Encuentro
de Jovenes
Investigadores

PINTURAS FOTOCATALITICAS PARA LA INACTIVACION DE FAGOS DE
BACTERIAS LACTICAS

Maria Jacob
Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN — UNL)
Directora: Mariangeles Briggiler Marcé
Codirectora: Maria de los Milagros Ballari
Area: Ingenieria

Palabras claves: Industria lactea, Inactivacion fagica, Pinturas fotocataliticas.
INTRODUCCION

Las bacterias lacticas son ampliamente utilizadas para la produccién de alimentos
fermentados. Sin embargo, la industria lactea fermentativa es afectada comunmente por
infecciones por bacteriofagos, un grave problema que provoca la lisis celular de los cultivos
empleados (iniciadores y probidticos), conduciendo a un retardo o bloqueo en la fermentacién
y, en consecuencia, a una pérdida total del producto o disminucién de su calidad/seguridad.
A pesar de que existen diversas estrategias para la inactivacién de los fagos no es posible
lograr la erradicacién total de los mismos, por lo que es necesario desarrollar nuevas
estrategias para utilizar en conjunto con las ya empleadas y asi mantener las infecciones bajo
control durante las fermentaciones industriales. Las estrategias que se aplican normalmente
en los ambientes de elaboracidn son: el disefio de la planta con una adecuada distribucién de
las areas dentro del sector de produccion, la correcta higiene y adecuada desinfeccion de
equipos y utensilios, la aplicacién de tratamientos térmicos a la materia prima para disminuir
su carga microbiana que podria ademas reducir su contenido viral, asi como también la
rotacién de cultivos empleados en los procesos productivos (Briggiler Marcé y Mercanti, 2021).
Desde hace unos afos, nuestro grupo de trabajo se encuentra estudiando los procesos
avanzados de oxidacién como estrategia para la inactivacion de fagos. Entre ellos se destaca
la fotocatalisis heterogénea, que emplea diversos semiconductores como fotocatalizadores,
siendo el TiO2 el mas utilizado, y radiacion UV-A (Briggiler Marcé y col., 2021). Sin embargo,
el TiO. solo puede ser activado por radiacion UV (200-400 nm), lo que representa
aproximadamente un 4% de la energia solar; mientras que la radiacion visible constituye el
45% de la misma. Para ampliar el uso de la fotocatalisis al espectro visible, es necesario
prolongar el rango de absorcion de radiacion del TiO2. El dopaje del fotocatalizador con
metales 0 no metales es una de las estrategias que se utiliza para tal fin. Una de las
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aplicaciones emergentes de la fotocatalisis heterogénea es la combinacion de
fotocatalizadores con materiales de construccion para aportarles propiedades autolimpiantes
y descontaminantes del aire. Tal es el caso de pinturas fotocataliticas, las cuales pueden ser
formuladas con TiO anatasa dopado con carbono para permitir que el proceso fotocatalitico
se active con la radiacién de los mismos ambientes donde son aplicadas (Salvadores y col.,
2020). Es asi que la utilizacion de pinturas fotocataliticas bajo radiacion de ambientes
interiores se posicionaria como una posible estrategia efectiva para el control fagico en las
industrias lacteas fermentativas en conjunto a las ya existentes. Entre sus principales ventajas
se puede mencionar el control in situ de bioaresoles con carga fagica, la facil aplicacion en los
ambientes industriales (paredes y superficies), y la sustentabilidad energética, ya que puede
aprovechar la luz del ambiente. Sin embargo, resulta indispensable conocer la eficiencia de
las pinturas en la inactivacion de fagos de bacterias lacticas.

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue investigar la inactivacién de 9 fagos infectivos de bacterias
lacticas mediante la aplicacibn de pinturas fotocataliticas (TiO2 dopado con carbono)
irradiadas con una fuente de iluminacion tipica de ambientes interiores (360-720 nm). Se
evalué la inactivacién de los fagos en funcién del tiempo, determinando las constantes de
inactivacion.

METODOLOGIA

Los fagos estudiados en el presente trabajo se muestran en la Tabla 1 junto con su cepa
sensible y fuente de aislamiento. A excepcidn de los fagos J-1 y ATCC 8014-B1, todos los
fagos fueron aislados de productos lacteos argentinos defectuosos.

Tabla 1. Fagos involucrados en el estudio.

Fago Cepa sensible Fuente de aislamiento
QF9 . Suero de queso Danbo
CHD Lactococcus lactis Cl2 Suero de queso Fynbo
J-1 Lacticaseibacillus casei ATCC 27139 Coleccién ATCC
MLC-A Lacticaseibacillus casei A Producto lacteo probidtico
8014-B1 Lactiplantibacillus plantarum ATCC 8014 Coleccién ATCC
LDG Leuconostoc pseudomesenteorides R707 Queso azul
BYM Lactobacillus delbrueckii YSD V Yogur
M1-WPC 2 . Concentrado de proteinas
M14-WPGC2 Streptococcus thermophilus WPC2 de suero

Ensayos de inactivacion fagica

Las experiencias se llevaron a cabo en un reactor de laboratorio estatico irradiado por 7
lamparas fluorescentes de 8 W, con un rango de emision entre 360 a 720 nm (Zacarias y col.,
2018). Para los ensayos, las suspensiones fagicas fueron diluidas en agua destilada estéril
(concentracion final 10°-107 Unidades Formadoras de Placas, UFP/mL), depositadas (20 L)
sobre placas de vidrio borosilicato recubiertas con pintura fotocatalitica (depositada mediante
la técnica de dip-coating) y secadas en un ambiente estéril. La pintura fotocatalitica formulada
esta compuesta por agua (30% p/p), resina acrilica de estireno (33% p/p), CaCOs (18% p/p),
TiO. anatasa dopado con carbono (18% p/p) y un agente dispersante (1% p/p) (Salvadores y
col., 2020). Los ensayos de inactivacion fueron realizados en funcion del tiempo, durante 16
horas (tiempo total), tomando muestras a intervalos establecidos y realizando la cuantificacion
de los fagos por el método de la doble capa agarizada (Svensson y Christiansson, 1991).



