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

salud.

En los ultimos afios la aplicacién y comprension de estas nuevas tecnologias se vio
acompaiado por la necesidad de obtener un analisis mas profundo y complejo del proceso
de desinfeccién 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 desinfeccion. De esta forma es posible elaborar un seguimiento
del proceso mucho mas eficiente y especifico para cada agente utilizado en la desinfeccion.
Para poder llevar a cabo este objetivo, se tomd la técnica de biologia molecular de
amplificacién en cadena de la polimerasa utilizando el primer especifico 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 lampara UV germicida en el centro. Los ensayos fueron realizados sobre
tres procesos de desinfeccion distintos: (i) Radiacion UVC, utilizando tres intensidades de
radiacion diferentes; (ii) Acido Peracético (APA) como agente desinfectante a distintas
concentraciones; y (iii) la combinaciéon APA/UV, donde se aplicd la maxima radiacién

incidente junto con cuatro concentraciones de acido. Los microorganismos que se utilizaron
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fueron Escherichia coli y Pseudomonas aeroginosa. Cuando se trabajé con radiacion UVC
(sola o en combinacién con APA), los microorganismos fueron afiadidos al reactor con la
lampara apagada, luego del tiempo de homogenizacion, se tomé la muestra a tiempo cero
y se procedid a encender la lampara para obtener muestras a distintos tiempos de
exposicion. Para los ensayos con APA solo, se procedié de forma similar manteniendo la
lampara UV apagada durante toda la corrida. Posteriormente, las muestras fueron
sembradas en medios de cultivo sdélidos (EMB y Cetrimide) para determinar la
concentracion de microorganismos viables. De cada muestra fue realizada una extraccion
de ADN para la evaluacion mediante ERIC-PCR. Cuando se utilizé el APA solo, se uso la

técnica de SDS-PAGE para determinar cambios en las proteinas celulares.

Todos los procesos de desinfeccion ensayados (UVC, APA y APA/UV) resultaron altamente
efectivos, con un requerimiento de tiempo de contacto corto para lograr un 99.99% de

inactivacion o desinfeccion.

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 radiacién 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 desinfeccion tanto por el
recuento microbiano en placa como por la amplificacion del ADN mediante ERIC-PCR para

los ensayos donde se us6 UV sola.

Durante el proceso de desinfeccion utilizando APA solo, no se produjeron cambios en el
patron de banda del ADN durante el proceso de desinfeccion. En este caso se utilizé la
técnica de SDS-PAGE que arrojé la presencia de darfio en ciertos péptidos presentes en la

parte superior e inferior del gel de poliacrilamida.

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. Ademas,

se pudo desarrollar un simple modelo cinético para representar lo que sucede durante el
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proceso de desinfeccidon. Se calcularon parametros que permitieron determinar como afecta
al proceso global la concentracion de APA adicionada al sistema y de esta forma nos
permitid cuantificar el sinergismo observado entre los dos agentes desinfectantes
empleados. También se pudo cuantificar como el APA presente en la solucion 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.

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 oxidacion avanzado, ya que
el dafio detectado en el ADN practicamente fue despreciable. Asimismo, mediante el calculo
de parametros cinéticos, pudo determinarse la ausencia a nivel global de un efecto

sinérgico.

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

durante los procesos de desinfeccion a nivel de target molecular especifico.
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Water disinfection is a primordial subject for preserving the health and wellness of living
beings. For years, science is focused on the application of alternative technologies in order
to avoid the use of chlorine due to the well-known formation of toxic byproducts that affect
humans and animals. Some alternative disinfection methods are AOPs (advanced oxidation
processes) such as UVC radiation application, peracetic acid (PAA) and the combination of
both agents. It has been proven that these AOPs technologies are highly efficient for water

disinfection and harmful disinfection byproducts are not generated within.

In recent years, the application and understanding of these new technologies were followed
by the need to attain a deeper and more complex analysis of the disinfection process being
carried out. This new approach pretends not only relying the standard analysis of the plate
count of culturable microorganisms in plate but also go further and studying the target points

for each disinfectant within the microbial cell.

This is the framework for this thesis: the search of molecular biology techniques that allow
us to determinate the molecular damage produced by the employed disinfection agents.
This gives us the power to, through them, follow the process in a much more efficient and
specific manner for each disinfection agent. In order to achieve this aim, the experimental
part of this work was done in an annular batch reactor with a germicide UV lamp along the
axis. Essays were carried out using three different disinfection processes: (i) UVC Radiation,
with three different radiation intensities; (ii) Peracetic Acid (PAA) as a disinfectant agent in
different concentrations; and (iii) the combination PAA/UV, where the maximal incident
radiation was used along with four different acid concentrations. The microorganisms used
to conduct these studies were Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. While
working with UVC, either on its own or combined with PAA, microorganisms were added
with the lamp off, and after homogenization time, a sample at the initial time was taken and
then the lamp was turned on and samples were taken at different exposition times. For the
PAA essays, a similar procedure was followed but the UV lamp was off during the whole
duration of the essays. Afterward, samples were inoculated in solid culture media (EMB vy

Cetrimide) for determining the concentration of viable microorganisms. For each sample,
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DNA extraction was done for its evaluation through ERIC-PCR. Also, for PAA samples, the

SDS-PAGE technique was used to determine changes in the membrane proteins.

Every single one of the disinfection processes employed (UVC, PAA, and PAA/UV) was

highly effective, requiring short contact times for an inactivation or disinfection of 99.99%.

The application of the ERIC-PCR technique was successful as a tool for the detection,
assessment, and monitoring of DNA damage produced by UVC radiation. In this manner, a
DNA damage index was defined (IDADN), which was correlated with the inactivation index
(IINAC) showing a strong linear relationship between them. This linear relationship was
consistent throughout all essays were UVC radiation was used. From these results, a
proportionality factor was defined for the calculation of each index from the other. This
represents a novelty and has important practical applications, allowing us to survey the
disinfection process either by plate count or by DNA amplification using the primer

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR) for essays employing UV.

Higher global efficiency was achieved for essays using PAA/UV and E. coli over essays
where both agents were used on their own. On top of that, a simple kinetics model was
developed to represent the disinfection process. The calculated parameters allowed to
determine how the global process is affected by PAA concentration, and, in this manner, the
synergy between agents was quantified. The negative effect of PAA in terms of DNA

damage for PAA/UV essays over UVC essays was also quantified.

For P. aeruginosa, the addition of PAA caused the predominant effect to be the attack of
free radicals formed during the advanced oxidation process because damage to DNA was
almost null. Also, the calculation of kinetics parameters showed no synergic effect between

the agents.

In conclusion, it is possible to affirm that this thesis achieved to develop methodologies for
the quantification of molecular-level damage by means of a molecular biology technique
(ERIC-PCR) during the performed disinfection processes. The proposed methodology,
through the calculation of different parameters, gives enough information to establish
simplified kinetic models that allow determining what happens during the disinfection

processes at a specific molecular target.




AGUA Y SOCIEDAD

Hace unos diez mil afios, la humanidad transformé su estilo de vida némade, hacia otro
agrario y sedentario. Esto propicio el rapido crecimiento de centros urbanos. Antes de los
asentamientos, se estima que las enfermedades transmitidas por el agua eran escasas
debido a un sistema natural de defensa, basado en el rechazo al agua con malas
caracteristicas organolépticas como mal olor y sabor. Con el advenimiento de los
asentamientos, el agua y su manejo pasaron a ser un tema de gran preocupacién para los
pequenos poblados que, con el pasar del tiempo, fueron formando aldeas, ciudades y

finalmente estados.

Durante el siglo XIX, tras el estallido de la industrializacion, y el consecuente desarrollo
demografico de las ciudades, producto de la migracion de las personas desde las zonas
rurales en busca de trabajo, comenzaron a gestarse graves problemas de saneamiento en
las mismas. En esta época, finalmente se asocié al agua con enfermedades como: cdlera,
disenteria, fiebre tifoidea y diarreas. A partir de estos hechos, la evaluacién sensorial del
agua se complementé con analisis quimicos y microbiolégicos. De este modo, a principios
de siglo XX se comenzé a utilizar la cloracién y los pasos de cribado del agua, lo que allané
el camino para eliminar los problemas de salud publica causados por la misma. Esta
situacion persistio hasta que a finales del siglo XX los peligros biolégicos, surgidos del mal

manejo del agua, volvieron al mundo occidental post moderno [1-3].

En la actualidad, cerca de 1.000 nifios mueren todos los dias a causa de enfermedades
diarreicas asociadas con agua potable contaminada, saneamiento deficiente o malas
practicas de higiene. En total, 748 millones de personas en todo el mundo siguen teniendo

serios problemas para acceder al agua [4].

MICROBIOLOGIA DEL AGUA

Los microorganismos acuaticos juegan un rol fundamental en lo que respecta a la calidad
del agua. En las fuentes naturales de agua podemos encontrar organismos como algas,
artrépodos, rotiferos, briozoos, protozoos, hongos y bacterias. El fito y zooplancton,
conjuntamente con los microorganismos que forman la microbiota del agua, son
importantes para mantener el balance de su sistema ecolégico. Algunas bacterias, al igual

que las algas, son fotosintéticas siendo la base de la cadena alimenticia, mientras que las
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bacterias heteroétrofas y hongos son los encargados de la descomposicion de la materia
organica. El conjunto de interacciones entre estos organismos mantiene el equilibrio del

ecosistema acuatico y es uno de los mas importantes encuanto a metabolismo y biomasa.

La presencia de las poblaciones humanas cerca de las fuentes de agua conlleva al
inminente riesgo de contaminacién y consecuente alteracién del equilibrio natural de la
microbiota presente en ella. Debido al vertimiento de aguas servidas y basura se incorporan
microorganismos exo6genos que en su mayoria son patdgenos y de origen fecal tanto

humano como animal.

La mayor parte de los patdogenos presentes en el agua son causantes de problemas
intestinales ya sean de origen bacteriano, parasitario o virico. Otros, en cambio, producen
problemas en otras partes del cuerpo como ser las meninges (meningitis), higado (hepatitis)

y el musculo del corazén (cardiopatias).

Las bacterias patégenas mas comunes que se encuentran en el agua se muestran en la
Tabla 1. Los géneros Vibrio, Salmonella, Shigella, Escherichia y Helicobacter son causantes
principalmente de enfermedades gastrointestinales. Otras causan afecciones fuera del
aparato digestivo como las bacterias del género Leptospira responsables de la enfermedad
conocida como leptospirosis o Legionella pneumophila, que causa legionellosis,
enfermedad que afecta los pulmones. Otra bacteria que no pertenece al grupo
enterobacterias y genera problemas de salud como patdégeno oportunista es Pseudomonas
aeruginosa. Este microorganismo se puede aislar tanto de las fuentes de agua superficiales
como de napas freaticas debido a su versatilidad metabdlica. Es responsable de infecciones

en vias urinarias, intestino, oido y heridas [5].

Las diarreas pueden ser causadas, ademas, por agentes patégenos como virus y parasitos
que se encuentren contaminando el agua de bebida. Los rotavirus, Criptosporidium parvum
y Giasdia lamblia son ejemplos de estos organismos. Los virus de la hepatitis Ay E, causan
problemas en el higado, mientras que el virus Coxsakie B producen infecciones del musculo
cardiaco que puede producir complicaciones y derivar, finalmente, en la necesidad de un

trasplante de este 6rgano [6].
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Debido a los riesgos microbioldégicos mencionados anteriormente, pero también a los fisicos
y quimicos, el agua destinada al consumo de la poblacion es tratada mediante procesos
que evitan los riesgos de enfermedad para las personas. Esta serie de etapas a las que
debe someterse el agua de bebida constituyen al proceso de potabilizacion que esta
fuertemente regulado en la gran mayoria de los paises del mundo [7].

Tabla 1. Caracteristicas de las enfermedades de origen bacteriano transmitidas por el agua.
Modificado de Boyd, 2015 [6].

Enfermedad Bacteria Caracteristicas
Diarrea severa, deshidratacion, diarrea acuosa con
Colera Virio cholerae calambres abdominales, nauseas, vémitos, fiebrey
Salmonellosis Salmonella sp. escalofrios.

Fatiga, jaqueca, dolor abdominal, temperatura alta.
Fiebre tifoidea Salmonella thyphi  Tiene una tasa de muerte del 4%.

Diarrea acuosa a menudo con calambres abdominales,

Gastroenteriis o Campylobacterjejuni  vémito, fiebre y escalofrios.

campylobacteriosis

Diarrea sanguinolenta, calambres abdominales, dolor
Disenteria o shigellosis Shigella sp. rectal. La especie mas virulenta, S. dysenteriae, produce
una toxina que causa sindrome urémico hemolitico.

Colitis hemorragica y Condicion severa y sistémica que afecta principalmente

Escherichia coli

sindrome urémico a niflos menores de 10 afos.
o O157:H7
hemolitico
Fiebre, infeccién renal, puede generar insuficiencia
N . renal. En ocasiones se producen hemorragias internas
Leptospirosis Leptospira spp. . © P g ’
incluyendo hemorragias pulmonares
. Neumoni fiebre al lor 4 |
Leqioneliosis Legionella d:gs outoa aguda, fiebre alta, dolor de cabeza, tos, algo
9 pneumophila puto.
Jicera pépti ancer . . lrritaciéon rforaciéon en el revestimien | 5m .
U,ce a péptica y cance Helicobacter pylori ,taco o perforacion en el revestimiento del estbmago
gastrico Cancer
. . Las infecciones pueden ser leves (externas) o
Infecciones en vias Pseudomonas - P ( . )
urinarias, oido y heridas aeruginosa producirse enfermedades graves potencialmente
’ mortales cuando afecta el interior del _organismo.

PROCESO DE POTABILIZACION DEL AGUA DE CONSUMO

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) [8] define como “agua potable de suministro publico
y agua potable de uso domiciliario a aquella que es apta para la alimentacién y uso
doméstico. La misma no debe contener sustancias o cuerpos extrafnos de origen biolégico,

organico, inorganico o radiactivo en tenores tales que resulten peligrosos para la salud.
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Debera presentar sabor agradable y ser practicamente incolora, inodora, limpida vy

transparente”.

El proceso de tratamiento de agua cuenta con los pasos detallados en la Figura 1. Esta
sucesién de pasos tiene el propdsito de eliminar los agentes contaminantes que puedan
existir en el agua ya sean de origen fisico, quimico o biolégico. El ultimo paso, el de la
desinfeccion, cumple la funcién de eliminar a los agentes biolégicos que puedan haber
guedado en el agua una vez realizados todos los procesos de eliminacion fisicos y quimicos

(determinadas desde las etapas de cribado hasta la de filtracién) [9].

El término desinfeccion se utiliza para describir al proceso de extraccién, desactivacion o
eliminacion de los microorganismos patdégenos que existen en el agua. La efectividad de la
desinfeccion depende del tiempo de contacto entre los microorganismos y el agente
desinfectante, del pH, temperatura, concentracién, naturaleza y calidad del agua a tratar, y
de los tipos de microorganismos presentes. Los agentes quimicos mas utilizados para la
desinfeccion son el cloro, el bromo, el iodo, el ozono, el permanganato de potasio, el
perdxido de hidrogeno y los iones metalicos. Las etapas anteriores como la coagulaciéon-
floculacién, sedimentacion, filtracion, son barreras fisicas que van disminuyendo la carga

microbiana. Otros métodos fisicos de desinfeccion son el calor y la radiacion UV [9].

Proceso de potabilizacion del agua

Cribado
Se eliminan los sélidos de mayor tamario

L3

Coagulacion-Floculacion
Se eliminan las particulas coloidales (olor, sabor, microorganismos)

L1

Sedimentacion
Las particulas solidas suspendidas son separadas del liquido por gravedad

4

Filtracion
Separacion de pequefias particulas y cierta cantidad de microorganismos

4

Desinfeccion
Destruccion de los microorganismos potencialmente patégenos

Figura 1. Esquema representativo del proceso convencional de potabilizacion de agua.

17



Tesis Doctoral - Microbiéloga Mariana Cristiani
INTRODUCCION GENERAL

DESINFECCION MEDIANTE CLORACION

El agente desinfectante normalmente utilizado en América Latina y en la mayoria de los
paises en desarrollo es el cloro, que continila desempefiando una funcién primordial en la
reduccion y el control de enfermedades que hoy dia siguen siendo una preocupacion en

muchos paises [10].

El cloro es un agente quimico muy versatil, se puede utilizar en forma de gas, liquido o sal

(hipoclorito de sodio). Es de facil aplicacién y manejo, ademas de presentar un bajo costo

[9].

A pesar de todos los beneficios de la aplicacién de cloro para los ciudadanos de gran parte
del mundo, en el afio 1974 se detectod por primera vez la presencia de multiples sustancias
halogenadas en el agua de bebida, como subproducto del proceso de desinfecciéon con
cloro. Hasta ese momento se creia que la cloracién era un proceso totalmente inocuo para
la salud de las personas que permitia eliminar eficientemente los microorganismos
patégenos del agua, sin efectos secundarios para la salud [11]. Los productos de la
desinfeccion (PDD) son formados por la reaccién de los desinfectantes con materia
organica, iodo y bromo [12]. Entre los productos encontrados se destaca una familia de

compuesto de carbono simple y halégeno sustituido conocido como trihalometanos (THMs).

Los THMs mas predominantes son el cloroformo y el bromodiclorometano; con frecuencia
también se encuentran el dibromoclorometano y el bromoformo. La concentracion de THMs
depende de la presencia de precursores (compuestos activos que pueden reaccionar con
el cloro), asi como de la dosis de cloro, tiempo de contacto, temperatura del aguay pH.En
estudios efectuados en animales, se ha descubierto que el cloroformo en altas dosis es
cancerigeno y que los otros THMs son mutagénicos. Se ha comprobado, ademas, que
causan dafios al higado, rifiones y sistema nervioso central [13]. En los ultimos afios se
publicaron nuevos estudios en los cuales se descubrid una asociacion entre defectos
cardiacos de nacimiento con PDD especificos. El bromoformo, acido dicloroacético, acido
tricloroacético y los cinco acidos haloacéticos regulados (HAAS5: cloro, bromo, dicloro,
dibromo y acido tricloroacético) fueron todos asociados con diferentes tipos de defectos

cardiacos de nacimiento [12,14].
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Ademas del riesgo quimico que se deriva de una mala desinfeccién con cloro existen
riesgos microbiolégicos. Pablos y col, 2011 y Liny col., 2017 , demostraron que, en el agua
potable tratada con cloro, persisten bacterias de los géneros Helicobacter pylori [15] y
Escherichia coli [16], en un estado no cultivable, pero viables y potencialmente infecciosas.
Por otra parte, existen trabajos que indican que especies de parasitos como son
Cryptosporidium spp. y Giardia lamblia atraviesan con relativa facilidad las barreras que le
impone el proceso de potabilizacion convencional (cloracion, filtracion a través de lecho
profundo, filtracién a través de carbén activado, filtracion por cartucho, suavizacion y
ozonificacion del agua). Esto ocasiona un problema de salud publica que genera una alta
tasa de morbilidad y mortalidad, debido principalmente a la ausencia de tratamiento efectivo

contra las enfermedades causadas, principalmente por especies de Cryptosporidium [17].

La potabilizacién del agua es un proceso muy importante para conservar la salud publica,
pero debe hacerse de tal forma que el mismo proceso no introduzca riesgos adicionales por
el uso inadecuado de los productos quimicos dosificados. Por lo tanto, los productos
quimicos y procesos utilizados para tal fin deben estar sometidos a constante vigilancia y

actualizacioén [18].

PROCESOS DE DESINFECCION DE AGUA ALTERNATIVOS AL CLORO

La creciente demanda de la sociedad para la descontaminacién de aguas contaminadas de
diversos origenes, materializada en regulaciones cada vez mas estrictas, ha impulsado, en
la ultima década, al desarrollo de nuevas tecnologias de purificacion. Cada vez mas
crecientemente, se esta recurriendo en los paises industrializados al uso de las llamadas
Tecnologias o Procesos Avanzados de Oxidacién (TAOs, PAOs), muy poco aplicados vy,
peor aun, menos difundidos en los paises de economias emergentes como los de América
Latina. La mayoria de las PAOs puede aplicarse a la remediacion y destoxificacion de aguas
especiales, generalmente en pequefia o mediana escala. Los métodos pueden usarse solos
o combinados entre ellos o con métodos convencionales, pudiendo ser aplicados también
a contaminantes de aire y suelos. Permiten incluso la desinfeccion por inactivacion de

bacterias y virus [19-21].
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El concepto de PAOs fue inicialmente establecido por Glaze y col., 1987. [20,22,23],
quienes los definieron como procesos que involucran la generacion y uso de especies
transitorias poderosas, principalmente el radical hidroxilo (HO¢). Este radical puede ser
generado por medios fotoquimicos (incluida la luz solar) o por otras formas de energia, y

posee alta efectividad para la oxidacién de materia organica.

Los procesos de oxidacion avanzada pueden generarse utilizando, por ejemplo, UV + H.0;

(peroxido de hidrégeno), UV + O3z (ozono) y UV + TiO2 (diéxido de titanio), entre otros.
EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS PROCESOS DESINFECCION

La efectividad germicida de los procesos de desinfeccion se puede monitorear midiendo
bacterias indicadoras usando técnicas tradicionales de recuento en placas. Desde el
comienzo de la microbiologia, se han utilizado métodos basados en cultivos para evaluar la
viabilidad. Sin embargo, las bacterias que crecen en cultivos tradicionales pueden perder
su capacidad de crecer en la superficie del agar después de la exposicidon a los agentes
desinfectantes a pesar de mantener su viabilidad y capacidad infecciosa [24,25]. En
consecuencia, los métodos estandar basados en el cultivo no pueden reflejar la eficiencia

de la desinfeccion a nivel molecular de toda la poblacién afectada.

Generalmente se acepta (pero no es una regla universal) que una célula debe estar intacta,
capaz de reproducirse y metabdlicamente activa para ser considerada viva, y diferentes
evaluaciones de viabilidad estan disefiadas para medir una o0 mas de estas propiedades,
ya sea directamente o por proxy. Estos llamados protocolos vivos / muertos tipicamente
abordan uno de los tres aspectos de la viabilidad microbiana: (1) la existencia de una
membrana celular funcional intacta, (2) la presencia de metabolismo o energia celular, o (3)
la presencia de ADN autoreplicante que se puede transcribir en ARN, que, si corresponde,
se puede traducir posteriormente en proteina [25]. En la Figura 2 se muestra un esquema
que resume las tecnologias que pueden ser aplicadas para analizar cada aspecto de

viabilidad microbiana.
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Figura 2. Resumen conceptual de técnicas para la deteccidon de los microorganismos vivos de los
muertos independientes del cultivo. Modificado de Emerson y col, 2017 [25]

Estos métodos apuntan al estudio de los principales objetivos moleculares de los
desinfectantes alternativos mas utilizados: ADN cuando se utiliza UV, membrana y
proteinas intracelulares que son el punto de ataque principal de los oxidantes (APA,
peroxidos) y de los procesos avanzados de oxidacion a través de radicales libres del
oxigeno (APA/UV, H202, O3/UV). Por lo tanto, se pueden emplear para hacer un seguimiento
a través de las biomoléculas afectadas mediante herramientas de biologia molecular. Nizri
y col. 2017 [26], utilizaron la amplificacién de genes del ADNr 16S para realizar el
seguimiento del método de desinfeccion por UV, logrando plantear una relacién directa
entre el indice de inactivacién de los microorganismos y el dafio producido al ADN. Trombert
y col. 2007 [27] pudieron determinar el dafio producido al ADN mediante la amplificacion
del mismo por REP-PCR. Muiltiples autores han utilizado técnicas que dependen de la
amplificacién del ADN (ARDRA, RAPD, gPCR, ESS, entre otras) para demostrar dafio tanto
de radiacion UVC como UVB y hasta lograr su cuantificacién [26,28-31]. La técnica
epifluorescancia y citometria de flujo proporcionan informacién acerca de la integridad de
la membrana celular al utilizar croméforos que so6lo pueden atravesar la membrana cuando

se manifiesta gran nivel de dafio [15,32,33].
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Todo lo expuesto anteriormente lleva a la realizacion de esta tesis Doctoral que se
encuentra enfocada en el hallazgo de una herramienta molecular que pueda permitir el
seguimiento del dafio a través de las biomoéculas afectadas durante proceso de
desinfeccion. Y una vez determinada dicha herramienta, proceder al manejo de los datos
obtenidos para desarrollar un analisis cinético de los procesos que se llevan a cabo a nivel
celular. Esto tiene como objetivo final, ser acoplado al recuento tradicional de
microorganismos en placa. Por lo tanto, se describen a continuacién los objetivos

planteados a tal fin, los métodos utilizados para conseguirlos y los resultados alcanzados.




OBJETIVO GENERAL

Estudiar procesos de desinfeccidn de aguas para eliminar los diferentes microorganismos
patégenos utilizando agentes oxidantes en combinacién con radiacion UV. Estudiar incluye
la cuantificacion de las alteraciones o dafios en los componentes biolégicos de los
patégenos al utilizar técnicas de biologia molecular, y modelar el sistema biolégico y

desarrollar los modelos cinéticos simplificados basados en el analisis de dafios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Desarrollar el modelado del sistema bioldgico, representando el mecanismo de
desactivacion / muerte de bacterias por medio de agentes de desinfeccion quimica

y su combinacion con radiacion UV.

=>» Aplicar los distintos procesos sobre microorganismos que ofrecen diferente nivel de

tolerancia a los agentes desinfectantes

= Cuantificar la forma y el grado en que se produce el dafio sobre los microorganismos
durante proceso de desactivacién y/o muerte a través de técnicas de biologia

molecular.

=» Realizar ensayos de toxicidad de los distintos desinfectantes con microcrustaceos u

otros indicadores de toxicidad caracteristicos de la regién litoral argentina.



CAPITULO 1:
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INTRODUCCION

RADIACION ULTRAVIOLETA

La historia de la radiacion ultravioleta (UV) comenzé cuando un farmacéutico llamado
Johann Ritter, en 1801, descubrié que el cloruro de plata se descomponia mas
eficientemente por los rayos invisibles que se encontraban mas alla del violeta en el
espectro electromagnético. A partir de 1900 la radiacion UV comenzo a tener utilizacién
clinica ya que se aplico como tratamiento contra el lupus vulgaris. En 1904 Bernard y
Morgan descubrieron que la intensidad de 250 nm era la mas efectiva contra bacterias. Ese

mismo afio se fabrico la primera lampara de vapor de mercurio en Alemania.

Desde aquellos primeros hallazgos la investigacién sobre la radiaciéon UV nunca ces6 hasta
nuestros dias, donde la aplicacién de esta radiacion se encuentra regulada e implementada

en muchos procesos de desinfeccion alrededor de todo el mundo [34].
La luz ultravioleta constituye la parte del espectro electromagnético comprendida entre las

longitudes de onda que se encuentran entre los 100 y 400 nanémetros (nm) (Figura 3).

Rayos X Ultravioleta Luz visible Infrarrojos

< > >l
> =

A

Widevaclo UV-C UVB UV-A

100 200 280 315 400 780
254 Longitud de onda (nm)

Figura 3. Esquema del espectro electromagnético donde se encuentra marcada la longitud de onda
a la que emiten las lamparas de bajo vapor de mercurio.
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Esta region esta dividida en cuatro sub-rangos relacionados con la sensibilidad de la piel
humana a la luz UV. El rango UVA (315—-400 nm) causa cambios en la piel que llevan al
bronceado. El rango UVB (280-315 nm) puede causar quemaduras solares vy
eventualmente puede inducir cancer de piel. El rango de UVC (200-280 nm) es absorbido
por el ARN, el ADN y las proteinas y puede provocar mutaciones celulares, cancer o muerte
celular. En lo que respecta a los seres humanos, la radiacion UVC debe tratarse con el
cuidado adecuado. La UVC se absorbe fuertemente en la capa superficial de las células de
la piel, la que se desprenden casi a diario. Por lo tanto, la exposicion moderada puede ser
tolerada. Sin embargo, la exposicién de los rayos UVC de los ojos es mas peligrosa porque

puede causar la formacion de cataratas [34].

LAMPARA DE BAJA PRESION DE VAPOR DE MERCURIO

Hay varios tipos de lamparas que emiten en la regiéon UV y visible (Tabla 2). Las mas
importantes para la desinfeccion UV son las lamparas de descarga de gas. Estas tienen
dos electrodos, usualmente uno en cada extremo de un tubo que contiene un gas, que
puede llevar dentro atomos de metal (por ejemplo, mercurio) o un gas raro (por ejemplo,
xenon). En tales lamparas, la emisién de luz surge de los electrones de los atomos que han
sido excitados a estados de mayor energia por los electrones de alta energia emitidos por
los electrodos. Hay varios tipos comunes de ldmparas de descarga de gas. La gran mayoria
de las lamparas utilizadas en los sistemas de desinfeccion UV son lamparas de vapor de
mercurio. En estas, la corriente eléctrica que fluye a través del plasma caliente ionizado
hace que los atomos de mercurio se eleven a estados de mayor energia o excitacion.
Cuando estos estados excitados vuelven a su estado fundamental, la luz UV es emitida
[34].

Las lamparas UV se comercializan en muchas formas, tamafios y niveles de potencia de
salida de radiacion, y pueden producir diferentes bandas espectrales de UV germicida
(Figura 4). Todas las lamparas germicidas UV produciran longitudes de onda de luz de UVC
(100-280 nm), UVB (280-320 nm), o ambas (UVC / UVB). Las longitudes de onda de UVA
(320—400 nm) no son germicidas. Actualmente se utilizan varios tipos de lamparas UV para
aplicaciones de desinfeccion, incluidas las lamparas UV de media presién (MP) estandar

que producen longitudes de onda UVC / UVB de banda ancha, lamparas UV de baja presion
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(LP) que producen longitudes de onda UVC de banda estrecha, lamparas UV de

microondas, y diodos emisores de luz (LEDs) [35].

Tabla 2. Clasificacién de lamparas UV. (modificado de Bolton y Cotton, 2011) [34]

Tioo de Rango de
P Caracteristicas longitud de Ejemplo
lampara
onda
Lamparas de . . . X
radiador de Filamento caliente (_ej. tungsteno) en 380-800 nm ITuz de lampara
un gas inerte incandescente

temperatura

Electrodos en los extremos de un Tubo fluorescente,
Lamparas de 150-800 nm lamparas de mercurio de

descarga de gas tubo cilindrico Iargo_que cont_lene baja y media presion
vapor de metal (ej. mercurio)

Diodos emisores Semiconductores en estado soélido Luces indicadoras de
- . 250-600nm . - L
de luz (LEDs) que emiten luz cuando una corriente equipamiento electrénico

pasa a través de ellos

La lampara UV es el componente principal de cualquier sistema de desinfeccion y debe
cumplir con ciertos estandares y criterios de rendimiento, y actualmente hay una serie de

pautas y estandares disponibles [35].

Figura 4. Diferentes tipos de lamparas UV (modificado de Kowalsi, 2009) [35].
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La Figura 5 presenta una comparacion de la salida espectral de las lamparas de arco de

mercurio de baja y mediana presién.

