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RESUMEN

Candida albicans es un patdégeno fangico prioritario por la OMS, oportunista, que causa
enfermedades en piel, mucosas e infecciones flngicas invasivas con tasas de mortalidad muy
altas. En este estudio se determiné el efecto de algunos procesos de oxidacion avanzada sobre
la tasa de inactivacion y reactivacion de una cepa C. albicans. Se realizaron 9 ensayos de
inactivacion (PDS, PMS, H202, UVC, PDS/UVC, PMS/UVC, H202/UVC, Foto-Fenton pH 3.4,
Foto-Fenton pH 7.29) y 4 ensayos de reactivacion (UVC, PDS/UVC, PMS/UVC, H202/UVC).
Los mejores resultados se dieron con las combinaciones UVC/PMS y UVC/H202 con un 100%
de remocién a los 30s, seguido de UVC/PDS a partir de los 45s y la luz UVC a los 60s. Los
oxidantes PMS evidencio 98% de remocion a los 60s; PDS 89% a los 80s, H202 un 60% a los
80s. El proceso Foto-Fenton presentd un maximo de remocion del 41% y 50% a pH 3.4y 7.29,
respectivamente, a los 60s. Con relacién a la reactivacion de la cepa de C. albicans, se logré
determinar que el tiempo minimo de exposicion para la inhibicién de C. albicans sin reactivacion
fue a los 45s para PMS/UVC y para UVC, PDS/UVC y H202/UVC a los 60s. En conclusion,
estos procesos de oxidacion avanzada fueron métodos efectivos para la inhibicién de una cepa
de C albicans, siendo de los ensayos PMS/UVC el mas eficiente, seguido de H202/UVC,
PDS/UVC, luz UVC, PMS, PDSy, por ultimo, H20:2.

Palabras clave: Candida albicans, Inactivacion/Reactivacion, Luz UV, Procesos de oxidacion

avanzada.
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EVALUATION OF PHOTOCHEMICAL ADVANCED OXIDATION PROCESSES FOR THE
INACTIVATION/REACTIVATION OF A CANDIDA ALBICANS STRAINS

ABSTRACT

Candida albicans is a priority fungal pathogen for the OMS, opportunistic, causing diseases
in skin, mucous membranes, and invasive fungal infections with very high mortality rates. This
study determined the effect of some advanced oxidation processes on the inactivation and
reactivation rate of a C. albicans strain. For this, 9 inactivation assays (PDS, PMS, H202, UVC,
PDS/UVC, PMS/UVC, H202/UVC, Photo-Fenton pH 3.4, Photo-Fenton pH 7.29) and 4
reactivation assays (UVC, PDS/UVC, PMS/UVC, H202/UVC) were performed. The best results
were obtained with the UVC/PMS and UVC/H202 combinations with 100% removal at 30
seconds (s), followed by UVC/PDS from 45s and UVC light at 60s. The oxidants PMS achieved
98% removal at 60s; PDS 89% at 80s; H202 60% at 80s. The Photo-Fenton process showed a
maximum removal of 41% and 50% at pH 3.4 and 7.29, respectively, at 60s. Regarding the
reactivation of the C. albicans strain, it was determined that the minimum exposure time for the
inhibition of C. albicans without reactivation was 45s for PMS/UVC and 60s for UVC, PDS/UVC,
and H202/UVC. In conclusion, these advanced oxidation processes were effective methods for
the inhibition of a C. albicans strain, with the PMS/UVC assays being the most efficient, followed
by H202/UVC, PDS/UVC, UVC light, PMS, PDS, and finally, H20x.

Keywords: Candida albicans, Advanced oxidation processes, UV light,

Inactivation/Reactivation.



1. INTRODUCCION

Los hongos son organismos ubicuos que pueden sobrevivir en diversos ambientes, como
suelo, agua, aire, alimentos y otros seres vivos (Heredia, 2020). Aunque la mayoria son
beneficiosos para el hombre, algunos hongos patégenos pueden causar infecciones fungicas
invasivas. La resistencia creciente de estos hongos a los tratamientos farmacoldgicos
constituye un problema significativo de salud publica, especialmente para los pacientes
inmunosuprimidos (Pérez, 2022). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de
300 millones de personas en todo el mundo sufren infecciones fangicas cada afio. En 2022, la
OMS incluy6 a Candida albicans en su lista de patdgenos fungicos prioritarios debido a su
impacto en la salud publica (OMS, 2022).

La contaminacion mundial por hongos, particularmente por Candida albicans, representa un
desafio significativo para la salud publica (Chavez & Coronado, 2019), (Montenegro, 2024). Las
infecciones por Candida albicans, conocidas como candidiasis, es una de las causas mas
importantes de infecciones micéticas a nivel mundial, afectando a mas de 250 mil personas por
afo, especialmente a aquellos con el sistema inmunoldgico debilitado (Espitia & Ramos, 2021).
La candidiasis invasiva representa el 75% de las infecciones en pacientes hospitalizados, con
una mortalidad del 78% (Cortés, Ruiz, Melgarejo & Lemos, 2020) (Macalupu, 2018). C. albicans
es el patdgeno aislado con mayor frecuencia sobre dispositivos biomédicos, diferentes
ambientes y superficies, convirtiéndose en un foco de diseminacion de la infeccion y
aumentando la estancia hospitalaria y los costos de atencién, ademas de la mortalidad (L6pez
& Dzul, 2016), (Chavez & Coronado, 2019),(Arenas & Rosas, 2020).

La resistencia antimicoética es una preocupacion importante en el manejo de infecciones por
Candida albicans. El uso frecuente y prolongado de antimicéticos ha llevado al desarrollo de
cepas resistentes (Osorio, 2018) (Guzman & Castillo, 2011), (Osorio, 2018). El estudio de
vigilancia de resistencia ARTEMIS (1997-2005) mostré6 un incremento en la resistencia al
fluconazol por Candida albicans de 0.8% a 1.5% (Macalupu, 2018). y en Colombia, la
resistencia a este antifiUngico ha alcanzado hasta el 30% en Bogota y el 22% en Medellin
(Cortés & Moreno, 2020).

