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INTRODUCCION

Las infecciones fagicas constituyen uno de los problemas mas importantes que
enfrentan los procesos fermentativos debido a que pueden causar la lisis celular de los
cultivos iniciadores, produciendo un retardo o bloqueo en la fermentacion, alteracion de la
calidad del producto y, en casos severos, la pérdida total del mismo. Como consecuencia
de esto se pueden generar grandes pérdidas econdmicas (Fernandez y col., 2017).
Particularmente, la industria lactea representa el sector industrial mas afectado,
haciéndose imprescindible la implementacién de diversas estrategias (disefio de la planta,
tratamientos térmicos, implementacion de programas de rotacion de cultivos y de
programas de sanitizacién, uso de cepas con fagorresistencia mejorada) tendientes a
disminuir este impacto (Ferndndez y col.,, 2017). Sin embargo, ninguna de las
herramientas mencionadas con anterioridad podrian aplicarse para disminuir la carga
fagica en el aire ambiental. Como es sabido, los bacteriofagos permanecen en el aire
constituyendo bioaerosoles, los cuales representan su principal via de diseminacién por
los ambientes industriales (Verreault y col., 2011). En este sentido, Atamer y col. (2012)
reportaron recuentos cercanos a 10° PFU/m® de fagos en el aire. Es asi que, resulta
necesario limitar la formacién de bioaerosoles asi como también reducir su carga
microbiana y viral. Diversos autores han demostrado la eficiencia de la fotocatalisis (UV-A,
TiO, como catalizador) en la inactivaciéon de bacterias, esporos, hongos y virus tanto en
medio liquido como gaseoso (Briggiler Marcé y col., 2011). En particular, nuestro grupo de
trabajo encontré que los tratamientos fotocataliticos resultaron efectivos en la inactivacion
de fagos infectivos de diversas especies de bacterias lacticas en un reactor a escala de
laboratorio y simulando las condiciones de bioaerosoles (Briggiler Marc6 y col., 2009,
2011). Para continuar con estos estudios, se disefid y construyé un reactor de mayor
escala (escala semi-piloto) que permite el estudio de la inactivacion de fagos en una
corriente gaseosa (bioaerosoles). De esta manera, las condiciones se aproximarian a las
de operacion de un equipo en ambientes de la industria.

OBJETIVOS

- Ajustar diversas condiciones de operacién para los ensayos de inactivaicon
fotocatalitica.

- Investigar la inactivacion fotocatalitica de fagos de bacterias lacticas contenidas en el
aire en el reactor a escala semi-piloto disefiado.
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METODOLOGIA
Descripcidn del reactor fotocatalitico

El reactor es un sistema cerrado con recirculacibn que consta de una cadmara de
acero inoxidable (forma cubica, 60 cm de lado) en donde circula el aire conteniendo las
particulas fagicas y un compartimento de acrilico (compartimento fotocatalitico) con 6
placas de vidrio borosilicato recubiertas con el catalizador (TiO,) (Briggiler Marcé y col.,
2017). El sistema de emisién consta de dos grupos de 10 ldmparas UV (TL4W/08 F4
T5/BLB, Philips) ubicados por encima y debajo del comportamiento fotocatalitico. Las
lamparas UV presentan emision superficial dentro de un rango de longitud de onda desde
300 hasta 420 nm (UV-A) con un maximo de emisiébn a 350 nm. En la entrada del
compartimento fotocatalitico se encuentra un ventilador axial que facilita la circulacién
forzada del aire proveniente de la cAmara y que contiene las particulas fagicas. Por otro
lado, la salida del compartimento fotocatalitico se encuentra conectada con la camara a
través de un tubo de polipropileno (100 mm de didmetro), lo que permite la recirculacion
del aire tratado (Figura 1) (Briggiler Marcé y col., 2017).

o

Figura 1. 1.1. Vista superior del reactor fotocatalitico. A- camara, B-compartimento fotocatalitico,
C- ventilador, D- tubo de polipropileno, E- panel de control de la lamparas UV, F- nebulizador, G-
soporte nebulizador, H e |- puntos de toma de muestra, J-termohigrometro. 1.2. Compartimento
fotocatalitico. A- caja de acrilico, B- placas de vidrio de borosilicato, C- lamparas UV.

Puesta a punto de condiciones de operacion del reactor

Para la puesta a punto de las condiciones de operacion del reactor, se utiliz el fago
B1 (infectivo de Lactobacillus plantarum ATCC 8014). En este sentido, se estudiaron las
siguientes condiciones:

- Preparacion de la suspension fagica: con el objetivo de alcanzar recuentos fagicos
elevados, las suspensiones fagicas fueron previamente concentradas por centrifugacion
en tubos concentradores Vivaspin (Sartorius, cut off de 10 Kda). Adicionalmente, se
evalud la incorporacion de una etapa de concentracion mediante PEG 8000 (10% m/v)
previa a la de centrifugacion en los tubos Vivaspin.

- Método de nebulizacién: se ensayaron dos tipos de nebulizadores, dos a pistén
(marca Silfab) trabajando en serie y por otro lado, el nebulizador Collison 6-jet (Keika
Ventures). El tiempo de nebulizacion fue de 20 min (nebulizador a piston) y 60 min
(nebulizador Collison), mientras que el volumen nebulizado fue de aproximadamente 7 mi

y 19 ml, respectivamente.
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- Humedad relativa dentro del reactor: se estudid la influencia de la humedad
relativa sobre la distribucién de las particulas fagicas en el interior del reactor y su
correspondiente muestreo. Estos estudios incluyeron valores de 73% (normalmente
alcanzado durante los ensayos) y de 46% (mediante el uso de gel de silice en la camara).

