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INTRODUCCION

El aire contiene en suspension diferentes tipos de microorganismos, especialmente
bacterias y hongos, que se transportan como bioaerosoles. Algunos se encuentran en
forma de células vegetativas, aunque lo mas frecuente son las formas esporuladas, ya
gue los esporos son formas de vida resistentes y menos activas metabdlicamente. Los
microorganismos esporulados pueden generar enfermedades infecciosas, alergias y
reacciones toxicas (Lee y col., 2011). Es por ello que se plantea la necesidad de
eliminarlos de las areas de trabajo y ambitos de la vida cotidiana de los seres vivos.
Debido a que los esporos bacterianos son resistentes a la mayoria de las técnicas de
desinfeccion convencionales, se han desarrollado nuevas tecnologias para lograr su
eliminaciéon. Una de ellas es la fotocatalisis heterogénea (Guo, et al., 2012; Sanchez,
et al., 2012). Este es un proceso por el cual se generan portadores de carga (huecos y
electrones) cuando un semiconductor (catalizador) absorbe radiacién UV. Los huecos
generados reaccionan con el agua o grupos OH, formando radicales -OH, los cuales
son altamente reactivos y permiten degradar compuestos organicos e inorganicos.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la velocidad de inactivacion de esporos de
Bacillus subtilis (cepa ATCC 6633) mediante radiacion UV y el uso de un
fotocatalizador (TiO;), sobre anillos de vidrio tipo Raschig, variando el contenido de
catalizador sobre los soportes.

METODOLOGIA
Obtencién de esporos

Se utiliz6 una suspension de esporos de Bacillus subtilis (cepa ATCC 6633) de 10°
UFC/ml. Para la obtencién de la cosecha de esporos, se sembré la cepa reactivada en
el medio de cultivo de esporulacion (Agar Nutritivo, MnSO,4 y MgSQ,) y se incubd por
10 dias a 30° C. Luego, las células se extrajeron de la superficie del agar con solucién
fisiologica estéril. Luego de diversas centrifugaciones, los esporos se resuspendieron
en 10 ml de agua destilada estéril y se almacenaron a 4°C durante 2 meses. Se realiz6
también el recuento de esporos de la suspension mediante la técnica de recuento en
placa por vertido.

Recubrimiento de anillos con TiO»

Se empled el catalizador TiO, Evonik P 25 en polvo, el cual se inmoviliz6 sobre anillos
de vidrio borosilicato de 5 mm (diametro) x 10 mm (largo). La inmovilizacion se logré
mediante la técnica de dip-coating, en la cual los anillos se sostienen de forma vertical
sobre un soporte mientras son sumergidos en una suspension de TiO, de 150 g/L.
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Posteriormente son secados en estufa a 110 °C durante 24 hs y son calcinados en
mufla a 500 °C durante 2 hs. Para lograr anillos con 2 o 3 recubrimientos, se repitio el
proceso descripto previamente.

Dispositivo experimental

El equipo utilizado consta de: 7 lamparas de luz UV-A (7,47 mW cm™), ubicadas en
forma paralela y horizontal; un compartimiento de irradiacion, donde se coloca el
soporte para los anillos, y una placa de Petri con una solucion sobresaturada de
sulfato de amonio, para mantener una humedad relativa del 70%. El compartimiento se
sella con un vidrio de borosilicato en la parte superior (Figuras 1y 2).

Figura 2. Vista transversal del dispositivo experimental. (1)
Sistema emisor de radiacion UV, (2) Compartimento de
irradiacidn, (3) Solucion saturada, (4) Soporte, (5) Muestras, (6)
Vidrio de borosilicato, (7) Lamparas UV.

Figura 1. Fotografia del
dispositivo experimental
(vista superior).

Depdsito de esporos

Se realizan sobre los anillos de vidrios recubiertos con TiO, empleando un nebulizador
tipo “Collison” de 6 jets (CN25 MRE Modificado, BGI Instruments). La suspension de
esporos de 108 UFC/ml (previo choque térmico, 80°C durante 10 minutos) se coloca
en el nebulizador, a través del cual se hace circular aire sintético. Se realiza la
nebulizacion durante 10 minutos a una presiéon de 1,33 atm.

