2,31 x 10° 9,1 x 102
Ln-9 3,16 x 10° 8,4 x 102 3,17 x 10° 8,4 x 102
QF9 5,18 x 10° 7,6 x 102 5,47 x 10° 7,7 x 102
ATCC 8014-B1 1,33 x 10* 7,56 x 10 1,40 x 10 7,5 x 102
MLC-A 3,14 x 10° 6,0 x 102 5,02 x 10° 6,1 x 10?2
M1-G1b 2,77 x 10° 5,6 x 102 2,82 x 10° 5,6 x 102
M13-G1b 1,43 x 10 5,6 x 102 1,43 x 10 5,7 x 102
0BJ 6,09 x 10* 5,4 x 102 6,13 x 10* 5,4 x 102
J-1 1,00 x 104 5,1 x 102 1,16 x 10 5,2 x 10
LDG 4,00 x 10* 4,6 x 102 4,51 x 10 4,6 x 102
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Analizando el pardmetro kmax, que representa la pendiente de la porcion
exponencial de la curva en ambos modelos, los valores se encontraron entre 0,046 (fago
LDG) y 0,091 1/s (fago CHD), para ambos modelos (Tabla 3.2). Practicamente no se
observaron diferencias entre los valores de kmax Obtenidos con un modelo u otro, para
todos los fagos. Los valores extremos del rango de kmax fueron consistentes con lo
observado previamente, ya que el fago LDG mostré el menor valor de Kmax, Y, por lo
tanto, la menor tasa de inactivacion; siendo el mas resistente entre los fagos ensayados,
con mayores valores de Pres Y Pmin, que indican que la cola se encuentra ubicada mas
arriba en el eje de las ordenadas. Por el contrario, el fago CHD mostré una elevada
reduccion en érdenes log, presentando su cola a valores mas bajos de P/Py en el grafico,
lo que se traduce en una mayor sensibilidad. Ademas, presentd el mayor valor de Kmax
entre los fagos testeados, lo que indica una rapida inactivacion inicial. Los fagos
ordenados por los valores de kmax, desde el mayor (CHD, el fago méas sensible) hacia el
menor (LDG, el fago mas resistente) siguen la misma secuencia que para los tgs. Esto
se debe a que el parametro kmax S€ correlaciona con la pendiente de la primera parte de
la curva de inactivacion (pendiente pronunciada), que es la region de la curva utilizada
para calcular el pardmetro tg, €s decir, donde se alcanza el 99 % de inactivacién (53 —
102 s).

Todo esto, en conjunto con los bajos valores de RMSE (entre 1,5 x 103 y 3,54
% para Geeraerd y entre 6,86 x 10° y 3,52 % para Baranyi y Roberts) indica un muy
buen ajuste de ambos modelos a los datos experimentales, como también puede
observarse en la Figura 3.1.

3.3.3. Variacién de condiciones de operacion
3.3.3.1. Concentraciones fagicas iniciales

Con el fin de interpretar adecuadamente el efecto de cola observado, se plantea
como posible explicacion la presencia de un efecto de sombra entre los fagos. En otras
palabras, al depositar una gran cantidad de particulas fagicas sobre una misma
superficie, la radiacion alcanzaria solo la capa superior, mientras que las particulas
ubicadas por debajo quedarian protegidas y, en consecuencia, sin inactivarse, dando
lugar al mencionado efecto de cola. Para determinar si existe un efecto de sombra, se
realizaron ensayos con concentraciones fagicas iniciales menores a los ya descriptos
(1,07 x 107 UFP/ml). La nueva concentracion inicial no podria ser menor a 1,00 x 108
UFP/ml, ya que, si se alcanzara una reduccion similar a la lograda en los ensayos
previos con titulos iniciales mayores, este valor dificultaria la enumeracién fagica, ya
que los titulos estarian muy cerca del limite de deteccidén, complicando la deteccién de

las particulas fagicas y, como consecuencia, imposibilitando determinar si la cola est4 o
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no presente. Por lo tanto, las concentraciones fagicas iniciales para estos ensayos
fueron 3,60 x 106 UFP/ml para el fago LDG y 1,70 x 108 UFP/ml para el fago MLC-A.
Previamente, los ensayos se habian realizado con titulos iniciales de 1,07 x 107 UFP/ml
para ambos fagos (Seccion 3.3.1). Los resultados obtenidos con ambas
concentraciones iniciales para los dos fagos se muestran en la Figura 3.5, en la que se
percibe también el efecto de cola al trabajar con titulos iniciales mas bajos. En esta
figura los valores estan graficados como log(P) vs dosis para poder observar el efecto
al variar la concentracién inicial de fagos (Po). Estos resultados indican que el efecto de
cola se continla observando cuando el tratamiento comienza con concentraciones
fagicas menores, lo que sugiere que el efecto de cola no seria causado por el efecto de
sombra entre las particulas fagicas, o que el efecto de sombra aun persistiria trabajando

con las concentraciones iniciales menores ensayadas.
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Figura 3.5. Curvas de inactivacién (log(P) vs dosis) de los fagos MLC-A y LDG con
diferentes concentraciones iniciales. Simbolo ®: curvas con concentracion inicial
original (aproximadamente 10" UFP/ml, mostradas previamente en Figura 3.1). Simbolo

: ensayos con menor concentracion inicial, de aproximadamente 10® UFP/ml.

3.3.3.2. Flujo de radiacién

De acuerdo a la ley de reciprocidad de Bunsen-Roscoe (Bunsen y Roscoe,
1857), al incrementar el nUmero de lamparas se esperarian tiempos de tratamiento mas
cortos. Esto se debe a que, para alcanzar un mismo nivel de inactivacion manteniendo
la dosis, un nivel de radiacién mayor permitird lograr la inactivacién en menor tiempo.
En contraste, cuando se emplean flujos de radiacion menores, serian necesarios
tiempos de tratamiento mas prolongados para obtener el mismo efecto.

Como se explicd anteriormente, para analizar la influencia del flujo de radiacion
incidente en las tasas de inactivacion fagica, se modificé dicho flujo, ya sea

incrementandolo a través del empleo de un mayor numero de lamparas en el reactor
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(tres lamparas en lugar de una), o disminuyéndolo mediante el empleo de una malla
metalica ubicada entre una Unica lampara y las muestras, a fin de atenuar la radiacion
que reciben las mismas. Se ensayé y compar6 la inactivacion bajo diferentes
condiciones de flujo de radiacion y de tiempo de exposicién de tal manera que la dosis
recibida, que resulta del producto entre el flujo de radiacién y el tiempo, sea la misma.

Los valores de flujo de radiacién incidente neto utilizando tres lamparas UV-C y
una ldmpara UV-C con y sin la malla metdlica se midieron segun el procedimiento
explicado en la Seccion 3.2.5.2. El valor del flujo de radiacién incidente a 254 nm
utilizando una lampara UV-C sin la malla metélica fue de 1,05 x 10 W/cm?2, mientras
que el valor correspondiente utilizando la malla metalica fue de 4,42 x 10* W/cm? y para
las tres lamparas resultdé en 2,95 x 103 W/cm?. La dosis fue calculada por radiometria,
multiplicando las mediciones de los flujos de radiacion por los tiempos de exposicion.

En la Figura 3.6 se muestra la distribucién de la emision espectral (Ex/E7) de las
lamparas UV-C, la cual se corresponde con los picos de emisién caracteristicos de las
lamparas de mercurio, incluyendo el pico a la longitud de onda de 254 nm.

Ey/E x 102 [adimensional]

A [nm]
Figura 3.6. Distribucion de la emision espectral de las ldmparas UV-C.

De acuerdo a la ley de reciprocidad de Bunsen-Roscoe, una reaccion
fotoquimica es directamente proporcional a la dosis energética total, sin importar el
tiempo en el cual dicha dosis es entregada (Bunsen y Roscoe, 1857). Entonces, para
verificar si los fagos ensayados obedecen esta ley, se llevaron a cabo ensayos con
distintos flujos de radiacion, pero similares dosis. En otras palabras, para mantener la
dosis, cuando se disminuyd la radiacion incidente, fue necesario prolongar el tiempo de
tratamiento y viceversa.
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Los datos experimentales log(P/Py) se graficaron vs la dosis [J/cm?] y se
muestran en la Figura 3.7. La misma curva de inactivacién y el efecto de cola se observd
en todas las configuraciones del sistema. Por otro lado, al mantener la dosis no se
observaron diferencias significativas entre las reducciones logaritmicas obtenidas al
alcanzar la cola, a partir de las tres curvas, para ambos fagos, con un 95 % de nivel de
confianza (Figura 3.8). Esto muestra que los fagos LDG y MLC-A obedecen la ley de
reciprocidad de Bunsen-Roscoe, dado que la fraccion de virus infectivos luego del
tratamiento con UV-C no se vio afectada por cambios en el flujo de radiacién ni en el
tiempo de exposicion, siempre y cuando permanecieran reciprocos. Teniendo esto en
cuenta y recordando que la dosis es el producto de la radiacion incidente por el tiempo,
se concluye que, para lograr una inactivacion equivalente a la alcanzada con un flujo de
radiacion mayor, sera necesario prolongar el tratamiento si se utiliza un flujo de radiacién

menor, de manera de alcanzar la dosis requerida.
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Figura 3.7. Curvas de inactivacion para los fagos MLC-A y LDG, log(P/Py) vs dosis

[J/cm?], bajo diversos flujos de radiacion.

Asimismo, los fagos MLC-A y LDG se ensayaron bajo dosis mayores, empleando
tres lamparas UV-C durante 60 y 120 min, para comprobar si el efecto de cola aun
continuaba presente. Efectivamente, las colas continuaron apareciendo luego de tratar
los fagos con dosis de 10,61 y 21,22 J/cm?, con valores de P/P, de 8,3 x 106 y
3,6 x 10®, respectivamente para el fago MLC-A y valores de 1,3 x 10%y 6,3 x 10,
respectivamente para el fago LDG para la cola.
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Figura 3.8. Reducciones logaritmicas obtenidas al alcanzar el efecto de cola trabajando
a distintos niveles de flujo de radiacién para los fagos MLC-A y LDG. Letras iguales en
cada recuadro indican que no existen diferencias significativas (p < 0,05).

De igual manera que en la Seccion 3.3.2, los resultados obtenidos variando el
flujo de radiaciéon fueron ajustados utilizando un modelo cinético. En este caso, se
empled el modelo de Geeraerd, uno de los que previamente presentd el mejor ajuste.
Como se explicod anteriormente, los parametros cinéticos involucrados en este modelo
son Kmax, que representa la pendiente de la parte exponencial de la curva de inactivacion,
y Pres/Po, que representa la relaciéon entre el valor final de la cola y la concentracion
fagica inicial.

En esta oportunidad resulta de interés analizar particularmente cémo varia el
parametro cinético kmax con el flujo de radiacion, ya que los valores de Prs/Po estan
estrechamente vinculados con las reducciones logaritmicas analizadas previamente y
hacer un andlisis en este sentido no aportaria nuevas conclusiones a las ya
mencionadas.

Los valores de kmax reportados para el flujo de radiacion 1,05 x 102 W/cm? en la
Seccién 3.3.2 fueron de 6,0 x 102 1/s para el fago MLC-A (RMSE = 3,54 %) y 4,6 x 10-
2 1/s para el fago LDG (RMSE = 1,52 %). Para ajustar el modelo de Geeraerd a los datos
obtenidos al trabajar con flujos de radiacion de 2,95 x 10 W/cm? (3 lamparas) y 4,42 x
10* W/cm?2 (una lampara con la malla metdlica) es necesario expresar en primer lugar
los resultados experimentales obtenidos para los fagos MLC-A y LDG en funcién del
tiempo, ya que el modelo de Geeraerd utiliza este parametro. Ademas, los valores de
Kmax para un flujo de radiacion de 1,05 x 103 W/cm? fueron obtenidos ajustando el log
P/Po en funcién del tiempo.

Luego de ajustar el modelo cinético de Geeraerd a los datos experimentales
obtenidos al trabajar con tres lamparas y una lampara cuya radiacién fue atenuada con
una malla metdlica, expresados como log(P/Po) vs. tiempo, los valores de RMSE se
encontraron entre 0,62 y 4,64 % para el fago LDG y entre 4,49 y 5,86 % para el fago
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MLC-A. Los parametros cinéticos del modelo de Geeraerd ajustado se muestran en la
Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Parametros cinéticos del modelo de Geeraerd ajustados para los distintos
flujos de radiacién para ambos fagos.

Malla 1 lampara 3 lamparas
(4,42 x 10* W/cm?) (1,05 x 10 W/cm?) (2,95 x 10 W/cm?)
< Kmax[1/8] 3,2 x 102 6,0 x 102 1,4 x 10"
Q Pres/Po 5,0 x 10% 3,1 x 10% 42 x 10°
=
RMSE [%)] 5,86 3,54 4,49
Kmax [1/8] 2,5 x 102 4,6 x 102 1,4 x 10
(35 Pres/Po 1,15 x 10* 40 x10* 48 x 10°
RMSE [%] 0,62 1,52 4,64

La Figura 3.9 muestra los valores de kmax Obtenidos para los distintos flujos de
radiacion. Se puede observar que un mayor valor de kmax S€ obtuvo con el mayor flujo
de radiacién (1,4 x 10" 1/s para ambos fagos), indicando una mayor velocidad de
inactivacion, mientras que los valores de kmax para el menor flujo de radiacion fueron 2,5
x 102 1/s para el fago LDG y 3,2 x 102 1/s para el fago MLC-A. Una vez mas, esto
confirmaria que, si el flujo de radiacion aumenta, la inactivacién ocurrira de forma mas
rapida. En otras palabras, un cierto nivel de inactivacion sera alcanzado en menor
tiempo comparado con un tratamiento con menor flujo de radiacion, como era de
esperarse, ya que los fagos siguen la ley de Bunsen-Roscoe, como se explico
previamente. Mas adn, la Figura 3.9 muestra que kmax varia linealmente con el flujo de
radiacion. Al ajustar estos datos con una cinética lineal se observé que el valor de R? es
muy cercano a 1 para ambos fagos. Basados en esto, es posible predecir que, al trabajar
con flujos de radiacion entre 4,4 x 10y 2,9 x 10 W/cm2, el valor de knax para ambos
fagos seguira la tendencia lineal mostrada en la Figura 3.9.
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Figura 3.9. Variacion del parametro cinético kmax con el flujo de radiacién UV-C.

3.3.3.3. Humedad relativa

Como se explico en la Seccion 3.2.5.4, se realizaron ensayos bajo diversos
valores de humedad relativa (40, 60 y 90 %) para analizar la influencia de dicho
parametro en la inactivacion fagica bajo radiacién UV-C. Los resultados experimentales
(log(P/Py)) se graficaron vs. la dosis administrada (Figura 3.10).

Para el fago MLC-A, practicamente no se evidenci6é un efecto a la humedad en
las curvas de inactivacion en ninguna de las condiciones ensayadas. Sin embargo,
cuando se estudi6 el fago LDG a distintos niveles de humedad relativa, se observé que
presenté su menor inactivacion trabajando con una humedad de 90 %, en comparacion
con las otras humedades relativas estudiadas. Mas aun, la inactivacion en efecto
aumenté cuando la humedad relativa disminuyé de 90 a 60 %. Sin embargo, una mayor
reduccion de la humedad relativa a un valor de 40 % resultdé en una curva de inactivacion
muy similar a la obtenida con una humedad relativa del 60 %. Por lo tanto, mientras es
cierto que al disminuir la humedad relativa de 90 a 60 % se mejoré la inactivacion fagica,
también es cierto que a partir de un valor umbral la reduccion en la humedad (de 60 a
40 %) no condujo a una mejora en la inactivacién, de acuerdo a lo observado

principalmente para este fago.
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Figura 3.10. Curvas de inactivacion para los fagos MLC-A y LDG, log(P/Po) vs dosis
[J/cm?], para diversos valores de humedad relativa.

Realizando un analisis estadistico para las reducciones en los titulos fagicos
logrados al alcanzar la cola, se verificO que no existe un efecto significativo de la
humedad relativa sobre la inactivacién del fago MLC-A, con un 95 % de nivel de
confianza. Por el contrario, se evidenciaron diferencias significativas en la inactivacion
del fago LDG entre las reducciones alcanzadas a 90 % con las de 60 y 40 % de humedad
relativa, pero no entre las reducciones alcanzadas a 60 y 40 % de humedad relativa,

con un 95 % de nivel de confianza (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Reducciones logaritmicas obtenidas trabajando a distintos niveles de
humedad relativa para los fagos MLC-A y LDG. Letras distintas en un mismo recuadro

indican que existen diferencias significativas (p < 0,05).

De manera similar a lo realizado en la Seccion 3.3.3.2 para la variacion del flujo
de radiacion, también se ajust6 el modelo de Geeraerd para los resultados obtenidos al
trabajar con diversas humedades relativas, a fin de evaluar como varia el parametro

cinético Kmax en funcién de la humedad relativa.
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Los valores de kmax reportados al trabajar con una humedad relativa de 90 % en
la Seccion 3.3.2 fueron de 6,0 x 102 1/s para el fago MLC-A (RMSE = 3,54 %) y 4,6 x
102 1/s para el fago LDG (RMSE = 1,52 %). Para una humedad relativa del 40 %, los
valores de kmax fueron 1,2 x 10! 1/s para el fago LDG y 1,3 x 10" 1/s para el fago MLC-
A, mientras que los valores de kmax para una humedad relativa del 60 % fueron 1,0 x 10°
' 1/s para el fago LDG y 1,2 x 10" 1/s para el fago MLC-A. Los parametros cinéticos del
modelo de Geeraerd ajustado a los resultados obtenidos a partir de las distintas
humedades relativas ensayadas se muestran en la Tabla 3.4, junto a los RMSE
correspondientes.

Graficando los valores de kmax Obtenidos con los distintos niveles de humedad
relativa, se obtiene la Figura 3.12. Esta figura muestra que un aumento en la humedad
relativa resulté en un menor valor de kmax, indicando una menor inactivacién. Ademas,
se puede observar que el parametro kmax varia parabdlicamente con la humedad relativa.
Basandose en esta observacién, es posible predecir que, al trabajar con niveles de
humedad relativa entre 40 y 90 %, los valores de kmax para ambos fagos seguiran esta
tendencia y tomaran los valores predichos por las parabolas ajustadas que se muestran
en la Figura 3.12 para cada fago. De igual manera, a partir de la forma de las parabolas
presentadas en la Figura 3.12 se observa que una variacion de humedad relativa entre
niveles bajos (40 — 60 %) no afectaria en gran medida al valor de knax, mientras que un
aumento en la humedad relativa a valores superiores (> 60 %) si comenzaria a ejercer

un mayor efecto sobre el valor de kmax, disminuyéndolo considerablemente.

Tabla 3.4. Parametros cinéticos del modelo de Geeraerd ajustados para los distintos
niveles de humedad relativa ensayados para ambos fagos.

90 % HR 60 % HR 40 % HR

< | Koullis] 6,0 x 102 1,2 x 10" 1,3 x 10"

Q Pres/Po 3,1 x 10° 5,0 x 10° 3,0 x 10°
= [ Awse [%] 3,54 6,45 5,80

Kmax [1/5] 4,6 x 102 1,0 x 10" 1,2 x 10"

‘95 Pres/Po 4,0 x 10 2,7 x 10° 1,8 x 10°
RMSE [%)] 1,52 12,28 2,66
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Figura 3.12. Variacion del parametro cinético kmax con la humedad relativa.

3.3.3.4. Agregado de catalizador

Las suspensiones fagicas fueron sometidas a radiacion UV-C (1 lampara, flujo
de radiacion de 1,05 x 10 W/cm?), luego de haber sido depositadas sobre placas de
vidrio recubiertas y sin recubrir con TiO2, con el fin de determinar si la presencia del
fotocatalizador mejora la inactivacién. Los resultados experimentales fueron graficados
tanto vs dosis (Figura 3.13) como vs. tiempo (datos no mostrados), y los valores
empleados en este ultimo grafico se ajustaron con el modelo Geeraerd (Tabla 3.5). A
partir de la regresion de los parametros cinéticos, se observd que el valor de Kmax fue
mayor trabajando con TiOz, para ambos fagos. Esto indica que la presencia del
fotocatalizador en efecto aument6 la tasa de inactivacion (kmax), ya que la pendiente de
la porcidn decreciente de la curva resultd mayor para los ensayos con placas recubiertas
con TiO2 (0,11 1/s para el fago LDG y 0,10 1/s para el fago MLC-A) que para aquellos
realizados con placas sin recubrir (4,6 x 102 1/s para el fago LDG y 6,0 x 102 1/s para
el fago MLC-A). Por otro lado, el valor del parametro P.s/Po, que representa la relacion
entre los fagos infectivos al final del tratamiento y la concentracion inicial de fagos, fue
mayor para los ensayos con placas recubiertas con TiO2 (1,14 x 10 para el fago LDG
y 3,77 x 10 para el fago MLC-A) que para los ensayos con placas sin recubrir (4,00 x
10 para el fago LDG y 3,14 x 107 para el fago MLC-A), indicando que la concentracion

alcanzada al final del tratamiento resulté mayor al trabajar con placas recubiertas con
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TiO2. Por lo tanto, el nivel de inactivacion fagica no se incrementé en presencia de TiOo.

Mas aun, analizando las reducciones logaritmicas alcanzadas, se observé que la

inactivacién disminuyé significativamente (95 % de nivel de confianza) con la adicion del

fotocatalizador, para ambos fagos (Figura 3.14).
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Figura 3.13. Curvas de inactivacion para los fagos MLC-A y LDG, log(P/Py) vs dosis
[J/cm?], bajo la radiacion de una lampara UV-C, cuando las suspensiones fagicas fueron

depositadas en placas de vidrio recubiertas y sin recubrir con TiOo.

Tabla 3.5. Parametros cinéticos obtenidos al ajustar el modelo de Geeraerd a los

ensayos realizados con placas recubiertas y sin recubrir con TiO, para ambos fagos.

Sin TiO2 Con TiO»
o | Knaltis] 6,0 x 102 0,10

S| PP 3,14 x 10° 3,77 x 10°
= | AmsE [ 3,54 4,94
e [1/5] 4,6 x 107 0,11

S| PesPo 4,00 x 10* 1,14 x 103
RMSE [%)] 1,52 5,44
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Figura 3.14. Reducciones logaritmicas obtenidas trabajando con placas de vidrio
recubiertas con TiOz y sin recubrir, para los fagos MLC-A y LDG. Letras distintas en un
mismo recuadro indican que existen diferencias significativas (p < 0,05).

Para analizar si los tiempos de exposicion a la radiacién UV-C en presencia del
catalizador (fotocatdlisis) ensayados resultaron demasiado cortos para observar la
inactivacion en estas condiciones, también se ensayaron tiempos de exposicion mas
prolongados (3 h). Esta decision se tom6 en base a resultados previos obtenidos para
el fago MLC-A en presencia de tratamientos fotocataliticos (UV-A, TiO2) en los que fue
necesario un tiempo de ensayo de 3 h para observar inactivacién considerable de dicho
fago (Briggiler Marcé et al., 2011). Sin embargo, luego del tratamiento por 3 h con
radiacion UV-C en presencia del catalizador, las unidades formadoras de placa por
mililitro permanecieron en el mismo valor de la cola, es decir que no hubo un incremento
en el nivel de inactivacion y el efecto de cola también fue observado (datos no

mostrados).

3.3.3.5. Medios de suspensién fagica

Se estudiaron diversos medios de suspension del fago, esto es agua destilada,
leche descremada en polvo reconstituida al 10 % p/p (leche) y suero de queseria en
polvo, también reconstituido al 10 % p/p (suero), para analizar una posible interferencia
de los componentes organicos presentes en estos medios en el proceso de inactivacion.
Los resultados obtenidos para estos ensayos se graficaron como log(P/Py) vs. dosis,

obteniéndose las curvas presentadas en la Figura 3.15.
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Figura 3.15. Curvas de inactivacion para los fagos MLC-A y LDG, log(P/Po) vs dosis

[J/cm?], para diversos medios de suspension.

