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INTRODUCCION

Desde los inicios, la humanidad ha sustentado una tucha continua contra el
hambre, que es y seguird siendo uno de los principales problemas que le compete.
Sin embargo, la importancia del desarrollo de la ciencia y !a tecnologia de los
alimentos fue reconocida recientemente, y apenas hace unos 20 afios se
manifiesta en todo el mundo una verdadera preocupacion por la implantacion de
nuevas metodologias para la produccion, el procesamiento y la conservacion de
productos alimenticios.? Por lo tanto, la tendencia de los consumidores a exigir
alimentos que conserven al maximo sus caracteristicas organolépticas y nutritivas
tiene como consecuencia un creciente interés por tecnologias alternativas de
conservacion al tratamiento térmico.

Por tal razon, la principal motivacion que me ha llevado a la realizacion de esta
tesis es probar las ondas de choque débiles como un nuevo método alternativo
en la conservacion de alimentos. Para ello se requiere de la integracién de
diferentes disciplinas, en este caso, en conjunto con un grupo de fisicos tratamos
de mostrar los efectos que producen las andas de choques en un microorganismo
seleccionado y el por qué podria ser considerado como un nuevo método
alternativo de conservacion de alimentos.

Cabe mencionar que el Dr. A. M. Loske y el Dr. F. E. Prieto, investigadores del
Instituto de Fisica de la UNAM, generaron la idea de una posible técnica de

conservacion de alimentos por ondas de choque débiles.®" ©

En 1987 se inicid en el Instituto de Fisica de la UNAM el proyecto de Choques
Débiles (CHD), que dio origen a la fundacion del Laboratorio de Choques Débiles
en el afio 1988. Una de las principales molivaciones para la creacion de este
laboratorio fueron las aplicaciones médicas de las ondas de choque a la
desintegracion de calculos renales y/o biliares sin cirugia, mismas que se han

desarrollado durante los Ultimos veinte afios, principalmente en Europa y en los



Estados Unidos. El laboratorio cuenta actualmente con un generador de ondas de
chogque experimental denominado MEXILIT Il Plus. En todo el mundo son tres o
cuatro las instituciones de investigacion que disponen de un equipo experimental

comparable al de este laboratorio.?

Como se explicara en él capitulo 3, el MEXILIT 1l Plus es un generador de ondas
de chogue por rompimiento eléctrico enire dos electrodos inmersos en agua. Para
concentrar las ondas en una region determinada, se usa un reflector metalico de
forma semielipsoide. Los objetos que se desean exponer a estas ondas deben
estar parcialmente sumergidos en agua, para obtener un acoplamiento acustico
adecuado. Debido a ello, ef aparato consiste de una gran tina, dentro de la cual se
generan las ondas de choque. En la parte superior se encuentra una graa movil, la
cual sirve para colocar en el sitio adecuado el objeto que se somete a las ondas
de choque. Debajo de la tina se encuentran los componentes electronicos

necesarios para generar las descargas eléctricas.?

El objetivo principal de este trabajo es evaluar en forma microbiolégica los efectos
que sobre el microorganismo Escherichia coli, causan las ondas de choque, la
luz ultravioleta y la cavitacion (efecto secundario) que se generan al producir
dichas ondas. Para ello se efectuaron pruebas sobre suspensiones bacterianas
con y sin proteccion a la luz ultravioleta y también sobre suspensiones
bacterianas selladas en las cuales disminuye el efecto de cavitacidn por reflexion
de las ondas en la interfase suspensién — aire.

Los resultados obtenidos son de gran importancia, ya que sé podria proponer
algun sistema que genere ondas de choque para aplicacidn en alimentos y al
mismo tiempo desarrollar nuevas tecrias sobre el efecto que producen las ondas
de choque sobre otros microorganismos. Ademas se dara la pauta para fuluros
protocolos de investigacién, proponiendo que diversos alimentos puedan ser
tratados por estas ondas de choque y que en un futuro esta tecnologia pueda ser

implantada como una alternativa para [a conservacion de alimentos.



