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La presente tesis fue desarrollada en su totalidad en el Laboratorio de
Choques Débiles del Instituto de Fisica de la UNAM (IFUNAM), bajo la
direccion de los doctores Fernando E. Prieto y Achim M. Loske, quienes
fundaron el mencionado laboratorio y disefiaron y construyeron el generador de
ondas de choque que se usé en los experimentos reportados aqui, formando las
bases teéricas y experimentales para que actualmente sea posible hacer trabajos
como el presentado aqui.

Cabe mencionar ademas, que el Dr. Prieto y el Dr. Loske generaron la
idea de una posible técnica de esterilizacion de alimentos por ondas de choque,
tema de esta tesis, en base a sus experiencias de mas de diez afios con la
investigacion en el campo de la aplicacion de las ondas de choque débiles a la
medicina.
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1. INTRODUCCION

El acontecer diario del hombre esta rodeado de fenémenos maravillosos
e inexplicables que desde el inicio han transformado su existencia. A través de
la historia, los sucesos cotidianos y cambios en su entorno lo han invitado a
descifrar y conocer todo aquello que ha despertado su curiosidad, lievandolo a
revelar hechos que van desde lo mistico hasta lo cientifico. Dentro de su
busqueda interminable ha descubierto una forma de vida inimaginable y
fantastica de seres microscopicos. El desarrollo técnico y cientifico mostrd
que estos seres eran los responsables de acciones como la descomposicion de

los alimentos, la fermentacion de los vinos y el origen y transmisién de algunas
enfermedades.

La microbioclogia se encarga del estudio de los microorganismos, su
naturaleza, sus actividades y la relacién con el hombre, los animales, las plantas
y entre ellos mismos. Parte importante de su investigacion abarca el control de
las diversas poblaciones microbianas, para lo cual es fundamental poseer un
conocimiento vasto sobre las caracteristicas y condiciones de crecimiento,
atributos particulares y habitats,

Todo proceso en el que intervienen microorganismos involucra -
invariablemente una etapa de esterilizacién. La esterilizaciéon es un término
absoluto y significa la inactivacion total de todas las formas de vida microbiana
en términos de la capacidad del microorganismo para reproducirse’. Los
métodos actuales, ya sean fisicos o quimicos, resultan eficaces pero no son
aplicables en todos los casos. La Industria Alimentaria es un ejemplo en el
que se necesitan crear procedimientos que, de ser posible, esterilicen los
alimentos, logren aumentar su tiempo de conservacion o destruyan
microorganismos dificiles de eliminar con los métodos vigentes.




En las ultimas décadas, grupos de investigadores han probado
metodologias alternas, que si bien han arrojado resultados alentadores, ninguna
ha tenido la contundencia para implementarse como técnica aprobada y, por lo
tanto, desplazar a las convencionales.

Mucho de lo experimentado hasta hoy se encamina hacia el desarrollo de
principios que parecian no tener relacion alguna con la forma tradicional de
esterilizacion. Las nuevas propuestas se fundamentan en conceptos como
energia jonizante®®, oscilaciones magnéticas, descargas eléctricas, tratamientos
con altas presiones estaticas'™, pulsos de luz intensa™ y ondas sonoras', sin
embargo, los resultados hasta la fecha solo perfilan a la mayoria como métodos

de conservacion™>.

Es importante sefialar que el presente trabajo ¢s un estudio preliminar
que utiliza un método de generacion diferente al empleado en el unico caso de
experimentacion similar’®®.

Las ondas de chogue pueden ser producidas de diversas formas, en este
caso se hizo con un generador electrohidraulico denominado Mexilit 1. Lo
anterior se refiere a que se produce una onda de choque por rompimiento
eléctrico entre dos electrodos sumergidos en agua, misma que es dirigida
mediante un reflector a un lugar especifico en el cual se ubica la muestra a
tratar con la posibilidad de observar un efecto letal.

En los capitulos siguientes explicaremos los pormenores de la parte
experimental, daremos a conocer los primeros resultados, asi como las
posiblidades de este proyecto para cumplir nuestro objetivo y obtener un
conocimiento mas profundo sobre la interaccion de las ondas de choque débiles
con los microorganismos, analizando las variables que pusimos a
experimentacion asi como una evaluacion total de la metodologia.

Entre los objetivos que deseamos alcanzar al finalizar este estudio se
encuentran;

o Dar a conocer los fundamentos de las ondas de choque, su definicion,
representacion, interaccion con el medio.

¢ Describir las caracteristicas del equipo empleado (Mexilit II).

e Presentar resultados preliminares obtenidos con un microorganismo de
referencia.
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¢ Establecer las bases teoricas y experimentales con las cuales se puede
dar un seguimiento al desarrollo completo de la técnica.
o Implementar esta técnica como método de esterilizacion.

» Proponer un panorama general de aplicacién futura de las ondas de
choque.




2. ESTERILIZACION

Mucho tiempo antes del descubrimiento de los microorganismos se puso
en préctica diversos métodos para evitar la descomposicién de alimentos y la
transmisién de enfermedades con el (inico propésito de retirar todo aguello que
le ocasionaba dafio al ser humano.

Algunas de las aportaciones que revolucionaron el campo microbioldgico
y que estan directamente relacionadas con el concepto de esterilizacion,
comenzaron en ¢l sigto XVIII con cientificos como Joblot, que en 1718 mostrd
que podia esterilizar una infusion hirviéndola por 15 minutos y luego sellandola
en un contenedor. Nicolas Appert aplic6 este principio para procesar comida
enlatada en 1810; en 1875 Lister uso por primera vez los métodos de asepsia
en cirugia; en 1878 Pasteur introdujo el concepto de infeccién; en 1881 Koch
prepard el primer medio solido para el cultivo de gérmenes agregando gelatina
al caldo de carne®.

Los procedimientos actuales retoman parte de los conceptos empleados
por sus fundadores. La preparacion de medios de cultivo hecha por Koch
atrajo de forma indirecta la necesidad de crear métodos que eliminaran todo
agente contaminante que pudiera interferir en el estudio de los
Microorganismos.

La esterilidad es un término absoluto y se refiere a que un objeto sera
considerado estéril solo cuando sea completa la ausencia de microorganismos
viables’?. La esterilizacion no debe confundirse con procesos como
desinfeccion, sanitizacién, pasteurizacion, asepsia u otros, cuyo objetivo es el
de inactivar o matar microorganismos pero no necesariamente toda la poblacion
microbiana®.




La esterilizaciébn es una practica diaria en los laboratorios
microbiolégicos, quirofanos y plantas de produccion de alimentos. Los
métodos que se utilizan para este fin pueden clasificarse como: métodos fisicos
y métodos quimicos.

2.1. METODOS FiSICOS

Los microorganismos necesitan ciertas condiciones para sobrevivir. La
temperatura, el pH, la humedad, la presién, las cantidades de oxigeno y
nutrientes son factores que pueden promover o limitar su existencia. La
mayoria poseen una tolerancia a variaciones extremas en su medio ambiente
fisico y poca probabilidad de subsistir fuera de su habitat®’.

Aprovechando este principio se han creado métodos en los que se toma
en cuenta la susceptibilidad de los microorganismos a agentes como:
temperatura, humedad, presion, radiacion y efectos mecanicos.

2.1.1. Calor

Existen principalmente dos formas de esterilizacién térmica: calor
hiimedo y calor seco. El mecanismo de accién es por desnaturalizacion,
coagulaciéon, pérdida de integridad de la membrana y oxidacion de
componentes vitales del microorganismo, respectivamente.

2.1.1.1. Calor humedo

El calor himedo se caracteriza por ser un proceso rapido que emplea
poca energia. Se utiliza para esterilizar todo tipo de objetos, excepto aquellos
que pueden ser dafiados por temperaturas elevadas, o bien, aquellos en los
cuales la humedad acelera su deterioro fisico.

La esterilizacién por calor humedo puede tener dos formas: vapor a
presion (autoclave) y tindalizacion.




Autoclave

El proceso de esterilizacion se lleva a cabo dentro de un contenedor para
presion, denominado autoclave. E! objeto a esterilizar debe estar en contacto
con el vapor saturado a presion, temperatura y tiempo especificos.

Un autoclave es basicamente una camara de metal con valvulas de
alimentacion y salida de vapor y agua, termometros, mandémetros, dispositivos
electronicos y una compuerta de seguridad. El material con el cual se
construye debe resistir por tiempos prolongados y con buen margen de
seguridad las condiciones de la esterilizacion, esto es, resistir condiciones
altamente oxidantes para metales, la presion y temperatura elevadas y el uso
frecuente. Generalmente se esterilizan en autoclave medios de cultivo,
soluciones cuyos comtponentes no se descomponen con el calor, soluciones
dentales, guantes de goma, textiles, etc.

Existe una relacion bien conocida entre la temperatura y el tiempo
necesario para que el proceso sea confiable, por ejemplo; para estertlizar
liquidos y materiales anilogos se mantiene 30 minutos a 115°C (10 b de
presion de vapor/pulg®) o 15 minutos a 121°C (15 Ib de presién de
vapor/pulg’)’?, sin contar el tiempo necesario para alcanzar tales condiciones.
Las especificaciones estan sujetas a modificaciones en funcion de la cantidad
de material a esterilizar en un solo ciclo, o bien, de la carga y del fabricante del
aparato.

El mecanismo de esterilizacién es la desnaturalizacion y coagulacion de
las proteinas de los microorganismos’’.

Tindalizacion

Este método se utiliza para esterilizar ciertos liquidos y semisolidos que
son descompuestos o destruidos con facilidad por el calor. Consiste en calentar
el material a esterilizar de 80 a 100°C por 20 a 45 minutos por tres dias
consecutivos con el adecuado almacenamiento a temperatura ambiente. Las
células vegetativas, bacterias y algunas esporas son eliminadas en el primer dia
del proceso, las esporas sobrevivientes son activadas por el calor y destruidas
al segundo o tercer ciclo de calentamiento. Este método de esterilizacion
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fraccionada es util para esterilizar medios de cultivo con constituyentes como

carbohidratos, suero o huevo™*’.

2.1.1.2. Calor seco

La esterilizacion por calor seco es un método que se¢ usa con mayor -
frecuencia por ser mas seguro y confiable que la esterilizacién por calor
hiimedo, ya que no utiliza vapor ni trabaja con altas presiones; sin embargo, la
razon por la cual su empleo se ha visto restringido, en los casos en que es
indistinto emplear calor hiimedo o seco, es debido a que requiere temperaturas
por encima de los 180°C y tiempos de aproximadamente 2 horas, lo cual
implica un gasto energético mayor. El efecto letal se presenta como resultado
del calor que es conducido por el material a esterilizar, con el cual los
microorganismos estin en contacto®.

La distribucién de calor puede ser por conveccion, empleando un homo
de aire caliente o por transferencia directa empleando la incineracion™.

Homo

Los objetos que pueden esterilizarse con este método, son aquellos que
por ser densos o impermeables la penetracion del vapor dentro de un autoclave
es casi nula y por lo tanto, las condiciones necesarias para lograr la
esterilizacién por calor hitmedo no pueden alcanzarse en el corto tiempo al que

son expuestos, ademas de los materiales que suffen algan tipo de corrosion per
la humedad.

Como ejemplo de los objetos que pueden esterilizarse con este método
se encuentran: vasos, jeringas, agujas, bisturies, tijeras, fresas, cristaleria,
herramientas quirirgicas y dentales, prendas de algoddn, aceites, polvos y
ceras.

Actualmente los homos son eléctricos y estan dotados de termopares
para registrar la uniformidad de temperatura en todas sus zonas y de un
ventilador para distribuir el aire caliente. La carga debe tener espacios entre
los objetos a esterilizar para que circule el aire y estar tapados o sellados al
igual que en el autoclave para evitar su recontaminacidn al terminar ¢l ciclo.
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Cada ciclo inicia cuando la temperatura deseada se alcanza y se mantiene por
un tiempo determinado: para temperaturas de 150-160°C se requieren 2 horas,
para 180°C 30 minutos. El primero se considera equivalente a esterilizar por
calor humedo a 121°C 15 minutos.

Incineracidn

La incineracion es el método de eleccion para esterilizar materiales que
no deben ser reutilizados y, que ademas, debe asegurarse su destruccion total,
como los desperdicios provenientes de laboratorios médicos y hospitales que
contienen microorganismos potencialmente infecciosos.

El tratamiento conlleva la combustion de toda la materia organica a
temperaturas entre 600 y 1000°C, reduciéndola a cenizas y gases. Actualmente
se cuenta con incineradores especialmente disefiados para este fin. Otra forma
mas sencilla de incineracién empleada de manera rutinaria en el laboratorio de
microbiologia, es pasar las asas y otros instrumentos pequefios por la flama de
un mechero.

2.1.2. Filtracion

La filtracion es un método ttil para esterilizar liquidos y gases cuyos
componentes son labiles a otros tratamientos, principaimente al calor. No
requicre de calentamiento, agentes quimicos o radiacion y el riesgo para el
operador es casi nulo. El filtro es un dispositivo con poros de diferentes
tamafios, diseflados para impedir el paso de microorganismos y particulas de
mayor tamafio, el cual permite el paso de liquidos o gases a través de él. La
efectividad del método depende del tamafio del poro, del matenal y del
mecanismo de filtracion®?.

Existen dos tipos principales de filtros*;
- Filtro de profundidad.
- Filtro de membrana.




Filtro de profundidad

Este tipo de filtro fue introducido en 1884 en Francia por Pasteur y
Chamberlin. Consistia de un tubo de ceramica relleno de arcilla y arena.
Pocos afios después este tipo de filtro, de la marca alemana Seitz fue hecho de
fibras de asbesto y posteriormente de fibras de lana de vidro, asbestos y
algodon. Los filtros de profundidad dependen poco del tamafio de poro, su
funcién se supedita a la forma y al contorno irregular de las fibras y a las
fuerzas electrostaticas de las particulas adheridas a las mismas, en las cuales las
bacterias quedan atrapadas. El volumen total del poro es apenas el 20-30%
del filtro, lo cual hace que tenga poca resistencia al fluyjo. Se utilizan para
esterilizar aire y gases comprimidos. Su utilidad en liquidos se ve reducida a
emplearlos como prefiltros. ‘

Filtros de membrana

Los filtros de membrana se utilizaron a partir de 1922, aunque su uso se
generalizo después de varias décadas. Los materiales utilizados en su
fabricacidon son polimeros como nitrocelulosa, nylon, dacrén, teflén y malla de
acero inoxidable. El tamafio de poro requerido para excluir bacterias es de
0.2 pm, y para virus y mycoplasmas de 0.01-0.1um. El tamafio de algunas
bacterias va de 0.3 a 1um de diametro y el de los virus va desde 0.02 hasta
0.1um y algunos hasta 0.25um. Los filtros de membrana se tapan con
facilidad, ya que atrapan todas las particulas que son mayores al tamafio de los
poros, formando peliculas superpuestas, por lo cual es necesario anteponer
filtros con tamaiios de poro mayores o bien filtros que no dependan del tamafio
de poro, como los filtros de profundidad, para evitar que la membrana se sature.
con particulas del medio y dificulte la retencion de los microorganismos. Los
usos que generalmente se les dan es para esterilizar soluciones de uso
farmacéutico, entre las cuales estin las de uso oftilmico, parenterales,
antibiéticos, soluciones inyectables termolabiles, soluciones con carbohidratos
e incluso soluciones intravenosas. También pueden utilizarse como
pretratamiento de soluciones que deben estar libres de pirogenos y por lo tanto,
deben esterilizarse por otros métodos, como los procesos de clarificacion de
vinos y remocion de levaduras.