Las lamparas de arco de mercurio de baja presién usadas en la desinfeccidén de agua varian

en longitud de 35 a 163 cm y tienen un diametro entre 1.2 y 1.9 cm. Durante la fabricacién

de la lampara, se introduce el mercurio en la misma, en la forma de una sola gota (50-100

mg Hg) en una lampara de baja presion de 1.5 m [36]. Las lamparas estan disefiadas para

operar a su optima eficiencia con una temperatura de 40°C en la pared de lampara y una

potencia de arco eléctrico cercana a 0.3 W.cm? [37]. Aproximadamente 85% de la luz

emitida por una lampara de baja presion es radiacion UV resonante [36]. Las lamparas de

arco de mercurio de mediana presidén usadas en la desinfecciéon de agua varian en longitud

de 25 a 70 cm y tienen un diametro de cerca de 2.2 cm. Debido a la alta temperatura del

plasma dentro de la lampara de mediana presién, el mercurio vaporizado se encuentra en

varios estados de excitacion. El paso de estos niveles de excitacion a un nivel de energia

menor da como resultado la liberacién de luz con diferentes longitudes de onda. En

consecuencia, la salida espectral de una lampara de mediana presion consiste de

numerosos picos con un continuo de UV por debajo de 400 nm (Figura 5).

16
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200
Wavedangth, AMnm

Figura 5.Salida espectral de lamparas de arco de mercurio de baja (LP) y mediana presiéon (MP)
(modificado de Bolton y Cotton, 2008) [21]
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Si bien las lamparas de baja presion son eléctricamente mas eficientes que las lamparas

de mediana presion, estas ultimas producen una potencia UV mayor por lampara.

REACCIONES FOTOQUIMICAS

Una reaccion fotoquimica es un proceso que se inicia por la absorcién de radiacién por una
molécula. Como consecuencia, la molécula queda en un estado excitado de mayor energia
y puede transformarse en una o mas etapas en un producto o puede convertirse en un
intermediario altamente reactivo que puede participar en otras reacciones de naturaleza
térmica como sucede, por ejemplo, en las reacciones en cadena. El primer grupo de
reacciones se llaman reacciones moleculares y el segundo, reacciones de radicales libres.
A veces, la absorcion de radiacion puede ocurrir en una molécula particular pero los
cambios definitivos (en ambos tipos de mecanismos) suceden en otras, como es el caso de
las reacciones fotosensibilizadas y fotocataliticas [38].

ACCION MICROBICIDA DE LA LUZ UV

La desinfeccién de microorganismos (virus, bacterias, hongos, algas y protozoarios) por
medio de radiacion ultravioleta (UV) afecta directamente el material genético ADN y ARN
[37].

1{:{I: /\ Germicidal Effectiveness, E. coli
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Figura 6. Efectividad germicida de las lamparas de media y baja presion de mercurio sobre células
de la bacteria Escherichia coli, (modoficado de Kowalski, 2009) [35].
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En la Figura 6 se muestra el espectro de absorcion de la bacteria Escherichia coli, frente a
lamparas de media y baja presion de mercurio. En la figura, se puede observar cémo la
radiacién de la lampara a baja presién de mercurio es la que desarrolla una emision mas
cercana a la de inactivacion de la cepa estudiada [35]. La lampara de baja presion de
mercurio emite un unico pico a los 254 nm, ésta porcién del espectro UV es donde el ADN

tiene su maxima absorcion.

La dosificacién de radiacién ultravioleta requerida para destruir los microorganismos mas
comunes varia entre 6000 y 10000 yWs.cm2. Las normas para la dosificacion de UV en

diferentes paises varian entre 16000 y 38000 yWs.cm [17].

ESTRUCTURA DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

La base estructural de los acidos nucleicos son los nucleétidos, compuestos ciclicos que
contienen nitrégeno (denominados bases porque en soluciones acidas pueden combinarse
con protones) esta unido a una azucar de cinco carbonos (ribosa o desoxirribosa) que
también esta unida a un grupo fosfato. Los anillos nitrogenados de los nucleétidos son
semejantes entre si, la citosina (C), la timina (T) y el uracilo (U), reciben el nombre de
pirimidinas ya que todos derivan de un anillo de pirimidina hexagonal. Los nucleotidos
restantes, la guanina (G) y la adenina (A), conforman el grupo de las purinas, compuestas

por un segundo anillo pentamérico unido al anillo hexamérico (Figura 7).

Una cadena de ADN es un largo polimero no ramificado, compuesto unicamente por cuatro
subunidades, éstas son los desoxirribonucleétidos, que contienen las cuatro bases
nitrogenadas guanina, citosina, timina y adenina. Los nucleétidos estan unidos por enlaces
covalentes fosfodiéster entre el carbono 5° de un grupo desoxirribosa y el carbono 3°del
siguiente. El ADN esta formado por dos cadenas dispuestas en forma helicoidal donde los
grupos azucares y fosfato se alinean en el exterior, mientras que las bases se encuentran
en el centro muy cercanas una de otra. Las bases nitrogenadas del centro de la molécula
se encuentran apareadas, pirimidinas con purinas, unidas entre si mediante puentes de

hidrogeno de la siguiente manera: G-C y T-A (Figura 7.e) [39].
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Figura 7. Descripcion grafica de las moléculas que componen los nucleétidos: a. azlcares (ribosa y
desoxirribosa); b. grupo fosfato; c. bases nitrogenadas (ATGC y uracilo (U)); d. Unién fosfodiéster
que une los nucleétidos para formar la cadena de ADN; e. Esquema de una doble hélice de ADN.

DANO FOTOQUIMICO DEL ADN Y ARN

La fotoexcitaciéon UV al ADN crea bases de pirimidina fotoexcitadas y, en ultima instancia,
lesiones en la doble cadena de ADN (Figura 8). Los estudios espectroscopicos a corto plazo
y en estado estacionario han demostrado que, dependiendo de la conformacién local de las
bases de ADN entre si en la doble hélice, se producen reacciones a diferentes productos
fotoinducidos. La gran mayoria de las lesiones inducidas por los rayos UV se crean en los
sitios pirimidina-pirimidina, lo que indica que la fotoexcitacion esta algo concentrada en esas
posiciones. En condiciones estandar, la irradiacion UV conduce a la formacién de lesiones
mutagénicas de dimero de pirimidina mediante un anillo ciclobutano (CPD) y fotoproductos
de pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PP). Particularmente las lesiones mas frecuentes son las
de CPD que se forman en sitios 5'-TT-3 ', pero 5'-TC-3', 5'-CT-3 'y 5'-CC-3' también son
susceptibles a reaccionar, pero con menor €ficiencia. En todos los casos, los fotoproductos
son el resultado de una reaccion de cicloadicion [2p + 2p] que conduce a la formacién de
un anillo de ciclobutano, que representa un entrecruzamiento dentro de la cadena que
conectan dos pirimidinas apiladas (consecutivas en la misma cadena). Las lesiones de CPD
que contienen citosina son, por lo tanto, particularmente mutagénicas. Las lesiones T (CPD)
T, T(CPD) U, U (CPD) T y U (CPD) U, finaimente obtenidas son productos estables, que
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no experimentan mas reaccién. Pero si ocurre la replicacién y la parte U se empareja con
una A, da mutaciones de transicion de C a T. Cuando las lesiones 6-4 son irradiadas

nuevamente se forman los isémeros de Dewar, otro tipo de lesidbn que permanece en el
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Figura 8. Descripcidon de las lesiones fotoquimicas y caminos de reaccién inducidos por radiacion
UVC en las bases nitrogenadas. (modificado de Rastogi y col., 2010) [41].
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En resumen, la irradiacion UV del ADN conduce a la formacion de enlaces cruzados entre
las pirimidinas de las cadenas opuestas y complementarias. Todas las lesiones inclinan el
ADN en varios grados y causan una desestabilizacion local del mismo (Figura 9) [42,43].
Las lesiones poseen propiedades de emparejamiento de bases alteradas. Tipicamente
reducen o incluso bloquean la capacidad de las polimerasas para replicar y transcribir la
molécula de ADN [44] [45,46].

Figura 9. Representacion de las lesiones (en verde) que produce la radiacién UVC a la molécula de
ADN:(a) CPD; (b) 6-4PP y (c) dimero 6-4 de Dewar. (modificado de Rastogi y col 2010) [41]

DETECCION DEL DANO POR UVC CON METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Para el estudio de los procesos de desinfeccidén y control de la calidad de agua, se utiliza
tradicionalmente el recuento en placa de microorganismos cultivables. Esta técnica nos
permite monitorear la capacidad de supervivencia de los microorganismos tratados en
medios agarizados y el seguimiento de la cinética de los procesos de desinfeccion [47-49].
Pero, esta técnica, resulta inadecuada para poder observar el dafno que los agentes
utilizados provocan a las células afectadas. Ademas, se puede incurrir en una sobre o

subestimacion del fenémeno que esta ocurriendo, existen afectaciones con dafios sub-
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letales que permiten el desarrollo de las bacterias en las placas y, por lo contrario, bacterias
gue mantienen su viabilidad pero que son incapaces de reproducirse sobre la superficie de

los medios de cultivos artificiales [50].

Para superar estas desventajas, varios autores utilizan diversas metodologias de biologia
molecular como las que se detallan en la Tabla 3. Para estudiar el dafio especifico
producido hacia el ADN por la radiacion UV se recurre principalmente a las técnicas

basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Tabla 3. Varias estrategias de deteccion del dafio al ADN. (modificado de Rastogi y col, 2010) [41]

Estrategias para la deteccion del daiio al ADN Tipos de lesiones detectadas
Ensayos basados en PCR (TDPCR, LMPCR, ICPCR, Disminucion de la actividad del templado, T<>T
SINE) CPDs, 6-4PPs

Dario oxidativo al ADN y ruptura de simple y doble
Ensayo cometa cadena.

Ensayo Halo/AHA/FHA Fra.gllldad de la cromatina/ruptura de simple cadena
a nivel celular

Ensayo TUNEL Ruptura de cadena simple y doble. Apoptosis
Dafio oxidativo del ADN; CPDs, 6-4PPs y sus
respectivos dimeros balanceados de Dewar; 5-

HPLC-MS/MS hdroxi-2-deoxiuridina, 8-oxo-7,8-dihidro-2-
deoxiadenosine; 5-metilcitocsina y adenina

FISH Cromosomas con aberraciones numéricas
Aberraciones cromosémicas, intercambio de

FCM cromatides hermanas, aductos de ADN vy ruptura de

cadenas de ADN

Condensacion de la cromatina, fragmentacion del
ADN, apoptosis inducida por radiacion

CPDs, 6-4PPs y sus isémeros balanceados de

Etiquetado con anexina V

Ensayo de inmuno dot blot

Dewar.
RIA CPDs y 6-4pps

Ruptura de cadenas, bases modificadas, sitios
GC-MS basicos, entrecruzamientos de proteinas unidas a

ADN vy otros darios oxidativos hacia el ADN

FADU Rupturas en Simple/doble cadenas vy sitios labiles
alcalinos

Espectroscopia NMR Lesiones que distorsionan la doble hélice de ADN.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; TDPCR: PCR terminal transferasadependiente; LMPCR: PCR mediada por
ligacién; ICPCR: inmono-acplada; SINE: elementos cortos dispersos en el ADN; AHA: ensalo halo alcalino; FHA: ensayo
rapido de halo; TUNEL: desoxirribonucleotidil transferasa terminal mediada por el marcador de unién final de trifosfato de
desoxiuridina; HPLC-MS / MS: cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masas en tandem;
FISH: hibridacioén fluorescente in situ; FCM: citometria de flujo; RIA: radioinmunoensayo; ELISA: ensayo inmunosorbente
ligado a enzimas; GC-MS: cromatografia de gases-espectrometria de masas; RMN: espectroscopia de resonancia
magnética nuclear

34



Tesis Doctoral - Microbiéloga Mariana Cristiani
CAPITULO 1: ESTUDIO DEL PROCESO DE DESINFECCION DE AGUA CON UVC

TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA ( PCR)

La técnica conocida como reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), fue desarrollada por
Mullis en 1986 [51] y se basa en la amplificacion de millones de copias mediante la enzima
conocida como ADN polimerasa de un fragmento especifico de ADN, de tal manera que
cantidades pequefias de esta molécula pueden ser sintetizadas y copiadas fielmente para

analizarse con diferentes fines.

El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece ventajas para
su manipulacion segun lo expuesto anteriormente. Estas caracteristicas son las que hacen
posible que esta molécula de doble hélice pueda amplificarse in vitro. Sus cadenas estan
unidas entre si por enlaces puente de hidrégeno que pueden separarse y volverse a unir
mediante cambios en la temperatura, sin que la estructura base de cada cadena se vea
modificada, de esta forma la enzima polimerasa puede entrar en contacto con las hebras

para proceder a la formacion de las copias.

Otro elemento crucial para que se lleve a cabo la reaccion de amplificacion es la enzima, la
mas usada se llama Tag ADN polimerasa, que proviene de una bacteria terméfila lamada
Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de temperatura muy altas y por eso su ADN
polimerasa es capaz de soportar ese tipo de temperaturas (tiene la capacidad de ser

termoestable).

Los primers son otros elementos de la mezcla de reactivos para PCR, que se definen como
secuencias de oligonucledtidos que flanquean y delimitan la secuencia blanco que se desea
amplificar y son complementarios a ésta. Generalmente su tamafio oscila entre 15-25 pares
de bases y la cantidad de G-C no debe ser mas del 55% de la secuencia. Si no se respetan
estas reglas, existe la posibilidad de la formacion de productos inespecificos. Esto
repercutiria en el rendimiento de la reaccion, asi como en la especificidad del producto
esperado. Son dos secuencias diferentes de primers las que se utilizan en la PCR, una
denominada «forward» o sentido y otra «reward» o antisentido; ambas deben estar
disefiadas para que hibriden con el templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas

por la Taqg polimerasa en direccidon 5’-3 (como sucede endégenamente).

Los dNTP’s son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que la Taq polimerasa construye

las nuevas cadenas de ADN. Son factores cruciales que contribuyen a la especificidad de
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la reaccion, por ello es importante que su concentracion sea la adecuada ya que de lo
contrario pueden afectar la funcidén de la Taq polimerasa. Normalmente, se utilizan a una

concentracién que oscila entre 0.2 a 1.0 mM.

El buffer es la solucién amortiguadora que se usa en la reaccién y generalmente esta
compuesta de Tris-HCL (pH = 8) cuya concentracion final de trabajo debe ser 1:1. También

se usan otros buffers de composicion distinta que son facilmente comprados en el mercado.

El magnesio es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion, por
eso se debe tener una concentraciéon adecuada para que no afecte el rendimiento de la Taq

polimerasa; regularmente su concentracién oscila entre 0.5y 2.5 mM.

El ciclo de PCR esquematizado en la 10 consiste en tres etapas de variaciéon de temperatura

que se detallan a continuacion:

Desnaturalizacion: En esta etapa, las cadenas de ADN son calentadas y separadas a una
temperatura de 95°C durante 20-30 segundos; el tiempo depende de la secuencia del
templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera necesario mas tiempo para romper
sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta formado por tres enlaces,
uno mas que las bases de A-T. Ademas, depende de la velocidad en la que el termociclador
aumenta la temperatura, esto varia de acuerdo al modelo del equipo. Al final de estaetapa

tendremos las cadenas separadas que serviran como templado para el siguiente paso.

Hibridacion: En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado previamente
separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se forme el complejo
templado-primers, es importante que la temperatura de hibridacién o temperatura melting
(Tm) sea la 6ptima; ésta generalmente oscila entre 50-60°C. Si el disefio de los primers es
el correcto y la temperatura es la adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo sera

eficiente.

Extension: En esta etapa, la Taq polimerasa actua sobre el complejo templado-primers y
empieza su funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s complementarios
para crear las cadenas completas de ADN. La extension de las mismas es en direccion de
la sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La temperatura 6ptima para la reaccion es de 72°C,

ya que a esa temperatura la enzima es funcional. Al final del ciclo, se habran formado los
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amplicones con un tamafo dictado por el niumero total de pares de bases (pb) que debera

ser conocido por el investigador.

Cuando el ciclo de PCR ha terminado, para saber si la reaccion transcurrio eficientemente,
los amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa. La
electroforesis consiste en la separacion de grandes moléculas como los acidos nucleicos a
través de una matriz sélida que funciona como un filtro para separar las moléculas en un
campo eléctrico de acuerdo a su tamafo y carga eléctrica. Esta separaciéon se hace bajo
un buffer o tampdn que puede ser TAE o TBE. En el caso de los acidos nucleicos, el grupo
fosfato les proporciona la carga negativa, por lo que durante la electroforesis migran hacia
el polo positivo. Generalmente el porcentaje al que se prepara el gel es al 1.2% aunque,
dependiendo del tamafio de las moléculas, puede ser de hasta el 2%. Otro ingrediente que
se agrega al gel es un compuesto conocido como bromuro de etidio, una molécula
intercalante capaz de unirse al ADN de doble cadena. Cuando es excitado con luz UV emite
una sefial que permite la visualizacion de los amplicones en forma de bandas. Es importante
manipular con mucho cuidado este compuesto porque se sabe que es mutagénico y
teratégeno. Cuando los amplicones son corridos en el gel, éstos deben ser cargados junto
con un marcador molecular que contenga un numero determinado de segmentos de ADN
conocidos, lo que facilita la identificacion de los amplicones y si su tamafio corresponde con
el esperado. El tamafo esta dado por el nimero de pares de pases del amplicén.
Finalmente, la visualizacion del material amplificado se lleva a cabo tomando una foto digital
al gel de agarosa expuesto a luz UV, adicionalmente un procesador de imagenes se

encarga de analizar las bandas observadas [52].
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Figura 10. Esquema de la reaccion en cadena de la polimerasa con sus principales pasos:
separacion de cadenas, unién de primers u oligonucleétidos y elongacion de las cadenas hijas.
(modificado de Babesiakvazco, 2010) [53].

Algunos ejemplos de técnicas que aplican PCR para deteccion del dafio podrian ser, el
analisis de restriccion de ADN ribosémico amplificado (ARDRA), el analisis de ADN
polimérfico amplificado al azar (RAPD), el polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP), la secuenciacion de PCR de punto final del 16S rRNA y atpD, entre
otras [26, 54-57]. Algunas otras técnicas de biologia molecular, como los sitios sensibles a
la endonucleasa (ESS) y gqPCR (cuantitativo) proporcionan una alta especificidad,

sensibilidad y precision, pero requieren equipos y reactivos caros [29,30].

Una variante de la técnica de PCR se conoce como secuencia Consenso Intergénica
Repetitiva Enterobacteriana (ERIC-PCR). Las secuencias ERIC son secuencias consenso
extragénicas que se encuentran en diferentes loci dentro de un genoma. Estas secuencias
se observaron por primera vez en el genoma de la cepa bacteriana Escherichia coli, pero
estudios posteriores mostraron su presencia en Shigella sp, Salmonella sp, Yersinia sp,

Erwinia sp, Photobacterium sp, Vibrio sp, Pseudomonas sp y Bacillus sp. La amplificacién
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de ADN por PCR usando secuencias ERIC como objetivo da como resultado diferentes
tamafos de banda que producen perfiles unicos [24]. Dado que la ERIC-PCR tiene una
capacidad moderadamente alta para diferenciar cepas bacterianas estrechamente

relacionadas, este ha sido el uso mas frecuente de esta técnica [31,58-60].

DISENO DE REACTORES FOTOQUIMICOS

Los procesos que ocurren en un reactor fotoquimico a cualquier escala requieren la
utilizacion de conocimientos de distintas disciplinas, para ser realmente comprendidos. El
estudio de estos procesos desde su etapa inicial, la emisién de radiacién en forma de
fotones a partir de la fuente (solar o artificial, segun el disefio del reactor) hasta finalmente
la etapa en que la molécula de un dado contaminante es descompuesta en especies
inocuas, o se produce la inactivacién de un microorganismo. En estos estudios se aplican
conceptos vinculados a la fisica del estado solido, fisicoquimica, electroquimica vy
fendmenos de transporte. Por lo tanto, el disefio de un reactor es un procedimiento completo
que requiere ser estudiado en sus sucesivas etapas [38,61] que se describen a

continuacion:

CAMPO DE RADIACION

Para describir la velocidad de una reaccidn fotoquimica es necesario hacer la distincion
entre las etapas activadas por radiacion (iluminadas) y las etapas oscuras. Para el
tratamiento de las reacciones oscuras se puede utilizar la misma metodologia empleada en
los reactores convencionales; el principal obstaculo aparece cuando se evalua la velocidad
de la etapa de activacion. La existencia de este paso muy especifico constituye la diferencia
cinética principal (y la mas importante) entre las reacciones térmicas convencionales y las

activadas por radiacion.

La velocidad de la etapa de activacion por radiacién es proporcional a la energia util
absorbida mediante una propiedad que se ha definido como la Velocidad Local Volumétrica
de Absorcién de Fotones 6 “Local Volumetrical Rate of Photon Absorption” [62]. La LVRPA,

(e/» ) representa la cantidad de fotones absorbidos (de una determinada energia o longitud
de onda) por unidad de volumen de reaccion y unidad de tiempo. La LVRPA depende del

campo de radiacion en el espacio de reaccion; por lo tanto, es necesario conocer el campo
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de radiacién dentro del fotorreactor. La distribucion de la energia radiante no es uniforme
en el espacio debido a la cercania con la fuente de radiacién y la atenuacién producidapor
la absorcién de las especies. Por otro lado, no necesariamente es constante el campo de

radiacidn, ya que la concentracion de especies absorbentes puede variar en el tiempo.

Otros factores importantes a tener en cuenta son las propiedades fisicas y las
caracteristicas geométricas del sistema lampara-reactor. Por lo tanto, la reaccion de
iniciacion sera espacialmente dependiente, aun en el caso de ausencia de gradientes de
concentracién. Esta carencia de homogeneidad en el campo de radiacion es
intrinsecamente irreductible en reactores fotoquimicos en la practica. La evaluacién de la

LV.R.P.A. se lleva a cabo resolviendo primero la ecuacién general de transporte de
radiacidon que requiere de las ecuaciones constitutivas apropiadas para la absorcion,
emision y el scattering. El balance resultante de radiacién se aplica entonces al espaciode
reaccion donde hay absorcion unicamente (en medios homogéneos) o hay absorcion y
scattering (en medios heterogéneos), y a la lampara donde la emisién es el fenédmeno
predominante. Combinando ambos resultados uno puede obtener, de una manera directa,

el valor puntual (local) de la velocidad de absorcién de radiacion.

DEFINICION DE LA INTENSIDAD DE RADIACION

La radiacién puede considerarse a nivel macroscopico como la propagacion de fotones en
forma de rayos, caracterizados soélo por su energia y su direccion. La propiedad
fundamental asociada a la energia es la Intensidad Especifica Espectral, definida por la
Ecuaciéon 1. Es la energia de un haz de radiacién por unidad de tiempo, por unidad de
angulo solido en la direccién de propagacion, por unidad de area de superficie proyectada
segun dicha direccion y por unidad de intervalo de longitudes de onda. En fotoquimica es
conveniente expresar |, en einstein por metro cuadrado, por estéreo radian, por segundo y
por unidad de intervalo de longitud de onda. El valor de la intensidad es proporcional al
numero (o densidad) de fotones que se propagan en la direccion Q, con una energia igual

a hv.
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Para definir I, podemos considerar una superficie de tamaro diferencial (dA), que puede
ser caracterizada por su posicion (x) respecto a un sistema fijo de coordenadas y su
orientacion en el espacio mediante su vector unitario normal (n). Desde esta superficie
supongamos que se emite un haz de radiacién con direccién Q; esta direccion de
propagacion genera un diferencial de angulo sélido dQ. La direccion de propagacion y la
orientacion de la superficie forman un angulo que puede ser evaluado por el producto
escalar_Q.n = cos 6. Mediante este angulo podemos determinar el area proyectada segun
la direccion de propagacion dA’ = dA cos 6. Entonces, si dE) es la energia emitida en el
rango entre A y A+ dA, podemos definir la Intensidad Especifica Espectral Iy mediante la
Ecuacion 1. En el caso mas general, dentro de un reactor fotoquimico la radiaciéon puede
llegar a un volumen reaccionante elemental (punto material) desde todas las direcciones en
el espacio. La integracion de la Intensidad Especifica Espectral en todas las direcciones
posibles que vienen desde el espacio esférico entero de irradiacion define una propiedad
fotoquimica llamada Radiacién Incidente Espectral, Ecuacién 2. En algunos casos, tanto I»

como G pueden ser también funcidn del tiempo.

G, ®=(1,(x.Q)de
o Ec. 2

En la Ecuacion 2 se ha realizado una integracion para todas las direcciones posibles Q
dentro del espacio esférico total. Para un sistema en coordenadas esféricas localizado en
el punto de incidencia (el volumen elemental de reaccién) la radiacién incidente total es:
[2¢] son los limites de integracion que define el espacio desde el cual la radiacién arriba al
punto de incidencia. Si la radiacién arriba desde todo el espacio 41T entonces dichos limites

se extienden para© de 0 a1y para ¢ de 0 a 2.

Debe considerarse que, con la excepcion de un haz paralelo y colimado (donde un sistema
de coordenadas cartesianas es suficiente), la energia radiante que emerge de una fuente

(0 que alcanza un punto de incidencia) siempre se propaga en forma esférica. De esta
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manera, un sistema de coordenadas esféricas es el sistema natural de representacion para
la propagacion de la radiacién. Para la radiacién policromatica, debe realizarse una
integracion sobre el rango de longitudes de onda de interés (considerando las regiones de
A en que se solapan la emisién de la lampara, la transmision de la pared del reactor y el

coeficiente de absorcion de las especies que absorben radiacion).

A partir de la definicidn de la radiacién incidente se puede definir la energia absorbida, en
un volumen elemental, de acuerdo a: e? ,la Velocidad Volumétrica Local de Absorciéon de
Fotones (LVRPA), muy a menudo inapropiadamente llamada "Intensidad Absorbida". Sus
unidades son Einstein por metro cubico y por segundo, muy diferente de las que
corresponden a una Intensidad; A k es el coeficiente volumétrico espectral de absorcion,
que guarda algun tipo de relacion funcional con la concentracion de las especies

absorbentes.

De esta forma, para evaluar la LVRPA debemos conocer la Intensidad Especifica Espectral
en cada punto dentro del reactor. Su valor puede obtenerse de la ecuacion de transporte

de fotones (Ecuacion 3).

Gl (§)=J‘OI/ (’_{. g) dQ Ec.3
- ...EC.

LA ECUACION GENERAL DE TRANSPORTE DE FOTONES

La forma general de la ecuacién de conservacion de fotones, a partir de la intensidad de

radiacion caracterizada por su longitud de onda y una direccién de propagacion €2, es [38]:

MODELADO DE PROCESOS DE DESINFECCION

La primera hipotesis que podemos hacer para simplificar la ecuacion es suponer el campo
de radiacién en estado estacionario. Esta suposicidn es valida, ya que el sistema alcanza
el estado estacionario a la velocidad de la luz. Como paso siguiente, se pueden incorporar

las ecuaciones constitutivas apropiadas para modelar cada fenémeno. De esta manera un
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rayo a lo largo de su trayectoria pierde energia debido a la absorcion, que se modela con
el coeficiente de absorcion volumétrico KA que caracteriza a las especies absorbentes y
representa la fraccion de la radiacion incidente que es absorbida por la materia por unidad
de longitud a lo largo de la ruta del haz de luz. Esta ecuacion constitutiva, cuando se inserta
en la ecuacion de transporte de fotones para un medio puramente absorbente, da origen a
lo que generalmente se conoce como “Ley de Bouguer-Lambert’ para la absorcion de
radiacién en medios homogéneos. También se pierde energia debido al “out-scattering”
(pérdida de energia por “scattering”), que se modela mediante el coeficiente volumétrico de
“scattering” oA. El scattering de salida es un proceso mediante el cual la radiacion
transportada en un dado angulo soélido dQ alrededor de la direccion Q, es desviada por el

medio fuera de tal direccién o trayectoria y dispersada en todas direcciones en el espacio.

]-C] o (X) L
“Ta® 9 (1 0 Q)=- W

: + W
c o —

S —

R
Jrenre adireccion

La ganancia de energia del haz se debe a la emision interna y al “in-scattering”. La
posibilidad de que exista emisidn radiactiva varia apreciablemente entre un proceso yotro.
La mayoria de los materiales producen una emisién espontanea que depende de su
temperatura, siendo significativo a altas temperaturas (un cuerpo radiante, una llama, etc.).
En otros casos los cuerpos pueden emitir radiacién mediante la excitacién producida por
campos externos (por ejemplo: un arco de luz producido por una descarga eléctrica entre
dos electrodos, la fluorescencia generada por un campo de radiacion, etc.). El “in-scattering”
puede definirse como la contribucién de energia producida por otros rayos distintos de aquel

en que se efectua el analisis; es decir, parte de la energia dispersada en otros puntos como

consecuencia del “out-scattering”, es redistribuida e incorporada a la direccion Q. Esta
“redistribucién” de radiacién se puede modelar con la funcion de fase para “scattering”

p(X’—>Q), suponiendo “scattering” elastico (redistribucion, sin cambio de longitud de onda).
La funcién de fase p informa cuales, de todas las direcciones posibles Q , S€ incorporan a

la direccion del balance Q . La expresion para el balance de radiacién monocromatica,

teniendo en cuenta estas consideraciones es:
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Ec. 6

En el caso de un sistema homogéneo tanto el término de “in-scattering” como el de “Out-
scattering” pueden despreciarse. Ademas, si la reaccion se lleva a cabo a temperatura
ambiente la emision también se considera despreciable. La distribucién de la radiacién se
obtiene resolviendo la ecuacién de transferencia radiativa en un sistema homogéneo con
todas las consideraciones realizadas. En este trabajo en particular, las especies
absorbentes varian su concentracion a través del tiempo, por lo tanto, es necesaria una

dependencia con esta variable:

dl,, (st) . '
——K, (s.t)], 4 (s.4)=0

ds Ec. 7
La representacién paramétrica de la trayectoria del rayo esta dada por la variable s. La
Ecuacién 7 es valida para luz monocromatica y una direcciéon simple Q. La solucion de esta

Ecuacién diferencial provee el campo de intensidades de radiacion.

LA CONDICION DE CONTORNO

En las condiciones planteadas, y a efectos de resolver el balance de radiacion, se debe

conocer la condicién de contorno. Para ello, se pueden emplear distintos procedimientos.

