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Resumen
La fotocatalisis heterogénea ha tomado una mayor importancia durante los ultimos afios como
una tecnologia eficiente en la eliminacidon de microorganismos, gracias a que posee la capacidad
de inactivar y eliminar, levaduras, bacterias, virus y hongos en presencia de un fotocatalizador.
En esta investigacion se usaron materiales fotocataliticos a base de didxido de titanio para la
inactivacion Saccharomyces cerevisiae, el TiO2 se obtuvo por el método de sol-gel, luego fue
dopado con Cr y modificado por reduccién fotoquimica de Pd y Ag, usando tres contenidos
diferentes de metal en peso (0.1, 0.25 y 0.5%). La caracterizacion de los fotocatalizadores, TiO.,
Cr-TiO2, Ag (0,1%) / Cr-TiO2, Ag (0,2%) / Cr-TiO2, Ag (0,25%) / Cr-TiO2, Pd (0,1%) / Cr-TiO2y
Pd (0,2%) / Cr-TiO2, Pd (0,25%) / Cr-TiOz2 realizd, por Difraccion de rayos X (DRX),
Espectrofotometria Ultravioleta-Visible de reflectancia difusa (UV-Vis DRS), Fisisorcion de
nitrégeno y Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Las pruebas de
actividad fotocatalitica de los materiales mencionando anteriormente se realizaron en la
eliminacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae como microorganismo modelo presente en
la industria de alimentos. Las reacciones fueron sometidas a irradiacion UV-Vis por 4 horas con
intensidad de luz de 30 W/m?. Pasado el tiempo total de reaccion se tomé muestra para analisis
microbiologico de levaduras, la cuantificacion se realiz6 por el método de siembra en superficie
en medio Sabouraud Dextrose Agar, la incubacion se realizé por 48 horas a 28°C, finalmente los
resultados se expresaron en numero estimado de levaduras/mL. El fotocatalizador que presento
la mejor efectividad fue el material Pd (0.5%) /Cr-TiO2 con una eliminacion del 99.71% de
Saccharomyces cerevisiae los resultados obtenidos se atribuyen a que es uno de los materiales
que presenta una mayor superficie especifica y un nimero amplio de sitios activos para

absorcion del contaminante. Por otro lado, el paladio presenta solubilidad en lipidos, razon por la



que tiene una mayor penetracion en membrana celular de la levadura, generando estrés oxidativo
y especies reactivas de oxigeno que dafian la envoltura pared celular y provocan la inactivacion y
muerte de la levadura.

Palabras clave: S. cerevisiae, Ag, Pd, fotodeposicion, dopaje, inactivacion.



Abstract
Heterogeneous photocatalysis has become increasingly important in recent years as an efficient
technology for the elimination of microorganisms, thanks to its ability to inactivate and eliminate
yeasts, bacteria, viruses, and fungi in the presence of a photocatalyst. In this research, titanium
dioxide-based photocatalytic materials were used for the inactivation of Saccharomyces
cerevisiae. TiO2 was obtained by the sol-gel method, then doped with Cr and modified by
photochemical reduction of Pd and Ag, using three different metal contents by weight (0.1, 0.25
and 0.5%). Characterization of the photocatalysts, TiO2, Cr-TiO2, Ag (0.1%) / Cr-TiO2, Ag
(0.2%) / Cr-TiO2, Ag (0.25%) / Cr-TiO2, Pd (0.1%) / Cr-TiOzand Pd (0.2%) / Cr-TiO2, Pd
(0.25%) / Cr-TiO2 performed, by X-ray diffraction (XRD), Ultraviolet-Visible diffuse
reflectance spectrophotometry (UV-Vis DRS), nitrogen physisorption and Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR). The photocatalytic activity tests of the materials mentioned above
were performed on the elimination of the yeast Saccharomyces cerevisiae as a model
microorganism present in the food industry. The reactions were subjected to UV-Vis irradiation
for 4 hours with a light intensity of 30 W/m?. After the total reaction time, a sample was taken
for microbiological analysis of yeasts, the quantification was performed by the surface seeding
method in Sabouraud Dextrose Agar medium, the incubation was carried out for 48 hours at 28
°C, finally the results were expressed in estimated number of yeasts/mL. The photocatalyst that
presented the best effectiveness was the material Pd (0.5%)/Cr-TiO. with an elimination of
99.71% of Saccharomyces cerevisiae, the results obtained are attributed to the fact that it is one
of the materials that presents a greater specific surface area and a large number of active sites for

absorption of the contaminant. On the other hand, palladium is soluble in lipids, which is why it



has greater penetration in the yeast cell membrane, generating oxidative stress and reactive
oxygen species that damage the cell wall envelope and cause inactivation and death of the yeast.

Keywords: S. cerevisiae, Ag, Pd, photodeposition, doping, inactivation.
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Introduccion
La Saccharomyces cerevisiae es levadura mas utilizada en la elaboracion de alimentos
fermentados, durante los ultimos afios se ha extendido su aplicacion en campos como la
biotecnologia (Ballet et al., 2023). Es un microorganismo no patdgeno, sin embargo, durante las
Gltimas décadas se han presentado casos de contaminacion en productos alimenticios por
Saccharomyces cerevisiae generando dafios graves en los productos afectados y pérdidas
monetarias a los productores, basados en lo expuesto anteriormente, ha sido considerado como
un patégeno oportunista emergente causante del deterioro de alimentos, presentando turbidez,
fermentacion y sedimentacion en jugos, malos olores en yogur, rompimientos de envases en
productos fermentados, razon por la que se hace necesaria la inactivacion de este
microorganismo en el procesamiento de alimentos (Liu, Huang, et al., 2022).

Como alternativa a las tecnologias de desinfeccion convencionales, las Tecnologias
Avanzadas de Oxidacion con su sigla en inglés (AOTS) se han potencializado en la actualidad,
entre ellas la fotocatalisis heterogénea, reconocida como un poderoso tratamiento
antimicrobiano, con ventajas en su aplicacién como, bajo consumo de energia, aprovechamiento
de la luz solar y ausencia de efectos adversos al medio ambiente (Wang et al., 2022).

El didxido de titanio es el fotocatalizador mas usado por su efecto antimicrobiano y su
bajo costo; sin embargo, presenta limitantes como son la incapacidad de absorcion de luz en la
region visible del espectro electromagnético y la rapida recombinacion de los pares electrén/
hueco. Como opcion para mejorar estas limitaciones en esta investigacion se realizo; (i) el dopaje
del TiO2 con iones de Cr para modificar la estructura morfologicay electronica del material
original, mejorar el area superficial y porosidad, disminuir el ancho de banda prohibida

y aumentar su capacidad fotocatalitica, y (ii) fotodeposicion de metales nobles en la superficie
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del TiO., para aumentar la absorcion de luz en la region visible y que a su vez las nanoparticulas
metéalicas actlen como trampas de electrones a fin de disminuir la recombinacion de los
portadores de carga (Juarez-Cortazar et al., 2022).

La fotocatalisis heterogénea se ha empleado en la eliminacion de bacterias gram
negativas como la E. Coli, encontrandose que esta bacteria es sensible a la permeabilidad por las
especies reactivas de oxigeno (ERO), generando dafios graves en la pared celular y la
inactivacion total de la bacteria, mientras que la levadura Saccharomyces cerevisiae tienen una
mayor resistencia a los procesos fotocataliticos, esto se debe a que la pared celular es mas gruesa
lo que impide que las ERO penetren al interior de la célula (Thabet et al., 2014), es asi como en
la presente investigacion se evaltan los materiales fotocataliticos sintetizados en la eliminacion

de S. cerevisiae la cual ha sido menos estudiada en la literatura.
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Planteamiento del Problema

La industria de alimentos ha usado durante décadas los microorganismos en la elaboracion de
productos fermentados como vinos, cervezas y panes (Ostos et al., 2019). Sin embargo, el
manejo no controlado de estos microorganismos puede generar contaminacion en la produccion
de alimentos no fermentados con alto contenido de azlcar, como jugos a base de fruta, gaseosas
y en otros alimentos como agua carbonatada e incluso derivados cérnicos (Hernandez et al.,
2018).