Para contrarrestar la resistencia antimicotica, se han desarrollado nuevos tratamientos y
estrategias de control de infecciones de areas clinicas probablemente contaminadas (agua,

aire y superficies) que abarcan desde la desinfeccion ambiental hasta la gestion de residuos



hospitalarios. (Pérez & Rojas, 2020). Los procedimientos actuales de control de infecciones
ambientales se centran casi por completo en la limpieza manual y la desinfeccién quimica. En
este contexto, los procesos de oxidacién avanzada (AOPS) han emergido como una solucién
potencial. Los AOPS generan especies reactivas de oxigeno, como los radicales hidroxilos, que
tienen una alta capacidad oxidante, pueden degradar una amplia gama de contaminantes,
incluyendo microorganismos patdégenos. Se basan en mecanismos como la fotolisis, la
electroquimica y la activaciéon con peréxido de hidrogeno en presencia de luz ultravioleta (UV)
para generar radicales hidroxilos (HOx*), que pueden dafiar componentes celulares de los
microorganismos (Harpreet Singh et al., 2021) (Rodriguez & Barrera, 2020).

La desinfeccién con luz ultravioleta (UVC) es una modalidad de desinfeccidon para el manejo
de los brotes de especies de Candida y del avance de infecciones nosocomiales por estas
levaduras. La tecnologia de lampara UVC a 254 nm es un proceso de desinfecciéon evaluado
en diferentes ambientes y superficies, tiene un amplio espectro (200-280nm) tanto de manera
individual o combinado con diferentes agentes oxidantes (Sara Beck et al.,2014), (Jaime Reedy
et al., 2023), (Rézanska et al., 2023). Puede inactivar microorganismos patdégenos actuando
sobre el material genético ADN/ARN y sobre las proteinas. En los &cidos nucleicos interrumpe
el enlace adenina-timina, lo que da como resultado la formacion de un dimero de pirimidina
entre las adeninas que impide que éstos se repliquen, haciendo que su supervivencia sea muy
corta (Xiaoling Li et al., 2019).

La eficacia de la luz UVC se ha utilizado para inactivar diferentes especies de levaduras
como Candida sp., Cryptococcus sp, Metschnikowia sp., Rhodosporidium sp, Rhodotorula spp
entre otras (Pereira, Ricardo, Galinha, Benoliel & Crepos, 2013). Alcanzando niveles de
inactivacion de hasta el 99% de efectividad. Sin embargo, se ha encontrado que puede haber
un porcentaje de reactivacion en la oscuridad y/o foto-reactivacién cuando se utiliza esta
técnica. Gang y colaboradores, 2019, encontraron que algunas esporas de Penicillium
polonicum fueron mas susceptibles a la reactivacién que algunas especies de Aspergillus y
Trichoderma (Gang Wen et al., 2019), demostrando que esta particularidad es propia de la
especie.

La luz UVC combinada con persulfatos (peroxidisulfato (PDS, S20s?2") y peroximonosulfato
(PMS, HSOs"), ademas de producir radicales hidroxilos (HOx*), genera radicales sulfatos
(SO4*7), los cuales tienen un alto potencial redox (2,5-3,1 V) con alta eficacia en la oxidacién



de contaminantes quimicos y microbiolégicos (Tfofa, Raj, Prakash & Fatta, 2019). Las
bondades de la inactividad de Fusarium con radiacion UVA y UVC con peroxido de hidrogeno
(H2032) fue evidenciado con mayores rendimientos que en oscuridad (Sichel, Ibafez, Cara &
Tello, 2009).

Este estudio hace aportes sobre los parametros operacionales y las cinéticas de los
procesos oxidativos basados en la luz UVC sobre la tasa de inactivacion y reactivacion de una
cepa de Candida albicans con diferentes tipos de oxidantes. Asi mismo, presenta resultados

parciales de proceso foto-Fenton utilizando luz UVA.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos y equipos:

La resuspension de la levadura se realizé en caldo glucosa segun Sabouraud (Merck), el
agar para recuento en placa fue YPD (Sigma-Aldrich). Los procesos de desinfeccion utilizaron
los oxidantes peroxidisulfato (PDS), el peroximonosulfato (PMS) y peroxido de hidrogeno
(H202), y las sales para los reactivos Fenton: cloruro de sodio, sulfato ferroso heptahidratado,
adquiridos por Merck. Todos los reactivos se prepararon con agua desionizada de un sistema
de agua Milli-Q de Merck. Todas las diluciones de los diferentes ensayos se realizaron con
solucion fisiolégica. Las mediciones de absorbancia se efectuaron en un espectrofotometro
marca Spectronic a una longitud de onda de 530nm y una caja reflectora de aluminio casera
dotada de una lampara UV-C (OSRAM HNS®).

2.2. Cepa de hongo: C. albicans ATCC 66027 (cepa susceptible a antimicéticos usada
como control para el equipo Vitek Il), donada por la doctora Adriana Correa, profesora de la
Universidad Santiago de Cali). La cepa liofilizada fue resuspendida en medio de cultivo liquido
(Caldo Sabouraud 2%) y posteriormente se traspasé a un medio sélido (Agar Sabouraud 2%
de glucosa, MERCK ref. 105438). Después de 48 horas se dispuso en crioviales con glicerina
al 30% y se conservo en refrigeracion entre 5-8°C. El tratamiento de la cepa en los diferentes
ensayos consistié en tomar 10 uL del material almacenado en los criovales y sembrarlos por
superficie en agar Sabouraud e incubacién durante 48 horas a 30 C°. La preparacion del

inoculo consistio en homogenizar en vortex 5 colonias en 30 mL de solucion salina fisiolégica



(Cloruro de sodio al 0,85%) con lectura posterior de la turbidez en un espectrofotbmetro marca
Spectronic a una longitud de onda de 530 nm hasta obtener una densidad optica de 0,5
(Equivalente a 108 UFC/mL).