Cuando se ensayaron los tres medios de suspension (agua, leche y suero de
queseria), se observd que no existieron diferencias significativas en las reducciones
logaritmicas alcanzadas con los tres medios de suspensién para ambos fagos, con la
excepcion de la leche para el fago LDG (Figura 3.16), con un 95 % de nivel de confianza.
Asimismo, el efecto de cola sigui6 estando presente para todos los medios de
suspension (Fgiura 3.15). El comportamiento obtenido para el fago LDG en presencia
de leche es opuesto al esperado, ya que en lugar de disminuir las reducciones
logaritmicas debido a un efecto protectivo o competitivo de los componentes de la leche,
las reducciones fagicas aumentaron, indicando que el fago LDG se inactivaria en mayor

medida que cuando se encontraba suspendido en agua.
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Figura 3.16. Reducciones logaritmicas obtenidas trabajando con distintos medios de
suspension para los fagos MLC-A y LDG. Letras diferentes en un mismo recuadro

indican que existen diferencias significativas (p < 0,05).
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Con el objetivo de dilucidar el efecto de los medios de suspensiéon en la
inactivacion fagica con radiacion UV-C, el fago MLC-A fue concentrado (21,1 XG, 1 h) y
suspendido en el buffer acetato de amonio, obteniéndose un titulo final de 1,8 x 10°
UFP/ml. Cuando el fago se suspendié en acetato de amonio y se trabajé con una
concentracion inicial similar a la utilizada en los ensayos con los otros medios de
suspension (5,7 x 107 UFP/ml en agua, leche o suero), no se observé el efecto de cola
en las curvas de inactivacion (Figura 3.17), ya que la concentracién fagica final se ubicé
por debajo del limite de deteccion (50 UFP/mI). Sin embargo, al emplear titulos fagicos
iniciales mas elevados (1,8 x 10° UFP/ml), lo cual fue posible gracias a la concentracion
previa del fago, se observd que, si bien se alcanzé una mayor reduccién (entre 6 y 7
ordenes log) en comparaciéon con los ensayos realizados con otros los medios de
suspension y menores concentraciones iniciales (5,7 x 107 UFP/ml, aproximadamente
5 6rdenes log de reduccién), el efecto de cola persistié (Figura 3.17). En dicha figura se
puede apreciar que, de haberse obtenido reducciones similares al trabajar con una
concentracion inicial de 5,7 x 107 UFP/ml, la regién correspondiente al efecto de cola
hubiese quedado por debajo del limite de deteccién (LD), tal como se indica de manera
estimada en la Figura 3.17.

Ensayos realizados en nuestro laboratorio demostraron que los componentes del
medio de cultivo MRS absorberian una fraccion de la radiacion incidente, por lo que el
flujo de radiacién que realmente llegaria a las particulas fagicas resultaria menor que el
esperado en los ensayos utilizando el fago concentrando y libre de los componentes del
medio de cultivo, por lo que las reducciones en los titulos obtenidas en presencia de
componentes del medio del cultivo podrian resultar menores.
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Figura 3.17. Curvas de inactivacion (log(P) vs tiempo, con P en UFP/ml) para el fago
MLC-A suspendido en buffer. Simbolo e: curva obtenida a partir de una concentracion
inicial de 1,8 x 10° UFP/ml, simbolo «: curva obtenida a partir de una concentracion
inicial de 5,7 x 10”7 UFP/ml. Simbolo ©: titulos predichos si se obtuvieran las mismas
reducciones que al trabajar con las concentraciones iniciales mas altas, encontrandose

por debajo del limite de deteccién (LD, linea naranja).

3.3.4. Combinacién secuencial de tecnologias

Como se mencioné en la Seccion 3.2.6, se combinaron estrategias de
inactivacion con el objetivo de conocer si era posible mejorar la inactivacion de los fagos
mediante el aumento de las reducciones fagicas obtenidas y eliminar el efecto de cola
presente en todos los ensayos con radiacion UV-C. Las tecnologias propuestas para
aplicar luego del tratamiento con radiacién UV-C fueron el ozono gaseoso (10 ppm) y la
fotocatdlisis con TiO2 como fotocatalizador bajo radiacion UV-A, ya que su eficiencia en
la inactivacion fagica ha sido previamente demostrada (Briggiler Marcé et al., 2011,
2021; Lloréns, 2024). Estos ensayos permitieron evaluar la factibilidad de combinar
estas tecnologias, asi como también analizar la posible adquisicion de resistencia por
parte del fago luego de su exposicién a radiacion UV-C.

Como resultado, se alcanz6 una inactivacion completa luego de realizar los
tratamientos complementarios, ya que no se detectaron particulas fagicas (limite de
deteccién de 50 UFP/ml) luego de aplicar los tratamientos, en ninguna de las dos

combinaciones (10 min de radiacion UV-C + 15 min de ozono, 10 min de radiacién UV-
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C + 1,5 h de fotocatélisis). Por otro lado, cuando se realizé el tratamiento con ozono gas
sin previo tratamiento con radiacion UV-C, se alcanzé un titulo fagico final de 2,5 x 10?
UFP/ml luego de 15 min de exposicion. En cambio, luego del tratamiento fotocatalitico
por 1,5 h, sin previo tratamiento con radiacién UV-C, se alcanz6 una concentracion final
de 2,3 x 10° UFP/ml. Por lo tanto, se demostré que ambas combinaciones serian
exitosas para mejorar la inactivacion fagica y que los fagos no adquirieron resistencia
frente a estas tecnologias de inactivacion al ser expuestos previamente a radiacion UV-
C.
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3.4. Discusion

3.4.1. Ensayos de inactivacion

Se estudié la inactivacion de dieciséis fagos de bacterias lacticas bajo radiacién
UV-C (1 =200 - 280 nm), durante un tiempo total de 10 min. No se detectaron particulas
infectivas (LD = 50 UFP/ml) para seis fagos (832-B1, 892-LB, 009-ML, BYM, Ibs y
Cb1/204), al ser irradiados con una lampara (1,05 x 10 W/cm?) por el menor tiempo
ensayado (2 min, dosis de 0,13 J/cm?). Estos resultados podrian indicar una alta
sensibilidad de estos fagos a la radiacion UV-C. Asimismo, al tratarlos con la pintura
fotocatalitica bajo radiacién visible (Capitulo 2), se observé que se inactivaron por
completo en un plazode 1 a5 h. Sin embargo, hay que considerar que los titulos iniciales
al comienzo del experimento para estos seis fagos resultaron bajos (entre 3,1 x 10*y
3,8 x 10° UFP/ml), debido a que no fue posible alcanzar altas concentraciones virales
durante su propagacion y a la pérdida de infectividad evidenciada a causa del proceso
de deposicion y secado, como se discutié en el Capitulo 2. Por lo que, si los titulos
iniciales en estos experimentos hubieran sido mayores, la inactivacion completa de
estos fagos a los 2 min de tratamiento podria no haberse alcanzado.

El resto de los fagos estudiados (CHD, Ln-9, QF9, ATCC 8014-B1, MLC-A, M1-
G1b, M13-G1b, 0BJ, J-1, LDG) redujeron su infectividad entre 2,34 (fago LDG) y 4,38
ordenes log (fago CHD) a los dos minutos de tratamiento. Sin embargo, estas
reducciones disminuyeron considerablemente entre los puntos subsiguientes,
alcanzando un valor de log(P/Po) practicamente constante y presentando un claro efecto
de cola. Este comportamiento fue observado también por otros autores cuando
estudiaron la inactivacion viral (Cutler et al., 2011; Kim et al., 2017; Mattle y Kohn, 2012;
Vitzilaiou et al., 2022). De los trabajos mencionados, el Unico que analiz6 la inactivacion
de fagos de bacterias lacticas fue el de Vitzilaiou et al. (2022), informando un marcado
efecto de cola para los fagos P680 y P008, infectivos de L. lactis, cuando, estando
suspendidos en suero de yogur, fueron sometidos a radiacion UV-C (dosis maxima de
280 mJd/cm?). Entre las hipétesis planteadas por los autores para justificar este
comportamiento se pueden mencionar la formacién de un escudo a la luz por parte de
las particulas virales, asi como la agregacién viral (Nieuwstad y Havelaar, 1994), la
presencia de subpoblaciones de virus resistentes (Cutler et al., 2011) y la recombinacién
viral (Luria y Dulbecco, 1949; Mattle y Kohn, 2012).

A pesar de que todas las curvas siguen un comportamiento similar, esto es
pendiente pronunciada al comienzo y efecto de cola al final, algunos fagos mostraron
una inactivacion inicial mayor (como se explicé previamente) o alcanzaron el efecto de

cola en tiempos mas cortos que otros, como en el caso de los fagos CHD, Ln-9, QF9 y

148



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

ATCC 8014-B1. Esto puede deberse a diferencias en los componentes de la particula
viral. En este sentido, se ha demostrado que la inactivacion viral se produce debido a
dafios en el ADN de la particula (Koutchma et al., 2009; Qiao et al., 2018) cuando se
emplea radiacién UV-C. Mas aun, Mayer et al. (2015) ensayaron algunos bacteri6fagos
y virus animales y humanos con radiacién UV-C y postularon que su inactivacién se
debia mayormente a un dafo gendémico (representando una contribucion del 77 al 95 %
del dano total), pero que también existia una contribucion debida a la degradaciéon de
las proteinas (entre el 5y el 23 %). Por lo tanto, de acuerdo a lo postulado por los
autores, variaciones en los genomas fagicos o en las proteinas que conforman la
capside podrian explicar los diferentes comportamientos de los fagos analizados en esta
tesis. De Plano et al. (2021) estudiaron el efecto de los cambios estructurales de la
capside en el fago M13 modificado genéticamente y observaron que una mayor
resistencia al dano causado por la radiacion UV-C era atribuible a la reorganizacién de
las interacciones dentro de la capside, lo que condujo a un aumento de los puentes de
hidrogeno y de las interacciones estéricas, haciendo la estructura mas estable y
generando una mayor proteccion para el ADN viral. Schubert, Biere, et al. (2023)
también sugirieron que puede existir un efecto combinado entre las caracteristicas del
virus y el tipo y tamano de &cido nucleico en relacién al comportamiento frente a la
radiacion UV-C. Sin embargo, al trabajar con once fagos infectivos de L. lactis (fagos
P369 y KSY1, pertenecientes a la ex familia Podoviridae y fagos P001, P956, P1532,
P680, PO08, TP901-1, P087, 949 and P897, pertenecientes a la ex familia Siphoviridae),
estos autores no pudieron detectar una correlacidén consistente entre la sensibilidad a la
radiacion UV-C y la morfologia fagica o el tamafno del genoma, probablemente debido
al efecto de otros parametros indefinidos. Mas aun, Vitzilaiou et al. (2022) postularon
que los fagos del grupo 936 de Lactococcus podrian poseer caracteristicas genémicas
especificas, que podrian ser las responsables de su tolerancia a varios factores de
estrés, tales como calor, biocidas y radiacién UV. Sin embargo, seria necesario realizar
una investigacién méas profunda para establecer la relacion entre el nivel de inactivacién
y el dano al genoma o a la capside fagica.

Similarmente al Capitulo 2, es posible realizar una comparacion de distintas
tecnologias de inactivacion a partir de los valores de g9y de las reducciones logaritmicas
alcanzadas.

En primer lugar, los valores de fs9 obtenidos para la radiacion UV-C se
encontraron en el rango entre 53 y 102 s. Al comparar estos valores con aquellos
obtenidos al trabajar con pintura fotocatalitica bajo radiacion visible (0,6 h — 17,9 h) se
puede observar que los tgs obtenidos bajo radiacion UV-C son mucho menores (entre

21,18 y 1215,85 veces). También es posible compararlos con los tss alcanzados al
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trabajar en la inactivacion de estos dieciséis fagos con ozono gaseoso (Lloréns, 2024),
los cuales se encontraron entre 3,1 y 15,9 min, siendo mayores que aquellos obtenidos
bajo radiacién UV-C. Finalmente, cuando se comparan los tgg con aquellos calculados a
partir del trabajo de Briggiler Marcé et al. (2011) para los fagos 832-B1, J-1, MLC-A,
CHD, QF9 y 0BJ en presencia de tratamientos fotocataliticos (UV-A y TiO> como
catalizador), los mismos variaron entre 35 y 180 min, siendo también mayores que
aquellos obtenidos con radiacion UV-C. En resumen, los tgs obtenidos bajo radiacion
UV-C son considerablemente mas bajos que los obtenidos con las tres tecnologias
restantes (fotocatalisis, pintura fotocatalitica y ozono). Esto nos indica que la radiacion
UV-C es la tecnologia que alcanza la reduccion de 2 érdenes log en menor tiempo, lo
cual es muy prometedor. Lamentablemente, la mayoria de los fagos ensayados (diez de
dieciséis) presentaron efecto de cola en las curvas de inactivacién, lo que representa
una desventaja de esta tecnologia, y resulta necesario analizar otros parametros tal
como las reducciones logaritmicas. Estas reducciones se encontraron en el rango entre
3,16 y 4,45 6rdenes log, calculadas como la diferencia entre el punto inicial de la curva
y el valor correspondiente a la cola. Por lo tanto, estas reducciones fueron alcanzadas
en el tiempo en el que se alcanzé la cola (120 — 300 s) y las concentraciones finales de
los fagos se encontraron en el rango entre 2,00 x 102 y 3,75 x 10% UFP/ml. Esto indica
que no es posible alcanzar la inactivacién completa de todos los fagos infectivos de
bacterias lacticas ensayados en esta tesis empleando Unicamente esta tecnologia, y las
concentraciones finales son cercanas a los niveles que pueden ocasionar problemas en
los procesos fermentativos (10* UFP/ml (Moineau y Lévesque, 2005)), por lo cual se
recomienda combinar la radiacion UV-C con alguna tecnologia complementaria, como
se observo en la Seccién 3.3.4.

Al calcular las reducciones logaritmicas logradas hasta la aparicion de la cola
(entre 3,16 y 4,45 6rdenes log) y agruparlas segun el tiempo de tratamiento en el cual
fueron alcanzadas (Figura 3.3), se puede observar que los fagos J-1, LDG, MLC-A, M1-
G1b, M13-G1b y 0BJ requirieron un tratamiento ligeramente mas largo (300 s), 0 méas
intenso si se considera la dosis (0,32 J/cm?), que el resto de los fagos para alcanzar el
efecto de cola, en concordancia con lo observado en la Figura 3.1. Sin embargo, cuando
se comparan las dosis requeridas en esta tesis para alcanzar dichas reducciones con
aquellas informadas por Michel et al. (2021) para fagos infectivos de bacterias lacticas
suspendidos en suero de leche filtrado, se observo que dichos autores precisaron de
dosis mayores (2,25 J/cm?) para alcanzar una reduccion de 5 érdenes log. Esto indica
que, a pesar de que la reduccion obtenida por los autores mencionados es levemente
mayor que las obtenidas en esta tesis (entre 0,55 y 1,67 6rdenes log mayores), la dosis

requerida fue entre 4,4 y 17,3 veces mayor. Es importante notar que, como se mencioné
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anteriormente, Michel et al. (2021) trabajaron con el fago suspendido en suero de leche,
y esto puede explicar en gran medida estas diferencias, ya que el suero absorbera una
gran fraccién de radiacion UV-C y la penetracion de los rayos se vera reducida,
produciéndose también una atenuaciéon de los rayos UV hasta alcanzar los fagos.
Asimismo, cabe remarcar que en nuestro trabajo los fagos estuvieron depositados en
una superficie durante el tratamiento, lo que facilitaria que las particulas virales sean
alcanzadas por la radiacion, a diferencia del trabajo citado, en el cual las particulas
fagicas se encontraban suspendidas en medio liquido. Una comparaciéon similar se
puede realizar con el articulo de Schubert, Hock, et al. (2023), ya que dichos autores
estudiaron la inactivacion en presencia de esta tecnologia para el fago PO08 en suero
filtrado, utilizando distintas configuraciones del reactor. En este sentido, Schubert, Hock,
et al. (2023) precisaron dosis mayores y esto también puede deberse a que el fago
estaba suspendido en suero filtrado, como se explicé anteriormente. Por otro lado,
Michel et al. (2021) también estudiaron la inactivacion de los fagos en agua, obteniendo
una reduccién de 5,5 érdenes log para los fagos P0O01 y PO08 cuando se aplicé una
dosis de 0,05 J/cm?. En este caso, la dosis requerida fue entre 2,6 a 6,4 veces menor
que la reportada en esta tesis. Se destaca Michel et al. (2021) observaron una completa
inactivacion de los fagos, mientras que en esta tesis diez de los fagos estudiados
presentaron un marcado efecto de cola. Esto puede estar relacionado con las razones
explicadas previamente sobre las causas del efecto de cola, a las caracteristicas
morfoldgicas y estructurales del fago o a algunas diferencias entre las configuraciones
y el disefio de los reactores empleados, lo que hace que la comparacidn entre resultados
no sea realmente justa.

Por otro lado, al comparar las dosis requeridas en esta tesis con los resultados
publicados por Vitzilaiou et al. (2022), se observa que los valores son consistentes para
los fagos LDG, MLC-A, 0BJ, M1-G1b, M13-G1b y J-1, dado que los autores
mencionados reportaron una reduccién de 4,1 y 5 érdenes log para los fagos P680 y
P008, respectivamente, aplicando una dosis de 0,327 J/cm2. En cambio, los fagos ATCC
8014-B1, CHD, Ln-9 y QF9 precisaron dosis menores que las publicadas para alcanzar
reducciones similares (+ 0,5 érdenes log) a la de los fagos P680 y P008.

No obstante, dado que no existe una metodologia estandarizada para medir la
dosis otorgada por las lamparas UV-C, las diferencias observadas entre nuestro trabajo
y el de otros autores, podrian deberse a que, en dichos estudios, la dosis podria haber
sido determinada por actinometria o biodosimetria. Asimismo, también puede tener
influencia el lugar donde se calcula el flujo que se utiliza para calcular la dosis. En esta
tesis, se calcul6 sobre la superficie de las placas, pero en medios liquidos puede ser en

la superficie de la suspension y luego esa radiacion podra ser atenuada en el medio
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liquido, dependiendo de las propiedades Opticas y profundidad, entre otros factores
(Datta et al., 2015).

Por otro lado, a pesar de que Vitzilaiou et al. (2022) reportaron un efecto de cola,
la infectividad de los fagos por ellos estudiados continu6 decreciendo (a una tasa menor)
a medida que la dosis se increment6 (0,327 J/cm? fue el Ultimo punto estudiado),
mientras que en la presente tesis los fagos alcanzaron el efecto de cola con dosis de
0,13 0 0,32 J/cm? y la cola continu6 realmente plana. Entonces, si la dosis se hubiese
aumentado para los fagos P680 y P008, probablemente se hubiese observado una
reduccion en la cantidad de fagos infectivos, a una tasa cada vez menor, hasta que se
alcance un punto donde es imperceptible el recuento de particulas fagicas (limite de
deteccién). En cambio, en esta tesis el nUmero de fagos infectivos permaneci6 constante
en el valor reportado, y sila dosis se hubiese incrementado no se habria obtenido ningun

beneficio, solo un mayor costo energético.

3.4.2. Estudio del efecto de cola

En base a los resultados obtenidos, se realizaron ensayos complementarios con
los fagos MLC-A y LDG para comprender el efecto de cola presente en las curvas de
inactivacion de diez de los fagos estudiados e intentar eliminarlo, para favorecer la
inactivacion fagica.
3.4.2.1. Segundo ciclo de inactivacion

Al realizar un segundo ciclo de tratamiento con el objetivo de evaluar si los fagos
adquirieron resistencia contra la radiacion UV-C o si el efecto de cola se continuaba
presentando, se observo que los fagos MLC-A y LDG mostraron un comportamiento
semejante al del primer ciclo, ya que no se observé ni una inactivaciéon completa ni una
mayor resistencia frente a la inactivacion con radiacion UV-C luego del segundo ciclo de
radiacion. De la mano con estos resultados, Schubert, Biere, et al. (2023) también
realizaron multiples ciclos de tratamiento con radiacion UV-C y propagacién del fago
P008 (infectivo de L. lactis) seguido de un andlisis del genoma, y encontraron muy pocos
eventos mutacionales luego de los multiples ciclos. Ademas, no se observd un aumento
en la resistencia al tratamiento con radiacion UV-C en las particulas que permanecieron
infectivas, lo que sugiere que es poco probable que este tratamiento pierda su
efectividad a lo largo del tiempo.
3.4.2.2. Concentraciones iniciales menores

Con el objetivo de explicar la causa del efecto de cola en las curvas de
inactivacion se plante6 también la hip6tesis de un efecto de sombra entre los fagos. Esto
quiere decir que, si en una pequefa superficie (gota depositada y seca) se encuentra

una gran cantidad de particulas fagicas, algunas quedarian ocultas detras o debajo de
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otras y la radiacién UV-C, de corta penetracion, solamente alcanzaria a la capa superior
de los fagos depositados, mientras que los restantes no serian alcanzados por el
tratamiento, permaneciendo infectivos y dando origen al efecto de cola.

Para analizar si este fendmeno es el que ocurre en nuestro trabajo, se estudié la
inactivacion con los fagos MLC-A y LDG con diversas concentraciones fagicas. Para
seleccionar estos nuevos titulos iniciales es importante considerar cudles fueron las
reducciones obtenidas en los ensayos previos, ya que, si la concentracion inicial de
fagos es muy baja y se obtienen reducciones similares, es posible que no se observe el
efecto de cola simplemente porque la cola se encontraria por debajo del limite de
deteccion. Con esto en mente, los valores de concentraciones iniciales para realizar
estos ensayos fueron de 1,70 x 108 y 3,60 x 108 UFP/ml para los fagos LDG y MLC-A,
respectivamente, aproximadamente un orden menor que la concentracién original.

Al realizar los ensayos con una concentracion menor se volvié a observar el
efecto de cola, en un valor de P/P, similar al obtenido realizando la experiencia con una
concentracion inicial de 1,07 x 107 UFP/ml. Esto indica que el efecto de cola no seria
consecuencia de un efecto de sombra entre particulas fagicas, o bien que el efecto de
sombra se continta observando para concentraciones iniciales entre 1,70 x 108y 3,60
x 106 UFP/ml.

3.4.2.3. Dosis mayores

Para evaluar si el efecto de cola podria desaparecer luego de someter a los fagos
a un tratamiento aun mas agresivo, se irradiaron los fagos con tres lamparas por 60 y
120 min, incrementando de esta manera la dosis. Sin embargo, luego de este
tratamiento, la concentracion final de los fagos permanecié inalterada, presentandose

una vez mas el efecto de cola.

3.4.3. Modelo cinético

Al ajustar los distintos modelos cinéticos propuestos en la Seccion 3.2.4, se
observo que los dos modelos que presentaron el mejor ajuste fueron Baranyi y Roberts
y Geeraerd, ya que presentaron los menores RMSE (entre 6,86 x 10° y 3,54 %) y
representaron fehacientemente el comportamiento observado en las curvas de
inactivacion experimentales.

Los parametros cinéticos de estos modelos son kmax, que representa la maxima
tasa de inactivacion, y Ps/Po 0 Pmin/Po, que representan la relacién entre el valor del
titulo final de fagos y el valor de la concentracion inicial de fagos. Al calcular el error
relativo entre Pmin/Po 0 Pres/Po 'y €l valor experimental de esta relacion, se observé que
estos errores se encontraron en el rango entre 1,42 x 102y 11,01 %, lo que indica un

adecuado ajuste de la porcién de la curva que presenta la cola.
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Por otro lado, el parametro knax S€ encontrd en un rango entre 4,6 x 102y 9,1 x
102 1/s para ambos modelos y todos los fagos. Este pardmetro puede ser comparado
con los valores de las cinéticas de inactivacién aparentes calculadas para las otras
tecnologias. Para poder realizar dicha comparacién de una manera mas sencilla, todas
las constantes se expresaron en unidades de 1/min. Por lo tanto, los knax de los modelos
cinéticos ajustados para los datos de radiacion UV-C se encontraron en el rango de 2,76
a 5,46 1/min. Al comparar las constantes obtenidas con las otras tecnologias, se observa
que las correspondientes a la radiacion UV-C fueron las mas altas, lo que indica que los
fagos se inactivaron mas rapidamente con esta tecnologia. En contraste, para el
tratamiento con ozono las constantes se encontraron en el rango desde 0,30 a 1,52
1/min (Lloréns, 2024), mientras que para la pintura fotocatalitica bajo radiacién visible
las constantes se encontraron entre 0,005 y 0,125 1/min (Capitulo 2) y para la
fotocatalisis, entre 0,009 y 0,13 1/min (Briggiler Marcé et al., 2011). Este parametro nos
indica que con radiacién UV-C se obtiene una tasa de inactivacion mayor, pero
nuevamente es importante remarcar que con la aplicacion de esta tecnologia se
alcanzan titulos finales mayores (entre 2,00 x 102y 3,75 x10% UFP/mI) debido al efecto
de cola, por lo que es recomendable su combinacién con otras tecnologias de
inactivacion.
3.4.4. Influencia de distintas condiciones sobre la inactivacién fagica bajo
radiacion UV-C

Al evaluar distintas condiciones ambientales y de operacion del reactor, el efecto
de cola continué estando presente en todos los ensayos, no pudiendo eliminarse por la

modificacién de ninguna de las condiciones propuestas.