En la esterilizacion del aire se pueden utilizar ambos tipos de filtros, los
de filtracion profunda, fibrosos y granulares, y toda la gama de filtros de
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membrana. Los materiales fibrosos se empacan en contenedores bajo presion
para evitar que se formen canales que reduzcan su eficiencia; el ancho del filtro
¢s controlado con el mismo fin. Lo anterior obedece a la necesidad de crear
espacios con el suficiente flujo de aire, ¢l cual debe ser de alta pureza o estéril
como ¢l requerido en la aireacion de antibidticos, medios de cultivo y
fermentaciones, quirofanos, cuartos de pacientes inmunosuprimidos y dreas de
produccién de soluciones inyectables y algunos medicamentos en la industria
farmacéutica o aire ultrapuro para salas de ensamble de componentes
microelectronicos como los empleados en las computadoras. Cabe destacar
entre ellos los filtros HEPA-(High-efficiency particulated air), cuya eficiencia
es de 99.970-99.997%. Estos filtros retienen todo tipo de particulas
suspendidas en el aire e incluso bacteridfagos de 0.05 pm. El sistema de
esterilizacion del aire puede conformarse por varios filtros HEPA auxiliados
por aire de flujo lamindr y lamparas de luz ultravioleta.

2.1.3. Radiacién

Parte de la radiacion electromagnética que genera ¢l sol tiene efecto
bactericida. En la actualidad es de conocimiento popular que la luz ultravioleta
causa dafios en la piel y que 1a exposicion a ésta debe ser controlada. Su
accion puede ser controlada por diversos mecanismos naturales como la capa
superior de ozono y las barreras mecanicas como el vidrio. Otro tipo de
radiacion, de menor longitud de onda, son los rayos X o los rayos gamma (y) y
la producida por la desintegracion radioactiva y por los aceleradores iémicos.
La energia viaja en paquetes llamados cuantos;, el mimero de cuantos
absorbidos por un sistema biologico es igual al producto de la intensidad por la
duracién de la exposicion, misma que puede tener la suficiente energia como
para eliminar de manera completa un electron de un atomo y producir una carga
eléctrica (ionizacion) o solo energia suficiente para llevar a los electrones a
estados de mayor energia (excitacion). La radiacion que se utiliza con fines de
esterilizacion es la ultravioleta o la ionizante®’.

Ultravioleta

La luz ultravioleta causa excitacion en los atomos dentro de una célula,
particularmente en los acidos nucleicos, causando mutaciones letales, esto tiene
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intima relacion con su longitud de onda. El espectro mas efectivo se encuentra
comptendido entre longitudes de onda de 240 a 280 nm, siendo optima a
260 nm, longitud de onda en la cual el ADN tiene una maxima absorcion. Las
mutaciones que produce, imposibilitan al microorganismo para reproducirse.
La dosis esterilizante se calcula como producto de la intensidad por el tiempo
de exposicion y es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia desde
donde se aplica.

La luz ultravioleta puede generarse artificialmente por medio de lamparas
de vapor de mercurio. Los usos que pueden dérsele son limitados debido a su
bajo poder de penetracion y baja energia. Sus principales aplicaciones son en
la produccién de agua purificada, y agua estéril para uso quinirgico, para
controlar infecciones transmitidas por aire en areas cerradas como quiréfanos y
en el almacenamiento de camne, para evitar su descomposicion.

Ionizante

La radiacion ionizante posee energia del orden de cientos a millones de
veces mayores a la luz ultravioleta. Se clasifica en la que tiene masa y puede
tener o no carga y la que es solo energia. Para fines de esterilizacion, las de
mayor valor practico son los rayos v, los rayos X y los electrones de alta
energia (rayos B). Su efectividad como agentes esterilizantes se debe a que
tienen poder de penetracion y pueden hacer blanco directamente con el ADN o

producir iones activos o radicales libres que reaccionan indirectamente con los
icidos nucleicos.

Los rayos y son totalmente confiables, ya que su generacién es continua
y al igual que los rayos X penetran los objetos, por lo que éstos pueden
permanecer empacados durante y después de la esterilizacion. El tratamiento
con este tipo de radiacién puede durar horas, a diferencia del realizado con
rayos B, el cual dura segundos y cuya tnica desventaja es su poca penetracion.
Las fuentes que generalmente se utilizan son isétopos como el %Co para
rayos y y aceleradores de electrones para rayos B. El costo puede ser hasta
diez veces menor para los aceleradores de electrones y no requiere de otras
instalaciones costosas. La vida media del ®Co es de sélo 5.3 afios y tiene la
desventaja de que la fuente de ®Co representa un importante riesgo para la
salud. La dosis esterilizante se mide en megarads (Mrad), que es la unidad de
energia absorbida por gramo de material irradiado. Se considera efectiva una
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dosis de 2.5 Mrad y se utiliza ampliamente para esterilizar algunas formas
farmacéuticas y bioldgicas, en equipo de laboratorio, algunos plasticos y lana
contaminada®.

2.2. METODOS QUIMICOS

I.a cantidad de sustancias quimicas que se utilizan como esterilizantes en
contraste con las que desinfectan es limitada, ain cuando tienen caracteristicas
comerciales como estabilidad, seguridad y falta de olor.

Pueden ser gases o liquidos. Los primeros tienen la capacidad de
penetrar en materiales porosos, los segundos se aplican en superficies de
objetos que son dafiados por los gases.

Como en todos los procesos, las condiciones en que son empleados
dependen de las necesidades del usuario y su efectividad est en funcion de la
concentracion de! agente quimico y del tiempo que se deje actuar.

2.2.1. Gases

Hace 60 afios se le daba poco valor practico al uso de este tipo de
quimicos, pues sus aplicaciones se restringian al tratamiento de superficies de
aparatos y equipos. Es a partir de 1950 cuando se resuelve la necesidad de
crear procedimientos para esterilizar materiales afectados por el calentamiento.
La propuesta mas economica y facil de adoptar envolvié el uso de gases. Se
disefiaron camaras de contencién comerciales, sin embargo, ain no se conocian
las caracteristicas toxicas y carcinogénicas de algunos gases como el oxido de
etileno.

Oxido de etileno

Los articulos que pueden esterilizarse con 6xido de etileno incluyen
endoscopios, instrumentos Opticos, equipo eléctrico y electrénico, catéteres
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cardiacos, accesorios para microcirugias y materiales que pueden ser daffados
por la temperatura. En las camaras de dxido de etileno se requiere el cuidado y
control simultaneo de varios parametros interdependientes como concentracion
del gas, presion, temperatura, humedad relativa y tiempo de exposicion.
Cualquier desviacion en esos parametros puede comprometer el resultado
deseado. Las desventajas de este quimico son diversas: es un gas altamente
toxico con propiedades carcinogénicas, el proceso es mas lento y, por lo tanto,
mas costoso que la esterilizacion con calor himedo, los materiales deben ser
aireados después del tratamiento, el gas puede ser flamable y explosivo.

El ciclo consiste en colocar el material a esterilizar en el autoclave y
crear un ambiente saturado con el gas esterilizante. La cdmara se llena con
éxido de etileno a 10 Ib por pulg’ a 55°C por un periodo de 1.75 horas, al
término del cual, el gas es removido de la camara con aire estéril. Luego de un
ciclo de aproximadamente 3.5 horas, las cAmaras se abren y el contenido es
transferido a un gabinete para su aireacion a 55°C de 12 a 72 horas, lo cual es
necesario para eliminar el 6xido de etileno absorbido o disuelto en los
materiales estériles®.

Formaldehido

Este tipo de esterilizacion requiere de una camara especial y el ciclo es
parecido al del oxido de etileno. La concentracién de formaldehido debe ser
mayor a 5 g/L durante un periodo de 1 a 2 horas, en funcién de la cantidad de
material a estenlizar.

Recientemente ha sido utilizado como esterilizante a bajas presiones de
vapor para muchos de los instrumentos en los que se emplea la esterilizacion
con 6xido de etileno, siempre y cuando puedan tolerar la temperatura de trabajo
(70 a 80°C). Esta temperatura no debe ser menor, ya que el formaldehido se
polimeriza. Tiene un olor penetrante ademas de ser un agente toxico.

Otros gases

Entre los mas importantes se encuentran la beta-propiolactona, el
peroxido de hidrogeno y el acido peracético.




La beta-propiolactona es un agente alquilante, cuya actividad es 4000
veces mayor que el oOxido de etileno y 25 veces mas efectivo que ¢l
formaldehido®. Se emplea a una concentracion de 2 a 4 mg/L a 24°C y 70% de
humedad relativa durante 2 horas; a! igual que todos los gases, no penetra los
solidos, es toxico y carcindgeno. Se utiliza para esterilizar grandes espacios.

El peréxido de hidrogeno en solucion al 30% se vaporiza a 125°C. Se
emplea de 3 a 4 segundos a 90°C para esterihzar superficies, dada su baja
toxicidad, se perfila ampliamente dentro de industrias farmacéuticas, de
alimentos y biotecnologicas.

El peréxido del 4cido acético, o bien, acido peracético se ha comprobado
que en forma de vapor es un poderoso esterilizante, cuyas aplicaciones son muy
parecidas a las del peréxido de hidrogeno.

2.2.2. Liquidos

El consumo de liquidos como agentes esterilizantes es cada vez mas
frecuente, ya que son mas econdmicos y presentan menos riesgos que los gases
utilizados con el mismo fin. Todos los liquidos que esterilizan pueden
emplearse como desinfectantes. Esto depende de la concentracion, el tiempo
de contacto, la temperatura y la interferencia de otras sustancias; sin embargo,
no todos los desinfectantes pueden esterilizar, lo cual no depende de
condiciones como las mencionadas con anterioridad, sino de la naturaleza del

agente quimico®.

Glutaraldehido

Es el tnico esterilizante frio, como también se le denomina, de gran
eficacia recomendado por El Centro de Control de Enfermedades en Estados
Unidos””. Se utiliza en solucion al 2%, mantenida a un pH é4cido para evitar su
polimerizacion. Al momento de emplearlo se afiade un activador que eleva su
pH a 8-8.5 y el material a esterilizar (equipo de tratamiento respiratorio,
material quirirgico) se sumerge en la solucién por aproximadamente 10 horas.
Es mas efectivo y menos toxico que el formaldehido.




Perdxido de hudrégeno

Se considera esterilizante a una concentracién mayor al 20%. El
aumento de temperatura, presencia de luz ultravioleta e iones de cobre
estimulan su actividad. Es poco estable y altamente oxidante, por lo que su uso
esta restringido a objetos dificiles de corroer, ademas de ser irritante para los
ojos y la piel. Se utiliza para esterilizar envases para leche, lentes de contacto
suaves e implantes de resinas acrilicas, los cuales se sumergen en un bafio por 6
horas.

Acido peracético

Se le considera un agente antimicrobiano mas poderoso que el perdxido
de hidrégeno, el glutaraldehido, el formatdehido y los gases como el oxido de
etileno. Se utiliza como desinfectante en la industria de alimentos y como
esterilizante en la experimentacion con animales libres de gérmenes, en la
industria farmacéutica para la esterilizacion en frio de emulsiones, hidrogeles,
ungiientos y polvos. Para estabilizarlo se combina con peréxido de hidrégeno,
acido sulfurico y acido acético. Debido a que se descompone en éste tltimo y
en oxigeno, no causa toxicidad residual ni es peligroso para el medio ambiente.

2.3. METODOS EN INVESTIGACION

Antes del comienzo de este siglo se efectuaron estudios enfocados hacia
el control de los microorganismos en procesos que requerian ausencia total o la
minima poblacién microbiana en diferentes industrias (alimentos, tratamiento
de aguas residuales, farmaceitica, entre otros) utilizando métodos no
fundamentados en la aplicacion de calor o de sustancias quimicas, pues
dafiaban las caracteristicas de sus productos. La mayoria se emplearon en la
industria alimenticia, pero la calidad de los materiales de empaque utilizados
impidieron su aprovechamiento, originando el abandono casi total de la
investigacion en este campo. Fue hasta hace algunas décadas cuando éstos
principios se retomaron y dieron origen a tecnologias alternativas que logran
efectivamente inactivar a los microorganismos; sin embargo, ain estan lejos de
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lograr la esterilizacion en las industrias mencionadas y, por lo tanto, su uso se
ha visto limitado a la conservacion de alimentos.

Actualmente en el Instituto de Fisica de esta Universidad se estudia la
factibilidad de una nueva tecnologia que emplea ondas de choque débiles,
buscando resolver los inconvenientes que presentan los métodos
convencionales de esterilizacion. Una onda de choque débil es un pulso de
presion muy corto que alcanza hasta aproximadamente 2000 atmosferas.

Las ondas de choque débiles se conocen desde principios de siglo, pero
alrededor de 1960 se comenzd a investigar la posibilidad de desintegrar
calculos renales de forma no invasiva. En 1980 se hizo el primer tratamiento
de litotripsia extracorporal usando un equipo con caracteristicas
comerciales’®*. La técnica se denomina litotripsia extracorpdrea y los avances
en este rubro se han extendido a la destruccion de calculos biliares y
salivales?®*>*?. Otras aplicaciones clinicas mas recientes se encuentran en el

campo de la ortopedia®.

El resultado de la interaccion y del efecto de las ondas de choque débiles
sobre diferentes células**!-® y tipos de célculos son las bases de donde surgid
en el Laboratorio de Choques Débiles del Instituto de Fisica de la UNAM la
idea de iniciar este proyecto y de proponer a las ondas de choque como un

método alternativo de esterilizacion.




3. ONDAS DE CHOQUE DEBILES

Los avances tecnologicos y cientificos nos permiten incursionar en
diversas dreas que hasta hace algunas décadas permanecian inexploradas.
Como ya se menciond, el conocimiento de las ondas de choque se inicia a partir
de este siglo. En 1950 se propusieron las primeras aplicaciones médicas en el
campo de la litiasis. Alrededor de 1970 E. Hausler en Alemania concibié la
idea de emplear a las ondas de choque para desintegrar calculos renales en
forma no invasiva y hasta los afios 80’s se aplico por primera vez este principio
en el tratamiento para humanos, para lo cual la compaifiia alemana Domier
Medizintechnik GmbH se construy6 el HM1 (Human Model 1)*27?%, En los
afios siguientes se realizaron miles de tratamientos con aparatos similares,
creandose centros de litotripsia en varios paises?*®*.  Actualmente la
litotripsia extracorporal por ondas de choque es el método de eleccion para
tratar mas del 80% de los calculos renales y uretrales en todo el mundo, y en
menor grado los calculos biliares y salivales'”.