2.3. Preparacion de los peroxidos y condiciones operacionales: Se prepararon el
mismo dia del ensayo y se alejaron de la luz UV. Las concentraciones de los oxidantes en el
reactor de 50 ml fueron de 500 uM y 50 pM. Las cuales fueron obtenidas por dilucién de
soluciones concentradas PMS (0,1537 g aforado en 10 mL), PDS (0,1190 g aforado en 10 mL)
y H202 (57uL aforado en 10 mL). El volumen del reactor consistié en 45 mL de agua destilada

y 5 mL del in6culo de la levadura.

2.4. Fotolisis: Los procesos se realizaron en una caja reflectora de aluminio de fabricacion
propia, dotada de una lampara UV-C (OSRAM HNS®) de 8 W y maximo de emision a 254 nm,
cuyo flujo volumétrico de fotones fue de 2.19 x 10 Einstein/L s (Intensidad 2.3 pW /cm), medida
por actinometria de perdxido de hidrégeno basada en (Kuhn et al., 1989). El reactor con el
inoculo se coloco en agitacion a 200 rpm y 25°C. Se dej6 durante 30 minutos en oscuridad y
se hicieron 3 diluciones seriadas en solucion salina fisiolégica (10* a 10#) para comprobar la
concentracion del inoculo (Tiempo 0). Luego, se expuso a la luz UVC y se tomd muestras a los
15, 30, 45, 60, y 80 s con las cuales se realizaron diluciones seriadas (10! a 10%). Las
mediciones se realizaron por duplicado. En los ensayos de desinfeccion con PMS, PDS, H20>.
se repitio el ensayo anterior pero agregando el oxidante (PMS, PDS, H20:) antes de la fotolisis.

El blanco se establecié en oscuridad.

2.4. Ensayo Foto-Fenton: el proceso foto-Fenton us6 peréxido de hidrogeno y sulfato
ferroso heptahidratado (Fuente de hierro Il) a dos diferentes condiciones de pH (3,4 y 7,29). El
reactor de 50 mL contenia 45 mL del buffer, 5 mL del in6culo de la levadura, 50 uL del sulfato
ferroso heptahidratado y 500 pl perdxido de hidroégeno. Se siguié el procedimiento de la fotolisis
de la seccion 2.4 pero usando una lampara UVA. El Buffer pH 3,4 se obtuvo mezclando solucién
de &cido citrico 0.10M (87.6 mL) y una de citrato de sodio 0.01M (32.4 mL), el pH 7,29 se obtuvo

con ajuste de pH de agua destilada estéril.



2.5. Siembras microbioldgicas de los diferentes ensayos de desinfeccion: Se
realizo por la técnica de masiva al depositar 100 yuL de cada dilucién en cajas de Petri con
medio de cultivo YPD. Todas las siembras se hicieron por duplicado y se dejaron a temperatura
ambiente durante 72 horas. Pasadas las 72 horas se realizo el recuento de las unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) en las cajas con las diluciones que contuvieran entre 1-300

colonias.

2.6 Ensayo de reactivacion: Después del proceso de fotolisis, se depositaron 100 pL
de cada ensayo en tubos de vidrio con tapa rosca, cada uno con 2 mL de caldo YPD estéril de
los diferentes los tiempos. Se dejaron en incubacion en oscuridad durante 5 dias a 25°C y se
realizaron observaciones diarias para detectar el crecimiento de la levadura. Todos los ensayos
se hicieron por triplicado. Las siembras microbiolégicas del ensayo de reactivacion se utilizo el
medio de cultivo agar YPD. Se sembraron 10 pL de cada uno de los tubos del ensayo (con
turbidez y sin turbidez) en cajas de Petri con el medio de cultivo para corroborar el crecimiento
de la levadura. Este proceso se realizo a las 24, 48 y 120 horas de incubacion. Por dltimo, las

cajas Petri se dejaron a 25°C durante 72 horas para verificar si present6 crecimiento fangico.

2.7. Andlisis estadisticos: Se utilizé andlisis de varianza ANOVA para comparar los
diferentes ensayos. Antes de emplear el ANOVA se verificé que los datos obtenidos se ajusten
a una distribucion normal, para ello, los datos se trataron con una prueba de bondad de ajuste
a una distribucién normal de Kolmogorov Smirnov o Shapiro Wilks. Después, se comprobd la
homogeneidad de la varianza de los datos de cada variable con la prueba de Levene. En caso
de que se cumpla el supuesto de normalidad, pero no el de homogeneidad de varianza, se
procedio a utilizar T2 de Tamhane. En caso de que el anélisis de ANOVA muestre diferencias
significativas entre los parametros evaluados, se realiz6 la prueba Tukey o Friedman, con el fin
de ejecutar comparaciones mdultiples de medias y determinar especificamente entre qué
ensayos existe la diferencia. El nivel de significancia de correlacion que se establecié fue p <
0.05. Para los analisis de los POAs, se tuvo en cuenta las regresiones lineales multiples,
andlisis de varianza, Teniendo en cuenta, que los andlisis se ejecutaron con el InfoStat version
2017.1.2.0 y OriginPro version 10.1.0.0.