3.4.4.1. Flujo de radiacién

En esta tesis se observé que los fagos MLC-A y LDG siguen la ley de Bunsen-
Roscoe (Bunsen y Roscoe, 1857), ya que alcanzaron las mismas reducciones
logaritmicas al variar el flujo de radiacion y los tiempos de tratamiento de tal manera que
la dosis entregada se mantenga constante.

Al analizar el parametro cinético kmax del modelo de Geeraerd ajustado, se
observo que el mayor valor de kmax para ambos fagos se obtuvo para el mayor flujo de
radiacion, lo que indicaria una inactivacion mas rapida y la consecuente posibilidad de
realizar el tratamiento en tiempos mas cortos. Asimismo, este parametro varié de

manera lineal con el flujo de radiacién incidente dentro del rango ensayado.

3.4.4.2. Humedad relativa
La humedad relativa tuvo diverso efecto sobre la inactivacion de los fagos MLC-

Ay LDG. En este sentido, la inactivacién del fago LDG mejor6 al disminuir la humedad
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relativa de 90 a 60 %, pero a partir de un cierto valor umbral la reduccién en la humedad
(de 60 a 40 %) no favorecio la inactivacién. Por el contrario, las reducciones logaritmicas
alcanzadas por el fago MLC-A no se vieron afectadas al trabajar con distintos niveles de
humedad relativa, es decir, que este parametro no tuvo influencia sobre las tasas de
inactivacion de dicho fago.

Al analizar la variacién del parametro cinético kmax con los cambios en la
humedad relativa, se observé que el mismo vari6 parabdlicamente al trabajar con
humedades relativas entre 40 y 90 %, presentando menores valores a humedades
relativas mayores (90 %). Este comportamiento, manifestado por ambos fagos vy
caracterizado por una disminucién en la susceptibilidad a altos niveles de humedad
relativa, fue también reportado por McDeuvitt et al. (2012) y Tseng y Li (2005) al estudiar
la inactivacién de varios virus bajo radiacion UV-C. McDeuvitt et al. (2012) estudiaron el
virus influenza A (H1N1, PR-8) y Tseng y Li (2005) estudiaron cuatro bacteriéfagos con
diferentes tipos de acidos nucleicos: phi 6 con envoltura lipidica (ARN de doble cadena),
MS2 (ARN de simple cadena), phi X174 (ADN de simple cadena) y T7 (ADN de doble
cadena). Los ultimos tres fagos son infectivos de E. coli, mientras que el fago phi 6 es
infectivo de Ps. syringae. McDevitt et al. (2012) ajustaron los datos de inactivacién
experimentales con una cinética de primer orden. El valor que los autores llamaron
‘parametro de susceptibilidad (2)” es equivalente al parametro Kknax analizado en la
presente tesis. Mas aun, al variar la humedad relativa en aproximadamente 25, 52 y 83
%, los valores de Z reportados podrian ser ajustados con una suave parabola
decreciente, que puede ser aproximada a una recta, ya que el coeficiente que acompana
al término cuadratico en la ecuacion de ajuste resultd muy pequefio. Por otro lado,
Khaiboullina et al. (2021) observaron un menor numero de copias del virus HCoV-NL63
al trabajar con 85 % de humedad relativa, en comparacién con los niveles de 45y 65 %,
empleando cubreobjetos sin recubrimiento y radiacion UV-C, demostrando que la
humedad relativa seria también un factor significativo en este proceso de inactivacion.

Tseng y Li (2005) observaron que la susceptibilidad de los cuatro bacteriéfagos
ensayados en su trabajo fue menor a 85 % de humedad relativa que a 55 % e
hipotetizaron que, bajo valores de humedad relativa altos, la susceptibilidad frente a la
radiacion UV-C disminuy6 debido a la atenuacién de la radiacion por la sorcion del agua
en la superficie viral. En su estudio, los fagos se encontraban en forma de bioaerosoles,
por lo que estaban contenidos dentro de pequefnas gotas con sorcién de agua en la
superficie del virus. Este hecho podria proveerles proteccién a los fagos frente al dafno
a los acidos nucleicos inducido por radiacién UV-C (Jordan et al., 2001). Tseng y Li
(2005) propusieron que, si el agua de los aerosoles se evaporara, la resistencia a la

radiacion UV podria ser menor debido a la ausencia de dicho escudo de agua. A pesar
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de que en nuestro trabajo los fagos fueron depositados en placas de vidrio y secados,
es posible que la alta humedad relativa del ambiente les brinde un efecto protectivo
similar al de la gota de bioaerosol y, por este motivo, la inactivacion al trabajar a
humedades relativas altas resulté menor. Mas aun, L. Liu et al. (2022) sugirieron que, al
trabajar con humedades relativas demasiado altas, la habilidad de penetracién de la luz
UV podria ser méas débil debido a las refracciones de la luz UV, lo que podria ser otra
explicacion al comportamiento observado. En este punto es importante destacar que los
resultados obtenidos en el Capitulo 2 muestran un comportamiento opuesto, ya que al
trabajar con pintura fotocatalitica y radiacion visible, se obtuvo la mayor tasa de
reduccion fagica para los valores de humedad relativa mas altos ensayados (80 %). Este
resultado reafirma lo previamente concluido a partir de la bibliografia disponible: el
efecto de la humedad relativa en la inactivacién de entidades biolgicas depende de la
tecnologia aplicada y por ello es necesario estudiar su efecto en cada nueva estrategia
de inactivacion propuesta.

3.4.4.3. Agregado de catalizador

Al anadir TiO2 a las placas sobre las cuales se depositaron las suspensiones
fagicas y luego someter estas placas a radiacion UV-C, se observd que la tasa de
inactivacion (kmax) se incrementd en presencia de TiO2, es decir que el catalizador
aument6 la velocidad de reaccidén. Sin embargo, la inactivacidn de ambos fagos
disminuy6 significativamente con la adicion del catalizador, ya que las reducciones
logaritmicas alcanzadas en los titulos fagicos fueron menores que aquellas obtenidas
trabajando con placas sin recubrir, indicando que la concentracion alcanzada al final del
tratamiento (log(P/Po)) resulté mayor al trabajar con placas recubiertas con TiOa, por lo
que no se obtuvo una mejora en el nivel de inactivacién fagica al agregar el
fotocatalizador.

Una hipétesis que podria explicar este comportamiento es que, al depositar los
fagos en la capa de catalizador, éstos podrian “escurrirse” en los intersticios de la
superficie del TiO2 y quedar resguardados de la radiacion por la pelicula de catalizador.
Dado que la extincion de radiacion UV-C en el diéxido de titanio es mucho mayor que la
correspondiente a la radiacion UV-A, estos fagos “escondidos” no serian irradiados y
permanecerian infectivos. Esta hipotesis también explicaria los resultados observados
al analizar los parametros cinéticos, ya que la relacion Ps/Py podria ser mayor al
trabajar con el fotocatalizador debido a los fagos que no reciben radiacion, ejerciendo el
catalizador, un efecto inverso al esperado. Otra posible explicacion seria que, dada la
corta penetracién de la radiacion UV-C, la pelicula de catalizador ubicada debajo de la
capa de fagos no seria alcanzada por la radiaciéon UV-C debido a un posible efecto de
sombra causado por la presencia de las particulas virales, por lo que la produccion de
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radicales libres no ocurriria por esta via y, por este motivo, el proceso no se vio mejorado
por la adicion de catalizador.

En la bibliografia, Choi et al. (2020) reportaron que el tratamiento con radiacién
UV-C y TiO: alcanzé efectos de inactivacién similares al tratar la levadura
Saccharomyces cerevisae en medio acuoso con y sin catalizador. Los autores tampoco
observaron grandes diferencias entre ambos tratamientos al estudiar la inactivacion de
E. coli. Un comportamiento similar fue reportado por Guimaraes y Barretto (2003) en la
inactivacion de un colifago. Por lo tanto, la principal causa de la inactivacién de estos
microorganismos estaria relacionada con la radiacion UV-C, dado el gran dano
ocasionado por la misma a los genomas, siendo el rango de longitud de onda de este
tipo de radiacion el mas letal para los microorganismos.

Por otro lado, Khaiboullina et al. (2021) reportaron que sometiendo a radiacién
UV-C mas catalizador al coronavirus humano HCoV-NL63, éste podia ser inactivado
mas rapidamente que cuando era tratado Unicamente con radiacion UV-C, en
consonancia con lo observado en la presente tesis al obtener un mayor valor de kmax €n
los ensayos con catalizador. Sin embargo, una investigacién mas extensa y profunda
seria necesaria para explicar las diferencias entre la fotocatdlisis (UV-A + TiO2) y la
radiacion UV-C y los mecanismos de inactivacién propios de cada tecnologia.

3.4.4.4. Medios de suspension fagica

La leche cruda es una de las principales fuentes de ingreso de los fagos a las
plantas lacteas, pudiendo contener concentraciones de hasta 10* UFP/ml (Moineau y
Lévesque, 2005). Por lo tanto, los charcos y salpicaduras de leche cruda que pueden
ocurrir durante las elaboraciones son una potencial fuente de contaminacion fagica. De
forma similar, el suero de queseria generado durante el proceso productivo y que puede
contener hasta 10° UFP/ml de particulas infectivas también constituye una fuente de
contaminacién fagica para diversos ambientes de la industria lactea (Atamer et al.,
2013). Por este motivo, resulta de interés estudiar la inactivacion de los fagos cuando
estan suspendidos en estos medios presentes en la industria lactea, de tal manera de
conocer si los diversos componentes de estos medios, tales como proteinas, grasa e
hidratos de carbono, pueden ejercer un efecto de proteccion de la particula fagica
durante el tratamiento, o bien un efecto de competencia por el agente oxidante. Sin
embargo, no se observaron variaciones en las tasas de inactivacion cuando el fago
MLC-A estuvo suspendido en leche o suero, en comparacion a las obtenidas para dicho
fago utilizando agua como medio de suspension. Por el contrario, en el caso del fago
LDG, se observd una mayor reduccidén logaritmica en presencia de leche en
comparacion a la obtenida con los otros dos medios, por lo que no sélo la presencia de
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estos medios no ejerceria un efecto protectivo o de competencia, sino que en el caso
de la leche incluso favoreceria la inactivacion del fago LDG.

Si bien se trata de distintas tecnologias, al ensayar los mismos medios de
suspension para la inactivacion fagica con ozono gaseoso (10 ppm, 30 min), se observé
el efecto contrario, ya que el mayor valor de la constante global de inactivacion (kg) se
obtuvo al estar los fagos MLC-A y LDG suspendidos en agua (0,042 y 0,016 m®/(ml x
min), respectivamente), presentando diferencias significativas (p < 0,05) con las
constantes obtenidas para los otros medios de suspension con valores de 0,001 m%/(ml
x min) en leche para ambos fagos y de 0,003 y 0,011 m%/(ml x min) para los fagos LDG
y MLC-A, respectivamente, en suero de queseria (Lloréns, 2024).

Una posible explicacion de las diferencias obtenidas en el medio de suspensién
leche con el fago LDG, es que la leche depositada y secada sobre las placas haya
sufrido algunas modificaciones quimicas luego de la exposicion a la radiacién UV-C, y
dicha modificacion posteriormente cause algun tipo de interferencia en el proceso
infectivo del fago LDG, cuando se aplica el método de la doble capa agarizada. Por
ejemplo, si la cola del fago es bloqueada por algin componente alterado de la leche, el
fago no podra absorberse en su célula huésped. De esta manera, el fago no se
encuentra inactivado, pero esta imposibilitado de llevar adelante la infeccién durante su
cuantificacién, y por lo tanto el nimero de particulas fagicas detectadas es menor.

En bibliografia, el efecto de la radiacion UV-C en la leche fue estudiado y
reportado en varios estudios. Burton (1951) report6 la desnaturalizacion de las proteinas
de la leche al ser tratadas con radiacién UV, y la desnaturalizacion de a-lactoalbumina
y B-lactoglobulina también fue reportada para una dosis de UV-C de 4 J/cm? (Abbas
Syed et al., 2021).

En experiencias complementarias, el fago MLC-A se concentrd hasta niveles de
1,8 x 10° UFP/ml, quedando suspendido en buffer acetato de amonio. Los ensayos
conducidos en estas condiciones, es decir, con concentraciones iniciales mayores y en
un medio casi libre de componentes organicos, demostraron que se logré una mayor
inactivacion de la particula viral pero que persistio el efecto de cola.

Una explicacién posible para este comportamiento es que, a diferencia del fago
concentrado suspendido en buffer, que estaria completamente libre de componentes
organicos, en el ensayo original donde el fago estaba suspendido en caldo MRS y al
que se le realiz6 s6lo una dilucién decimal en agua, podria contener todavia una
pequena porcion de componentes del medio de cultivo, tales como extractos de levadura
y proteinas, que absorberian parte de la radiacién incidente compitiendo con los fagos
por ella, disminuyendo asi la inactivacién viral. Por otro lado, esto nos indica que

probablemente en las experiencias realizadas en buffer con una concentracién inicial
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menor (1,07 x 107 UFP/ml) el efecto de cola se habria presentado en niveles de log(P/Po)
que se encontraban por debajo del limite de deteccién de la técnica, al lograr una
reduccion fagica mayor en estas condiciones.

En estos ensayos, como el fago estaba suspendido en buffer, no existia ningun
otro componente extra, o estuvieron presentes en concentraciones muy pequenas, en
la suspensién que pudiera competir por la radiacién, y todo el flujo incidente alcanzo las
particulas fagicas, logrando una reduccién mayor en los titulos, en comparacion con los
restantes ensayos realizados. Por lo tanto, a pesar de que efectivamente se produjo una
mejora en la reduccién de la infectividad fagica al trabajar con el fago suspendido en
buffer, el efecto de cola no se debe exclusivamente a la presencia de los componentes
organicos del medio de cultivo MRS, ya que de ser asi no se hubiese observado el efecto
de cola en los ensayos en buffer con concentraciones iniciales mayores.

Cabe destacar que resultaria mas valioso analizar la inactivacién fagica en
condiciones semejantes a las de los ambientes industriales, lugares donde los fagos
estaran mayormente suspendidos o en contacto con algunos de los componentes de los
medios de suspension previamente estudiados (leche, suero de queseria), como
proteinas, grasas o azucares, y probablemente nunca completamente limpios como en
el ensayo con los fagos suspendidos en buffer.

3.4.5. Combinacién de tecnologias

Debido al efecto de cola evidenciado en las curvas de inactivacién al emplear
unicamente la radiacién UV-C, se implementaron tecnologias complementarias a los
fines de lograr mejores tasas de inactivacion.

La primera combinacién propuesta fue radiacion UV-C seguida de un tratamiento
con ozono gaseoso (10 ppm, 15 min) y la segunda combinacion fue radiaciéon UV-C mas
fotocatalisis (TiO2, UV-A, 6,60 x 10 W/cm? de flujo de radiacién, 1,5 h). Se observé una
inactivacion completa luego de la combinacion de los tratamientos, ya que no se
detectaron particulas infectivas del fago MLC-A (LD de 50 UFP/ml) luego de la
combinacidén con ozono gaseoso ni después de la combinacion con fotocatalisis.

En trabajos previos de nuestro grupo se encontré que luego de tratar el fago
MLC-A con 10 ppm de ozono por 30 min, la concentracién final del mismo fue 4,00 x
102 UFP/ml (Lloréns, 2024), y la concentracion del fago MLC-A luego del tratamiento
con fotocatdlisis (TiO2, UV-A, 1,78 x 10 W/cm? de flujo de radiacion) por 3 h fue cercano
a 3,16 x 10* UFP/mI (Briggiler Marco et al., 2011). De esta manera se demostr6 que la
combinacion de las estrategias de inactivacion resulto exitosa para la inactivacion fagica,
presentando una mejora en la inactivaciéon al emplear las tecnologias en conjunto en

comparacion con cada una por separado, ya que se logré una completa inactivacién en
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tiempos menores a los necesarios trabajando Unicamente con ozono o fotocatalisis
(TiO2, UV-A). De manera similar, la combinacién de estrategias de inactivacién también
fue demostrada como efectiva por Michel et al. (2021), quienes lograron mejorar la
reduccion en la infectividad de los bacteriéfagos P001, P0O08 y P680 (infectivos de L.
lactis) al combinar la tecnologia de filtracion por membrana junto con un tratamiento
térmico o de radiacion UV-C.

Asimismo, podria descartarse la teoria de la posible adquisicion de resistencia
por parte del fago a la inactivacién ocasionada por el tratamiento con UV-C.
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4.1. Resumen del capitulo

El objetivo del presente capitulo fue optimizar el funcionamiento de un reactor
fotocatalitico escala semi-piloto, anteriormente disefiado, para la inactivacion de fagos
infectivos de BAL, presentes en forma de bioaerosoles. Para llevar adelante las
experiencias, se selecciono6 el fago ATCC 8014-B1, infectivo de Lp. plantarum. El equipo
fotocatalitico consta de una camara donde se realiza la nebulizacion del fago, que esta
unida a un prisma de acrilico que en su interior puede contener hasta seis placas
recubiertas con catalizador (TiO.), inclinadas 120° que se encuentra iluminado por
encima y por debajo por un sistema de radiacion UV-A (dos juegos de diez lamparas
fluorescentes, A = 340 — 400 nm). La camara y el reactor estan conectados mediante un
tubo de polipropileno que permite la recirculacion del aire conteniendo el bioaerosol,
constituyendo asi un sistema cerrado. Un ventilador axial ubicado luego de la camara
facilita la dispersion de la muestra nebulizada.

Se propusieron tres materiales para utilizar como placas soportes para depositar
el catalizador, esto es vidrio borosilicato (seis placas), vidrio comun esmerilado (seis
placas) y filtro (una placa). Se realizaron ensayos fotocataliticos (en presencia de
radiacion y fotocatalizador) como asi también ensayos controles — i) con radiacién y
placas sin recubrir, ii) sin radiacion con placas recubiertas con TiOz y iii) sin radiacién y
placas sin recubrir — para analizar tanto el efecto fotocatalitico como todos los no-
fotocataliticos en la inactivacion, es decir, exclusivo a radiacién, adsorcién de fagos
sobre el catalizador en las placas o deposicién de los fagos en distintas superficies del
reactor. Se graficaron los resultados obtenidos (log(P) vs tiempo) y las curvas de
inactivacion siguieron una cinética de primer orden respecto a la concentracién de fagos.
Las constantes de inactivacion aparente totales (k) tomaron valores de 0,145 1/min
(vidrio comun esmerilado), 0,156 1/min (vidrio borosilicato) y 0,199 1/min (filtro), no
existiendo diferencias significativas entre ellas (p < 0,05). Cabe destacar que la
constante obtenida para los ensayos sin catalizador ni radiaciéon (kreacior, que representa
la porcién fagica depositada sobre las superficies del reactor) constituye entre el 45 y el
58 % del valor de krpara los distintos soportes, es decir que la deposicién de particulas
fagicas reviste una elevada importancia en la no deteccién de las mismas en la toma de
muestra. A su vez se calcularon las tasas de reduccion fagica en 6rdenes log/min para
todos los ensayos, obteniéndose valores de 0,071 6rdenes log/min (vidrio comun
esmerilado), 0,074 1/min (vidrio borosilicato) y 0,0912 1/min (filtro) para los ensayos
fotocataliticos. Al calcular los tgg, se obtuvieron valores de 63,11 min (vidrio comun
esmerilado), 61,80 min (vidrio borosilicato) y 52,86 min (filtro). Finalmente se
determinaron las eficiencias fotonicas, resultando en valores de 1,25 x 107 UFP/Einstein
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(vidrio comUn esmerilado), 7,82 x 108 UFP/Einstein (vidrio borosilicato) y 6,47 x 107
UFP/Einstein (filtro), las eficiencias cuanticas, que presentaron valores de 3,78 x 107
UFP/Einstein (vidrio comin esmerilado), 2,86 x 107 UFP/Einstein (vidrio borosilicato) y
1,50 x 108 UFP/Einstein (filtro) y las eficiencias energéticas para las lamparas
fluorescentes empleadas, que se encontraron entre 1,79y 1,80 UFP/J.

Ademas de los soportes para el catalizador, también se varié la fuente de
radiacion, cambiando las lamparas fluorescentes por lamparas LEDs UV-A (dos grupos
de doce lamparas). El catalizador se soport6 sobre una placa de filtro, ya que dicho
soporte presentd las mayores eficiencias con la anterior fuente de radiacién ensayada.
La constante kr para el caso de las lamparas LEDs fue de 0,1143 1/min, siendo
significativamente menor a la obtenida para las lamparas fluorescentes y el mismo
soporte (p < 0,05). Las tasas de reduccion fagica también fueron menores con lamparas
LEDs (0,0457 érdenes log/min) mientras que el parametro tsg fue mayor (69,84 min). Sin
embargo, las eficiencias fotdnica (1,08 x 10° UFP/Einstein), cuantica (2,96 x 10°
UFP/Einstein) y energética (4,32 UFP/J) fueron mayores para el sistema de iluminacién
LED, resultando el proceso mas eficiente que al emplear lamparas fluorescentes.

Debido a que no se hallaron diferencias significativas entre las constantes kr
para los distintos soportes, a que las mayores eficiencias tanto foténica como cuantica
se obtuvieron con el filtro y al menor costo de este material, el filtro seria el soporte mas
adecuado para depositar el catalizador. Por otro lado, a pesar de presentar un menor
valor de kr, el sistema de radiacién LED presentd las mayores eficiencias fotonica,
cuantica y energética. Ademas, esta fuente de radiacion es eco-friendly, posee una
mayor vida util que las lamparas fluorescentes y representa un menor costo a largo

plazo, por lo que se sugiere su empleo para operar el reactor.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Bacteriéfago y cepa hospedadora

Para llevar adelante los estudios en el equipo fotocatalitico (UV-A, TiO2 como
catalizador) a escala semi-piloto, se utiliz6 el fago ATCC 8014-B1 (GenBank JX486087),
cuya cepa hospedadora es Lp. plantarum ATCC 8014. Este fago se seleccioné como
modelo de estudio ya que fue ampliamente estudiado y caracterizado previamente en
cuanto a su inactivacion fotocatalitica. Incluso con este fago se puso a punto el
funcionamiento del reactor fotocatalitico empleado en este capitulo (Briggiler Marcé et
al., 2009, 2018, 2021). Asimismo, su manejo en el laboratorio resulta sencillo, no
presentando dificultades tanto para su propagacion como para la formacion y
visualizacién de las placas de lisis. El almacenamiento de la cepa y el fago, se realizé
de igual forma a lo explicado en el Capitulo 2, como asi también su propagacion y
cuantificacién de acuerdo a lo reportado en la Tabla 2.1 (MRS como medio de cultivo y
37°C como temperatura de incubacion).

El fago, luego de ser propagado (hasta un titulo de aproximadamente 7 x 10°
UFP/ml) y filtrado (0,45 um de diametro de poro), se concentrd utilizando tubos
Vivaspin® 20 (Membrana 100,000 MWCO PES, Sartorius, Reino Unido). Para ello, la
suspension fagica se coloco en el tubo Vivaspin®, y se centrifugé a 4000 rpm durante
40 min a 15°C (Centrifuga Sorvall Legend X1R, Thermo Scientific, EEUU), obteniendo
un fago 2,4 veces mas concentrado que el propagado inicialmente.

4.2.2. Sistema experimental

El equipo a escala semi-piloto utilizado en este capitulo fue disefiado y construido
previamente por el grupo de trabajo (Briggiler Marcé et al., 2018). El mismo esta
constituido por una camara cubica de acero inoxidable (60 cm de lado), un reactor
fotocatalitico, que es un paralelepipedo de acrilico (transparente a la luz UV-A) de 30
cm de largo y 12 cm de ancho y alto, que puede contener hasta seis placas (12cm x 12
cm) con una inclinacion de 120° recubiertas con una pelicula de catalizador (TiO2).
Ambos compartimentos estan conectados con un ventilador axial con el objetivo de
forzar al aire a circular desde la cdmara hacia el reactor fotocatalitico. A su vez, la
camara y el reactor estan también conectados a través de un tubo de polipropileno de
10 cm de diametro para recircular el aire, constituyendo un sistema cerrado (Figura 4.1).

