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Resumen

La desinfeccion de aguas es un tema primordial para preservar la salud y el bienestar de los seres vivos.
Desde hace anos, la ciencia estd abocada a la aplicacién de tecnologias alternativas para evitar el uso
del cloro por la conocida formacidn de subproductos tdxicos que afectan tanto a humanos como ani-
males. Los procesos avanzados de oxidacion (PAOs) son métodos alternativos de desinfeccién, tales
como la aplicacién de radiacion UVC, el uso de acido peracético (APA), y la combinacién de ambos agen-
tes. Se ha probado que estos métodos son altamente eficientes para realizar la desinfeccién de agua y
que ademas carecen de la formacién de subproductos de desinfeccidn perjudiciales para la salud.

En los ultimos afos la aplicacidon y comprensién de estas nuevas tecnologias se vio acompafiado por la
necesidad de obtener un analisis mas profundo y complejo del proceso de desinfeccion que se esta
llevando a cabo. Este nuevo enfoque pretende no sélo quedarse con el analisis estandar del recuento
de microorganismos cultivables en placa para el estudio de la cinética del proceso, sino ir mas alla y
estudiar los puntos de ataque de cada uno de los desinfectantes dentro de la célula microbiana.

En este marco es donde se encuentra situado este trabajo de tesis: la busqueda de técnicas de biologia
molecular que nos permitan determinar el dafio molecular producido por los agentes empleados en la
desinfeccién. De esta forma es posible elaborar un seguimiento del proceso mucho mas eficiente y es-
pecifico para cada agente utilizado en la desinfeccién. Para poder llevar a cabo este objetivo, se tomé
la técnica de biologia molecular de amplificacién en cadena de la polimerasa utilizando el primer espe-
cifico que amplifica las regiones Consenso Intergénicas Repetitivas de Enterobacterias (ERIC-PCR por
sus siglas en inglés) para analizar el dafio producido hacia la molécula de ADN.

El desarrollo experimental del presente trabajo fue realizado en un reactor discontinuo anular con una

[dmpara UV germicida en el centro. Los ensayos fueron realizados sobre tres procesos de desinfeccidn
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distintos: (i) Radiacidon UVC, utilizando tres intensidades de radiacién diferentes; (ii) Acido Peracético
(APA) como agente desinfectante a distintas concentraciones; y (iii) la combinacion APA/UV, donde se
aplicé la maxima radiacién incidente junto con cuatro concentraciones de acido. Los microorganismos
que se utilizaron fueron Escherichia coli y Pseudomonas aeroginosa. Cuando se trabajé con radiacion
UVC (sola o en combinacién con APA), los microorganismos fueron anadidos al reactor con la ldmpara
apagada, luego del tiempo de homogenizacién, se tomd la muestra a tiempo cero y se procedid a en-
cender la lampara para obtener muestras a distintos tiempos de exposicidn. Para los ensayos con APA
solo, se procedié de forma similar manteniendo la lampara UV apagada durante toda la corrida. Poste-
riormente, las muestras fueron sembradas en medios de cultivo sélidos (EMB y Cetrimide) para deter-
minar la concentraciéon de microorganismos viables. De cada muestra fue realizada una extraccidn de
ADN para la evaluacién mediante ERIC-PCR. Cuando se utilizé el APA solo, se usé la técnica de SDS-PAGE
para determinar cambios en las proteinas celulares.

Todos los procesos de desinfeccién ensayados (UVC, APA y APA/UV) resultaron altamente efectivos,
con un requerimiento de tiempo de contacto corto para lograr un 99.99% de inactivacién o desinfeccién.
Se desarrollé una metodologia de trabajo utilizando la técnica ERIC-PCR que mostré con éxito ser una
herramienta adecuada y funcional para detectar, estimar y monitorear el dafio del ADN producido por
la radiacion UVC. Se ha definido un indice de dafio al ADN (IDADN), el cual fue correlacionado con el
indice de inactivacion (IINAC) demostrando una fuerte relacion lineal entre ambos. Esta relacion lineal
fue consistente en todos los ensayos donde se trabajoé con radiacion UVC. De aqui, fue definido un factor
de proporcionalidad que permite intercambiar un indice por otro. Esto es novedoso y de importante
aplicacion practica, ya que se puede hacer el seguimiento del proceso de desinfeccién tanto por el re-
cuento microbiano en placa como por la amplificacion del ADN mediante ERIC-PCR para los ensayos
donde se usé UV sola.

Durante el proceso de desinfeccién utilizando APA solo, no se produjeron cambios en el patron de banda
del ADN durante el proceso de desinfeccidn. En este caso se utilizd la técnica de SDS-PAGE que arrojé
la presencia de dafio en ciertos péptidos presentes en la parte superior e inferior del gel de poliacrila-
mida.

Para los ensayos donde se us6 APA/UV y E. coli se obtuvo una eficiencia global mayor que cuando fueron
utilizados cada uno de estos agentes desinfectantes por separado. Ademads, se pudo desarrollar un sim-
ple modelo cinético para representar lo que sucede durante el proceso de desinfeccion. Se calcularon
parametros que permitieron determinar como afecta al proceso global la concentracion de APA adicio-
nada al sistema y de esta forma nos permitié cuantificar el sinergismo observado entre los dos agentes
desinfectantes empleados. También se pudo cuantificar cémo el APA presente en la solucidn de trabajo
influye en forma negativa en el dafio al ADN producido por UVC cuando se usa APA/UV, en contraste

con el uso de UV sola.
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Para el caso de P. aeruginosa, el agregado de APA hizo que el efecto predominante sea el de ataque por
radicales libres formados durante el proceso de oxidacién avanzado, ya que el dafio detectado en el
ADN practicamente fue despreciable. Asimismo, mediante el cdlculo de parametros cinéticos, pudo de-
terminarse la ausencia a nivel global de un efecto sinérgico.

Finalmente, es posible afirmar que en esta tesis se logrd desarrollar metodologias para cuantificar el
dafio a nivel molecular utilizando una técnica de biologia molecular (ERIC- PCR) durante los procesos de
desinfeccidn realizados. La metodologia propuesta, mediante el calculo de distintos parametros, pro-
porciona la informacion suficiente para poder plantear modelados cinéticos simplificados que permiten

determinar lo que sucede durante los procesos de desinfeccién a nivel de target molecular especifico.

Abstract

KINETIC STUDY ON THE APPLICATION OF OXIDIZING AGENTS AND UV RADIATION FOR WATER DISIN-
FECTION BASED ON THE ANALYSIS OF CELLULAR DAMAGE USING MOLECULAR BIOLOGY TECHNIQUES
In this doctorate thesis we evaluated the combined and individual application of APA and UV as efficient
and sustainable tools for water disinfection. Disinfection essays on water contaminated with E. coli and
P. aeruginosa were performed in a laboratory-scale reactor and the viability of these microorganisms
was controlled by seeding on selective and differential agar media. We used ERIC-PCR to analyze the
modifications present in the bacterial DNA, which constitutes a novel application of this technique. We
were able to quantify the damage on the bacterial DNA and to directly correlate DNA damage with the
bacterial death. Consequently, we developed a quantitative description that details both the changes
occurring at a global level (inactivation of the populations of microorganisms) and at the DNA level (as-

sessed by PCR), when two disinfectants with different molecular targets are used