Algunos grupos de investigacién en el mundo tienen como tema de
estudio la busqueda de aplicaciones de las ondas de choque en campos
diferentes a la litotripsia®>*. Sus intereses se encaminan al mejoramiento de
las técnicas actuales®** y a establecer un modelo que explique de forma clara
su mecanismo de accién® y los efectos colaterales'™ 3!,

3.1 CONCEPTOS GENERALES

Una onda es la propagaciéon de energia a través de un medio, haciendo
vibrar sus constituyentes con respecto a su posicion de equilibrio, sin que éstos
sufran un desplazamiento en la direccién del movimiento''.
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Una onda de choque es una onda mecanica, lo cual quiere decir que
necesita un medio liquido, sélido o gaseoso para propagarse. El término se
refiere a una discontinuidad o pulso de presiéon que avanza por el medio y
puede originar temperaturas muy elevadas en un instante, esto es, que la
presion original del medio aumenta subitamente al paso de la onda y después
regresa gradualmente a su valor inicial. La denominacién “débil”, en la
expresion “ondas de choque débiles” (OCD), se emplea para indicar que las
ondas generan presiones menores a 2 kbar’®*’,

Existen algunos conceptos basicos que son importantes para comprender
las caracteristicas de una onda de choque, asi como su generacién. Entre ellos
la frecuencia, la amplitud, la longitud de onda, el nodo, la cresta y el valle,

todos relacionados con propiedades de movimientos ondulatorios, los cuales
son mostrados de forma grafica en la figura 3.1.

CRESTA

NODOS l
w7 YT
‘ 0 - U » TIEMPO

LONGITUD DE ONDA T
VALLE

Fig. 3.1 Representacion grafica de una onda sinusoidal.

Es poco comiin estar relacionado con este tipo de conocimiento y en
muchas ocasiones se confunden ondas de choque con las ondas ultrasonicas.
Como fenomeno fisico, cada una de ellas tiene sus propias caracteristicas por lo
que a continuacion presentamos un cuadro comparativo con la finalidad de
tener una idea clara de ellas y evitar confusiones posteriores®”*’ :




CARACTERISTICAS | ONDAS DE CHOQUE ONDAS

ULTRASONICAS'
Cambios de presion grandes pequeiios
Cambios de densidad grandes pequeiios

Pico de presion unico y|Ondas sinusoidales con
Tipo de ondas muy grande con tiempo |variaciones de presion
de ascenso sumamente
corto y una relajacion
rapida

Abarca desde frecuencias | Bien definido y uniforme
Espectro de frecuencia  |muy bajas hasta
frecuencias muy altas;
esto es, el espectro es
sumamente amplio

Transmision a través de mayor menor
materiales biolégjcos

En las figuras 3.2 y 3.3 se muestran los perfiles de una onda ultrasénica y
de una onda de choque.

Cuando la amplitud de una onda aumenta de forma considerable, por
ejemplo, cuando se comprime subitamente al medio de propagacién, se crean
regiones de muy alta y muy baja presion. En los puntos de presion alta la
temperatura aumenta y como la velocidad de wna onda depende de la
temperatura, entonces en ese sitio la velocidad también aumenta. Sucede lo
contrario en regiones de presion baja. Esto ocasiona que las crestas de la onda
se propaguen a mayor velocidad que los valles y con ello la forma de la onda
cambia al tipo de diente de sierra de forma tal, que la presion y temperatura
varian rapidamente y podrian convertirse (si sea aumenta la amplitud de onda)
en un frente de onda, como el de las OCD*?7,

' Ondas ultrasonicas del tipo usado para imagenologia médica.
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Fig. 3.2 Perfil de una onda sonora o ultrasonica.
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Fig. 3.3 Perfil de una onda de choque.
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3.2 METODOS DE GENERACION

La onda de choque débil se genera por una discontinuidad de presién
provocada por una compresion subita del medio como en el caso de una
explosion, en e! cual la onda se difunde a través de éste produciendo dafio en la
mayoria de las ocasiones. Conforme hace su recorrido se convierte en una onda
sonora de forma tal, que las personas que se encuentran alejadas de la
explosion dnicamente escuchan la detonacion sin suftir ningtn dafio”’.

En el caso de la litotripsia extracorporal, el medio donde se genera la
onda de choque débil es agua, y al aparato con que se producen se le llama
litotriptor. Existen varias formas de generacion: detonaciones de
microexplosivos, concentracion de la energia de un rayo laser en una region
muy pequefia de agua, excitaciéon de una serie de cristales piezoeléctricos,
utilizacion de un electroimén y ruptura eléctrica entre dos electrodos®’?.

La generacion de OCD por rompimiento eléctrico entre dos electrodos
fué el primer método empleado en la litotripsia extracorporal, y debido a que se
desarrolla dentro del agua, se le denomina electrohidraulico. Este método
consiste en aplicar miles de volts a un par de terminales metdlicas llamadas
electrodos, separados por unos milimetros, creando un canal de vapor
altamente ionizado, a presibn y temperatura elevadas (miles de grados
centigrados). Dentro de este canal de plasma se encuentran moléculas de agua,
oxigeno, hidrégeno, ozono, dtomos de oxigeno, hidrégeno y de los electrodos
en todos sus estados de ionizacion y excitacion, iones hidronio e hidroxilo®.
Cuando la resistencia eléctrica entre los electrodos comienza a decrecer, fluye
una corriente eléctrica muy grande a través del canal de plasma expandiéndolo
a velocidades supersonicas (mayores a 1500 m/s en agua), instante en el cual
hay una caida sibita del voltaje. Este rompimiento eléctrico ocurre en apenas
unos cuantos microsegundos, no asi la emisién luminosa que dura decenas de
microsegundos. La energia que posee el plasma es casi totalmente cedida a la
formacién de la onda de choque, aunque también produce luz y calor. La onda
generada, o mas bien, el frente de onda, viaja después a una velocidad un poco
mayor a la de! sonido en agua mientras que la burbuja de plasma adn en

expansion lo hace a una velocidad menor, colapsandose finalmente™ (figura
34). .

21




ELECTRODOS

VA

AGUA CHISPA O DESCARGA
T QECTRICA
3 mm. H) .‘k' )
’1 mm‘

ONDA DE CHOQUE A UNA VELOCIDAD

MAYOR QUE LA DEL SONIDO
AGUA EN EL AGUA
ELECTRODO ELECTRODO
CANAL DE VAPOR
DE AGUA
VAPOR DE AGUA
EXPANDIENDOSE A UNA
VELOCIDAD MENOR QUE LA
AGUA ONDA DE CHOQUE
ELECTRODO ELECTRODO

ONDA DE CHOQUE A UNA +
VELOCIDAD MAYOR QUE

LA DEL SONIDO EN EL

AGUA

BURBUJA

AGUA EN COLAPSO

FRENTE DE LA ONDA

ELECTRODO DE CHOQUE

AGUA MUY COMPRIMIDA

Fig. 3.4 Laonda de choque es practicamente esférica y se propaga por el agua
mientras que la burbuja se colapsa.
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La onda de choque generada, viaja a través del agua, cuyo frente es tan
pequeiic que puede considerarsele como una discontinuidad de presion
respecto a la de su entorno. La trayectoria que ahora sigue la onda de choque
débil es dirigida hacia otra region mediante reflectores, de tipo parabélico o
eliptico segin sea ¢l caso.

Los reflectores son sélidos de revolucton truncados, hechos de acero
inoxidable cuyas paredes internas tienen forma eliptica o parabdlica que actian
como espejos reflejando la onda de choque. La generacion de la onda para el
reflector eliptico ocurre en o que se considera el primer foco geométrico y es
reflejada hacia el segundo, lugar donde se encuentra el objeto a tratar (figura
3.5).

TN DESCARGA
CONCENTRACION .~ \ LECTRICA
DE ENERGfA ~ / AT
" | P PRIMER FOCO
SEGUNDOFOC oo T ™) DELAELIPSE
DE LA ELIPSE Rl &y
)
ELIPSOIDE

Fig. 3.5 Concentracion de ondas de choque empleando un espejo eliptico.

Para el caso de la evaluacion del efecto de las OCD sobre
microorganismos, se empled el reflector parabélico, que en lugar de concentrar
la onda de choque en una region pequefia o foco, refleja la energia de manera
que se produce un frente de onda plano (figura 3.6).

23




DISTRIBUCION DE LA
Y A Y /N ENERGIA SOBRE UN

CONCENTRACION
DE ENERGIA

Fig. 3.6 A. Reflector eliptico, B. Reflector parabélico.

La generacion de OCD utilizando microexplosivos tiene un principio
similar al método electrohidraulico, en el que la microcarga al explotar, genera
un plasma muy parecido al que se produce por la descarga eléctrica y la onda
de choque tiene casi el mismo comportamiento, utilizando para concentrarla
reflectores del tipo eliptico. Su principal desventaja es que hay que reemplazar
al microexplosivo después de cada descarga para generar a la siguiente onda y,
debido al numero de descargas necesarias en un tratamiento, éste se
prolongaria demasiado y seria dificil lograr la frecuencia de descargas que se
requiere™”® (figura 3.7).

Los cristales piezoeléctricos, son cristales (generalmente de bario) que
tienen la capacidad de aumentar o disminuir su tamafio rapidamente al
aplicarles un alto voltaje. Al excitarlos con la corriente eléctrica aumentan su
tamaiio, comprimiendo el agua circundante y al regresar a su tamafio original,
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dan origen al pulso de presion'> En su conjunto varios cientos de estos
cristales son acomodados en la superficie de un disco, de manera tal que
concentren las OCD en una region especifica (figura 3.7).

El principio electromagnético consta de una bobina, en la que al circular
la corrientre eléctrica forma un campo magnético que tiene carga opuesta a una
membrana de metal, de forma tal, que la repele y hace que comprima el medio,
regresando a su posicion original al interrumpir la corriente. Este cambio
brusco genera una onda de choque plana, la cual es enfocada mediante lentes
acusticos'? (figura 3.7).

Un laser de cierta intensidad crea un canal de plasma cuando se

concentra en una pequefia regién de agua originando una onda de choque, la
cual es dirigida con un reflector igual que en el método electrohidraulico.
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Fig. 3.7 A. Generador electrohidraulico de ondas de choque,
B. Generador piezoeléctrico de ondas de choque,
C. Generador electromagnético de ondas de choque.
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A continuacién se presenta una tabla mostrando las ventajas y

desventajas de los diferentes métodos para su uso en litotripsia
extracorporal®328,
METODO DE VENTAJAS DESVENTAJAS
GENERACION
Bajo costo. Desgaste de electrodos.
Disefio sencilo. Varniaciones de presion
Electrohidraulico Facil manejo. entre una descarga y otra.
Mas utilizado. Posible interferencia con
el ritmo cardiaco del
paciente.
Reemplazo de la carga
Bajo costo de operacién |explosiva.
Microexplosivos y construceion. Almacenamiento de
explosivos.
Sistema lento.
El perfil de presion es|Pulso de presion
Electromagnético reproducible. relativamente lento.
Desgaste de la
membrana.
Bajo desgaste de sus Produce efectos de
componentes. cavitacion.
Piezoeléctrico Alta frecuencia de Regién de maxima
disparo. presion muy pequefia
Bajo costo de operacion.
No utiliza altos voltajes |{El umbral para generar el
ni explosivos. plasma se localiza fuera
Laser Mayor vida media del del punto focal.

generador.
No produce campos
electromagnéticos.
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3.3 APLICACIONES DE LAS ONDAS DE CHOQUE
DEBILES

El campo de aplicacion de las ondas de choque débiles se ha extendido
en su mayor parte a la medicina. Actualmente la litotripsia por medio de OCD
es el método de eleccion para el tratamiento de mas del 80% de calculos
renales y uretrales, se ha usado en millones de pacientes. Durante la sesion de
tratamiento son aplicadas de 1000 a 4000 descargas. El nimero exacto
depende entre otros factores del calculo y del tipo de litotriptor. Los calculos
biliares también pueden ser sometidos a las OCD, sin embargo, esta terapia es
menos usada debido a que aproximadamente un 80% de los casos permanecen
de forma asintomatica, por lo que son pocos los pacientes que requieren del
tratamiento. En pacientes con trastornos pancreaticos cronicos también se ha
probado este método y los resultados obtenidos lo proyectan como un método
seguro y efectivo alterno a la cirugia'”.

Mas alla de la fragmentacién de calculos, recientemente las ondas de
choque estan presentes en tratamientos ortopédicos. El trabajo en este campo
se inicié en 1986 con estudios experimentales de fracturas en conejos y
perros'®. El primer reporte acerca de tratamientos de pacientes con retraso en
la unién o no unién de fracturas del que tenemos noticia aparecié en 1991. Se
requirié la aplicacion de 1000 a 4000 ondas de choque para inducir la unién
6sea en un 85%. A partir de entonces se han realizado otros estudios en los
cuales se han obtenido resultados similares, ademas de investigar los efectos
biolégicos cansados por este tratamiento'?.

También en los 80°s se realizaron investigaciones con la idea de emplear
a las OCD en procesos oncoldgicos. Con los resultados obtenidos se demostrd
que la aplicacion de OCD en células tumorales tiene un efecto citotoxico®' y
provocan destruccion celular por cavitacion’. Se establecié la relacion
existente entre la dosis y el efecto y el posible mecanismo de dafio. La razdn
por la cual se abandonaron las investigaciones en este campo, fué la reaparicion
de células malignas después del tratamiento®*S.

Actualmente en gran parte del mundo se realizan investigaciones para la
bisqueda de aplicaciones novedosas en el campo quimico, médico, fisico y
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biolégico®. Nuestra propuesta estd encaminada a presentar a las ondas de
choque como un método alternativo para la esterilizacion.
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4. APLICACION DE ALTAS PRESIONES EN
MICROBIOLOGIA

Las técnicas actuales de esterilizacion son el resultado de la busqueda de
mejoria continua, lo cual fas hace mas efectivas, incrementando en ocasiones su
campo de aplicacion. Sin embargo, algunas industrias tienen necesidades que
superan los avances alcanzados, dando lugar al desarrollo de investigaciones
que resuelvan esta problematica.