El sistema de emision de luz varié segun la experiencia a realizar, pudiendo estar
constituido por lamparas fluorescentes o ldmparas LEDs (ver Seccién 4.2.2.2).

Dentro de la cdmara de acero inoxidable se coloco el nebulizador 6 Jet Collison
(Keika Ventures, Chapel Hill, EEUU) a fin de inyectar la muestra fagica en el sistema,
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simulando un bioaerosol. El fago ATCC 8014-B1 concentrado fue diluido 1:10 en agua
destilada estéril, a fines de reducir los compuestos organicos presentes y se colocaron
40 ml de esta dilucion en el nebulizador. El nebulizador trabajé conectado a un tubo de
aire sintético. Se trabajé con una presion de 1,3 bar, operando el nebulizador por un
total de 30 min, a fin de lograr titulos aproximadamente constantes dentro del equipo
fotocatalitico (3,5 x 10* UFP/ml). El aire, conteniendo al bioaerosol, circul6 desde la
camara de acero inoxidable hacia el reactor fotocatalitico impulsado por el ventilador y
volvio a la cdmara de acero inoxidable recirculando a través del tubo de polipropileno.

S5 3

7 6

2

Figura 4.1. Esquema del equipo escala piloto utilizado, donde con flechas celestes se
indica el sentido de circulacion del bioaerosol y con flechas azules se indican las partes
del equipo, siendo 1) Camara de acero inoxidable, 2) Tubo de polipropileno para
recirculacion, 3) Nebulizador, 4) Ventilador, 5) Reactor fotocatalitico, 6) Soportes
inclinados a 120° donde se deposita el catalizador, 7) Sistemas de iluminacion
(fluorescentes o LEDs) y 8) Toma de muestra.

4.2.2.1. Soportes para el fotocatalizador y preparacién de recubrimientos

Se estudiaron diversos soportes para la deposicion del catalizador, entre los
cuales se encontraron vidrio borosilicato, vidrio comun esmerilado y filiro de aire de
poliéster con diametro de poro aproximado 357 um (Corona, Argentina). En el caso de
los soportes vidrio borosilicato y vidrio comun esmerilado, se utilizaron seis placas de
12 cm x 12 cm ubicadas con un angulo de inclinacién de 1202 en el reactor. La altura 'y
disposicién de las placas permiti6 que quede un espacio libre para la circulacion del
bioaerosol conteniendo las particulas fagicas. Asimismo, la disposicién de las placas
permiti6 aumentar la velocidad lineal y la turbulencia dentro del reactor, contribuyendo
a que el bioaerosol recorra todo el volumen del reactor, evitando la formacion de bypass
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0 zonas muertas. Por otro lado, en el caso del filtro se usé unicamente una placa, en
lugar de seis como con los soportes de vidrio. El filtro fue posicionado con la misma
inclinacién que el resto de los soportes, pero cubriendo completamente la seccién de
flujo del reactor, asegurando asi que toda la suspensién fagica se encuentre en contacto
con el catalizador y que la misma solamente circule a través de los poros del filtro.
Ademas, al ser colocado de esta manera, el filtro cumpliria dos funciones, ya que seria
el soporte del catalizador y estaria actuando propiamente como filtro, pudiendo quedar
parte de la suspension fagica retenida en el mismo. El ancho del filtro es igual que el de
las otras placas (12 cm) pero, debido a que el filtro ocupa toda la extension vertical del
reactor, su altura fue superior al de las placas de vidrio, midiendo aproximadamente
13,86 cm.

El vidrio comun fue esmerilado en nuestro laboratorio, previo a la deposicién del
catalizador, con un polvo de carburo de silicio para esmerilar. Este proceso de
esmerilado tiene como objetivo hacer mas rugosa la superficie del vidrio comun para
lograr una mayor retencién del TiO2 sobre el soporte. Para ello, se coloc6 una pequena
cantidad de polvo sobre la placa de vidrio a esmerilar y, con ayuda de un trozo del mismo
material de vidrio colocado sobre éste, se realizaron movimientos circulares, ejerciendo
presion sobre la placa por aproximadamente 3 min, a fin de esmerilarla completamente
de ambos lados.

El catalizador empleado fue TiO2 Aeroxide® P25 (Evonik, Essen, Alemania) y se
depositd sobre las placas mediante la técnica del dip-coating, al igual que en los
recubrimientos realizados en los capitulos anteriores. La cantidad de TiO» depositada
en los diferentes soportes fue estimada como la diferencia entre el peso del soporte
antes y después de la deposicion del catalizador. Se pesaron la totalidad de placas de
todos los soportes para determinar la cantidad de TiO. depositada en cada placa.
Posteriormente, los valores obtenidos se promediaron para determinar la cantidad
media de TiO2 depositada en cada soporte por unidad de superficie. Considerando que
la reaccién fotocatalitica ocurre en la superficie de los soportes recubiertos con el
catalizador (donde reciben la radiacién), la cantidad de catalizador depositada se
expresd por unidad de &rea recubierta, para facilitar comparaciones. Para ello se
calcularon las areas superficiales de las placas, que resultaron en 144 cm? para cada
cara de las placas de vidrio borosilicato y vidrio comin esmerilado y en 166,32 cm? para
cada cara del soporte filtro. Luego, la cantidad de catalizador depositada se dividié por
el area superficial para cada soporte, obteniendo asi la cantidad de catalizador por
unidad de area recubierta.

De acuerdo al estudio de Zacarias et al. (2012), donde se observé un 6ptimo

namero de recubrimientos de fotocatalizador, se depositaron dos capas de catalizador
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sobre los soportes. Para ello, una vez realizada la primera deposicion, se llevaron todas
las placas de vidrio (borosilicato y comun esmerilado) a una estufa a 110 °C por 24 h
para favorecer el proceso de secado del catalizador. Por el contrario, los filtros
recubiertos se dejaron secar a temperatura ambiente. A continuacion, las placas de
vidrio borosilicato fueron calcinadas en una mufla a 500 °C por 2 h, con una rampa de
calentamiento de 5 °C/min, para mejorar la adherencia del sistema vidrio - catalizador.
Los soportes filtro y vidrio comun esmerilado no fueron calcinados ya que dichos
materiales no soportarian temperaturas tan elevadas por tanto tiempo. Una vez que las
placas estaban nuevamente a temperatura ambiente, se realiz6 la segunda deposicién
del catalizador por la técnica del dip-coating, de manera similar a lo realizado para la
primera capa, con el posterior secado y calcinacién, segun corresponda.

4.2.2.2. Sistema de emisién de radiacion UV-A

4.2.2.2.1. Lamparas fluorescentes

Este sistema de emision de radiacion incluyd dos juegos de diez lamparas UV-A
(A = 340 — 400 nm, TL4W/08 F4T5/BLB, Philips, Amsterdam, Paises Bajos). Un grupo
de ldmparas se ubicé en la parte superior del reactor fotocatalitico y el otro grupo debajo
del reactor, permitiendo que la luz ingrese al mismo a través de ambas ventanas planas
de acrilico y que las placas conteniendo el catalizador sean irradiadas de ambos lados
(superior e inferior). Las lamparas UV-A, operadas individualmente por un panel de
control externo, se ubicaron dentro de cajas para mantener la radiacion contenida y

permitir una correcta manipulacion de las mismas (Figura 4.2).

Figura 4.2. Esquema de las lamparas fluorescentes empleadas en el reactor
fotocatalitico.
4.2.2.2.2. Lamparas LEDs

El sistema de emision de radiacion UV-A LED, estuvo constituido por veinticuatro
lamparas LEDs (UV-A LED Chips 5W, 4 = 340 — 400 nm, EPILEDS, Taiwan, China). La
mitad de las LEDs fueron ubicadas sobre una plancha de aluminio, que fue posicionada
en la parte superior del reactor y la otra mitad fue ubicada en otra plancha de aluminio
debajo del mismo. De esta manera, al igual que con el sistema de emision con ldmparas

fluorescentes, se permitié que la luz ingrese al reactor a través de las ventanas planas
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de acrilico y que las placas recubiertas con el catalizador en el interior del reactor sean
irradiadas de ambos lados (superior e inferior). Cada grupo de doce LEDs fue distribuido
en tres filas equidistantes a lo ancho del reactor (3 cm) y cuatro lamparas en cada fila,
a lo largo del reactor (5 cm) (Figura 4.3). Cada plancha de aluminio conté con
disipadores de calor y dos pequefos ventiladores en la parte posterior, para favorecer
la dispersion del calor generado durante el funcionamiento de las lamparas.

Las lamparas LED se conectaron a una fuente de laboratorio UNI-T 32 V 6A
UTP1306 (Uni-Trend Technology, China) que permitié variar el voltaje de las mismas, a
fin de lograr el valor de flujo de radiacién deseado, dentro de los parametros informados
por el fabricante (3,4 — 3,8 V 'y 1400 mA por cada LED).
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e
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Figura 4.3. Distribucion de las lamparas en el sistema de iluminacién UV-A LED.
4.2.2.3. Medicién del flujo de radiacion

El flujo de radiacién incidente se midio utilizando un radiémetro (IL 1700
Research Radiometer de International Light). Para medir el flujo de radiacion UV-A (1 =
340 — 400 nm) para ambos sistemas de iluminacion, se utiliz6 el sensor UV SED005
#847 (250 — 400 nm), un filtro de paso de banda (WBS320 #26831) y un difusor de ojo
ancho (W #11187). El factor de sensibilidad a la respuesta del PIR fue de 8,83 x 10*
Axcm?/W.,

Las mediciones del flujo de radiacion para las lamparas fluorescentes se
realizaron ubicando el sensor sobre un soporte especialmente disefiado para tal fin, con
el objetivo de abarcar toda la superficie de la ventana acrilica del reactor, posicionando
el sensor frente a las lamparas ubicadas en la parte superior. Se realizaron dieciocho
mediciones en distintas posiciones espaciales, cubriendo toda la longitud del reactor, a
un tercio y dos tercios del ancho de la ventana acrilica. Todas estas mediciones fueron
realizadas por duplicado y promediadas para obtener el valor del flujo de radiaciéon de
las lamparas fluorescentes UV-A. Como las mediciones se realizaron para las lamparas
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superiores y ambos grupos de lamparas son simétricas, el flujo de radiacion medido y
promediado fue multiplicado por dos para obtener el flujo de radiacién total.

La medicién del flujo de radiacién para las lamparas LEDs se realizd ubicando al
sensor sobre el mismo soporte utilizado para las lamparas fluorescentes, para realizar
la medicién a la misma distancia de las lamparas, y posicionando el sensor frente a las
lamparas ubicadas en la parte superior del reactor pero, en este caso, las posiciones
espaciales del sensor estuvieron determinadas por la ubicacién de las lamparas LEDS.
Como estas lamparas, a diferencia de las fluorescentes, generan un flujo de radiacién
discontinuo, fue necesario medir el flujo de radiacion debajo de las lamparas y alrededor
de ellas. Para eso, se realizaron las siguientes mediciones:

a) Bordes externos del sistema de emision.

b) Debajo de las lineas de lamparas LEDs de los extremos.
c) Entre las lineas de ldamparas LEDs.
d) Debajo de la linea de lamparas LEDs central.

A su vez, para las mediciones en cada una de estas franjas, el sensor se ubico
justo debajo de cada lampara, entre dos lamparas consecutivas y antes y después de
la primer y dltima LED, respectivamente. Todas estas mediciones fueron realizadas por
duplicado y promediadas para obtener el valor del flujo de radiacién de las lamparas
LEDs. Como se mencion6 en la Seccién 4.2.2.2.2, las lamparas LEDs operaron
conectadas a una fuente de laboratorio con las cuales se vario la tensién de trabajo. Se
establecieron los valores de tensién de 11,35 V para las LEDs superiores y 11 V para
las inferiores. Como consecuencia, se realizaron dos tandas de mediciones por
duplicado (unaa 11,35 Vy otraa 11 V) y se sumaron ambos valores promediados para
obtener el flujo total.

Por otro lado, la emisién espectral de ambos tipos de lamparas empleadas
(fluorescentes y LEDs) fue determinada utilizando un espectrémetro portétil (Ocean
Optics USB 2000+UV-Vis-ES).

4.2.3. Ensayos de inactivacion fagica

La suspension fagica propagada y concentrada con tubos Vivaspin ® fue diluida
(1:10) en agua destilada estéril y nebulizada utilizando el nebulizador 6-jet Collison por
30 min, siendo el volumen total nebulizado de 10 + 1 ml. Para ello el nebulizador se
ubico dentro de la cdmara, de tal manera que la suspensién nebulizada impactara sobre
el ventilador para facilitar su dispersion. Los ensayos de inactivacion fagica se realizaron
en funcién del tiempo, con una duracién total de 80 min, comenzando el conteo junto al
proceso de nebulizacién. Durante los ensayos, el ventilador axial se encontrd siempre

encendido, para facilitar la dispersion de las particulas fagicas a lo largo del reactor. Se
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realizaron los siguientes ensayos para cada soporte, similares a los realizados en el
Capitulo 2:

a) Placas sin recubrir irradiadas con lamparas UV-A (Control i).

b) Placas recubiertas con TiO2 en ausencia de radiacion UV-A (Control ii).

c) Placas sin recubrir en ausencia de radiacion UV-A (Control iii).

d) Placas recubiertas con TiO: irradiadas con lamparas UV-A (Ensayo
fotocatalitico).

Las muestras fueron tomadas a tiempos predeterminados (30, 40, 60 y 80 min)
usando una jeringa de un litro (1 L Super Syringe S1000 TLL, Hamilton, EEUU), desde
el lugar indicado en la Figura 4.1 para la toma de muestra, a la salida del reactor
fotocatalitico. La muestra fue subsecuentemente burbujeada lentamente en una botella
que contenia 5 ml de caldo MRS y el contenido de la botella fue posteriormente filtrado
con membranas de 0,45 um de diametro de poro (GVS Filtration Inc., Findlay, EEUU)
para su cuantificacién. La enumeracién fagica fue realizada siguiendo el método de la
doble capa agarizada (Svensson y Christiansson, 1991).

4.2.4. Calculos tebricos
4.2.4.1. Célculo de las constantes de inactivacion

Las constantes kr, Kcontrol iy Keontrot s Kreactors klight, kcoating, kph y knph fueron obtenidas
de acuerdo a lo explicado en la Seccion 2.2.8.1 del Capitulo 2 (Ecuaciones 2.2 - 2.7).

4.2.4.2. Célculo de las eficiencias fotonica, cuantica y energética

Las eficiencias fotocataliticas fotonica, cuantica y energética son parametros
confiables para evaluar el rendimiento en la inactivacion fagica, considerando la energia
consumida. Las eficiencias fotonica y cuantica se definen de igual manera que en el
Capitulo 2 (Ecuaciones 2.9 y 2.10), representando la primera la relaciéon entre la
velocidad de inactivacion aparente y el flujo de radiacion incidente promedio sobre el
recubrimiento fotocatalitico, mientras que la eficiencia cuantica representa la relacion
entre la velocidad de inactivacién aparente y la tasa de radiacion absorbida por el
catalizador. En esta oportunidad los denominadores de las Ecuaciones 2.9 y 2.10 se
calcularon de forma diferente a los del Capitulo 2 (Ecuaciones 4.1 y 4.2), ya que se
cambié de equipo experimental.

3 —dPFU/dt|p; B —dPFU/dt|a;
 Ar X ((4net)sup * (Gneding) A X N % c056 X ((qp)sup + (P )ins)

Npn (4.1)
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AT X fA ((ef,5> sup + (e;’s> inf)dl
—dPFU/dt|

Nqu

(4.2)

N E
Ap X N x cos8 X [, ({qp)sup + (@pding) X E—’; X ag, dd

En estas ecuaciones, 6 es el angulo de inclinacién de las placas con respecto a

la normal, {qne¢)sup €8 €l flujo de radiacion total incidente neto promedio normal a las

placas fotocataliticas proveniente de las lamparas superiores del reactor, mientras que
(qnet)ins €8 €l correspondiente a las lamparas inferiores del reactor, (qp)s., €s el flujo
de radiacion total incidente promedio en las placas proveniente de las lamparas
superiores del reactor, mientras que {(gp)»s €s €l proveniente de las lamparas inferiores,
N es el nimero de placas en el reactor (seis placas para el vidrio borosilicato y el vidrio
comun esmerilado y uno para el filtro) y Aty Ap son las areas superficiales total y de
cada placa. En el caso de las lamparas fluorescentes, los flujos superiores e inferiores
son iguales, ya que ambos grupos de ldmparas trabajaron en las mismas condiciones,
como se explicd en la Seccion 4.2.2.3. Por otro lado, con el objetivo de maximizar la
irradiancia de las lamparas LEDs y obtener un flujo de radiaciéon similar al de las
lamparas fluorescentes, las ldmparas LEDs fueron operadas con el maximo voltaje
admitido, considerando que la intensidad de electricidad de las lamparas no supere 2,5
A en cada fuente, para evitar sobrecalentamientos. Este maximo voltaje admitido para
el grupo de lamparas superiores fue de 11,35 V, mientras que para el grupo de lamparas
inferiores fue de 11 V. Para este ultimo grupo la disipacion de calor fue menos eficiente
y al aumentar el voltaje por encima de 11 V se corria el riesgo de sobrepasar el valor
umbral de intensidad. Como se trabajé con distintos voltajes en cada grupo de lamparas,
los flujos de radiacién son diferentes para cada uno de ellos. Por otro lado, (e;*) es la

velocidad promedio local superficial de absorcion de fotones (LSRPA por sus siglas en

. , . . . . . . , . E
inglés), ar, es la fraccidn de radiacién absorbida por la pelicula de catalizador y E—A es
T

la emision espectral relativa de las lamparas UV-A.

Ademas, se puede calcular la eficiencia energética para contemplar el consumo
eléctrico de los diferentes sistemas ensayados, definida como la relacién entre la
velocidad de inactivacion fagica (—dUFP/dt|,.) y la potencia eléctrica requerida para
operar la fuente de radiacion, como se muestra en la Ecuacioén (4.3).

Velocidad de reaccion  —dUFP/dt|,, (4.3)
Potencia total "~ Potencia total

Nene =

Pero también es posible considerar la eficiencia energética como el producto de
eficiencias individuales (Ecuacion 4.4).
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Nene = Tele X Nabs X Nqu (4.4)

Donde 7, €es la eficiencia eléctrica, definida como la relacién entre el flujo de
radiacion incidente por el area de las placas y la potencia que requiere la fuente de
radiacion para generar dicho flujo (Ecuacion 4.5), n,»s €s la eficiencia de absorcién de
radiacion, definida como la relacion entre el niumero de fotones absorbidos (e?) y el
ndmero de fotones incidentes (qn.:) (Ecuacion 4.6) y n4, es la eficiencia cuantica,
previamente descripta, que relaciona los fagos inactivados por mol de fotones
absorbidos por el catalizador (Ecuacion 4.2). El parametro n,;,, depende fuertemente de

las propiedades épticas del catalizador.

2 X Qnet X A7

- 4.5

Nete Potencia (49

abs = fl ((e)?'s> sup T (e)fl's) L’nf)d/1 (4.6)
Anet

La potencia de las distintas fuentes de radiacion se calculé considerando la
potencia de las lamparas fluorescentes y las ldmparas LEDs segun corresponda
(Ecuacion 4.7).

Pr =P, XN, (4.7)

Donde Pr representa la potencia del sistema de iluminacion, N, representa el
nuamero de lamparas y P, representa la potencia de cada lampara que, en el caso de las
lamparas fluorescentes, es un valor entregado por el fabricante (4W) y en el caso de las
lamparas LEDs se utilizaron los valores de tensidn e intensidad leidos en la fuente
eléctrica que regula la potencia entregada a las LEDs, considerando que las lamparas
estan conectadas en serie.

Para calcular las eficiencias foténica, cuantica y energética, los numeradores de
las Ecuaciones (4.1), (4.2) y (4.3) pueden ser obtenidos considerando un valor
promediado de la tasa de inactivacion en un periodo de tiempo t, que puede ser a su
vez calculado con la Ecuacién (2.11).

_dUFP _JyP@® X Vdt  UFP|,_o x (1 - exp(—ky X ))
i _
dt  lat=t-o J, at t

(2.11)

Donde UFP|;-, son las unidades formadoras de placa iniciales, obtenidas a partir
del producto de la ecuacién ajustada evaluada a tiempo cero (%| 0" Po) (Ecuacion
t=

2.3’) y el volumen de la suspension fagica nebulizado en el equipo (10 ml), y kres la
constante cinética aparente, obtenida a partir del ajuste de los ensayos fotocataliticos,

segun lo explicado previamente.
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Dado que los soportes estan recubiertos con el catalizador en ambas caras, se
utilizé un modelo de tres capas para calcular el flujo de radiacion que llega a cada capa
de catalizador (Figura 4.4). De acuerdo a esta figura, la LSRPA de una pelicula de
catalizador inmovilizado m, esta dada por la absorcién de la radiacion directa e indirecta

(Ecuacion 4.8).
exm(@) = ap; X A1) + ap 3 X @ 2 (%) m=1,23 (4.8)

Donde q;;,_; ;(x) representa el flujo que incide sobre la capa de catalizador m
proveniente de las lamparas superiores y q,,;(x) es el flujo que proviene de las
lamparas inferiores. En el caso de la capa 1, por ejemplo, g, 1, =4d¢ = qpsups
representa el flujo directo recibido desde las lamparas superiores y q,, ; = 41 = qp,iny
representa el flujo indirecto proveniente de las lamparas inferiores, que atraviesa el

sistema multicapa hasta alcanzar la capa superior.

— ot
CIP,sup = {o

TiO,

Soporte

TiO,

dp,inf =43

Figura 4.4. Representacion esquematica de los recubrimientos de catalizador sobre el
soporte y los flujos de radiacién incidentes y transmitidos en cada capa, donde la capa

1 es la capa superior del catalizador y la 3, la inferior.
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Considerando que el flujo incidente es en su mayoria uniforme sobre la superficie
irradiada, se pueden utilizar valores promedios de los flujos netos en el area
fotocatalitica irradiada, Air, para obtener la velocidad superficial promedio espectral de
absorcién de fotones (Ecuacién 4.9).

(xm)ame = 52 X {dm_12) Ay + A2 X (A1) airr (4.9)

Si bien el soporte filtro es poroso y se deposité catalizador en sus intersticios,
este soporte fue aproximado también a este modelo de 3 capas, ya que las lamparas
irradian la superficie del soporte con catalizador, produciéndose alli la reaccién
fotocatalitica. Los soportes vidrio comun esmerilado y filtro no son transparentes a la
radiacion UV-A, por lo que el flujo de radiacién transmitido (indirecto) sera nulo y la
Ecuacion (4.9), aplicada a la capa 1 por ejemplo, se simplifica a la Ecuacién (4.10) para
ambos soportes.

(e)(if)Airr = afrl X (q(-)I:A>Airr (410)

Dado que las fuentes de luz empleadas tienen una emision espectral, es
necesario integrar la Ecuacién (4.9) a lo largo del espectro de longitudes de onda
(Ecuacion 4.11).

E; _
(exm i, = f £ X 2 X A1 g, + Q2 X (G ADairrd (4.11)
A T

E . g . , . Yy
Donde E—’l es la emisién espectral relativa de las lamparas, siendo E; la emisién
T

espectral de las lamparas determinada utilizando un espectrometro portatil (Ocean
Optics USB 2000 + UV — VIS — ES) segun lo descripto en la Seccién 4.2.2.3 y E; la
sumatoria de E; para todas las longitudes de onda.

Aplicando un balance de flujo radiante en cada capa de la Figura 4.4, se obtiene
la Ecuacion (4.12), para calcular el flujo incidente en una capa de fotocatalizador
(Salvadores et al., 2016).

