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INTRODUCCION

Fué Loomis en 1927 (1). con sus experimentos el qse estudio,

por primera vez de una manera sistematica la accién de las ondas
ultrasonoras sobre la materia viva, y quien abrié de una manera de-
finitiva este basto campo de aplicaciones practicas; después de él
se han desarrollado numerosos trabajos que han tenido como fin el
estudio de esta forma de energia sobre los seres vivos. Son para
nosotros los mas interesantes, aquellos que en forma directa o indi-
recta, verifican la accién de las ondas uitrasénicas sobre los micro-
organismos, y aquellos que tratan también de explicarla. Mencio-
naremos como mas interesantes los siguientes: Harvey, Harvey y
Loomis en 1928 (2). estudian la accién de las ondas de sonido de
alta frecuencia sobre la materia viva en el mar, Harvey. Harvey y
Loomis, (3), en el mismo afio. reportan ia accion destructiva so-
bre las bacterias luminosas y completan mas tarde sus investiga-
ciones (4), concluyendo que sobre tales organismos se manifies-
ta una accién francamente letal a una frecuencia de 28 megaciclos.
Johnson {5), estudia los efectos letales de la radiacién ultrasénica
mas detenidamente y establece el tiempo necesario de exposicién a
frecuencias determinadas. Williams v Gaynes (6). observan ¢n
forma analoga los efecios bactericidas en suspenciones microbia-
nas. Biancani, Biancani vy Dognon, (7). describen su accién sobre
las paramccias en funcién de ciertos factores exteriores, entre los
que se encuentran la accidn combinada de la luz, los electrolitos y
la temperatura, mantenida esta altima siempre dentro de variacio-
nes inferiores a la letal. Sobre cultivos de células, la estudian Cham-
bers v Gaines (8). Beckwith v Weaver en 1936 (9), estudian su
accion sobre los hongos y bacterias, sobre aquellos mismos expe-
rimentan Lui y Yen (10}, v Akivama (11): {asahara, Ohata y




colaboradores (12), observan su accién sobre el Hemophyllus
Pertussis. Stanley en 1940 (13), investiga su acci6n sobre el virus
del mosaico del tabaco. Kadono (14}, sobre los ficomicetos en
presencia de agentes germicidas; ese mismo afio Kasahara y Ohata
(15), presentan un trabajo con los resultados de someter el virus
de la encefalitis a la accion de las citadas ondas.

Los autores anteriormente citados, llegan a la conclusién, de
que las vibraciones ultrasénicas, son capaces de manifestar una
accién abatidora de la vitaidad o francamente letal, segin los di-
versos organismos a ellas sometidos, accién que esta condicionada
por la longitus de onda, el tiempo de exposicién y la energia apli-
cada.

Ei mecanismo de esta accién es explicado en dos formas:

A).- Por la cavitacién, como se deduce de los trabajos de

los trabajos de Harvey y Loomis (16). que confir-
man los de Boyle v Tavlor {17), y Boyle, Taylor y
Froman (18): y los de Smith {19): y Sollner (20).
B).- Para los organismos mas grandes, como las para-
mecias, la accién combinada de la cavitacién y coa-
gulacién, tal fu¢ demostrado por Lui, Szu-Cich y
Hsien (21): y por Paic, Dutsch y Borcila (22).

Mas esta forma de energia, tan proteica en st accién, produce.
también efectos quimicos como los de oxidacién, observados por
Richards y Loomis (23); Flosdorf y Chambers (24): Ozaki, Sue-
naga y Kogima (25). De polimerizaciéon. descritos por S:zalay
(26). Los de demolicién proteica. en condiciones especiales, y ac-
tivacién de los diversos procesos quimicos. Marinesco v Marines-
co (27), (28).

Tales efectos pueden producir canmbios mas o menos profun-
dos en las sustancias sometidas a la vibracién ultrasénica; ésto es
fundamentalmente, lo que nos llevé a estudiar la accién de las vi-
braciones ultrasonicas sobre la albumina de la leche, que repre-
senta el constituyente proteico original de este producto, para ver
la factibilidad de esterilizarlo mediante la aplicacién de las citadas
ondas: ya que solo se ha estudiado la accién de ellas sobre el es-
tado fisico-quimico de la leche y su contenido en vitamina C (29),
ror Kasahara, Tatsumi y Komski; y por Gaines v Chambers (30).



MATERIAL Y METODOS

Se empleé para la produccién de vibraciores ultrasénicas, un,
generador de cuarzo piezoeléctrico de 28 me  :iclos, con una sa-
lida final aplicada al cristal de 100 watts efec vos en una super-
ficie de 20 cm2, lo que da un resultado final . 5 watts por cm2,
suspendido en un bafio de aceite sobre una caja metalica llena de
aire, segin la técnica de Gruetzmacher (31), a fin de obtener una
radiacion mayor hacia la cara superior en cuyo sentido se intro-
dujo un vaso de vidrio de 250cc. en el que se puso la solucién de
lactalbimina, a tratar, en suero fisiolégico.