La industria alimentaria es un claro ejemplo que envuelve procesos que
han permanecido sin avance casi desde que se instauraron. La conservacion de
los alimentos se ha convertido en punto focal para dinigir la investigacién de
técnicas alternativas que de preferencia esterilicen los alimentos y no alteren
sus caracteristicas nutritivas y organolépticas. En respuesta a este creciente
interés, al inicio de 1a década pasada conceptos fisicos antes no relacionados o
poco estudiados con este fin, son aplicados para inactivar poblaciones
microbianas. Principios como pulsos eléctricos de alto voltaje, oscilaciones
magnéticas, radiaciones ionizantes, pulsos de luz intensa y tratamientos de alta
presion se encaminan como el fundamento de técnicas novedosas llamadas
“pasteurizacién en frio” %,

Las ondas de choque débiles dentro de sus nuevas aplicaciones pueden
contemplarse como una valiosa alternativa para esterilizar materiales de
consistencia liquida que son afectados en sus propiedades fisicoquimicas con
los métodos - convencionales, no contemplando sélo a los alimentos (jugos,
leche, néctares y extractos), sino también a preparados farmacéuticos
(soluciones y suspensiones), compuestos de origen biosintético y aguas
residuales con alto contenido microbiano.
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4.1 GENERALIDADES

Como mencionamos anteriormente existen técnicas prometedoras en el
area del control de los microorganismos que en algunos casos ya se
implementaron en varios paises y otras que aun permanecen en fase de
experimentacion.  Algunos resultados o avances de estos estudios tienden
unicamente a conservar los alimentos sin llegar a la esterilizacion; sin embargo,
hay un estrecho vinculo en el campo de aplicacién, por lo cual presentarlos
puede ser de gran ayuda para comprender mejor este estudio. Dentro de ellos
destacan Jos siguientes:

- La aplicacién de pulsos eléctricos de alto voltaje a suspensiones
celulares, empleando un electrodo hueco variando la intensidad y el tiempo de
exposicién, crea una diferencia de potencial, misma que afecta la permeabilidad
de 1a célula microbiana originando su muerte. La inactivacion resultante que se
observa es del orden del 90% en la suspension empleada™*’.

- La energia ionizante puede esterilizar materiales relacionados con la
industria alimentaria. Actualmente se ha utilizado para eliminar a los
microorganismos de la superficie de came fresca en refrigeracion, aumentando
asi el tiempo que ésta puede permanecer almacenada sin ser descompuesta®®.
Dada la naturaleza de las fuentes de energia ionizante empleadas, su utilizacion
en alimentos, no sélo para productos carnicos, esta sujeta a regulaciones que
establecen los paréametros y limites de sus usos >,

- La mayoria de las aplicaciones que tienen las ondas de ultrasonido en
los alimentos, son para desgasificar liquidos y facilitar el paso a través de
membranas y biomateriales'*.  Aunque se han hecho estudios con
mMiCroorganismos presentes en alimentos'”, ain no se ha observado un efecto
claro; sin embargo, hay reportes que muestran resultados consistentes respecto
a la disminucién de bacterias en came, luego de recibir un tratamiento con
ultrasonido?".




42 APLICACION DE ALTAS PRESIONES A
MICROORGANISMOS

La aplicacién de altas presiones es una de las Gltimas metodologias
desarrolladas para controlar a los microorganismos y actualmente se practica
en paises como Jap6n35'36. Sin embargo, pese a que se aplicaron en alimentos
como jugos y bebidas alcohélicas desde finales del siglo pasado, los avances
tecnoldgicos de ese tiempo no permitieron su implementacién, salvo en casos
aislados'”. Mientras que la practica en el campo industrial se dejo en el
abandono, no ocurrié asi con las investigaciones del efecto de la presion sobre
microorganismos, principalmente en aquéllos que viven sometidos a una alta
presion como parte de su habitat, por ejemplo los que se encuentran a cierta
profundidad en el mar y que por lo tanto, son contaminantes ¢n alimentos que
provienen de la misma entidad o a microorganismos empleados en la industria
como las levaduras que se encuentran en los enormes tanques donde se produce
la cerveza. Es importante resaltar que en ambas situaciones las presiones
jamas superan mil atmésferas y la exposicion a una presion mayor quiza tendria
un efecto distinto. '

La investigacidn en este campo se ha realizado con presiones constantes
ejercidas por agua, por lo que se llaman presiones hidrostaticas, es decir, sin
cambios en la magnitud de la fuerza aplicada, o bien, presiones estiticas. Las
presiones dinamicas, son aquellas que cambian su valor continuamente y de
forma repetida, como si estuvieran en movimiento. La diferencia con las
primeras, ¢s que hasta ahora practicamente no se tiene nada documentado
porque nunca se habia experimentado con ello, hasta que surgi6 la idea de
aplicar una presion dindmica empleando a las ondas de choque.

4.2.1 Presiones Estdticas

El efecto de altas presiones en alimentos y microorganismos se conoce
desde el inicio del siglo XX. En 1903 Chlopin y Tamman observaron efectos
inhibitorios de la presion en bacterias, por ejemplo, disminucion de la
movilidad, decremento en la capacidad de multiplicarse, disminucion de su
virulencia y en general cambios en su metabolismo™'.
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La reduccion de la contaminacion microbiana en productos
farmaceuticos, alimenticios y biotecnoldgicos, entre otros, es necesaria para su
produccion diaria. La inactivacion por radiacion, gases quimicos o tratamientos
térmicos pueden ocasionar detrimento en sus caracteristicas O se encuentran
restringidas por las leyes’.

Las investigaciones recientes de tratamientos con presiones, han
mostrado que pueden ser una mejor opcién, debido a que los productos
conservan sus caracteristicas esenciales, como las propiedades organolépticas y
nutritivas®® de los alimentos. Los efectos de altas presiones incluyen la
inactivacién de microorganismos, la modificaciéon de biopolimeros; tal como la
desnaturalizacién de proteinas, la activacion o desactivacion de enzimas, la
formacion de geles, influencia en la degradacién, la conservacion de la calidad
de sabor y color (debido a que inicamente los enlaces no covalentes son
afectados por las presiones) y, cambios en la reologia de los productos por
ejemplo: modificaciones en la densidad, temperaturas de fusion y de ebullicion,
asi como cualidades en su textura'® .

Recientemente se propuso el uso de altas presiones para estenlizar y
mejorar el procesamiento de alimentos. Grupos de investigadores han reportado
algunas ofras aplicaciones™. Se han realizado diversos estudios encaminados
hacia la esterilizacion, en los cuales se reporta la inactivacién de
microorganismos como efecto de la presion con resultados alentadores®'®*,
También se han propuesto posibles mecanismos de dafio empleando presiones
elevadas®. Es importante sefialar que estos estudios se han lievado a cabo con
el manejo de presiones estiticas y que aunque los resultados de las
investigaciones lo demuestren como un método alternativo de control de
microorganismos, también existen incovenientes como la resistencia de algunos
de ellos a presiones elevadas®.

2.3.2 Presiones Dinimicas

Hemos mencionado el efecto de altas presiones estaticas sobre
microorganismos y la necesidad de crear métodos que puedan cubrir los
requerimientos de varias industrias (alimentania, farmacéutica y biotecnolégica,
entre otras), es por eso que surgi¢ la idea de proponer a las ondas de choque
como método alterno de esterilizacidon. Se ha documentado ampliamente el
dafio que sufren los microorganisinos al ser sometidos a presiones estiticas
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elevadas, a diferencia de lo investigado al aplicar una presion mas alta y
durante un lapso muy corto de tiempo, por repetidas ocasiones, como sucede al
aplicar las ondas de choque, de forma tal, que si imaginamos este hecho,
nuestra idea sea quiza la de simular un golpeteo constante ya que la onda de
choque aumenta y disminuye subitamente la presion. De esta manera se
planted la posibilidad de la inactivacion de microorganismos con un método de
esterilizacion aplicable a toda industria en la que se manejen liquidos y que por
la estructura de ésta o del producto no es posible someterlos a los
procedimientos tradicionales de esterilizacion. Un ejemplo claro es la industna
alimentaria en diversos rubros como lo es la leche, los jugos, las bebidas
alcohdlicas y otros alimentos, en los que tnicamente se logra controlar, bajo
ciertas condiciones, la contaminacién microbiana existente, pero que de
ninguna manera se puede hablar de inactivacion total.

En este campo unicamente tenemos noticia de estudios reahizados por un
grupo de investigadores que trabaja en la aplicacién de ondas de choque sobre
microorganismos™*®. El equipo empleado en dichos estudios es diferente al
que utilizamos en el presente trabajo. Nuestro equipo alcanza presiones mas
elevadas y es mas versatil, por lo que se pueden variar parametros inherentes a
su disefio, por ejemplo; voltaje, frecuencia de generacion de las OCD, tipo de
reflector, posicién de la muestra y reordenamiento de la misma, entre otras.

L.a idea de emplear OCD como método de estenlizacion surge del
conocimiento que se tiene del dafio celular observado como efecto colateral de
los tratamientos de litotripsia extracorporal y después de la aplicacion directa
sobre cultivos celulares®'?. Para evaluar esta posibilidad fue necesario utilizar
microorganismos con caracteristicas conocidas en un medio que permitiera la
observacion del efecto de las OCD sin interferencias, partiendo de una
poblacién conocida y con ello establecer una cinética de muerte para demostrar
en términos de probabilidad de supervivencia luego del tratamiento, si este
método tiene los atributos para considerarlo a futuro como una alternativa en el
campo de la esterilizacion.

El proyecto consta de varias etapas, que se muestran de forma
esquematica a continuacion:

34




ETAPA |
Cepa no patégena

¢

Solucién salina isoténica (medio sencillo)

Tratamiento MEXILIT IT

Crecimiento No crecimiento o
i Disminucién de la poblacién microbiana
Modificar condiciones Parte [l

ETAPA 11 :
Tratamiento de OCD sobre
dwersos mic oorgamsmoN

/ Bactenas Protozoarios
Hongos \L \
Patégcnoilo o ‘l’ ‘/ \ Patégenos

atégenos No patoégenos
Patdgenos No patégenos

ETAPA 111

Empleo de diferentes

P e(;n;“;smn “—> Medios sencillos —» Medios complejos
ETAPA IV

Perfeccionamiento del método

Es importante sefialar que este trabajo solo abarca la primera etapa del
proyecto.

4.3 EL MEXILIT II 2

Debido a la gran importancia y €xito que la litotripsia extracorporal ha
tenido desde ¢l primer tratamiento clinico a principios de la década pasada, se
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fundé en 1987 el Laboratorio de Choques Débiles del Instituto de Fisica de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), con el objetivo de
realizar investigaciones sobre la desintegracion de calculos, mejorar la
tecnologia de los equipos utilizados comercialmente y buscar nuevas
aplicaciones a las ondas de choque en 4reas como la quimica, medicina y
biologia. Para ello, se construyo el generador experimental denominado
Mexilit T, al cual se le hicieron modificaciones novedosas para convertirse en
el Mexilit II. La diferencia de este tipo de generadores con los ya existentes en
el mercado, es su gran versatilidad de uso, el costo que es considerablemente
inferior y el proposito con el que fueron construidos, existiendo s6lo uno o dos
generadores similares a este en el mundo.

El Mexilit il consiste basicamente en una tina de pruebas, montada sobre
una base de acero, con dos gruas méviles de precision sobre ella, un circuito
eléctrico, bujias, reflectores y un sistema de control (figura 4.1).

SISTEMA DE
CONTROL DE
POSICION

TINA DE
AGUA

REFLECTOR

CIRCUITO
DE PULSO DE CONTROLES
DESCARGA

Fig. 4.1 Diagrama simplificado del generador electrohidrailico de ondas de
choque Mexilit I1.
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La tina de pruebas es un tanque de fibra de vidrio de 120 cm de largo por
80 cm de ancho y 60 cm de alto, montada sobre una estructura de acero. Tiene
tres entradas y dos salidas de agua proveniente de un sistema de desaeracion
ubicadas de manera opuesta cerca de la base de la tina, ademas de cuatro
ventanas, una a cada lado, para facilitar la visibilidad. Sobre la tina se
encuentra un sistema de precisién de dos grias que se desplazan longitudinal y
transversalmente sobre rieles redondos de acero inoxidable. Los movimientos
dentro de la tina, se obtienen girando un dispositvo que activa una barra
metélica en cuyo extremo se sujeta el objeto de estudio. Cada grja posee un
motor independiente por cada grado de libertad, de modo que todos los
movimientos del sistema pueden controlarse de forma manual o mediante una
computadora (figura 4.2). ‘

GRUA MOVIL RIELES REDONDOS DE
ACERQO INOXIDABLE

TINA ™~ SISTEMA DE

NIVELACION

VENTANA —— = GUA

\__——__—"/-

—

Fig. 4.2 Esquema simplificado del generador de ondas de choque experimental
MEXILIT 11

1 II'TIXAN

El circuito eléctrico es el componente principal de un generador de ondas
de choque. Esta formado por dos sistemas; el de carga de energia eléctrica y
el que controla la frecuencia de la descarga. El disefio de todo el circuito debe
mantener la menor inductancia posible con ¢l fin de tener un mayor control del
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instante de la descarga, el cual puede hacerse una sola vez o con una frecuencia
determinada. Los principales constituyentes del circuito son una fuente de alto
voltaje, un oscilador, un transmisor optico, un convertidor optoelectronico con
fuente de alto voltaje, un disparador, uno o varios condensadores y las
resistencias®25%%*2 La fuente de alto voltaje carga los condensadores a través
de una serie de resistencias de alto voltaje. Uno de los polos del condensador
se conecta a tierra y a uno de los electrodos de la bujia dentro de la tina, y el
otro al disparador. Una vez que los condensadores se han cargado con el
voltaje deseado, el oscilador envia una sefial optica transmitida a través de una
fibra dptica hasta el convertidor optoelectronico, donde la transforma en un
impulso de alto voltaje que llega al interruptor de chispa y lo acciona,
provocando que los condensadores se descarguen a través de los electrodos de
la bujia dentro de la tina. Una vez descargados los condensadores, la fuente de
alto voltaje los carga ‘nuevamente, el oscilador envia otra sefial dptica para
repetir el proceso™?%*** (figura 4.3).

Cada vez que se realiza el proceso anterior, se genera una onda de
choque dentro de la tina, mediante el rompimiento eléctrico entre los
electrodos. La onda de choque, es reflejada por un reflector, eliptico, si se
desea concentrar la onda de choque en una region especifica llamada segundo
foco y, parabdlico, si la onda de choque requerida es plana.

ALTO VOL'?EJE — A CONDENSADO"% —>| DISPARADOR > ELECTRODOS
I. 500 pF
T JAULA DE
T FARADAY
CONVERTIDOR
PTOELECTRONIC®

A

l «— FIBRA OPTICA

OSCILADOR

Fig. 4.3 Diagrama de flujo del circuito eléctrico del Mexilit IL
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5. MATERIAL Y METODOS

! desarollo del presente estudio conmsistié de varias etapas previas al
establecimiento del protocolo principal. Entre ellas se contempla la eleccion
del microorganismo, la etapa 6ptima de crecimiento, la concentracion inicial del
in6culo y el establecimiento del nuimero de ondas de choque.