Ama = Rma X Gmp+ Tma X Aoy m=123 (4.12)

Donde Rny Tmrepresentan la reflectancia y transmitancia difusas de la capa m,
respectivamente, y q;;L_M Y qm, representan los flujos de radiacion incidentes en la
capa m. Realizando este balance para todas las capas del sistema y operando, se puede
lograr una expresion del flujo que llega indirectamente a la capa 1, atravesando

previamente las capas 2 y 3 (Ecuacion 4.13).
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@psup(x) X (Rs X Ty =RZX Re X Tp + T2 X Re X T¢) + Ts X T X qp (%)
(1-2%Ry xRy +R2X RF—T2 X R?)

ar(x) = (4.13)

Donde gp sup(x) ¥ pins(x) son los flujos locales de radiacion que inciden desde
la parte superior e inferior, respectivamente, a la placa recubierta, Tsy Rs representan
la transmitancia y reflectancia difusas del soporte sin recubriry Try Rs representan la
transmitancia y reflectancia difusas de la pelicula de catalizador. En el caso en que
ap.sup(X) = apins(x) = q;2(x), la ecuacion se simplifica a la Ecuacion (4.13).

Ry X Ty =R X Re X T + Te X T + T X Re X T
1—2X Ry X Ry + R X RE — T X R?

g2 (%) = qi2(x) X (4.13)

Las propiedades épticas fueron calculadas utilizando mediciones experimentales
de transmitancias y reflectancias difusas del soporte sin recubrir y del soporte recubierto
de ambos lados con catalizador (Ts, Rs, Tt Y Rist respectivamente), determinados de
manera similar a lo explicado en el Capitulo 2 (Ecuaciones 2.17 y 2.18).

R, — Rfsf X Ts - Tfsf X Rs (217)
S Trgy X TZ — Trgp X RZ + T

T& X Ry
(Rysr = Ry) % |1 =Ry X Rs t T > -
T, = (2.18)

Donde Ts, Rs, Tty Rrsr son los valores de transmitancia y reflectancia difusa del
soporte sin recubrir (s) y del soporte recubierto con el catalizador (pelicula de catalizador
+ soporte + pelicula de catalizador, fsf por sus siglas en inglés).

Resolviendo el balance de radiacion en el catalizador, la fraccion de energia
absorbida (af) puede ser calculada como se muestra en la Ecuacion (2.16) (Siegel y
Howell, 2002).

ar=1-Tf—Rs (2.16)

4.2.5. Andlisis estadistico

Todas las experiencias se realizaron por triplicado en ensayos independientes.
Los datos fueron analizados con ANOVA de una via utilizando el software R, con un
error tipico (a) de 5 %. Todos los supuestos del modelo fueron verificados. Las
comparaciones entre las constantes de inactivacion en los distintos ensayos, entre los
diversos soportes y entre las distintas fuentes de radiacidn se realizaron con el Test de
Duncan, para poder detectar diferencias significativas con mayor facilidad, ya que no se

realiza un gran niUmero de comparaciones.
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4.3. Resultados

4.3.1. Deposicion de catalizador en los distintos soportes

Como se menciond en la Seccién 4.2.2.1, la cantidad de catalizador depositada
en los distintos soportes fue estimada realizando una diferencia entre el peso del soporte
previo a la deposicion del catalizador y posterior a la misma. En el caso de las placas
de vidrio borosilicato o comun esmerilado, se pesaron las seis placas de ambos soportes
y se calculé la cantidad de TiO» depositada para cada una de ellas, siendo el valor
reportado en la presente tesis un promedio entre las seis placas de cada soporte. Para
el filtro, si bien se utilizé uno solo en el reactor durante los ensayos, también se
recubrieron seis unidades. Entonces, para calcular la cantidad de catalizador depositado
se pesaron todos filtros antes y después del recubrimiento, y se promediaron los valores
obtenidos.

De acuerdo a lo previamente descripto, cada soporte fue recubierto con dos
capas de catalizador. Sin embargo, cabe destacar que cuando se realiz6 la primera
deposicion de catalizador sobre el filtro, la cantidad depositada fue mayor que para dos
capas de catalizador sobre los otros soportes. Por lo tanto, para el soporte filtro sélo se
realiz6 un unico recubrimiento.

De esta manera, la cantidad promedio de catalizador depositada para ambas
caras del soporte vidrio borosilicato fue de 27,7 + 2,2 mg TiO2, mientras que para el
vidrio comun esmerilado y el filtro las cantidades depositadas fueron 32,1 £ 2,1 mg TiO-
y 4945 + 59,3 mg TiO,, respectivamente.

Como se puede observar, la cantidad de catalizador depositada para el filtro es
al menos un orden mayor que la correspondiente a los otros dos soportes, y esto se
debe a que el filtro es un material poroso y el catalizador se deposita no sélo en el area
superficial geométrica de una cara de 166,32 cm?, sino también entre los intersticios del
material, la cual se supone no participaria de la reacciéon fotocatalitica al no recibir
radiacion de forma directa o atenuada.

4.3.2. Campo radiante

Para medir el flujo de radiacion de las lamparas fluorescentes UV-A se procedié
segun lo explicado en la Seccién 4.2.2.3, ubicando el sensor UV SED005 #847 frente a
las lamparas, sobre el soporte disefiado para la medicion de la radiacion en toda la
superficie de la ventana del reactor. Luego de medir por duplicado en las dieciocho
posiciones establecidas por el dispositivo soporte y promediar dichas mediciones, se
obtuvo un flujo de radiacién incidente igual a 4,33 x 102 + 1,39 x 10 W/cm? para un
grupo de lamparas fluorescentes.
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De igual manera, para medir el flujo de radiacion de las ldmparas LEDs, también
se ubico el sensor frente a las lamparas, siguiendo las indicaciones detalladas en la
Seccion 4.2.2.3. Se midié el flujo para cada posicién indicada, pero debido a que las
lamparas LEDs superiores trabajaron con un voltaje de 11,35 V y las inferiores con uno
de 11V, se realizaron las mediciones con cada grupo de lamparas. El valor del flujo de
radiacion incidente para las lamparas superiores fue de 4,1 x 104+ 2,6 x 108 W/cm? y
para las lamparas inferiores, 2,2 x 10 + 1,5 x 10® W/cm?.

Para obtener el flujo de radiacién incidente entre las longitudes de onda de 250
y 450 nm, radiacién util para el fotocatalizador empleado, es necesario considerar la

s E z .
emision espectral (E—’l) de las lamparas empleadas (Figura 4.5). Los valores resultantes
T

fluorescentes

para el sistema de radiacion con lamparas fluorescentes fueron (gp;)sp =

(qp, A){rf?"mce”t“ = 4,33 x 10 W/cm? y para el sistema de radiacion con lamparas LEDs

fueron (q,)sin° = 3,24 x 10 W/em? y (qa)izf° = 1,74 x 10* W/cm?. Cabe destacar que
los flujos de radiacién para el sistema de iluminacion LED resultaron casi un orden

menor que los correspondientes a las lamparas fluorescentes.

1,6
LEDs
1,4

1.2 ——Fluorescentes
1

0,8

0,6

0,4

- U]
0
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A [nm]

E,/E;x 102 [adimensional]

Figura 4.5. Distribucion espectral de emision de las lamparas UV-A fluorescentes y
LEDs.

La fraccion de radiaciéon absorbida por el TiO> (ay) fue determinada mediante la
medicion de las propiedades Opticas de los recubrimientos para cada soporte
(reflectancia y transmitancia difusas, Ecuaciones 2.13 — 2.15) y se muestra en la Figura
4.6. La velocidad local superficial de absorcion de fotones (LSRPA) espectral fue
calculada de acuerdo a la Ecuacién (4.9). Integrando en todas las longitudes de onda
emitidas por las lamparas fluorescentes segun la Ecuacion (4.11), la LSRPA total resulté
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en 1,44 x 10 W/cm? (4,39 x 10 Einstein/(s x cm?)) para el TiO2 depositado sobre vidrio
comun esmerilado y 1,88 x 10° W/cm? (5,77 x 10° Einstein/(s x cm?)) para el TiO>
depositado sobre el filtro.

Es importante recordar que el vidrio borosilicato es un material transparente a la
radiacién UV-A, por lo que parte de la radiacion transmitida por el vidrio llegard a la cara
opuesta del soporte, a la segunda capa del catalizador, y debe ser considerada para el
calculo de la LSRPA. Como el sistema de radiacion posee lamparas tanto en la parte
superior del reactor como en la parte inferior del mismo, la radiacion transmitida
proveniente de las lamparas superiores alcanzara la capa de TiO2 que se encuentra en
la parte inferior de la placa y lo mismo sucede con la radiacién transmitida proveniente
de las lamparas inferiores que alcanzara la capa superior del recubrimiento, y viceversa.
Al considerar esta radiacion “extra” que llega a las placas, la LSRPA para las lamparas
fluorescentes al usar el soporte vidrio borosilicato fue de 1,90 x 103 W/cm? (5,81 x 10°
Einstein/(s x cm?)), segln Ecuacién (4.11).

1 —— TiOz2 sobre v. borosilicato

0,9 —— TiOz2 sobre v. c. esmerilado
0.8 — TiOz2 sobre filtro

0,7
0,6

0,5

a; [adimensional]

0,4
0,3

0,2

0,1

0
300 350 400 450

A[nm]

Figura 4.6. Fraccion espectral de energia absorbida por la pelicula de TiOz (ay) al ser
depositado en los distintos soportes.

4.3.3. Ensayos de inactivacion con distintos soportes

Los ensayos se realizaron de acuerdo a lo explicado en la Seccién 4.2.3, con
distintos soportes para el catalizador. Los resultados para los ensayos con cada soporte

utilizando las lamparas fluorescentes se graficaron como log(P) vs tiempo.
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Luego del funcionamiento del reactor durante 30 h utilizando los mismos
recubrimientos, se alcanzaron similares reducciones en la concentracion de particulas
fagicas en la muestra de aire que cuando se utilizaron los soportes recubiertos por
primera vez. Por lo tanto, se puede afirmar que no se observd desactivacion del
fotocatalizador después estar operando el reactor por al menos 30 h empleando los
mismos recubrimientos fotocataliticos.

A fin de obtener las constantes de inactivacion, el tratamiento de los datos se
realizé de forma semejante con los tres soportes para el catalizador. Los datos obtenidos
a partir de cada ensayo fueron ajustados con la Ecuacion (2.3’) y se realiz6 el analisis
estadistico para comparar las constantes obtenidas a partir de los distintos ensayos
realizados con el mismo soporte.

El parametro kreactor, que se obtuvo a través del ajuste de los datos del Control iii
con la Ecuacién (2.3’), representa la reduccion de fagos presentes en el aire debido a la
circulacién (y recirculacién) de los mismos a lo largo del reactor, durante las cuales las
particulas fagicas podrian ser depositadas en distintas partes del equipo, tales como la
camara de acero inoxidable, las paredes del reactor y el tubo de recirculacion. Al quedar
depositados en las diversas superficies, estas particulas fagicas no son detectadas al
tomar muestras de aire y, por lo tanto, no son cuantificadas. Dada la configuracion del
reactor, la reduccién de fagos en el aire causada por la operacién del reactor esta
presente en todos los ensayos, por lo que debe ser tenida en cuenta al momento de
discriminar cada efecto.

La constante de inactivacion fotoquimica (Kign) representa unicamente el efecto
de la radiacién UV-A sobre las particulas fagicas. Para obtener esta constante, es
necesario restar el valor de Kreactor @ la constante obtenida a partir de la regresion de los
valores correspondientes al Control i (placas sin recubrir bajo radiacion UV-A, Keontror i)
con la Ecuacién (2.3’). De la misma manera, cuando se desea obtener la constante que
representa la reduccion de particulas fagicas presentes en el aire debida exclusivamente
a la presencia del catalizador en los soportes (kcoaiing), €N ausencia de radiacion, también
es necesario restarle el valor de Keactor @ la constante obtenida a partir de la regresion
con la Ecuacion (2.3’) de los valores correspondientes al Control ii (placas recubiertas
en ausencia de radiacion, Keontrol ii)-

Como se explicd anteriormente, estos tres efectos son denominados “no -
fotocataliticos”, ya que la inactivacion fagica no se produce por el proceso de
fotocatalisis en si mismo, sino por otros efectos que, si bien se presentan y ocurren
simultdneamente, no son puramente fotocataliticos. Por lo tanto, estas tres constantes

pueden ser agrupadas en otra constante, denominada Kq.» (Ecuacion 2.5).
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A partir del ajuste de los valores de los ensayos fotocataliticos con la Ecuacion
(2.3"), se determiné el valor de k7. Restando el valor de kqpn al valor de k1 (Ecuacion 2.4),
finalmente se obtuvo el valor de kpy, la constante cinética aparente exclusivamente
fotocatalitica.

Finalmente, para todos los ensayos de cada soporte se calcularon las tasas de
reduccion fagica [érdenes log/min], calculadas como la diferencia entre el punto de la
curva de inactivacion correspondiente a los 30 min, que es el tiempo en el que se
detectaron titulos constantes dentro del reactor y se apagé el nebulizador, y el dltimo
punto en el cual se detectaron particulas fagicas infectivas (60 u 80 min) dividido por el
periodo de tiempo en el cual se logré dicha reduccion (30 o 50 min) y promediados entre
todas las réplicas de dicho ensayo.

Similar a los capitulos anteriores, es posible calcular el parametro fss, que
representa el tiempo necesario para inactivar el 99 % de las particulas fagicas iniciales,
es decir, reducir la infectividad fagica en 2 érdenes log. Al igual que en los Capitulos 2
y 3, el tog se determind a partir de graficar las particulas fagicas infectivas luego del
tratamiento fotocatalitico en funcion del tiempo (log(P) vs. tiempo), en esta oportunidad
empleando las curvas de los ensayos fotocataliticos realizados con los distintos
soportes.
4.3.3.1. Vidrio borosilicato

En el grafico correspondiente al vidrio borosilicato (Figura 4.7), se observa que
las curvas de inactivacién del Control i, Control ii y Control iii tienen pendientes similares,
mientras que la curva del ensayo fotocatalitico presenta una pendiente mayor,
confirmado luego a partir de las regresiones (Tabla 4.1), indicando una mayor
inactivacion fagica bajo estas condiciones de operacion. En la Tabla 4.1. se muestran
los pardmetros obtenidos (k, log(Po)) a partir del ajuste de la Ecuacion (2.3’) a los datos
experimentales de cada ensayo junto a la bondad del ajuste (R?).

En la Tabla 4.1 se observan los valores de las constantes cinéticas de
inactivacion aparente para los distintos ensayos (Kcontrotiy Keontrotii, Kreactor Y K7). A partir de
estos valores y empleando las Ecuaciones (4.1, 4.2, 2.4 y 2.5) se obtuvieron los valores
de las constantes Kign: (0,0280 1/min), Keoating (0,007 1/min), knpn (0,126 1/min) y kpn (0,030

1/min).
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c

Figura 4.7. Inactivacion fagica en funcion del tiempo y regresiones lineales, log(P) vs.
tiempo, para los ensayos Fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii, con el
catalizador depositado en el soporte vidrio borosilicato en presencia de radiacion UV-A
(lamparas fluorescentes).

Tabla 4.1. Parametros de las regresiones lineales obtenidas para los ensayos con vidrio
borosilicato como soporte y lamparas fluorescentes.

k log(Po) R?
[1/min] [log(UFP/mi)]
Control i 0,1190 * 0,0085 6,15 * 0,21 0,97
Control ji 0,098 + 0,013 5,40 + 0,48 0,96
Control iii 0,0910 * 0,0042 6,24 0,34 0,98
‘ Ensayo 0,156 + 0,037 6,16 + 0,91 0,99
olocatalitico

Al analizar los valores de las constantes obtenidas para las distintas corridas con
el soporte vidrio borosilicato, se observa que no hay diferencias significativas entre las
constantes correspondientes a las curvas del Control i, Control ii y Control iii con un 95
% de nivel de confianza, mientras que hay diferencias significativas entre el ensayo
fotocatalitico con los Controles ii y iii (p < 0,05) (Figura 4.8). La falta de diferencias
significativas entre las constantes del Control i y del ensayo fotocatalitico probablemente
esté relacionada con el error considerable obtenido en los ensayos fotocataliticos.
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Figura 4.8. Constantes de inactivacion (K7, Kcontrol iy Keontrol ii, Kreactor) Obtenidas en los
ensayos Fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii, empleando el soporte vidrio
borosilicato para el catalizador en presencia de radiacion UV-A (ldmparas
fluorescentes). Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05).
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Finalmente, las tasas de reduccidn fagica obtenidas para los distintos ensayos
con el soporte vidrio borosilicato fueron 0,0531 + 0,0075 6rdenes log/min para el Control
i, 0,0438 £ 0,0075 6rdenes log/min para el Control ii, 0,0389 + 0,0043 érdenes log/min
para el Control iii y 0,074 + 0,012 6rdenes log/min para el ensayo fotocatalitico.

El valor del parametro tg9 obtenido a partir de los ensayos fotocataliticos con el
soporte vidrio borosilicato fue de 61,80 min, lo cual nos indica que ese es el tiempo
necesario para lograr una inactivacién del 99 % del fago ATCC 8014-B1 en las
condiciones del ensayo.

4.3.3.2. Vidrio comun esmerilado

En el gréafico correspondiente al vidrio comun esmerilado (Figura 4.9) se observa
que, al contrario del grafico de vidrio borosilicato, la curva del Control i presentd una
mayor pendiente comparada a las curvas de los Controles ii y iii. Esto nos indicaria que
el efecto fotoquimico tendria un rol relevante en la inactivacion fagica para este soporte.
Por otro lado, la curva del ensayo fotocatalitico presentd una pendiente aun mayor a la
del Control i. En la Tabla 4.2 se muestran los parametros obtenidos (k, log(Po)) a partir
del ajuste de la Ecuacion (2.3’) a los datos experimentales de cada ensayo junto a la
bondad del ajuste (/).
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Figura 4.9. Inactivacion fagica en funcion del tiempo y regresiones lineales, log(P) vs.
tiempo, para los ensayos Fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii, con el
catalizador depositado en el soporte vidrio comun esmerilado en presencia de radiacion

UV-A (ldamparas fluorescentes).

Tabla 4.2. Parametros de las regresiones obtenidas para los ensayos con vidrio comun

esmerilado como soporte y lamparas fluorescentes.
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k log(Pg) R?
[1/min] [log(UFP/ml)]
Control i 0,1167 + 0,0091 5,51 +0,76 0,97
Control ii 0,0933 + 0,0055 5,63 £ 0,53 0,95
Control iii 0,0797 + 0,0029 5,75 + 0,85 0,97
; Ensayo 0,145 + 0,020 6,68 + 0,29 0,98
‘otocatalitico

Al igual que con el vidrio borosilicato, en la Tabla 4.2 se observan los valores de
las constantes cinéticas de inactivacion aparente para los distintos ensayos. Con estas
constantes y las Ecuaciones (4.1, 4.2, 2.4y 2.5) se obtuvieron los valores de Kign: (0,0370
1/min), Keoating (0,0137 1/min), knpn (0,1303 1/min) y Kpn (0,015 1/min).

Al analizar los valores de las constantes obtenidas para las distintas corridas con
el soporte vidrio comun esmerilado, se observd que existen diferencias significativas
entre la constante obtenida con el ensayo fotocatalitico y el resto de los ensayos, como
asi también entre la constante obtenida con el Control i y el resto de los ensayos, con
un 95 % de nivel de confianza, mientras que no hay diferencias significativas entre los
Controles ii y iii (p < 0,05) (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Constantes de inactivacion (kr, Keontrol iy Kcontrot ii, Kreactor) Obtenidas en los
ensayos Fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii, empleando el soporte vidrio
comun esmerilado para el catalizador en presencia de radiacion UV-A (lamparas
fluorescentes). Letras distintas representan diferencias significativas (p < 0,05).

Finalmente, las tasas de reduccion fagica obtenidas para los distintos ensayos
con el soporte vidrio comun esmerilado fueron 0,0552 + 0,0086 6rdenes log/min para el
Control i, 0,0437 + 0,0056 6rdenes log/min para el Control ii, 0,03304 + 0,00042 6rdenes
log/min para el Control iii y 0,071 + 0,015 6rdenes log/min para el ensayo fotocatalitico.
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El valor del parametro tg9 obtenido a partir de los ensayos fotocataliticos con el
soporte vidrio comun esmerilado fue de 63,11 min.
4.3.3.3. Filtro

Se realizaron corridas equivalentes a un tiempo de 30 h con el mismo filtro
recubierto con catalizador y no se observo que la corriente de la suspension fagica haya
tenido mayores dificultades en atravesarlo, por lo cual se considera que no hay
problemas de taponamientos u obstruccion de los poros del filtro al reutilizarlo.

En el gréfico correspondiente al filtro (Figura 4.11) se observé que las curvas del
Control ii y Control iii presentaron pendientes similares, mientras que la curva del Control
i presenté una pendiente mayor al compararla con los otros dos controles, lo que
indicaria una posible relevancia del efecto fotoquimico en la inactivacion fagica también
para este soporte. La curva del ensayo fotocatalitico present6 una pendiente aiin mayor,
indicando una mayor inactivaciéon fagica bajo estas condiciones. En la Tabla 4.3 se
muestran los parametros obtenidos (k, log(Po)) a partir del ajuste de la Ecuacién (2.3) a
los datos experimentales de cada ensayo junto a la bondad del ajuste (R9).
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Figura 4.11. Inactivacién fagica en funcién del tiempo y regresiones lineales, log(P) vs.
tiempo, para los ensayos Fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii, con el
catalizador depositado en el soporte filtro en presencia de radiacién UV-A (lamparas

fluorescentes).
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Tabla 4.3. Parametros de las regresiones obtenidas para los ensayos con filtro como
soporte y lamparas fluorescentes.

k log(Py) R2
[1/min] [log(UFP/mI)]
Control i 0,129 * 0,025 6,54 + 0,28 0,98
Control ii 0,098 + 0,014 5,89 + 0,45 0,96
Control iii 0,090 + 0,015 5,89 + 0,77 0,98
; Ensayo 0,199 + 0,037 7,02 + 0,85 0,99
‘otocatalitico

De manera semejante a lo realizado para los otros soportes, la Tabla 4.3 muestra
los valores de las constantes cinéticas de inactivacion aparente obtenidas a partir de los
distintos ensayos. Considerando estos valores y las Ecuaciones (4.1, 4.2, 2.4y 2.5) se
obtuvieron los valores de Kign: (0,038 1/min), Keoating (0,008 1/min), Knpn (0,137 1/min) y Kon
(0,062 1/min).

Al analizar los valores de las constantes obtenidas para las distintas corridas con
el filtro como soporte, se observé que no hay diferencias significativas entre las
constantes correspondientes a las curvas del Control i, Control ii y Control iii con un 95
% de nivel de confianza, mientras que hay diferencias significativas entre el ensayo
fotocatalitico y el resto de las corridas (p < 0,05) (Figura 4.12).

Finalmente, las tasas de reduccion fagica obtenidas para los distintos ensayos
con el soporte filtro fueron 0,0561 + 0,0018 6rdenes log/min para el Control i, 0,0454 +
0,0057 érdenes log/min para el Control ii, 0,03705 + 0,00031 6rdenes log/min para el
Control iii y 0,0912 + 0,0082 érdenes log/min para el ensayo fotocatalitico.

El valor del pardmetro tg9 obtenido a partir de los ensayos fotocataliticos con el
soporte filtro fue de 52,86 min.
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Figura 4.12. Constantes de inactivacion (kr, Kcontrol i, Kcontrol ii, Kreactor) Obtenidas en los
ensayos Fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii, empleando el soporte filtro para
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el catalizador en presencia de radiaciéon UV-A (lamparas fluorescentes). Letras distintas
representan diferencias significativas (p < 0,05).

4.3.3.4. Comparacion entre los distintos soportes

En la Tabla 4.4 se presenta un resumen de los valores de las constantes
cinéticas obtenidas para cada soporte en cada condicién y se muestra el analisis
estadistico realizado al comparar las constantes obtenidas de los datos experimentales
entre los tres soportes.

Al comparar las constantes obtenidas con el Control iii (Kreactor) COn los tres
soportes, se observd que no hubo diferencias significativas con un 95 % de nivel de
confianza. De manera similar, al comparar las constantes obtenidas con el ensayo
fotocatalitico (k7), se observé que tampoco hubo diferencias significativas entre los
distintos soportes, con un 95 % de nivel de confianza. Esta herramienta estadistica nos
indicaria entonces que, si bien el valor de kr obtenido para el filiro es numéricamente
mayor, no lo seria significativamente y seria posible utilizar cualquiera de los soportes

para el ensayo fotocatalitico obteniendo similares tasas de inactivacion.
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Tabla 4.4. Valores de las constantes cinéticas obtenidas para cada soporte en cada ensayo. Letras iguales en una misma fila indican que no

existen diferencias significativas (p < 0,05).