Existen dos tipos de modelos rigurosos, que permiten el calculo de las condiciones de
contorno del espacio de reaccién, estos son: Modelo de Emision: son los que modelan la
emisién de la fuente, considerando sus caracteristicas geométricas y oOpticas. Hasta el
presente, en las aplicaciones ingenieriles de fotorreactores, las lamparas tubulares han sido
usadas casi exclusivamente. Pueden modelarse dos tipos principales de lamparas: de
emisién superficial y de emisién volumétrica. Las lamparas de emisién superficial poseen

un tubo de vidrio con un material fluorescente que recubre la pared interna del mismo. La
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radiacion UV emitida por el mercurio contenido en el tubo es absorbida por el material
fluorescente depositado sobre la superficie, el cual a su vez emite un espectro continuo de
radiacion UV y/o visible, dependiendo de la composicion del material empleado. Entre estas
lamparas se encuentran las lamparas actinicas, de luz negray las fluorescentes en general.
Si el medio existente entre la lampara y la pared del reactor es diactinico (la intensidad no
cambia con la trayectoria) a partir de la definicion de intensidad especifica espectral se
obtiene la Ecuacion 8 en funcion de la potencia de salida de la lampara s a una longitud de
onda A (fotones por segundo), r_es el radio de la lampara, L es la longitud util de la lampara,

y YR, A es un coeficiente de transmision de la pared del reactor [38].

—IL-I-:

I‘f.(e:o)=,~P;Y.=.:‘.

! Ec. 8
Las [dmparas de emision volumétrica, en cambio, producen un espectro discontinuo o de
lineas, generado por la emision del mercurio gaseoso contenido en el tubo. En este caso,
la emisidén es producida por todo el volumen de la [ampara. Estas lamparas pueden ser de
alta, media o baja presion de mercurio (por ejemplo, germicidas). También en este caso se
considera que el medio existente entre la lampara y la pared del reactor es diactinico.

Ademas, se puede aplicar la RTE a todo el volumen de la lampara, donde existe solamente
el fendmeno de emisidn representado por el coeficiente de emision de radiacion Jlf.

Siguiendo el procedimiento presentado por Cassano y col., 1995 [38], se obtiene la

ecuacién (Ecuacion 9).

. P.
I (8.0)=———Ap: (x.6.0) Y;,
0.9 he 1.09) Yoy

Ec.9

La funcidn Ap (x,0,¢) puede obtenerse como la interseccién de la ecuacion de un cilindro en
el espacio (la lampara) con la ecuacion de una recta en coordenadas esféricas (el rayo).
Resolviendo la ecuacion cuadratica resultante y reemplazando en la Ecuacion 8, se llega a

la Ecuacién 10.
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Donde P, es la potencia de salida de la ldampara a una longitud de onda A , 7, es elradio

de la lampara, L, es la longitud Util de la ldmpara, y Y, es un coeficiente de transmision

la pared del reactor.

Modelo de Incidencia: Son los que suponen una dada distribucion de la energia radiante a
la entrada del reactor, independizandose de la emision de la fuente de radiaciéon. Para
determinar experimentalmente la radiacion incidente dentro de un fotorreactor, pueden

utilizarse dos tipos de métodos:

e Fisicos: Se basan en la utilizacién de un instrumento de medicién altamente
sensitivo a la radiacion, el cual debe ser calibrado con una fuente cuya potencia de

salida y distribucidn espectral sean rigurosamente conocidas.

e Quimicos: mediante el seguimiento de una reaccién quimica producida por la
absorcién de energia radiante, cuyas caracteristicas cinéticas y propiedades 6pticas
son perfectamente conocidas, ademas de existir una expresion matematica simple

que vincule la velocidad de reaccion y la velocidad de absorcién de energia radiante.

Entre los métodos fisicos de medicion uno de los mas comunmente empleados es el
sistema compuesto por un radiébmetro y un sensor de radiacion. Este dispositivo puede
utilizarse para medidas absolutas o relativas del campo radiante en cualquier zona del
espectro dentro del rango visible-ultravioleta. La principal desventaja es que estos equipos

deben ser adecuadamente calibrados (se deben utilizar fuentes estandar de radiacion).

Los métodos quimicos brindan resultados confiables y reproducibles cuando se trata de
evaluar la radiacién incidente o la velocidad volumétrica de absorcién de fotones dentro de
un fotorreactor cualquiera sea su geometria y tamafo. Esto significa que cuando un
actindmetro es apropiadamente usado se lleva a cabo una especie de “titulacion de la luz”
en el interior del recipiente de reaccioén. El analisis de los resultados experimentales de la
reaccion del actinometro mediante un adecuado modelo permite la obtencion del valor de

la radiacion incidente en la pared.
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EXPRESION DE LA L.V.R.P. A UTILIZANDO UN MODELO DE EMISION

Para ambos modelos de lamparas mencionados en el punto anterior, es necesario conocer
los limites de integracion de las coordenadas angulares (0,¢), correspondientes al angulo
soélido que forma la fuente de radiacion con un punto de incidencia /, dentro del reactor. La

Figura 11 muestra la emision a lo largo de la direccion producida por un elemento de
volumen pequefio de la ldampara que llega al reactor a s = 5, . Teniendo en cuenta la Figura
11, la ecuacién 5 puede ser integrada a lo largo de la direccion de propagacién dada
(definida por las coordenadas 0 y ¢ ) a partir de s = s (a un punto arbitrario de laradiacion

a la entrada del reactor) en un punto de incidencia /, dentro del reactor, como se expresé

en la ecuacion (1) donde [? (9,¢,t):1;h (SR, Q,t) es la condicién limite para /, al punto de

entrada y para una direccion arbitraria Q2 .

El paso siguiente es integrar todas las posibles direcciones de irradiacion a partir del
volumen de la ldmpara de emision para el punto /, . El valor, de la radiacién incidente (Gx)

en un punto x dentro del reactor se obtiene integrando el angulo sélido de incidencia

(dQ) =sen0d0dg .

Entonces con todo lo anteriormente expuesto la ecuacién parala L.V.R.P.A. es:

L ? 9, ' ] Ec. 11

En laintegral doble, O considera el largo de la lamparay el diametro de lalampara ¢ . Los

limites de la integracion, que resultan de simples relaciones trigonométricas, estan dados

por las Ecuaciones 12 a 14 [62]:

#
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Figura 11. Modelo de emisién para una lampara tubular a lo largo de la direccion (0,¢) en un punto
In (reactor anular) (modificado de Labas y col, 2008) [63].

FACTORES QUE AFECTAN LA DESINFECCION EFICAZ CON UV

Estos factores estan relacionados principalmente con la exposicion de los contaminantes
en el aguay la transmision eficiente de radiacion UV para una inactivaciéon adecuada y son

los siguientes:

+ Calidad del agua
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* Transmision de radiacion UV

* Solidos suspendidos

+ Nivel de organicos disueltos

* Dureza total

 Condicioén de la lampara

* Limpieza del tubo de cuarzo

+ Tiempo de uso de la lampara

* Tratamiento del agua antes de aplicar radiaciéon UV

* Flujo

« Disefio del reactor

Los problemas incluyen la existencia de zonas en sombras (cuando los contaminantes
pequefios son ocultados y no reciben radiacion por otros contaminantes presentes en el

agua), incrustacion o decoloracion del tubo de cuarzo, intensidad de la lampara y flujos no

adecuados [37].

El uso de UV como método de tratamiento es seguro y no presenta riesgos de manipulacion,
el agua tratada no se altera ni en olor ni sabor, la desinfeccion es rapida, aunque requiere
de energia eléctrica para las lamparas. La radiacion ultravioleta es efectiva sobre un gran
espectro de microorganismos y no genera subproductos en su utilizacién ni al agua ni al
medio, ademas la tecnologia actual permite obtener bajos niveles de energia eléctrica en
regiones apartadas, con el uso de paneles fotovoltaicos [17]. No se necesitan tanques de
contacto; apenas algunos segundos son suficientes para la desinfeccion. El mantenimiento
es muy simple, pues necesita solamente un reemplazo anual de la [ampara y limpieza del
tubo de cuarzo de vez en cuando. Dependiendo de la calidad del agua, la limpieza puede

no ser necesaria [37].
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AVANCES EN EL DESARROLLO DE LA TECNOLOGIA UV EN DESINFECCION DE AGUA

Las aplicaciones practicas de la tecnologia UV han sido comunicadas por Blatchley, 1997

[64] sobre la desinfeccion convencional de efluentes secundarios, asi como tratamientos
especificos para reutilizar el agua y una variedad de procesos utilizados en varios paises
de Europa. La investigacion en la desinfeccién UV se continian aumentando a una tasa

sustancial en los ultimos afios.

La inactivaciéon de microorganismos por irradiacion UV ha sido estudiada bajo diferentes
condiciones experimentales. La mayoria de los estudios utilizan un aparato que emite rayo
colimado de radiaciéon sobre un recipiente (pruebas CB) a baja escala y condiciones de
laboratorio bien definidas. Un volumen de agua inoculada se irradia durante periodos
variables de tiempo bajo una lampara que emite luz UV. Otros estudios tienen sistemas de
flujo continuo (sistemas CF) en un laboratorio, en una planta piloto o demostracion de
condiciones a baja escala en las que el agua pasa a un reactor con una o mas lamparas

UV vy la radiacién y el tiempo de contacto varian con el reactor [65].

Labas y col, 2006 [66] pudieron observar utilizando fotorreactores tipo bach con una
lampara UV en el centro que siempre fue lograda una desinfeccién del 99,99% o mas, en
las concentraciones de bacterias E. coli ATCC 8739. Por lo tanto, confirmaron que la
radiacion de baja longitud de onda (A =253.7 nm)y tiempos de contacto cortos son eficaces,
en virtud de condiciones de agua clara, para la inactivacién de las bacterias en todos los
ensayos que realizaron. Estos resultados concuerdan con las afirmaciones de Tarran, 2002
[37] que dicen que la aplicacién de radiacién UV es usada principalmente como tratamiento
secundario en agua potable debido a que el contenido de sélidos suspendidos es casi cero

y el tratamiento en estas condiciones se vuelve muy eficiente.

El interés en la radiacion UV como un proceso de desinfeccion de agua aumento después
de que Clancy y col., 1998 [67] demostraron que los oocistos de Cryptosporidium parvum
fueron altamente sensibles a los rayos UV cuando el efecto sobre la infectividad se evaluo
con el modelo neonatal de raton. Desde entonces, Clancy y col. 1998 y varios otros autores
han estudiado la inactivacion de Cryptosporidium parvum y Giardia muris mediante

radiacién UV. En el caso de estos protozoarios, la ausencia de los métodos actuales de
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tratamiento resulta en un aumento de casos patologicos. Ademas de que atraviesan con
relativa facilidad los procesos de las plantas potabilizadoras (cloracion, filtracién a través de
lecho profundo, filtracion a través de carbon activado, filtracidn por cartucho, suavizaciéon y
ozonificaciéon del agua) por lo que es importante buscar alternativas para eliminarlos del
agua de bebida [17]. Johnson y col., 2005 [68] demostraron una sensibilidad UV similar para
ooquistes de C. hominis que predomina en las infecciones humanas de criptosporidiosis.
Siguiendo con esta linea de trabajo Torres-Olave y col., 2014 [17] realizaron la inactivacién
de Cryptosporidium spp. y Giardia lamblia sp. en agua mediante luz UV de bajo voltaje con
un concentrador solar casero. Los resultados que arrojaron estos experimentos fue una

desactivacion total de los ooquistes de estos parasitos tras 8 horas de exposicién.

Los datos de la literatura acumulada sobre la desinfeccion con irradiacion UV demuestran
que el proceso es eficaz contra todos los microorganismos patégenos relevantes para las

practicas actuales de agua potable [65].

OBJETIVOS

=>» Estudiar desde un enfoque novedoso, el proceso de desinfeccion de agua aplicando
radiacién UVC a dos cepas: Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa.

= Proponer una metodologia para el seguimiento del dafio generado hacia el ADN por
la radiacién en ambos microorganismos utilizados, buscando técnicas de biologia
molecular.

=>» Realizar un modelado matematico a través de la definicidén de indices y parametros
que permitan obtener una correlacion entre los datos experimentales de inactivacion

y los dafios detectados en el ADN.

MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMOS

ESCHERICHIA COLI

La cepa de Escherichia coli utilizada en este trabajo de Tesis es de la American Type
Culture Colletion (ATCC) 8739. Para clasificar los microorganismos se toma la relacién de

ADN y una variedad de caracteristicas fenotipicas (taxonomia polifasica), la cual parece ser
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el mejor enfoque para una descripcion valida de especies. E. coli pertenece al orden
Enterobacteriales y a la familia Enterebacteriaceae (Figura 12). Esta familia taxonomica
esta formada por aproximadamente 44 géneros y 176 especies diferentes. Secaracterizan
por ser bacilos Gram (-), la mayoria tiene de 7 a 10 ym de longitud. Si poseen movilidad es
a través de flagelos peritricos. No forman esporas y no son acido — rapidas. Puedencrecer
en presencia o ausencia de oxigeno. Crecen bien con peptona, extracto de carne y, por lo
general, el medio de McConkey, a excepcion de Calymmatobacterium y simbiontes de
insectos, que no se han cultivado. La mayoria crece bien a 22—-35°C. El crecimiento 6ptimo
y la capacidad bioquimica maxima de varios géneros (Yersinia, Hafnia, Xenorhabdus,
Photorhabdus y muchas Erwinias) se produce a 25-28 °C. Algunos crecen con d-glucosa
como la unica fuente de carbono y otros requieren vitaminas y / 0 aminoacidos. Poseen un
metabolismo quimioorganotréfico; y son capaces de fermentar. El gas acido y visible a
menudo se produce durante la fermentacién de d-glucosa, otros carbohidratos y alcoholes
polihidroxilicos. No son haléfilas. La mayoria son catalasa-positivas, excepto Shigella
dysenteriae O grupo 1y Xenorhabdus. La mayoria es oxidasa negativa, a excepcion de
Plesiomonas. La mayoria reduce el nitrato a nitrito, excepto Saccharobacter fermentatus y
algunas cepas de Erwinia y Yersinia. El porcentaje molar G-C del ADN es: 38-60 %. El

género representativo de esta familia es Escherichia.

La definicién de la familia circunscribe un gran grupo de microorganismos relacionados
bioquimicamente y genéticamente que muestra una heterogeneidad sustancial en su
ecologia, rango de huéspedes y potencialidad patégena para el hombre, los animales, los
insectos y las plantas. La posicion filogenética de la familia Enterobacteriaceae se
encuentra dentro de las Gammaproteobacterias. Sus vecinos mas cercanos son las familias

Alteromonadaceae, Vibrionaceae, Aeromonadaceae y Pasteurellaceae [69].

Teniendo un contexto taxonédmico del género al que pertenece la cepa en estudio, a
continuacién, se presentaran caracteristicas del género Escherichia cuyo microorganismo
representativo es E. coli. Son bacilos Gram negativos rectos, de 1.1-1.5/2.0-6.0 ym, que
se presentan solas o en pares. Si presentan movilidad es a través de flagelos peritricos.
Pueden ser aerdbicas y anaerobias facultativas que tiene un tipo de metabolismo

respiratorio y fermentativo, pero existen biotipos anaerobios. Oxidasa negativa.
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Quimioorganotrofas. Tanto el acido como el gas se forman a partir de la mayoria de los
carbohidratos fermentables, pero el i-inositol no se utiliza y el d-adonitol solo lo utiliza
Escherichia fergusonii. La lactosa es fermentada por la mayoria de las cepas de Escherichia
coli, pero la fermentacién puede retrasarse o estar ausente en Escherichia blattae,
Escherichia hermannii, Escherichia ferqgusonii y Escherichia vulneris. No crece en KCN (con
la excepcion de E. hermannii y una pequefia proporciéon de E. vulneris). Por lo general, no
producen H2S. E. coli se encuentra naturalmente en la parte inferior del intestino de
animales de sangre caliente. Su porcentaje molar de G-C es de 48 a 59%. Las pruebas
bioquimicas necesarias para distinguir E. coli de las demas de su género se mencionanen

la Tabla 4 y fueron realizadas para la identificacion de nuestra cepa de referencia [69]

— Alferococous sgaroleticus AFOTE2T1 CCRC 18135 [T)
forlae MOBSGS ATCC 13313 (M)
Esaharichia coli XBOT25 ATCC 11775
IS 2 ke verr N SOEET ATCC 13311 (T)
| " Calymmaiohactarim grontiomalls AF010253
| Kiebsislie praumoniae X87 275 DSM 30104 (T)
Enterobacter cloacae AJ2591469 ATCC 13047 (T)
" Lsclercis adecsrboxyfata AJ2TE383
“ Pontoes sggiomarpne ABDO4BE1 ATCC 27155 (T)
1 = Cifrobecler freunds AX233408 ATCC 8090 (T)
H__ Kiuyvera ascorbate AF178560 COC 0640474 (T)
- Tansmalia ptyseos AJ233437 DSM 6000 (T)
— - Erwiria amylovera Z98088 LMG 2024 (T)
Cedeces davisae AF492976 DSM 4566 (T)
—  Raoutiella planticola X332 15 DEM 3068 (T)
~ Semala marcescens AJ233431 DSM 30421 (T)
Butfiauxoilia agrestis AJ2Z33400 ATCC 33320 (T)
| [ Rahnella aguatits AJ233426 DEM 4504 (T)

EwingsNa amerfeana XB8848 NCPPE 3805
Yarainia pestis XT5274 ATCC 19428 (T)
T Hafnia afvei M38155 ATCC 13337 (T}
Obasumbncenium proteus AJ233422 DBM 2777 (T)
Samsonia erythrinae AF273037 CFBP 5236 (T)

Paclobasterium carctovorum subso carofoverum Z96089 LMG 2404 (T)
= Pragla fontium AJ233424 DEM 5563 (T)
= wminoreile grimonti AJ233421 DSM 5078 (T)

| Budvidla aquatica AJ233407 ATCC 35567 (T)
| [ .| MArsenophonys nason/ae M30BO1 ATCC 48151 (T)
i | — *Candidaius Phiomobaster fraganae” UB1516
Providencia alcalfacians AJIU1GBS ATCC 9868 (T)
| Proteus vulgens AJ233425 DSM 30118
—— Momganella morgend AJ301681 ATCC 25830 (T)
Bhotorbabdus luminescars NB2248 DSM 3368 (T)
Xenorhabdus nematophiius D78003 ATCC 19061 (T)
Plasiomonas shigeloides M5S158 ATCC 14028 (T)
1—— Edwardsiela farda ABOS0827 ATCC 15047 (T)
[ Broanenia salicis UBUZ10 ATCC 167712 (T)
Sodalis glossinidius MOZOED
Buchnera aphidicola MU3246

0.05

Figura 12. Dendograma de la familia Enterobactereace a la cual pertenece la especie de Escherichia
coli ATCC 8739 utilizada en este trabajo (modificado de Bergey y col., 1957) [69].
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En la Figura 13 se muestra el desarrollo de la cepa de E. coli ATCC 8739 en superficie de
agar Eosina Azul de Metileno (EMB), donde muestra un desarrollo tipico oscuro y verde
metalizado producido por el bajo pH de la fermentacion de la lactosa y su correspondiente
tincion de Gram que muestra su comportamiento tipico Gram (-), ademas de sumorfologia
representada por bacilos cortos que se encuentran de a pares.

Tabla 4. Pruebas bioquimicas para diferenciar cinco tipos de especies de género Escherichia.
(modificado de Bergey y col., 1957) [69].

Test E. coli E. coli (metabolically inacdve sirains) E. blatlar E. ferpusomu E. Kermannii E. tulnenis
Indole - [+1 - 4 " _
Citrdte, Simmons = - d [—] . -
Lysine decarboxylise - d E ¥ _d [+]
Ornithine decarboxylase d [-] + b b L
Moiliey 4 - s ™ ! n 4
KCN, growih - - = - + (-1
Malonate nilization - - + d - [+]
D-Glucose, gas { - 1 } b 4
Avid production from:
p-Adonitol - - = 4 = =
pArabitol - ~ : } =
Cellobiose - - - | + 4
Dulciiol d d = d E=1 =
Lactose + [=] - | d [
n-Mannicol +: - = + n 4
Melibiose [+1] d = s 4
p-Sorbitol - d = 5 . -
Mucate ‘ d d - b [+]
Aveware utilizatdon + d = + (4] d
Yellow pigmentation - - = = + d

D compiled from references Farmer (1999), Cowan’ e al. (1995), Hole ecal. (1994), and Richard (1989), Reacdons for mdole for B ferpusonil and melibiose for £
cali differ slightly in these references. The redcdons listed in this mble are supporied by our own unpublished daia.

hovmbels — . 0-10% positve; [ =], 11-25% posivive: d. 26-755% positive: | 4], T80 positive;

Prelayed posidve-in approximately a fifth of E kermannii srains.

"Delaved positive in @ third of £. kemmannii soains.

7% of E. dattas sraing will become modle afer incubadon of more than 2 d.

"Delaved positive in approximately owo thirds of K ferpuson and £ tuinens sirains,

Antes de proceder a las corridas de inactivacion en el reactor fotoquimico, se caracterizo el
crecimiento de la cepa empleada para determinar el tiempo de incubacién adecuado del
inéculo inicial. El ensayo consistié en la incubacién de un erlenmeyer con 150 ml de Caldo
Nutritivo estéril, al cual se le colocd un in6culo de la cepa a estudiar y se monitore6 cada
dos horas mediante siembras en superficie en agar EMB para el recuento de
microorganismos viables. Tanto el caldo como las placas fueron incubados en estufa a 37°C
durante 65 h y 24 h, respectivamente. De esta forma, tras los recuentos de las placas que
tenian entre 30 y 300 colonias se representaron graficamente los resultados en la Figura
14. La curva de crecimiento es una curva tipica que manifiesta a sus comienzos una fase

lag de 4 horas aproximadamente, que es seguida de una fase exponencial que dura 16

+, BO-100F, posidve: Resulis are for 48 h incubadon at 367 + 17C.
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horas para luego entrar en fase estacionaria a las 20 h de comenzada la incubacién el
microorganismo. Es por ello que se eligié las 20 h de incubacion para realizar los cultivos

para los ensayos de inactivacién ya que en ese tiempo no hay mas reproduccion, las células

son jévenes y se encuentran en su numero mas alto.

(b)
Figura 13. Imagenes de la cepa de Escherichia coli ATCC 8739 en (a) superficie de agar EMB y (b)
luego de la tincién con la técnica de Gram.
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Figura 14. Curva de crecimiento para Escherichia coli ATTC 8739 representada como el logaritmo
decimal de los recuentos de colonias en placa (Log (C)) vs el tiempo transcurrido en horas.
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PSEUDOMONAS AERUGINOSA

La cepa de Pseudomonas aeruginosa con la que trabajamos fue la ATCC 15442, este
microorganismo pertenece al orden taxonémico Pseudomonadales, que a su vez contiene
a las familias Pseudomonadaceae (Figura 15) y Moraxellaceae. Sus miembros
sonquimioorganotrofos, con metabolismo respiratorio aerdbico. La mayoria son moviles
mediante flagelos. Azomonas spp. y Azotobacter spp. fijan nitrogeno, Azotobacter spp.
forma quistes y Moraxella spp. habita en la mucosa de los animales y el hombre. El género

modelo es Pseudomonas.

El género Pseudomonas esta integrado por bacterias en forma de bacilos rectos o
ligeramente curvados, pero no helicoidales, que miden 0.5—-1.0 /1.5—- 5.0 ym. La mayoria de
las especies no acumulan granulos de polihidroxibutirato. No producen protesis y no estan
rodeadas de vainas. No se conocen etapas de reposo. Son Gram (-), méviles por uno o
varios flagelos polares; raramente no movil. En algunas especies también se pueden formar
flagelos laterales de onda corta. Son microorganismos aerobicos, que tienen un tipo de
metabolismo estrictamente oxigénico; en algunos casos, el nitrato se puede usar como un
receptor de electrones alternativo, permitiendo que el crecimiento ocurra anaerébicamente.
La mayoria, si no todas, las especies no crecen en condiciones acidas (pH 4.5 o inferior).
La mayoria de las especies no requieren factores de crecimiento organicos. Pueden ser
oxidasa positiva o0 negativa y catalasa positiva. Tienen metabolismo quimioorganotroéfico.
Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. Algunas especies son patdégenas
para humanos, animales o plantas. El contenido de G-C promedio varia entre 58-69%. El

microorganismo representativo de este género es Pseudomonas aeruginosa [69].

En algunos de los habitats, las cepas de especies de Pseudomonas pueden representar
una minoria de la flora microbiana; sin embargo, ciertas condiciones (un pH cercano a la
neutralidad, materia organica en solucién, una temperatura en el rango mesofilico, un buen
suministro de oxigeno disuelto) junto con una capacidad de crecimiento rapido en ausencia
de factores organicos complejos pueden favorecer su predominio. Incluso en medios con
un contenido extremadamente bajo de nutrientes, las Pseudomonas se multiplican

ocasionalmente en gran medida. P. aeruginosa se ha encontrado capaz de crecer a




Tesis Doctoral - Microbiéloga Mariana Cristiani
CAPITULO 1: ESTUDIO DEL PROCESO DE DESINFECCION DE AGUA CON UVC

expensas de las impurezas menores presentes en el agua destilada del hospital. Las cepas
de muchas especies son ubicuas, y los datos de aislamiento a menudo arrojan poca luz
sobre su ecologia. Cuando se trata de organismos de tal versatilidad, las conclusiones

ecoldgicas son particularmente dificiles de extraer.

En la Tabla 5 se expresan las pruebas bioquimicas que se utilizan para distinguir a
Pseudomonas aeruginosa de otras especies cercanas de Pseudomonas. En este trabajo
se realizaron las pruebas bioquimicas pertinentes a nuestra cepa de P. aeruginosa ATCC
15442 para confirmar su pureza e identidad. Ademas se realizd la tincion de Gram y se

corroboro su crecimiento en medio sélido Cetrimide (Figura 16) [69].

Para poder ajustar el tiempo de cultivo del indculo inicial se hizo una curva de crecimiento
de la cepa en estudio. Este ensayo consistio en inocular un erlenmeyer con 150 ml de Caldo
Nutritivo con la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, se incub6 a 37°Cdurante
52 horas y se tomaron muestras para controlar el crecimiento. Cada muestra fue sembrada,
luego de hacer las diluciones seriadas pertinentes para cada tiempo, en la superficie de
placas de agar Cetrimide e incubadas a 37°C durante 24 horas. El resultado del recuento
se expresa en la grafica de la Figura 17. La curva de crecimiento obtenida presenta la forma
tipica de una curva de crecimiento bacteriano, con una fase lag muy corta (2 h
aproximadamente). Seguida de la fase exponencial que se extendié hasta las 19 h de cultivo
aproximadamente y por ultimo el comienzo de la fase estacionaria hasta las 48 horas de
cultivo que terminé con la aparicion de una incipiente fase de muerte. Teniendo en cuenta
todo esto se eligio trabajar con una incubacién a 20 h, debido que es el comienzo de la fase
estacionaria donde las cepas no envejecieron aun, estan en su maximo numero y no se

replican mas.
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Figura 15. Arbol filogenético de especies del género Pseudomonas generado a partir de las
secuencias 16 s rADN (modificado de Bergey y col., 1957) [69]
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Tabla 5. Caracteristicas que diferencian Pseudomonas aeruginosa, P. balearica, P. stutzeriy P.
putida (modificado de Bergey y col., 1957) [69].

Characteristdcs F. aeruginosa B balearica F putida P stuizeri
Type of colony:

Smooth + +

Wrinkled + +
Number of flagella 1 1 =1 1
Hydrolysis af:

Gelatin + = - —

Starch == + — +
Utilization of:

Maltose = + d +

Xylose = + d —

v-Aminobutyrate - - d d

Malate d + - +

Suberate d = = d

Mannitol + = = d

Ethylene glycol = = - +
Denitrification + H == o
Growih al:

43°C + + - d

46°C == + = d
Growth in media with 8.5% NaCl = + — —
Fatty acid conlent (%)

i 0.8 471 =5 0.28-1.72

Cio oo 1.2 3.8 Traces 0.32-1.45
Mol% G + C of the DNA 67 64.1-64.4 60.7-62.5 60.9-64.9

“For symbols see standard definidons. Data from Bennasar e al. (1996) and Stanier et al. (1966).

(b)

Figura 16. Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 en (a) desarrollando en medio de cultivo sélido
Cetrimide y (b) tincién de Gram.
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Figura 17. Curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442,

ACTIVACION DE LOS INOCULOS BACTERIANOS

Para llevar a cabo los ensayos de inactivacion se utilizaron la cepa de Escherichia coli
ATCC 8739 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442.

Para la reactivacion de las mismas fue colocado el liofilizado en Caldo Nutritivo y se cultivo
durante 20 h a 37°C. Tras el tiempo de incubacién se hicieron placas con medio sélido EMB
y Cetrimide, respectivamente, y se realizaron siembras en estrias por agotamiento para
comprobar su pureza. Tras un tiempo de incubacion de 24 h a 37°C, estas placas se

conservaron a 4°C para ser utilizadas en las corridas experimentales.

REACTIVOS

Durante los ensayos experimentales se utilizaron los siguientes reactivos que se detallan:
Caldo nutritivo (triptona 10 gL-1; extracto de carne 5 gL-1, cloruro de sodio 5 gL-1); EMB
(eosina azul de metileno) (Peptona 10 glL-1, sacarosa 5 gL-1, lactosa 5 gL-1 , fosfato
dipotasico 2 gL-1, eosina 0.4 gL-1, azul de metileno 0.065 gL-1, agar 13.5 gL-1) (Biokar);
Agar Cetrimide (digestion de gelatina pancreatica 20 gL-1, cetrimide 0.3 gL-1,cloruro de
magnesio 1.4 gL-1, sulfato de potasio 10 gL-1, agar 13.6 gL-1) (Biokar); Agua de peptona
(Peptona de carne 10 gL-1, cloruro de sodio 5 gL-1, fosfato basico de sodio 3.57 gL-1,
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hidrogeno fosfato de potasio 1,5 gL-') (Biokar); Cloruro de Sodio (Cicarelli), para el cultivo y

recuento bacteriano.

Para los ensayos de ERIC-PCR se utilizaron: GoTaq Green Master Mix (Promega), TAE 40
x (Promega), Agarosa (Biodynamics), Bromuro de Etidio (Promega) y primers especificos
ERIC (1R: 5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’); 2: (5°-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"), marcadores de tamafio molecular para ADN 1 kilo
base (kb) Quick-Load® Purple (New EnglandBioLabs Inc.) y 100 Marker (Biodynamics
S.R.L.).

DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

En la Figura 18 se muestra un esquema del dispositivo experimental empleado que consto
de un reactor batch, anular, mezcla perfecta. El reactor esta compuesto por un tanque
reservorio de acrilico de 2000 ml de volumen con camisa refrigerante. Con un radio interno
de 2.2 cm y un radio externo de 7 cm. La temperatura se mantuvo constante a 20°C
utilizando un bario termostatico (HAAKE). El reactor posee un sistema de agitacién orbital
mecanico. Las conexiones entre los elementos del sistema estan hechas con mangueras
de silicona. Durante las corridas experimentales el dispositivo fue irradiado con una lampara
tubular Philips TUV (15 W), baja presion de vapor de mercurio (emisién a 253.7 nm). La
misma se encuentra en el espacio anular del reactor, separada del liquido por un tubo

concéntrico de cuarzo.