3. RESULTADOS

La Figura 1 presenta los cambios en el nimero de UFC/mL de los diferentes ensayos,
consistentes en modificar los oxidantes (PMS 500 pM; PDS 500 pM y H202 500 uM) en
presencia de la radiacion UVC desde el inoculo inicial con el tiempo 0 hasta los 80s y
compararlos con sus respectivos blanco sin la radiacion UVC. Se logré determinar que hubo
diferencias significativas con un p=<0,001 entre los tres oxidantes. Entre los blancos la
disminucion de las UFC/ml fue H202 500 uM < PDS 500 pM < PMS 500 puM. La mejor foto-
oxidacién se logré con PMS/UVC alcanzando inactivacion total en 30s, mientras que el

procedimiento de H202/UVC requirié 80s para alcanzar la inactivacion total.
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Figura 1. Cinética de inactivacion de C. albicans ATCC 66027 oxidativos y foto-oxidativos
métodos. Condiciones: en agua destilada (AD). V: 50 mL, P: 8W, [PMS]: [H 2 O 2]: [PDS]:
500uM, pH: 7.4. Lampara UVC.

La comparacion estadistica de los resultados obtenidos Unicamente con la luz UVC vs la
adicion de los oxidantes PMS y H20:2 establece que hay diferencias significativas con p<0,0001.
Sin embargo, la combinacion UVC/PDS 500 uM no mostro diferencias significativas comparada
con el blanco UVC (p=0,4827).



Los porcentajes de remocion de los ensayos para inactivar la cepa de C. albicans se

obtuvieron a partir de la siguiente ecuacion:

Concentracion inicial—Concentracién final
E3

100 (Ec 1)

Concentracién inicial

Donde la concentracion inicial corresponde a la arrojada para el tiempo 0 y la concentracion
final corresponde al valor arrojado para cada tiempo.

La Figura 2 ostenta los porcentajes de remocion de los diferentes ensayos comparando los
diferentes oxidantes (PMS 500 uM; PDS 500 pM y H202 500 pM) con la luz UVC vy la
combinacion de UVC/PMS 500 uM, UVC/PDS 500 uM y UVC/H202 500 uM, desde el inoculo
inicial con el tiempo 0 hasta los 80s. Con relacion a la luz UVC y la combinacion con los
diferentes peréxidos se encontré que PMS/UVC 500 uM fue el que obtuvo el mayor porcentaje
de remocion, con un porcentaje del 99% a los 15s y del 100% desde los 30s, después le sigue
el H202/UVC 500 uM con un porcentaje del 75% a los 15s y del 100% desde los 30s, mientras
que por ultimo estéa el de PDS/UVC 500 uM con un 85% a los 15s y del 100% después los 45s.
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Figura 2. Porcentaje de remociéon de C. albicans ATCC 66027 por métodos oxidativos y foto-
oxidativos. Condiciones: agua destilada (AD). V: 50 mL, P: 8W, [PMS]: [H202]: [PDS]: 500uM,
pH: 7.4.



Las cinéticas siguieron un orden 1 con una mejor linealizacion al graficar los cambios en
logaritmo natural de los nUmeros de UFC/mL vs el tiempo de analisis de los diferentes ensayos
(Ver material suplementario). Los valores de la constante de velocidad de la reaccién (K) de los
diferentes ensayos se obtuvo a partir de la ecuacion de la recta, la cual corresponde a la
pendiente y el tiempo de vida media se uso la integracion de la cinética de primer orden acorde
a la ecuacion 2.

Ln(2) (Ec 2)
2 = T

La Tabla 1 resumen los resultados cinéticos consistentes en la constante de velocidad (K),
tiempo de vida media (ti2) y el coeficiente de determinacion (R?) en la linealizacién del orden
uno para la fotoxidacion de C. albicas con los diferentes oxidantes (PMS 500 uM; PDS 500 uM
y H202 500 uM) con la luz UVC y la combinaciéon de UVC/PMS 500 uM, UVC/PDS 500 uM y
UVC/H202 500 puM. El tratamiento con mayor constante de velocidad es para el PMS/UVC 500
UM (0,37828 s1) superando significativamente a los demas ensayos, como por ejemplo con el
de H202 500 uM, que por el contrario fue el mas lento (0,00939 s). También, se puede
evidenciar que el ensayo de control con solo luz UVC mostro una constante de velocidad de
0.12382 s superando los ensayos de control en oscuridad con los oxidantes, Se resalta que
al combinar la radiacion UVC con los peroxidos H202/UVC, PDS/UVC y en especial el
PMS/UVC ostenta una mayor eficacia al incrementar la constante en 46.3%; 31.1% y 205.5%

respectivamente.

Tabla 1. Resultados cinéticos de la fotooxidacion de C. albicans ATCC 66027
Prueba de

fotooxidacion K(s) tarz (S) R
H202 500uM 0,00939 73,8176 0,69768
PMS 500uM 0,05628 12,3160 0,84042
PDS 500uM 0,02332 29,7233 0,70434
UVvC 500uM 0,12382 5,5980 0,97675
H202/UVC 500uM 0,1811 3,8274 0,84330
PMS/UVC 500uM 0,37828 1,8324 1.00000
PDS/UVC 500uM 0,16241 4,2679 0,97000

Condiciones: agua destilada (AD). V: 50 mL, P: 8W, [PMS]: [H20;]: [PDS]: 500uM, pH: 7.4.



En el caso del tiempo de vida media mas bajo se logré con el tratamiento PMS/UVC
correspondiente a 1.8324s; mientras que H202 500 uM sin UVC fue el menos eficiente con
73.82s. Asi mismo, el ensayo de control con luz UVC presentd un tiempo de vida media de
5.59s considerablemente inferior con respecto a los oxidantes en oscuridad que oscilaron entre
12.3y 73.8 s. En el coeficiente de determinacion el tratamiento de PMS/UVC 500 uM logré un
valor perfecto, por lo que el modelo cinético describe con precision la cinética de reaccion en
el ensayo. Los otros ensayos de los peroxidos en combinacién con luz UVC, los R? estan por
encima de 0.84. Mientras que los ensayos de los perdxidos sin la radiacion UVC como H20:2
500 uM, PDS 500uM y H202/UVC 500uM muestran ajustes entre 0.69 a 0.84.