La lactalbiimina fué proporcionada por la casa “Wheyton”
cuyo contenido en aminoacidos solo nos fué dado para tres de
cllos: la arginina, la histidina v la lisina.

Esta proteina, en opinién de Palmer (32), esta constituida en
gran parte pcr lactaglobulina. lo que podemos comprobar ya que
solo cra francamente “soluble” en soluc'dn de NaCl al 8% o,

En la experimentacion se prepard una solucion al 6.5%0 de
lactalbamina en suéro fisiologico, para ser sometida a la vibracién
en el aparato anteriormente descrito. Primeramente ¢ procedié a
hacer los controles de esterilizaciéon por este método, con el fiy: de
apreciar el tiempo nacesario para producir la esterilizacién, para
ello se empled la solucion antzs mencionada, esterilizada por filtra-
cién a través de discos csterilizantes Zeitz, ésta solucion se conta-
mind con 300 millones de Escherichia Coli per litro, lo que da un
tenor en bacterias, doble del de Ja leche tolerada como la mas con-
taminada, Elegimos la Escherichia Coli como contaminante por ser
un germen facil de cultivar, por gue se haili presente en gran pro-
porcion de la flora microbiana de las leches, Babel v Parfilt (33), y
por que nn difiere sensiblemente de otros gérmenes en su resisten—




cia a los ultrasones (34) Los resultados de esta primera experiencia
se hallan consignados en la tabla I. ’

Procediamos al mismo tiempo a verificar el contenido en los
aminoacidos antes mencionados en la lactalbumina, comparandolo
con los resultados que nos fueron proporcionados por la casa pro-
ductora, lo que hicimos de acuerdo con la técnica de separacitn de
aminoacidos basicos descrita por Kossel y Kutscher {35). Em-
pleando para las determinaicones de nitrégeno, el Semimicréme-
tro de Hengar (36), encontrando pequeifias divergencias compa-
rables, como se dan en la tabla Il. En seguida sometimos la misma
solucién de lactalbimina a la accion de las vibraciones por 30;
tiempo que se demostr6, de acuerdo con los resultados de la tabla
I, ser suiciente para producir en estas circustancias la esteriliza-
cién y después de ello, procedimos nuevamente a la determinacién
de aminoacidos anteriormente dosificados Los resultados se hallan
en la tabla 111

Como los valores obtenidos en el analisis quimico pueden
considerarse concordantes, procedimos a investigar si su tamafio
molecular no habia sido cambiado, ya que de acuerde con los da-
tos de Marrack (37), pucden encontrarse las proteinas formadas
por aciimulos moleculares simples, nos quedé por aplicar un méto-
do inmunolégico, cuya interpretacion por la teoria de Heidelber-
-cer y colaboraderes (38), (39). (40), (41), (42), nos permitiria
apreciar ¢l cambio ¢n la dimensién de la molécula de antigeno, ya
que el método de la presion osmética suele dar, incluso en el caso
de proteinas desnaturalizadas, resultados no valederos (35). Para
cllo administramos a tres conejos, cuycs pesos variaban entre 3.5
y 4.5 Kgs. Hamados: A, B y C, lcc de la solucién salina de lactal-
bimina original al 6.5% 0. por via endovenosa. cada semana du-
rante cuatro veces, y sangrandolos, después de 10 dias de la alti-
ma inyeccién, procedimos a la titulacién de las precipitinas de
acuerdo con la técnica de Hanks (43). Usando una dilucién al
1:5000 del antigeno y diluciones crecientes del suero desde 1:100
a 1:3200. y testigos de suero fisiolégico, haciendo las lecturas a la
hora, 3. 24, 48 y 72 horas, a 37° para la primera y segunda lectu-
ras, y mantenidos a la refrigeradora y lievados a 37°C por una ho-
ra antes de hacer la lectura para las tres restantes, Los resultados
se hallan consignados en la tabla V.
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El antigeno estaba incorporado en una base de Gelatina Diféo -
5grs, NaCl 1gr, Fenol 0.5grs, Glicerina 20cc (para aumentar.la
densidad frénte a las altas diluciones del suero) y 80cc dz agua
destilada. Su pH fué ajustado a 5.3, punto isoeléctrico. de la lacta
albimina, por medio de HC 1 N/10. ‘ : ‘ o
_ Repartido el antigeno en tubos de 3mms. de diémetro inter- L
-no en cantidades de .lcc y sobre ‘¢l cuxdadosamente deposntado o
.lcc de la dilucién del suero L
Habiendo encontrado satisfactorios los txtulos de anticuerpo,

procedimos a verificarlos en presencia de la solucién de’ lactalba~ .

mina sometida al tratamiento ultrasénico, suspendida en la misma" :
forma y a la misma dilucién 1:5000, que el anticuerpo original, co-
rriendo ademaés al mismo tiempo para tener circustancias compara-
bles, otra serie como la que nos sirviera para determianr el titulo.

Los resultados se hallan consignados en la tabla V.