CORRIDAS EXPERIMENTALES

PREPARACON DEL INOCULO INICIAL

Los ensayos de inactivaciéon consistieron en colocar un cultivo de E. coli ATCC 8739 o P.
aeruginosa ATCC 15442 dentro del reactor con una concentracion aproximada de 107
unidades formadoras de colonias (UFC) por ml. Esta concentracion de microorganismos se
logro centrifugando dos cultivos de esta cepa desarrollados durante 20 h a 37 °C en 150 ml
de Caldo Nutritivo. Luego del periodo de incubacion se procedié a la concentracion del
inéculo mediante dos centrifugaciones de 15 minutos cada una a 3500 rpm, descartando el
sobrenadante entre cada centrifugacion. Al finalizar, se resuspendio el pellet en 3 ml de

solucién fisiologica estéril (agua destilada estéril con 0,9% de cloruro de sodio). Un mililitro
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se utilizé para verificar el nimero de bacterias viables haciendo diluciones seriadas en agua
de peptona bufferada y luego, se sembro en la superficie de placas de medio agarizado
EMB o Cetrimide segun el microorganismo utilizado. Los 2 ml restantes se introdujeron en

el reactor para realizar los ensayos de inactivacién.

Medicién de Lampara LIV
temperatura Entrada de muestra

Camisa
refrigerante

Reactor

Salida
anular

dela

muestra /— \

Bano Termostatico

&

Agitacion
orbital

Figura 18. Fotografia y esquema del reactor empleado.

ENSAYOS CON UV

Para llevar a cabo los ensayos, se utilizaron tres niveles de radiacién incidente sobre la
pared interna del reactor, mediante la utilizacién de mallas de acero inoxidable dispuestas
sobre la lampara auspiciando como filtros de densidad neutra. Se trabajé con la lampara
sin filtro (100% de radiacion) que equivale a 10.5 mW.cm?, con un filtro con una
transmitancia del 40% que equivale a 4.2 m\W.cm= y un filtro con una transmitancia de 20%
que equivale a 2.1 mW.cm=2. Los valores de radiacién incidente fueron obtenidos mediante
mediciones actinométricas [58]. La solucién de trabajo fue solucion fisiolégica estéril (agua

destilada estéril con 0,9% de cloruro de sodio).
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TOMA DE MUESTRA

Una vez introducido el microorganismo en el reactor se encendié la agitacidn mecanica para
que la muestra se homogenice en todo el volumen de trabajo. Una vez que ocurri esto, se
procedid6 a la toma de muestra del tiempo cero sin exposicién a radiacién (lampara
apagada). A continuacion, se encendié la lampara junto con el crondmetro y se tomaron
muestras continuas en frasco color caramelo en los tiempos detallados a continuacion: 6,
12, 18, 24, 30, 40 y 60 segundos. Los ensayos fueron hechos por triplicado siendo para

todas las condiciones y microorganismos se procedié de la misma forma.

RECUENTO DE MICROORGANISMOS VIABLES

Con las muestras tomadas a distintos tiempos se realiz6 el recuento de colonias viables en
agar EMB y Cetrimide, segun la cepa. Para ello se tomé un mililitro de cada muestra y se
realizaron diluciones seriadas en agua peptonada bufferada, para sembrar luego 100 uL en
la superficie de las placas. Las mismas fueron incubadas invertidas durante 24 h a 37°C

para luego proceder al conteo de las colonias formadas.

MODELADO CINETICO DE REACTORES

Un modelo cinético que represente en forma matematica la velocidad de reaccion de un
proceso quimico o fotoquimico es un requisito indispensable para disefiar un
reactor/fotorreactor. Es comun encontrar en la literatura expresiones de tipo global que, mas
alla de su utilidad fenomenolégica, no son facilmente extrapolables a cualquier otro tipo de
reactor (geometria, tamafo, fuente, etc.) para llevar a cabo el disefio 0 cambio de escala
[70]. Por esta razoén la expresion debe tener desagregadas las dependencias con todas las
variables representativas del proceso (concentraciones, pH, etc.) y del dispositivo
(geometria, lampara, reflector, etc.), estas ultimas expresadas a través de la adecuada
valoracién de la LVRPA (fotorreaccién). Concretamente, se busca una expresién con

validez puntual e independiente del recinto de reaccion (cinética intrinseca).

MODELOS CINETICOS DE DESINFECCION

Un modelo cinético de desinfeccion, en esta tesis, desinfeccion de aguas, es una
idealizacion simplificada de un proceso complejo en que participan diferentes fenémenos

quimicos, biolégicos e hidraulicos. Con él se consigue obtener una expresién matematica
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que facilita el disefio adecuado de un sistema de desinfeccién. En la Tabla 6 se encuentran

expresados de forma breve los modelos mas utilizados junto con sus ecuaciones cinéticas.

INDICE DE INACTIVACION (lINAC)

A partir del recuento bacteriano, puede determinarse como parametro de la eficiencia del

proceso un indice de nivel de inactivacion:

INAC = - Log(C/Co) Ec.15

Donde la Cqrepresenta la concentracién inicial de microorganismos y C) la concentracion
a un tiempo determinado. Este parametro determina cuantos érdenes ha descendido la
concentracién de bacterias a un tiempo dado. El parametro es tradicionalmente utilizado y
deriva de la solucién de una expresién cinética de primer orden con respecto a la

concentracién de microorganismos, como la cinética de Chick y Watson [71,72].

ANALISIS MOLECULAR

REACCION DE ERIC-PCR

Para realizar el analisis molecular se seleccionaron las muestras tomadas a distintos
tiempos. Para obtener la cantidad necesaria de ADN para las amplificaciones, las muestras
fueron concentradas en microtubos de 1,5 ml mediante una serie de centrifugaciones de 10
minutos a 15000 rpm en una microcentrigufa DragonLab® D2010 plus. Tras la ultima
centrifugacién de la serie, el sobrenadante fue descartado y se agregé a cada microtubo
100 pl de agua destilada estéril con el objetivo de resuspender el pellet celular obtenido.
Las muestras fueron incubadas luego, en un bafio de agua a 100°C durante 10 minutos.
Cumplido este tiempo de incubacion, se realizé una ultima centrifugacién (15000 rpm por
10 minutos) y el sobrenadante conteniendo el ADN total (extraido) fue transferido a un

microtubo estéril para medir su concentracion espectrofotométricamente a 260/280 nm.

Una vez determinada la masa de ADN presente en las muestras se procedié a realizar la
ERIC-PCR. Se tomaron microtubos de 200 ul y se les coloco: 9 ul de agua libre de
nucleasas (MiliQ Promega Biodynamics); 12,5 yl de GoTaq Green MMix (Promega

Biodynamics), concentracién final 1X; 1 ul MixPrimers (Forward/ Reverse), eoncentraciéon
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final 0,4 uM y 2,5 ul de la muestra de ADN, completando un volumen final de reaccion de
25 ul [28].

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador (Eppendorf AG, Hamburg, Germany),
con un ciclo inicial de 5 minutos a 95°C; seguido de 29 ciclos con las siguientes variaciones
de temperatura: 30 segundos a 90°C, 1 minuto a 40°C, 8 minutos a 65°C. Por ultimo, un
ciclo de elongacion de 16 minutos a 65°C. Al finalizar los ciclos de amplificacion se
realizaron las correspondientes electroforesis en geles de agarosa al 1,5 % con bromuro de
etidio (1 pl.mI") que fueron registrados bajo iluminacién con luz UV y analizados con el
software libre ImageJ/FIJI (NHI, USA).

CALCULO DEL INDICE DE DANO DEL DNA (IDADN)

A partir de las fotografias de los geles de agarosa, mediante el software ImageJ/FlJI, se
obtuvieron las densitometrias de los fragmentos amplificados para producir informacion
semi-cuantitativa del proceso. Para ello se calcul6 el area debajo de los picos generados
para cada banda del patron de ERIC y se expresaron como el total de areas obtenidas por
muestra. El dafo producido al ADN reduce su capacidad de ser amplificado, por lo tanto,
las muestras con mayor nivel de dafo sufriran una menor amplificacion que se reflejara en
una disminucién del area total. A fin de hacer mas evidente la cinética de las posibles
alteraciones en el DNA luego de someter las muestras a una fuente de radiacién UV a

diferentes tiempos, definimos para este trabajo un indice de dafio al ADN (IDADN) como:

IDADN = - Log (AT/ATo) Ec. 16

Donde AT «y/ATo es la relacion del area total de la calle del gel correspondiente a un tiempo
dado, con el area total inicial a tiempo cero. Definiendo AT como la sumatoria de todas las
areas de las bandas de ADN amplificadas para un tiempo t de muestreo y AT, como la
sumatoria de las areas de las bandas de ADN obtenidas tras la amplificaciéon por ERIC-

PCR en el tiempo cero del experimento antes de encender la lampara UV.




Tabla 6.Breve descripcion de los principales modelos cinéticos y presentacion de sus ecuaciones finales.

Nombre del Modelo

Descripcion

Ecuacion final

Citas

Chick

Chick-Watson

La ley de Chick expresa la velocidad de inactivacién de microorganismos mediante una expresion
correspondiente a una reacciéon quimica de primer orden. La expresiéon es valida bajo las siguientes
condiciones: poblacion homogénea de microorganismos (cultivo puro); reactores de flujo pistén o
sistemas «batch» de mezcla completa; distribucion homogénea de desinfectante; concentracion de
desinfectante constante a lo largo del tiempo La constante k es valida para una determinada
concentracién de desinfectante.

Este modelo relaciona la constante de inactivacién (k) con la concentracion de desinfectante. Donde n
es el término del coeficiente de dilucion y k” es independiente de la concentracion de desinfectante, y
teniendo en cuenta la ecuacion, también es independiente de la concentracion de microorganismos.

[71,73]

[72]

Collins y Selleck

El propésito del modelo es graficar los microorganismos sobrevivientes (N/No) versus el producto de la
concentracion y tiempo (Ct) y no versus el tiempo solo.

[74]

Hom

Desarroll6 una formulacion cinética flexible y empirica para la velocidad de inactivacion basada en la
modificaciéon del modelo de Chick-Watson.

[75]

Modificacion al
moledelo de Hom (Cho
y col., 2003)

Propusieron una modificacion del modelo de Hom original que puede simplificarse en la siguiente
ecuacioén cuando la concentracion de desinfectante permanece constante: Los parametros del modelo
hacen posible el ajuste de los datos de desinfeccion con curvas que presentan tres regiones diferentes
correspondientes a un “hombro” inicial, una zona de desinfeccién lineal y una “cola” final.

Log Nﬂ =k, [1 -exp(-k 2t)]k3

0

[76]

Severin

cinética de segundo
orden

En la cinética de segundo orden de mezclado, la velocidad de inactivacion es también de primer orden
con respecto a la densidad de organismos sobrevivientes. Cuando se quiere representar en graficas
semi logaritmicas la fraccion de sobrevivientes versus exposiciéon UV, las curvas de inactivacién en
sistemas batch son lineales.

2|2
i

[77,78]

Severin

Cinética Multi-target

Se ha utilizado para describir la resistencia inicial de los microorganismos a la inactivaciéon UV. En el
desarrollo de este modelo, se asume que una particula contiene un numero finito, n, de targets o
blancos criticos discretos, cada uno de los cuales debe ser previamente atacado para lograr la
inactivacion total de una “particula”. Una particula puede representar un organismo con n. targets
criticos o un grupo de organismos que posee un total de n, targets.

N
No

1-(1-107)"

[78,79]

Geeraerd

Considera los efectos del hombro y la cola. En esta ecuacion N es la concentraciéon microbiana de
una subpoblacion especifica, mas resistente o que aparece como resultado de artefactos
experimentales (UFC o UFP / ml), k es el maximo constante de tasa de inactivacion de componentes

criticos, dada como la pendiente de la parte lineal (cm?/ mJ), y tes la longitud del hombro (mJ / cm?),
que se puede obtener dividiendo el valor de la interseccién en y de la parte lineal con la k.

Nt

No

=10 "(1

N'_~) 104
No )\ 15 (1050

Nr
0% ) "N [80]
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RELACION ENTRE INDICES: SUSCEPTIBILIDAD DEL ADN

Se puede definir la relacién entre ambos indices como

__IDADN
© IINAC Ec.17

El analisis de este parametro a priori, puede hacerse de la siguiente manera, para alcanzar
un determinado nivel de inactivacion, establece cuanto cambio en el ADN requieren las
bacterias. De esta manera puede decirse que es un factor que determina la sensibilidad o
susceptibilidad del ADN frente al ataque del agente desinfectante durante el tratamiento de

inactivacion. Es importante aclarar que no es la sensibilidad del microorganismo.

Con respecto a su valor, si este parametro es bajo, implica que, a pesar de sufrir pocos
cambios en el ADN, se llega a un alto nivel de inactivacion. Un valor muy bajo, implicaria
que: (i) la inactivacidon no se produce necesariamente por cambios en el ADN, o (ii) se
necesitan pequefios cambios en el ADN para que se produzca la inactivacién. Las dos
alternativas indicarian que pueden existir otros targets de ataque hacia el microorganismo
por parte del agente desinfectante. El mal uso de este parametro puede llevar a analisis
erréneos, por lo que debe utilizarse con precaucién. Su empleo seria muy util, enprincipio,
para comparar la sensibilidad del ADN de microorganismos similares (ataque a target
similares) frente a un mismo tratamiento, o por otro lado determinar la sensibilidad del ADN
para un mismo microorganismo utilizando distintos tratamientos (pondria en evidencia la

existencia de posibles puntos de ataque diferentes).

Si cada uno de los indices depende del nivel de radiacién utilizado, esto no significa que,
desde el punto de vista cinético, ambos indices tengan la misma dependencia. De tener la
misma dependencia implicaria que el parametro ¢ (sigma) es independiente practicamente
del nivel de radiacion (por lo menos en el rango de intensidades utilizadas en los ensayos).
En estos casos, la utilidad de este parametro es de suma importancia y de una novedosa

aplicacion practica, como se vera mas adelante.

ANALISIS ESTADISTICO

Los recuentos bacterianos de los ensayos de inactivacion, realizados por triplicado para

cada condicion de trabajo, fueron estudiados utilizando analisis de varianza (ANOVA) con
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el paquete de software estadistico Minitab 18. Los resultados se consideraron

estadisticamente significativos cuando los valores de P fueron inferiores a 0.05.

Se calculé la varianza de las areas obtenidas de los geles de agarosa por densitometria
realizada previamente con el programa ImageJ/FIJl. Tomamos los valores de area
calculados para todas las bandas (desde 2000 a 150 pb) y comparamos el cambio que se
produjo a través del tiempo de inactivacién, para cada una de ellas, incluyendo el valor en
el tiempo cero (sin radiacion UVC). Este procedimiento fue realizado para todas las
condiciones de radiacién y los patrones de bandas generados para ambas cepas en
estudio, mediante la opcion de analisis de estadisticas basicas que provee el programa
Minitab 18.

RESULTADOS Y DISCUSION

INACTIVACION DE ESCHERICHIA COLI

Para el analisis de resultados, se realiz6 el recuento de las placas de Petri que contenian
entre 30-300 Unidades Formadoras de Colonias (UFC) y se grafico el cambio en la
concentracion bacteriana de E. coli (log (C/Co)) en funcién del tiempo (s). En la Figura 19

se muestran los resultados obtenidos.

La Figura 19 muestra los ensayos experimentales utilizando radiaciéon UV a distintas
intensidades (20, 40 y 100%). Se observa una diferencia significativa de los recuentos a
partir de los 12 segundos de exposicién a UV con una unidad logaritmica de diferencia entre
cada tratamiento (P<0.05). La mayor diferencia se encuentra comparando las condiciones
de 100 y 40% de radiacion, respecto a la condicion de 20% de radiacién, al menos entre
los 6 y 40 segundos de tratamiento. Respecto al analisis del comportamiento de las curvas,
se observé que utilizando el 100% de radiacion UV, el comportamiento es practicamente
lineal en sus inicios (hasta los 30 segundos) y luego se manifiesta la presencia de una
“cola”. Para las curvas obtenidas utilizando el 40 y 20% de radiacion en los primeros 6
segundos se observa ademas un hombro. Se cree que la fase del hombro esta asociada
con mecanismos de reparacién del ADN, o que podria surgir del requisito de varios golpes
(sitios de dario del ADN) antes de que un microorganismo se inactive [77]. La formacion de
la “cola” se puede explicar considerando que las células que fueron afectadas en los

primeros segundos de reaccién (células no cultivables) quedan suspendidas en el medio,




Tesis Doctoral de Microbiéloga Mariana Cristiani
CAPITULO 1: ESTUDIO DEL PROCESO DE DESINFECCION DE AGUA CON UVC

comportandose como material en suspensién que sigue absorbiendo fotones. El resultado
de esto es, por lo tanto, un enmascaramiento de las pocas células que aun permanecen
cultivables reduciéndose la eficiencia de la desinfeccion y provocando el cambio en la
pendiente de la curva. Este fendbmeno se hace evidente por el hecho de trabajar en
condiciones de alta concentracién de microorganismos (en el orden de 107 UFC/ml). Este
tipo de comportamiento o forma de la curva de inactivacion con cola fue observada en
distintos trabajos cuando existe la presencia de material suspendido en el efluente o agua
a tratar [48,81-84]. Otras explicaciones para la presencia de las colas en las curvas de
inactivacion podrian ser el fendmeno de golpes multiples y la existencia de diferentes tipos

de células bacterianas mas resistentes (poblacion heterogénea) [85].
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Figura 19. Inactivacion de E. coli con las tres intensidades de radiacién UVC utilizadas

ANALISIS DEL DANO AL ADN DE ESCHERICHIA COLI

En la Figura 20 se muestran resultados representativos de las electroforesis en gel de
agarosa. Alli se pueden observar los perfiles de bandas de las muestras analizadas tras la

utilizacion de una lampara UV germicida con distintos niveles de radiacion.

Cualitativamente, para todas las intensidades de fotones usadas (Figura 20) se observo
una modificacién del patron de bandas de la ERIC-PCR, en funcién del tiempo de

exposicion. Esta modificacion se manifesté como la desaparicion de las bandas mayoresa
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900 pb en todos los casos. Ademas, se pudo observar que las bandas de tamafio menor a
900 pb se comportaron de manera diferente ya que sufrieron alteraciones en sus

densidades oépticas a lo largo del tratamiento, pero nunca dejaron de revelarse en el gel.

Cuando se utilizé la lampara con el 100% de radiacion se tardaron sélo 12 segundos para
que las bandas de mayor tamafio dejaran de revelarse en el gel (con excepcién de la de
900 pb). En cambio, para obtener el mismo resultado con 40 y 20% de radiacién se tuvo
que irradiar el microorganismo durante 40 y 60 segundos respectivamente. Otros autores
utilizando diferentes técnicas como qPCR, RADP-PCR, REP-PCR y PCR punto final,
llegaron a obtener similares resultados trabajando con radiacion UV, donde el dafio se
manifesté en las bandas de mayor tamafio molecular y las mas pequefias permanecieron
inalteradas durante el proceso. Ademas de llegar a la conclusion comun de que la falta de
visualizacién de las bandas en los geles de agarosa esta directamente relacionado con la

inhibicién de la amplificacion del ADN por parte de la enzima TAq polimerasa [26,54-57].

ANALISIS DE RESULTADOS PARA ESCHERICHIA COLI

CALCULO DEL INDICE DE DANO AL ADN (IDADN)

Se realizaron densitometrias de las bandas de los geles de agarosa con el patréon de ERIC-
PCR utilizando programa ImageJ/F1JI (Figura 21). El empleo de esta herramienta nos brind6
la posibilidad de poder obtener datos cuantitativos (area densitométrica de las bandas
generadas), con los cuales se desarrollaron todos los analisis matematicos que se detallan

a lo largo de esta tesis respecto al dafio del ADN bacteriano.

Con los resultados obtenidos en los geles de agarosa, luego de la obtencidn de las areas
correspondientes, fue realizado el calculo de varianza (Tabla 7) utilizando el programa
Minitab18 con el objetivo de realizar un analisis exploratorio del comportamiento de las
bandas obtenidas de la ERIC-PCR. Esto permitiria relacionar el dafio producido al ADN con

el proceso de inactivacién bacteriana.

Los resultados indican que las bandas que mas variacién sufrieron a nivel global fueron las
de 900 y 1500 pb, coincidentemente con lo obtenido por Nirzi y col., 2017 [26] quienes
encontraron la misma variacion en este par de bandas al trabajar con una cepa de E. coli.
A fin de explorar comportamientos de las bandas, se realizaron graficas para cada nivelde

radiacion utilizado, que muestran la variacién de las areas de las bandas obtenidas de las
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fotografias de los geles de agarosa luego de la amplificacién por ERIC-PCR a través del
tiempo durante el ensayo de inactivacién. En la Figura 22 se muestran las mencionadas
evoluciones, para la corrida utilizando el 100% de radiacion.
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Figura 20. Imagenes de las electroforesis en geles de agarosa al 1,5% para los perfiles de ERIC-
PCR de la cepa de Escherichia coli ATCC 8739 luego de ser expuesta a las tres intensidades de
radiacion UVC. M1 y M2 son los marcadores de tamafio molecular. Los nimeros sobre las calles
indican los tiempos, en segundos, a los cuales fueron tomadas las muestras.
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Tabla 7.Varianzas de las areas de cada banda del patron de ERIC-PCR obtenido del ADN de E. coli,
en el tiempo para los tres niveles de radiaciéon empleados.

Niveles de Varianza de las areas de cada banda (x10%)

Radiaciéon _ 300 pb 400 pb 800 pb 900 pb  1000pb 1200 pb 1500 pb 2000 pb
100% 4.40 27.57 4.47 51.44 6.62 12.29 32.59 29.04
40% 242 4.00 0.30 40.88 7.87 8.10 41.49 55.94
20% 0.09 3.82 0.92 30.53 4.41 3.69 212.88 0.39

El analisis evidencia dos tipos de comportamientos, las bandas de mas de 900 pb tienen
un comportamiento similar, donde sus areas disminuyen con el tiempo de tratamiento,
mientras que para las bandas de 300 y 400 pb se observé un comportamiento totalmente
distinto. En los primeros segundos de tratamiento, se puede apreciar claramente como hay
un aumento del area de estas bandas pequefias, para luego mantenerse practicamenteen
un mismo valor. Esto implica que, de tener que seleccionar bandas para el seguimiento del
dafo, las bandas mayores a 900 pb son las mas indicadas para cumplir este objetivo,

confirmando el resultado obtenido empleando el estadistico de varianza.

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, fue realizada una comparacioén de
los indices de niveles de inactivacion (INAC) definido en la ecuacion 15, con los indices de
nivel de dafo (IDADN) definido en la ecuacién 16, a lo largo del proceso de desinfeccion

para cada condicion estudiada (Figura 23).

Se procedioé entonces a obtener una relacién entre el dafio aparente en el ADN (reflejado
en los cambios de los valores de densidad éptica relativa de los productos de amplificacion
por ERIC-PCR) y la inhibicién en el crecimiento bacteriano (mediante recuento en placa)

durante el tratamiento con UVC.

Se puede observar claramente que existe una correlacion directa entre los indices de nivel
de inactivacion y el nivel de dafo presentando el mismo comportamiento, permitiendo
establecer una relacién directa entre el descenso del numero células cultivables y la
variacion en las areas de las bandas de ADN. El comportamiento aqui presentado guarda
relacién con lo observado por Nizri y col. 2017 [26], quienes propusieron la amplificacion de
dos fragmentos del gen rRNA 16S (uno de 900 y otro de 1500 pb) para verificar in situ la
eficacia de un sistema de tratamiento de aguas basado en UV. Como resultado de la

amplificacion de estos dos fragmentos llegaron a la conclusién de que existia una relacion
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lineal entre el dafio producido al ADN y la inactivacion de los microorganismos, lo cual
expresaron como un factor de dafio relacionando ambos parametros a través del concepto
de dosis. Oguma y col., 2001 [29] por su parte, también pudieron lograr, mediante la
implementacion de la técnica de ESS (ensayo de endonucleasa de sitio especifico sensible)
que corta la molécula donde se encuentran los dimeros de pirimidina, una relacion lineal

entre la formacion de dimeros de timina y la inactivacion de los microorganismos.

Como paso siguiente, se representa en la Figura 24 la relacion entre los indices de dafo

(IDADN) y el nivel de inactivacion (IINAC), para cada nivel de radiacién utilizado.

Se puede observar la existencia de una relacién lineal entre el nivel de dafio (IDADN) y el
nivel de inactivacion (IINAC). Las pendientes de las rectas de ajuste representan los valores
del parametro sigma (). Por otro lado, se observa que, para los tres niveles de radiacion,
el valor de ¢ es practicamente el mismo (las tres rectas se superponen casi en su totalidad).
Los valores de ¢ estan en el rango de 0.0556-0.0592, con una diferencia del 6.5%. Esto nos
permite asumir que la relacion entre los indices, es decir el parametro sigma, es
independiente al nivel de radiacion (para el rango de radiacién utilizado). En la Figura 25 se

representa la recta de ajuste global.

Finalmente, se obtiene la siguiente relacion entre los indices de dafio (IDADN) y el nivel de
inactivacion (IINAC):

IDADN= (0.0568)* INAC Ec.18
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Figura 21. Densitometria generada con el programa ImageJ/FIJI, a partir de los geles de agarosa
con el patron de amplificacion de ERIC-PCR para la cepa de E. coli luego de los tratamientos con
UVC. Los nimeros indican los tiempos de muestreo en segundos.
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Figura 22. Evolucioén del area de las bandas obtenidas de las fotografias de los geles de agarosa
luego de la amplificaciéon por ERIC-PCR del ADN de E. coli durante el tiempo de exposicién a100%
de radiacion UVC.

Segun la recopilacion de datos hasta el momento no hay antecedentes en la obtencion de
la correlacién entre la inactivacidn bacteriana y el dafio sufrido en el ADN utilizando la
técnica ERIC-PCR. Esta estrategia de analisis del darfio sobre el DNA se podria presentar
como una alternativa mas practica a los tradicionales y laboriosos métodos de cultivo. Por
otra parte, una ventaja adicional de la ERIC-PCR es que no es necesario seleccionar
secuencias o genes especificos para evaluar el dafio. Esta técnica ofrece un panorama
global sobre el dafio al ADN bacteriano producido por la incidencia de la radiacion UV sobre
el mismo, ya que ésta influye de manera masiva y dafia a la molécula en todos los sitios
blancos disponibles a lo largo de ella (principalmente las bases pirimidinicas) [26]. Es por
este motivo que, al realizar el estudio sobre la variacion total de las areas obtenidas para
cada tiempo de muestreo, la regresion lineal resultante es muy confiable (siendo el valor de
R cercano a 0.9168). Ademas, las bandas de menor peso molecular que fueron detectadas
como no representativas del efecto a la exposicién a la radiacién, podrian funcionar como
un control interno de la amplificacién del ADN presente en la muestra. Lo que confirmaria,
de esta manera, que la inhibicién de la amplificacion del ADN se debe sélo al dafio

estructural producido por la radiacién y no a la falta de ADN molde.
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Figura 23. Evolucion del indice de inactivacion (IINAC) y del indice de dafio (IDADN) para la cepa
de E. coli, a través del tiempo de exposicion a UVC para: a.100, b. 40 y c. 20 % de radiacion.
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Figura 24. Grafica de correlacion [INAC vs IDADN para E. coli
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Figura 25. Se representa la recta de ajuste global incluyendo los resultados de todas las corridas
realizadas para E. coli.
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INACTIVACION DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

La Figura 26 muestra el cambio en la concentracién bacteriana de P. aeruginosa (log (C/Co))

en funcion del tiempo (s) utilizando radiacién UVC a tres intensidades, 20, 40 y 100%.

El analisis de varianza (ANOVA) que se realiz6 a los recuentos de microorganismos viables
obtenidos, arrojé diferencias no significativas entre los grupos de datos de los tres
tratamientos empleados, siendo P>0.05 en todos los casos. Esto indica que si bien se
observa una disminucion de la eficiencia de la desinfeccion a medida que disminuye la
intensidad de radiacion, esta variacion es minima, revelando una alta sensibilidad de este
microorganismo al agente fisico desinfectante. Similares resultados fueron obtenidos por
Zhang y col., 2015 [86] y SuB vy col., 2009 [56], que obtuvieron una mayor eficiencia del
tratamiento con radiacion UV para cepas de P. aeruginosa frente a las de Enterococcus

faeciumy E. coli.
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Figura 26. Curvas de inactivacion para P. aeruginosa para las tres intensidades de radiacion UVC
utilizadas.

Las curvas de inactivacién exhiben un comportamiento lineal en sus inicios, hasta los 10-
20 segundos, y luego se observa la tendencia a la formacion de una “cola” para las tres
intensidades estudiadas. La formacion de una “cola” se puede explicar considerando que
las células que fueron afectadas en los primeros segundos de reaccion (células no

cultivables) quedan suspendidas en el medio, comportandose como material en suspension
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que sigue absorbiendo fotones. El resultado de esto, por lo tanto, es un posible
enmascaramiento de las pocas células que aun permanecen cultivables dificultando asi la
llegada de fotones a las mismas, reduciéndose la eficiencia de la desinfeccién y provocando
el cambio en la pendiente de la curva. MiLee y col., 2015 [81] y Gehr y col., 2003 [82],
comprobaron que la eficiencia de la desinfeccidon con radiacion UV disminuy6é con el
aumento de material suspendido en efluentes a medida que trascurrieron los cambios de
estacion. Estudios previos demuestran una disminucién logaritmica similar a la obtenida
para tratamientos de desinfeccion con UVC [83,86]. Ademas, la presencia de la “cola” se
puede explicar debido a bacterias individuales resistentes dentro de la poblacion estudiada
o también debido a que el agente desinfectante debe dafar cierta cantidad de veces al

microorganismo para que el dafio sea consecuencia de pérdida de viabilidad [85].

ANALISIS DEL DANO AL ADN DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

En la Figura 27 se muestran resultados representativos de las electroforesis en gel de
agarosa de las amplificaciones por ERIC-PCR para P. aureoginosa, tras ser expuestas a

tres niveles de radiacion UV germicida (100, 40 y 20%).

Cualitativamente, para todas las intensidades de fotones usadas (Figura 27) se observé
una modificacion del patron de bandas de la ERIC-PCR, en funcién del tiempo de
exposicion. Esta modificacion, que manifiesta el dafio producido hacia el ADN, se expresa
como una disminucion de la eficiencia de la PCR. La desaparicién total de las bandas de
tamario mayor a 500 pb cuando la radiacién fue del 100% se manifestd a los 40 segundos.
Cuando se utilizé6 el 40 y 20% de radiacién, las bandas de mayor peso molecular
continuaron amplificandose a tiempos mas prolongados de exposicion. Estos resultados
coinciden con los de otros autores que observaron que el efecto de la radiacién UVC se
manifiesta principalmente en la desaparicion de las bandas de mayor longitud y que este

fendmeno esta fuertemente asociado al proceso de desinfeccién [26,54-57].