Se eligié Escherichia coli ATCC 10536 como el primer microorganismo
en el cual se observaria el efecto de las ondas de choque débiles, empleando un
generador electrohidraulico, por ser una bacteria de la cual se posee un
conocimiento extenso, ademas de ser ficil de manejar y no patogena. El
siguiente paso fue la eleccién de la etapa de crecimiento en la que seria
sometida a la accion de las OCD. Para ello se realizo fa curva de crecimiento
caracteristica a fin de documentar e! estado fisioldgico del microorganismo. El
establecimiento de la concentracién inicial se basé en datos bibliograficos de
cuentas de microorganismos que se emplearon con propoésitos similares y de
cantidades reportadas como contaminantes en algunos productos alimenticios.
La carga del in6culo se sometio en los primeros ensayos a un numero de ondas
de choque variable para saber en qué grado se obsevaba un efecto y de esta
forma planear la duracién del experimento. Aunque el objetivo de este estudio
no es el conocer o plantear el mecanismo de accion de las OCD, se decidio
tratar de dilucidar si el efecto obtenido era realmente por ellas o por factores
inherentes al equipo, para lo cual se planted una estrategia a seguir que
consisti¢ en realizar dos tipos de ensayos, uno en el que se protegia de la luz
generada por la descarga eléctrica y otro que no tenia proteccion alguna.
Ademas se realizaron mediciones de presion empleando un transductor con la
finalidad de conocer si existia alguna diferencia entre ambos ensayos por efecto
del dispositivo empleado.
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Matenal:

Las especificaciones del material, reactivos y equipo se encontraran en
un apartado del apéndice.

Algodén.

Asas microbiolégicas.

Bolsas de plastico del tipo protector para papel fotografico.
Cajas de petri estériles desechables.

Cinta indicadora para autoclave.

Crondmetro.

Espatula.

Gasas.

Gradillas. -

Matraces erlenmeyer esténles de 125, 250, 500 y 1000 mL..
Mecheros tipo bunsen y fisher.

Pipetas estérilesde 1,4 y 10 mL.

Pipetas de 4 mL estériles desechables.
Pipeteros.

Raqueta de acrilico con perforaciones.
Termémetros.

Transductor.

Tubos de 16 x 150 con rosca y tapdn estériles.
Tubos de centrifuga estériles.

Vasos de precipitado de 500 y 1000 mL.
Vidrios de reloj.

Soluciones y medios de cultivo:

Agar nutritivo estéril.

Agar para cuenta en placa estéril.
Caldo nutritivo esténl.

Solucién de cloruro de sodio al 20%
Solucién salina isotonica esténl (SSI).

Material biologico:

Cepa de Escherichia coli ATCC 10536 (E.coli ATCC 10536).
Cultivo de E.coli ATCC 10536 de 24 hr. en caldo nutritivo.
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Agitador de tubos tipo vortex.

Agitador y barra magnéticos.

Autoclave.

Balanza analitica.

Baiio de agua de temperatura controlada.
Centrifuga.

Fotometro.

Generador de ondas de choque Mexilit I1.
Homo.

Incubadora con control térmico.
Microscopio optico.

Osciloscopio.

Refrigerador.

Curva de Crecimiento:

Se inocularon por asada dos matraces erlenmeyer con 50 mL de caldo
nutritivo y s¢ incubaron a una temperatura de 37°C. Durante ocho horas se
tomaron muestras a intervalos de 30 minutos para determinar la absorbancia del
culivo a una longitud de onda de 623 nm. Las lecturas siguientes se
registraron cada hora hasta completar 12 horas y finalmente tomamos una
lectura a las 24 horas de incubacién.

Preparacién de la muestra:

Se inocularon por asada dos matraces erlenmeyer con 50 mL de caldo
nutntivo y se incubaron a 37°C durante 24 horas. También se incubé un tercer
matraz con la misma cantidad de medio sin inocular para emplearlo como
blanco.

Al término del periodo de incubacion, registramos la absorbancia a una
longitud de onda de 623 nm en un fotdémetro acoplado al bafio de agua ajustado
previamente a 27°C, utilizando el medio sin inocular como blanco.

Distribuimos el cultivo del matraz cuya absorbancia fue mas cercana a
0.400 en los tubos de centrifuga para lavar tres veces las células con solucion
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salina isoténica (SSI), luego de centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos cada
Vez.

Resuspendimos las células lavadas con 5 ml de SSI en cada tubo,
juntando las suspensiones en un matraz erlenmeyer de 250 mL y ajustamos la
absorbancia a 623 nm a 27°C, diluyendo con pequeiias cantidades de SSI hasta
obtener un valor entre 0.245 y 0.250, utilizando SSI como blanco.

Transferimos 10 mL de la suspensién recién ajustada a un matraz
erlenmeyer que contiene 290 mL de SSI (dilucion 1 en 30).

Parte experimental:

Llenamos 56 pipetas desechables sellandolas con flama de un mechero.
Colocamos 28 de ellas en una raqueta de acrilico debidamente dispuestas para
someterlas a la accién de las ondas de choque débiles dentro det Mexilit 11
(Figura 5.1), y el resto las acomodamos en el bafio de agua con temperatura
controlada lejos de la interaccion con las ondas de choque.

La sesion experimental se realizé de dos maneras; una sin proteccién a la
luz emitida por la descarga eléctrica y la segunda, en la que cada pipeta
desechable (también llamada vial) se colocé dentro de una bolsa de plastico
especial que la aisla de la luz generada (figura 5.2).

Después de llenar los 56 viales y antes de iniciar la aplicacién de las
ondas de choque, realizamos diluciones seriadas (1:10) de la suspension y
cuantificamos mediante la técnica de Cuenta en Placa (ver apéndice).
Realizamos tanto las diluciones como la cuantificacion por duplicado, partiendo
directamente de la suspension. El numero de Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC/mL) resultante de este punto, se tomé como
muestra control para cero ondas de choque.

Al término de cada serie de 500 ondas de choque tomamos de forma
aleatoria cuatro viales sometidos a las ondas de choque débiles, los cuales
denominamos “muestras tratadas” y también su equivalente en los wiales
ubicados dentro del bafio de agua con temperatura controlada, a los que
denominamos “muestras control”. Mezclamos el contenido de cada muestra en
tubos debidamente identificados y que cormrespondian tanto a las muestras
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tratadas como a las muestras control.  Realizamos las diluciones y
cuantificamos de igual forma que a las muestras control para cero ondas de

choque.

SISTEMA

MOVIL DE

[] «<—PRECISION

TINA—>
RAQUETA DE VIALES
NIVEL _|| SOPORTE :
DE AGUA e / : \

REFLECTOR BUJIA

DESCARGA

. - ]
Figura 5.1 Disposicion de muestras a tratar en el MEXILIT II

Bolsa de
proteccién

Fig. 5.2 Pipetas empleadas en el estudio :
A. Estudios sin proteccion de la radiacion
B. Estudios con proleccion de la radiacion
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Medicion del campo de presion’

Se colocd un transductor de presion de fluoruro de polivideno, marca
Imotec (Imotec GmbH, Wiirselen, Alemania), a 10 cm del eje de simetria de
una bujia dentro del Mexilit II. En este caso no se us6 reflector, de manera que
tnicamente se registro la presion de la onda de choque que viajé directamente
desde los electrodos hasta el transductor, situado a 14.5 cm del fondo de la
tina. El transductor se conecté¢ directamente a un osciloscopio Tektronix
2430A, ajustado con una ganancia de 2 mV/div y una base de tiempo de 50
pseg/div. Antes de comenzar con las mediciones de presion, se calenté la bujia
con 200 0CD a 18 kV.

El experimento' se dividi6 en dos partes: en la primera parte, se
registraron 50 mediciones de presion con el transductor descubierto,
posteriormente 50 mediciones con el transductor dentro de un vial, igual a los
utilizados con la suspension de E. coli ATCC 10536, lleno con solucién salina
isotonica y finalmente 50 mediciones cubriendo el vial con una bolsa como las
utilizadas para bloquear la luz ultravioleta, manteniendo el transductor dentro
del vial y de la solucion empleada.

En la segunda parte del experimento se registraron 50 mediciones de
presion con el transductor descubierto y posteriormente 50 mediciones con el
transductor cubierto con la bolsa de plastico. En todos los casos, se
descartaron los 5 valores mas grandes y los 5 valores mas pequefios y los
resultados se someticron a un andlisis estadistico desarrollado en el
Laboratorio de Choques Débiles para evaluar resultados de este tipo. En todos
los casos Unicamente se midio la altura del pico principal con los cursores del
oscilascopio.

Medicion del paso de luz a través de las bolsas®

Se realizaron espectros de absorcién de las bolsas realizando barridos de
200 a 900 nm en el aparato Milton Roy 3000 Array-uv vis registrando las
lecturas en % transmitancia.

? Mediciones realizadas por Achim Loske y Arturo Méndez en el Laboratorio de Choque
Débiles del IFUNAM.

3 Mediciones realizadas por el Dr. Jorge Garcia.
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6. RESULTADOS

El proyecto fue desarrollado en varias etapas: la primera consistio en la
preparacion de la muestra, tomando en cuenta sus caracteristicas de
crecimiento, se emplearon cultivos de 24 horas de E.coli ATCC 10536 en
caldo nutritive incubados a 37°C para ajustar el indculo a utilizar en cada
ensayo. A partir de estos resultados se disefi¢ la metodologia descrita en el
capitulo anterior, Bajo las condiciones establecidas, la poblacién bacteriana del
indculo se encontraba entre 10° y 10° UFC/mL, intervalo que aceptamos, ya
que al someterlas a las OCD, el efecto se observaria igual en una u otra
poblacion siempre que se conociera el namero inicial.

Una vez ajustada la poblacién inicial se disefi¢ €]l mecanismo bajo el cual
se sometid el indculo al tratamiento. Primero se consideré suministrar 2000
ondas de choque con una frecuencia de I onda de choque cada 2.5 segundos.
Con la experiencia de los primeros ensayos decidimos aumentar el nimero de
ondas de choque a 2500, para observar un efecto mayor. También, aunque no
fue el proposito de este estudio, intentamos dilucidar el posible mecanismo de
inactivacion de los microorganismos, mismo que puede deberse a efectos de
cavitacion, a efectos mecanicos por altas presiones, a la generacion de radicales
libres y a la luz emitida por la descarga eléctrica. Esta dltima desperté mayor
interés por lo que realizamos ensayos en los cuales utilizamos un dispositivo
que impide el paso de luz de manera tal, que la inica modificacién fué colocar
a cada vial una bolsa de proteccion del material con el que se cubre el papel
fotografico no expuesto. De esta forma se impide ¢l paso de la radiacion. Los
experimentos se llevaron a cabo por duplicado con muestras sometidas a las
ondas de choque (tratadas) y muestras en paralelo, las cuales se mantuvieron en
condiciones practicas semejantes a las muestras tratadas fuera del alcance de
las OCD {controles).

A continuaciéon presentamos los resultados obtenidos. En la primera
parte seflalamos los parametros en que operd el MEXILIT II, seguido de las
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tablas y graficas para cada ensayo, comparando la poblacién microbiana
sobreviviente de las muestras tratadas y las controles. Los primeros cinco
ensayos corresponden al tratamiento de viales sin proteccién y los dltimos
cinco, a muestras con proteccion. Al finalizar cada serie presentamos un
calculo estadistico para determinar si existe una diferencia significativa antes
del tratamiento y después de éste, para cada serie (ensayos con proteccion y sin

ella).

MEXILIT IT.

Reflector : Parabolico (P1)

Voltaje : (20 £ 0.1) kV.

Frecuencia: 1 onda de choque cada (2.5 £ 0.1) seg.
Capacitancia : 80 nF.

Conductividad de agua : (960 % 2) nS/cm.
Temperatura : (27 + 0.1} °C.

Calentamiento de electrodos : 400 ondas de choque a (18 £ 0.1) kV.

Bafio de agua

Temperatura : (27 £ 0.1) °C.

Las pruebas bioquimicas realizadas antes y después del tratamiento no
reflejaron cambio alguno en el metabolismo de £.coli ATCC 10536.

Prueba bioquimica Antes del tratamiento | Después del tratamiento
Kliger A/A A/A
H25 Negativo Negativo
Citrato Negativo Negativo
Movilidad Positivo Positivo
Indol Positivo Positivo
Urea _Negativo Negativo
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EXP.# 1 FECHA 18/02/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
OCD A B A B
0 300000 230000 265000 265000
500 190000 150000 28000 20000
1000 460000 440000 10000 10000
1500 180000 100000 1400 1400
2000 120000 140000 380 210
NUMEROQ DE LOG w0
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A B A B
0 547712125 | 5.36172784 | 5.42324587 | 5.42324587
500 5.2787536 | 5.17609126 | 4.44715803 | 4.30103
1000 5.66275783 | 5.64345268 4 4
1500 525527251 5 3.14612804 | 3.14612804
2000 5.07918125 | 5.14612804 | 2.5797836 | 2.32221929

Resultados preliminares (18/62/97)

Log Crecimiento bacteriano
(UFC/mL)

!
T

AR R

MUESTRA TRATAD A

MUESTIA TRATADA B|

500

1000 1500

2000

Nimero de ondas de chogue

Reporte en UFC/mL
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EXP#2 FECHA 10/04/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
OCD A B A B
0 7800000 8800000 8300000 8300000
500 9106000 7200000 350000 670000
1000 4300000 6700000 12000 18000
1500 8700000 6400000 11000 16000
2000 4800000 4400000 11000 12000
NUMERO DE LOG 10
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A B A B
0 6.8920946 | 6.94448267 | 6.91907809 | 6.91907809
500 6.95904139 | 6.8573325 | 5.54406804 | 5.8260748
1000 6.63346846 | 6.8260748 | 4.07918125 | 4.25527251
1500 6.93951925 | 6.80617997 | 4.04139269 | 4.20411998
2000 6.68124124 | 6.64345268 | 4.04139269 | 4.07918125

Resultados Preliminares (10/04/97)

Log. Crecimiento Bacteriano
(UFC/mL)
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1500

2000
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Reporte en UFC/mL
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EXP.# 3 FECHA 12/05/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
OCD A B A B
0 2300000 2800000 2550000 2550000
500 1500000 1300000 500000 560000
1000 1200000 1300000 20000 16000
1500 1000000 1100000 12000 11000
2000 1400000 1100000 1600 1900
NUMERO DE LOG 10
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A B A B
0 6.36172784 | 6.44715803 | 6.40654018 | 6.40654018
500 6.17609126 | 6.11394335 | 5.69897 | 5.74818803
1000 6.07918125 | 6.11394335 | 4.30103 | 4.20411998
1500 6 6.04139269 | 4.07918125 | 4.04139269
2000 6.14612804 | 6.04139269 | 3.20411998 | 3.2787536