DISCUSION

De los resultados en la tabla No. I, se infiere que una expo-
sicién por 20 minutos, en el aparato utilizado, a la radiacién ultra- ~
sbnica, es capaz de causar la muerte a los gérmenes contaminantes
lo que es satisfactorio para otras especies de acuerdo con el traba-
jo de Johnson C. H. (34), por lo mismo podemos considerar, de
acuerdo con el trabajo de este autor, que-este tiempo de exposi-
cién, es suficiente para producir la esterilizacién frente a otros gér-
menes. Al dar nosotros 30 minutos de tratamiento a la lactalba-
mina, objeto de la experiencia, podemos por lo mismn considerar
que estamos dentro de un margen mas que suficiente de esteriliza-
cién; en estas condiciones teniendo a la vista las tablas II y ], en
las que apreciamos un ccntenido verosimilmente analogo en los
aminoacidos estudiados, que de acuerdo con Block R, ]J. (34), son
los que juegan un papel importante en el desarrollo genético
de las proteinas tisulares, tal importante propiedad de la ldc-
tabimina, considerada como alimenio. no ha sido alterada,
y por lo que respecta a su estado disperso, analizando
los titulos a que se obtiene una prec’pitacion especifica
de acuerdo con los trabajos antes citades de Heildelberger,
(38). (39). (40), (41) v (42). v colaboradores. al abatirse el
titulo como lo vemos en las tablas IV v V, se infiere que se obtiene
un estado disperso mayvor, puesto Gue a este corresponde una can-
tidad relativamente mayor, de anticuerpos, fijada, con el abati-
miento consiguiente del titulo, lo que confirma los traba’os de Ka-
sahara, Tatsumi y Komski (29). quienes afirman haber observado
una estabilidad mayor desde el punto de vista de la emulsién, en la
lecke total sometida a esta radiacién.




- CONCLUSIONES

y En las condiciones expuestas en el curso de este traba)o. po-

demos concluir: o

a) El contenido en aminoéacidos basicos, (argimna, his"
tidina y lisina) no es alterado en la lactaIbLmina, Yy
por ende su capacidad, desde el punto de vista qui-
mico, en el desarrollo genético de las proteinas tisu+ -
lares. cuando es sometida a Vibraciones Ultrags-
nicas Esterilizantes,

b): Se altera dnicamente su dispersién produc:endo un
estado disperso mas fino.

v

RESUMEN

Se estudian de la lactalbamina, sometida a vibraciones ultra-
sénicas esterilizantes, las posibles alteraciones 2n el contenido en
aminoacidos basicos, (arginina, histidina y lisina) los mas impor-
tantes, desde el punto de vista quimico, en la génesis de las pro-
teinas tisulares, v el estado de dispersién, empleando un método
inmunolégico, de acuerdo con la teoria de Heidelberger de la re-

accién Antigeno-Anticuerpo,
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RESULTADOS

TABLA No. 1

ESTUDIO DEL TIEMPO NECESARIO DE EXPOSICION
A LAS VIBRACIONES ULTRASONICAS PARA CAU-
SAR LA ESTERILIZACION.—RESULTADOS POR C.C.

Experienoia # 111,

Tiem= Bxperiencie # I. Experiencia # II,
po de
expo- || Solucibn Solucidn Solucién
sicibnLactalbim..| Testigo Lactalblim,| Testigo || Laotalbfim.| Testigo
o’ 378000 378000 340000 340000 360000 * 360000
5° 170000 390000 150000 333000 110000 338000
10° 5000 350000 7000 360000 u 6000 320000
15° 200 370000 400 370000 200 350000
20° 0 375000 0 333000 0 376000

Los resultados son promedios de la cuenta por diluciones y
siembra en agar simple '



RESULTADOS:

TABLA No, II.

CONTENIDO EN AMINOACIDOS BASICOS EN LA LACT-
ALBUMINA ANTES DE SER SOMETIDA AL TRATA-
MIENTO.

tado,
ARGININA. e 3‘35 2.80 2.95 3. 10 2096
HISTIDINA,, 2,3 2,60 2.45 2,40 2,46
LISINA,ce0e 8.5 I 8,50 8.20 BQSOAJL 8033

“ Encontrado

Repor= De%égﬁin De

2/a,

termirg Detersi

3/a,

Prome -
dio,




RESULTADOS

TABLA No, 1lI,
CONTENIDO EN AMINOACIDOS BASICOS EN LA'I:ACT-
ALBUMINA DESPUES DE SER SOMETIDA AL TRA-

TAMIENTO,
=
Encontrado
Prome~
1 . 2/8. . dio,
Det/e?*min Detég'min Dege?’min
ARGIGINA, ceevocans 2470 2+ 20 3,10 3,00
HISTIDINA,.v.veveo 2,70 2.,68C 2,40 2.54
LISINA............ 8070 8.20 8.30 8.40




RESULTADOS

TABLA No_ 1V,

TITULOS DE LAS PRECIPITINAS EN LOS CONEJOS
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RESULTADOS
TABLA Na, V,

LACTALBUMINA ANTES Y DESPUES DE SER SOMETI.
DA AL TRATAMIENTO
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