La Saccharomyces cerevisiae puede producir deterioro en la calidad de productos alimenticios,
generando toxinas que ponen en riesgo la salud de los consumidores y la seguridad alimentaria (
Hernandez et al., 2018). El deterioro de la calidad de los productos se puede presentar por la
introduccion del microorganismo de forma accidental durante cada una de las etapas el
procesamiento, por adicion de agua con contenido de levadura, por el contacto con superficies
contaminadas o durante el empaque de los alimentos. Al entrar en contacto la levadura con el
azUcar, este se convierte en etanol y gas carbénico, generando sabores indeseados, turbidez,
sedimentacion y formacion de gas en el producto (Vella et al., 2023).

Las levaduras son microorganismos que han evolucionado con el fin de sobrevivir en
condiciones adversas en la naturaleza, razon por la que se mantiene por tiempos prolongados
vivas en agua o sobre diferentes superficies. Por lo expuesto con antelacion se hace necesario
proponer métodos alternos a los tradicionales usados en limpieza y desinfeccion en la industria
de alimentos, debido a que la Saccharomyces cerevisiae presenta resistencia a los desinfectantes
clorados (Korukluoglu et al., 2006).

Por otro lado, si la concentracion de cloro se aumenta en el proceso de desinfeccién de
alimentos se generan defectos en el sabor y olor de los productos tratados, por otro lado causan

impactos negativos en el medio ambiente, en la salud humana y animal (Pedreira et al., 2021).



Es asi como surge la pregunta de investigacion: ¢En qué medida los tratamientos
fotocataliticos basados en didxido de titanio permiten la eliminacion de la levadura

Saccharomyces cerevisiae?

17
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Justificacion
Las Tecnologias Avanzadas de Oxidacién durante los Gltimos afios han presentado gran interées
como alternativa a los métodos convencionales de desinfeccion quimica, en especial se han
comprobado las propiedades biocidas de la fotocatalisis heterogénea, razon por la cual en esta
investigacion se propone el uso de esta tecnologia como una opcién para la eliminacion de la
levadura Saccharomyces cerevisiae, microorganismo usado en la industria alimentaria en la
elaboracion de bebidas alcohdlicas y en la produccion de panadera, sin embargo, también es
causante de contaminacion cruzada en la elaboracion de bebidas y productos a base de frutas
(Vellaetal., 2023).

Una de las ventajas de la fotocatalisis es la utilizacion de la luz solar como fuente de
energia para la activacion del fotocatalizador, el cual, al absorber luz ultravioleta y visible,
generando un par electron- hueco, los cuales migran a la superficie del fotocatalizador donde
interactuan con el oxigeno y el agua formando reacciones de oxidacion y reduccion, provocando
estrés oxidativo en las células de los microorganimos tratados (Sun y O’Connell, 2022). La
exposicion de microorganismos al tratamiento fotocatalitico genera dafios en la membrana y los
componentes celulares, lo que ocasiona la perdida de la viabilidad celular (Bilal et al., 2021;
Thabet et al, 2014).

Durante los tltimos afios la fotocatalisis ha ganado gran importancia por su capacidad de
eliminacion microbioldgica. Aspectos que la catalogan como una tecnologia alterna de bajo
costo y no contaminante con el medio ambiente, siendo pertinente su aplicacion en el tratamiento
de agua o superficies en contacto con alimentos.

La presente investigacion forma parte del proyecto financiado por Minciencias y
Minsalud titulado “Saneamiento hidrico basico como foco de accion para la fotocatélisis

heterogénea aplicada a la prevencién de enfermedades trasmitidas por alimentos (ETAS) y de



enfermedad diarreica aguda (EDA)” que se desarrolla bajo el convenio interinstitucional 007
entre la Universidad Nacional Abierta y a Distancia-UNAD y la Universidad Pedagogica y

Tecnologica de Colombia-UPTC.

19
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Objetivos

Objetivo General

Estudiar la eficiencia del proceso fotocatalitico en la eliminacion de Saccharomyces
cerevisiae utilizada en la industria de alimentos.

Objetivos Especificos

Obtener fotocatalizadores Cr-TiO2, Ag/Cr- TiO2, Pd/Cr- TiO2 efectivos en la
eliminacién de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Caracterizar los fotocatalizadores sintetizados con el propésito de determinar sus
propiedades fisicas, quimicas, morfoldgicas y superficiales.

Analizar la efectividad cada uno de los materiales fotocataliticos en la eliminacion de

Saccharomyeces cerevisiae y mediante el analisis Anova rechazar o no la hipdtesis nula.
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Estado del Arte
El estudio realizado por Giannakis y colaboradores (2016) se investigo los mecanismos de
inactivacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae mediante el proceso de Foto-Fenton con
un pH neutro donde se obtuvo una eliminacion total de la levadura en un tiempo de 45 minutos,
demostrando que la penetracion de las nanoparticulas de TiO2 en las células genera un efecto
oxidativo provocando dafios en membrana interna de la levadura, la irradiacion de luz UV
provoca mutaciones a nivel del AND, las extructuras celulares sufren dafios a nivel interno y
externo dando como resultado la muete celular y pedida de viabilidad de las células  (Giannakis
etal., 2016).

Sana Thabet y colaboradores (2014) investigaron los efectos de la fotocatalisis sobre las
células Saccharomyces cerevisiae, determinado que el contacto directo de las nanoparticulas de
TiO2 y la pared celular de la S. cerevisiae generaria un dafio externo localizado, mientras que las
nanoparticulas no penetran las células los ROS generados directamente por las nanoparticulas
podrian llegar a la membrana celular a través de espacios de la pared celular causando dafios
oxidativo, produciendo una pérdida drastica de la viabilidad celular durante las primeras horas de

exposicion (Thabet et al., 2014).
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Marco Teorico
Fotocatalisis Heterogénea

La fotocatalisis heterogénea es un proceso sostenible ambientalmente que usa luz
ultravioleta o visible como medio de activacion de las nanoparticulas de los materiales
semiconductores usados en la eliminacién de microorganismos (Regmi et al., 2018).

La luz UV-Vis es absorbida por el material semiconductor, formando pares electrén-hueco,
los cuales se mueven a la superficie del material fotocatalitico y reaccionan con las moléculas de
agua y oxigeno generando las especies reactivas de oxigeno (ERO), que son las generadoras del
estrés oxidativo en los microorganismos (Thabet et al., 2014).

Parametros que Afectan el Desempefio Fotocatalitico
El rendimiento de los procesos fotocataliticos depende de factores como:

El pH de la Solucion: Es un factor importante en los procesos fotocataliticos por que
define la quimica de los compuestos organicos (por ejemplo, carga, acidez-pKa y coeficiente de
particion) y afecta la carga en el fotocatalizador. Cualquier cambio en el pH estimula el punto
isoeléctrico o la carga superficial del material fotocatalitico, el proceso con TiO2 es mas eficiente
en medio acido 3<pH<5 debido a que la superficie se encuentra cargada positivamente por
debajo del punto isoeléctrico (6.5) y se favorece la interaccion entre la superficie y el
contaminante organico. El pH afecta las propiedades superficiales del catalizador esto se refleja
en la velocidad de degradacion. (Amakiri et al., 2022).