Vidrio borosilicato Vidrio comun esmerilado Filtro
K contror i [1/min] 0,1190 + 0,0085 @ 0,1167 £ 0,0091 @ 0,129 + 0,025 @
K contror ii[1/min] 0,098 + 0,013 2 0,0933 + 0,0055 @ 0,098 + 0,014 @
K reactor[1/min] 0,0910 + 0,0042 @ 0,0797 + 0,0029 @ 0,090 + 0,015 2
K iight[1/min] 0,0280 0,0370 0,038
K coating [1/min] 0,007 0,0137 0,008
K npn[1/min] 0,126 0,130 0,137
k r[1/min] 0,156 + 0,037 @ 0,145 + 0,020 @ 0,199 + 0,037 @
K pr[1/min] 0,030 0,015 0,062
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Entre los valores de Kconror i y @si como también entre los valores de Kcontror i
obtenidos para los distintos soportes tampoco existen diferencias significativas, con un
95 % de nivel de confianza (Tabla 4.4).

El analisis de los valores de las constantes de inactivacion obtenidas en los
ensayos realizados con los distintos soportes (Tabla 4.4) permite establecer
comparaciones de interés.

Al comparar los valores de Knon Y Kon Se puede observar que el primer valor fue
entre 2,21 (soporte filtro) y 8,7 (soporte vidrio comun esmerilado) veces mayor que el
segundo. Al analizar las k que componen a la constante kipn, Se observa que Kreactor fUe
alta, lo cual es logico ya que durante la operacion del reactor los fagos se van
depositando en distintas superficies del equipo a medida que circulan por el mismo y no
quedan suspendidos en el aire. Esta Kreactor representa entre un 61,3 y un 72 % del valor
total de knpn. Por otro lado, Keoating resulté en un valor pequefio para todos los soportes, y
solo representa entre un 5,5 a 10,5 % del valor total de kqn. Esto indica que los fagos
no quedarian adheridos al fotocatalizador en mayor medida, o que el fotocatalizador no
produce ninguna inactivacién quimica. Finalmente, kijg: tom6 un valor intermedio
comparada con Keactor Y Keoating, representando entre un 22 y un 28 % del valor total de
Knph-

Los valores de knpn para los tres soportes resultaron ser muy similares. Este
parametro esta compuesto por las constantes Kreactor, Keoating Y Kiight- Al realizar el analisis
estadistico, no se observaron diferencias significativas entre los valores de la constante
Kreactor para los distintos soportes, con un 95 % de nivel de confianza. Por otro lado, la
constante kign: para el soporte vidrio borosilicato fue levemente menor que en los otros
dos casos. Como esta constante se obtiene a partir de la diferencia de las constantes
Keontrol i Y Kreactor Y NO experimentalmente, no fue posible realizar un analisis estadistico
para analizar si existen diferencias entre los distintos soportes. A su vez, se observa que
la keoating toma un valor menor para los soportes filtro y vidrio borosilicato al compararlo
con el obtenido para el vidrio comun esmerilado, pero al igual que con la constante Kign:
no es posible realizar el andlisis estadistico al no ser valores directamente
experimentales. Los valores de la constante Keaing para los soportes filtro y vidrio
borosilicato se encontraron en el orden de 10 1/min, por lo que se podria concluir que,
al analizar los efectos por separado, no influye en gran medida en la inactivacion fagica
ya que son 2 6rdenes de magnitud menores a la constante de inactivacién total kr.

Por otro lado, en la Tabla 4.5 se muestra un resumen de los valores de las tasas
de reduccion fagica obtenidas en cada ensayo con los distintos soportes.
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Tabla 4.5. Tasas de reduccién fagica por unidad de tiempo [érdenes log/min] alcanzadas
en cada ensayo con los distintos soportes.

Vidrio Vidrio comun .
borosilicato esmerilado Filtro
Control i . .\ .
[6rdenes log/min] 0,0531 +£0,0075 0,0552 + 0,0086 0,0561 +0,0018
[érdfnoenst ogmin] 0043800075 00437 £0,0056  0,0454 £ 0,0057
Control iii

[6rdenes log/min] 0,0389 + 0,0043 0,0531 £0,0075  0,03705 = 0,00031

Fotocatdlisis
[6érdenes log/min]

0,074 £ 0,012 0,071 £0,015 0,0912 + 0,0082

Al analizar la Tabla 4.5, se observa que las maximas tasas de reduccién fagica
se alcanzaron en el ensayo fotocatalitico, mientras que las menores se alcanzaron con
los ensayos del Control iii. Esto coincide con lo esperado y esta en consonancia con lo
observado a partir de los valores de las constantes previamente analizados. Si a su vez
analizamos cual fue el soporte que logré la mayor tasa de reduccién fagica en el ensayo
fotocatalitico, se observa que fue el soporte filtro, alcanzando un valor de 0,0912 +
0,0082 érdenes log/min.

Por otro lado, el parametro ty9 esta relacionado con la velocidad o tasa de
inactivacion fagica, por lo que nos brinda informacién semejante a la obtenida a partir
de las constantes de inactivacién que surgen del ajuste de la Ecuacién (2.3’). El soporte
filtro fue el que requirié el menor tiempo (52,86 min) para inactivar el 99 % de las
particulas fagicas, seguido del soporte vidrio borosilicato (61,80 min) y finalmente del
vidrio comun esmerilado (63,11 min).

4.3.4. Calculo de eficiencias

Con el objetivo de evaluar los distintos soportes de acuerdo a la eficiencia del
proceso de inactivacion, se calcularon las eficiencias fotonica, cuantica y energética
para cada soporte. Como ya se menciond, la eficiencia cuantica (nqu) se define como la
relacion entre la velocidad de inactivacion aparente (—dUFP/dt|;) Yy la velocidad de
absorcién de radiacion del TiOz2 (A7 x [, ({e3"*) sup + (€1} ins)dA), Ecuacién 4.2),
mientras que la eficiencia fotonica (n,n) se define como la relacién entre la velocidad de
inactivacion aparente (—dUFP/dt|,.) y el flujo de radiacién incidente en el reactor
(Ap X ((qnet)sup + (qnet)inf)), Ecuacién 4.1). Los valores obtenidos para ambas
eficiencias se expresaron en unidades de UFP/Einstein, al igual que en el Capitulo 2.
Ademas, la eficiencia energética (nene) se define como la relacién entre la velocidad de
inactivacion aparente (—dUFP /dt|,.) y la potencia de las lamparas (Ecuacién 4.3). En
este caso, las eficiencias se expresaron en unidades de UFP/J, ya que es posible que
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parte de la potencia de la lampara no se traduzca en radiacion, sino que puede perderse
de otras formas, por ejemplo como calor por efecto Joule.

En la Tabla 4.6 se presentan los valores obtenidos de los parametros necesarios
para calcular las eficiencias. Los valores de kr se expresaron en unidades de 1/s para
unificar unidades, pero se mantienen las conclusiones obtenidas con estos valores en
la Seccion 4.3.3.4, esto es que no hay diferencias significativas entre los valores de kr
obtenidos con los distintos soportes, con un 95 % de nivel de confianza. Como
consecuencia, al calcular las velocidades de inactivacién aparente medias en un lapso
de tiempo de 50 min para los distintos soportes se observé que los valores fueron muy
similares (143,54; 143,58 y 143,64 UFP/s).

Tabla 4.6. Parametros obtenidos y utilizados para calcular las eficiencias fotocataliticas
al emplear los distintos soportes para el catalizador y radiacién UV-A (lamparas
fluorescentes).

Vidrio Vidrio comun Filtro
borosilicato esmerilado
ke [1/s] 0,00258 + 0,00242 + 0,00331 *
0,00062 0,00033 0,00062
—dUFP/dt|,, [UFP/s] 143,58 143,54 143,64
(AT X ((qne't>supl+ (qnet>inf)) 1,84 % 10-5 1’15 " 10—5 2’22 % 10—6
[Einstein/s]
AT Xf ((eg’s> sup
4 as 5,02 x 10 3,80 x 10°® 9,60 x 107
+ (el’ ) lnf)dl
[Einstein/s]
Potencia lamparas [W] 80 80 80
npn [UFP/Einstein] 7,82 x 108 1,25 x 107 6,47 x 107
Nqu [UFP/Einstein] 2,86 x 107 3,78 x 107 1,50 x 108
Nene [UFP/J] 1,79 1,79 1,80

El flujo de radiacién incidente por el area irradiada para el soporte vidrio
borosilicato fue de 1,84 x 10° Einstein/s y para el vidrio comln esmerilado resulté de
1,15 x 10 Einstein/s. Si bien ambos comparten la misma configuracién del reactor, de
seis placas de 12 x 12 cm, la diferencia en estos valores se encuentra en que el vidrio
borosilicato es transparente a la radiacién UV-A, por lo que, al flujo de radiacién
incidente proveniente de un grupo de lamparas, se le suma el flujo transmitido por el
vidrio borosilicato y por la otra capa de TiOz, proveniente del otro grupo de lamparas.
Por otro lado, el soporte filtro const6é solamente de una placa de 12 cm x 13,86 cm con
lo cual el area total irradiada fue menor y, por este motivo, el término

(Ap X ((qnet)sup + (qnet)inf)) resulté menor e igual a 2,22 x 10 Einstein/s.
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La velocidad de absorcién de radiacion del TiO2 esté relacionada a la fraccién de
radiacion absorbida por el catalizador (ay), que es un valor que se obtiene a partir de las
propiedades Opticas de la pelicula de catalizador y los soportes del mismo, de acuerdo
a lo explicado en la Seccién 4.2.4.2. En esta oportunidad, con el soporte vidrio
borosilicato se observo la mayor velocidad de absorcion de radiacion (5,02 x 10
Einstein/s), seguida muy préximamente por el vidrio comin esmerilado (3,80 x 10
Einstein/s) y finalmente por el soporte filtro (9,60 x 107 Einstein/s). Esta proximidad entre
los valores para los soportes vidrio borosilicato y vidrio comdn esmerilado puede
explicarse por la semejanza entre los valores de ar para estos soportes, como puede
observarse en la Figura 4.6.

La potencia total de las lamparas se obtuvo simplemente multiplicando la
potencia de cada lampara fluorescente (4 W) por el nUmero de lamparas que forman el
sistema de emisién (20 lamparas), resultando en una potencia total de 80 W. Como se
utilizé el mismo sistema de emision de radiacién con los distintos soportes (lamparas
fluorescentes), el valor de potencia total del sistema fue el mismo para los tres soportes.

Con los datos discutidos previamente y expresados en la Tabla 4.6 se calcularon
las eficiencias fotonica, cuantica y energética para los tres soportes, que se muestran a
su vez en la Tabla 4.6. Se puede observar que el soporte filtro presenta la eficiencia
foténica mas alta, siendo 5,18 veces mas alta que la correspondiente al soporte vidrio
comun esmerilado (1,25 x 107 UFP/Einstein) y 8,27 veces mas alta que la
correspondiente al vidrio borosilicato (7,82 x 10 UFP/Einstein). Con respecto a la
eficiencia cuantica, nuevamente el filtro presenté el mayor valor (1,50 x 108
UFP/Einstein), resultando 4 veces mas grande que la obtenida para el vidrio comudn
esmerilado y 5,24 veces mas grande que la correspondiente al vidrio borosilicato,
mientras que el soporte vidrio comun esmerilado present6 un valor 1,3 veces mayor que
el vidrio borosilicato (3,78 x 107 y 2,86 x 107 UFP/Einstein, respectivamente).
Finalmente, los soportes presentaron practicamente las mismas eficiencias energéticas
(1,79 — 1,80 UFP/J), ya que los valores de las velocidades de inactivacion aparentes
fueron muy similares para los tres soportes y se utilizaron las mismas lamparas para
estos ensayos, por lo que la potencia total del sistema de emision de radiacion fue la
misma.

A partir de estos datos se puede concluir que con el soporte filtro se obtuvo el
proceso de inactivacion mas eficiente ya que las eficiencias foténica y cuantica fueron
mayores para esta condicion (6,47 x 107 y 1,50 x 108 UFP/Einstein, respectivamente).
Mas aun, es importante destacar la similitud de algunos parametros entre los soportes
vidrio borosilicato y vidrio comin esmerilado. La mayor diferencia se observa para el

flujo de radiacion incidente (y consecuentemente para la eficiencia foténica). Este
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parametro fue mayor para el vidrio borosilicato (1,84 x 10° Einstein/s) ya que, como se
explicd, este soporte es transparente a la radiacién UV-A, es decir que parte de la
radiacion emitida por las lamparas del compartimento superior también llega a la cara
opuesta (inferior) de la placa de vidrio recubierta, luego de atravesar las tres capas (dos
peliculas de catalizador y el soporte vidrio borosilicato) y viceversa. De esta manera, la
radiacion disponible para que se produzca el proceso fotocatalitico en cada cara de la
placa es mayor que con un soporte no transparente a la radiacién UV-A como en el caso
del vidrio comdn (A; X ((qnet)sup + (qnet)inf) = 1,15 x 10 Einstein/s) y por eso el flujo
de radiacion incidente resulté mayor (Tabla 4.6). Sin embargo, a partir de las eficiencias
calculadas no se observd una diferencia muy marcada a favor del vidrio borosilicato,
debido a que el vidrio comun esmerilado seria mas eficiente, ya que, aun absorbiendo
menos radiacién, produjo una inactivacién semejante a la del vidrio borosilicato.

4.3.5. Ensayos de inactivacion con luces LEDs

4.3.5.1. Constantes de inactivacion para filtro irradiado por LEDs

Para analizar la inactivacion fagica bajo este nuevo sistema de radiacién, primero
fue necesario elegir el soporte con el cual trabajar entre los tres estudiados en las
secciones anteriores. El soporte seleccionado para llevar adelante estas experiencias
fue el soporte filtro, debido a que fue el que presentd las mayores eficiencias
fotocataliticas, tanto foténica (6,47 x 107 UFP/Einstein) como cuantica (1,50 x 108
UFP/Einstein). Ademas, este soporte es mucho mas econémico y factible de utilizar en
un equipo que los soportes de vidrio, o que representa otra ventaja al momento de
realizar un escalado del reactor. Por otro lado, si bien el analisis estadistico arrojé que
no existen diferencias significativas entre los valores de krde los distintos soportes, esto
puede deberse a la gran variabilidad de los resultados obtenidos (coeficientes de
variacion entre 13 y 24 %). Por lo tanto, a pesar de los resultados obtenidos con el
andlisis estadistico, se observa que el valor de la constante kr para el soporte filtro
resulté ser numéricamente mas alto (Tabla 4.4).

Al igual que con los distintos soportes analizados para las lamparas
fluorescentes, los valores log(P) obtenidos para las distintas corridas del soporte filtro
con las ldmparas LEDs se graficaron vs el tiempo (min) (Figura 4.13), se ajustaron con
la Ecuacion (2.3’) y se obtuvieron las constantes descriptas previamente en la Seccién

4.2.4.1. Los parametros de la regresion (k, log(Po), R?) se muestran en la Tabla 4.7.
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Figura 4.13. Inactivacién fagica en funcién del tiempo y regresiones lineales, log(P) vs.

tiempo, para los ensayos Fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii, empleando el
filtro como soporte del catalizador y el sistema de radiacion UV-A LEDs.

Tabla 4.7. Parametros de las regresiones obtenidas para los ensayos con filtro como
soporte y sistema de iluminacién LED.

k log(Po) R?
[1/min] [log(UFP/mI)]
Control i 0,100 + 0,013 5,66 + 0,30 0,97
Control ii 0,098 £ 0,014 5,89+ 0,45 0,96
Control iii 0,090 £ 0,015 5,89 +0,77 0,98
Ensayo
fotocatalitico 0,1143 £ 0,0015 6,12 £0,12 0,97

Enla Figura4.13y enla Tabla 4.7, se observa que las curvas de inactivacion del
Control i, Control ii y Control iii presentaron pendientes similares, mientras que la curva
del ensayo fotocatalitico mostré6 una pendiente levemente mayor. Sin embargo, al
compararlas con las graficas del mismo soporte para el sistema de emision de radiacion
con lamparas fluorescentes (Figura 4.11), se observa que la diferencia entre la
pendiente del ensayo fotocatalitico comparada con las pendientes del resto de los
ensayos bajo el sistema de radiacién LED UV-A no es tan marcada como la diferencia
entre el ensayo fotocatalitico y el resto cuando se irradia con las lamparas fluorescentes.

Al igual que con las lamparas fluorescentes, a partir de los valores tabulados en
la Tabla 4.7 y las Ecuaciones (4.1, 4.2, 2.4 y 2.5), fue posible obtener los valores de las
constantes Kignt (0,010 1/min), Keoating (0,008 1/min), Knpn (0,108 1/min) y kpn (0,006 1/min).

Al realizar el analisis estadistico ANOVA se observé que no hubo diferencias
significativas entre las constantes de las distintas corridas con las ldmparas LEDs, con
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un 95 % de nivel de confianza (p-valor = 0,1911). Esto nos indica que no se observo
una mejora en la inactivacion fagica al irradiarse el catalizador con las lamparas LED,
en relacién a los ensayos control (Figura 4.14).

Finalmente, las tasas de reduccion fagica obtenidas para los distintos ensayos
con el soporte filtro y el sistema de radiacion LED fueron 0,0399 + 0,0011 érdenes
log/min para el Control i, 0,0454 + 0,0057 6rdenes log/min para el Control ii, 0,03705 +
0,00031 6rdenes log/min para el Control iii y 0,0457 + 0,0025 6rdenes log/min para el
ensayo fotocatalitico.

El valor del parametro tg9 obtenido a partir de los ensayos fotocataliticos con el
soporte filtro fue de 69,84 min.

<
£ 015
X
a a

5 . a
(@)
S 01
g I
£
(0]
©
2 0,05 t
C
©
7]
c
o
©)

0 L

m Controli mControl ii Control iii  ®mEnsayo fotocatalitico

Figura 4.14. Constantes de inactivacion (kr, Keontrol iy Kcontrol ii, Kreactor) Obtenidas en los
ensayos Fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii, empleando el soporte filtro bajo
el sistema de radiacion LED UV-A. Letras iguales indican que no existen diferencias
significativas (p < 0,05).

4.3.5.2. Comparacion entre las distintas fuentes de radiacién

En la Tabla 4.8 se presenta un resumen de los valores de las constantes
cinéticas obtenidas para el soporte filtro bajo las distintas fuentes de radiacion en cada
ensayo y se muestra el analisis estadistico realizado al comparar similares efectos entre
ambas fuentes de radiacion.

Al comparar las constantes obtenidas a partir del ensayo fotocatalitico (k7) para
el soporte filtro con las distintas fuentes de radiacién ensayadas, se observo que existen
diferencias significativas entre ambas medias con un 95 % de nivel de confianza,
habiendo obtenido un valor mayor en presencia de ldmparas fluorescentes, esto es
0,199 + 0,037 1/min frente al valor de 0,1143 £ 0,0015 1/min para las ldmparas LED (p-
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valor=0,0121). Por lo tanto, se puede concluir que empleando el mismo filtro recubierto
con TiO2, se obtendria una mayor tasa de inactivacién fagica al emplear la radiacion de
las lamparas fluorescentes que la de las lamparas LEDs.

Tabla 4.8. Valores de las constantes cinéticas obtenidas para el soporte filtro en cada
ensayo, con los distintos sistemas de radiacion. Letras distintas en la fila de kry Keontror i
indican diferencias significativas (p < 0,05).

Lamparas fluorescentes Lamparas LEDs
K controri [1/min] 0,129 £ 0,025 2 0,100 £ 0,013
K controtii [1/min] 0,098 + 0,014 0,098 + 0,014
K reactor [1/min] 0,090 + 0,015 0,090 + 0,015
K iignt [1/min] 0,038 0,010
K coating [1/min] 0,008 0,008
K npn [1/min] 0,137 0,108
k r[1/min] 0,199 £0,037° 0,1143 £ 0,00152
K pn [1/min] 0,062 0,006

Por otro lado, entre los valores de Kcontrori Obtenidos para las distintas fuentes de
radiacion, no existen diferencias significativas, con un 95 % de nivel de confianza. Como
se explicd anteriormente, en esta constante se encuentran involucrados el efecto de
reduccion de la concentracion fagica en el aire por deposicion de los fagos en distintas
superficies del reactor (representado por Kweactor) ¥ €l efecto de la inactivacién fagica
debido exclusivamente a la radiacion (efecto fotoquimico, representado por Kigni). Por lo
tanto, este andlisis estadistico indica que la fuente utilizada para emitir la radiacion UV-
A no afectaria a la inactivacion fotoquimica de los fagos, ya que no existen diferencias
significativas entre los valores de las constantes obtenidas al ajustar los datos
experimentales (Tabla 4.8).

Los Controles ii y iii son validos tanto para el ensayo con ldmparas fluorescentes
como para las LEDs ya que el cambio en la fuente de radiacion no tiene ningun impacto
en los ensayos de oscuridad. Por lo tanto, los valores de las constantes Kweactor Y Keontrot i
resultaron iguales para ambas fuentes de radiacion.

Al comparar las tasas de reduccion fagica obtenidas con las distintas fuentes de
radiacion, se observa que con la fuente de radiacion fluorescente estos valores fueron
mayores (0,0912 + 0,0082 6rdenes log/min) que los correspondientes a los obtenidos
con la fuente de radiacion LED (0,0457 £ 0,0025 érdenes log/min). Por otro lado, el
parametro fgg esta relacionado con la velocidad o tasa de inactivacion fagica, y en esta
oportunidad indica que el sistema de radiacion fluorescente alcanzaria el 99 % de
inactivacion fagica mas rapidamente (52,86 min) que el sistema de radiacion LED (69,84
min). Esto coincide con lo esperado y esta en consonancia con lo observado a partir de

los valores de las constantes kr previamente analizados.

195



Tesis Doctoral — Jacob Maria Fiorella

4.3.5.3. Célculo de eficiencias

Con el objetivo de evaluar las distintas fuentes de radiacion UV-A de acuerdo a
la eficiencia del proceso de inactivacién, se calcularon las eficiencias fotonica, cuantica
y energética para cada sistema de iluminacion.

En la Tabla 4.9 se presentan los valores obtenidos de los parametros necesarios
para calcular las eficiencias. Los valores de kr se expresaron en unidades de 1/s para
unificar unidades, pero se mantienen las conclusiones obtenidas con estos valores en
la Seccion 4.3.5.2, esto es que el mayor valor de kr se obtuvo con las lamparas
fluorescentes, presentando diferencias significativas respecto al sistema de emisién con
lamparas LEDs, con un 95 % de nivel de confianza. Sin embargo, las velocidades de
inactivacion aparente para ambos sistemas de emisidén de radiacién se encontraron en
el mismo orden de magnitud (143,17 y 143,64 UFP/s).

Si bien en este caso la configuracion del reactor es la misma, el flujo de radiacion
medido para las lamparas LEDs fue de 6,3 x 10* + 2,6 x 10® W/cm? (sumando la
radiacion proveniente de las lamparas LEDs inferiores y de las superiores), casi un
orden menor que el obtenido para las lamparas fluorescentes (8,66 x 102 + 1,84 x 107
W/cm?2, considerando la radiacion proveniente de las lamparas fluorescentes inferiores
y superiores).

Por este motivo, el flujo de radiacion incidente en el reactor fotocatalitico al
emplear el sistema de radiacion LED fue menor (1,33 x 107 Einstein/s) que el
correspondiente al emplear las lamparas fluorescentes (2,22 x 106 Einstein/s). Ademas,
la distribucién espectral de las lamparas LEDs fue distinta a la presentada por las
lamparas fluorescentes (Figura 4.5).

Por estos mismos motivos es posible justificar el mayor valor (9,60 x 107
Einstein/s) en la velocidad de absorcion de radiacion del TiO2 obtenido con las lamparas
fluorescentes en relacion al de las lamparas LEDs (4,84 x 108 Einstein/s), ya que tanto
el flujo de radiacion como la distribucién espectral de las lamparas son valores
empleados para calcular este parametro.

Al igual que lo explicado en la Seccidn 4.3.4, la potencia total de las lamparas
fluorescentes se obtuvo simplemente multiplicando la potencia de cada lampara (4 W)
por el nimero de lamparas que forman el sistema de emision (20 ldmparas), resultando
en una potencia total de 80 W. Para el sistema de emisién de radiacion LED, en cambio,
se consideraron los valores de tension e intensidad mostrados por las fuentes
electrénicas con las que se regularon estas lamparas. La potencia total del sistema de

radiacion LED se obtuvo sumando el producto de la tension y la intensidad de las
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lamparas inferiores mas el producto de la tensién y la intensidad de las lamparas
superiores resultando en un valor de 33,15 W.