Ademas, se puede observar que para esta cepa ocurre otro fenémeno, la apariciéon de
bandas de tamafio molecular menor a 300 pb a medida que se incrementa el tiempo de
exposicion a la radiacion. Este fenémeno se hace mas evidente cuando es aplicado el 40%
de radiacién y sucede al mismo tiempo que las bandas de mayor longitud de pares de bases

pierden intensidad al avanzar el tratamiento en el tiempo.
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Figura 27. Imagenes de los geles de agarosa con los perfiles de ERIC-PCR para P. aeruginosa
luego de ser expuestas a las tres intensidades de radiaciéon UVC. M1 es el marcador de tamafio
molecular. Los numeros sobre las calles indican los tiempos, en segundos, a los cuales fueron
tomadas las muestras.

ANALISIS DE RESULTADOS PARA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

CALCULO DEL INDICE DE DANO AL ADN (IDADN)

Para poder comenzar un analisis semicuantitativo, se tomaron las imagenes de los geles
de agarosa y se calcularon las varianzas de las areas de los fragmentos de ADN
amplificados. Esto se realizé mediante analisis densitométrico con el programa ImageJ/FIJI
(Figura 28). El resultado de este analisis fue volcado en la Tabla 8, aqui se puede observar

cémo las bandas de ADN que mas varian son las de 900, 1000 y 1100 pb, que a su vez
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son las de mayor tamario para nuestra cepa de P. aeruginosa. Estos valores coinciden con
lo reportado por Nizri y col, 2017 [26] que encontraron que la banda de 900 pb era la mas
adecuada para el seguimiento de la desinfeccion con UVC, en la cepa de Pseudomonas

con la que trabajaron, ya que variaba acorde al proceso de desinfeccion.

Por otro lado, cuando se us6 100y 40 % de radiacion se observo también una gran variacion
de la banda mas pequeina conformada por 150 pb, que no fue amplificada en los geles de
20% de radiacion.

Tabla 8. Varianzas de las areas de cada banda del patron de ERIC-PCR de P. aeruginosa durante
el tiempo de exposicién, para los tres niveles de radiacion empleados.

Niveles Varianza de las areas de
de cada banda (x10-%) (pb)

Radiacion 150 200 300 450 500 600 700 900 1000 1100

100% 118,89 60,49 79,47 213,31 422,26 33 0,69 246,37 307,06 697,61

40% 162,31 506,41 467,69 244,38 34,85 13,98 6,15 | 484,21 550,4 934,82

20% 50,02 128,15 40,53 47,32 0,14 0,91 | 142,53 133,56 423,74

En la Figura 29 se puede observar cémo varian las areas de las bandas del gel de agarosa
que se obtuvo luego de irradiar la cepa con el 100% de radiacidon. Mediante esta grafica
pudimos confirmar lo obtenido del andlisis de las varianzas (Tabla 8). Notamos tres
comportamientos diferentes: a) las bandas de mayor tamario molecular (1100, 1000 y 900
pb) disminuyen en su densidad 6ptica a medida que transcurre el proceso de desinfeccion
hasta los 24 segundos donde ya no se desarrollan en el gel; b) por otro lado ocurre el
fenédmeno contrario para las bandas de 150 y 200 pb debido a que comienzan a revelarse
en el gel a los 24 segundos del proceso de inactivacién y desde ese punto aumentan sus
areas hasta el final del tratamiento y ¢) un grupo de bandas de peso molecular intermedio
(450, 500, 600 y 700 pb) que varian en sus areas a lo largo del proceso con tendencia a
disminuir a medida que avanza el tiempo, pero de una forma que parece no acompafar

directamente al proceso de desinfeccion que se lleva adelante.
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Figura 28. Densitometria generada con el programa ImagedJ/FIJI, a partir de los geles de agarosa
con el patron de amplificacion de ERIC-PCR para la cepa de P. aeruginosa luego de los tratamientos
con UVC. Los numeros indican los tiempos de muestreo en segundos.
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Como se menciono, y se puede observar en la Figura 29 existe un entrecruzamiento de los
valores de las areas de las bandas de los grupos a y b a los 24 segundos de tratamiento.
Este fendmeno puede ser un indicio de que las bandas que aparecen en el gel de tamario
moleculares mas bajos (150 y 200 pb), correspondan a porciones amplificadas mas
pequenas de las bandas de mayor longitud que estan siendo dafiadas. Otra explicacién
podria ser que los fragmentos que aparecen a los 24 segundos no pudieron ser revelados
anteriormente en el gel, ya que el material para su aplicacion era utilizado para amplificar
las bandas de mayor tamafio que se encontrarian en mayor cantidad y consumirian mas
materiales para su amplificacion, dejando rezagados estos fragmentos menos frecuentes y

mas cortos.

Para continuar con el analisis de lo que ocurre cuando P. aeruginosa es irradiada con UVC,
se procedié a graficar el Indice de Inactivacion (IINAC) y el Indice de Dafio al ADN (IDADN)
vs el tiempo (Figura 30). En primer lugar se procedié de igual manera que para la cepa de
E. coli en la Figura 23. Al obtener estas graficas se notd que el nivel de dafio manifestado
no correspondia con el INAC, sino que era mucho mas bajo para los tratamientos de 40 y
20% de radiacién. SuB y col, 2009 [56] concluyeron en su trabajo de deteccion del dafio al
ADN con gPCR en cepas de P. aureoginosa tratadas con UVC, que la manifestacién del
dafio en las tres bandas que eligeron para trabajar (100, 500 y 900 pb) no reflejaba el grado

de inactivacion bacteriana sino que fue menor.
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Figura 29. Evolucion del area de las bandas obtenidas de las fotografias de los geles de agarosa
luego de la amplificacion por ERIC-PCR del ADN de P. aeruginosa a lo largo del tiempo de exposicion
a 100% de radiacion UV.
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Figura 30. Evolucion del indice de inactivacion (IINAC) y del indice de dafio (IDADN) a través del
tiempo de exposicion a UV-C de P. aeruginosa para: a.100%, b. 40% y c. 20% de radiacion.
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Siguiendo con el analisis se procede de igual manera que con E. coli, se relacionan los dos

indices en la Figura 31 para los distintos niveles de radiaciéon ensayados.

De la figura se observa la existencia de la relacién lineal entre los indices, para cada nivel
de radiacion. Las pendientes de las rectas de ajuste representan los valores del parametro

sigma, manteniendo la relacion: IDADN= ¢ x [INAC.

Por otro lado, puede observarse que la pendiente (sigma) depende del nivel de radiacion
aplicado. A medida que se aumenta el nivel de radiacion, la pendiente es mayor. En este
caso no puede determinarse un unico valor de sigma, como para la E. coli. En la Tabla 9 se

sintetizan los resultados obtenidos.
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Figura 31. Gréfica de correlaciones entre los IINACI vs IDADN para P. aeruginosa




Tesis Doctoral de Microbiéloga Mariana Cristiani
CAPITULO 1: ESTUDIO DEL PROCESO DE DESINFECCION DE AGUA CON UVC

Tabla 9. Datos del parametro ¢ obtenido para P. aeruginosa en cada nivel de radiacion.

Nivel de Radiacion (W/cm?) (sigma) (pendiente)
0.0105 (100%) 0.0340
0.0042 (40%) 0.0193
0.0021 (20%) 0.0127

Para analizar la dependencia de sigma con el nivel de radiacion se propone una funcién de

potencia:
g:g'x(Gw)y Ec.18
Esta expresion puede ser linealizada de la siguiente forma:

log(g) =log(g") + v xlog(Gw ) Ec.19

En la Figura 32 se representan los puntos experimentales y la recta de ajuste a partir de la

linealizacion.

y =0.6122x-0.2578
2=1.0000

log (sigma)

2.9 2.4 -1.9 -1.4
log (Gw)

Figura 32.Reprentacion de la funcionalidad que existe en los valores ¢ y el nivel de radiacion (Gw)
para P. aeruginosa.
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Se realiza el ajuste lineal, obteniendo finalmente una expresion mas completa de la relacion

entre indices:
IDADN=[ 0.5523x%(Gw)%6122]x [INAC Ec.20

Como conclusién puede afirmarse que el grado de inactivacion bacteriana es alto para los
niveles de dosis utilizados y practicamente es independiente de la concentracién de fotones
que se utilice. Por otro lado puede afirmarse que la cepa de P. aeruginosa utilizada en estos
ensayos es altamente sensible al ataque de los fotones UV ya que el poco dafio que se
produce al ADN induce un alto grado de inactivacion bacteriana. Ademas, se pudo
comprobar que para este microorganismo el nivel de dafio al ADN depende de la
concentracion de fotones que se utilice y es por eso que la suceptibilidad del ADN varia

segun el nivel de radiacién utilizado.

ANALISIS COMPARATIVO ENTRE ESCHERICHIA. COLI'Y PSEUDOMONAS AERUGINOSA

A pesar de que las cepas de P. aeruoginosay E. coli comparten muchas caracteristicas
biolégicas como ser bacilos cortos Gram (-), catalasa positiva, porcentaje de GC semejante,
y pertenecer a la misma clase taxonémica (Gammaprotobacterias); su reaccién ante los
agentes desinfectantes es particular en cada unay por ello es necesario realizar un analisis

comparativo de los resultados obtenidos de las secciones anteriores.

Si analizamos lo que ocurre a los 18 segundos (189 W.cm -2 de dosis UV) de exposicion a
100% de radiacion (Tabla 10), se logré una disminucion de 4 unidades logaritmicas a este
tiempo (IINAC=4) para ambas cepas en estudio. En cambio, cuando se observa lo que
ocurre a medida que la intensidad de fotones disminuye, se puede notar que para E. coli va
aumentando el tiempo de inactivacion 6 segundos por cada filtro de radiacién agregado,
mientras que para P. aeruginosa, el efecto de la disminucidn de la intensidad de radiacion
es minimo. Este analisis indica que P. aeruginosa es mas sensible a la radiacion UV que E.
coliya que al disminuir la intensidad de radiacion la cepa sigue siendo fuertemente afectada
por la misma. Este comportamiento seria similar al demostrado por Zhang y col, 2015 [86]
que obtuvo tras sus ensayos, una mayor eficiencia en la desinfeccién para P. aeruginosa

que para E. coli .
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Tabla 10. Tiempo en segundos que tomé cada cepa estudiada para alcanzar los 4 log de
inactivacion tras los tratamientos con radiacion UVC.

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
Experimento
100% 40% 20% 100% 40% 20%
Tiempo para alcanzar los 4 log 18 24 30 18 22 24

de inactivacion (segundos)

Con respecto a las formas de las curvas de inactivacion obtenidas, solo se aprecia una
forma sigmoidal (hombro, caida lineal y cola) en los tratamientos donde se utilizd E. coli con
el 40 y 20% de radiaciéon. En las demas condiciones no se observé hombro, pero si una
caia lineal en los primeros segundos y luego la aparicion de una “cola”. Rattanakul y Oguma,
2018 [87] obtuvieron curvas sigmoidales para cepas de E. coli y P. aeruginosa trabajando
con lamparas de baja presion de mercurio con concentraciones de microorganismos
iniciales semejantes a las empleadas en este trabajo, pero cuando utilizaron UV-LEDs, de
longitudes de onda mayores (265 a 300 nm) sus curvas se linealizaron. Pudieron modelar
todas sus curvas, ya sea sigmoidales o lineales con el modelo de Geeraerd que se adapto
a todos los resultados que obtuvieron. El modelo de Geeraerd fue aplicado por estos
autores ya que parecia ser adecuado para sus resultados porque, no solo utiliza un enfoque
determinista basado en el ajuste, sino que también esta respaldado por mecanismos
biolégicos de fondo, como posibles factores que afectan el hombro (agrupacién de
microorganismos, recuperacion del dafio por su capacidad de resintesis, o diferencias en
los componentes criticos) y colas (existencia de subpoblacion resistente, y la resistencia
adaptada) [80,87].

En cuanto al dafio ocurrido en el ADN mediante la irradiacion con UVC de los
microorganismos estudiados, se puede decir que existe un comportamiento comun y que
define el fendbmeno de desinfeccion. Las bandas de mayor tamafio molecular obtenidas con
la técnica de ERIC-PCR van desapareciendo como consecuencia de la inhibicion de la
progresién de la enzima Taq polimerasa, cuando ésta se encuentra con porciones dafiadas
del ADN bacteriano. Esto ocurre en ambas cepas y concuerda con estudios realizados por
multiples autores [26,29,30,54-57]. Pero también existen diferencias entre los
microorganismos utilizados para este trabajo respecto a su reaccion al ataque mediante
radiacion UV. Escherichia coli, posee un comportamiento mas simple, sus bandas de ADN
de mayor tamafio van disminuyendo en intensidad y cantidad a medida que el proceso

avanza en el tiempo. Su perfil de ERIC muestra dos comportamientos principales el

88
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mencionado anteriormente en el cual las bandas mas largas se van perdiendo, y otro en el
cual las bandas de menor peso molecular sufren alteraciones, pero permanecen
desarrollandose en el gel hasta el final del ensayo. Ademas, el dafio provocado a su ADN
es independiente a la intensidad de fotones empleada. Si lo comparamos con el
comportamiento de las bandas obtenidas para Pseudomonas aeruginosa, ésta posee un
grupo de bandas con un comportamiento diferente opuesto a las de mayor tamafo. Las
bandas de 150 y 200 pb aparecen en el gel luego de cierto tiempo de irradiacion (24
segundos cuando se aplicé 100% de radiacién) y van aumentado su intensidad éptica a
medida que avanza el tiempo de exposicion. Las lesiones que ocurren en su ADN estan
estrechamente ligadas a la cantidad de fotones que llegan a las células. Este fendmeno
marca una diferencia clara con la cepa de E. coli, dando la pauta de que cada
microorganismo, por mas semejantes que parezcan sus estructuras celulares reaccionan
de manera Unica hacia el proceso de desinfeccién a nivel molecular y global. Un estudio
individual de los microorganismos, como este, puede contribuir a desarrollar métodos mas

eficientes tanto de desinfeccion como de control del proceso para el futuro.

Tras el manejo de los resultados obtenidos de los geles de agarosa se establecidé un
parametro al cual se lo denominé como ¢ que representa la sensibilidad del ADN frente a
la radiacion UV. Este parametro esta representado en la pendiente que forma el grafico de
correlacién entre el IINAC y el IDAND. Cuando este parametro se determiné para E. coli,
se pudo obtener que el ADN de ésta bacteria es insensible a la variacién de fotones, ya que
¢ se muestra como un parametro independiente del nivel de radiacion. En cambio, si
observamos los resultados para P. aeruginosa se puede notar como el parametro ¢ debe
ser afectado necesariamente por el nivel de radiacién, ya que, al manifestarse poco dafo
al ADN, se induce un alto descenso del numero de microorganismos cultivables. Este
desfasaje entre el IDADN y el IINAC, nos indica que la cepa es sensible a la radiacion, pero
su ADN no lo es en la misma medida. Este hecho deriva en la posible existencia de un
target celular diferente al ADN que estaria influyendo en la inactivacion de las células

bacterianas.
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CONCLUSION PARCIAL

A modo de conclusién de este capitulo se puede decir que la desinfeccion UVC es
altamente eficiente para las cepas de E. coli y P. aeruginosa habiéndose obtenido un
99.99% de desinfeccion a cortos tiempos de contacto. P. aeruginosa es mas sensible al

tratamiento con el 20 y 40% de la radiacion respecto a E. coli.

En cuanto al ADN se puede decir que la técnica de ERIC-PCR fue adecuada y eficiente
para lograr la deteccion del dafio en ambas cepas y que éste se detectdé mediante el
comportamiento de las bandas formadas durante el tiempo de desinfeccion. El dafio se
mostré como la desaparicion de las bandas de mayor tamafo molecular, es decir, como
una disminucién en la actividad de la enzima Taq polimerasa. En P. aeruginosa ademas se
observa la aparicién de bandas de bajo tamafio molecular que acompanan al proceso de
desinfeccion. Se ha definido un indice de dafio al ADN (IDADN) el cual fue correlacionado
con el indice de inactivacion (IINAC) demostrando una fuerte relacién lineal entre ambos.
De aqui, fue definido un factor de proporcionalidad que llamamos sigma (g), que nos permite
intercambiar un indice por otro. Esto es novedoso y de importante aplicacion practica ya
que permite hacer el seguimiento del proceso de desinfeccion tanto por el recuento
microbiano en placa como por la amplificaciéon del ADN mediante ERIC-PCR para los

ensayos donde se usa UV sola.
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INTRODUCCION

DESINFECTANTES QUIMICOS

Los desinfectantes pueden actuar sobre los microorganismos de dos maneras diferentes:
por inhibicion del crecimiento (bacteriostasis, fungistasis) o mediante accion letal (efectos
bactericidas, fungicidas o virucidas). Solo los efectos letales son de interés en la
desinfeccion. Muchos autores han mantenido durante mucho tiempo que los desinfectantes
y los antisépticos actuan de manera no especifica, en contraste con los antibi6ticos que
tienen objetivos celulares especificos dentro de los microorganismos [88]. Es necesario
tener en cuenta ciertas generalidades a la hora de considerar la accién biocida de los

agentes desinfectantes:
o Si existe una o diferentes vias de entrada a la célula
e Si hay sitios de ataque comunes
¢ Silos sitios de ataque se modifican durante la diferenciacién celular
¢ Si se localizan mecanismos comunes de resistencia [89].

En general los mecanismos de accion de los biocidas pueden definirse de acuerdo a la

estructura microbiana en contra de la cual éste presenta mas actividad (Figura 33):
e Interaccidn con los componentes celulares exteriores
¢ Interaccidon con la membrana citoplasmatica
¢ Interaccion con los componentes citoplasmaticos

Varios biocidas pueden interactuar con los componentes exteriores de la célula, aunque la
viabilidad de la célula no se vea afectada. Uno de los efectos de estos agentes es un cambio
de hidrofobicidad celular. Frente a estos, las bacterias Gram-negativas poseen ventajasya
que la primera barrera de accion es la membrana externa de la que carecen las que son

Gram-positivas. Los compuestos catidénicos como son el clorhexidina o cloruro de
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benzalconio, interaccionan con las cargas negativas en la célula bacteriana y de la
membrana externa. Otro agente con accion en el mismo target celular, el hipoclorito, induce

la lisis de la pared celular en bacterias Gram-negativas [90].

Antthacterial biocides

Gram negative | Gram positive

I Cytoplasmic membrane

» Structural mtegnty

* Respiratory chamn and |
membrane -bound enzymes

7 ¢ Transport mechanisms
i, | » Energy coupling processes

Cell wall peptidoplyecan
Cytoplasmic membrane

o gy - Ty ¥ .
g -__ CCODoDOAN T o i
i i i P AL A

{outer membrane)

+ Anabelic reachons
s Catabolic reactons |
= Hucleic acids

Figura 33Esquema que separa los tipos de agentes biocidas segun el target celular (modificado de
Denyer y col, 1996) [91]

Cuando se trata de agentes que interactuan con la membrana plasmatica para ejercer su
accion biocida se los denomina “agentes activos de membrana”. Algunos ejemplos de estos
agentes son: polimixinas, fenoles, parabencenos, biguanidinas, alcoholes, entre otros.
Todos estos compuestos hacen dafios similares en la membrana a pesar de tener
estructuras muy diferentes. Existen tres mecanismos de accién basica para este tipo de
quimicos desinfectantes: disrupcion de la membrana, disipacién de la fuerza protén motriz

e interaccion con sistemas enzimaticos.

Por ultimo, se encuentran los agentes que interactian con los constituyentes
citoplasmaticos. Estos pueden atacar acidos nucleicos, los ribosomas y varias enzimas con
diferentes funciones que son componentes vitales de las células y pueden causar dafos
celulares reversibles o irreversibles. Algunos biocidas pueden incluso alterar la estructura

fisicoquimica del citoplasma. Los quimicos oxidativos (H202, APA, Os), remueven
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electrones de grupos quimicos susceptibles, oxidandolos y reduciéndose ellos en el
proceso. Estos agentes son generalmente moléculas de bajo peso molecular que
atraviesan la membrana y reaccionan con componentes intracelulares. Tienen muchos
sitios blancos: disrupcién y peroxidacién de las membranas, oxidacion de oxigenos y grupos
tiol, inhibicion de enzimas, oxidacion de nucleésidos, dafo en los elementos de produccion
de energia, interrupcion de la sintesis de proteinas. Bajos niveles de oxidacién pueden ser
reversibles, pero una alta concentracién de oxidante causa significativo dafio en la

superficie, pared celular y elementos intracelulares [90].

En la Tabla 11, que se encuentra a continuacion, se detallan algunos biocidas junto a sus

mecanismos de accion.

Tabla 11 Mecanismo de accién antibacteriana de algunos antisépticos y desinfectantes (modificado
de Cabrera y col, 2007) [92]

Antiséptico o . ..
p Mecanismo de accion

Sitio blanco

desinfectante

Envoltura celular (pared
celular, membrana

externa)

Glutaraldheido, EDTA,
otros permeabilizantes

Unién cruzada a proteinas.

Bacterias gramnegativas: remocion de Mg++, liberacion de
algunos LPS.

Membrana interna

citoplasmatica

CAC

Clorhexidina

Diaminas

Fenoles

Dafio generalizado de la membrana que compromemten
fosfolipidos de ambas capas.

Las bajas concentraciones afectan la integridad de
membrana, las altas concentraciones causan congelamiento
del citoplasma.

Indiccion a la pérdida de aminoacidos

Pérdida, desacople

Unién cruzada a
macromoléculas

Formaldehido
Glutaraldehido

Unién cruzada de proteina, ADN y ARN

Unién cruzada de las proteinas de envoltura celular y en otros
sitios celulares.

Intercalantes de ADN

Acridinas

Intercalacién de una molécula de acridina entre dos conjunto
de pares de bases consecutivas en el ADN.

Interacciéon con grupos

tiol

Compuestos con plata

Enzimas que se unen a membrana, interaccion con grupos
tiol.

Efectos en el ADN

Halégenos

Peroxido de hidrégeno,

iones de plata

Inhibicién de la sintesis del ADN
Ruptura de la hebra de ADN

Agentes oxidantes

Hal6égenos

Peroxigenos

Oxidacion de los grupos tioles o disulfitos, sulféxidos o
disulféxidos

Peréxido de hidrégeno: actividad debida a la formacién de
radicales libres, que oxida grupos tioles

Acido peracético: inhibicién de los grupos tioles
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ACIDO PERACETICO

El acido peracético (APA), CH;COOOH (Figura 34), es un compuesto organico artificial de
peréxido, que tiene fuertes propiedades oxidantes. El hecho de poseer un radical peréxido
hace que sea una molécula altamente inestable y combustible. Los peréxidos, en general,
son compuestos de estado de alta energia y, como tales, pueden considerarse
termodinamicamente inestables. Ha sido ampliamente utilizado como desinfectante o
esterilizante en los laboratorios y en alimentos, bebidas, medicina e industrias

farmacéuticas [93].

H

T I
chJLo’o

J

Figura 34. Representacion tridimensional de la molécula de acido peracético (APA) (izquierda) y su
formula quimica (derecha).

El APA estd ganando mayor aceptacion en los ultimos afios entre los desinfectantes
quimicos alternativos al cloro alegando que la desinfeccién no solamente es inofensiva, sino
que de los subproductos (DBPs) que se han identificado hasta el momento, la mayoria de
ellos surge a partir de su descomposiciéon espontanea. Se conoce desde la década de 1960

por sus propiedades bactericidas, virucidas, fungicidas y esporicidas.

El APA, se propuso por primera vez para la desinfecciéon de aguas residuales hace masde
30 afos [94,95] y se ha estudiado ampliamente desde entonces. Los efluentes de aguas
residuales secundarias requieren tipicamente una dosis de 2 a 7 ppm y aproximadamente
30 minutos de tiempo de contacto para alcanzar una reduccién de 3 log en el numero total
de coliformes. Los efluentes terciarios filtrados y tratados biolégicamente ya pueden
desinfectarse con una dosis de 1.5 a 2 ppm y un tiempo de contacto de 10 a 15 min para
alcanzar la calidad del agua de bafio de la Uniéon Europea para E. coli. Sin embargo, la
dosis requerida y el tiempo de contacto dependen en gran medida de la calidad de las aguas

residuales. Los efectos generales de las caracteristicas quimicas y fisicas de las aguas
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residuales sobre la desinfeccion con APA se muestran en la Tabla 12. Se pueden esperar
los mejores resultados cuando se tratan efluentes terciarios filtrados, es decir, aplicando el
llamado concepto de barrera multiple. Los parasitos grandes y pesados (por ejemplo,
huevos de helmintos) se eliminan por filtracion y los patdgenos mas pequefos, como virus
y bacterias, se destruyen por desinfeccion [96]

Tabla 12.Factores que afectan al rendimiento del APA durante la desinfecciéon de efluentes

(modificado de Luukkonen y col., 2014) [97].
Caracteristicas del efluente Efecto

Temperatura La eficiencia en la desinfeccién aumenta con la
P temperatura. Activo entre 0 y 100°C

Es mas efectivo en condiciones acidas. Sobre

pH O
pH 9 la eficiencia decrece.

La eficiencia de desinfecciéon disminuye

ligeramente si los sbélidos suspendidos o

Sélidos suspendidos, turbidez turbidez aumentan. Esto se puede ver en la
dosis requerida para cada tipo de efluente:

Primario>secundario>terciario

Alta cantidad de lodos incrementa la cantidad
Material organico de dosis requerida, sin embargo, es menos
afectado que otros desinfectantes quimicos.

La descomposicion catalitica y la formacion de
radicales por PAA y perdxido de hidrégeno

Metales de transicion pueden ser iniciados por metales de transicion.
En el caso del mecanismo radical, la actividad
de desinfeccion puede intensificarse.

Puede causar la disminucion de los radicales
Bicarbonato, cloruro (por ejemplo, OHe<) por los efectos de
eliminacién de radicales.

Se presenta en forma comercial como una solucién cuaternaria de equilibrio entre el acido
peracético (15% v/v), acido acético (25% v/v), peroxido de hidrégeno (20% v/v) y agua (40%
v/v). Ademas, por requerir bajas concentraciones para ejercer su efecto biocida el costo de

aplicacién es moderado [98].

QUIMICA Y MECANISMO DE DESINFECCION

Para entender por qué el APA es efectivo, se deben comprender tanto la quimica como la

microbiologia en el proceso. El acido peracético se produce combinando acido acético,
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peréxido de hidrogeno y agua con acido sulfurico agregado para catalizar la reaccion. La

quimica de equilibrio es como sigue:

CH3CO.H + H O« CH3zCO3H + HaO
t 50 Ha
Ec.21

La estructura de Lewis del APA (Figura 35) indica que sus tres atomos de oxigeno tienen
diferentes niumeros de oxidacion o estados de oxidacién. El atomo de oxigeno conectado
al atomo de carbono a través de un doble enlace de carbono-oxigeno (denotado por "O1")
tiene un estado de oxidacion de — 2. Cada uno de los otros dos atomos de oxigeno

(denotado por "O2"y "O3") tiene un estado de oxidacion de -1.

Figura 35. La estructura de Lewis de PAA. Los estados de oxidacioén de “H”, “C1”, “C2”, “O1”, “02”
y “O3”son + 1, -3, + 3, -2, -1 y -1, respectivamente. Los simbolos de los d&tomos de hidrégeno,
carbono y oxigeno, asi como sus electrones de valencia, estan marcados con colores verde, azul y
rojo, respectivamente(modificado de Zhang y col. ,2015) [86]

El APA se descompone espontaneamente en acido acético, peroxido de hidrégeno y
oxigeno. El acido acético y el perdxido de hidrégeno producen metano, didxido de carbono,

agua y oxigeno libre.

CH3CO3H — CH3CO.H + ' /20,

Ec. 22
CH:CO,H— CHy +CO4 Ec. 23
H303 — H20 + l;:(); Ec. 24

El APA es un oxidante relativamente fuerte que tiene un potencial de oxidacién de 1.8 V.

Ademas, es un acido débil con una constante de disociacién (pKa) de 8.2 [99] y cuando se




Tesis Doctoral de Microbiéloga Mariana Cristiani
CAPITULO 2: ESTUDIO DEL PROCESO DE DESINFECCION DE AGUA CON ACIDO PERACETICO

introduce en agua con un pH menor de 8.2, se descompone espontaneamente y se forman
radicales hidroxilos con un potencial de oxidacion de 2.8 V. La formacién de radicales
hidroxilos depende del pH cuando el APA esta en solucién y en cualquier momento puede
haber cuatro disociaciones. La descomposicion espontanea produce radicales acetato e
hidroxilo (CH3CO2+y OH?¢) y alcanza su maximo a pH 8.2, mientras que la hidrolisis produce
iones acetato (CH3CO2-) e iones de peracetato (CH3CO3-) y aumenta a medida que
aumenta el pH. A pH 10.5 y superior, las reacciones de hidrdlisis se vuelven dominantes

[100]. Estos procesos se describen en las ecuaciones 25 a 27.

4 ™
Peracetate lon
CHsCOsH + HiO — CHsCOy™ + HsO" Ec. 25
Acetate Ion > Hydrolysis
pH Dependent < E
c. 26
CH:CO:H + HiO — CHiCO: + HsO'
Hydroxyl Radical By
Spnnlunenus Ec. 27
\_ CH:;CO:sH — CHiCO:* + OH® Decompaosition

Como es una notacién comun en la especiacién acido / base, a0 es esa fraccién que esta
en la forma mas protonada y ai es esa fraccion que ha perdido i protones. El acido
peracético es un acido monoprético y, como tal, a0 representa la fraccion de acido

peracético (CH3COszH) y a1 representa esa fraccion que es el ion peracetato (CH3zCO3).

Por lo tanto, a pH menor a 8.2, tendremos una liberacién de radicales hidroxilos que van a
ser sumidero de electrones. Este hecho en desinfeccion implica para las células Gram
negativas, como E. coli con paredes celulares altamente cargadas negativamente, el
barrido de un electron que puede ser bastante perjudicial para la estructura de la pared

celular y para el ADN celular [100].