La Figura 3 presenta los cambios en el numero de UFC/mL de los diferentes ensayos,
comparando la luz UVCy la combinacion de UVC/PMS, UVC/PDS y UVC/H20:2 a dos diferentes
concentraciones (500 y 50 uM), desde el inoculo inicial con el tiempo 0 hasta los 80s. Siendo el
tratamiento PMS/UVC 500 pM el que exhibié mayor rendimiento.

—=— H,0,/UVC 50uM
1E+6 b 3 —#— PMS/UVC 50uM
SN —4&— PDS/UVC 50uM
] g —w— H,0,/UVC 500uM
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3 PDS/UVC 500uM
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= 1E+3—E
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Figura 3. Seguimiento cinético del tratamiento de C. albicans ATCC 66027en los procesos foto-
oxidativos. Condiciones: agua destilada (AD). V: 50mL, P: 8W, [PMS]: [H202]: [PDS]: 500uM y
50 uM, pH: 7.4.



Las fotooxidaciones PMS/UVC 500 uM y PDS/UVC 500 puM no evidencia diferencias
significativas con la realizadas a concentracion de PMS y PDS 50 uM (P= > 0,050), mientras
gue H202/UVC 500 uM y 50 uM si presentaron diferencias significativas (P= < 0,050). La Tabla
2 ilustra los resultados de reactivacién de C. albicans en oscuridad después de aplicar las foto-
oxidaciones con los diferentes oxidantes (PMS 500 uM; PDS 500 pM y H202 500 uM) y el
control de solo radiacion UVC, desde el inoculo inicial con el tiempo 0 hasta los 20 min a las
120 h. La reactivacién ocurre hasta los 45 s de tratamiento foto-oxidativo con PMS/UVC 500uM,
mientras que para UVC, PDS/UVC 500 uM y H202/UVC 500uM la reactivacion se alcanza hasta

los 60 s de tratamiento.

Tabla 2. Ensayos de reactivacion en oscuridad.

Ensayos 30s 45s 60s 80s 2 min 5 min 10 min 20 min
uvC

Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

UVC/H:0; Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
UVCIPMS Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
UVC/PDS

Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Crecimiento de C. albicans ATCC 66027 en agua destilada (AD). Condiciones: V: 50 mL, P: 8W, [PMS]: [H202]:
[PDS]: 500uM, pH: 7.4.

La Figura 4 representa los cambios en logaritmo natural de los niumeros de UFC/mL de los
ensayos de Foto-Fenton, desde el inoculo inicial con el tiempo 0 hasta los 80s. Se logro
determinar que si hubo diferencias significativas con un p= <0.0001 entre los dos pH, siendo

menor el rendimiento de pH 7.29.
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Figura 4. Tratamiento de Foto-Fenton C. albicans ATCC 66027
Agua destilada (AD). Condiciones: V: 50 mL, P: 8W, [H202]: 500uM, PH: 3.4y 7.29.

La Figura 5 muestra los porcentajes de remocion de los diferentes ensayos de Foto-Fenton
pH (3.4 y 7.29), desde el inoculo inicial con el tiempo 0 hasta los 80s. Se logré determinar que
en comparacion con los ensayos de peroxidos en combinacién con luz UVC el rendimiento de
Foto-Fenton es menor, aungue entre los dos pH evaluados el pH 3.4 tuvo un menor porcentaje
de remocidn. Estos hallazgos instauran que se debe de realizar un analisis mas detallado de la

composicion del reactivo Fenton y el oxidante.
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Figura 5. Porcentajes de remocién C. albicans ATCC 66027
Agua destilada (AD). Condiciones: V: 50 mL, P: 8W, [H202]: 500uM, pH: 3.4-7.29.
En la Tabla 3 se presentan la constante de velocidad (K) y el tiempo de reaccion (t12) de los
ensayos Foto-Fenton (pH 3.4 y 7.29). Se logro determinar que a pH 7.29 fue que presento el
menor tiempo de vida media. Pero que distan significativamente de los resultados obtenidos

con las fotooxidaciones con PMS, PDS y H20:.

Tabla 3. Constante de velocidad de reaccion y el tiempo de vida media de C.

albicans ATCC 66027 por foto-Fenton.
Prueba de 1 )
fotooxidacion K(s™) tu2 (S) R
pH 3,4 0,000244 2840 0,93
pH 7,29 0,000282 2457 0,91

Condiciones: Agua destilada (AD), V: 50 mL, P: 8W, [H202]: 500uM, pH: 3.4-7.29.

4. DISCUSION RESULTADOS

El PMS/UVC 500 pM fue el sistema que tuvo mayor rendimiento en la inactivacion y
porcentaje de remocion de una cepa de Candida albicans, levadura que esta constituida por
una pared celular rica en quitina, glucanos y mananos que le confieren la estructura y

proteccion a esta célula y que globalmente tiene una carga negativa (Duran,2015), cuenta



ademas, con una membrana plasmatica compuesta por una bicapa lipidica de fosfolipidos
(fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina) y ergosterol el cual le da
rigidez y control de la fluidez; una membrana semipermeable que en la superficie tiene
glicoproteinas y polisacéaridos. EI PMS (HSOs *7), genera radicales sulfatos (SO4 *) que tienen
mayor capacidad de causar dafio oxidativo (Guerra, 2022 & Patillo 2015), ademas, produce un
radical hidroxilo OH*, como se puede observar en la Ec 3. Se conoce que el radical (SO4*")
puede provocar dafio en los lipidos de la membrana y en otras macromoléculas, incluyendo las
proteinas de membrana, mientras que el radical OH* induce una mayor permeabilidad de la
membrana celular, lo que a su vez genera lisis celular o la pérdida de viabilidad de la célula
(Mingxiang Liu, 2023). Por lo tanto, lo hace mas reactivo que los 2 radicales (SO4" ™) que genera

el PDS o al OH* que genera el H20:.
HSOs* - S0," ™ + HO° (Ec 3)
Los alcances del control con solo radiaciéon UVC es debida a las gran cantidad de energia
gue inducen reacciones de degradacion, particularmente a las bases de pirimidina (Timina y

uracilo), provocando la ruptura de los enlaces T-A y U-A en los sitios que contienen dos

pirimidinas adyacentes, formando asi dimeros (Figura 6).
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Figura 6. Reaccion de la luz UVC en el ADN.