La Longitud de Onda de la Luz: la luz UV-Vis usada debe tener la suficiente energia
para generar la excitacion del fotocatalizador y promover la formacién de los huecos (vacancias
positivas) y electrones. El TiO tiene una banda prohibida con una absorcion dptica en la region

de longitud de onda de 310 a 400 nm. (Amakiri et al., 2022).
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La Carga del Fotocatalizador: la cantidad de fotocatalizador afecta la degradacion del
contaminante, al aumentar la cantidad de material fotocatalitico se incrementan los centros
activos dando origen a un mayor nimero de ERO por lo tanto se obtendria una mayor eficiencia,
sin embargo, la cantidad de fotocatalizador no puede ser demasiado alta debido a que la solucién
de vuelve turbia impidiendo la penetracion de los rayos UV-Vis, lo que resulta en una reduccion
de la tasa de degradacion (Amakiri et al., 2022).

La Concentracion del Contaminante: la concentracion inicial de los contaminantes
determina el tiempo de irradiacion para lograr la inactivacion o degradacion completa del
contaminante, una concentracion alta de los compuestos organicos afecta la eficiencia del
material, esto da como resultado una falta de superficie disponible del catalizador para la
formacion de radicales hidroxilo, lo que reduce la actividad fotocatalitica. Ademas, aumentar la
concentracion inicial de compuesto organico reduce la cantidad de fotones que llegan a la
superficie de material, en consecuencia, disminuye la eficiencia fotocatalitica (Amakiri et al.,
2022).

El Fotocatalizador

El fotocatalizador estd conformado por nanoparticulas con caracteristicas de
semiconductor, como trasferencia de carga, absorcion de luz UV-Vis y una estructura eléctrica
favorable, las nanoparticulas fotoactivas son usadas como catalizadores en la produccion de
energia sostenible y remediacién ambiental (Hassaan et al., 2023). El fotocatalizador mas usado
es el TiO2 debido a sus propiedades Opticas y electronicas, a su alta actividad fotocatalitica y su
estabilidad quimica, (Armakovi¢ et al., 2023). Sin embargo, TiO, presenta varias limitantes, una
amplia banda prohibida, la no absorcién de luz visible, la rapida recombinacién de los pares

electron/hueco, baja adsorcion de contaminantes, limitando su aplicacién. Para superar estas



24

limitantes se realiza el dopaje con metales, modificaciones estructurales, anclaje con otros
semiconductores y fotodeposicion de metales nobles (Klueb-arb et al., 2018). En este caso
especifico el Cr se incluye en la estructura del TiO> como agente dopante con el fin de promover
una mejor absorcion de luz en la region visible de espectro electromagnético (Mancuso et al.,
2022). La fotodeposicion también busca favorecer la absorcion en la regién visible y aumentar el
tiempo de vida media de los portadores de carga, al actuar las nanoparticulas metalicas como
trampas de electrones.

Efecto Biocida de la Fotocatalisis.

El material semiconductor activado por la luz UV y visible, inactiva las células
microbianas debido a dafios causados por los radicales hidroxilo generados por las reacciones
redox (De Pasquale et al., 2020). El deterioro en la pared celular genera desequilibrio en la
permeabilidad de la membrana, cambios en la forma celular, inhibicién de proteinas, alteracion
en el metabolismo y dafios en el ADN provocando la muerte celular de los microorganismos
(Regmi et al., 2018).

Como se muestra en la Figura 1, las ERO causan estrés oxidativo sobre las células de las
levaduras, bacterias, hongos y virus, generando dafios en la superficie de la pared celular,
ocasionando perdida de los compuestos internos y finalmente provocando la muerte o inactivacion

de las células (Thabet et al., 2014).
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Figura 1

Mecanismo fotocatalitico para la eliminacion de levaduras.
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Los estudios realizados sobre los efectos de los tratamientos fotocataliticos en células de
levaduras son limitados, revelando que las células de levaduras y hongos son mas resistentes a la
fotocatalisis en comparacion con las células bacterianas, esto se debe a las diferentes propiedades
de la pared celular (Thabet et al., 2014). La pared celular de S. cerevisiae estd compuesta por
manoproteinas, $-1,3 glucano fibroso, B-1,6 glucano ramificado y en menor proporcién quitina
que contribuye a la insolubilidad de las fibras. EI complejo de -1,3 glucano-quitina conforma la
pared interna y el B-1,6 glucano une los componentes de la pared interior y exterior, la superficie
exterior de la pared estd compuesta por manoproteinas que estdn ampliamente glicosiladas en
oxigeno y nitrogeno, se encuentran densamente empaquetadas, lo que dificulta la permeabilidad

de la pared celular (Lipkey Ovalle, 1998).
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Fotolisis.

Es el proceso mediante el cual se realiza la aplicacion de luz UV con una longitud de onda
(A) comprendida entre 200-400 nm en wuna soluciébn acuosa, con el fin de
inactivar microorganismos. Las moléculas absorben la radiacion, incrementando su energia, lo
que genera efectos nocivos sobre la pared celular y provocando dafio en la estructura interna de la
célula, lo que desencadena en la muerte del microorganismo (Ni et al., 2023).

La Levadura en la Industria de Alimentos.

La levadura es un microorganismo eucariota que puede vivir en diferentes medios
ecologicos como agua, suelo, aire, superficies de plantas y frutos e intervine directamente en la
descomposicion de frutos maduros y en la fermentacion de los mismos (Maicas, 2020).

La Saccharomyces cerevisiae: es una levadura muy usada en la industria alimentaria,
tiene un tiempo de duplicacién de una hora veinticinco minutos a dos horas, a una temperatura
30 °C. Es un microorganismo némada sin ningtn nicho establecido, produce la fermentacién
anaerobica a partir del azucar, formando alcohol y CO., se usa en la fermentacion de maltas y
extractos de frutas a nivel industrial, por lo que el agua residual de estos procesos contiene una
gran cantidad de esta levadura (Ballet et al., 2023).

La inoculacion de las frutas con Saccharomyces cerevisiae se puede generar ya sea
durante el riego de los cultivos, en la manipulacién o por el contacto directo de la fruta con
superficies contaminadas con este microorganismo, siendo posteriormente inoculada el los
productos procesados, generando fermentacion de los jugos naturales pasteurizados y no
pasteurizados provocando defectos como turbidez, produccion de gas y sabor desagradable,

deterioro debido a que el pH de los jugos naturales esta entre 4,5a 7,0 y la actividad acuosa
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llega al 0,97 lo que favorece la actividad metabdlica de la levadura, son microorganismos que se
reproducen de manera rapida en liquidos con contenidos altos de azucar, la contaminacion
puede alcanzar una cantidad de 107 a 108 UFC/mL (Vella et al., 2023). Por todo lo anterior, el
control de este tipo de levaduras es importante para la industria alimentaria a fin de garantizar la
calidad en la produccién de alimentos y evitar pérdidas econdémicas.

La Desinfeccion en la Industria de Alimentos.