Con los datos discutidos previamente y expresados en la Tabla 4.9 se calcularon
las eficiencias foténica, cuantica y energética para ambos sistemas de radiacién. Se
observa que, a raiz del menor flujo de radiacién incidente en el reactor para el sistema
de radiacién LED, éste presenta una eficiencia fotbnica 17 veces mayor que la
correspondiente a las lamparas fluorescentes. Con respecto a la eficiencia cuantica,
nuevamente las lamparas LEDs presentan el mayor valor (20,65 veces mayor que la
eficiencia cuantica correspondiente a las lamparas fluorescentes), debido a la menor
velocidad de absorcién de radiacion presentada con el sistema de radiacién LED.
Finalmente, como la potencia necesaria para la emisién de radiacién UV-A LED es
menor que para las lamparas fluorescentes, la eficiencia energética correspondiente a
las lamparas LEDs resultdé 2,4 veces mayor que la obtenida para las lamparas

fluorescentes.

Tabla 4.9. Parametros obtenidos y utilizados para calcular las eficiencias fotocataliticas
al emplear las distintas fuentes de radiacion UV-A para el soporte filtro.
UV-A LEDs

Fluorescentes

kr[1/s] 0,00332 + 0,00062 0,001905 + 0,000025
—dUFP/dt|,, [UFP/s] 143,64 143,17
(AT X ((qnet)sup + (qnet)inf)) 2922 10»6 133 x 10—7
[Einstein/s] ’ ’
AT Xf ((eg's> sup
4 9,60 x 10”7 4,84 x 108

+ (e;‘s) inf) dA
[Einstein/s]
Potencia lamparas [W] 80 33,15

11, [UFP/Einstein] 6,47 x 107 1,08 x 10°
114 [UFP/Einstein] 1,50 x 108 2,96 x 10°
None [UFP/J] 1,80 4,32

A partir de estos datos se concluye que, a pesar de contar con un valor de kr
menor, al analizar las eficiencias fotonica, cuantica y energética se observa que las
lamparas LEDs son mas eficientes en la inactivacion fagica que las lamparas
fluorescentes, desde el punto de vista de consumo energético, asi como de la utilizacién
de la radiacion absorbida para llevar a cabo la inactivacion.
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4.4. Discusion

Se estudio la inactivacién del fago ATCC 8014-B1, infectivo de Lp. plantarum, en
un sistema fotocatalitico escala semi-piloto. Este equipo consiste en una camara de
acero inoxidable donde se nebuliza la suspensién fagica, que estd conectada en un
circuito cerrado, con el reactor fotocatalitico. Este reactor fue iluminado por encima'y por
debajo con lamparas UV-A (1 = 340 — 400 nm) y en su interior posee ranuras para ubicar
hasta seis placas (sobre las cuales se depositd el catalizador) con un angulo de
inclinacion de 120°. Se emplearon dos fuentes de radiacion (lamparas fluorescentes y
lamparas LEDs) y se ensayaron tres soportes distintos para la deposicion del catalizador
(vidrio borosilicato, vidrio comun esmerilado y filtro). Las experiencias se realizaron por
un tiempo total de 80 min, tomando muestras a tiempos predeterminados. A partir de los
resultados obtenidos, se calcularon las constantes de inactivacion y las eficiencias
fotocataliticas de inactivacidn fotdnicas, cuanticas y energéticas, tanto en los ensayos
fotocataliticos como en los controles, para distintas combinaciones de soportes y fuentes
de radiacion.

4.4 1. Deposicion de catalizador

Para realizar estos ensayos, en primer lugar, se debi6é depositar el TiO2 en los
distintos soportes a ensayar. Para ello, fue necesario determinar la cantidad de capas
de catalizador con la que se iban a recubrir los soportes. Zacarias et al. (2012)
determinaron, al trabajar en la inactivacion fotocatalitica de esporas de B. subtilis, que
los mejores resultados se obtuvieron trabajando con dos capas de TiOz, al compararlo
con uno y tres recubrimientos del mismo catalizador sobre vidrio borosilicato. La
justificacién de la mejora de una a dos capas esta relacionada con la mayor cantidad de
TiO2 depositado, lo que producira una mayor cantidad de radicales hidroxilos ("OH) v,
como consecuencia, un aumento en el nimero de microorganismos inactivados. Sin
embargo, si bien la cantidad de catalizador en las placas recubiertas con tres capas fue
mayor que en las recubiertas con dos capas, no se observé una mejora en la
inactivacion, de hecho, fue similar a la obtenida con una capa de catalizador. Esto puede
explicarse por dos motivos: en primer lugar, la superficie del recubrimiento con tres
capas resulté ser mas rugosa que con dos. Como consecuencia, las esporas de las
bacterias se depositaron, posiblemente, en estas irregularidades del recubrimiento,
donde la luz no llega a incidir, no lograndose la inactivacién de las mismas. Como la
fotocatdlisis es un fendmeno superficial, la produccion de estos “valles” debidos a la
rugosidad de la acumulacion del catalizador resulta contraproducente, ya que los
microorganismos pueden depositarse en dichos espacios, pero no llega suficiente
radiacion para activar el fotocatalizador alli depositado, con lo cual se aumenta la
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cantidad de catalizador pero no la superficie activa, desacelerandose la inactivacion.
Ademas, una produccién excesiva de radicales hidroxilos puede conducir a la formacion
de radicales hidroperoxilos (HO:¢), los cuales son menos eficientes para la inactivacion
de bacterias. Finalmente, un aumento en la tasa de recombinacién de electrones y
huecos producidos por el exceso de particulas cataliticas podria contribuir a la
disminucion de la tasa de inactivacion. Por este motivo, en la presente tesis se decidié
utilizar dos capas de catalizador sobre todos los soportes. Sin embargo, al realizar la
primera deposicion sobre el filtro, la cantidad de catalizador depositada fue mayor que
para dos capas sobre los otros soportes. Por lo tanto, a fin de evitar los inconvenientes
previamente mencionados, se decidi6 realizar un Unico recubrimiento para el filtro.

El soporte sobre el cual se depositoé la menor cantidad de catalizador fue el vidrio
borosilicato, seguido del vidrio comun esmerilado y finalmente del filtro. Estos resultados
eran esperables, ya que el filiro es un material poroso y el catalizador se depositd en los
intersticios del material, con lo cual la cantidad depositada de catalizador fue mayor. Por
otro lado, probablemente sobre el vidrio comun esmerilado se deposité una cantidad
mayor de TiO> ya que éste, al estar esmerilado, posee una superficie mas rugosa que
el vidrio borosilicato.

Con respecto a las propiedades Opticas de las peliculas del catalizador, la
fraccion de radiacién absorbida (a7) por el TiO. presenté valores similares al ser
depositada sobre los tres soportes.

4.4.2. Soporte para el catalizador

El equipo escala semi-piloto empleado en este capitulo fue utilizado también en
trabajos previos de nuestro grupo, obteniendo buenos resultados para la inactivacién
fagica (Briggiler Marco et al., 2018, 2021). En estos trabajos, el soporte utilizado para el
catalizador fue vidrio borosilicato, el cual es transparente a la radiacion UV-A 'y favorece
la eficiencia del sistema, ya que los rayos transmitidos a la capa de catalizador
depositada sobre el lado opuesto del soporte son también aprovechados. Como
desventaja, el vidrio borosilicato es un material costoso, y no seria conveniente para
realizar un escalado a un reactor de mayor tamafno. Con el objetivo de optimizar el
reactor para un posible escalado, en la presente tesis se estudiaron dos soportes més
ademas del vidrio borosilicato: vidrio comun esmerilado y filtro, para compararlos y
concluir si seria posible un reemplazo del vidrio borosilicato como soporte para el
catalizador.

El filtro fue propuesto como soporte para aprovechar la porosidad de este
material y su capacidad filtrante. Se decidié colocar un unico filtro en el reactor,
abarcando toda la superficie transversal del mismo, de modo de forzar a la suspension
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fagica a atravesar el filtro, estando en contacto con el catalizador irradiado y pudiendo
quedar los fagos retenidos en el filtro. Ademas, si se hubiesen colocado seis filtros que
cubran toda la superficie transversal del reactor, la caida de presién en el interior del
reactor hubiese sido muy grande al forzar a los fagos a pasar a través del filtro, por lo
gue no hubiese sido factible trabajar de esta manera.

En primer lugar, los resultados obtenidos indican que efectivamente el proceso
fotocatalitico influyd positivamente en la inactivacion fagica, independientemente del
soporte empleado. Ademas, al comparar los valores de kr obtenidos con los distintos
soportes, se observé que el soporte filtro presenté un valor numéricamente mayor (0,199
+ 0,037 1/min) que los soportes vidrio borosilicato y vidrio comun esmerilado (0,156 *
0,037 y 0,145 £ 0,020 1/min, respectivamente), aunque los tres valores no presentaron
diferencias significativas. Como se explicdé anteriormente, el filtro fue el soporte en el
cual se depositd la mayor cantidad de TiO2. Si bien en un principio se considerd que la
diferencia en la cantidad de catalizador depositada se debia al TiO» presente en los
intersticios, es probable que efectivamente una parte de esta cantidad extra de
catalizador que aporta mayor area superficial participe en la reaccién fotocatalitica, y
contribuya a una mayor inactivacién. Esto esta en linea con varios estudios (Flores et
al., 2024; Habibi-Yangjeh et al., 2020; D. Tian et al., 2022), donde concluyeron que un
aumento en la concentracion de catalizador mejora el proceso de desinfeccion. Sin
embargo, Zacarias et al. (2012) también indicaron que hay un umbral maximo de
concentracion de catalizador, a partir del cual ya no se mejora el proceso de inactivacion,
como se discutié previamente para el numero de capas de catalizador.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los valores de Kreactor
para los tres soportes evaluados. Como se mencioné previamente, se propuso el
soporte filtro ya que éste podria cumplir dos funciones, tanto la de soportar el TiO2 como
la de actuar propiamente como filtro, reteniendo una fraccién de las particulas fagicas
que lo atravesaran, debido a que los filtros estdn formados por una red compleja y
porosa, de estructura fibrosa, que obligaria a las particulas del bioaerosol a cambiar
constantemente de direccion al atravesarlos, perdiendo velocidad hasta quedar
atrapados (Flores et al., 2024). Este comportamiento no fue observado, ya que si este
soporte hubiese actuado propiamente como filtro, se hubiese esperado que el valor de
kreactor fueSe mayor para este soporte que para el resto. De esta manera, podria
plantearse que el filtro no mejora la retencién de particulas fagicas obtenidas con los
soportes de vidrio, probablemente debido a que la cantidad de placas de vidrio
recubiertas donde los fagos podrian depositarse eran seis y solamente se utiliz6 un filtro.
O bien que la mayor parte de pérdida de particulas fagicas en el aire obtenida durante

el Control iii se produce por deposicion en las superficies del equipo experimental, como
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la camara de acero inoxidable, las paredes del reactor o el tubo de polipropileno, no
siendo tan relevante la deposicién sobre los distintos soportes. Chuaybamroong et al.
(2010) analizaron la eficiencia de un filtro HEPA recubierto con TiO2 para la remocion
de microorganismos (A. niger, P. citrinum, S. epidermisy B. subtilis) en una camara con
circuito cerrado, similar al reactor empleado en el presente capitulo. Los autores
reportaron que al hacer incidir radiacion UV-A sobre el filtro recubierto se lograron
porcentajes de inactivaciéon entre 60 y 80 % cuando se produjeron las reacciones de
oxidacién fotocatalitica. En el caso de los microorganismos A. niger, P. citrinum y B.
subtilis no se observaron grandes diferencias entre los porcentajes de destruccion de
los microorganismos entre los distintos ensayos realizados por los autores a 75 % HR
(equivalentes a los ensayos fotocatalitico, Control i, Control ii y Control iii del presente
capitulo). Los autores no realizaron ensayos con otros soportes o en ausencia del filtro,
por lo que no es posible estimar si existen otros factores que favorezcan la reduccién de
los microorganismos en el aire, como por ejemplo la deposicién de los mismos en las
paredes de la camara o canerias, o0 si realmente este porcentaje de inactivacion se
produce exclusivamente por la presencia del filtro. Inicialmente también se esperaba
que la mayor rugosidad del soporte vidrio comun esmerilado provocara una mayor
retencién de los fagos sobre su superficie, ademas de proveer una mayor superficie de
contacto para soportar el TiO2. Pero, al igual que con el filtro, este fenédmeno no se
evidencio ya que no se observaron diferencias significativas en los valores de Kreactor para
los tres soportes, como se menciond previamente.

Por otro lado, la constante keonror i, que involucra el efecto de reduccion de la
concentracion fagica en el aire por deposicidén de los fagos en distintas superficies del
reactor (representado por Kweactor) Y pOr deposicidn sobre los soportes recubiertos con el
catalizador (representado por keoating), NO presentd diferencias estadisticas entre los tres
soportes (p < 0,05). Esto indica que los fagos se adsorberian de manera similar sobre
el catalizador, independiente del soporte utilizado.

Por otra parte, en la constante Kcontrori €Stan involucrados el efecto de reduccién
de la concentracion fagica en el aire por deposicion de los fagos en distintas superficies
del reactor (representado por kweacto) ¥ €l efecto de la inactivacion fagica debido
exclusivamente a la radiacién (efecto fotoquimico, representado por kign). Por lo tanto,
al no observar diferencias significativas entre los valores de estas constantes para los
distintos soportes (p < 0,05), se puede concluir que, independientemente del soporte
utilizado para la construccion del reactor, la reduccién en los titulos fagicos obtenida por
la combinacién de la inactivacion fotoquimica y de la reduccion por el propio
funcionamiento del reactor no se veria afectada. Esto quiere decir que, si los soportes

retienen en mayor o menor medida a los fagos o si los protegen o exponen en mayor o
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menor medida a la radiacion UV-A, no afectan significativamente los valores de las
constantes obtenidas a partir del ajuste de los datos experimentales.

Otros parametros confiables para comparar la inactivacion fotocatalitica de los
fagos al trabajar con los distintos soportes son las eficiencias foténica, cuantica y
energética. Se observo que la eficiencia fotonica tomo valores mayores para el soporte
filtro (6,47 x 107 UFP/Einstein), mientras que los soportes vidrio borosilicato y vidrio
comun esmerilado presentaron valores de 7,82 x 10% y 1,25 x 107 UFP/Einstein,
respectivamente. Esto esté relacionado con el flujo de radiacion incidente en el reactor,
involucrado en el denominador de la férmula para calcular la eficiencia fotonica
(Ecuacion 4.1). Como el flujo de radiacion incidente por el area irradiada para el soporte
filtro fue menor (2,22 x 10 Einstein/s), debido a la menor area superficial, la eficiencia
foténica fue mayor para este soporte. Por otro lado, el flujo de radiacion incidente es
mayor para el vidrio borosilicato ya que éste es transparente a la radiacion UV-A, y al
flujo de radiacién incidente se le suma el flujo de radiacién transmitido desde el grupo
de lamparas del lado opuesto. Sin embargo, esta radiacién mayor que llega a las capas
de catalizador no se traduce en una mayor inactivacién fagica y la eficiencia foténica
calculada para el soporte vidrio borosilicato es la menor de las tres. Esto indica que, si
se debe optar entre los soportes vidrio borosilicato y vidrio comun esmerilado, seria
recomendable elegir este dltimo, ya que su rendimiento es similar, pero es mas
economico, lo que representa una ventaja al analizar los costos de construccién del
reactor en cualquier escala de tamano. En agosto del afio 2025, el precio de la pieza de
vidrio borosilicato utilizado en esta tesis (12 x 12 x 0,3 cm) era de U$S 79,86, mientras
que la pieza de vidrio comun del mismo tamafio costaba solamente U$S 1,15. Estos
precios demuestran que el soporte vidrio comun es efectivamente mucho mas
economico que el vidrio borosilicato, el cual tiene un precio casi 70 veces mayor que el
primero. Por otro lado, es posible obtener piezas de vidrio comidn de mayor tamano, lo
que facilitaria un posible escalado del reactor, ya que luego de esmerilarlas estarian
disponibles para la construccion del reactor en el tamafo deseado.

Por otro lado, la eficiencia cuantica tomo6 el menor valor para el soporte vidrio
borosilicato (2,86 x 107 UFP/Einstein), seguido del vidrio comln esmerilado (3,78 x 107
UFP/Einstein) y el mayor valor correspondié al soporte filtro (1,50 x 108 UFP/Einstein).
Esto esta relacionado con la velocidad de absorciéon de radiacién del TiO», que esta
involucrada en el denominador de la férmula para calcular la eficiencia cuantica
(Ecuacion 4.2), que tomé el menor valor (9,60 x 107 Einstein/s) para el soporte filtro y
el mayor valor (5,02 x 10 Einstein/s) para el vidrio borosilicato.
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4.4 3. Fuentes de radiacion UV-A

El soporte seleccionado para llevar adelante estas experiencias fue el soporte
filtro, debido a que fue el que presenté las mayores eficiencias fotocataliticas, tanto
fotonica como cuantica. Ademas, este soporte es mucho mas econémico que los
soportes de vidrio (cuesta menos de 10 centavos de délar la placa del tamafno del
reactor), lo que representa otra ventaja para este soporte al momento de realizar un
escalado del reactor. Por lo tanto, los resultados obtenidos con la fuente de radiacion
LED y soporte filtro fueron comparados con los resultados obtenidos con igual soporte
y ldmparas fluorescentes.

Al comparar los distintos ensayos realizados con el soporte filtro y lamparas
LEDs, no se observd una mejora en la inactivacion fagica al irradiarse el catalizador
(Ensayo fotocatalitico), en relacién a los ensayos Control i, Control ii y Control iii.

En cambio, al analizar las constantes kr obtenidas con las distintas fuentes de
radiacion, se observaron diferencias significativas entre ambos valores, con un 95 % de
nivel de confianza, siendo mayor el valor correspondiente a las lamparas fluorescentes
(0,199 £ 0,037 1/min) frente al valor de 0,1143 £ 0,0015 1/min para las lamparas LEDs.
En consecuencia, empleando el mismo filtro recubierto con TiO2, se obtendria una
mayor tasa de inactivacién fagica [1/min] al emplear lamparas fluorescentes en lugar de
lamparas LEDs.

De la misma manera, se observé que la tasa de reduccién fagica obtenida con
las lamparas fluorescentes fue 1,6 veces mayor (0,0456 6rdenes log/min) que la
correspondiente a la obtenida con el sistema de iluminacion LED (0,0286 érdenes
log/min). Esto significa que la reduccidn en el titulo fagico se da a una tasa mayor con
las lamparas fluorescentes, es decir que, para lograr una determinada reduccién con
ambos sistemas, dicha reduccion se alcanzara en menor tiempo con las lamparas
fluorescentes. Esta misma conclusiéon puede obtenerse a partir de analizar el valor de
los tg9, ya que resultdé menor para las lamparas fluorescentes (52,86 min) que para las
lamparas LEDs (69,84 min).

Sholtes et al. (2016) compararon las dosis necesarias para lograr reducciones
semejantes (4 6rdenes log) del fago MS2, infectivo de E. coli, utilizando lamparas de
mercurio de baja presion y lamparas LEDs, con una longitud de onda de 260 nm. Los
autores no observaron diferencias significativas entre las cinéticas de inactivacion del
fago con las distintas fuentes de radiacion. En realidad, realizar una comparacion
confiable bajo idénticas condiciones de tratamiento de las dos fuentes de radiacién UV-
C es practicamente imposible, ya que las lamparas LEDs poseen picos de emision mas
anchos que las lamparas de baja presion, lo cual puede afectar la eficacia germicida
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(Koutchma et al., 2009). De acuerdo a la Figura 4.5, en cambio, ambos tipos de lamparas
UV-A empleados en esta tesis tienen picos de emisién de anchos semejantes, lo cual
no representaria un problema a 365 nm.

Al calcular las eficiencias foténica, cuantica y energética para las distintas
fuentes de radiacion, se observéd que la fuente de radiacion LED presenté los valores
mayores (1,08 x 10° UFP/Einstein para eficiencia fotonica, 2,96 x 10° UFP/Einstein para
eficiencia cuantica y 4,32 UFP/J para eficiencia energética). En los tres casos, esto se
justifica debido al valor un orden menor del flujo de radiacién incidente en el reactor para
las ldmparas LEDs. De igual manera para el caso de la eficiencia cuantica, la velocidad
de absorcion de radiacién del TiO, fue un orden menor (4,84 x 108 Einstein/s) al
correspondiente para las lamparas fluorescentes (9,60 x 107 Einstein/s). Finalmente,
como el sistema de radiacion LED requiere una potencia menor (33,15 W) que el
fluorescente (80 W), la eficiencia energética fue 2,4 veces mayor para el sistema de
radiacion LED que para el fluorescente.

A partir de estos datos se concluye que, a pesar de contar con un valor de kr
menor, al analizar las eficiencias fotonica, cuantica y energética se observé que las
lamparas LEDs son mas eficientes en la inactivacion fagica que las lamparas
fluorescentes, por lo que seria recomendable operar el reactor con un sistema de
radiacion formado por ldmparas UV-A LEDs. Ademas, estas lamparas LEDs son una
tecnologia eco-friendly, que permiten obtener radiacion UV de una manera libre de
mercurio (Cho et al., 2017, Nair y Dhoble, 2015).

Estos resultados, junto a la mayor vida util de las lamparas LEDs (30.000 h de
duracién para las lamparas LED frente a 18.000 h como maximo de las lamparas de
baja presion (Koutchma et al., 2009)) y al menor costo considerando el uso a largo plazo
(Kneissl et al., 2019), indican que el sistema de radiacion UV-A LED seria efectivo para
la inactivacion fagica por fotocatalisis, generando una reduccién considerable en los
costos de operacion del equipo.

4.4 4. Bioaerosoles

A diferencia de los dos capitulos anteriores, en los cuales las suspensiones
fagicas se encontraban depositadas y secas sobre un vidrio, en el presente capitulo los
fagos se estudiaron formando parte de bioaerosoles, los cuales son la principal fuente
de dispersion fagica en la industria lactea.

Ademéas de los trabajos previos del grupo desarrollados en el reactor semipiloto
(Briggiler Marcé et al., 2018, 2021), existen otros trabajos reportados en bibliografia
donde se estudié la inactivacién de diversos microorganismos en forma de bioaerosoles.

Por ejemplo, L. Liu et al. (2022) ensayaron la inactivacion fotocatalitica (TiO2/MXene,
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UV-C) de E. coli, esporos de A. versicolor, S. aureus y del fago MS2. Estos autores
reportaron valores del parametro Z [1/dosis], equivalente a las constantes de
inactivacion kr del presente capitulo, entre 3,02 x 10 cm?/ud (A. versicolor) y 19,48 x
10° cm?ud (E. coli), presentando este Ultimo una pendiente muy pronunciada,
mostrando una elevada sensibilidad, a diferencia de los esporos de A. versicolor, que al
presentar una pendiente bastante plana, demuestran la gran resistencia de los esporos
a la inactivacion con esta tecnologia.

De manera similar, Zacarias et al. (2021) estudiaron la inactivacién de esporos
de B. subtilis en forma de bioaerosoles en un reactor fotocatalitico de lecho empacado
(TiO2, UV-A), logrando una reduccion logaritmica de 0,5 6rdenes log después de 8 h de
tratamiento, con una constante cinética de inactivacion de 0,14 1/h. Si bien no seria
adecuado comparar estos resultados con los obtenidos en el presente capitulo ya que
los reactores utilizados presentan diferentes configuraciones, ademas de la mayor
resistencia a la inactivacion por parte de los esporos bacterianos (reflejado en su mayor
valor de k), resulta dtil informar estos resultados reportados en bibliografia para mostrar
que también es posible la inactivacién de otros microorganismos presentes en
bioaerosoles mediante la aplicacién de esta tecnologia.