Resultados Preliminares (12/05/97)

Log. Crecimiento Bacteriano
(UFC/mL)

F it

500

1000

1500

2000

Numero de ondas de choque

Reporte en UFC/mL

49




EXP# 4 FECHA 21/07/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
0CD A B A B
0 910000 540000 725000 725000
500 520000 470000 1100000 760000
1000 830000 960000 6000 50000
1500 560000 510000 1490 1920
2000 540000 770000 149 162
2500 480000 450000 287 266
NUMERO DE LOG 10
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A B A B
0 595904139 | 5.73239376 | 5.86033801 | 5.86033801
500 5.71600334 | 5.67209786 | 6.04139269 | 5.88081359
1000 591907809 | 598227123 | 3.77815125 | 4.69897
1500 574818803 | 5.70757018 | 3.17318627 | 3.28330123
2000 573239376 | 5.88649073 | 2.17318627 | 2.20951501
2500 5.68124124 | 5.65321251 | 2.4578819 | 2.42488164

Resultados preliminares (21/07/97)

Log. Crecimiento
bacteriano (UFC/mL)
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Reporte en UFC/mL
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EXP#5 FECHA 20/08/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
OCD A B A B
0 860000 970000 915000 915000
500 1100000 960000 410000 150000
1000 190000 900000 1400 3800
1500 260000 400000 450 380
2000 240000 190000 80 76
2500 320000 400000 23 28
NUMERO LOG 10
DE CONTROL MUESTRA TRATADA
DESCARGAS A B A B
0 5.93449845 | 5.98677173 | 5.96142109 | 5.96142109
500 6.04139269 | 598227123 | 5.61278386 | 5.17609126
1000 52787536 | 5.95424251 | 3.14612804 | 3.5797836
1500 5.41497335 | 5.60205999 | 2.65321251 | 2.5797836
2000 538021124 | 5.2787536 | 1.90308999 | 1.88081359
2500 5.50514998 | 5.60205999 | 1.36172784 | 1.44715803

Resultados preliminares (20/08/97)

Log Crecimiento bacteriano
(UFC/mL)
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MUESTRA TRATADA B,

500

1000

1500

2000

2500

Nimero de ondas de choque

Reporte en UFC/mL
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Estadistica®

Ensayo sin proteccion :

Log. 10 del Crecimiento de E.coli ATCC 10536
Numero de Al inicio del Al témmino del di
ensayo tratamiento tratamiento
1 542 2.44 2.98
2 6.92 4.05 2.87
3 6.41 323 318
4 5.86 218 3.68
5 5.96 1.89 407

Sean pu1 y u2 el log 10 del crecimiento bacteriano promedio al inicio del
tratamiento y después de la aplicacion de 2000 ondas de choque,
respectivamente. De manera que:

1.He pt = 2 o up = pul - pz = 0,

2, H: w1 # w2 0 up = pt - 2 # 0.

3 =005

4, Region critica: ¢ <-2.776 y 1>2.776, donde :
t=(d-d)/(S4/n*)
con v = 4 grados de libertad

5. Célculos: Lamediay la desviacion estindar muestrales para las i ' s son:

d=335% y Sa= 0506

Por lo tanto,
{=14383

6. El estadistico ¢ si es significativo
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EXP#1 ENSAYOS CON PROTECCION FECHA 19/05/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
OCD A B A B
0 1300000 900000 1100000 1100000
500 900000 1300000 1200000 930000
1000 580000 710000 670000 730000
1500 570000 490000 610000 720000
2000 520000 830000 710000 400000
NUMERO DE LOG 10
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A B A B
0 6.11394335 | 5.95424251 | 6.04139269 | 6.04139269
500 595424251 | 6.11394335 | 6.07918125 | 5.96848295
1000 576342799 | 5.85125835 | 5.8260748 | 5.86332286
1500 5.75587486 | 5.69019608 | 5.78532984 | 5.8573325
2000 "~ | 571600334 | 5.91907809 | 5.85125835 | 5.60205999

Resultados Preliminares (19/05/97)

Log. Crecimiento Bacteriano
(UFC/mL)
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EXP#2 FECHA 2/06/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
OCD A B A B
0 730000 620000 675000 675000
500 630000 800000 440000 970000
1000 460000 640000 300000 240000
1500 860000 760000 310000 630000
2000 970000 660000 720000
NUMERO DE LOG 10
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A "B A B
0 586332286 | 5.79239169 | 5.82930377 | 5.82930377
500 579934055 | 590308999 | 5.64345268 | 598677173
1000 566275783 | 5.80617997 | 5.47712125 | 5.38021124
1500 593449845 | 5.88081359 | 5.49136169 | 5.79934055
2000 5.98677173 { 5.81954394 | 5.8573325

Resultados Preliminares (2/06/97)
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EXP#3 FECHA 23/06/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
OCD A B A B
0 4000000 3500000 3750000 3750000
500 4200000 3500000 4000000 5500000
1000 4300000 7800000 5900000
1500 6700000 1000000 3300000 3900000
2000 4800000 6000000 2000000 4000000
NUMERO DE LOG 1o
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A B A B
0 6.60205999 | 6.54406804 | 6.57403127 | 6.57403127
500 6.62324929 | 6.54406804 | 6.60205999 | 6.74036269
1000 6.63346846 | 6.8920946 | 6.77085201
1500 6.8260748 6 6.51851394 | 6.59106461
2000 6.68124124 | 6.77815125 | 6.30103 | 6.60205999

Resultados Preliminares (23/06/97)
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500 1000

1500 2000

Niamero de ondas de choque

2500

EXP#4 FECHA 30/06/97
NUMERO DE CONTROL MUESTRA TRATADA
QCD A B A B
0 1300000 960000 1130000 1130000
500 1300000 1600000 1300000 1800000
1000 1300000 1700000 950000 930000
1500 2000000 1300000 1600000 1300000
2000 640000 720000 1100000 1500000
2500 760000 420000 740000 770000
NUMERO DE LOG 10
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A B A B
0 6.11394335 | 5.98227123 | 6.05307844 | 6.05307844
500 6.11394335 | 6.20411998 | 6.11394335 | 6.25527251
1000 6.11394335 | 6.23044892 | 5.97772361 | 5.96848295
1500 6.30103 | 6.11394335 | 6.20411998 | 6.11394335
2000 5.80617997 | 5.8573325 | 6.04139269 | 6.17609126
2500 588081359 | 5.62324929 | 5.86923172 | 5.88649073
Resultados preliminares (30/06/97)
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Reporte en UFC/mL
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EXP.#S FECHA 7/07/97
NUMERQ DE CONTROL MUESTRA TRATADA
OCD A B A B
0 630000 510000 570000 570000
500 880000 570000 570000 840000
1000 230000 520000 460000 450000
1500 210000 120000 450000 500000
2000 190000 170000 330000 460000
2500 600000 100000 380000 120000
NUMERO DE LOG w
ONDAS DE CONTROL MUESTRA TRATADA
CHOQUE A B A B
0 5.79934055 | 5.70757018 | 575587486 | 5.75587486
500 5.94448267 | 5.75587486 | 5.75587486 | 5.92427929
1000 5.36172784 | 5.71600334 | 5.66275783 | 5.65321251
1500 5.32221929 | 5.07918125 | 5.65321251 | 5.69897
2000 5.2787536 | 5.23044892 | 5.51851394 | 5.66275783
2500 577815125 5 5.5797836 | 5.07918125

Resultados Preliminares (7/07/97)
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Estadistica*

Ensayo con proteccion :

Log. 10 del Crecimiento de E.coli ATCC 10536
Numero de Al inicio del Al término del di
ensayo tratamiento tratamiento
1 6.04 5.72 0.32
2 5.83 5.84 -0.01
3 6.57 6.45 0.12
4 6.05 587 1.08
5 5.76 532 0.44

Sean 1 y p2 el log 10 del crecimiento bacteriano promedio al inicio del
tratamiento y después de la aplicacion de 2000 ondas de choque,
respectivamente. De manera que:

L Ho: = 2 0 uwp = 1 - 2z = 0.

2. Hpp# p2opp =1 - p2 20,

J. a= 0.05

4. Region critica: 1 <-2.776 y {>2.776, donde :
t=(d-do)/(Saln*)
con v = 4 grados de libertad

5. Calculos: Lamediay la desviacion estandar muestrales para las i * s son:

d=039 y Si= 0423

Por lo tanto,
t=2.06

6. El estadistico { no es significativo en el nivel 0.05.
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Realizamos un andlisis del efecto de las ondas de choque débiles sobre la
bacteria E.coli ATCC 10536, tomando en cuenta parametros utilizados para la
evaluacién de los métodos de esterilizacién. Los resultados que presentamos
de ninguna manera son definitivos para incluir a las OCD como un método
alternativo, pero si representan una condicién real y nos dan un indicio sobre
las perspectivas a futuro.

Los pardmetros para la cinética de muerte microbiana son’ :

El indice de mortalidad, o constante de velocidad, es la pendiente en el
grifico de la poblacion sobreviviente al tratamiento. La constante de
velocidad K es calculada por la ecuacién:

K = (1/t)[logi (No/Ni)]

donde ¢ = tiempo en minutos, No = nimero de microrganismos iniciales y

N1 = mimero de sobrevivientes al tiempo ¢. El tiempo depende de la frecuencia
utilizada, por lo cual es expresado como la dosis aplicada, es decir, el nimero
de ondas de choque.

E! valor D para la reduccién decimal a un tiempo determinado es el
tiempo requerido en minutos, a una temperatura especiﬁca, para producir una
reduccion del 90% en el nimero de microorganismos. Es el reciproco de la
constante de velocidad cuando el indice de mortalidad es exponencial®.
Mateméticamente es:

D= ¢/ (logio No-logio Nu)

donde ¢= tiempo en que se destruye el 90% de la poblacion inicial, No =
poblacién inicial, y Nu = poblacién sobreviviente. Debe recordarse que ¢ ¢s la
dosis aplicada en nimero de ondas de choque.

Dado que en el calculo estadistico sélo existe una diferencia significativa
en ¢l tratamiento sin proteccién, tomamos en cuenta micamente estos
resultados para hacer el seguimiento. Con respecto a los resultados de los
ensayos en que se empled proteccion se discutira en otro apartado la
trascendencia de dicho comportamiento, a partir de los resultados de las
mediciones de presién en ambos ensayos.
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En esta seccion presentamos los resultados, por duplicado, de la
poblacion sobreviviente a lo largo del tratamiento, asi como el calculo de la
constante de velocidad en cada intervalo de ondas de choque recibidas. En las
graficas esta representado el promedio del comportamiento obtenido para cada
ensayo.

Después se encuentran las tablas de la constante de velocidad, del valor
D, ademés del promedio (por duplicado). Los célculos se realizaron a partir de
500 OCD recibidas y durante todo el ensayo.

También agrupamos el comportamiento del valor D y la constante de
velocidad a lo largo de los ensayos y a partir de estos resultados disefiamos el
comportamiento tedrico de las OCD como método de esterilizacion.
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MEDICION DEL CAMPO DE PRESION*

Parametros empleados en el MEXILIT II:

Capacitancia: 80

nF.

Conductividad de agua: (930 £ 2) uS/cm
Temperatura del agua: (27 £0.1}°C

Voltaje: (20x0.D)kV
Osciloscopio: 2 mV/div, 50 pseg/div
RESULTADOS:
Primera parte

Tabla 1.

PARAMETROS TRANSDUCTOR | TRANSDUCTOR {TRANSDUCTOR

ESTADISTICOS [SOLO (SIN VIAL|{(CON VIAL Y|(CON VIAL Y

Y SIN BOLSA) SIN BOLSA) CON BOLSA)

Media 4.52 mV 361 mV 277 mV
Desv. Estandar 1.14 mV 1.09 mV 0.85mV
Coef. de variacion 0.252 0.303 0.306
Valor maximo 7.22mV 648 mV 492 mV
Valor mimimo 2.76 mV 1.28 mV 1.26 mV
Valor mas (5£3) mV (4+3) mV (3£2) mV
confiable

Las diferencias entre los tres casos son significativas con un nivel de
significancia de 0.1 %.

# Mediciones realizadas por Achim Loske y Arturo Méndez en el Laboratorio de Choques

Débiles del IFUNAM.
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Segunda parte

Tabla 2.
PARAMETROS TRANSDUCTOR SOLO | TRANSDUCTOR CON
ESTADISTICOS BOLSA

Media 4.23 mV 293 mV

Desv. Estandar 0.84 mV 0.84 mV

Coef. de variacion 0.199 0.287

Valor maximo 5.96 mV 4.86 mV

Valor minimo 290 mV 1.88 mV

Valor mas confiable (4+2) mV (3£2) mV

La diferencia entre ambos casos es significativa con un nivel de
significancia de 0.1%.

Como puede observarse, todos los datos estan dados en mV, es decir, el
valor del maximo pico de voltaje emitido por el transductor, lo cual no altera
los resultados debido a que para obtener resultados en unidades de presion
{inicamente se multiplicarian todos los valores por el mismo factor.

Las variaciones tan grandes entre los registros de presién obtenidos en
condiciones iguales son tipicas en este tipo de fenémenos”™.
MEDICION DEL PASO DE LUZ A TRAVES DE LAS BOLSAS’

Se encontrd que las bolsas de plastico absorben la totalidad de la tuz
correspondiente a la regién ultravioleta de 200 a 400 nm.