En la industria alimentaria se utilizan a diario sustancias quimicas como hipoclorito de
sodio (NaClO), dioxido de cloro (ClO) y cloro (Cl) para la desinfeccion de frutas y vegetales,
las sustancias son disueltas en agua y posteriormente se realiza la inmersion de los productos,
con el fin de eliminar los microorganismos de la superficie. Pero el uso excesivo de
desinfectantes genera mutacion y cambios de permeabilidad de la pared celular de los
microorganismos, generando resistencia microbiana a los desinfectantes quimicos (Burguet Lago
Nancy, 2013)(Rozman et al., 2021). Por otro lado, el NaClO y los componentes organicos de los
alimentos pueden formar compuestos nocivos para la salud human, por ejemplo, el cloro es un
poderoso oxidante de compuestos quimicos, que al reaccionar con la materia organica genera
subproductos cancerigenos razon por la que actualmente se busca otras alternativas mas sanas y
menos invasivas para los procesos de desinfeccion (Chica-Londofio, 2022).

Las fotocatalisis con TiO2 se presenta como una alternativa para la eliminacion de
microorganismos en superficie de frutas y vegetales, segin Kim y colaboradores, (2009) al usar
el TiO2 con radiacion UV para la eliminacion de microorganismos patdgenos en vegetales
frescos como lechuga y zanahoria se observé una reduccion de 1,8 y 4,8 UFC/g después del

tratamiento fotocatalitico por 20 minutos (Kim et al., 2009).
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Marco Conceptual
Fotocatalisis: se puede definir como la aceleracion de la fotorreaccion en presencia de un
fotocatalizador, el cual aprovecha la radiacion UV-Vis de la luz solar o artificial usando la
energia para su activacion y degradar asi diferentes sustancias contaminantes como acidos
organicos, estrogenos, pesticidas, colorantes y diferentes microorganismos (levaduras, bacterias,
hogos y virus) (Ibhadon & Fitzpatrick, 2013).

Saccharomyces Cerevisiae: microorganismo encontrado en la divisién Ascomycota, en
la clase Saccharomycetes, posee un ADN gendmico nuclear de 12068 kilobases organizado en
16 cromosomas y 6000 genes aproximadamente, posee buenas actividades enzimaticas de uso en
la industria alimentaria y farmacéutica (Parapouli et al., 2020).

Desinfeccidn: tratamiento fisicoquimico o bioldgico aplicado a superficies en contacto
con alimentos con el objetivo de destruir las células de microorganismos que pueden ocasionar
riego para la salud y la inocuidad de los alimentos (Bhagwat, 2019)

Dopaje: introduccion intencional de impurezas en un material, con el fin de cambiar su
estructura, el tamafio de banda prohibida, regular las propiedades eléctricas y magnéticas de los
materiales semiconductores (Liu, Li, et al., 2022).

Fotodeposicion: es la deposicion de metales nobles sobre la superficie de un
semiconductor mediante irradiacion con luz UV-Vis con el fin de mejorar la eficiencia del

material fotocatalitico (Lee et al., 2018).



Marco Normativo.
Durante la investigacion se tomaron como referencia la siguiente normas técnicas
e Norma Técnica Colombiana 4132 (1997). Guia general para el recuento de
mohosy levaduras. técnica de recuento decolonias a 25 °C
e Norma ISO 21527 Parte 1 (2015). Microbiologia de los alimentos y piensos.
Método horizontal para el recuento de levaduras y mohos. Parte 1: Técnica de

recuento de colonias en productos con actividad de agua superior a 0,95.
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Metodologia
Durante esta investigacion se desarrolld un trabajo interdisciplinario en el que los materiales
fueron preparados en la Universidad de Salerno en Italia por M. Hernandez-Laverde y N.
Morante y como complemento significativo de los conocimientos adquiridos como estudiante de
ingenieria de alimentos, el trabajo experimental se centrd en determinar cuél de los
fotocatalizadores es mas efectivo en la eliminacion de Saccharomyces cerevisiae como
microorganismo modelo presente en la industria de alimentos.

La presente investigacion es de tipo cuantitativa, orientada al desarrollo de materiales
fotocataliticos y su aplicacion en la eliminacion de levaduras.

En este estudio la unidad experimental corresponde a la suspension de levaduras. La
variable de respuesta es la concentracion de levaduras en numero estimado/mL; el factor, es el
tratamiento fotocatalitico.

El disefio experimental de la investigacion fue un disefio completamente al azar con dos
replicas el cual permiti6 obtener informacion relevante en relacion con el efecto del factor sobre
el porcentaje de eliminacion de levaduras.

Todo lo anterior dirigido a corroborar las siguientes hipotesis:
Ho = Todos los fotocatalizadores utilizados tienen en promedio la misma eficacia en la
eliminacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Ha = al menos uno de los fotocatalizadores usado tiene mayor eficacia en la eliminacion
de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

El modelo estadistico del disefio se observa en la ecuacién 1:
yij=u+71+¢&; (Ecuacion 1)

Donde
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Y;j = Variable respuesta, en este caso el porcentaje de eliminacion del nimero estimado

de levaduras/ mL

W = Es la media global.
T; = El efecto del material.
€;j = Representa el error aleatorio.

Los experimentos se realizaron por duplicado para garantizar la reproducibilidad de los
resultados.

Sintesis de los Fotocatalizadores.

Preparacion de TiO2 y Cr-TiOz: Se utilizé el método sol-gel modificado, usado en el
trabajo de investigacion desarrollado por Mancuso y colaboradores (2022), el TiO2 se prepard
colocando 50 mL de agua destilada en agitacion y agregando gota a gota 12,5 mL de
tetraisopropoxido de titanio, a temperatura ambiente durante 10 min. La suspension obtenida se
centrifugo para la separacion del precipitado, posteriormente se lavo tres veces, se seco a 100°C
8 horas y finalmente se calcind a 400 °C por 2 horas (Mancuso et al., 2022).

En el caso del Cr-TiO2 se manej6 una relacion molar Cr/Ti de 0.019 y con un contenido
nominal de Cr de 0.7% en peso. La cantidad de nitrato de cromo nonahidrato necesaria para
obtener el contenido nominal en peso se disolvio al inicio de la sintesis en los 50 mL de agua
destilada y luego se siguid el mismo proceso descrito anteriormente (Mancuso et al., 2022).

Preparacion de Fotocatalizadores Pd/Cr-TiOz2 y Ag/Cr-TiOz2: La preparacion de los
fotocatalizadores se realiz6 siguiendo el procedimiento desarrollado por Gil y colaboradores
(2023), el proceso se muestra en la Figura 2. En un matraz de 250 mL se adicionaron 6,25 mL de
isopropanol como agente de sacrificio y la cantidad necesaria del precursor metélico de Ag o Pd

para obtencion, 0.1%, 0.25% y 0.5% de Pd o Ag sobre el Cr-TiOg, respectivamente, se adiciond
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la cantidad restante de agua destilada. La suspension obtenida se vertio en un vaso de precipitado
con 2g de fotocatalizador (Cr-TiOz) y se sonico durante 10 minutos, en un bafio ultrasonico con
una potencia del 90% a 20 °C. Posteriormente, la suspension se colocé en un cristalizador y se
agito durante 10 minutos en oscuridad con una atmasfera de nitrégeno. Luego, la suspension se
irradi6 durante 2 horas utilizando dos l[amparas UV de 8 W, bajo agitacion continua y flujo de N>

constante. Finalmente, la suspension se centrifugd y el solido obtenido se seco a 100 °C durante

8 horas (Gil et al., 2023).