ACCION BIOCIDA DEL APA

El APA actua de una manera similar a los clorégenos, es decir, con un alto poder oxidante,
pero, a diferencia de estos, es menos corrosivo, posee un mayor espectro de accion y es

efectivo aun en presencia de materia organica.
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Los radicales formados afectan a la célula en diferentes niveles, siendo el radial OHe uno
de los agentes que produce mayor dafio celular. Hay mucha bibliografia donde se menciona
la accién del acido peracético como agente oxidante. Segun Baldry y Fraser, 1998 [101] el
APA disrumpe los enlaces —SH y sulfuros de enzimas y paredes celulares, ademas causa
dislocacién de las funciones quimiosmoéticas del transporte de membrana vy
desnaturalizacion de proteinas [49,102]. Du y col., en su trabajo publicado en 2017 [14]
midioé la accién del APA sobre los aminoacidos y pudo comprobar que solo existe actividad
oxidativa sobre tres de ellos. Pudieron ver que este agente afecta a grupos tioles de las
cisteinas, el grupo tioester de las metioninas y el anillo himidazol de las histidinas. En la
Figura 36 se muestran los caminos de reaccion propuestos para estos tres aminoacidos.
Estos autores proponen que podria llegar a existir una dimerizacion entre moléculas de
cisteina alteradas e histidinas alteradas, lo que podria influir en la estructura de enzimas y
proteinas preexistentes e incluso podria impedir el proceso de traduccion de genes durante
la formacién de nuevas proteinas.
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Figura 36. Caminos de reaccién del (a) cisteina, (b) metionina y (c) histidina en contacto con APA
(modificado de Du y col, 2017) [14].
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VENTAJAS DE LA UTILIZACION DEL ACIDO PERACETICO COMO DESINFECTANTE

Las ventajas del APA que apoyan su uso en el tratamiento de aguas residuales incluyen
relativamente buena eficacia de la desinfeccion (también en presencia de materia organica
de aguas residuales), tiempo de contacto corto y la ausencia de residuos o subproductos
de desinfeccién persistentes. Dell’Erba y col, 2006 [103] investigaron la posible formacion
de 11 fenoles, que aparecen en la lista de los mono, bi y tribromofenoles de busqueda
prioritaria como contaminantes de agua para la EPA en EEUU durante la pruebas en planta
piloto de desinfeccion con APA, pero no se hallé cantidad detectable de fenoles clorados o
bromados incluso a las dosis mas altas investigadas (13 ppm). Si bien se produjo cierta
formacioén de aldehidos, el APA tiende a oxidarlos aun mas, hasta transformarlos en acidos
carboxilicos y, finalmente, a diéxido de carbono. También destacaron que la cantidad de
aldehidos formados fuera superior a las concentraciones maximas permisibles por las leyes
italianas. Otro estudio fue realizado por Crebelli y col, 2005 [104] que utilizaron pruebas de
mutagenicidad bacteriana y genotoxicidad de plantas para evaluar la formacién de DBP
dafinos. Sus resultados usando 2 a 4 ppm de APA y un tiempo de contacto de 26 a 37 min
en el efluente secundario sedimentado, obtuvieron que no se produjo formaciéon de DBP

genotodxicos. Resultados similares también fueron obtenidos por Monarca y col, 2002 [105].

AVANCES EN EL DESARROLLO DE LA DESINFECCION DE AGUA MEDIANTE ACIDO
PERACATICO

El peréxido organico, acido peracético (APA) es un desinfectante fuerte con un amplio
espectro de actividad antimicrobiana, que se introdujo en el tratamiento de aguas residuales
hace aproximadamente 30 afios y recientemente se ha utilizado para desinfectar
desbordamientos combinados de alcantarillas [106]. En los ultimos afios, el APA se ha
propuesto como un desinfectante alternativo para reemplazar los oxidantes a base de cloro
en el tratamiento de aguas residuales. Los principales impulsores del uso de APA en el
tratamiento de aguas residuales incluyen los siguientes: (1) APA no genera subproductos
de desinfeccion cancerigenos y mutagénicos (DBP), por lo tanto, beneficia enormemente
la seguridad y la reutilizacién del agua tratada; (2) puede penetrar e inactivar efectivamente
las biopeliculas; (3) se ha demostrado que el uso del APA es rentable y puede instalarse

facilmente en las instalaciones de tratamiento de aguas residuales existentes.
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Estudios recientes han demostrado que el tratamiento con APA inactiva eficazmente

muchos patdégenos y microbios indicadores en las aguas residuales [84,102,107].

La desinfeccion con APA reduce eficazmente el nimero de microbios en los efluentes
primarios. Aplicando una dosis de 10-15 ppm se lograria un descenso de aproximadamente

3.4 log de bacterias entéricas [108].

La resistencia de los virus contra la desinfeccidn se ha demostrado en varios estudios, [108]
y esto es probablemente debido a sus diferentes mecanismos de inactivacion en
comparacién con los mecanismos de inactivacion de bacterias entéricas. La accion
desinfectante del APA se piensa que es debido a la liberacion de oxigeno activo o la
produccién de radicales hidroxilos reactivos que atacan a la célula bacteriana, causandola
disrrupcion de la pared celular y las membranas, asi como algunas enzimas y ADN
[102,109]. La inactivaciéon de los colifagos puede estar relacionada con dafiar a sus
estructuras de superficie, tales como la capa de proteina o los sitios necesarios para la
infeccidn de las células huésped, o a los efectos sobre sus acidos nucleicos. Los virus son
normalmente mas resistentes que las bacterias entéricas también a otros métodos de

desinfeccion, tales como UV, cloro y desinfecciéon con ozono [57], [58].

La desinfeccion con APA de los efluentes primarios, secundarios y terciarios normalmente
logra una rapida inactivacion microbiana durante los primeros 4-18 minutos de tiempo de
contacto. El aumento de la dosis de acido resulta en una mayor tasa de inactivacién

microbiana [82].

Flores y col., 2016 [49], realizaron un ensayo con la solucion comercial de APA que resulté
especialmente efectiva para la inactivacién de Escherichia coliy Pseudomonas aureginosa,
incluso a bajas concentraciones, obteniéndose una inactivacién mayor al 99,9 % en tan solo
5 minutos cuando se trabajoé con concentraciones superiores a 2 ppm de APA. Resultados
analogos encontré Morris, 1993 [110] trabajando con efluentes secundarios reduciendo de
4 a 5 log el contaminante con 5 ppm de APA a tiempos de contacto de 20 minutos. También
Falsanasi y col., 2006 [111] lograron con una dosis de 4 ppm de APA durante 10 minutos

de contacto, llegar a la concentracién de 1 UFC/100 cm?® de microorganismos.

Liberti y Notarnicola, 1999 [102] han determinado que, aunque el APA era eficaz contra los

coliformes totales, era ineficaz hacia parasitos Giardia sp y Cryptosporidium sp.
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El tratamiento con APA podria representar una buena alternativa para la desinfeccion de
efluentes secundarios y terciarios de aguas residuales. En ltalia, algunas estaciones
depuradoras de aguas residuales (EDAR) a escala real ya utilizan APA para la desinfeccion
de aguas residuales. La aplicabilidad de tratamiento puede ser dependiente del nivel del
objetivo de desinfeccion [94,102,104].

Es posible realizar un proceso de oxidacion avanzada combinado de APA y UV que tiene

una alta eficiencia y sinergia que beneficia la desinfeccion [108,109].

OBJETIVOS

=>» Estudiar la desinfeccidn de agua con Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa
utilizando diferentes concentraciones de acido peracético (APA).

= Analizar la existencia de dafio hacia el ADN de los microorganismos atacados durante
el proceso mediante ERIC-PCR.

=>» Analizar la existencia de otros posibles blancos de ataque del APA a nivel de proteina
de las células microbianas mediante la técnica de geles de poliacrilamida
desnaturalizantes con el detergente docecilsulfato sédico (SDS-PAGE) mediante
electroforesis vertical unidimensional.

=>» Estudiar el grado de toxicidad del APA en agua a través de ensayos de exposicion

aguda de Daphnia magna.

MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMOS

Fueron utilizadas las cepas de Escherichia coli ATTC 8739 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442, descriptas en el CAPITULO 1.

REACTIVOS

Los reactivos que se utilizaron en esta seccién para el cultivo de microorganismos y para
realizar |a técnica de ERIC-PCR fueron detallados en el CAPITULO 1.

Adicionalmente en esta seccion como se trabajé con agentes oxidantes se detallan los
reactivos empleados particularmente para ello. Se us6 acido peracético (BAHER) (APA

15% v v-!, H,0220% v v'', acido acético 25% v v', y agua 40% v v''). Para detener la
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reaccion de inactivacion se debid agregar a cada frasco de muestras previamente a las
corridas, catalasa de higado bovino ((2915 units mg-") Fluka) para detener la accién del
peréxido de hidrogeno presente y Tiosulfato de sodio 0.1 N (NaxS203) (Cicarelli) para

detener la accién del APA.

Para la determinacién de la concentracion de APA se utilizé: Permanganato de Potasio 0.1
N (KMnOg) (Cicarelli), Acido Sulfarico 95-98% v v' (H2SO.) (Cicarelli), Tiosulfato de
s0dio0.1 N (NaxS203) (Cicarelli), Almidén 1% (Cicarelli) y loduro de potasio (IK) (Cicarelli).

Los reactivos que se utilizaron para realizar los geles de SDS-PAGE se detallan a
continuacién: Acrilamida (CsHsNO) (Promega, Biodynamis), Bis-acrilamida (C7H1oN20>)
(Promega, Biodynamics); Glicina o acido aminoacético (C2HsNO,) (Promega, Biodynamics);
Dodecilsulfato de sodio (SDS) (Promega, Biodynamics); TEMED (N,N,N',N'-
tetrametiletilenodiamina) (CesH1sN2) (Sigma Aldrich); Tris Base tris (hidroximetil)
aminometano (CsH11NO3) (Promega, Biodynamics), Persulfato aménico (APS) (N2HgS20s)
(Sigma-Aldrich); Nitrato de plata 2 g . L' (AgNQOs3) (Cicarelli); Azul de bromofenol (Sigma
Aldrich); Acido clorhidrico (CIH) (Cicarelli); Glicerol (C3HsO3) (Cicarelli); Acido acético 10%
(CH3COOH) (Cicarelli); Etanol 10% (C2HsOH) (Cicarelli), Carbonato de sodio 30 g. L
(NaxCO:s) (Cicarelli); Formaldehido 37%. L",1.5 g. L' (HCOH) (Cicarelli), Tiosulfato de sodio
2 mg. L' (Na2S203) (Cicarelli).

DISPOSITIVO EXPERIMENTAL

El dispositivo experimental utilizado fue detalladamente descripto en el CAPITULO 1. En
todos los ensayos comprendidos en este capitulo se mantuvo la lampara germicida

apagada.

ENSAYOS EXPERIMENTALES

PREPARACION DEL INOCULO

Este paso se llevé a cabo como se encuentra descripto en el CAPITULO 1.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE APA COMERCIAL

Es necesario para poder realizar los ensayos conocer la concentracion justa que posee la

mezcla comercial de acido empleada. La técnica que fue elegida para llevar a cabo este
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paso fue la desarrollada por D'Ans y Frey , 1914 [112] y su modificacion posterior realizada
por Greenspand y Mckellar, 1951 [113]. En estas técnicas se valoran, primero el H202 con
permanganato de potasio (Figura 37) y el APA residual se determina a continuacion
mediante la adicion de ioduro de potasio y almidén, se titula la mezcla con tiosulfato de

sodio.

Figura 37. Fotografia que muestra la primera etapa de la titulacién para conocer la concentracion de
H202.

PROCEDIMIENTO PARA OBTENER EL TITULO DE LA SOLUCION DE APA COMERCIAL AL
15%

En primer lugar, se realiz6 una dilucién 1/200 de la solucién comercial de APA 15%. Se
agregaron 5 ml de solucién comercial con una volpipeta a un matraz de 1000 mly se enrazé

con agua destilada. Esta fue nuestra solucién de trabajo.

En solucion acida el perdoxido de hidrégeno reduce una solucion de KMnOs de
concentracion conocida (SPS), con formacion de O,. Cumpliéndose: meq KMnO4= meq

H20,, produciéndose la siguiente reacciéon quimica:

2(8H+5e +MnO; — Mn;+4H, 0)
5,0, —»20,+2H +2¢)
2MnO,+6H" +5H,0, — Mn} +8H, 0+100,

Se tomo una alicuota de la dilucién de trabajo, con una volpipeta de 10 ml, se colocé en un

Erlenmeyer, al cual se le afadié posteriormente 6 ml de H.SO4 1:8 (4N) para obtener pH
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acido. Luego se tituld6 con KMnO4 de normalidad conocida, hasta el primer rosado
permanente. Se realizaron 2 determinaciones. Con los volumenes obtenidos se procedié al

calculo para determinar la concentracion:

V ptaao (DX tho_, (meg/ml)x PeqH:O__ {meq/ml) x 1000 (ml/L)
V,, (mi)

ppm H,0,=

Una vez que se obtuvo la concentracion de H20: se procedié a calcular la de APA a través
de una iodometria, titulando la solucién con tiosulfato de sodio. Para ello se tom6 una
alicuota de la muestra (en este caso es la alicuota que se titulé6 con KMnOy), se le afadio
Kl (0.4 g L") en exceso en medio acido junto con 2 ml de almidén, y el I, liberado fue titulado
con una solucion patron secundario de NaS20;. Cumpliéndose: meq S20:- = meq |.=meq

APA. La reaccion de oxidacién que ocurre es detallada a continuacion:

CH,COOOH+2¢ +2H" — CH,COOH+H,0
2 51,12e

CH,COOOH+2H" +2I' —» CH,COOH+I,0+1,

La reaccién de titulacién es la siguiente:

L+2e"— 21
S,07 —»S,07+2 ¢
28,0741, — S,0;7+21,

Obtenidos los volumenes de titulacién, el calculo para conocer la concentracion de la

dilucion de APA es la siguiente:

Ve (mDx Ny ¢ (meq/ml)x Peq,,, (meq/ml) x 1000 (ml/T)
V,, (ml)

ppm APA=
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PREPARACION DE LA SOLUCION DE TRABAJO PARA EL REACTOR
Una vez determinada la concentracion de APA y de H>O, se procede a realizar la corrida

experimental.

En un matraz de 2000 ml se agrega el volumen correspondiente de APA 1/200 y se enraza

con solucion fisiologica estéril.

Una vez lista la solucion se vierte en el reactor, se agita, y luego se agregan los 2 ml de

suspensiéon del microorganismo correspondiente.

TOMA DE MUESTRA.

Las muestras se toman en frascos color caramelo estériles que contienen 250 ul de
Tiosulfato de sodio 0.1 N y 500 ul de catalasa al 0.01%. Ambas concentraciones fueron
calculadas cuantitativamente para inhibir la accion de los agentes oxidantes y no dafar la
concentracion bacteriana. Luego de 10 minutos se procedidé a sembrar en placas de Eosina
Azul de Metileno (EMB) y Cetrimide, segun correspondid, en flujo laminar (Nuare, Un 425-
400E). El disefio del ensayo experimental para los dos microorganismos empleados, con

las distintas concentraciones de APA utilizado se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Descripcién de los disefios experimentales que se realizaron en los ensayos con APA y
las cepas de E. coliy P. aeruginosa.

Nu:1eero Copa COS:‘:';::::;(’" Cn?ir:r:gg:;aacr:ti)snmie Tiempo de toma de muestra en
corridas oxidante (CFUI ml) segundos

3 E. coli 4 ppm 107 0,10, 15,30,45, 60, 90, 120, 150, 165, 180,

240

3 E. coli 8 ppm 107 0, 10, 15, 30, 45, 75, 105

3 E. coli 12 ppm 107 0,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50

3 E. coli 16 ppm 107 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40

3 P. aeruginosa 4 ppm 107 0, 30, 60, 90, 180, 240

3 P. aeruginosa 8 ppm 107 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 180

3 P. aeruginosa 12 ppm 107 0, 10, 30, 50, 80, 90, 100, 120

3 P. aeruginosa 16 ppm 107 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70
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RECUENTO DE MICROORGANISMOS VIABLES

Se realiz6 el recuento de microorganismos viables con el mismo procedimiento que se
describe en el CAPITULO 1.

INDICE DE INACTIVACION

Se calculé el indice de inactivacion de igual forma que la detallada en el CAPITULO 1, para

los ensayos con UVC.

ANALISIS MOLECULAR

Se procedié a detectar el dafio producido en el ADN a través de la técnica de ERIC-PCR
detallada en el CAPITULO 1.

ANALISIS DE DANO A PROTEINA MEDIANTE SDS- PAGE

Para poder obtener un perfil de proteinas que nos permitiera aproximarnos a la observacion
del dafio que produce el agente desinfectante a este grupo de moléculas, se realizo la
técnica de SDS-PAGE sobre Escherichia coli expuestas a 16 ppm de APA. Comenzamos
concentrando las muestras mediante multiples centrifugaciones al igual que para las
muestras utilizadas para hacer ERIC-PCR (se realizaron tandas de centrifugaciones
durante 10 minutos a 10000 rpm en tubos eppendorff de 1.5 ml). A continuacién, luego de
un lavado con solucién fisiolégica estéril, se colocaron 50 L de Buffer Muestra (Tris pH 6,8
50 mM, Glicerol 10%, SDS 2%, Azul de Bromofenol 0,1%) en cada tubo y se hirvieron
durante 5 minutos. Se prepararon los geles, primero el gel separador con un 15% de
acrilamida y luego, el gel apilador con 8% de acrilamida. Una vez solidificados los geles se
procedid a la corrida electroforética durante aproximadamente 1:30 horas a 20 mA
constantes (Figura 38). Al finalizar la electroforesis, se revelaron las bandas obtenidas

mediante tincion con Nitrato de Plata (1 g. L).

107
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Figura 38. Fotografias de los elementos utilizados para (a) gelificar y formar los geles de
poliacrilamida (cassettes) y (b) cuba para electroforesis vertical, ambos de BioRad.

PROCEDIMIENTO DE TINCION DE NITRATO DE PLATA PARA GELES DE POLIACRILAMIDA

El procedimiento de tincién de plata que se utilizé fue modificado de Bassan y col,1991
[114] que previamente lo tomé y modificd de Merrill y col., 1981 [115] (Tabla 14). Todos los
pasos se realizaron en recipientes de plastico y los liquidos se eliminaron por succién. El
desarrollador y las soluciones de nitrato de plata se prepararon inmediatamente antes de
su uso. La impregnacion con nitrato de plata estaba bajo iluminacién normal fluorescente
de la sala. La solucion del desarrollador se reemplazoé si se formaba un precipitado oscuro
durante el desarrollo de la imagen.

Tabla 14. Tabla modificada de Bassam y col., 1981 [114], para realizar la tincion de Nitrato de plata
sobre un gel de poliacrilamida

Pasos Procedimiento Tiempo
Fijacion 10% acido acético 20 minutos
Lavado Agua deionizada Tres lavados de 5 minutos
-1 [
Impregnacion AgN03(1gH'éO)I’_|)L5 ml 37% 30 minutos
Lavado Agua deionizada Tres lavados de 1 minuto
Se cambié el contenido
Na2COs (30 g. L1): 1.5 ml Iapenasvla mezcla se OSC;Ire:ZIﬁ
Revelado 37% HCOH.LT, NazS202.H,0 25 Veces — que uero
necesarias hasta la

(2 mg.L"

observacién de bandas
definidas
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ENSAYOS AGUDOS DE TOXICIDAD A 48 HS CON DAPHNIA MAGNA

Los cladéceros y copépodos pertenecen al grupo de los microcrustaceos del zooplancton y
dada su gran sensibilidad, son los mas utilizados en estudios ecotoxicolégicos si se los
compara con otros miembros de dicha comunidad. Ademas, su pequefio tamano, cortos
periodos generacionales y facilidad para los cultivos les otorgan relevancia y practicidad
para estudios experimentales y de impacto ambiental. En este sentido, permiten evaluar no
soOlo los efectos directos, sino también el impacto indirecto de los contaminantes o
estresores ambientales, otorgando mayor representatividad a los resultados obtenidos y

estimaciones a largo plazo [116].

Para los ensayos se utilizé un sistema estatico sin renovacién [117]. En todos los casos se
prosiguieron los procedimientos delineados por United States Environmental Protection
Agency (EPA) [118].

No se adicioné alimento durante el periodo del ensayo. La medida considerada fue la

inmovilidad y ausencia de respuesta al ser estimulados con una varilla de vidrio.

PROCEDIMIENTO

Durante los experimentos, todas las especies fueron cultivadas en envases de vidrio de 150
ml con filtrado (12 ym) y aireado. Se midieron las caracteristicas fisicoquimicas del agua
del estanque de acuerdo con Standard methods of the Examination of Water and
Wastewater (2000): nitratos < 0.1 mg .L"; nitritos: 0.01 mg .L"; amonio: 0.29 mg .L';
cloruros: 3.5 mg .L'"; sulfatos:8.3 mg .L'; alcalinidad total: 77 CaCO3; mg .L""; bicarbonatos:
94 mg .L-"; sodio: 7.7 mg .L-"; magnesio: 6.8 mg .L-"; calcio: 12.9 mg .L-"; potasio:1.8 mg .L-
1; demanda quimica de oxigeno: 10 mg .L-'; demanda biol6gica de oxigeno: 0.08 mg .L-". El
oxigeno disuelto fue de 6.4 (£ 0.8) ppm; pH: 8.39 (x 0.24); conductividad: 245.33 (+ 28.18)
IS cm-1.

Se realizaron test toxicolégicos con concentraciones de 1-5 ppm de APA comercial y se
hicieron diluciones de estas concentraciones iniciales al 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, y 50%

con 3 réplicas por condicién mas el control.

Previamente a los ensayos, se seleccionaron las hembras ovigeras del cultivo stock del
laboratorio (microcrustaceos, INALI CONICET-UNL) y se aislaron en recipientes de vidrio

de 100 ml en el medio control. Luego de la eclosion de los huevos, se removieron las
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hembras y los neonatos se aislaron aleatoriamente en grupos de 5 individuos, en similares
recipientes (de 100 ml) conteniendo el medio control (medio Daphnia) o los tratamientos. El
medio “Daphnia” se prepar6 de la siguiente manera: Por cada 10 L de agua destilada, se
agreg6: 0.26 g KxS0Og4; 2.24 CaCly; 2 g NaHCOa.

Durante su mantenimiento, los organismos fueron alimentados ad libitum con un
concentrado de Chlorella sp dia por medio (densidad algal de 2.89105 celulas.ml"). Dichas

algas fueron cultivadas segun Borowitzka, 1988 [119].

ANALISIS ESTADISTICOS

La sensibilidad de los organismos a cada téxico se expresé como la concentracién a la cual
no se perciben movimientos para el 50% de los individuos, luego de 24 y 48 h de exposicién
(DLso).

A fin de estimar estos valores y su intervalo de confianza de 95% (IC; a = 0,05), se utilizd
el analisis Probit basado en Finney, 1971 [116] . La validez del modelo para cada grupode

datos se determiné a través de la prueba de X2.

RESULTADOS Y DISCUSION

INACTIVACION DE ESCHERICHIA COLI

En los ensayos experimentales de inactivacion utilizando APA, representados en la Figura
39 se puede notar como a medida que aumenta la concentracibn empleada de oxidante
aumenta la velocidad de desinfeccién y se observan cambios en el comportamiento de las
curvas. Para concentraciones menores a 12 ppm se obtuvieron curvas tipicas con hombro
y cola. Esto hace factible pensar que la fase “lag’ que se observa en estas curvas no-
lineales representa la serie de etapas y condiciones que llevan a la muerte celular. Este tipo
de curvas muestra que la accién del agente desinfectante es gradual. En cambio, para
concentraciones mayores a 12 ppm las curvas de inactivacién son lineales, lograndose un
IINAC=5 en tiempos de contacto de 50 y 30 segundos para 12 ppm y 16 ppm de APA
respectivamente. Rattanakul y Oguma, 2018 [87], modelaron la fase hombro y lineales de
sus curvas utilizando el modelo de Geeraerd y col,. 2000 [80] (detallado en CAPITULO 1,
Tabla 6). Este modelo plantea términos que describen el hombro y la cola que se forman

en las tipicas curvas de desinfeccién donde la poblacién microbiana es heterogénea y
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reacciona en diferentes etapas al agente desinfectante. Luukkonen y col., 2014 [97], utilizd

el modelo S para describir el comportamiento de la inactivacion de E. coli utilizando una

concentracién de APA de 1.5 ppm.
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Figura 39. Graficas de inactivacion para la cepa de Escherichia coli sometida a distintas

concentraciones de APA.

En la Figura 40 es posible ver como a medida que aumenta la concentracion de APA

disminuye el tiempo en que se alcanza el 99.99% (IINAC= 4) de desinfecciéon para la

bacteria E. coli. La efectividad del proceso de desinfeccién aumenta de 2.75 a 11 veces al

crecer la concentracion de acido de 8 a 16 ppm, respectivamente, respecto de la de 4 ppm.

Otros autores han comprobado también la efectividad del APA como desinfectante en lo

que respecta a tratamiento de efluentes terciarios y secundarios con tiempos mas

prolongados de contacto (10 a 15 minutos) y con menores cargas iniciales de

microorganismos [49,97,108].
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Figura 40. Representacion del tiempo (segundos) que tarda cada una de las cuatro concentraciones
de APA: 4, 8, 12,16 ppm empleadas, para lograr un indice de inactivacion de 4 log para E. coli.

ANALISIS DEL DANO AL ADN PARA ESCHERICHIA COLI

El estudio del nivel del dafio molecular utilizando APA se realizé con el objetivo de comparar
el grado de afectacion de este biocida con el de la radiacién UVC en el ADN. Esta eleccion
responde a una amplia seleccién bibliografica que sefiala al APA como agente causante de
darfio al ADN [89,100,103,120,121].

Para nuestro sistema de estudio, en cuanto a la desinfeccion con APA en sus diferentes
concentraciones (Figura 41), no se observé ninguna alteracion del patron de bandas de los

geles de agarosa realizados a partir de la ERIC-PCR para E. coli (Figura 41).

Estos resultados estarian en coincidencia con la recopilacién bibliogréafica realizada por el
European Centre for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals (ECETOC) [122] que
concluye que el APA no posee actividad mutagénica. Esto podria ser explicado por el hecho
de que el principal punto de ataque del acido son los enlaces disulfuro y grupos sulfhidrilos

de proteinas, ademas de promover la inestabilidad quimiosmética de lipoproteinas [98].
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Figura 41. Imagenes de las electroforesis en geles de agarosa al 1.5% para los perfiles de ERIC-
PCR de la cepa de Escherichia coli ATCC 8739 luego de ser expuestas a las cuatro concentraciones
de APA . M2 es el marcador de tamario molecular 100 Marker. Los numeros sobre las calles indican
los tiempos, en segundos, a los cuales fueron tomadas las muestras.

Que no se haya expresado en los geles de agarosa un dafio hacia el ADN por parte del
APA, indica que la relacion entre el IINAC y el IDADN, es igual a 0, por consiguiente, el
parametro ¢ tiende a cero. Este comportamiento puede indicar la presencia de otro target
molecular distinto al ADN celular que esta produciendo el decaimiento de la poblacion
microbiana. Otro posible punto de ataque, que fue tratado en la introduccién, podria ser la
proteina de las bacterias. Es por este motivo que se inici6 la exploracion de este posible
dafio mediante geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) y se detallaron los

resultados en la proxima seccion.

ANALISIS DEL DANO A PROTEINA EN ESCHERICHIA COLI

Para el estudio de proteina se trabajé con 16 ppm de APA. En el gel de poliacrilamida
(Figura 42), se puede observar posibles alteraciones (desplazamientos de bandas,

aparicién de nuevas y desaparicidon de otras, etc) que podrian deberse a la accién del
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agente desinfectante utilizado hacia las proteinas que componen las células microbianas.
Estas alteraciones comenzaron a manifestarse en la parte superior del gel a los 35
segundos de contacto y para las que se localizan en la parte inferior (péptidos de menor
tamafio) a partir de los 30 segundos. Estos resultados estarian de acuerdo con los
reportados por Du y col, 2018 [123] que comprobaron alteraciones de la metionina, cisteina
e histidina luego de someterlas a la accidén del acido. Bradly y Frase, 1988 [101] reportaron
que el dano por APA, al ser un oxidante fuerte, se produciria a nivel de elementos quimicos
como los grupos sulfhidrilos o enlaces disulfuros de proteinas. Estas oxidaciones que

llevarian a la pérdida de grupos funcionales serian criticas para la viabilidad celular.
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Figura 42. Gel heterogéneo de poliacrilamida al 15 % con tincién de nitrato de plata para E. coli
tratada con 16 ppm de APA. T seguida de un nimero indica la muestra tomada en un determinado
tiempo de corrida medido en segundos. Los rectangulos rojos indican las posibles zonas del gel con
modificaciones en el perfil de proteina.

INACTIVACON DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA.

En este apartado se muestran los resultados de los ensayos de inactivacién condiferentes
concentraciones de APA utilizando la cepa de P. aeruginosa ATCC 15442. Los resultados
se expresaron en la grafica de la Figura 43, como el IINAC (Log (C/Cy)) vs tiempo

(segundos).
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Figura 43. Graficas de inactivacion para la cepa de Pseudomonas aeruginosa sometida a distintas
concentraciones de APA.

Las curvas obtenidas tras estos ensayos presentan un comportamiento lineal para todas
las concentraciones trabajadas, 4, 8, 12y 16 ppm de APA. Se puede notar como a medida
gue incrementa la concentracion de acido aumenta la velocidad de reaccién. Si observamos
la grafica de la Figura 44, donde se representa el tiempo de contacto que se necesité en
cada ensayo para lograr un IINAC=4, se puede ver como a medida que la concentracién de
APA aumenta disminuye el tiempo requerido para lograr ese grado de inactivacion
microbiana. También es posible notar que las concentraciones entre 8 y 16 ppm son de 2.5
a 5.6 veces mas efectivas que la menor concentracion empleada (4 ppm). Lambert y col,
1999 [124], obtuvieron resultados diferentes al que nosotros conseguimos, ya que sus datos
formaron curvas no lineales y con cola, al trabajar con concentraciones de acido de entre
0.76 y 6.8 ppm de APA aproximadamente, sobre una cepa de Pseudomonas aeruginosa.
Estos autores pudieron ajustar sus resultados experimentales con el modelo experimental
de Hom. En nuestro caso este modelo no pareceria ser el apropiado ya que las curvas
comienzan en forma lineal y no se observa ninguna formacion evidente de cola en los
tiempos trabajados. Por otro lado, Sagripanti y col, 2000 [125], obtuvieron un muy buen
descenso logaritmico (8 log) usando una alta concentracién de APA durante la inactivacién

de P. aeruginosa.
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Figura 44. Representacion del tiempo (segundos) que tarda cada una de las cuatro concentraciones
de APA: 4, 8, 12,16 ppm, empleadas, para lograr un indice de inactivacién de 4 log cuando se trabaj6
con P. aeruginosa.