Ademas de los ensayos de inactivacion, se realizaron los controles correspondientes: placa
sin pintura, con radiacion (control i) y placa con pintura, sin radiacion (control ii). La humedad
y temperatura dentro del reactor se mantuvieron constantes (80%, 30°C) durante los
experimentos.

Se realizd una regresion exponencial de los resultados experimentales (UFP/mL vs. tiempo)
de acuerdo a la cinética de inactivacion de primer orden (Ecuacién (1)), donde UFP, son las
Unidades Formadoras de Placas iniciales, t es el tiempo de irradiacion y kr es una constante
de inactivacién total, que combina una constante de inactivacion fotocatalitica, ker, y una de
inactivacion no fotocatalitica, knen, de acuerdo a la Ecuacién (2). Utilizando los datos
experimentales del control i se puede obtener knpn correspondiente a la inactivacion
fotoquimica de cada fago y, por diferencia con kr, determinar Kpn.

UFP = UFP, x e~ krxt (1)

kr = kpy + knpu (2)

RESULTADOS/CONCLUSIONES

El comportamiento observado al aplicar
pinturas fotocataliticas y radiacion visible
fue fago-dependiente. En este sentido,
luego de 2 horas, los fagos CHD y QF9
disminuyeron su titulo en 4,7 y 5,1 érdenes
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Figura 1. Curvas de inactivacion para los fagos BYM
(azul), CHD (naranja) y QF9 (violeta).

alta evidenciada para estos fagos. Asi, las
caidas en los titulos para estos tres fagos
fueron de 2,7 (fago 8014-B1 a las 9 horas),
2,2 (fago LDG a las 16 horas) y 4,4 (fago
MLC-A a las 16 horas) ordenes log
(Figuras 1, 2 y 3). Asimismo, los fagos
QF9, CHD, BYM y J-1 se inactivaron
completamente (< 50 UFP/mL) a las 3
horas (fagos QF9 y CHD), 4 horas (fago
BYM) y 5 horas (fago J-1) de tratamiento
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con pinturas fotocataliticas.

En relacion a los resultados obtenidos para
los controles, no se observd disminucion
de la infectividad fagica en presencia de
las pinturas y ausencia de radiacion (control ii). En general, se observd el mismo
comportamiento en ausencia de pinturas y presencia de radiacion (control i) a excepcion de
los fagos CHD, MLC-A, 8014-B1 y QF9, con reducciones en los titulos de 2,5, 2,7, 2,7 y 3,4

Figura 2. Curvas de inactivaciéon para los fagos J-1
(fucsia), M1-WPC2 (verde) y M14-WPC2 (celeste).
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kt obtenidos para los distintos fagos se 156401
muestran en la Tabla 2 y se encuentran
entre 1,28 y 5,79 1/h. Teniendo en cuenta
que un mayor valor de kr indica una
inactivacion mas rapida, se puede concluir
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MLC-A (rojo), 8014-B1 (gris) y LDG (marrén).
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Figura 3. Curvas de inactivacién para los fagos

gue la sensibilidad de los fagos estudiados al tratamiento con pinturas fotocataliticas sigue el
orden: QF9 > CHD > J-1 > BYM > M1-WPC2 > M14-WPC2 > MLC-A > 8014-B1 > LDG. Como
se menciondé anteriormente, los fagos MLC-A, 8014-B1, CHD y QF9 también mostraron
inactivacion en los ensayos del control i, lo que se refleja en su valor de kner (0,35; 0,38; 1,42;
1,95 1/h, respectivamente). Este control indicaria que algunos fagos son sensibles a una

inactivacion fotoquimica.

Se demostr6 que las pinturas Tabla 2. Constantes de inactivacion para los

fotocataliticas  (TiO. dopado con fagos estudiados.

carbono, radiacion visible) son efectivas

en tiempos relativamente cortos de Fago kr(1/h) (k1N/F|’.|H) ken (1/h)
tratamiento para la inactivacién de fagos QF9 579 195 384
de bacterias lacticas. Su aplicacién sobre GHD 5’59 ] ’42 4’1 5
diversas superficies y paredes en los i 3’42 0’45 2’97
ambientes de produccion y utilizando el BV 2’82 0’17 2,65
propio sistema de iluminacion ! ’ :
contribuiria con la reduccion de la carga M1-WPC 2 1.47 0 1,47
viral de los bioaerosoles limitando la M14-WPC2 1,28 Q 1,28
posibilidad de diseminacién de los MLC-A 0,69 0,35 0,34
viriones por los diversos ambientes de 8014-B1 0,67 0,38 0,29
las plantas industriales. En ensayos LDG 0,30 0,25 0,05

futuros, se pretende incluir en el estudio

otros fagos infectivos de bacterias lacticas asi como también analizar la influencia de
diversos factores tales como humedad, radiacién UV, diversos flujos de radiacion incidente
(uso de filtros) en la inactivacion de fagos.
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