Figura 2.
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Caracterizacion de los Fotocatalizadores

La caracterizacién de los fotocatalizadores se realiz6 por diferentes técnicas mediante
las cuales se determinaron las caracteristicas estructurales, morfoldgicas y superficiales de los
materiales. Las técnicas de caracterizacion y el equipamiento que se usé fueron los que dispone

el Grupo de Catalisis de la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia, el Instituto
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para la Investigacion e Innovacion en Ciencia y Tecnologia de los Materiales (INCITEMA) de
la Universidad Pedagdgica y Tecnoldgica de Colombia y la Universidad de Salerno en Italia.
Se recibio soporte técnico del personal del grupo de Catalisis y del INCITEMA para la
comprension y realizacion de los analisis. Las técnicas que se usaron en la caracterizacion se
describen a continuacion.

La Difraccion de Rayos X (DRX): Técnica que se usé para la determinacion de las
caracteristicas cristalinas de los materiales fotocataliticos, como el tipo de estructura, las fases, el
tamano del cristal y la cristalinidad, caracteristicas importantes de los fotocatalizadores porque
definen el area superficial disponible para la adsorcion y descomposicion de la pared celular de
los microorganismos (Alvarado-De La Vega et al., 2021). El equipo que se usé para la
caracterizacion fue el Difractémetro de rayos PW 1700 de Philips, utilizando radiacion de Cu,
Ka (£ =1,54186) con 35 mA y 40 KV. Todos los difractogramas se obtuvieron haciendo un
barrido continuo de angulo 26 entre 20° y 80°.

Fisisorcion de Nitrdgeno: Se uso para la determinacion superficie especifica (Sget) de
los fotocatalizadores, El equipo que se uso fue un analizador Costech Sorptometer 1042
mediante adsorcion volumétrica de N 2 a -196 °C. Antes de las mediciones, el pretratamiento de
desgasificacion de las particulas fotocataliticas se llevo a cabo a 150 °C durante 30 min en flujo
de He.

Espectrofotometria Ultravioleta Visible de Reflectancia Difusa (UV-Vis DRS): Esta
técnica permitio determinar la absorcion de la luz por los materiales fotocataliticos (Lavandero,
2018). El equipo que se utiliz6 para el analisis fue el espectrometro Varian modelo Cary 100.

Para obtener el valor de la energia de band gap de los materiales a partir de los datos UV-

Vis DRS se us6 el modelo de Kubelka-Munk detallado en la siguiente ecuacion.
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K _ (1-R)?
S 2R

(Ecuacion 2)

Donde R corresponde a la reflectancia difusa, K es el coeficiente de absorbanciay S es el
coeficiente de dispersion (Landi et al., 2022).

Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR): Técnica que se
utilizé para medir la absorcién de la radiacion infrarroja por las nanoparticulas de los materiales
fotocataliticos (Eddy y col, 2020). Este anélisis cualitativo permite identificar los grupos
funciones que conforman el material fotocatalitico. El equipo que se usé fue el espectrofotometro
Thermo Scientific Nicolet TM iS50 FT-IR. Se realizé el anélisis en el intervalo de 4000-400 cm®
1 con una resolucion de 2cm™ y una velocidad de retroceso de 10 y 6,2 kHz, respectivamente.
Las muestras fueron analizadas usando la celda de ATR.

Evaluacion de la Actividad Fotocatalitica

Reaccién Blanco: Tomando en consideracion las propiedades biocidas que posee la luz
ultravioleta, se realizaron experimentos de reacciones blanco sin catalizador para medir la
capacidad de eliminacion de Saccharomyces cerevisiae por el efecto de la luz UV-Vis. Las
condiciones de reaccion fueron: intensidad de luz de 30 W/m2, tiempo de reaccion 4 horas,
volumen de muestra a tratar 250 mL, agitacion constante y flujo de aire de 35 L/h. Pasadas las 4
horas de tratamiento se hace la siembra en placa para cuantificacién del nimero estimado de
levaduras/ mL.

Evaluacion de la Actividad Fotocatalitica de los Materiales: El proceso de evaluacion
fotocatalitica se realizo usando un reactor tipo Batch de 400 mL, la reaccion se desarrolld con
250 mL de suspension de levaduras, 1 g/LL de catalizador con un flujo continuo de aire de 35 L/h,
bajo agitacion constante, inicialmente se deja un tiempo de 20 min en el equilibrio adsorcion-

desorcion en oscuridad y luego se inicia la irradiacion usando una lampara Osram Ultra-Vitalux
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con una intensidad de luz de 30 W/m2, el tiempo total de reaccion fue de 4 horas. Luego de
transcurrido el tiempo indicado se realizo el analisis microbiologico para evaluar la efectividad
de los tratamientos (Hernandez Laverde, 2017).

Estudio del Efecto de la Poblacién Inicial de Levaduras: El efecto que tiene la
poblacién inicial de levaduras sobre la efectividad del tratamiento fotocatalitico se estudid
variando la cantidad inicial de levadura activada asi 3,99, 1,59 y 0,79g en 100 mL,
posteriormente se realizd el tratamiento fotocatalitico con el fotocatalizador que presento el
mejor desempefio de la evaluacion fotocatalitica y con las condiciones anteriormente descritas,
finalmente se realizo el conteo del nimero estimado de levaduras/mL.

Analisis Microbiologico para Cuantificacion de Levaduras: Se realizo el analisis del
crecimiento de levaduras tomado como referencia el procedimiento indicado en la Norma
Técnica NTC 4132 por el método de siembra en superficie (NTC 4132, 1997) y la norma ISO
21527 Parte 1 (1ISO 215227, 2015).

Preparacion de la Suspension de Levaduras: Se realiz6 la reconstitucién de la levadura
liofilizada activa de marca comercial Levapan® siguiendo las indicaciones del empaque de 3, 99
de levadura en 100 mL de agua a una temperatura 38-40°C y 3,14 g de azucar. De esta forma se
obtuvo un ndimero estimado de levaduras de 3,9x10°/mL.

Todas las preparaciones se dejaron reposar durante 10- 15 minutos a temperatura
ambiente para su activacion y posteriormente se realizo la siembra en el medio de cultivo o el
tratamiento fotocatalitico.

Preparacion de Medio de Cultivo: El medio de cultivo que se uso fue agar Sabouraud
Dextrose (1% extracto de lavadura,1% peptona, 2% agar), el cual se prepar en agua estéril, se

adicionaron 65,5 g por litro se mezclo y calentd hasta obtener una disolucion homogénea del
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agar, se dejo enfriar a 45-50 °C y se sirvio en las cajas de Petri estériles dejandolas en reposo
hasta su solidificacion. Dentro de su composicion el medio de cultivo contiene Chloramphenicol
antibidtico que inhibe el crecimiento de bacterias contaminates, por otro lado para evitar el
crecimiento de hogos se esterelizo en area de trabajo para evitar la contaminacion del medio.
Ademas siempre se tuvo una caja de control de las colonias blancas de levaduras para tener un
comparativo y discriminar posibles contaminaciones con moho.

Fase Analitica y Siembra en Placa: Se esteriliz6 completamente el area de trabajo y el
material. Para la siembra de las muestras sin dilucion, se tom6 un 1mL de la muestra de levadura
inicial y se transfirio a las cajas Petri. Posteriormente se realizaron las diluciones descritas en la
Tabla 1, se tomaron 90 mL de solucion salina estéril y se completé a 100 mL tomando una
alicuota de 10 mL de la suspension de levaduras preparada y sometida a tratamiento
fotocatalitico, posteriormente se adiciono 1 mL de cada una las diluciones el medio Sabouraud
dextroce agar en la superficie y se homogenizo siguiendo la técnica de siembra en superficie
descrita en la NTC 4132, posteriormente las cajas fueron llevadas a incubacion por 48 horas a
28 °C. El crecimiento de la levadura se confirmd por conteo en placa el numero estimado de
levaduras/mL, por siembra en superficie, las cuales se realizaron por duplicado, tanto de la
muestra blanco, como de las muestras tratadas con los materiales fotocataliticos, para la

determinacion de la efectividad del tratamiento (Giannakis et al., 2016).
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Tablal. Series de diluciones de la suspension de levaduras

Tipo de dilucion Volumen de la Volumen final Dilucién
muestra (mL) (mL)

I 10 100 -1

I 1 100 -2

I 0.1 100 -3

Fuente. Autora

Los resultados se expresan como numero estimado de levaduras por 1 mL. Se contaron
las cajas de menos de 150 colonias. Los calculos se expresan usando la ecuacion 3 (NTC 4132,
1997).