ANALISIS DEL DANO AL ADN PARA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

En la Figura 45 se muestran las imagenes de los geles de agarosa obtenidos de la
amplificacién por ERIC-PCR del ADN de la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442, luego de ser sometida a 4, 8, 12 y 16 ppm de APA. Los resultados de las
amplificaciones muestran cdmo en el caso en el que se aplicd una concentracion de 4y 8
ppm de APA, el ADN bacteriano no sufrié alteraciones detectables por nuestra herramienta
de estudio. En cambio, cuando se us6 12 y 16 ppm de acido, se vieron modificaciones en
los tiempos finales de muestreo. En cuanto al ensayo de 12 ppm se puede ver que solo es
afectada la banda de 1100 pb (la de mayor tamafio para el patrén de Pseudomonas), a los
150 segundos de contacto. Si se analiza el patrén de bandas que se generé para la corrida
de 16 ppm, se puede advertir que el dafio comienza a manifestarse a los 60 segundos para
la banda de 1100 pb que desaparece completamente del gel a los 70 segundos de reaccion.
También se puede ver cdmo al mismo tiempo ya no amplifica la banda de 600 pb. Si
enfocamos el analisis al final del gel donde se encuentran las bandas de menor tamario, se
puede apreciar como aumenta la amplificacion de la banda de 200 pb a partir de los 40
segundos, hasta que se pierde completamente a los 70 segundos. Se ha comprobado que
a altas concentraciones de APA con 20 a 60 segundos de exposicién se activan ciertos

genes de la cepa de Pseudomonas aeruginosa y otros suprimen su actividad. Bajo la
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influencia de este desinfectante el grupo de genes que corresponde a la “adaptacién,
proteccién y regulacién negativa” estan sobre expresados. El grupo funcional de genes que
sufren una regulacion negativa es la de “reguladores transcripcionales” y los genes
encargados del transporte de glucosa. Los genes de la catalasa, mas especificamente el
KatB, se ven sobre expresados debido a que estan involucrados con la resistencia a
peroxidos [126,127]. Este trabajo indica que existe, por o menos alteraciones funcionales
a nivel de transcripcidn de genes, al ser sometidas las bacterias a la accién del APA. Coyle
y col, 2014 [100], afirmaron que, si la descomposicién del acido se produce a un pH inferior
a 8.2, como es el caso de este sistema de trabajo, entonces la reaccion que predomina es
la de formacién de hidroxilos. Estos agentes altamente oxidantes probablemente posean
accién directa sobre la molécula de ADN, ya que ésta se encuentra cargada negativamente
al igual que la pared celular microbiana, este hecho podria explicar las alteraciones que se

expresan en los geles de agarosa para la cepa en estudio.
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Figura 45. Geles de agarosa al 2 % de los productos de ERIC-PCR para Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442 después de ser sometidas a desinfeccién con acido percético (4, 8, 12y 16 ppm). Los

numeros indican el tiempo de muestra en segundos. M2: marcador de tamafio molecular, 100
Marker.
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RESULTADOS PRUEBAS DE TOXICIDAD CON DAPHNIA MAGNA

El valor de DLso para D. magna fue la concentracion de 2 ppm de solucion comercial de
APA diluida al 35%, es decir a una concentracién de 0.7 ppm de acido. La DLso 24-48 h
(concentracién eficaz que inmoviliza del 50% de las Daphnias después de 24 a 48 horas de
ensayos) se calculd utilizando el método estadistico de Litchfield — Wilcoxon [128]. Los
ensayos toxicolégicos utilizando el mismo organismo para cloro residual resultaron en una
DLso de 0.014 ppm [129], esto indica que la tolerancia de este microcrustacio es 50 veces

mayor para APA que para cloro.

Segun informaciéon ecolégica de la hoja de seguridad del hipoclorito de sodio la
concentracion residual en agua de bebida es de 0.2 a 6 ppm, lo que es mucho mas alto a
los valores de DLso reportados para este compuesto. Esto refiere a tener un cuidado
especial al ser vertida el agua clorada en cursos de agua naturales ya que impactaria de

forma negativa en el zooplancton de este ecosistema.

Seria interesante, para completar este estudio realizar analisis adicionales, como ensayos

de toxicidad cronica, pruebas de movilidad, etc.

ANALISIS COMPARATIVO ENTRE ESCHERICHIA COLI'Y PSEUDOMONAS AERUGINOSA.

Para empezar con el analisis comparativo de los microorganismos estudiados respecto a la
inactivacion con APA, en la Figura 46, se muestra una grafica que contiene el tiempo que
tomé para cada concentracion de agente quimico empleada lograr un 99.99% de
inactivacion para E. coliy P. aeruginosa. Aqui se puede ver que los datos de P. aeruginosa
estan desplazados hacia la derecha con respecto a los de E. coli. Esto implica que la cepa
de E. coli empleada es mas sensible al acido en todas las concentraciones usadas. Falsini
y col, 2006 [130] y Mezzanotte y col., 2007 [131], comprobaron en sus ensayos que la cepa
de E. coli que utilizaron, fue mas sensible que los coliformes totales a la exposicion con
APA.

La diferencia en los tiempos de inactivacion entre los microorganismos empleados va
disminuyendo a medida que aumenta la concentracion de APA, siendo de 155 segundos
cuando se utilizé 4 ppm de acido y de 47 segundos cuando se trabaj6 con 16 ppm. Azzellino

y col, 2011 [132] demostraron que la desinfeccién con APA depende mas de la dosis que
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del tiempo de contacto. Esto indica que el concepto tradicional de C t (cantidad de dosis x

tiempo de contacto) puede necesitar un coeficiente de ponderacion para el término t.

Coyle y col, 2014 [100] afirmaron que para que la desinfeccion con APA sea un proceso
eficiente debe ocurrir un descenso del 99,99% de los microorganismos viables en menos
de 10 min de contacto con el acido, lo que ocurre en todas las concentraciones empleadas

en este trabajo.
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Figura 46. .Grafica que muestra las eficiencias de los procesos de desinfeccién con APA para las
cepas de E. coliy P. aeruginosa utilizadas.

Por otro lado, se comprueba que la radiacion UV es mas eficiente que la administraciénde
APA (siempre y cuando se trabaje en aguas claras) para la desinfeccion de E. coli. Esto se
evidencia en el hecho de que para lograr un IINAC = 5 utilizando acido en el mismo rango
de tiempo que el transcurrido para la radiacién UV (Figura 19 del capitulo 1) fueron
necesarias altas dosis de desinfectante (12 y 16 ppm) (Figura 39). Para P. aeruginosa
sucede algo similar, s6lo que con ninguna concentracién de acido se logra un nivel de
inactivacion semejante al que produce la radiacion UV en sus tres intensidades (Figura 26
del capitulo 1 y Figura 43 del capitulo 2). Estos resultados concuerdan con los reportados
por de Souza y col.,, 2015 [133] que obtuvieron mayor descenso logaritmico cuando

utilizaron UV en vez de APA.

Con respecto al dafio al ADN pudimos obtener al amplificarlo mediante ERIC-PCR que so6lo

se manifesto dano fisico, o sea que se detuvo el progreso de la ADN polimerasa, en las
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cepas de P. aeruginosa. Este dafo, es menor al que se produjo con la radiacion UV en
estas cepas y no permitio el seguimiento del proceso a través de esta herramienta molecular

cémo si lo permite el dafio logrado por la radiacion UVC.

Estos resultados sobre el ADN indicarian que el parametro ¢, que refleja la relacién que
existe entre la funcionalidad del IINAC y el IDADN, tiende a 0 ya que no hay relacién entre
ambos. Debido a este hallazgo, que determina un target de ataque del APA diferente al
ADN, se tomd la decision de corroborar la existencia de dafio hacia otra molécula muy
importante y abundante en la composicion celular como son las proteinas. Para llevar a
cabo este primer analisis exploratorio, se recurri6 a los geles desnaturalizantes de
poliacrilamida en matriz heterogénea. Para la cepa de E. coli obtuvimos modificaciones en
los péptidos generados tras la desnaturalizacion. Esto abre la puerta a la aplicacion de
técnicas con mayor sensibilidad y resolucion (geles en 2D, analisis por MALDI-TOFF, entre
otros) que confirmarian y darian mas detalle sobre la existencia de estas alteraciones

producidas durante el proceso de desinfeccion.

A modo de comparacién y para explorar lo que sucedia a nivel del proteoma con la cepa
de E. coli sometida a UV, se realizd en forma consecuente el mismo analisis en gel de SDS-
PAGE. Para esto se tomaron las muestras de células sometidas a 100% de radiacion, el
resultado se muestra en la Figura 47. Se puede ver en esta figura como se manifiestan
alteraciones en los péptidos marcados en lineas rojas. Estas alteraciones se encuentran
dispersas por todo el gel indicando un dafio global pero sutil hacia los péptidos. Estas zonas

dafiadas comienzan a notarse a partir de los 40 segundos de exposicién a la radiacion.
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Figura 47. Imagen del gel de poliacrilamida obtenido para la cepa de E. coli, luego de ser sometida
a radiaciéon UVC. Los numeros precedidos por una letra T, indican el tiempo de muestreo en
segundos.

CONCLUSION PARCIAL

En resumen, en este capitulo se pudo demostrar una alta efectividad del APA para la
desinfeccion de aguas claras de dos microorganismos Gram negativos indicadores de
calidad de agua: P. aeruginosa y E. coli. Las concentraciones empleadas de acido
demostraron ser mas eficientes para E. coli en los tiempos tratados. Ademas, se pudo
demostrar que el ADN de esta bacteria no se vio afectado a nivel estructural, lo contrario
gue ocurre con P aeruginosa que si sufre cambios estructurales en su ADN que impidenla
progresién de la polimesasa y que se evidencia, por lo tanto, como la ausencia de bandas
en el gel de agarosa. La falta de evidencia de dafio al ADN estaria indicando que existe otro
punto de ataque por parte del agente desinfectante, esto se demuestra analizando el
parametro ¢ que tiende a 0 cuando se relacionan los datos de IINAC e IDADN para estos
estudios. Este hecho fue el puntapié para el abordaje del estudio del dafio a la proteina
mediante los ensayos de SDS-PAGE que arrojaron indicios de que existen alteraciones en

los peptidos que conforman el pool proteico de la cepa de E. coli expuestos a APA.
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INTRODUCCION

DESINFECCION DEL AGUA MEDIANTE PROCESOS AVANZADOS DE OXIDACION

Los procesos avanzados de oxidacion (PAOs) se encuentran incluidos dentro de los
procesos de oxidacion quimica mas efectivos para el tratamiento de agua [18]. Estas
tecnologias estan basadas en procesos fisico-quimicos capaces de producir cambios
profundos en la estructura quimica de los contaminantes. Son definidas como procesos que
involucran la generacién y uso de especies transitorias poderosas, especialmente el radical
hidroxilo («OH) [23]. Este radical puede ser generado por medios fotoquimicos (incluida la
luz solar) o por otras formas de energia. Se ha sugerido que su alta eficiencia es debida a
su viabilidad termodinamica y a una velocidad de reaccion incrementada por la participacion
de radicales libres [134]. Estas tecnologias tienen ciertas ventajas sobre las convencionales
al permitir la mineralizacion de los contaminantes a través de transformaciones quimicas
que involucran la accién de especies altamente oxidantes. Ademas, usualmente no generan
barros ni subproductos de reaccidbn o lo hacen en baja concentracién. Mejoran las
propiedades organolépticas del agua luego de los tratamientos convencionales para la
desinfeccion y reaccionan con contaminantes a bajas concentraciones. Funcionan como un
pretratamiento sobre contaminantes refractarios, para luego poder ser aplicado uno mas

econdémico como, por ejemplo, el biolégico [134,135].

Los radicales OH son especies extraordinariamente reactivas, atacan la mayor parte de las
moléculas organicas con constantes de velocidad generalmente del orden de 10%-10° M ~'s-
1 [136]. La formacién de este radical libre del oxigeno puede darse a través de varios
procesos, los cuales pueden involucrar o no la accién fotoquimica como se muestra en la
Tabla 15.

El tratamiento del agua por medio de PAOs constituye un tema central de investigacion que

cubre areas tales como:
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1) tratamiento de efluentes industriales que incluye, entre otros, destileria, agroquimicos,
blanqueamiento de kraft, pulpa y papel, tinte textil, yacimientos petroliferos y desechos de

chapado de metales;
2) tratamiento de efluentes peligrosos, incluido hospitalarios y de desechos de mataderos;

3) eliminacion de patdgenos y residuos farmacéuticos persistentes y disruptores endocrinos
de los efluentes de la planta municipal de tratamiento de aguas residuales (EDAR) (es decir,

después del tratamiento secundario);

4) eliminacion de micro contaminantes organicos como pesticidas y metales pesados tales

como el arsénico y cromo;

5) acondicionamiento y estabilizacion de lodos biologicos de las PTAR [137].

Tabla 15: Tecnologias avanzadas de oxidaciéon que involucran o no reacciones fotoquimicas
(modificado de Domenech y col, 2015) [134]

Procesos no fotoquimicos Procesos fotoquimicos
Ozonizacion en medio alcalino (O3/OH-) Fotdlisis del agua en el ultravioleta de vacio (UVV)
Ozonizacion con peroxido de hidrégeno (O3/H202) UV/peréxido de hidrégeno
Procesos Fenton (Fe?*'H20z) y relacionados UV/Os
Oxidacion electroquimica Foto-Fenton y relacionadas
Radidlisis y y tratamiento con haces de electrones Fotocatalisis heterogénea

Plasma no térmico

Descarga electrohidraulica - Ultrasonido

PROCESOS FOTOQUIMICOS

Las tecnologias fotoquimicas presentan las ventajas de ser simples, limpias, relativamente
econémicas y generalmente mas eficientes que los PAOs quimicos. Ademas, pueden
desinfectar las aguas y destruir los contaminantes. En consecuencia, las radiaciones UV se
han combinado con oxidantes potentes como O3, H2O. y APA, que incluyen, en algunos
casos, una catalisis con Fe®* o TiO», lo que resulta en varios tipos de PAOs fotoquimicos
importantes. Estos procesos fotoquimicos pueden degradar y / o destruir contaminantes
mediante tres posibles reacciones, incluida la fotodescomposicién, basada en la radiacion
UV, la excitacion y la degradacion de las moléculas contaminantes, la oxidacién por accion
directa de los oxidantes empleados y la oxidacién por fotocatalisis (con Fes™ o TiOy),

induciendo la formacién de radicales « OH. [138].
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Las caracteristicas especiales de las tecnologias de tratamiento UV del agua y el aire se
muestran en la Tabla 16. De la observacion de esta tabla es evidente que existe una
diferencia notable en el manejo numérico de las técnicas de desinfeccion UV y oxidacion
fotoiniciada, es decir, la primera se analiza en términos de la fluencia Ho/ J m — 2 de la
radiacion germicida UV, mientras que los ultimos procesos dependen inequivocamente de
la fluencia de fotones absorbidos Hp,o/ mol m ~ 2. En este caso, un foton absorbido se trata
como un reactivo selectivo utilizado para la escisidon de enlaces quimicos que permite los

calculos estequiométricos.[139].

Tabla 16.Caracteristicas especiales de las tecnologias de tratamiento UV del agua y el aire

(madificado de Oppenlénder, 2003) [139]

Desinfeccion UV

Técnicas de oxidacion foto-iniciada

e Inactivacibn de una amplia gama de
microorganismos con una fluencia adecuada (Ho/Jm"

%)
e Desinfeccién simple y de confiancia con una alta

performance, segura y de facil manipulacién,
almacenado y traslado

o Permite la no acumulacién de virus, bacterias y
otros microorganismos

¢ Minima formacion de quimicos téxicos y ausencia
de sustancias mutagénicas o carcinogénicas

¢ No influye sobre el olor o sabor del agua o aire

o No se expone al personal a utilizar quimicos
peligrosos

o Sistemas de punto de uso a escala doméstica o
para campamentos

o Aplicaciones en zonas de riesgo para la salud
como hospitales
e Usado en industrias de procesamiento de

alimentos

¢ Clivaje de enlaces quimicos con una adecuada
fluencia de fotones (Hp,o/mol m2)

¢ Degradacion oxidativa compuestos bactericidas o
no biodegradables y un amplio espectro de
contaminantes téxicos acompanfantes,
disminuyendo la toxicidad del agua

o La oxidacién parcial generalmente produce la
formacion de productos de bajo peso molecular
inocuos y biodegradables, como acidos carboxilicos
y aldehidos.

o Detoxificacion de contaminantes organicos
persistentes. No produce efecto de hipersalinizacion.
o No hay formacién de lodos, minimo tratamiento de
residuos que no requieren disposicion final

¢ Implementacién del concepto de tratamientos
sinérgicos con tecnologias convencionales (sistema
hibrido), ejemplo: carbén activado, tratamiento
biolégico

o Muchas alternativas para la seleccion del oxidante
auxiliar (H202, O3, o sus mezclas)

e Alta eficiencia en la remocién de micro
contaminantes por oxidaciéon o mineralizacién

La ingenieria modular facilita el escalado y es facilmente automatizable.

Sistemas continuos o cerrados y tratamientos de grandes volumenes de flujo

Bajo mantenimiento preventivo y requerimientos de operacion con seguridad confiable durante la operacion

Una instalacién remota y descentralizada es posible

OXIDACIONES FOTOINICIADAS
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En la Figura 48 se presenta una situacién idealizada de reacciones de oxidacion
fotoiniciadas que es la base de todos los PAOs en presencia de un oxidante auxiliar, como
H202 u Os. El oxidante auxiliar (a-Ox) que contiene atomos de oxigeno debe absorber la
radiacién electromagnética con la formacion de una molécula excitada electrénicamente (a-
Ox *). Posteriormente, la escisidén homolitica de un enlace quimico conduce a la formacién
de especies de oxigeno reactivo primario (Ox ¢) que son principalmente radicales hidroxilo,
o atomos de oxigeno en sus estados base (3P) o excitado (1D). Debido a la gran reactividad
de estas especies transitorias, su concentracién suele ser muy baja. La reaccién inmediata
con las moléculas de sustrato M en presencia de oxigeno inicia predominantemente una
serie compleja de reacciones radicales que incluyen la quimica de los radicales peroxilo
[140,141]. En agua o aire, las especies de oxigeno reactivas primarias pueden
transformarse mediante radicales, transferencia de electrones o reacciones acido / base a
especies de oxigeno secundarias que pueden oxidar nuevamente las moléculas de
sustrato. Ademas, la reaccioén de los radicales hidroxilo con iones carbonato o bicarbonato
conduce eficazmente a la formacién de aniones radicales CO3 « -/ HCOs « -, que se conocen
como oxidantes terciarios selectivos. Este esquema de reacciones es sustancialmente
complicado por el hecho de que los oxidantes auxiliares pueden oxidar ciertos
contaminantes del agua por oxidacién directa relacionada con su potencial de reduccién.
Este es especialmente el caso de los PAOs basados en ozono porque Os tiene un alto
potencial de reduccion E de 2.07 V para la pareja O3, H +/ Oz, H.O. Ademas, los productos
de oxidacion se acumulan durante el curso de la oxidacion y, por lo tanto, se introducenen
el ciclo de oxidacion hasta que finalmente todos los atomos de carbono organicos se

transforman en didéxido de carbono (mineralizacion) [139].
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Bond
hv Homolysis
a-O0x —» a-0x* —» Ox°
Auxiliary Electronically Primary Reactive
Oxidant Excited Oxygen Species
(H,0,, O,, Molecule (*OH, O('D), O(’P))
0., (H,0))
M H,O

Direct

M
s e Secondary
Oxidation _ Oxidation i
'S Products <—L Oxygen Species

(H,0,/HO,, HO,»/0,+,
HO.,+/O,, O,, O,)

Figura 48. Situacion idealizada de reacciones de oxidacioén fotoiniciadas que es la base de todos los
PAOs en presencia de un oxidante auxiliar (modificado de Oppenlander, 2003) [139]

PROCESO APA/UV

El acido peracético (APA, CHsC (= O) OOH) es un peroxiacido organico conocido como
agente antimicrobiano de amplio espectro. Las soluciones comerciales de APA, sintetizadas
por reaccién catalizada por acido del peréxido de hidrégeno (H20-) con acido acético (CHsC
(= O) OH), son tipicamente una mezcla de APA, H.O,, CHsC (= O) OH y agua. Elpotencial
de oxidacion de APA es mayor que el de H202 (1.96 vs. 1.78 Vs) al igual que su efecto
antimicrobiano, aunque también se han informado efectos sinérgicos de APA y H,Ozen la
solucién comercial de APA para la inactivacion de bacterias. La especie no disociada de
APA (APA%) a un pH inferior a 8.2 (pKa, APA, 25 ° C) se considera la forma biocida en lugar

de la especie disociada (APA ).

El APA puede activarse mediante radiacion UV o ciertos catalizadores para generar
radicales (Figura 49); asi, el proceso UV / APA puede clasificarse como un proceso de
oxidacién avanzada (PAQ). Bajo irradiacién UV, se produce la escisién homolitica del
enlace O-O del APA para generar un radical acetiloxilo (CH3sC (= O) O ¢) y » OH (Figura 49
ecuacion 1). Posteriormente, CHsC (= O) O - se disocia rapidamente a radical metilo (+ CHs3)

y CO,, y * CH3 puede combinarse con oxigeno para producir un radical peroxi débil (CH3O-

127
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*) (Figura 49 ecuaciones 2-3). Mientras tanto, el + OH puede atacar la molécula de APA
(Figura 49 ecuaciones 4-6). CHsC (= O) O - también puede reaccionar con APA para
producir radical acetilperoxilo (CH3C (= O) O, ) (Figura 49 ecuacion 7). Los diversos
radicales formados en el proceso UV / APA pueden exhibir diferentes reactividades.
Ademas, debido a que algunas cantidades de H.O, siempre estan presentes en las
soluciones de APA, el PAO UV / H,0, coexiste en el proceso UV / APA [142].

CH.C(=0)0,H— 5 CH.C(=0)0" + *OH (1)
CH,C(=0)0" — *CH,+ CO, (2)
"CH, + 0, — CH,00' (3)
CH.C(=0)0,H + "OH — CH.C(=0)0." +H.0 (4)
CH,C(=0)0,H + "OH — CH,C(=0)" +0, + H,0 (5)
CH,C(=0)0,H + '0H — CH,C(=0)0H + ‘00H (6)
CH,C(=0)0,H + CH.C(=0)0" — CH.C(=0)0," + CH,C(=0)OH (7)

Es bien conocido que *OH puede reaccionar rapidamente con muchos microcontaminantes (k= 106 — 10" M ).

Figura 49. Sistema de ecuaciones de fotoactivacion del APA (modificado de Cai y col, 2017) [142]

AVANCES EN EL USO DE LA COMBINACION APA/UV

Algunos autores han avanzado en la investigacién de la combinacién de luz UV y APA (es
decir, UV / APA) para la desinfeccidon de aguas residuales, y reportaron beneficios
sinérgicos y una mayor eficiencia de inactivacién para los microorganismos entéricos en
comparacion con los tratamientos individuales de APA, UV, H,O2 y UV / H,0,. La aplicacion
de rayos UV y APA fue mas eficiente cuando la introduccion de APA fue antes que de la
irradiacién UV, no siendo o mismo en el orden opuesto. El efecto sinérgico de UV / APA
para la desinfeccidén puede atribuirse a la formacién de radicales hidroxilo (+ OH) y oxigeno
"activo" de la fotolisis de APA, como fue detallado anteriormente. Por lo tanto, laaplicaciéon
de UV y APA combinados para la desinfeccion de aguas residuales puede reducir

considerablemente la dosis de desinfectante, el tiempo de contacto y los costos [142].
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Formisano y col., 2016 [143] observaron una inactivacién total de E. coli por el proceso de
luz solar / APA (8 mg APA L -') después de 120 minutos de tratamiento (QUV % 7.42 kJ L

) en aguas residuales, con una densidad inicial de E. coli de 10° UFC/ml. Lubello y col,
2002 [109] en su trabajo sobre desinfeccién de aguas residuales por proceso UVC / APA,
observaron la inactivacién de E. coli de 3.6 y 4.5 unidades logaritmicas para 2 y 4 ppm de

APA, respectivamente, y una dosis de UVC de 120 mW s cm 2.

El proceso UV / APA ha sido investigado recientemente en la reducciéon de contaminantes
de preocupaciéon emergente (o conocidos como CEC por sus siglas en inglés) [144] en
aguas residuales. En particular, se demostré que es altamente eficiente a un pH casi neutro
para la degradacion de los productos farmacéuticos, ya que el valor de pKa de APA (8.2)
cae dentro del pH inherente de las aguas residuales. El efecto sinérgico de la combinacion
de UV y APA también se ha atribuido a la formacion de HO- y oxigeno activo por la fotolisis
del APA. Recientemente se han propuesto mecanismos de destrucciéon donde HO- dafa
progresivamente las estructuras de la superficie celular que conducen a la liberacién de
material / moléculas intracelulares. Por lo tanto, es probable que los mecanismos de
inactivacion bacteriana y la degradaciéon de CEC, cuando ocurre la fotolisis del APA se deba
a una combinacién de tres fenomenos ocurriendo simultaneamente: el ataque de los

fotones, la oxidacién por parte del agente quimico y por la formacion de OH«[145,146].

OBJETIVOS

= Estudiar la desinfeccion de agua con E. coli y P. aeruginosa mediante la
combinacién de APA/UV como proceso avanzado de oxidacion.

=>» Analizar la presencia de dafio hacia el ADN producido por el proceso de desinfeccion
con la técnica de ERIC-PCR.

= Analizar el proceso de desinfeccion desde el enfoque de cuantificacion de dafios
sobre los microorganismos, a partir de los resultados experimentales obtenidos yla

utilizacion de los indices y parametros definidos.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y DISPOSITIVO UTILIZADOS




Tesis Doctoral de Microbidloga Mariana Cristiani

CAPITULO 3: ESTUDIO DEL PROCESO DE DESINFECCION DE AGUA CON ACIDO PERACETICO EN
COMBINACION CON RADIACION UVC

Los microorganismos utilizados fueron las cepas de Escheria coli ATTC 8739 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, descriptas en el CAPITULO 1. Los reactivos que
se utilizaron en esta parte del trabajo para el cultivo de microorganismos y para realizar la
técnica de biologia molecular, fueron descriptos en el CAPITULO 1 y 2. El dispositivo
experimental utilizado es el mismo al utilizado en los dos capitulos anteriores y
detalladamente descripto en el CAPITULO 1.

ENSAYOS EXPERIMENTALES Y TECNICAS ANALITICAS
El disefio del ensayo experimental para los dos microorganismos empleados, con las

distintas concentraciones de APA utilizado se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17. Descripcién de los disefios experimentales que se realizaron en los ensayos con APA/UV
sobre las cepas de E. coliy P. aeruginosa.

Numero Conc. de
uvc . . ] Tiempo de toma de muestra
de Cepa G Concentracion  microorganismos
) w de APA
corridas (Wicm?) (CFUI ml) (segundos)
3 E. coli 0,00105 4 ppm 107 0,3,6,9 12,15, 18,21, 24, 27, 30
3 E. coli 0,00105 8 ppm 107 0,3,6,9 12, 15, 18, 21
3 E. coli 0,00105 12 ppm 107 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50
3 P. aeruginosa  0,00105 4 ppm 107 0, 30, 60, 90, 180, 240
3 P. aeruginosa 0.00105 16 ppm 107 0, 5, 10, 15, 2%,025%,030, 35, 40, 50,

Los ensayos se llevaron a cabo colocando la solucién de trabajo en el reactor con la
concentracion de acido correspondiente. Una vez que se afiadié el microorganismo, y éste
se homogeneiz6 en el reactor, se procedidé a encender la lampara y a tomar las muestras.

La muestra a tiempo cero se realizé con la lampara apagada.

La preparacion previa del inoculo se llevé a cabo como se encuentra descripto en el
CAPITULO 1. La determinacién y la preparacion de las soluciones de trabajo de APA se
realizaron de la misma manera que en el CAPITULO 2. La toma de muestra se realizé de
la misma manera como fue especificado en el (CAPITULO 2). Se realizé el recuento de

microorganismos viables con el mismo procedimiento que se describe en el CAPITULO 1.
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Finalmente, se procedi6 a detectar el dafio producido en el ADN a través de la técnica de
ERIC-PCR detallada en el CAPITULO 1, y se calculé el indice de inactivacion de igual forma
que la detallada en el CAPITULO 1 para los ensayos con UVC.

RESULTADOS Y DISCUSION

INACTIVACION DE ESCHERICHIA COLI

En la Figura 50 se observan las curvas de inactivacién para E. coli utilizando diferentes
concentraciones de acido peracético (4 a 12 ppm) en combinacién con el 100% de radiacion
UVC. Se puede apreciar que las curvas generadas de los dos agentes combinados no son
lineales y obedecen principalmente al comportamiento de la curva obtenida cuando se
trabajé solo con radiacion. Cuando se administré 12 ppm de acido se obtuvo un hombro al
comienzo de la inactivacion. Se puede notar en la Figura 50 cémo el agregado de acido
mejora el rendimiento del proceso de desinfeccion. En la Tabla 18 se muestran los tiempos
de operacion para alcanzar un IINAC=4, es decir el 99.99% de desinfeccion, cuando se
trabajo solo con radiacién UVC, APA solo y la combinacion de ambos. Se puede apreciar
en esta tabla que se tardé 18 segundos en llegar al descenso de 4 log para el tratamiento
de UVC (al 100%), mientras que cuando se agregé 4, 8 y 12 ppm de APA en combinacion
con UV, se tard6 12 segundos para las tres concentraciones en lograr ese mismo descenso
logaritmico. Mientras que, en comparacion, cuando se usé oxidante sélo, la diferencia en
los tiempos de inactivacién fue mucho mayor, de 20 a 55 veces menos efectiva que para la
combinacién de acido y radiacion. Se puede concluir entonces, que el proceso de oxidacion
avanzada es mas eficiente que la utilizacion de ambos agentes por separado para la

inactivacion de E. coli.

Estos resultados concuerdan con los reportados por de Souza y col., 2015 [133], quienes
obtuvieron mejores valores de desinfeccion cuando usaron combinaciones de APA y UV
que cuando utilizaron estos desinfectantes por separado. Por otra parte, Koivunen y
Heinonen-Tanski, 2005 [108] observaron un aumento en la eficiencia de desinfeccion de
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Salmonella enteritidis y colifago MS2 mediante el
uso combinado de APA/UV. Sun y col., 2018 [147] trabajaron con efluentes de aguas
municipales y aplicaron la combinaciéon de APA/UV en forma secuencial para inactivar E.

coli. Detectaron que un pretratamiento de exposicion con APA de 2 minutos hacia dos veces
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mas eficiente el proceso de desinfeccion. Una explicacion de este resultado es que el APA
se adsorbe a la superficie celular mediante los exopolisacaridos y que luego son activados
por la aplicacidon de radiacién UV que produce la liberaciéon de radicales hidroxilos que

causan la accion letal.

200 e\:a | e UV 100%

100 4 --@ - APA 4 ppm + UV 100%
P --@ - APA 8 ppm + UV 100%

200 + @ - @ - APA 12 ppm + UV 100%

sl B
-4.00 + R

-5.00 + -

[INACI

-6.00 -+

0 15 30 45
Tiempo (s)

Figura 50. Curvas de inactivacién para la cepa de E. coli ATCC 8739 luego de ser sometidas a

tratamientos aplicando el 100% de la radiacion UVC en combinacién con APA en tres
concentraciones diferentes: 4, 8 y 12 ppm.