CAPITULO 1

LA FISICA DE LAS ONDAS DE CHOQUE DEBILES

La historia del hombre durante los ltimos ciento cincuenta afios nos presenta un
cambio radical en su nivel de vida; son muchos los conocimientos que el ser
humano ha logrado acumular y aplicar para su beneficio. Uno de esos avances es
el empleo de las ondas de choque débiles en medicina, motivo por el cual en este
capitulo se describira el concepto de onda de choque, las diferentes maneras que

existen para generarlas, asi como su desarrollo histérico y sus aplicaciones.

1.1 ¢QUE ES UNA ONDA DE CHOQUE DEBIL?

Para entender {0 que es una onda de choque es importante comprender el
concepto de onda con sus caracteristicas mas importantes y la relacion que se

tiene con las ondas sonoras.



Imaginemos que pudiéramos ver una onda: |a observariamos tal como aparece en
la figura 1.1, describiendo ondulaciones, donde los puntos mas altos se llaman
CRESTAS de la onda, y los puntos mas bajos son los VALLES de la onda. De
tales ondulaciones depende lo que se llama FRECUENCIA, que es el numero de
ondulaciones por segundo. La LONGITUD DE ONDA es la distancia entre dos
puntos, situados en una misma posicién, de dos ondulaciones consecutivas y la
AMPLITUD DE ONDA es la altura de la onda.®

, LONGITUD DE ONDA

Ly ul

CRESTA

NIVEL DE
EQUILIBRIO® F———N——1,

AMPLITUD \J

VALLE

Figura 1.1 Representacion de una onda transversal.

El movimiento ondulatorio estd intimamente relacionado con el sonoro. Los
sonidos se producen cuando la materia vibra por lo que el sonido viaja, o recofre
una distancia en forma de ondas.

La velocidad del sonido varia de acuerdo al medio en ¢l que se propaga y a la
temperatura, presién y densidad de este medio. E! sonido viaja a través de los
cuerpos solidos, en general, mas deprisa que a través de los liquidos y de los
gases. La velocidad de propagacién del sonido es proporcional a la densidad e
fnversamente proporcional a la temperatura. Dependiendo de la densidad, la
velocidad del sonido a través del aire tiene un valor de aproximadamente 1200 Km
por hora. En los términos cientificos actuales a esta velocidad se ie da el nombre

de MACH - 1.



Los aviones supersonicos son aquélios que rebasan la velocidad MACH-1, o
velocidad sonica. Cuando un avidn supersonico llaga a duplicar la velocidad dei
sonido, se dice que alcanza MACH-2; las velocidades superiores a MACH- 3
reciben el nombre de hipersonicas o ultrasénicas.

Un avién en vuelo produce sonidos (ruidos). Cuando viaja a velocidades inferiores
a MACH-1, las ondas sonoras que origina lo rodean. Como no supera la velocidad
del ruido producido por sus motares, también se formaran ondas sonoras por

detante del aparato (figura 1.2 A).

Si el avion acelera y alcanza la velocidad MACH-1; es decir, la del sonido, o
sénica, entonces la velocidad de la nave es la misma que la del sonido que
produce, no formandose ondas sonoras por delante del avion, pero frente al avion
se acumulan ondas fuertemente comprimidas, que constituyen lo que se llama
BARRERA DEL SONIDO (figura 1.2 B).

BARRERA DEL SONIDC

AVION A AVION A MACH-1
600 knwh. (VELOCIDAD SONICA)

Figura 1.2 Superando la velocidad del sonido.

Al superar la barrera del sonido (MACH — 1), el avion se abre paso entre fas ondas
acumutadas y deja atras las ondas sonoras que &l mismo ha producido. Se dice
entonces que el avion ROMPE LA BARRERA DEL SONIDQ. Cuando tal cosa



sucede, se forman barreras de aire fuertemente comprimidas, que se extienden
desde la proa y desde la cola del avién, en forma de dos enormes conos. A tales
barreras se les da el nombre de FRENTES u ONDAS DE CHOQUE (figura 1.3).
Entre las mismas quedan aprisionadas las ondas sonoras acumuladas, producidas
por-el aparato en vuelo. En los frentes de choque ocurre un cambio viclento y
repentino de la presion del aire. Estc ocasiona dos estampidos muy fuertes, gque
se suceden rapidamente: el primero corresponde a la onda de chogue de la proa;
el segundo se debe a la onda de choque de |a cola. A tales estampidos se les da
ef nombre de explosiones sénicas.'?