XC
(n; +0,1n,)d

(Ecuacibn 3)

YC: es la suma de las colonias contadas en todas las cajas
n,: es el nimero de cajas contadas en la primera dilucion
n,: es el nimero de cajas contadas de la segunda dilucién

d: es el factor de dilucion con que se obtuvo el primer recuento
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Resultados y Discusién
Caracterizacion de los Fotocatalizadores

Difraccion de Rayos X (DRX)

La cristalinidad de los materiales se determind por DRX, los patrones de difraccion
obtenidos se representan en la Figura 3, se observan los patrones caracteristicos de la fase
cristalina Anatasa de los materiles fotocataliticos, con su patrones principal localizado en 20 =
25.78°y el pico caracteristico de Brookita ubicado en 26 = 31.12°.

Figura 3.

Patrones de difraccion de rayos X para los fotocatalizadores sintetizados.

—Tio,
Cr-TiO,
——— Ag (0.1%)/Cr-TiO,
— Ag (0.25%)/Cr-TiO,
Ag (0.5%)/Cr-TiO,
—— Pd (0.1%)/Cr-TiO,
Pd (0.25%)/Cr-TiO,
— Pd (0.5%)/Cr-TiO,

Anatasa

Brookita

Intensidad(u.a)

Fuente autora
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En la Tabla 2 se presenta el tamafio de cristal de Anatasa para todos los fotocatalizadores,
el cual se calculo utilizando la ecuacion de Scherrer (ecuacion 4).

D = kA Ecuacion 4
= Bcosd (Ecuacion 4)

Donde se puede observar que el fotocatalizador que tiene menor tamario del cristal de
Anatasa es Ag (0.25%) /Cr-TiO> caracteristica que puede influir en el efectividad de la actividad
fotocatalitica, debido a que se ha reportado previamente que a menor tamafio del cristalito se
obtiene una mayor capacidad redox, mejorando la efectividad del fotocatalizador (Dangi et al.,
2020), asi se esperaria que este material presentara una excelente actividad en la eliminacién de
levaduras.

Tabla 2.

Resultados de Caracterizacion de los fotocatalizadores.

Fotocatalizadores Danatasa SBET Band gap (eV)
(nm) (m?/g)
TiO2 7.71 107 3.22
Cr-TiO2 7.59 113 2.15
Ag (0.1%) /Cr-TiO2 7.68 91 2.17
Ag (0.25%) /Cr-TiOz 7.26 96 2.28
Ag (0.5%) /Cr-TiOz 8.14 92 2.12
Pd (0.1%) /Cr-TiOz 7.66 95 2.00
Pd (0.25%) /Cr-TiOz 7.64 106 2.01
Pd (0.5%) /Cr-TiOz 7.74 103 2.03

Nota: donde DanaTasa corresponde al tamafio de cristal de Anatasa y Sget es la superficie

especifica 'y Band gap es el ancho de banda de los materiales. Fuente. Autora
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Fisisorcion de Nitrogeno: La medicion de la superficie especifica se realizé por el método
BET. La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos para todos los materiales, donde se determind
que el material fotocatalitico que tiene mayor superficie especificaes Cr-TiO., por lo que se espera
que presente un nimero elevados de sitios activos expuestos y por ende una mayor area de contacto
con la levadura, sin embargo después de hacer las modificaciones superficiales, el material
Pd(0.25%)/Cr-TiO> fue el que presentd mayor area superficial, por tanto se esperaria que estos
materiales fueran los mas activos. La reduccion del area superficial después de la fotodeposicion
de los metales es debida a que las nanoparticulas de Ag o Pd ocupa un lugar sobre la superficie del
Cr-TiOa.

Espectrofotometria Ultravioleta-Visible de Reflectancia Difusa (UV-Vis DRS): La
propiedad de absorcion de luz de los fotocatalizadores fue evaluada por la técnica UV-Vis DRS,
los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4, donde se puede observar la banda de
absorcion de luz ultravioleta caracteristica de TiO2 que esta entre 200 y 400 nm, mientras que
para el material dopado con cromo se evidencia que se favorece notablemente la absorcion en la
region visible comparado en el material base TiO2 sin modificacion.

El desplazamiento hacia el rojo en los espectros de reflectancia de la muestra de Cr-TiO>
se debe a la inclusion de Cr dentro de la red cristalina del TiO2. Este cambio también se observé
mediante un cambio en el color de los polvos de TiO2 (color blanco) a amarillo claro en los
polvos de Cr-TiO2. En la parte superior derecha de la Figura 4 se muestran las fotografias de los
fotocatalizadores analizados, en las cuales se observan claramente los cambios de color. De
arriba hacia abajo en las fotografias se muestra el TiO2 (de color blanco), debajo el Cr-TiO-

(amarillo claro), luego el Ag (0.5%) /Cr- TiO y finalmente Pd (0.5%) /Cr- TiOz, fue posible



identificar que las modificaciones con los metales oscurecen un poco el color amarillo de los

polvos al final del proceso de fotodeposicion.

Figura 4.

Espectros UV-Vis DRS de los fotocatalizadores sintetizados.
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Fuente. Autora
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Todos los materiales de TiO. dopados con Cr muestran dos bandas en el visible: la banda

principal que se observa en el rango de 400 a 600 nm debida a la transicion electronica de *A:

(F) = “T1 (F), mientras que la segunda banda de 625 a 800 nm se debe a la transicion de giro

prohibido de *A; (F)-»*T1 (F). En el campo cristalino octaédrico, los iones Cr*® pueden exhibir

este tipo de transicion electronica d-d (Ruzimuradov et al., 2023).

Para los materiales fotocataliticos modificados con Ag y Pd en la superficie se evidencia

mayor absorcion de luz visible que el material Cr-TiO, siendo Ag (0.10%) /Cr-TiO; el

fotocatalizador que presenta una mayor absorcion de luz visible de los 400 a 800 nm.
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En la Tabla 2 se muestran los valores del ancho de banda, donde se puede observar que el
TiO2 posee un band-gap de 3.2 eV y que el dopaje con particulas metalica en este caso cromo
permitio generar una disminucion del ancho de banda del material fotocatalitico a 2.15 eV
confirmando lo expuesto en estudios reportados por Samsudin y Hamid (2017).

De igual forma los materiales fotocataliticos con menor band gap son los modificados
con Pd en superficies, aspecto que se espera contribuya de forma positiva a la mejora de la
efectividad fotocatalitica del material en la eliminacion de levaduras debido a una mayor
absorcion de luz visible en el espectro electromagnetico.

Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Los grupos funcionales en la superficie de los materiales fotocataliticos se identificaron
por FTIR, en la Figura 5, se observan las bandas ubicadas entre 4000 y 2400 cm™ que indican la
presencia de grupos hidroxilo especificamente a 3666 cm™ correspondiente a grupos hidroxilo
aislados, presentes en todas las muestras analizadas (Rychtowski et al., 2022). Las bandas
localizadas entre 3379 cm™ y 2911 cm™ pertenecen a grupos Ti-OH y agua absorbida Ti-OHs.
Las bandas ubicadas en la region entre 1800 y 1000 cm™ pertenecen a los modos normales de
vibracion de flexion de agua (Permpoon et al., 2008). En nuestras muestras, esta banda se
presenta en 1635 cm™. En este caso el material que tiene mayor cantidad de grupos hidroxilo en
superficies es el Pd (0.25%) /Cr- TiO- representado por la intensidad de la banda en 3379 cm™,
caracteristica positiva para generar mayor cantidad de grupos hidroxilo, lo que favorece el
desempefio fotocatalitico del material por el ataque que ejercen sobre los componentes de pared

celular de los microorganismos alterando su funcionalidad y provocando la muerte celular.



Figura 5.

Espectros FT-IR de todos los fotocatalizadores.
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Actividad Fotocatalitica
Se realiz0 el anélisis de varianza ANOVA para los datos del disefio completamente al

azar con dos réplicas, como se indica en la Tabla 3.
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Tabla 3.

Analisis de varianza ANOVA

Origen de

las Suma de Gradosde  Promedio de valor
variaciones  cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad  critico F
Entre

grupos 2.6824E+11 9 29804399853 1024.9 0.001 3.02
Dentro de

losgrupos 290810576 10 29081057.6

Total 2.6853E+11 19

Fuente: autora

De acuerdo con el valor p (probabilistico) de 0.001 > 0,5 se rechaza la hipotesis nula, por
lo cual en los resultados experimentales se procede a identificar cual de los tratamientos
fotocataliticos presenta el mayor porcentaje de eliminacién de levaduras.

Evaluacion de Reaccion Blanco

Se evaluo el efecto generado por la irradiacion de luz ultravioleta y visible sobre la
suspension de levaduras S. cerevisiae y la inactivacion de las células.

Los resultados obtenidos del conteo de las placas por siembra en superficie arrojaron un
nimero estimado de levaduras de 3.0x10*/mL después de la irradiacion con luz UV-vis sin
fotocatalizado y realizando una comparacién del nimero estimado de levaduras de suspension
inicial, la cual fue de 3.8x108mL. En la Figura 6 se observa una disminucion del nimero de
levaduras, esto se atribuye a los efectos nocivos provocados por la radiacion UV-Vis sobre la

pared celular y el rompimiento de la superficie externa e internamente de la célula dando origen
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a la destruccion de la membrana plasmatica y generando fugas de los componentes
intracelulares, lo que desencadena la muerte celular (Niu et al., 2021).

Evaluacion de la Actividad de los Materiales Fotocataliticos

Se evaluo la serie de materiales fotocataliticos sintetizados, en la eliminacion de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Los resultados de eliminacién de la S. cerevisiae después de
las 4 horas de tratamiento fotocataliticos se presentan en la Figura 6. mostrando una mayor
eficiencia para el tratamiento con el material fotocatalitico Pd (0.5%) /Cr-TiO2 con una
eliminacion del 99.71% de la levadura, seguido de Ag (0.25%) /Cr-TiO2, con una eliminacion
99.67%. EIl mejor desempefio del material modificado con Pd puede ser atribuido a las
propiedades antimicrobianas que tienen las nanoparticulas de Pd, las cuales se han reportado
previamente en la literatura (Chlumsky et al, 2021), este metal a diferencia de la plata presenta
alta solubilidad en lipidos, lo que favorece por tanto su penetracién en la pared celular de S.
cerevisiae, razén por la cual el fotocatalizador modificado con Pd resulto ser mas efectivo en la

eliminacion de levaduras.
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Figura 6.

Numero estimado de levaduras/mL antes y después de los diferentes tratamientos fotocataliticos
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Inicialmente, el Pd(0.5%)/Cr-TiO2 puede causar dafios en la pared celular por la
interaccion de las células de levadura con el material fotocatalitico, lo que genera un estrés
oxidativo causado por las especies reactivas de oxigeno generadas durante el proceso
fotocatalitico y el efecto sinérgico con el Pd, dafiando la envoltura celular y generando
hiperproduccion intracelular de Adenosin Trifosfato (ATP) y radicales de oxigeno lo que puede
inhibir el crecimiento de las levaduras, seguidamente las nanoparticulas del fotocatalizador
logran penetrar la pared celular de la levadura y descomponer la membrana, causando dafios a
los organelos internos, oxidacion de proteinas y lipidos y finalmente la inactivacion y muerte de

la S. cerevisiae.
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La mayor eficiencia del material Pd (0.5%) /Cr-TiO. comparado con los deméas materiales
modificados, también se puede atribuir a sus propiedades fisicoquimicas como la de poseer una
elevada area superficial, lo que proporciona mas sitios activos en superficie que contribuyen a la
eliminacion de las levaduras (Mohtar et al., 2021). La fotodeposicion de Pd sobre el material Cr-
TiO2 mejord la absorcion de luz UV-Vis caracteristica que se confirmo con el anélisis de UV-Vis
DRS lo que influyo6 de forma positiva en la eliminacion de las levaduras tras el material presentar
una mayor eficiencia fotonica.

En la Figura 7 se puede observar de forma macroscopica la eficiencia en la eliminacion
de levaduras por su crecimiento en colonias en las cajas, antes y después del tratamiento con el
mejor fotocatalizador.

Figura 7.
Crecimiento de levaduras en cajas de Petri. A) Antes del tratamiento fotocatalitico, B) Después

del tratamiento fotocatalitico con Pd (0.5%)/ Cr- TiOa.

A B

Fuente: autora

La estabilidad del fotocatalizador se evaluo hasta por 3 relisos como se observa en la

Figura 8, donde evidencia que pierde efectividad el fotocatalizador, dado que baja el porcentaje
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de eliminacion de levaduras del 99.71% en el primer ciclo, al 96.48% en el segundo recicloy a
86.07% en el tercer ciclo, esto es debido a que a medida que el material tiene mas usos se
presenta la obstruccion de sitos activos por compuestos organicos provenientes del rompimiento

de la pared celular de la levadura generando limitaciones en la inactivacion del microoganismos.

Figura 8.
Poblacion de levaduras después de cada retso con el fotocatalizador Pd (0.5%) /Cr- TiOa.
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Estudio del Efecto de la Poblacion Inicial de Levaduras

Con el fin de determinar si la cantidad inicial de levaduras tiene incidencia en la
eficiencia del tratamiento fotocatalitico, se realizo el tratamiento con el fotocatalizador que tuvo
el mejor desempefio, partiendo de tres suspensiones iniciales con las siguientes concentraciones
de numero estimado de levaduras por mililitro: 3.9x10%mL, 1.0 x 10°/mL, y 7.9 x 10%/mL. En la
Figura 9 se observan los resultados finales expresados en porcentaje de eliminacion de levaduras
donde se evidencia que no hay diferencia significativa en la efectividad del proceso fotocatalitico

con las concentraciones estudiadas, por lo que se puede determinar que la eliminacion S.
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cerevisiae concentracion inicial del contaminate no condiciona la efectividad del material
fotocatalitico sino que este depende de otros factores como, la permeabilidad del material en la
pared celular de macroorganismo o la resistencia de la levadura a las ERO.

La no inactivacion total de la S. cerevisiae se puede atribuir a que presenta resistencia al
tratamiento fotocatalitico generando mecanismos de defensa al ataque de las ERO y a la
penetracion del fotocatalizador en la pared celular (Thabet et al., 2014). Por lo que no fue posible
conseguir la eliminacion total de esta levadura incluso con una poblacion inicial baja, aspecto
que condiciona el uso proceso fotocatalitico para disminuir la carga del nimero estimado de
levaduras/mL y complementarlo con métodos convencionales de desinfeccion usados
actualmente en la industria de alimentos para tener una inactivacion total del contaminante.