* Mediciones realizadas por el Dr. Jorge Garcia.
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EXP# 1

FECHA 18/02/97
NUMERO DE MUESTRA TRATADA
OCD A B
0 265000 265000
500 28000 20000
1000 10000 10000
1500 1400 1400
2000 380 210
NUMERO DE Kl K2
OCD
0
500 0.001952176 | 0.002244432
1000 0.001423246 0.001423246
1500 0.001518079 | 0.001518079
2000 0.001421731 0.001550513

(18/02/97)
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REPORTE: MUESTRA TRATADA EN UFC/mL

K EN I/ONDAS DE CHOQUE DEBILES
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EXP#2

FECHA 10/04/97
NUMERO DE MUESTRA TRATADA
OCD A B
0 8300000 8300000
500 350000 670000
1000 12000 18000
1500 11000 16000
2000 11000 12000
NUMERO DE K1 K2
OCD
0
500 0.00275002 0.002186007
1000 0.002839897 0.002663806
1500 0.001918457 0.001809972
2000 0.001438843 | 0.001419948

Velocidad de destruccién E.coli ATCC 10536
(10/04/97)
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EXP#3

FECHA 12/05/97
NUMERO DE MUESTRA TRATADA
OCD A B
0 2550000 2550000
500 500000 560000
1000 20000 16000
1500 12000 11000
2000 1600 1900
NUMERO DE Kl K2
OCD
0
500 0.00141514 0.001316704
1000 0.00210551 0.00220242
1500 0.001551573 | 0.001576765
2000 0.00160121 0.001563893
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EXP#4

FECHA 21/07/97
NUMERO DE MUESTRA TRATADA
OCD A B
0 725000 725000
500 1100000 760000
1000 6000 50000
1500 1490 1920
2000 149 162
2500 287 266
NUMERO DE K1 K2
OCD
0
500 -0.000362109 | -4.09512E-05
1000 0.002082187 | 0.001161368
1500 0.001791434 | 0.001718025
2000 0.001843576 | 0.001825411
2500 0.001360982 | 0.001374183
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EXP.#5

FECHA 20/08/97
NUMERO DE MUESTRA TRATADA
OCD A B
0 915000 915000
500 410000 150000
1000 1400 3800
1500 450 380
2000 80 76
2500 23 28
NUMERO DE K1 K2
OCD
0
500 0.000697274 0.00157066
1000 0.002815293 | 0.002381637
1500 0.002205472 | 0.002254425
2000 0.002029166 | 0.002040304
2500 0.001839877 | 0.001805705
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EXP# | FECHA 18/02/97
NUMERO DE DI D2 Kl K2
OCD
0
500 512248978 | 445.547073 | 0.00195218 | 000224443
1000 702.619286 | 702.619286 | 0.00142325 | 0.00142325
1500 658727438 | 658.727438 | 0.00151808 | 0.00151808
2000 703.367868 | 644947713 | 0.00142173 | 0.00155051
PROMEDIO | 644.240893 | 612960378 | 0.00157881 | 0.00168407
EXP#2 FECHA 10/04/97
NUMERO DE DI D2 Kl K2
OCD
0
500 363.633706 | 457.455165 | 0.00275002 | 0.00218601
1000 352.125466 | 375.402771 | 0.0028399 | 0.00266381
1500 521.252252 | 552.494712 | 0.00191846 | 0.00180997
2000 695.003003 | 704.250932 | 0.00143884 | 0.00141995
PROMEDIO | 483.003607 | 522.400895 | 0.00223681 | 0.00201994
EXP.#3 FECHA 12/05/97
NUMERO DE DI D2 Kl K2
OCD
0 o
500 706.64369 | 759.471959 | 0.00141514 | 0.0013167
1000 474.944271 | 454.045963 | 0.00210551 | 0.00220242
1500 644.507376 | 634209918 | 0.00155157 | 0.00157676
2000 624 527662 | 639.429817 | 0.00160121 | 0.00156389
PROMEDIO | 612.65575 | 621.789415 | 0.00166836 | 0.00166494
REPORTE: D EN ONDAS DE CHOQUE s
K EN 1/ONDAS DE CHOQUE




EXP# 4 FECHA 21/07/97
NUMERO DE D1 D2 Kl K2
OCD
0
500 -2761.59668 | -24419.3259 | -0.00036211 | -4.0951E-05
1000 480.264317 | 861.053515 | 0.00208219 | 0.00116137
1500 558211871 | 582.06387 | 0.00179143 | 0.00171802
2000 54242411 | 547.821684 | 000184358 | 0.00182541
2500 734763335 | 727.705356 | 0.00136098 { 0.00137418
PROMEDIO | 578.915908 | 679.661106 | 0.00176955 | 0.00151975
EXP#5 FECHA 20/08/97
NUMERO DE D1 D2 K1 K2
OCD '
0
500 1434.15547 | 636.675162 | 0.00069727 | 0.00157066
1000 355202808 | 419.87918 | 0.00281529 | 0.00238164
1500 453.417602 | 443.572086 | 0.00220547 | 0.00225442
2000 492.813412 | 490.1231 | 0.00202917 | 0.0020403
2500 543.514504 | 553.800247 | 0.00183988 | 0.00180571
PROMEDIO { 461237081 | 476.843654 | 0.00191742 | 0.00201055
REPORTE: D EN ONDAS DE CHOQUE

K EN

1/ONDAS DE CHOQUE
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FECHA D1 D2
18/02/97 644.240893 | 612.960378
10/04/97 483.003607 | 522.400895
12/05/97 612.65575 | 621.789415 | DESV. ST. | 77.6756638
21/07/97 578.915908 | 679.661106 PROM 569.370869
20/08/97 461.237081 | 476.843654 C.V. 13.6423671

Comportamiento del valor D a lo largo del tratamiento
de las OCD sobre E.coli ATCC 10536
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500 +
400 +
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REPORTE:
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I/ONDAS DE CHOQUE 70




FECHA Kl K2
18/02/97 0.00157881 | 0.00168407
10/04/97 0.00223681 | 0.00201994
12/05/97 0.00166836 | 0.00166494 | DESV. ST. | 0.00022954
21/07/97 0.00176955 | 0.00151975 PROM 0.00180702
20/08/97 0.00191742 | 0.00201055 C.V. 12.7027805

Comportamiento de la constante de Velocidad de
destruccion a lo largo del tratamiento de las OCD sobre
E.coli ATCC 10536

K EN 1/ONDAS DE CHOQUE

. 0.0025
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2% o001 + =
2 5
£ 0.0005 +
<
0 t —— +
1 2 3 4 5
Nimero de experimento
REPORTE: D EN ONDAS DE CHOQUE
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7. EN CAMINO A LA ESTERILIZACION...

La esterilizacién es un término absoluto, de modo que un objeto esta o
no estéril. Para determinar si un objeto esta realmente estéril como resultado de
un proceso, debe evaluarse matematicamente en términos de probabilidad la
existencia de microorganismos sobrevivientes al final del mismo. Esta
informacion se obtiene al estudiar la cinética de muerte de los microorganismos
para un sistema dado.

El presente trabajo abarcé la primera etapa del proyecto encaminado a
considerar a las OCD como un método de esterilizacion. L.os resultados en
primera instancia pueden dividirse en dos tipos: el primero, en el que se
observa una disminucién logaritmica de la poblacion microbiana al someterla al
tratamiento de las OCD, y la segunda, en la que al intentar dilucidar si el efecto
en realidad se debe a las OCD o a la luz ultravioleta generada por la descarga
eléctrica no se observa un efecto aparente.

Para determinar el indice de mortalidad en la bacteria £ coli ATCC
10536 como resultado de la aplicacion de las ondas de cheque, partimos de una
cuenta inicial de aproximadamente 10° a 10’ UFC/mL, el cual es un nimero
cercano a la cantidad encontrada como contaminante en algunos productos
alimenticios®. La disminucién observada al graficar la poblacion sobreviviente
contra el nimero de OCD aplicadas, tiene forma exponencial y, por lo tanto, de
una cinética de primer orden. Lo anterior se confirma al graficar el logaritmo
de la poblacion microbiana sobreviviente contra el nimero de OCD, en la que
se obtiene una linea recta, cuya pendiente es la constante de velocidad (K) o
indice de mortalidad para la dosis aplicada.

Las graficas de las muestras en las que se utilizd proteccion contra la luz
ultravioleta generada en la descarpa eléctrica para producir a las ondas de
choque, no sufren un cambio significativo en el nimero de UFC/mL después
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del tratamiento. Lo anterior s¢ confirmé aplicando una prueba estadistica, la ¢
de Student, en la cual no se obtiene diferencia significativa, a diferencia de las
muestras tratadas sin proteccion.

Los siguientes parametros dentro de la estimacién de la cinética de
muerte sélo consideran las muestras tratadas sin proteccion, ya que son las
anicas con significancia estadistica.

Los valores de la constante de velocidad para cada intervalo de OCD
tienen valores similares (alrededor de 0.0018) entre ellas para un mismo ensayo
y un coeficiente de variacion de 12.7% entre los diferentes ensayos. Tomando
en cuenta que estas cifras son de poblaciones microbianas, la variacién puede
considerarse minima. El valor de X significa que por onda de choque aplicada
ocurre una reduccion del nimero inicial de bacterias de 0.0018 en promedio.

El reciproco del indice de mortalidad es el valor D, que representa la
dosis o nimero de OCD aplicadas en el cual la poblacién microbiana se reduce
en un valor decimal, es decir, para reducir ¢l 90% de la cuenta inicial de
microorganismos. Internacionalmente existen tablas de valores de D para cada
método de esterilizacion, dadas a una temperatura y mMiCroorganismo
especifico. De acuerdo al valor promedio de X, el valor promedio de D es
alrededor de 569 OCD, los resultados se proporcionan en numero de ondas de
choque aplicadas en lugar de unidades de tiempo, debido a que la frecuencia es
un parametro que puede variarse en el equipo, en esta ocasion se empled una
frecuencia de 1 OCD por cada 2.5 seg, lo que da un tiempo total de 24 minutos
aproximadamente, es decir, para reducir una poblacion de 10% a 10° UFC/mL,
se necesitan someter a los microorganismos a las mismas condiciones durante
aproximadamente 24 minutos y asi sucesivamente. Para inactivar la poblacidn
inicial de bacterias, se requieren cerca de 6D, o bien 144 minutos o cerca de
3500 OCD. Es importante sefialar que la frecuencia depende de la energia, es
decir, del voltaje aplicado. A 18 kV, si el MEXILIT II genera 1 OCD cada
segundo, el proceso duraria 54 minutos.

Haciendo dicho analisis, y a partir del promedio de los resultados, se
trazd una grafica en la que se¢ observa el comportamiento tedrico del
tratamiento.

Con respecto a la otra parte de los resultados en los ensayos que se
llevaron a cabo con bolsa de proteccién, debido a que no hubo un efecto
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aparente de las OCD sobre los microorganismos, se realizaron mediciones de
presion para observar si la bolsa ademéas de impedir el paso de la luz
ultravioleta impedia el paso de la OCD. El estudio se llevo a cabo de diversas
formas para obtener una mayor informacion; en la primera se midi6 la presién
con el transductor descubierto, dentro del vial y dentro del vial en la bolsa de
proteccion. En la segunda parte se midio la presion con el transductor
descubierto y dentro de la bolsa de proteccion. Los resultados indican que
existe una disminucion de la presion alrededor del 20 % con el paso a través
del vial empleado como contenedor del transductor y una reducciéon de otro
20 % al colocar el vial dentro de la bolsa.

Existen muchos puntos a considerar para ajustar el MEXILIT II de
manera que los resultados del efecto de OCD sobre los microorganismos
puedan mejorarse. La frecuencia de disparo para generar las OCD, podria
reducirse hasta 1 OCD por segundo, con lo que disminuye considerablemente
el tiempo que dura el proceso. El voltaje esta relacionado con la presion de la
onda de choque, a mayores voltajes mayores presiones. Entre mayor es el
voltaje, menor es el aumento de presion relacionado al mismo aumento de
voltaje. La evaluacion de la cinética de muerte que realizamos, se llevo a cabo
a 18 mil volts, de modo que puede aumentarse el voltaje unos 7 kV, generando
con ello un aumento significativo de presion. Otro elemento que influye
notablemente en la presion que puede ejercer la onda de choque, ademas de la
energia, es el tipo de reflector. E! reflector refleja a la onda de choque y podria
concentrarla en un punto determinado. En el reflector parabdlico que
empleamos, la presién se distribuye en una superficie, mientras que en el
eliptico, la presién se concentra sélo en una region mas pequefia®. El reflector
parabdlico refleja una OCD plana que abarca una regién mayor, al utilizar un
reflector eliptico 1a presion de la OCD aumenta y podria tener un mayor efecto
sobre los microorganismos, pero la cantidad de muestras que pueden ser
sometidas es muy inferior.

Ofros parametros que deben ser tomados en cuenta y que son
independientes del Mexilit 11, son ¢l matenal del que estd hecho el contenedor,
que como ya vimos, reduce en un 20 % la presion de la OCD, por lo tanto, se
requieren evaluar diferentes tipos de viales para elegir el que tenga una menor
interferencia.
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No sabemos con certeza si la luz ultravioleta contribuye o no a la
disminucion observada en la poblacion de microorganismos. Para saber si
logra pasar las paredes del vial y ejercer un efecto letal sobre la suspension de
Imicroorganismos, se tiene que exponer a este posible efecto un microorganismo
cuyas caracteristicas lo hagan evidente, por ¢jemplo, un microorganismo que al
sufrir mutaciones producto de la luz ultravioleta modifique su pigmentacion
como Serratia sp. Debido a que el plastico de las bolsas que impiden el paso
de la luz ultravioleta, también disminuyen la presion de la OCD, se sugiere
utilizar un método de generacion de OCD como el piezoeléctnico o el
electromagnético, los cuales no producen luz ultravioleta.

Una vez optimizadas todas las condiciones de experimentacién, el
siguiente paso es tratar a otros grupos de microorganismos con OCD,
inicialmente enfocandose en bacterias, grampositivas y gramnegativas,
patégenas y no patogenas, ademas de aquéllas que presentan mecanismos de
resistencia y después otros grupos como hongos y protozoarios. Se pueden
establecer las condiciones o6ptimas de exposicion a las OCD con el
microorganismo mas resistente a ellas y asi poder evaluar nuevamente la
cinética de muerte, estableciendo el valor D para cada uno de los
microorganismos empleados.

La etapa siguiente consistiria en modificar el tipo de medios empleados,
haciéndolos mas complejos cada vez, primero afiadiendo componentes de bajo
peso molecular hasta llegar a macromoléculas como proteinas y grasas
animales para determinar si existe un tipo de interferencia con el medio que
ademas, promueve ¢l crecimiento de los microorganismos. Lo anterior obedece
a que las OCD puedan utilizarse de manera industrial, ya que resulta muy
costoso € impractico para cubrir pequefias necesidades que pueden satisfacerse
con equipo mas pequefios. El empleo de las OCD como método de
esterilizacion esta pensado para ser una alternativa a los métodos existentes,
con lo que se evitarian tratamientos térmicos que alteran las propiedades no
sélo de los alimentos sino también de algunos principios activos en
medicamentos, disminuyendo asi el uso conservadores y aditivos que
enmascaran las propiedades perdidas con los tratamiento actuales.

Hasta este punto las OCD tienen el mismo perfil que las técnicas

novedosas que han estado en investigacion, de las cuales algunas ya tienen
aplicaciones y otras todavia se encuentran en fase de experimentacion.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo son preliminares y muestran el
comportamiento del sistema en las condiciones de trabajo.

o Las ondas de choque débiles en una suspension de E.coli ATCC
10536 sin proteccion, disminuyen la cantidad inicial de
microorganismos, la cual fue estadisticamente significativa.

o Las ondas de choque débiles en una suspensién de E.coli ATCC
10536 que tuvieron proteccion contra la luz ultravioleta no tienen un
efecto letal estadisticamente significativo.

s Las mediciones de presion efectuadas. en el Laboratrio de Choques
Débiles, demuestran una disminucién de la presion de la OCD a través
del vial empleado como contenedor de la muestra y una segunda
disminucion al emplear las bolsas de proteccion.