FRENTE U ONDA
DE CHOQUE

AVION AMACH-2
(VELOCIDAD SUPERSONICA)

Figura 1.3 Representacion de una onda de choque.

De acuerdo con lo mostrado en las figuras 1.2 y 1.3, se puede decir que una onda
de choque es: una regién muy densa en energia sonora. Es una onda que
requiere de un medio gaseoso, liquido o solido para poder originarse y
propagarse, hace vibrar la materia y necesita de ella para poder dispersarse.
Algunas caracteristicas de una onda de chogue es que transporta energia y de
acuerdo a esta, puede sentirse en mayor o menor grado su paso a través del

cuerpo, ademas frecuentemente liega a oirse con intensidad considerable ® '



En definicion, una onda de choque débil es una discontinuidad de presion
inferior a aproximadamente 2Kbar (de ahi la palabra débil), que avanza por un
medio liquido, sélido o gaseoso. Este tipo de ondas, consta de regiones de presion
positiva lamadas compresiones y de présion negativa (por debajo de la presidn
de equilibrio) conocidas como enrarecimientos o rarefacciones (figura 1.4) %%

FPRESION MUY
ALTA

INSTANTE EN QUE LA ONDA
YA PASO PQREL LUGAR DE
OBSERVACION

EQUILIBRIO

— TIEMFO
i (=]

INSTANTE EN EL GRIE LA ONDA LLEGA AL
PRESION BAJA | {GAR DE OBSERVACION

Figura 1.4 Gréfica de las variaciones de presion que se dan al paso de una onda de

choque.

Algunos de los efectos que originan las ondas de choque débiles al pasar por la
materia, son. cambios de conductividad, polarizacién eléctrica, efectos
termoeléctricos, efectos Opticos, cavitacion (formacién de burbujas) y fracturas.
Ademas son capaces de destruir células y las células que llegan a sobrevivir a
esta agresion continlan con su reproduccion y vida normal.? De aqui surgio la
idea de que una aplicacién con ondas de choque puede ser considerada como un
método alternativo en la conservacion de alimentos. Esto se explicard mas
adelante.

En rigor el término onda de choque no es adecuado, ya que Unicamente se trata
de un pulso de presion y no de una oscilacién, como en el caso mostrado en la
figura 1.1. Debido a ello frecuentemente se usa el término frente de choque.



1.2 DIFERENTES METODOS QUE EXISTEN PARA
GENERAR ONDAS DE CHOQUE DEBILES

Una onda de choque débil en agua puede generarse de diferentes maneras;

- Por rompimiento eléctrico en agua, conocido como  método
ELECTROHIDRAULICO.

— Detonando un MICROEXPLOSIVO.

- Excitando una serie de cristales PIEZOELECTRICOS.

— Concentrando la energia de un rayo LASER sobre una region muy pequeda
dentro del agua.

- (enerando un movimiento brusco de una membrana sumergida en un fluido
{(agua), conocido como método ELECTROMAGNETICO.

A continuacion se dara una breve descripcion de cada método.

1.2.1 METODO ELECTROHIDRAULICO

Este método fue desarrollado en Alemania y consiste en aplicar alto voltaje a dos
electrodos sumergidos en agua, credndose con esto una descarga eléctrica y
consecuentemente un plasma (canal de agua evaporada} a una presion y
temperatura muy elevadas. Las particulas que pueden encontrarse en el plasma
son: moléculas de agua, de oxigeno, de hidrégeno, de ozono y atomos de los
metales que forman a los electrodos, enfre otras.® Este canal de plasma que se
forma entre los electrodos se expande subitamente comportandese como un
pistén que comprime el agua.” Su velocidad de expansion es sumamente grande,
dando lugar a una onda de choque esférica, que se propaga a través del medio
con una velocidad mayor que la velocidad del sonido en el agua. Para ejemplificar
este método obsérvese la figura 1.5, donde en la primera imagen se crea el
rompimiento eléctrico debido a la gran diferencia de potencial que existe entre los
electrodos. Posteriormente se forma un canal cilindrico de plasma donde la
velocidad de expansion es mayor a la velocidad del sonido en el agua. En ia
tercera imagen, puede observarse la onda de choque viajando a una velocidad