4.4.5. Comparacion con otras tecnologias

En el presente capitulo se observd que el valor de la constante puramente
fotocatalitica (kpn) tomé un valor considerablemente menor al de la constante no
fotocatalitica (knpn), representando unicamente entre el 10,34 y el 31,16 % de la krpara
los distintos soportes, mientras que la kipn represento entre el 68,84 y el 89,66 % de la
kr. Mas aun, para el sistema de iluminacién LED, la constante ks representd Unicamente
el 5,51 % de kr mientras que la constante knn representa un 94,49 % de kr. Al ensayar
la inactivacion de este fago con la pintura fotocatalitica del Capitulo 2, se observé que
la constante ko represent6 el 50,5 % de la kry la constante kpn, €l 49,5 %. Es decir que,
en este Ultimo caso, ambas constantes contribuyeron practicamente de igual forma a la
inactivacion fagica. Esta diferencia con los resultados obtenidos en este capitulo puede
estar relacionada, mas alla de la fuente de radiacién utilizada o de si se emple6 pintura
fotocatalitica o catalizador, con la configuracion del reactor. La constante Kn» esta
conformada por Kreactor, Kcoating Y Kign, de acuerdo a la Ecuacion (2.5). En el Capitulo 2,
las constantes Kreactor Y Keoating tomaron valores practicamente nulos, siendo
despreciables frente al valor de Kign, por lo que knpn = Kignt. En el presente capitulo, en
cambio, la constante keacior represento entre un 61,3 % y un 72 % del valor total de kipn,
siendo el efecto con mayor peso en la inactivacion fagica, indicando que gran parte de
las particulas fagicas quedan pegadas o retenidas en las distintas superficies del
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reactor. Por otro lado, kcoating representé entre un 5,5y un 10,5 % del valor de knpn. Estos
valores bajos indican que los fagos que quedarian adheridos al TiO2 no representan un
gran porcentaje en la reduccion del nivel de fagos presentes en la corriente gaseosa.
Finalmente, la constante Kign: representd entre un 22 a un 28 % del valor de knph, 10 que
indica que la inactivacion fotoquimica también aporta a la inactivacion fagica, siendo
entre 17,95 a 25,52 % de kr, porcentajes similares a aquellos calculados para el aporte
de kn. Esto significa que, al realizarse los ensayos en reactores fotocataliticos con
distintas configuraciones y estando los fagos depositados en superficie o presentes en
bioaerosoles, la comparacion entre ambas tecnologias no es completamente correcta.
Al comparar los valores de kr obtenidos con los distintos soportes para el fago
ATCC 8014-B1 con otras tecnologias, se observd que el valor obtenido con la pintura
fotocatalitica bajo radiacion visible fue mas de un orden menor (0,01081 + 8,7 x 10*
1/min) que las obtenidas con fotocatalisis (TiO2 pristino + UV-A) usando los distintos
soportes. Esto indica que la tasa de inactivacion del fago ATCC 8014-B1 es mayor para
la fotocatélisis (TiO2 pristino + UV-A), lo cual puede deberse a que en el presente
capitulo se utiliz6 una fuente de radiacién con mayor energia, con la cual la generacién
de radicales libres reactivos por parte de la superficie fotocatalitica se vuelve mas
intensa, lo que resulta en un aumento en la velocidad de inactivacion de los agentes
biolégicos (Poormohammadi et al., 2021). Ademas, el area activa en los ensayos con
pintura fotocatalitica fue menor que las correspondientes a fotocatalisis (TiOz pristino +
UV-A). Por otro lado, la constante Kractor €n €l presente capitulo representé un gran
porcentaje del valor total de kr (entre un 45,23 y un 58,33 % dependiendo el soporte
empleado), con lo cual gran parte de la reduccion en el titulo fagico esta asociada en
realidad a la deposicién de las particulas fagicas en distintas partes del reactor y no a la
inactivacion en si, efecto que no esté presente al trabajar en el reactor escala laboratorio
empleado en el Capitulo 2. Mas aun, en el Capitulo 2 los fagos estuvieron en estrecho
contacto con el fotocatalizador ya que fueron depositados y secados sobre los
recubrimientos, mientras que en el presente capitulo el fago se encontraba como
bioaerosol. Por otro lado, como al estudiar la inactivacion del fago ATCC 8014-B1 con
ozono se graficaron los datos en funcion de la dosis de ozono, el valor de la constante
kg se obtuvo en unidades de m3/mLxmin (Lloréns, 2024), por lo que no es posible realizar
la comparacién directa de las constantes de inactivacion de las distintas tecnologias.
Finalmente, si se comparan las constantes de inactivacion kr alcanzadas con
fotocatdlisis (TiO2 pristino, UV-A) con las kmax Obtenidas a partir de ajustar los modelos
cinéticos a los datos de UV-C para el fago ATCC 8014-B1, se observa que las knax de
UV-C resultaron entre 22,61 y 31,03 veces mayores, dependiendo el soporte empleado

para el fotocatalizador. Sin embargo, es importante destacar que a pesar de presentar
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valores altos de kmax, las curvas de inactivacion con UV-C también presentaron un efecto
de cola y no se lograria una completa inactivacion fagica empleando esta estrategia, a
menos que se combine con otras tecnologias, como fue demostrado para los fagos
MLC-A y LDG en el Capitulo 3.

También es posible comparar estas tecnologias a partir de las tasas de reduccién
fagica alcanzadas o de sus fss. Considerando los tiempos necesarios para alcanzar el
99 % de inactivacion fagica, el menor tgg se obtuvo al trabajar con radiaciéon UV-C, ya
que fueron necesarios soélo 1,07 min para reducir la infectividad del fago ATCC 8014-B1
en 2 o6rdenes log. En segundo lugar, se encuentra el 0zono gaseoso, que solo necesitd
13,2 min para inactivar el 99 % de las particulas fagicas (Lloréns, 2024). En tercer lugar,
se encuentra la fotocatalisis, que mostro valores de tgg variables entre 52,86 miny 63,11
min, dependiendo el soporte empleado. Finalmente, el tratamiento con pintura
fotocatalitica y radiacion visible evidenci6é un valor de 425,82 minutos para dicho fago.
Sin embargo, como se vio en el capitulo anterior, la reduccién de érdenes log en corto
tiempo en presencia de radiacién UV-C sélo se produce hasta un valor umbral, debido
al efecto de cola, a partir del cual no se obtienen mayores reducciones. Cabe destacar
que, si bien es la estrategia mas lenta, la pintura fotocatalitica presenta la ventaja de ser
una tecnologia pasiva, que esta funcionando continuamente.

Considerando las tasas de reduccién fagica para las otras tecnologias, se
observa que la aplicacion de pintura fotocatalitica bajo radiacion visible estudiada en el
primer capitulo presentd la menor reduccion para el fago ATCC 8014-B1, con un valor
de 0,0049 érdenes log/min, seguida de la fotocatalisis estudiada en el presente capitulo,
con valores entre 0,0457 6rdenes log/min y 0,0912 6rdenes log/min, dependiendo el
soporte utilizado. Finalmente, al estudiar la inactivacion del fago ATCC 8014-B1 con
0zOoNno gaseoso, se obtuvo la mayor tasa de reduccién fagica, con un valor de 0,177
ordenes log/min (Lloréns, 2024). No se realizé la comparacion de las tasas de reduccién
fagica con radiacion UV-C porque, debido al efecto de cola evidenciado en las curvas
de inactivacién obtenidas, no fue posible calcular tasas de reduccién fagica con esta
tecnologia, sino simplemente las reducciones en la infectividad logradas en un periodo

de tiempo determinado.
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5.1. Inactivacion con pintura fotocatalitica

Se estudio la inactivaciéon de dieciséis fagos infectivos de BAL empleando una
pintura fotocatalitica formulada con TiO. dopado con carbono bajo radiacién visible (1 =
360 — 720 nm).

Se observd un comportamiento fago — dependiente, ya que ocho de los fagos
estudiados fueron completamente inactivados en periodos de tiempo entre 1,5y 5 h,
mientras que los ocho fagos restantes se inactivaron parcialmente con tiempos de
tratamiento de entre 5y 20 h.

Al realizar los ensayos en ausencia de radiacién y presencia de pintura (Control
ii) y en ausencia tanto de radiacién como de pintura (Control iii) no se observé pérdida
en la infectividad de ningun fago. Por lo tanto, los resultados obtenidos a partir de los
ensayos del Control i (radiacién sin recubrimiento de pintura) representarian el efecto
fotoquimico. Este control mostré una disminucién en la infectividad fagica, presentando
nuevamente un comportamiento fago — dependiente, pero sin observarse la inactivacion
completa de ninguno de los dieciséis fagos estudiados. Todas las curvas de inactivacion,
tanto fotocataliticas como fotoquimicas, siguieron una cinética de primer orden.

De acuerdo a las constantes cinéticas de inactivacion aparente fotocataliticas, el
fago més sensible fue 892-LB (7,52 1/h) y el mas resistente, el fago LDG (0,30 1/h). Por
otro lado, los valores de tgg estuvieron comprendidos en el rango entre 0,6 (fago 892-
LB)y 17,9 h (fago LDG).

Las tasas de reduccion fagica variaron entre 0,12 érdenes log/h (fago LDG) y
3,11 ordenes log/h (fago 892-LB). Las eficiencias de inactivacion fotonica y cuantica se
calcularon para cada fago, siendo las correspondientes al fago QF9 las mayores (4,06
x 102 UFP/Einstein y 9,17 x 102 UFP/Einstein, respectivamente) y las correspondientes
al fago Cb1/204 las menores (3 x 10° UFP/Einstein y 6 x 10° UFP/Einstein,
respectivamente).

Se ajustdé un modelo cinético de primer orden en el que se relacioné la constante
de inactivacion aparente con la humedad relativa a través de una funcién logistica y con
el flujo de radiacion a través de una funcién potencial. Se obtuvo una alta concordancia
entre los valores experimentales y las predicciones del modelo.

Se demostrd la eficiencia de la pintura fotocatalitica formulada para la
inactivacion fagica. La aplicacién de la pintura fotocatalitica constituye una estrategia util
e innovadora, que puede ser complementada con fotocatalisis pristina (UV-A, TiOz) y
otras estrategias para reducir la carga fagica en las industrias lacteas, considerando su

sencilla implementacién, asociada a la aplicacion de la pintura en diversas superficies y
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paredes, sobre las cuales la inactivacion fagica se produciria continuamente bajo la
radiacion emitida por el propio sistema de iluminacion de la planta.

5.2. Inactivacion con radiacion UV-C

Se demostré la viabilidad de la radiacién UV-C para la inactivacion de fagos de
bacterias lacticas, logrando la inactivacién completa de seis fagos (832-B1, 892-LB, 009-
ML, BYM, lbs y Cb1/204). Los diez fagos restantes (CHD, Ln-9, ATCC 8014-B1, QF9,
M1-G1b, M13-G1b, MLC-A, LDG, J-1 y 0BJ) alcanzaron elevadas reducciones en cortos
periodos de tiempo, pero presentaron un marcado efecto de cola. Con el objetivo de
disminuir esta concentracion residual se llevaron adelante ensayos complementarios,
sin lograr eliminar el efecto de cola ni disminuir el valor de la concentracion fagica
residual en ninguno de estos ensayos.

Los datos experimentales fueron ajustados con varios modelos, resultando los
modelos de Geeraerd y de Baranyi y Roberts los que presentaron el mejor ajuste
(valores de RMSE entre 6,86 x10° y 3,54 %).

El parametro cinético kmax, ajustado con los modelos de Geeraerd y de Baranyi
y Roberts, estuvo comprendido en el rango entre 4,6 x 102 1/s (fago LDG) y 9,0 x 102
1/s (fago CHD). Por otro lado, los tiempos necesarios para lograr una disminucién de 2
ordenes log en los titulos fagicos (ts9) tomaron valores entre 53 s (fago CHD) y 102 s
(fago LDG).

Debido a la presencia del efecto de cola, con esta tecnologia no se calcularon
tasas de reduccion fagica, sino reducciones en la infectividad de los fagos, que se
encontraron entre 3,16 (fago 0BJ) y 4,45 érdenes log (fago M1-G1b), al aplicar dosis de
0,13 0 0,32 J/cm?, dosis a las cuales se alcanza el efecto de cola.

Se demostré que los fagos MLC-A y LDG obedecen la ley de reciprocidad de
Bunsen-Roscoe, dado que la fraccion de fagos infectivos luego del tratamiento con UV-
C no se vio afectada por cambios en el flujo de radiacion UV-C o el tiempo de exposicion,
al mantenerse la dosis aplicada en un mismo valor. Entonces, cuando el flujo de
radiacion incidente sea menor, sera necesaria una exposicion mas prolongada para
obtener una inactivacion semejante.

La radiacion UV-C se presenta como una tecnologia muy util para la inactivacion
de fagos debido a la elevada reduccion obtenida de la infectividad de los mismos en un
breve periodo de tiempo, aunque se debe considerar el efecto de cola que podria estar

presente.
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5.3. Inactivacion con fotocatalisis (UV-A, TiO2)

En estudios previos del grupo se estudio la fotocatalisis heterogénea para la
inactivaciéon de fagos de BAL, obteniendo resultados prometedores. En esta tesis se
optimiz6 el funcionamiento de un reactor semi-piloto, disefiado con anterioridad,
utilizando el fago ATCC 8014-B1, infectivo de Lp. plantarum. Para optimizar el reactor,
se ensayaron tres materiales como soporte para el fotocatalizador (vidrio borosilicato,
vidrio comun esmerilado vy filtro) como asi también dos fuentes de radiacién UV-A
(lamparas incandescentes y lamparas LEDs).

Con cada soporte se realizaron cuatro ensayos: fotocatalitico (radiacion + TiO»),
Control i (radiacion sin TiOz), Control ii (oscuridad con TiO2) y Control iii (oscuridad sin
TiO2). Las curvas de inactivacion para todos los ensayos siguieron una cinética de
inactivacion de primer orden y se obtuvieron constantes cinéticas, discriminando cada
uno de los efectos que participaron en la reduccién de los titulos fagicos, esto es
inactivacion fotocatalitica y fotoquimica, adsorcion sobre el catalizador y deposicién en
distintas partes del reactor.

Las constantes cinéticas de inactivacion totales (kr) obtenidas con los distintos
soportes no presentaron diferencias significativas (p < 0,05), tomando valores entre
0,145 1/min (vidrio comun esmerilado) y 0,199 1/min (filtro). Los ts9 Se encontraron entre
52,86 min (filtro) y 63,11 min (vidrio comdn esmerilado).

Las tasas de reduccion fagica obtenidas a partir de los ensayos fotocataliticos
estuvieron comprendidas en el rango entre 0,071 érdenes log/min (vidrio comudn
esmerilado) y 0,0912 ordenes log/min (filtro). Finalmente, las mayores eficiencias
fotocataliticas se obtuvieron con el soporte filtro (6,47 x 10’ UFP/Einstein la eficiencia
fotonica y 1,50 x 108 UFP/Einstein la eficiencia cuéntica) y las menores se obtuvieron
con el vidrio borosilicato (7,82 x 106 UFP/Einstein la eficiencia foténica y 2,86 x 10’
UFP/Einstein la eficiencia cuantica). La eficiencia energética con las lamparas
fluorescentes tomd un valor aproximado de 1,80 UFP/J. Se observé que las mayores
eficiencias fotocataliticas se obtuvieron con el soporte filtro, por lo que, junto a su menor
costo econdémico, resultaria ser el soporte mas adecuado para la deposicion del
catalizador.

Al modificar la fuente de radiacion por lamparas LEDs, utilizando el filtro como
soporte, se observé que tanto la constante de inactivacion total (kr=0,1143 1/min) como
las tasas de reduccién fagica (0,0457 érdenes log/min) resultaron menores que con las
ldmparas fluorescentes y el mismo soporte, lo que indicaria una mayor inactivacion
empleando las lamparas fluorescentes. El fs9 en esta oportunidad fue de 69,84 min. Sin
embargo, las eficiencias fotonica, cuantica y energética (1,08 x 10° UFP/Einstein, 2,96
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x 10° UFP/Einstein y 4,32 UFP/J, respectivamente) resultaron mayores, lo que indica
que el proceso fue mas eficiente al emplear lamparas LEDs. Esta fuente de radiacién
es amigable con el medio ambiente, posee una mayor vida util y representa un menor
costo a largo plazo. Por todos estos motivos, se sugiere el empleo de la fuente de
radiacion con lamparas LEDs para operar el reactor.

5.4. Influencia de condiciones ambientales y de operacion

Se estudio el efecto de la humedad relativa en la inactivacion fagica mediante
las tecnologias de pintura fotocatalitica y radiacién UV-C. Con la pintura se observé que,
al aumentar la humedad relativa a un valor de 80 %, las tasas de reduccién fagica fueron
mayores, mientras que al trabajar con el mayor nivel de humedad relativa con radiacion
UV-C (90 %), se obtuvieron las menores reducciones logaritmicas. Esto indica que la
humedad relativa es un parametro que influye significativamente en la inactivacién
fagica y lo puede hacer positiva o negativamente, segun la estrategia de inactivacién
aplicada. Por ejemplo, en el caso de la pintura fotocatalitica un mayor porcentaje de
humedad favorece la formacién de ROS, mientras que con radiacién UV-C se produciria
una atenuacion de la radiacion debido a la sorcion del agua en la superficie viral. Por
este motivo, resulta necesario estudiar el efecto de la humedad relativa en la inactivacion
fagica utilizando diferentes tecnologias, para poder elegir la estrategia de inactivacién
mas adecuada en funcién de las condiciones ambientales del lugar donde se quiera
reducir el nivel de fagos.

Con ambas tecnologias también se estudié el efecto del flujo de radiacion
incidente sobre la inactivacion fagica. En ambos casos se observd que la reduccién
fagica aumenté al incrementar el flujo de radiacién, logrando una reduccion similar en
un periodo de tiempo menor al aplicar mayor flujo de radiacion.

El medio de suspensién no influyd en la tasa de inactivacion fagica bajo radiacion
UV-C, ya que no se observaron diferencias significativas entre las reducciones
logaritmicas alcanzadas por los fagos MLC-A y LDG al encontrarse suspendidos en los
distintos medios, con excepcion de las reducciones alcanzadas por el fago LDG en
leche, con un 95 % de nivel de confianza.

Por otro lado, la radiacion mas efectiva para la inactivacion por fotocatalisis
resultd ser la radiacion UV-A, ya que cuando se emple6 el catalizador modificado en la
pintura con radiacion visible fueron necesarios tiempos de tratamiento mucho mas
prolongados (1,5 — 20 h) que con radiacién UV-A (4 h) para lograr una reduccion
considerable en los titulos fagicos. Asimismo, si bien al emplear el catalizador TiO» con
radiacion UV-C se observo que la velocidad de inactivacion de los fagos MLC-A 'y LDG

aumento6 para tiempos bajos al recubrir las placas de vidrio con TiO, (mayor valor de
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kmax del modelo de Geeraerd), el efecto de cola se presentd a una concentracion final
mayor que la alcanzada al trabajar con radiacién UV-C sin catalizador, debido
posiblemente a la baja penetracién a dicha longitud de onda y a los fagos ocultos entre
los intersticios del material fotocatalitico; por lo cual el tratamiento UV-C + TiO2 no seria
tan efectivo para la inactivacion fagica como el tratamiento UV-A + TiOz o la combinacion
de UV-C y UV-A + TiO2 como se demostrd en el Capitulo 3.

5.5. Conclusiones generales

Al comparar la sensibilidad o resistencia de los fagos frente a la pintura
fotocatalitica y a la radiacion UV-C, se observo que los fagos 892-LB y 009-ML, ambos
infectivos de Lb. helveticus, fueron los fagos mas sensibles, presentando los mayores
valores de las constantes kry los menores fsg en el caso de la pintura y no pudiendo
detectar particulas infectivas en el menor tiempo de tratamiento con radiacién UV-C. Por
el contrario, el fago LDG fue el mas resistente frente a ambas tecnologias (menor valor
de kr 0 kmax y mayor valor de tgg). Sin embargo, si bien estos fagos coinciden en los
extremos, al ordenar los fagos del mas sensible al mas resistente, el resto de los fagos
presentaron una secuencia diferente dependiendo la tecnologia, indicando un
comportamiento fago-dependiente.

En la Tabla 5.1 se muestra un resumen de los valores de Kr, tsg, reducciones
fagicas y eficiencias fotocataliticas obtenidas con las distintas tecnologias evaluadas en
esta tesis.

Tabla 5.1. Valores de kr, tsg, reducciones en la infectividad y eficiencias fotocataliticas
obtenidas con las distintas tecnologias ensayadas.

Pintura
fotocatalitica  Radiacion Fotocatalisis Fotocatalisis
+ radiacion uv-C (UV-A, TiO,) LEDs
visible
0,046 — 0,145-0,199 .
KT 0 Kmax 0,3-7,52 1/h 0,090 1/s 1/min 0,1143 1/min
fos 06-179h  53-102s 52’86m‘in63’1 1 69,84 min
nfoated  012-811  SI0CHD 0071-00012  JkBT
. ordenes log/h . ordenes log/min .
fagica en 2 -5 min log/min
Nph 3x10°- B 7,82 x 106 — )
(UFP/Einstein) 4,06 x 1072 6.47 x 107 1,08 x 10
9 _ 7 _
Nau 6 x 10 _ 2,86 x 10 296 x 10°

(UFP/Einstein) 9,17 x 102 1,5 x 108

Se observé que las mayores constantes de inactivacion y menores valores de tgg

se obtuvieron con la radiacion UV-C, lo que indica una gran sensibilidad por parte de los
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fagos frente a esta tecnologia. A continuacién se encontré la fotocatalisis (UV-A + TiO)
para el fago ATCC 8014-B1 con lamparas fluorescentes y finalmente la fotocatalisis con
pintura. El rango de las constantes para la pintura fotocatalitica bajo radiacion visible
resulté muy amplio, lo que indica el comportamiento fago-dependiente frente a esta
tecnologia.

Fue posible expresar las reducciones en la infectividad fagica como tasas de
reduccion (érdenes log/tiempo) con pintura fotocatalitica y fotocatalisis ya que las curvas
de inactivacién siguieron cinéticas de primer orden, lograndose las menores tasas con
fotocatdlisis. En cambio, como las curvas con radiacion UV-C presentaron un efecto de
cola, no fue posible calcular una tasa de reduccion de forma precisa y se expresé la
reduccion en la infectividad en un tiempo determinado, observando que se logré una
elevada reduccion en un corto periodo de tiempo.

Cabe destacar que, si bien la radiacion UV-C fue la estrategia que logré las
mayores constantes de inactivacion y los menores tgg, junto a una elevada reduccién en
los titulos fagicos en corto tiempo, la concentracion residual de fagos infectivos,
evidenciados por el efecto de cola, podria continuar ocasionando problemas en la
industria lactea. Para evitar que esto suceda, seria recomendable complementar la
radiacion UV-C con otras estrategias de inactivacion, tales como ozono o fotocatalisis,
lo cual resulta en una mejora en la inactivacion fagica, como se demostr6 en el Capitulo
3.

Al comparar las eficiencias fotonicas y cuénticas de los procesos fotocataliticos
(pintura fotocatalitica y fotocatalisis UV-A + TiO.), se observé que los procesos mas
eficientes se obtuvieron con las pinturas. Es decir que, si bien el proceso de inactivacion
es mas lento (constantes menores y mayores tg), resulta muy eficiente. Ademas, el
catalizador es activado con el propio sistema de radiacion de la planta, por lo que la
inactivacion se produciria de forma continua durante las jornadas laborales, sin
necesidad de utilizar lAmparas especiales como las UV.

Es importante destacar que todas las estrategias planteadas fueron efectivas
para la inactivacién fagica, presentando distintas ventajas cada una de ellas, al
considerar su eficiencia y velocidad de inactivacion. Cuando sea posible, es
recomendable combinar las distintas tecnologias a fin de lograr una mayor inactivacion
fagica y minimizar asi el riesgo de infecciones.

Estas estrategias podrian sumarse a las que habitualmente se aplican en los
ambientes industriales para reducir el nivel de fagos, principalmente los que se
encuentran presentes en superficies y bioaerosoles y, de esta manera, disminuir la
frecuencia de infecciones fagicas. La eleccién de la tecnologia dependera del objetivo

perseguido, es decir, si se pretende aplicar la tecnologia de manera preventiva con el
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objetivo de mantener un nivel bajo de fagos a lo largo del tiempo, o bien de forma
correctiva ante episodios de infecciones fagicas que han comprometido los procesos
fermentativos. Ademas, la decision de la tecnologia a seleccionar también puede verse
influenciada por el equipamiento disponible en la planta, la escalabilidad de los
procesos, los costos involucrados, el sector de la planta a tratar, entre otros.
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