Tabla 18. Tiempo en segundos en los se alcanzd un valor de IINAC=4 para cada proceso de
desinfeccion llevado a cabo con radiacién UV al 100%, APA solo en sus tres concentraciones (4,
8y 12 ppm) y la combinaciéon de ambos desinfectantes.

uv APA (ppm) APA (ppm)+UV (100%)
100% 4 8 12 4 8 12
Tiempo
(segundos) que
tomé lograrun 18 225 75 45 12 12 12

descenso 4 log

ANALISIS DEL DANO AL ADN DE ESCHERICHIA COLI

Como se puede observar en la Figura 51, en las bandas obtenidas por ERIC-PCR, existen
diferencias cualitativas entre los geles correspondientes a los tratamientos cuando se aplicd

UV 100% con 4, 8 y 12 ppm de APA. Se puede ver como a medida que aumentala
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concentracion de acido, disminuye el dafio causado hacia el ADN, y esto se manifiesta por

una mayor permanencia en los geles, durante el tiempo que transcurre el proceso de

desinfeccion, de las bandas de mayor tamafo molecular. Si nos situamos en el gel de UV

100% + 4 ppm de APA, podemos ver como a los 6 segundos, practicamente ya no se

revelan en el gel las bandas de 2000, 1500, 1200 y 1000 pb. Esto mismo ocurre en el gel

de la Figura 52, que representa el dafio hacia el ADN cuando se aplicd el 100% radiacion

UV sola, lo que implica que la aplicacién de 4 ppm de APA no influye en el ADN de manera

detectable. Cuando se observa, en cambio, los geles generados después de que la cepa
fue sometida a UV 100% + 8 y 12 ppm de APA, se nota como las bandas de 2000 y 1500

pb dejan de ser amplificadas a los 9 y 10 segundos respectivamente.

M2 0 3 6 9 12 18 24 30

B — — e LS
!--m—-ﬁ--
——— D
i
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M2 0 3 6 9 12 15 18
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— . e e
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——_————————— —
— —————— - —
f—
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12 ppm APA + UV 100%

Figura 51. Geles de agarosa al 1.5 % obtenidos luego de la amplificacién con ERIC-PCR de la cepa
E. colitras ser sometida a 4, 8 y 12 ppm de APA. Los nimeros indican el tiempo de toma de muestra
en segundos y M2 indica el marcador de tamafio molecular 100 Marker.
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Figura 52. Gel de agarosa al 1,5% que presenta el perfil de bandas obtenido para E. coli después
de ser sometida a 100% de radiaciéon UVC durante 30 segundos. Los numeros indican el tiempo de
muestreo en segundos.

ANALISIS DE RESULTADOS PARA ESCHERICHIA COLI

Para poder continuar con el analisis del comportamiento de las bandas se procedié a
obtener los datos de areas que se realizaron de las densitometrias sobre los geles de
agarosa con el programa ImageJ/FIJI (Figura 53). Una vez obtenidos estos datos se
procedio al calculo de las varianzas para las areas de las bandas de los geles de agarosa
a través del proceso de desinfeccion (Tabla 19).Del analisis de varianza se pudo extraer
que las bandas que variaron significativamente en todos los procesos de desinfeccion
fueron las de 900 y 1000 pb. Cuando se analizaron las varianzas de las bandas después
de someter a los microorganismos a tres niveles de radiacion UVC diferentes (en el capitulo
1), obtuvimos que las bandas que presentaron variacion significativa en todos los ensayos
fueron las de 900 y 1500 pb. Los resultados obtenidos en este apartado presentan
consistencia en el hecho de que la banda de 900 pb de base sigue siendo adecuada para
poder seguir un proceso de desinfeccién en E. coli cuando se ve involucrado el uso de
radiacion UVC.
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Figura 53. Densitometria generada con el programa ImageJ/FIJI, a partir de los geles de agarosa
con el patron de amplificacion de ERIC-PCR para la cepa de E. coli luego de los tratamientos con
APA/UVC y el control con UVC sola. Los nimeros indican los tiempos de muestreo en segundos.

En la Figura 54 se representa la variacion del area densitométrica de las bandas

desarrolladas en los geles de agarosa para los ensayos de desinfeccion UV/APA realizados
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en comparacion a la de UV sola. Se puede distinguir entre las bandas la existencia de tres
comportamientos en comun para todos los casos estudiados: i) las bandas de menor
tamafio molecular (300 y 400 pb) (en negro) permanecen practicamente sin alteraciones
durante los procesos de desinfeccion; ii) la banda de 900 y 1000 pb (en rojo) parecen ser
la mas afectadas en su comportamiento, ya que varian en su forma y decaimiento segun el
tratamiento aplicado, esto concuerda con lo arrojado por el analisis estadistico de varianza
y iii) por ultimo se encuentran las bandas de mayor peso molecular (2000, 1500 y 1200 pb)
que presentan una rapida desaparicion en los primeros segundos de reaccién.
Centrandonos en las bandas del grupo (ii), podemos decir que su pendiente disminuye a
medida que fue aumentada la concentracién de APA en la mezcla de reaccién, hasta llegar
a 12 ppm donde sus areas permanecen inalteradas (sus pendientes tienden a 0) hasta los
10 segundos para la banda de 900 pb y 6 segundos para la de 1000 pb y a partir de alli se
produce una brusca caida de su densidad éptica (tal y como se ve en los geles de la Figura
51).

Tabla 19. Calculo de las varianzas de las areas de las bandas de los geles de agarosa obtenidas de
los procesos de desinfeccién estudiados mediante ERIC-PCR para E.coli.

Varianzas de las areas de las bandas (x10%)
Tratamiento

300pb  400pb 800 pb 900 pb 1000 pb 1200 pb 1500 pb 2000 pb

UV 100% 128.34 51.81 3.38 865.68 518.52 336.30 51.85 895.22
4 ppm APA/UV 77.03 23.75 4.47 65.44 50.96 10.98 9.49 12.16
8 ppm APA/UV 4.80 7.08 4.02 44.04 26.03 59.89 17.83 98.53
12 ppm APA/UV 30.54 22.16 3.02 59.09 46.33 26.51 32.99 119.37

En base a los resultados obtenidos, fue realizada una comparacion de los indices de niveles
de inactivacion (IINAC) con los indices de nivel de dafio (IDADN), a lo largo del proceso de

desinfeccion para cada condicion estudiada, como se muestra en la Figura 55.

Como pudimos analizar en el capitulo 1 para la cepa de E. coli, y como se muestra aqui en
el grafico de la Figura 55, para el ensayo donde se utilizd 100% de radiacién UV, ambos
indices tienen el mismo comportamiento frente a la radiacion presentando la misma
funcionalidad respecto a esta. Para los ensayos de inactivacion donde se afiadié al proceso
APA, es posible notar como a medida que se aumenta la concentracién de acido en

combinacién con radiacion, la funcionalidad respecto al dafio al ADN va cambiando. Los
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dos indices van tomando caminos diferentes de manera semejante a los que sucedi6 para

P. aeruginosa cuando fue sometida a diferentes niveles de UVC. Este hecho nos podria

permitir decir que al igual que Pseudomonas, la diferencia en la incidencia de fotones altera

la respuesta en el ADN. En este caso en vez de existir una barrera fisica para controlar la

llegada de los fotones, se cuenta con una barrera quimica como es el APA, que actuaria

como sumidero de fotones, impidiendo en cierta medida que estos alcancen su objetivo

celular principal que es el ADN. Los autores de Souza y col, 2015 [133], utilizaron una

sucesion de procesos de desinfeccién, ya que emplearon un pretratamiento donde

exponian las células de E. coli durante 10 minutos a APA y luego aplicaban el proceso

avanzado de oxidacion APA/UV. Ellos determinaron que este proceso fue mas eficiente

debido a que el APA inicial quedaba adsorbido a la superficie celular (membrana externa)

y que al ser aplicado en sistema combinado el APA adsorbido reaccionaria con los fotones

produciendo radicales libres que destruirian las estructuras celulares con mas eficiencia.

Para demostrar el cambio de funcionalidad se hizo el grafico de correlacién entre ambos

indices para todos los ensayos de desinfeccion y se representaron en el grafico de la Figura
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Figura 54. Gréaficas que representan el cambio del area de las bandas de los geles de agarosa

durante el proceso de desinfeccion para E. coli.
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Figura 55. Representacion de los indices de inactivacion microbiana (IINAC) y los indices de dafio
al ADN (IDADN) para E. coli después de realizados los procesos de desinfeccién con radiacion UVC

y UV/APA.

. —
5.00 _UV 100% de radiacion 03
4.50 -
el 0.25
3.50 + 0.2
3.00 A

g 250 - 0155

£ 200 4 2
150 4 F 0.1
1.00 + —@— Inactivacion 0.05
0.50 1 © - Indice de Dafio ADN
0.00 & l T T T 0

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (s)
4 ppm de APA + UV
51 @03
45 4 |
41 o o 0.25
35 1 = : L 02
34 () o]
3] -
2 25+ . 0158
A >
£ g4 | =
151 8 o
T 1 —@— Inactivacién - 0.05
05 ¢ © - Indice de dafio ADN |
00 t T T T 0
0 5 10 15 20
Tiempo (s)
8 ppm de APA + UV
5.00 + 0.3
450 + |
4.00 + [ 025
350 ¢ L o2
3.00 + |

$ 250+ 0159

Z 2001 | g
150 + [ o1
1.00 T o —@— Indice de inactivacion 0.05
0.90 4 © - Indice de dafio al ADN
0.00 & + T T 0

0 5 10 15
Tiempo (s)
12 ppm de APA + UV
5T 0.3
45+ e
2l P 0.25
.
35 1 3 0.2
3+ - o

o 25+ ~ 015 §

2 2f # ® z
15 1 Rl

T /@ —@— Inactivacion 0.05
o.g 08 ‘ o Indicel_-dedar‘\oADNl o
0 5 10 15
Tiempo (s)

138



Tesis Doctoral de Microbidloga Mariana Cristiani

CAPITULO 3: ESTUDIO DEL PROCESO DE DESINFECCION DE AGUA CON ACIDO PERACETICO EN
COMBINACION CON RADIACION UVC

En la grafica de correlacion obtenida se puede observar como a medida que aumenta la
concentraciéon de acido empleada la pendiente de la linea de tendencia comienza a
disminuir. Se ve claramente que sigue habiendo una fuerte correlacion lineal entre ambos
indices donde el parametro de ajuste R? es mayor que 0.91, en todos los casos. En este
grupo de ensayos podemos notar cdmo el parametro ¢, o sea la relacion entre ambos

indices, se ve afectado por la presencia del acido (Tabla 20).

Para llevar a cabo un modelado cinético preliminar se deben tener en cuenta en principio 3

mecanismos de ataque presentes en el proceso:

1- La presencia de UV, genera dafio al ADN (como cuando actua el UV solo), este

mecanismo es importante aqui y puede detectarse por método ERIC-PCR.

2- La presencia del APA genera dafio per se a la membrana (como cuando actua el APA
solo). Por los resultados obtenidos (Tabla 20), puede verse que este mecanismo no tiene

incidencia, cuando los dos agentes UV/APA estan presentes.

3- La presencia combinada UV/APA, como se menciond, genera especies muy activas que
atacan la membrana. Este mecanismo es importante aqui y no puede ser cuantificado por
el método ERIC-PCR.

A los tres mecanismos, se suma el efecto de atenuacion del campo de radiacién dentro del
reactor por la presencia de la mezcla comercial de APA, que absorbe radiacién UV y que
influye directamente sobre los mecanismos 1y 3, en forma contrapuesta ya que promueve

la disminucioén de la efectividad del proceso.

Como se menciona, el segundo mecanismo se puede despreciar frente a los otros dos, por
lo tanto, se puede plantear para los primeros segundos de reaccién un balance de materia
para el microorganismo, dentro del reactor, considerando los dos mecanismos
preponderantes:

dCp = —r  —_y Ec. 26

dt Ec,UV Ec,APA/UV
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Donde recuv representa la velocidad de inactivacion por el efecto directo del UV sobre el

ADN vy rec apauv representa la velocidad de inactivacion por el ataque de especies activasa

la membrana.
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Figura 56. Grafica donde se representa la correlacién entre el IINACI y el IDADN para los ensayos
de desinfeccién realizados sobre E. coli.

Como nos estamos restringiendo a los primeros segundos de reaccion tomamos la parte

lineal de la curva de inactivacién, donde tenemos una cinética de pseudo-primer orden.

Por otro lado, podemos considerar que la cinética de accion del UV es proporcional a la
radiacion incidente elevada a un coeficiente y en el caso de la expresion cinética de la
accion del APA irradiado por UV, podemos proponer que sea directamente proporcional a
la concentracion del agente quimico y de la radiacion incidente. Cabe aclarar que la
radiacion incidente dentro del reactor esta influenciada por la atenuacion que produce la

absorcion de UV de la mezcla comercial del APA. Por lo tanto, se puede proponer:

dCy, =~ rkEc.UV G Y—|CEc _I:kEc,APA/UV G Chra —U Che

L ()] ()

=k C -K C =-[k +kK ljc =—kc
Ec

Ec, UV  Ec Ec,APA/UV  Ec Ec,UV Ec,APA/UV

ke ....Ec. 27
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Para analizar cuantitativamente cémo intervienen los mecanismos, pueden calcularse las
pseudo-constantes globales de inactivacion (k’) de la Figura 50 para los primeros 12
segundos de reaccion. Por otro lado de la Figura 56 pueden extraerse los valores
resultantes de los ajustes del valor de ¢. La manera mas practica de evaluar como interviene
cada mecanismo es trabajar con los valores relativos a cuando se utiliza radiaciéon UV sola.
En la Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 20. Evaluaciéon de mecanismos de ataque en los ensayos de combinacion APA/UV para E.
coli.

Cara (ppm) ¢ C/CO k' (5-1) kl/klo
0 0.0584 1.0000 -0.290 1.0000
4 0.0510 0.8733 -0.460 1.5862
8 0.0472 0.8082 -0.460 1.5862
12 0.0385 0.6592 -0.460 1.5862

De los valores de la tabla puede concluirse que con respecto al ataque directo al ADN del
UV, la velocidad del proceso disminuye a medida que se va aumentando la concentracion
de APA, con 12 ppm el ataque al ADN es un 66% de cuando no hay APA. Esto se explica

facilmente por el fenémeno de atenuacion de radiacién que produce la presencia del APA.

A nivel de ataque global, pueden hacerse dos observaciones importantes: que la presencia
de APA con UV, mejora un 58.6% el proceso con respecto a cuando hay solo UV y por otro
lado para el rango de concentraciones de 4 a 12 ppm utilizado en los ensayos, la velocidad

de inactivacién es independiente de la concentracion del APA.

Finalmente, puede verse por diferencia el efecto contrapuesto de la presencia de APA, por
un lado disminuyendo la velocidad de inactivacion por dafio al ADN por la atenuacion
generada y por otro lado el rol del ataque a la membrana (3°" mecanismo) que compensa
claramente la disminicién por el primer mecanismo, ya que a nivel global la inactivacién

mejora con la combinacion UV/APA.

INACTIVACION DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

En la Figura 57 podemos ver cdmo cambia en el tiempo la viabilidad (IINAC) de la cepa de
Pseudomonas aeruginosa sometida a 4 y 16 ppm de APA en combinacién con 100% UVC

y utilizando sélo 100% radiacion UVC. Se puede ver que el tratamiento UV/APA aplicando
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las dos concentraciones sigue la funcionalidad de curva no lineal al igual que cuando se

aplica sélo radiacion.

En la Tabla 21 se pueden ver los tiempos cuando se logré un descenso logaritmico de 3.5
log para todos los tratamientos aplicados a la cepa de Pseudomonas aeruginosa en este
trabajo. Teniendo estos datos en cuenta se puede decir que el tratamiento mas efectivo fue
cuando se aplico el 100% de la radiacion UVC, y que con la combinacién 4 y 16 ppm de
APA mas UV, fue el segundo tratamiento mas efectivo contra esta cepa ya que se logré
llegar a 3.5 log de inactivacion en 12, 30 y 24 segundos, respectivamente. Para el
tratamiento de oxidaciéon avanzada se ve un aumento en la eficiencia de 6 segundos al

aumentar la concentracion de acido presente en la mezcla.
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Figura 57. Representacion del indice de inactivacion (IINAC) vs tiempo de inactivacion para la cepa
de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 sometidas a tratamiento UV y UV/APA.

Muchos autores obtuvieron una eficiencia mayor al realizar ensayos de combinacion
UV/APA [108,109,148], que fue el doble respecto a cuando utilizaron el oxidante solo para
tratamiento de efluentes. En este estudio la eficiencia aumentd de 2 a 11 veces respecto

cuando se utilizé 4 y 16 ppm de APA solo y su posterior combinacién con radiaciéon UV
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Tabla 21. Tiempo que tomo para cada tratamiento aplicado a Pseudomonas aeruginosa en lograr
un descenso de 3.5 log.

Tratamientos aplicados

uv APA (ppm) APA(ppm)+UV (100%)
100% 4 16 4 16

Tiempo (segundos)
que tomé lograr un 12 330 60 30 24

descenso 3.5 log

ANALISIS DEL DANO AL ADN DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

En los geles de la Figura 58 se pueden ver las amplificaciones mediante ERIC-PCR del
ADN de P. aeruginosa luego de ser sometida a 4 y 16 ppm de APA mas UV. Puede verse
que el ADN practicamente no sufre alteraciones en su amplificacion ya que el patron de
ERIC no se maodifica. Sélo en el gel que pertenece al tratamiento empleando la dosis mas
alta de APA se puede notar una leve pérdida de densidad oOptica de la banda de mayor
tamario (1200 pb). Si comparamos estas imagenes incluso con las obtenidas en los
ensayos donde se utilizé sélo radiacion (Figura 27), es posible notar que incluso hay una
inhibicién del dafo hacia el ADN muy marcada. Este hecho podria explicar por qué las
curvas de APA/UV obtenidas para esta cepa pasan por encima de la que se obtuvo

utilizando 100% de radiacion UVC sola.

Como se menciond anteriormente, existen tres mecanismos de ataque presentes en el
proceso APA/UV, donde dos son los que prevalecen: i) La presencia de UV, genera dafio
al ADN (como cuando actua el UV solo), este mecanismo puede detectarse por método
ERIC-PCR (mecanismo 1) y (ii) la presencia combinada UV/APA, genera especies muy
activas que atacan la membrana (mecanismo 3). Este ultimo mecanismo no puede ser
cuantificado por el método ERIC-PCR. A estos mecanismos se suma el efecto de
atenuacién del campo de radiacién dentro del reactor por la presencia de la mezcla
comercial de APA, que absorbe radiacion UV y que influye directamente sobre los

mecanismos mencionados.

En este caso el mecanismo que prevalece en la desinfeccidon seria la presencia combinada

UV/APA. Esto queda demostrado por los resultados obtenidos en los geles ERIC-PCR
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donde practicamente el ADN no ha sufrido alteraciones, por lo que existe otro target
molecular que es atacado en el momento de combinarse el APA con el UV generando
especies altamente reactivas. Por lo expuesto, se puede concluir que el proceso APA/UV
es menos eficiente que cuando se utiliza UV sola, pero es mas efectivo que la utilizacién

del acido solo como agente desinfectante para la P. aeruginosa.
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Figura 58. Geles de agarosa al 2% obtenidos de la amplificacién mediante ERIC-PCR de
Pseudomonas aeruginosa ATTC 15442 deples de ser expuestas a los tratamientos de desinfeccion

con APA/UV.
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ANALISIS COMPARATIVO ENTRE ESCHERIACHIA COLI' Y PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Teniendo en los resultados obtenidos hasta el momento en esta seccién, con respecto al
proceso avanzado de oxidacion combinando APA/UV, es posible afirmar que éste fue mas
eficiente para la cepa de E. coli que para la de P. aeruginosa. En ambas cepas los
resultados obtenidos respetaron formas funcionales semejantes a las curvas que se
generaron cuando se trabajé con radiacion UV sola. La diferencia fue que ninguna condiciéon
tuvo hombro al comienzo del proceso de desinfeccidn, pero si la tendencia a formar cola.
Para E. coli, la cola en las curvas se va perdiendo a medida que aumenta la concentracion
de acido, de la misma forma que ocurrié cuando se trabajé con APA solo. Rizzo y col. 2015
[145], obtuvieron curvas parecidas a las descritas en este trabajo cuando utilizé diferentes
concentraciones de APA en combinacién con radiacién UVC. Se consiguieron buenos
rendimientos en cuanto a eficiencia de desinfeccion, lograndose para E. coli un descenso
de 4 log a los 12 segundos de comenzado el proceso de desinfeccién para las tres
concentraciones de APA/UV empleadas. Mientras que para P. aeruginosa se obtuvieron un
descenso de 3.5 log para las combinaciones con 4 y 16 ppm de acido en 30 y 24 segundos
respectivamente. Gonzales y col., 2012 [149] , también reportaron en su trabajo un buen
rendimiento cuando utilizaron la combinacion APA/UV logrando un descenso de 5 log
después de aplicar el tratamiento de desinfeccion. Otros autores determinaron una alta

eficiencia de la combinacién APA/UV para eliminar E. coli de agua [133].

En cuanto a la manifestacion del dafio sobre el ADN se obtuvo evidencia de disminucién de
la actividad de la enzima Taq polimerasa sélo para la cepa de E. coli. El dafio hacia el ADN
se analiz6 de la misma forma que fue planteado para los tratamientos con radiacién UVC
sola. En este caso se logro obtener geles de agarosa que manifestaron un comportamiento
diferente a cuando las cepas fueron solo irradiadas. Cuando fue agregado APA al sistema
de desinfeccidn lo que se obtuvo fue una disminucion del dafio manifestado hacia el ADN
a medida que se fue incrementando la concentracion de APA proporcionada, que al igual
que ocurrié cuando se trabajé en el capitulo 1 con radiacidén sola, lo pudimos evidenciar
mediante la utilizacion de ERIC PCR, que resulté consistente y util para identificar el dafio
al ADN producido por radiacion UVC. Gracias a esto se pudo realizar el estudio cuantitativo
del dafio hacia el ADN bacteriano y obtener indices con los cuales poder dar explicacién al

fenédmeno. La presencia de APA indica un dafio oxidativo, como se traté en el capitulo 2,
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que no implica un dafo estructural sobre el ADN, por lo que no se manifiesta en la
amplificacién por ERIC- PCR. Esto ultimo implica otro target molecular al cual va dirigido el
ataque oxidativo, probablemente proteinas u otros elementos de la membrana y pared
celular. En este caso de la combinacién APA/UVC, parecen ser de menor importancia
debido a la forma que adoptan las curvas de desinfeccion y a que los parametros obtenidos
de la ERIC-PCR permiten el seguimiento del dafio a través del ADN y acompafian al
fenédmeno en curso. En este caso surge un tercer fenbmeno como se menciono
previamente, que es la activacion del APA mediante fotdlisis [142], que genera especies
reactivas del oxigeno. Estos radicales libres tienen como principal punto de ataque
molecular los grupos reducidos que forman parte de proteinas y estructuras de membrana
y pared celular (dobles enlaces, anillos aromaticos, grupos tiol y sulfhidrilo) [94,123]. Este
tipo de dafio no es posible detectarlo mediante amplificacion con PCR convencional a punto
final, y para el dafio a membrana se debe recurrir a técnicas mas adecuadas como ser
epiflurescencia, PCR-PM o citometria [25]. Para lograr la activacion del APA y la generacion
de radicales libres, es necesario que la molécula absorba fotones UV y se produzca asi la
reaccion fotoquimica. Este hecho hace que el APA sea un sumidero de fotones UV, que no
llegan a su blanco celular, que es el ADN bacteriano, y esto se ve reflejado, como se puede
observar en la Figura 51, en un menor impacto del dafio UV en el ADN tras ser amplificado

luego del proceso de desinfeccion [133].

CONCLUSION PARCIAL

Como resumen podemos decir que el proceso APA/UV es mas eficiente que la desinfeccion
con APA solo en las dos cepas y que supera la eficiencia de desinfecciéon del UV cuando
se aplicd sobre E. coli unicamente. Ademas, evidenciamos como sélo en la cepa de E. coli
hubo cambios sustanciales en el patrén de ERIC-PCR durante el proceso de desinfeccién
y que el mismo cambia a medida que aumenta la concentracién de acido empleada.
Ademas, pudimos identificar gracias a esto, que existen tres tipos de ataques a la célula 'y
un efecto negativo del APA sobre el dafio al ADN. Por otro lado, a pesar de tener una
sustancia quimica en el medio que capta fotones, el proceso de desinfeccién mejora para

E. coli, esto indicaria la presencia de otro punto de ataque en la célula microbiana

susceptible a la presencia de oxidante.
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CAPITULO 3: ESTUDIO DEL PROCESO DE DESINFECCION DE AGUA CON ACIDO PERACETICO EN
COMBINACION CON RADIACION UVC

Gracias a los resultados obtenidos de la amplificacion del ADN por ERIC-PCR se pudo
desarrollar un modelo cinético simplificado que nos permitié hacer el seguimiento de la
desinfeccion tanto a nivel global (poblacién microbiana) como a nivel del dafio al ADN (por
amplificacién mediante ERIC-PCR). Uno de los parametros obtenidos fue sigma (g), el cual
fue calculado en el capitulo 1 cuando se trabajé con radiacién UVC sola y que nos permite
evaluar la sensibilidad del ADN al tratamiento, cuando esta involucrada la radiacién en el
proceso. Para cuando se trabajé con APA/UV se pudo determinar ademas una
pseudoconstante global que nos indica la sensibilidad de la poblacién en general al
tratamiento cuando se ve involucrado el agente oxidante. Esto determiné el desarrollo de
una cinética de desinfeccion simple, que nos permite ver y evaluar los dos fenébmenos mas
importantes que ocurren: el dafio al ADN y el dafio producido a las células completas.
Existen dos comportamientos en este caso para E. coli ya que su ADN se ve menos
comprometido a medida que se aumento la concentracién de acido y por lo contrario el nivel
de inactivacion aumenta a medida que es afiadida mayor cantidad de acido. Para P.
aeruginosa, en cambio, tenemos que el proceso de inactivacidén mediante la combinacién
APA/UV es menos efectiva y a su vez el ADN practicamente no sufrié dafio. Podemos
finalizar diciendo que para la cepa de E. coli los procesos de inactivacion predominantes
son la accién de la radiaciéon y el proceso avanzado de oxidacién, mientras que para P.
aeruginosa, sucede que solo predomina el ataque oxidativo provocado por la combinacién
APA/UV.
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Las conclusiones finales que derivan de este trabajo de tesis se detallan a continuacién:

e Todos los procesos de desinfeccion ensayados (UVC, APA y APA/UV) aplicados
sobre las cepas de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa resultaron
altamente efectivos con un requerimiento de poco tiempo de contacto para producir
una inactivacion del 99.99% de desinfeccion.

e El proceso de desinfeccion que resultd mas eficiente fue el de APA/UV para la cepa
de E. coli y el de radiacion UVC sola para P. aeruginosa. Por otro lado, resulté ser
el menos eficiente el APA solo, para ambas bacterias.

e Se desarrollé una metodologia de trabajo utilizando la técnica ERIC-PCR que
mostrd con éxito ser una herramienta adecuada y funcional para detectar, estimary
monitorear el dafio del ADN producido por la radiacion UVC. Ademas, los analisis
desarrollados permiten proporcionar informacién completa sobre la integridad del
ADN bacteriano durante los distintos procesos de desinfeccion.

e 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 trabajé con
radiacion UVC. De aqui, fue definido un factor de proporcionalidad que llamamos
sigma (g), que nos permite intercambiar un indice por otro. Esto es novedoso y de
importante aplicacién practica ya que permite hacer el seguimiento del proceso de
desinfeccion tanto por el recuento microbiano en placa como por la amplificacién del
ADN mediante ERIC-PCR para los ensayos donde se usa UV sola.

e Cuando se uso el proceso con radiacion UVC sola para la cepa de E. coli, la relacion
entre los indices reflejé6 que ambos poseen la misma funcionalidad respecto a la
radiacion, lo que implica que ¢ es independiente del valor de la intensidad de
radiacion. Para P. aeruginosa en cambio, el IDADN posee diferente funcionalidad
que el IINAC respecto a los niveles de la radiacion, por lo tanto, esto significa que ¢
depende de la radiacion incidente (Gw) y por consiguiente se desarrollé un simple
modelo matematico que posibilita relacionar y hacer inter-convertibles estos indices.

e En el proceso de desinfeccion utilizando APA solo, bajo las condiciones
experimentales ensayadas, no se produjeron cambios en el patrén de banda del

ADN durante el proceso de desinfeccion. Se determind que estos resultados podrian
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analizarse y entenderse de dos maneras diferentes: 1) el APA puede no causar dafio
en el ADN, o 2) el dafio puede no afectar la enzima polimerasa y, por lo tanto, ERIC-
PCR no lo detecta.

Para el analisis del proceso utilizando APA solo como agente desinfectante se utilizd
la técnica de SDS-PAGE que arrojo la presencia de dafio en ciertos péptidos
presentes en la parte superior e inferior del gel de poliacrilamida cuando se
trabajaron con muestras de E. coli expuestas a APA y UVC por separado. Esto da
un claro indicio de que es posible detectar un dafio al igual que se hizo para el ADN.
En el caso de proteina seria necesario aplicar técnicas mas sofisticadas y sensibles
para lograr un analisis mas profundo de lo que sucede con estas moléculas cuando
son atacadas por la accién oxidativa del acido.

Se realizaron ensayos de toxicidad para el acido, como dato complementario a la
utilizacion de éste en un sistema de desinfeccion de agua. La DLsg calculada para
Daphnia magna indica que, comparado a las concentraciones a la que se utiliza el
cloro para desinfeccién, el APA resulté menos letal para estos organismos.

Para los ensayos donde se usé APA/UV contra E. coli se obtuvo una eficiencia
global mayor que cuando fueron utilizados cada uno de estos agentes
desinfectantes por separado. Ademas, se pudo desarrollar un simple modelo
cinético para representar lo que sucede durante el proceso de desinfeccion. Se
calcularon pseudo-constantes cinéticas de primer orden (k’) en la parte lineal de las
curvas de inactivacién. Estos parametros nos dan la informacién sobre como afecta
al proceso global la concentracion de APA adicionada al sistema y de esta forma
nos permitié cuantificar el sinergismo que en este caso ocurre entre los dos agentes
desinfectantes empleados, obteniendo un 56% de aumento en la velocidad de
inactivacion. Al realizar la comparacion entre los ¢ de los procesos con y sin
agregado de APA se pudo obtener como influye éste en la soluciéon de trabajo
respecto al dafio en el ADN por UVC. En este punto, la relacién entre los ¢ arrojé
una disminucién del IDADN a medida que la concentracion de APA fue mayor. Esta
disminucion puede ser atribuida al fendmeno de atenuacién del campo de radiacion,
por la absorcion de fotones por parte del APA. Para el caso de P. aeruginosa el
agregado de APA hizo que el efecto predominante sobre estas bacterias sea el de
ataque por los radicales libres formados durante el proceso de oxidaciéon avanzado,

ya que el dafio detectado en el ADN practicamente fue despreciable (los ¢, tienden
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a cero en presencia de APA). Ademas, mediante el calculo de parametros cinéticos,
pudo determinarse la ausencia a nivel global de un efecto sinérgico.

Como conclusion final es posible afirmar que en esta tesis se logré cumplir con todos
los objetivos planteados. Se logré desarrollar metodologias para cuantificar el dafio
a nivel molecular utilizando una técnica de biologia molecular (ERIC-PCR) durante
los procesos de desinfeccion realizados. La metodologia propuesta, mediante el
calculo de distintos parametros, proporciona la informacién suficiente para poder
plantear modelados cinéticos simplificados que permitieran determinar lo que

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