Figura 9.

Efecto de la poblacion inicial de levaduras sobre la eficiencia del proceso fotocatalitico con Pd
(0.5%)/ Cr- TiO2
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Fuente: Autora
El pH de la suspension inicial de levaduras antes y después del tratamiento fotocatalitico

se reporta en la Tabla 4, donde se evidencia que el pH inicial es &cido y después de los
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tratamientos fotocataliticos no presenta una variacion significativa, anqué en el material

modificado con Pd, el valor de pH tiene un leve decrecimiento.

Cabe resaltar que un pH &cido puede afectar negativamente la reaccion fotocatalitica en

la eliminaciéon de levaduras. En el estudio realizado por Giannakis y colaboradores (2016), se

obtuvo una eliminacion completa de S. Cerevisiae con un neutro de pH de 7.5 mediante el

proceso foto-Fenton, de igual forma otros estudios han reportado que el pH neutro favorece la

eliminacion fotocatalitica de microorganismos (Thabet et al, 2014; Giannakis et al, 2016; Sridevi

et al, 2020).

Tabla 4.

pH de la suspension de levaduras antes y después del tratamiento fotocatalitico.

Tratamiento pH inicial pH final
Blanco 4.32 4.11
TiO2 3.63 4.05
Cr-TiO2 3.57 3.97
Pd (0.5%) /Cr- TiOa 4.12 3.46
Pd (0.25%) /Cr- TiO> 4.11 3.95
Pd (0.1%) /Cr- TiO 4.11 3.99
Ag (0.5%) / Cr- TiO; 3.90 3.98
Ag (0.1%) / Cr- TiO; 3.81 3.91
Ag (0.25%) / Cr- TiO 3.73 3.82

Fuente. Autora
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La investigacion realizada por Gil y colaboradores (2023) han reportado una eliminacion
total de E. coli y bacterias de tipo coliformes con materiales fotocataliticos a base de Cr- TiO>
modificados con nanoparticulas metalicas de Pd o Ag (Gil et al., 2023), sin embargo en este
estudio no fue posible obtener una eliminacion total de levaduras de la especie Saccharomyces
cerevisiae, lo cual puede ser atribuido a varios fatores como son el pH acido de la suspension
inicial de levaduras, a la estructura dinamica de la pared celular la cual presenta variaciones en
su composicion segun la edad, las condiciones de cultivo o al estrés al que son sometidas las
levaduras (Lipke & Ovalle, 1998b), la resistencia y adaptacion a condiciones extremas (Thabet
et al., 2014), lo que evidencia que la levadura puede desarrollar mecanismos de defensa al
tratamiento fotocatalitico.

La resistencia de S. cerevisiae a los tratamientos fotocataliticos se atribuye a la estructura
de la pared celular, conformada por un 85% de polisacaridos y un 15 % de proteinas, con un
espesor de 115 a 120 nm, una estructura estratificada con dos capas, una capa externa densa en
electrones compuesta por manoproteinas, y una capa interna conformada en su gran mayoria por
glucanos y quitina en menor proporcion. La capa externa cumple la funcion de proteger la célula
y limitar el acceso de agentes agresores, un aumento de hidrofobicidad de la pared celular influye
en la floculacién conduciendo a una mayor resistencia a los compuestos quimicos (Ribeiro y col,
2022).

Otro factor que favorece la resistencia de las levaduras al tratamiento fotocatalitico es la
adaptacion al estrés oxidativo que presenta este microorganismo, el cual se da a través de la
codificacién enzimatica de la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién
peroxidasa (GPX), peroxiredoxinas (PRX) y glutation S-transferasas (GST), contrarrestando las

especies reactivas de oxigeno (ERO) y produciendo la homeostasis celular, igualmente la via de
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acido gamma-aminobutirico formada por las enzimas glutamato y descarboxilasa (GAD),
desempefian un papel importante en la proteccion contra los dafos celulares causados por el
estrés oxidativo mediante la produccién de Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato

(NADPH) sustancia que causa resistencia al estrés en la levadura (Segal-Kischinevzky , 2022).
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Conclusiones
La Saccharomyces cerevisiae presentd resistencia a los procesos fotocataliticos lo cual se
atribuye a su estructura celular y a la capacidad de adaptacion al estrés oxidativo mediante la
codificacion enzimatica que posee este microorganismo, por lo cual no fue posible conseguir una
eliminacion total de la levadura incluso con una poblacién inicial baja del microorganismo.

Se sintetizaron y caracterizaron materiales fotocataliticos basados en TiO2 por el método
de sol-gel dopados con Cr y modificados en superficie por reduccion fotoquimica de Ag o Pd,
identificando que las modificaciones permitieron mejorar propiedades fisicogquimicas como
aumentar la absorcion de luz en la region visible y disminuir al ancho de banda.

Con la evaluacién fotocatalitica se determind que el material que presento6 la mayor
efectividad en la eliminacion de Saccharomyces cerevisiae fue Pd (0.5%) /Cr-TiO2, con un
porcentaje de eliminacion del 99,71% bajo condiciones experimentales de 1g/L de
fotocatalizador, intensidad de luz de 30 W/m2, tiempo de reaccion 4 horas, volumen de muestra

de 250 mL, agitacién constante y flujo de oxigeno de 35 L/h.
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Recomendaciones

A partir de los resultados obtenidos se determina que es importante realizar una revision
bibliografica mas a fondo en el comportamiento de las células de levaduras frente a los procesos
fotocataliticos con los materiales sintetizados.

Realizar una exposicion al tratamiento fotocatalitico por un tiempo superior a las 4 horas
para determinar si el tiempo de exposicidn presenta cambios en la inactivacion y eliminacion de
la Saccharomyces cerevisiae.

Trabajar con pH neutro o incluso alcalino loa materiales fotocataliticos para evaluar la
efectividad de la fotocatalisis en la eliminacion de Saccharomyces cerevisiae debido a que las
levaduras presentan baja tolerancia a este tipo de pH.

Se recomienda seguir con la investigacién enfocada a obtener una inactivacion total S.
cerevisiae con el fin de lograr la implementacién del proceso fotocatalitico en una planta piloto a

nivel industrial como una innovacion sostenible en la industria de alimentos.
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Apéndices
Apéndice A
Certificado de participacién como ponente en el Congreso Internacional Calidad del agua, salud

publica y cancer
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financiado por minciencias proyecto “Andlisis de riesgo por exposicion de la poblacion boyacense
a subproductos de desinfeccion presentes en el agua potable y la fraccion atribuible al cancer.”
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Evento realizado los dias 1,2 y 3 de noviembre 2023 por la Universidad Pedagdgica y
Tecnoldgica de Colombia UPTC (Tunja), con la ponencia titulada. Nanoparticulas de TiO>

modificadas con metales, como agentes bactericidas en el tratamiento de agua.
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Apéndice C.
Articulo Cientifico

Los resultados del trabajo de investigacion desarrollado hace parte del articulo: M.
Hernandez-Laverde , B. L. Gutiérrez, J.J. Murcia, N. Morante, D. Sannino, and V. Vaiano.
“Bacteria, yeast and organic pollutants elimination by enhanced Titania photoactivity. Study of
effective Cr-doping agent and noble metals on the surface TiO, . El cual esta en preparacion y

sera sometido en una revista cientifica de alto impacto.