Irradiacién de las muestras y recuento de esporos viables

Los anillos recubiertos con TiO, y nebulizados con esporos se colocaron, en
esterilidad, sobre el soporte del compartimiento de irradiacién (35°C y 70%HR) y
fueron irradiados durante diferentes tiempos (2,5; 5y 7,5 h). Al finalizar el tiempo de
irradiacion, sobre cada anillo se realiz6 un tratamiento para recuperar los esporos
presentes en la superficie del mismo. Luego, se procedié a realizar el recuento de
esporos viables mediante la técnica de recuento en placa por vertido. Se incubd
durante 48 horas a 30°C. Finalmente, se procedi6 a realizar el recuento de las
unidades formadoras de colonias (UFC).

Cinética de inactivacion
Los datos experimentales se ajustaron con una ecuacion cinética de primer orden:

AN/ = —kN 1)



donde N es la concentracion de esporos viables (UFC/cm? de soporte), t es el tiempo
de irradiaciéon (h) y k es la constante aparente de inactivacion (h™). Al integrar la
expresion se obtiene la siguiente ecuacion:

N = N, exp(—kt) 2

donde N, representa la concentracion inicial de esporos. Esta Ultima expresion
correlaciona el nivel de decaimiento de la viabilidad de los esporos de B. subtilis con el
tiempo de irradiacion de las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de los anillos de vidrio recubiertos con TiO,

El espesor de los recubrimientos de TiO, sobre los anillos de vidrio fue calculado
mediante imagenes obtenidas en un Microscopio Electronico de Barrido (SEM, JEOL,
JSM-35C) equipado con un sistema de adquisicion de imagenes digitales (SemAfore)
(Figura 3). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

1 capa 2 capas 3 capas
Figura 3. Corte transversal de anillos recubiertos con TiO, (barra blanca= 1um).

Tabla 1. Espesores promedios y contenido de TiO, por unidad de area de los anillos.

1Capa 2 Capas 3 Capas
Espesor de TiO; (um) 0,73 1,22 1,76

Resultados de inactivacion

En la Figura 4 se muestra la concentracién adimensional de esporos viables en
funcién del tiempo de irradiacion (N/No vs t). Se puede observar la notable reduccién
de la viabilidad de los esporos depositados sobre los anillos con diferentes
recubrimientos de catalizador a lo largo del tiempo. También se observa que la mayor
velocidad de inactivacibn de los esporos se logré6 sobre los anillos con dos
recubrimientos de TiO,. En la Tabla 2 se presentan los valores de la constante
aparente de inactivacion (k) para los anillos con diferente nimero de recubrimientos de
catalizador.

En la Figura 5 se muestran imagenes SEM de esporos depositados sobre la superficie
de los anillos con 2 recubrimientos de TiO,, antes y después de la irradiacion. Se
observa claramente el dafio producido por la fotocatalisis sobre el esporo,
ocasionando alteraciones en su forma y tamafio.
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Figura 4. Gréfica de inactivacion de esporos  Figura 5. Imagenes SEM. Recubrimientos de
vs tiempo sobre anillos con una, dos y tres TiO, con muestras de esporos: (a) sin irradiar,
capas de TiO.. (b) luego de 7,5 h de irradiacion.

Tabla 2. Constantes de inactivacion estimadas
1 Capa 2 Capas 3 Capas
k (h'l) 0,58 0,67 0,59

Cabe resaltar que se realiz6 un ensayo control de irradiacién de anillos sin TiO,. Se
nebulizaron los anillos con la suspension de esporos, y luego se los expuso a
irradiacion durante 8 h. No se observo diferencia significativa en el namero de colonias
viables luego de la irradiacion respecto del nimero de colonias iniciales (datos no
mostrados). Se concluye entonces que no hay inactivacion de esporos de B. subtilis en
ausencia de TiO.,.

CONCLUSIONES

Se logré una disminucion considerable de la viabilidad de los esporos de B. subtilis
cuando estos fueron expuestos a radiacion UV-A sobre los anillos recubiertos con
catalizador. Se pudo probar también que esta inactivacién se debe a un proceso
fotocatalitico (radiacion UV + TiO,), y se descartdé la posibilidad de una reaccion
fotolitica (sélo radiacién UV).

Bajo las condiciones estudiadas, se observd un maximo en la velocidad de
inactivacion de los esporos de B. subtilis sobre los anillos con 2 recubrimientos de
TiO,.

Se puede concluir que los anillos de vidrio recubiertos con TiO, han demostrado ser un
material de relleno prometedor para dispositivos purificadores de aire.
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