Los enlaces de hidrogeno que presentes entre las dos pirimidinas adyacentes se debilitan,
logrando que se interrumpa la estructura del ADN, repercutiendo en el bloqueo de la replicacién
y la transcripciébn con efectos citotoxicos y mutagénicos impidiendo la capacidad de

reproducciéon y la muerte de la levadura (Lecam, 2020). La combinacién de la radiacién UVC



con PMS proporciona un doble mecanismo de accion que aumenta la eficacia en la inactivaciéon
de la levadura (Pelayo, 2018 & Berruti, 2022).

Estudios realizados por Gang Wen et al. (2020) encontraron que T. harzianum, mostré una
fuerte resistencia a la inactivacion con PMS activado con productos de corrosion mientras que
A. niger, P. polonicum, C. cladosporioides se inactivaron bajo las mismas condiciones. La
inactivacion se incrementé con el aumento de las dosis de PMS y PCPs, siendo la dosis del
oxidante el que tuvo mayor impacto. En este estudio se plantea la efectividad del proceso
oxidativo se presenta por muerte celular debido a la salida de sustancias intracelulares después
de que la membrana celular fuera atacada y rota por los radicales reactivos. Sin embargo, hay
gue tener en cuenta que la mayoria de estos estudios estan enfocados en bacterias como el
estudio de Yaru Hu et al. (2019), el cual inactivo ARB (Bacteria Resistente a Antibiéticos)
mediante irradiacion UVC, oxidacién con PMS y tratamientos con PMS/UVC, donde también
se evidencio que UVC/PMS fue el mejor método de foto- oxidacién, donde la causa principal
de la inactivacion se enfoco en la capacidad de los radicales SO4" para suprimir los genes PCR-
sull y PCR-intl1.

Cuando se analiz6 el efecto de los peréxidos en solitario (Figura 3) se evidencia que el PMS
500 uM fue el que mayor rendimiento presento6 seguido por el PDS 500 uM y por ultimo el H202
500 uM, esto se puede deber a que el PDS (S20s%) en comparacion con el H202 genera dos
radicales SO4" como se puede visualizar en la Ec 4, que son mas reactivos que el radical
hidroxilo (OH*) generado por el H202 (Ec 5)., permitiendo una mayor inactivacion de la cepa de
C. albicans.

S,0g°" = 250,"~ (Ec 4)

H202 - OH° (EC 5)

Por eso, a pesar de que el H202 es méas permeable debido a su neutralidad de carga, esta
facilidad de penetracion no se refleja como mayor eficacia, ya que la cepa de C. albicans cuenta
con una capacidad de detoxificacién, gracias a diversas enzimas antioxidantes, como la
catalasa, la peroxidasa, el sistema de glutation y el sistema de tiorredoxina que son capaces

de descomponer o neutralizar el H202 antes de que pueda causar un dafio significativo, por el



contrario de los radicales sulfato producidos por el PMS y PDS que son mucho mas complejos
de eliminar por las defensas antioxidantes celulares (Cindy-Staerck et al., 2017).

Pese a la desventaja del H20: frente a la capacidad de detoxificacion por parte de la cepa
de C. albicans, el tratamiento de H202/UVC 500 uM fue el segundo con mayor rendimiento en
la inactivacion de la cepa después de PMS/UVC 500 pM. El H202 en sinergia con la radiacién
UVC, permite una mayor eficacia que en el control en oscuridad, se resalta que la afinidad y
permeabilidad del peroxido ocasionando dafios celulares como peroxidacion de lipidos, dafios
en el ADN, afectando la integridad y provocando desequilibrios idnicos en la células (Berrutia,
2022).

El seguimiento cinético de los procesos de oxidacion avanzada considera factores como el
orden de la reaccion, la constante de velocidad de reaccion (k), el tiempo de vida media (t2).
El tipo de orden de la reaccion hace referencia a la relacion entre la velocidad de una reaccion
guimica y las concentraciones de los reactivos y se clasifican principalmente en: Reacciones
de primer orden (La velocidad depende de manera lineal de la concentracion), reacciones de
segundo orden (La velocidad de la reaccion es proporcional al cuadrado de la concentracion
del reactivo) y reacciones de orden cero (La velocidad de la reaccion es independiente de la
concentracion) (Qingchao Shen et al. 2024). Su importancia radica en que permite predecir
como cambiara la velocidad de reaccion al variar las concentraciones de los reactivos. El
coeficiente de determinacion (R?), permite establecer la correlacion del orden de reaccion, un
valor cercano a la unidad aumenta la predictibilidad de los modelos cinéticos.

La constante de velocidad de reaccion es una variable que proporciona una medida directa
de la rapidez con la que ocurre una reaccion quimica. A mayor valor de k, mas rapida es la
degradacion del peréxido, es decir, su capacidad de generar especies reactivas de oxigeno
(ROS) y su importancia radica en que es uno de los parametros de la eficiencia del agente
oxidante (Alvarez, 2019 & Giraldo 2005). Asi mismo, el tiempo de vida media (ti2) a pesar de
gue también es un indicador de eficiencia, indica el tiempo que tarda la concentracién del
compuesto en reducirse a la mitad, es decir que un tiempo de vida corto sugiere que el proceso
es rapido y eficiente, y su importancia radica en la optimizacion del proceso, como por ejemplo
si el tiempo de vida es muy largo, se debe aumentar la cantidad del peroxido o el tiempo de
exposicién (Giraldo & Hernandez 2006). En la Tabla 1, se evidencié que la constante de

velocidad es mayor y el tiempo de vida media es menor en los perdxidos cuando hay presencia



de luz UVC, lo que destaca una mayor eficacia de los peroxidos para generar radicales en
presencia de la radiacion.