Ensayos de inactivacién fotocatalitica

Para los ensayos de inactivacién fotocatalitica, se estudiaron dos fagos: fago B1
(cepa sensible Lb. plantarum ATCC 8014) y LDG (cepa sensible Leuconostoc
pseudomesenteroides R707). Las suspensiones fagicas concentradas fueron diluidas
(1:10) en agua destilada estéril y nebulizadas en el interior de la camara. Los ensayos de
inactivacion como funcion del tiempo se llevaron a cabo tanto en presencia como en
ausencia de radiacion UV durante 60 min (tiempo total) desde que comenzoé el proceso de
nebulizacion. El muestreo se realizo, a los 30 y 60 min, por impacto del aire conteniendo
las particulas fagicas sobre un portaobjeto de vidrio (7,5cm x 2,5cm) estéril colocado a la
salida del compartimento fotocatalitico. Posteriormente, el portaobjeto se colocé en una
bolsa Whirl-Pak conteniendo 10 ml de agua destilada estéril para su posterior agitacion
durante 30 minutos (agitador Boekel, Rocker Il, modelo 260350). De esta manera se
favorece la difusién de los viriones al medio liquido para su posterior titulacién mediante el
método de la doble capa agarizada (Svensson y Christiansson, 1991). Adicionalmente, se
midié la temperatura y la humedad relativa en el interior de la cdmara mediante un
termohigrometro (Smart Sensor, Houston, TX).

RESULTADOS/CONCLUSIONES
Puesta a punto de condiciones éptimas de operacion del reactor

Cuando el fago B1 fue concentrado mediante PEG y centrifugacién en los tubos
concentradores Vivaspin, se observo un aumento de 2 érdenes log en los titulos fagicos,
alcanzandose recuentos de aproximadamente 2,5x10'* UFP/ml. Si bien, mediante la
concentracion en tubos Vivaspin (sin la etapa de concentracion con PEG), el aumento en
los recuentos fue menor (1,5 6rdenes log, recuentos de 7,0x10'° UFP/ml), la suspension
fagica resultd6 mas clara y limpia y por ende mas adecuada para ser sometida al proceso
de nebulizacion y tratamiento fotocatalitico.

Los resultados demostraron una mejor performance del nebulizador Collison ya que
fue posible nebulizar un volumen mayor de suspension fagica (en comparacion al
obtenido con los nebulizadores a piston). Ademas, generé un tamafio de gota menor por
lo que la suspension nebulizada permanecié un tiempo mas prolongado en el aire.
Asimismo, se observdé que la nebulizacion durante 30 minutos, fue suficiente para
alcanzar recuentos fagicos constantes en el interior del reactor.

Con respecto a la humedad relativa, este parametro no tuvo influencia en la
distribucion/muestreo del fago B1 por lo que los ensayos se llevardn a cabo sin modificar
la humedad relativa en el interior del reactor debido a que ademas representan mejor a
las condiciones encontradas en los ambientes de la industria lactea (alta humedad).

Por lo tanto, las condiciones seleccionadas para los ensayos de inactivacion
fotocatalitica fueron: concentracion de la suspension fagica mediante centrifugacion en
tubos concentradores, utilizacién del nebulizador Collison por 30 min como método de

nebulizacién y humedad relativa cercana a 73%.
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Ensayos de inactivacién fotocatalitica

Para el fago B1, los recuentos fueron de aproximadamente 2,0x10* PFU/ml mientras

el nebulizador estuvo funcionando (30 min). Cuando el proceso de nebulizacion finalizo,
se observo una disminucion en los titulos fagicos tanto en presencia como en ausencia de
radiacion UV-A. En este sentido, en ausencia de radiacion (debido al fenébmeno de
adsorcion de las particulas fagicas sobre el reactor) se observé una disminucién de 0,7
ordenes log mientras que se obtuvo una caida de 1,8 6rdenes log en presencia de luz UV.
Estos recuentos fagicos fueron obtenidos 30 min después de haber finalizado el proceso
nebulizacién. Un comportamiento similar se observo para el fago LDG, ya que durante la
nebulizacién se obtuvieron recuentos de 1,6x10* UFP/ml y luego de finalizada la misma,
caidas de 1 orden log y 2,9 érdenes log en ausencia y presencia de radiacion UV-A,
respectivamente. La temperatura y humedad relativa en el interior de la camara durante
los ensayos experimentales fueron de 27°C y 73%, respectivamente.
En conclusién, se ajustaron diversas condiciones como el método de concentracién de
fagos y el de nebulizacién asi como también la humedad relativa en el interior del reactor
para los ensayos de inactivacion fotocatalitica. Por otro lado, se observé que los fagos B1
y LDG contenidos en bioaerosoles se inactivaron parcialmente dentro de los 30 min
mediante la aplicacion de tratamientos fotocataliticos en un reactor a escala semi-piloto.
Actualmente se estan desarrollando estudios que incluyen otros fagos de diversas
especies de bacterias lacticas, comunmente utilizadas en los procesos fermentativos
industriales.
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