¢ Empleando Gnicamente las muestras que si tienen un efecto
significativo se tiene que: las ondas de choque débiles tienen un efecto
letal sobre la cepa de E.coli ATCC 10536, la cual fue evaluada
mediante una cinética de muerte cuyo resultado es la reduccion de un
90 % de la poblacion inicial en 569 OCD aproximadamente. Para la
completa inactivacion de la poblacion inicial, seria necesario
administrar seis veces este namero de OCD.

e Dadas las condiciones de trabajo, los resultados pueden mejorarse
modificando parametros tanto del Mexilit II como del matenal en el
que se expone la suspension de bacterias.
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e Con los estudios realizados en esta investigacion no se puede afirmar
que el efecto letal sobre la suspension de E. coli ATCC 10536 es
debida a la radiacién ultravioleta, a las ondas de choque débiles o a
ambas, mostrando tnicamente que si pueden inactivar en su conjunto a
una poblacién microbiana y partiendo de este hecho se le puede
contemplar como una opcion de cuyo desarrollo favorable permita su
implementacién como método alterno, ya sea de esterilizacion o en su
defecto de conservacion.

Finalmente se establecieron las bases y las condiciones para darle
continuidad a este estudio y tal vez, algin dia, obtener un beneficio
tecnologico de aplicacion inmediata.

78




9. BIBLIOGRAFIA

1. Atlas, Ronald M. Microbiology. Fundamentals and Applications.
2" ed. New York. McMillan. 1993 pp. 87-111.

2. AOAC Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemists Vol I. 15" ed. Washington D.C. Association of
Official Analytical Chemists, Inc. 1990. pp. 435,436,803-805.

3. Berens M.E., Welander C E., Griffin A.S., McCullough D.L. Effect of
acoustic shock waves on clonogenic growth and drug sensitivity of
human tumor cells in vitro. The Journal of Urology. 1989; 142: 1090-
1094.

4. Block,S.S. En Encyc[c;pedy of Microbiology. Vol 4. Joshua Lederberg
(eds.) New York. Academic Press. 1994. pp. 87-103.

5. Boisseau, P. Irradiation and the food industry in France. Food
Technology. 1994; 48 (5): 138-140.

6. Brauch G., Hinsler U, Ludwig H. The effect of pressure on
bacteriophages. High Pressure Research. 1990: 5- 767-769.

7. Brock T., Madigan M. Microbiologia. 6°ed. México. Prentice Hall
Hispanoamericana, 1993 pp. 327-369.

8 Brummer F., Brenner J., Brauner T., Hiisler D. Effect of shock waves
on suspended and immobilized L1210 cells. Ultrasound. in Med &
Biol 1989; 15 (3): 229-239.

ESTA TESIS ©O DEGE 7
SAUE G LA Q'BLIGTECH




9.  Butz P., Heinisch O., Tauscher B. Hydrostatic high pressure applied
to food sterilization III: aplication to spices and spice mixtures. High
Pressure Research. 1994; 12: 239-243,

10. Carl K., Ludwig H. Pressure effects on bacteriophage T4. High
Pressure Research. 1991; 7: 176-178.

11. Cruz G. D., Chamizo J. A., Garritz A. Estructura atomica un enfoque
guimico. México. Addison-Wesley Iberoamericana. 1987. pp. 81-91.

12. Delius M. Medical applications and bioeffects of extracorporeal
shock waves. Shock Waves. 1994; 4: 55-72.

13. Delius M., Draenert K., Al Diek Y., Draenert Y. Biologicals effects

of shock waves: in vivo effect of high energy pulses on rabitt bone.
Ultrasound in Med. & Biol. 1995, 21 (9): 1219-1225.

14. Floros J. D., Liang H. Acoustically assisted diffusion through
membranes and biomaterials. Food Technology. 1994; 48 (12): 79-84.

15. Garcia M.L., Burgos J., Sanz B., Ordofiez J.A. Effect of heat and
ultrasonic waves on the survival of two strains of Bacillus subtilis.
~ Journal of Applied Bacteriology. 1989, 67. 619-628.

16. Graff ], Richter K.D., Pastor J. Effects of high energy shock wave
on bony tissue. Urol. Res. 1988, 16: 252.

17. Hoover D.G. Pressure effects on biological systems. food
Technology. 1993, 47 (6): 150-155.

18. Kedrinskii V.K. The role of cavitation effects in the mechanisms of
destruction and explosive processes. Shock Waves. 1997, 7: 63-76.

19.  Knorr D. Effects of high-hydrostatic-pressure processes on food
safety and quality. Food Technology. 1993; 47 (6): 156-161.

20. Lechowich, R. Food safety implications of high hydrostatic pressure
as a food processing method. food Technology. 1993, 47 (6): 170-
171.

30




21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Lillard, H.S. Decontamination of poultry skin by sonication. ffood
Technology. 1994; 48 (12): 72-73.

Loaharanu, P. Status and prospects of food irradiation. food
Technology. 1994, 48 (5): 124-131.

Loske A. Generacion de ondas de choque en agua por rompimiento
eléctrico. UNAM. Tesis maestria. 1990. pp. 1-100.

Loske A Interaccién de ondas de chogque débiles en agua con la
materia: disefio de electrodos y reflectores novedosos para
litotriptores electrohidrdulicos. Instituto de Fisica. UNAM. Tesis
doctorado. 1992-1994.

Loske A., Lopez J.A., Prieto F.E., Alanis L J., Vazquez J.E., Larrondo

F. Primeras pruebas en vivo en roedores y perros en México con el
generador de ondas de choque Mexilit I. Ver. Méx. 1993, 24 (1): 7-
13.

Loske AM., Prieto F.E. Generador de ondas de choque en agua
MexilitI. Ciencia y Desarrollo. 1991. 17 (101): 82-89.

Loske AM,, Prieto FE. Las ondas de choque en la litotripsia
extracorporal. Rev Fac. Med. UNAM. 1990; 33 (2): 113-120.

Loske AM., Prieto F.E. Fundamentos técnicos de litoripsia
extracorporal. México. Ciencia y Cultura Latinoamérica (en prensa).

Loske AM., Prneto FE  Shock waves in medicine, commented
bibliographical data base. México. Coordinacion de la investigacion
cientifica. UNAM. 1995. ISBN 968-36- 4466- X.

Loske AM., Prieto F.E. The influence of electrode shape on the

performance of electrohydravlic lithotripters.  The Journal of
Lithotripsy and Stone Disease. 1993; 5 (4). 228-239.

81




31.

32.

33

34,

35.

36.

37

38.

39.

40.

Loske A.M,, Prieto F.E. Improving underwater shock wave focusing
efficiency. En Urilithiasis. Charles Y.C. Pak, Martin Y. Resnick,
Glenn M. Preminger (Eds.) Dailas, Texas, EUA. Miller Printer, Inc.
1996. pp. 401-402.

Loske A.M., Prieto F.E., Lopez J.A. Primer tratamiento de litotripsia
extracorporal en un perro usando un generador de ondas de chogue
experimental hecho en México. Ver. Méx. 1996; 27(2): 41-48.

Ludwig H., Gross P., Scigalla W_, Sojka B. Pressure inactivation of
microorganisms. High Pressure Research. 1994; 12: 193-197.

Martin O., Ahang Q., Castro A J., Barbosa-Céanovas G.V., Swanson
B.G. Revision: Empleo de pulsos eléctricos de alto voltaje para la
conservacion de alimentos. Microbiologia e mngenieria del proceso.
Rev. Esp. Cienc. Tecnol. Aliment . 1994; 34 (1): 1-34.

Mertens, B. High pressure equipment for the food industry. High
Pressure Research. 1994; 12: 227-237.

Mertens B., Deplace G.  Engineering aspects of high-pressure
technology in the food industry. Food Technology. 1993; 47 (6): 164-
169.

Morgan T.R., Laudone V.P., Heston W.D., Zeitz L., Fair W. Free
radical production by high energy shock waves comparison with
ionizing irradiation. The Journal of Urology. 1988; 139: 186-189.

Murano, E. Irradiation of fresh meats. Food Technology. 1995, 49
(12): 52-54.

Ohshima T., Tanaka S., Teshima K. Effects of shock wave on
microorganisms: An evaluation method of the effects. En
Takayama,K. (ed.) Shock Waves. Berlin. Springer. 1991, pp.1215-
1219.

Okamoto M., Kawamura Y., Hayashi R. Application of high pressure
to food processing: textural comparison of pressure and heat induced
gels of food proteins. Agric. Biol. Chem. 1990; 54: 183-189.

82



41. Prat F., Chapelon J.Y_, Ponchon T., Abou El Fadil F,, Theilliére Y.,
Pansu D., Berger F., Cathignol D. Cytotoxic effects of shock-wave
induced cavitation on cancer tissues and cells. En Takayama,K.(ed.)
Shock Waves. Berlin. Springer. 1991. pp. 1163-1172.

42. Prieto F.E., Loske A M. Underwater shock waves and extracorporeal
lithotripsy, an introduction to the bibliography. México.
Coordinacién de la investigacion cientifica. UNAM. 1991. pp. 1-166.

43, Prieto F.E, Loske AM. Reflectores asiméiricos para concenirar
ondas de choque. Direccion general de deasrrollo tecnoldgico.
Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. Expediente nim.
945421. entro a fase nacional en México.

44. Prieto F.E., Loske AM. Multifocal composite reflectors to
concentrate shock waves. Solicitud nacional P.CT./MX
95/00008. 15 nov. 1995, entrd a fase nacional en EUA y Alemania.

45. Qin B, Pothakamury U. R., Vega H., Martin O., Barbosa-Canovas G.
V., Swanson B. G. Food pasteurization using high-intensity pulsed
electric fields. Food Technology. 1995, 49 (12): 55-60.

46. Randazzo R F., Chaussy C.G., Fuchs G.J.,, Bhuta S.M,, Lovrekovich
H., deKemion J.B. The in vitro and in vivo effects of extracorporeal
shock waves on malignant cells. Urol Res. 1988, 16: 419-426.

47. Ruiz Marcellan F.J, Ibarz §. Alternativas a la cirugia de la litiasis.
Litotricia extracorporea mediante “Ondas de choque”. Actas. Urol.
Esp. 1984; 8 (4): 247-251.

48, Smelt J.P.P.M., Rijke A.G.F., Hayhurst A. Possible mechanism of

high pressure inactivation of microorganisms. High Pressure
Research. 1994; 12: 199-203.

49. Teshima K., Ohshima T., Tanaka S., Nagai T. Biomechanical effects

of shock waves on Escherichia coli and A phage DNA. Shock Waves.
1995; 4: 293-297.

83




50. Thayer, D.W. Wholesomeness of irradiated foods. F'ood Technology.
1994; 48 (5): 132-136.

51. Tomello C., Wurtz P., Largeteau A., Jolibert F., Deschamps A,
Ducastaing A., Demazeau G. Recent developments in the use of high

hydrostatic pressures in food processing. High Pressure Research.
1994; 12: 205-213.

52. USP XXIIl. The United States Pharmacopeia The National
Formulary. 1993. Sterilization and sterility assurance of compendial
articles. pp.1976-1981.

53. Walpole R., Myers R.H. Probabilidad y estadistica. 3*. ed. México.
Mc Graw-Hill. 1992. pp. 299-329.

54. Yeaman L.D., McCulloung DL., Jerome CP. Effects of
extracorporeal A. shock waves on immature bone growth of the rat.
The Journal of Urology.1988; 139: 324

55. Zimmerman F., Bergman C. Isostatic high-pressure equipment for
food preservation. Food Technology. 1993; 47 (6): 162-163.

56. Zinsser, H. Microbiologia. 2°.ed. Buenos Aires. Medica
panamericana. 1994. pp.268-283.

Bibliografia de consulta

Haas C.N:, Rose J.B., Gerba C.P., Crockett C.S. What predictive
food microbiology can learn from water microbiology. Food
Technology. 1997, 51 (4): 91-94.

84




Roberts, T.A. Microbial growth and survival: developments in
predictive modeling. Food Technology. 1997, 51 (4): 88-90.

Schaffner D.A., Labuza T.P. Predictive microbiology: where are we,
and where are we going ? lF'ood Technology. 1997, 51 (4): 95-99.

Whiting, R.C. Microbial database building: what have we leamed?
Food Technology. 1997; 51 (4): 82-86.

85



APENDICE

1. Especificaciones de material, equipo y reactivos:

MATERIAL O EQUIPO MARCA MODELO
Agitador magnético Belico Glass 7769-06003
Autoclave Hirayama HA-240 MII
Balanza analitica Sartorius 2842
Baifio de agua de Precitherm PFV
temperatura controlada Lakeside 4010
Centrifuga Hamilton Bell V 6000
Espectrofotometro Milton Roy
Array - uv vis 3000
Fotémetro Lakeside Mannheim
Boehringer 4010
Homo VWR 1330 G
Incubadora bioldgica Boekel 132000
Microscopio 6ptico Olympus BX 40
Osciloscopio Tektromix 2430 A
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MATERIAL O EQUIPO MARCA MODELO

Pipetas, matraces, tubos

de ensaye, vasos, vidrios Pyrex Varios
de reloj.

Pipetas estériles Elkay Products Inc. 127-P507-STR
Refrigerador Goldstar GR-141
Transductor Imotec Needle hydrophone

Vortex 16700

Medios de cultivo

MEDIO DE CULTIVO MARCA LOTE

Agar nutritivo . Meick V 768150-613
Apgar para cuenta en
placa (Agar peptona de
caseina-glucosa-extracto
de levadura para Merck V 877063-708

microbiologia)

Agar violeta cristal rojo Merck 1406-21272

neutro bilis _

Caldo nutritivo Merck V 552243-448

Preparacién de soluciones
¢ Cloruro de Sodio al 20 %.

Disolver 20 g. de cloruro de sodio (NaCl) con el volumen de agua
destilada suficiente para obtener un volumen final de 100 mL.
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o Solucion salina isotonica (SSI)
Disolver 0.9 g. de cloruro de sodio (NaCl) con el volumen de agua
destilada suficiente para obtener un volumen final de 100 mL.

3. Métodologia de cuenta en placa para la cuantificacion de
microorgamismos48

Diluir la muestra hasta que un mililitro tenga entre 30 y 300 UFC/mL
(unidades formadoras de colonias). Sembrar un mililitro de esa muestra diluida
‘en dos cajas de petri estériles, adicionar de 20 a 25 mulilitros del medio de
cultivo, previamente fundido y enfriado a 45°C. Mezclar con movimientos
rotatorios y dejar solidificar a temperatura ambiente, dejar en incubacion el
tiempo requerido, contar el numero de UFC que se desarrolle en cada caja,
hacer un promedio de estos resultados y reportarlo. El testigo de esta prueba
consiste en colocar un mililitro de diluyente en lugar de la muestra, proceder
como se indico anteriormente.
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