La comparacion de los resultados de la tabla 1 en comparacion con la tabla 5 en anexos,
clasifica los sistemas PMS/UVC, PDS/UVC y H202/UVC como reacciones que siguen una
cinética de pseudo- primer orden, lo que significa que muestran un comportamiento
aparentemente de orden superior, pero en realidad son reacciones de orden inferior (Montafio,
Navarro & Pueblo, 2023), esto se debe a que las constantes de velocidad y los tiempos de vida
media no presentan variaciones significativas entre las dos concentraciones en los tratamientos
de PMS/UVC y PDS/UVC. Los tiempos de vida media que en este caso oscilan entre 1,8 y
4,2s, son relativamente constantes en cada tratamiento. En el caso UVC/H202, aunque se
observa una pequeia diferencia en el tiempo de vida media y la constante de velocidad de
reaccion entre 500 uM y 50 UM, se puede atribuir al fenébmeno de auto- inhibicion o competencia
por los radicales del H202, que dice que a altas concentraciones de este perdxido puede
generar que los radicales hidroxilos reaccionen con el exceso de peroxido en lugar de atacar a
la cepa de C. albicans (Ying, Hong. 2020 & Liangliang Wang et al.2022).

El PMS/UVC 500 uM fue el que mayor rendimiento alcanz6 en comparacion a los demas
tratamientos. Sin embargo, se evidencia que no hay diferencias significativas entre este y el
PMS/UVC a 50 uM, esto presenta una ventaja econémica de ahorro en la compra del peroxido,
debido a que ya sea a una concentracion de 500 o 50 uM la inhibicién es similar, caso contrario
el H202/UVC 500 uM que a pesar de ser el segundo mejor tratamiento si presenta diferencias
con el de 50 uM, por lo tanto, implica a largo plazo un mayor presupuesto dirigido a la compra
de este desinfectante.

En la Tabla 2, la reactivacion en oscuridad de C. albicans (positivo/ negativo) tras el tiempo
de exposicién de los diferentes procesos foto-oxidativos y el control UVC (0, 30, 45, 60, 80,
120, 300, 600, 1200s) instaura que el tiempo de exposicidn minimo para que ocurra la inhibicién
de la cepa de C. albicans sin probabilidad de reactivacion es de 45 s para PMS/UVC 500 uM,
y para PDS/UVC 500 uM y H202/UVC 500 pM, mientras que el control UVC requiere una
exposicion minima de 60 s. La reactivacion evidenciada se puede atribuir a que el dafio
proporcionado por los tratamientos permite que la levadura entre en un estado de dafio subletal,
lo que le facilita recuperar su viabilidad tras la exposicién si no se cumple con los tiempos

minimos recomendados de exposicion al proceso foto-oxidativo (Ana-Gémez et al., 2023).



Los procesos de Foto-Fenton se benefician a pH acidos (2.8-4.0) para evitar la precipitacion
del hierro en hidréxido férrico y se fomente los ROS (Luz Dary Caicedo, Morante, Castro, &
Serna, 2024). Sin embargo, los resultados obtenidos exhiben un mayor porcentaje de
inactivaciéon, a pH 7.29, lo que se puede deber a diversos factores como que la cepa de C.
albicans pueda tener menor actividad metabdlica a pH 3.4, por lo que podrian estar menos
susceptibles al desinfectante (Larralde, 2015), mientras que el pH 7.29 sea un pH mas
adecuado para la activacion de la levadura y se encuentre en ese momento en una fase de
crecimiento logaritmico, con mayor actividad metabdlica y sea méas susceptible a los dafios de
la pared y membrana celular.

Los procesos Foto-Fenton pueden presentar tres posibles reacciones quimicas a saber:

h
Fe2* + H,0, — Fe?* + 0H- + oH*  (EC6)

Fe3* + H,0, - Fe?* + 0H,"~ +u+ (EC7)

Fe3* + HO,"” » Fe?* + 0, + H* (Ec 8)

Para este tipo de procesos se prioriza la presencia de las ecuaciones Ec 6 y Ec 7, ya que
son las mas reactivas, pero se puede estar favoreciendo la reaccién Ec 8, donde se evidencia
un detencién en la reaccion Foto-Fenton, evidenciables en el porcentaje constante de remocién
en los dos ultimos tiempos (Tabla 6 ver en anexos). Otro factor que puede explicar el
estancamiento de la reaccion es la concentracion de H202, ya que de esto depende la
generacion de radicales libres, es decir, que la concentracibn de H202 es menor a la
concentracion de Fe?*, lo que significa que en este tipo de procesos es inherente tener en
cuenta la relacién de peroxido- hierro en el sistema. Sin embargo, para optimizar los resultados
en futuros estudios, se recomienda que en el proceso de Foto-Fenton se realicen dopajes de
H202 cada 60 s y alargar los tiempos de exposicién. La constante de velocidad de reaccion de
pH 3.4 fue menor que a pH 7.29, esto sugiere que la reaccion es mas eficiente en un medio
ligeramente alcalino y el tiempo de vida media a pH 3.4 es mayor que a pH 7.29, esto significa
la remocion global para esta levadura es mas lenta a pH acidos.

Cuando se compara los resultados obtenidos con el estudio de O'Dowd & Suresh, (2020)
se encuentra que microorganismos como coliformes (E. coli y Salmonella spp) y F. solani tienen

tasas de inactivacion mas lentas a pH neutros (90-120 min), mientras que a pH mas acidos de



3,0- 4,0 obtenian tasa de inactivacibn mas altas y en menor tiempo (30-60 min). Sin embargo,
también se menciona una falta de estudios en hongos y en que uno de los aspectos clave que
gran parte de la literatura omite es el cambio de pH.

Por lo que se entiende que la relevancia de los procesos de oxidacion avanzada (POAS)
radica en su versatilidad y efectividad en diversas aplicaciones ambientales y de salud publica,
tales como la desinfeccion, el tratamiento de aguas, la eliminacion de contaminantes
emergentes, la remediacién de suelos contaminados y la inactivacion de patdgenos resistentes
(José-garrido et al. 2020). Ya que ha demostrado que no solo afecta la estructura de la pared
y la membrana celular de los microorganismos. El estudio de Pérez de la lastra, Plou & Pérez
(2021), que describen que el papel de las especies reactivas de oxigeno (ROS) generalmente
dafian el ADN o ARN, generan peroxidacion lipidica de &acidos grasos poliinsaturados,
oxidacion de proteinas y causan dafio irreversible en lipidos y enzimas presentes en el citosol
celular, al oxidar y modificar componentes celulares impidiendo asi llevar a cabo sus funciones
originales; también demostraron que la combinacibn de UVC y peréxidos incrementa
significativamente la produccion de ROS, lo que lleva a la oxidacion de lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, desencadenando la muerte celular.

El uso de procesos de oxidacion avanzados basados en luz ultravioleta y en combinacion
con diferentes oxidantes puede proporcionar una valiosa herramienta para estudiar y optimizar
los procesos de inactivacion de hongos a escala de laboratorio y luego aplicarlos a mayor
escala. Ademas, un control mas preciso de los parametros del proceso puede mejorar la
eficiencia y la reproducibilidad de los resultados, lo cual es importante para la investigacion y
el desarrollo de tecnologia de inactivacion microbiana en aplicaciones en el campo de la salud

y a nivel industrial.

5. CONCLUSIONES

Los procesos de oxidacion avanzada son meétodos efectivos para la inhibicion de Candida
albicans. Las combinaciones de los peréxidos con UVC generalmente resultan en constantes
de velocidad mas altas y tiempos de vida mas cortos, lo que indica una mayor eficacia de la
fotooxidacion. Aunque la luz UVC por si sola presenta un alta constante de velocidad y un
tiempo de vida corto, su eficacia se maximiza cuando se combina con los peroxidos. La
desinfeccidén de C. albicans fue més eficiente con PMS/UVC 500 pM, seguido de H202/UVC



500 puM, PDS/UVC 500 pM, luz UVC, PMS 500 uM, PDS 500 uM vy, por ultimo, H202 500 uM.
El tiempo de exposicion necesario para prevenir la reactivacion depende del método empleado.
Sin embargo, entre los ensayos realizados, el tratamiento de PMS/UVC 500 pM demaostré ser
el mas efectivo, logrando una inactivacion sin reactivacion en un tiempo de exposicion menor
de 45 s. Los procesos de Foto-Fenton evaluados a diferentes pH demostraron ser eficaces en
la inactivacion de la cepa de C. albicans. Sin embargo, requiere de una optimizacion de los

reactivos Fenton para mejorar el rendimiento de inactivacion.
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Figura 7. Linealizacion cinética primer orden para la oxidacion de C. albicans ATCC 66027 en agua destilada (AD).
Condiciones: V: 50 mL, [PMS]: [H202]: [PDS]: 500uM, PH: 7.4.
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Figura 8. Linealizacion cinética primer orden para la fotooxidacion de C. albicans ATCC 66027 en agua destilada (AD).

Condiciones: V: 50 mL, P: 8W, [PMS]: [H202]: [PDS]: 500uM, pH: 7.4.



Tabla 4. Porcentaje de remocion de C. albicans ATCC 66027 en agua destilada (AD).

PMS | UVC/PM | H202 |UVC/H20 | PDS | UVC/PD

TIEMPO \LEVADURA UVC  |500uM| S/500uM | 500uM| 2/500uM |500uM |S/500pM
0" CAS . DE 0 0 0 0 0 0 0
15" CAS o DE 54 46 99 47 75 74 85
30" CAs | REMOCION =g 95 100 52 100 85 95
45" CAS 99 97 100 53 100 85 100
50" CAS 100 98 100 56 100 87 100
80" CAS 100 98 100 50 100 89 100

Condiciones: V: 50 mL, P: 8W, [PMS]: [H202]: [PDS]: 500uM, pH: 7.4.

Tabla 5. Constante de velocidad de reaccién y el tiempo de vida media de C. albicans ATCC 66027 en agua
destilada (AD).

Prueba de K(s?) t12 (S) R?
fotooxidacion
H202/UVC 50uM 0,20744 3,34143454 0,9370
PMS/UVC 50uM 0,22594 3,06783739 0,9565
PDS/UVC 50uM 0,2256 3,07246091 0,9303

Condiciones: V: 50 mL, P: 8W, [PMS]: [H202]: [PDS]: 50uM, PH: 7.4.
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Figura 3. Tratamiento Foto-Fenton de C. albicans ATCC 66027 en agua destilada (AD).
Condiciones: V: 50 mL, P: 8W, [H202]: 500uM, PH: 7.29 y 3.4.

Tabla 6. Porcentaje de remocion de C. albicans ATCC 66027 proceso Foto-Fenton

TIEMPO PH 3,4 PH 7,29
0" 0 0
15" % DE 11 24
30 REMOCION 16 34
45" 25 36
60" 41 50
80" 41 50

Condiciones: V: 50 mL, P: 8W, [H202]: 500uM, pH: 7.29y 3.4.



Tabla 7. Evidencia fotografica de los tratamientos de C. albicans ATCC 66027.

Ensayos

Morfologia macro

morfologia Micro

Reactivacion

PMS/UVC

H202/UVC

PDS/UVC