mayor a |la del sonido y la burbuja de plasma que adn se encuentra en expansion,
perc con una velocidad mener que la de la onda misma. Finalmente, la burbuja se
colapsa y la onda de choque se propaga esféricamente por el agua. La presion P
en el frente de onda es mucho mayor que la presion P4 fuera y dentro de la
burbuja. Una vez formado e} canal, éste aumentara su tamafo hasta el instante en
gue la presion del agua lo haga colapsarse, esto es, la presion interna del gas
decrece hasta que la capa de agua comprimida se separa de la burbuja. La
discontinuidad de presion generada {onda de chogue) se propaga a través del

medio 2% 28 30

ELECTRODOS

DESCARGA
ELECTRICA

~lmm

COMPRESION

-

CANAL DE PLASMA
COMPRESION

PLASMA

FRENTE DE

J CHOGUE

ELECTRODG ()

ELECTRODO (+)

BURBUJA EN COLAPSO

Figura 1.5 Generacion de una onda de chogue con descargas eléctricas en agua.



La trayectoria que sigue el pulso de compresion, frecuentemente es dirigida hacia

otra regidn mediante reflectores de tipo parabdlico o eliptico segun sea el caso.

Los reflectores son sdlidos de revolucién truncados, hechos de acero inoxidable,
cuyas paredes internas tienen forma eliptica o parabdlica (figura 71.6). Estos
reflectores son usados para concentrar la maxima cantidad de energia liberada
por la descarga eléctrica en el agua. El frente de choque originado se produce en
el foco 1 (F1) de una seccidn del elipsoide. Posteriormente se reflgja hacia el foco
2 {F2) del elipsoide, lugar en el cual se dara la maxima concentracion de energia.
Es en ese punto, donde debera situarse el objeto que se desea destruir (figura
1.6A). Dependiendo de la energia, en algunos casos la onda de choque puede

formarse incluso antes de la reflexién. 2 7+

YJL

— CONCENTRACION
F,| DEENERGIA _,

A B

Figura 1.6 Concentracion de una onda de choque usando reflector A. eliptico y B.
parahdlico.
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Como ya se explico, existen litotriptores electrohidréulicos que generan ondas de
chogue por medio de descargas eléctricas de alto voltaje entre dos electrodos
inmersos, Las principales ventajas de estos equipos son el bajo costo del
generador, su disefio relativamente sencillo, el hecho de que produce una onda de
chogue con un tiempo de ascenso muy corto, ademas que el indice de
tratamientos secundarios es muy bajo (figura 1.7). Las desventajas son, el
inevitable desgaste de los electrodos y la variacién de presién entre una onda de
choque y ofra, pero a pesar de estas desventajas han tenido una gran aceptacion
y éxito desde hace mas de 17 afios.®

RINON CON
CALCULD

MEMBRANA DE

PLASTICO —ELIPSOIDE

Figura 1.7 Litotriptor extracorporal electrohidréulico.
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1.2.2 METODO POR MICROEXPLOSIVOS

Este métedo fue creado en Japdn a partir de 1977. Su principio es similar al
método descrito anteriormente. Aqui la onda de choque esférica no se produce
por una descarga eléctrica, sino por la explosién de un microexplosivo en agua,
formando un plasma similar al que se forma en el electrohidraulico. Al igual gue
en el método anterior, los generadores microexplosivos usan reflectores elipticos

para concentrar las ondas de choque sobre el objeto a tratar (figura 1 .8).%

Este método no es de uso comun, por ser lento al estar reemplazando la carga
explosiva después de cada onda de choque generada, de modo que para un
tratamiento se requieren varios cientos de microexplosivos. Ademas se tiene el

peligro que representa almacenar grandes cantidades de ellos.

RINON CON
CALCULO

ELIPSOIDE

Figura 1.8 Litotriptor extracorporal que genera ondas de choque por microexplosivos.
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1.2.3 METODO CON ELEMENTOS PIEZOELECTRICOS

Fue desarrollado en Alemania alrededor de 1980 y consiste en un cristal
piezoeléctrico, generaimente de bario, que es capaz de aumentar o disminuir
bruscamente su tamano, cuando se le aplica alto voltaje. Para generar la onda de
choque, cientos de cristales piezoeléctricos se montan sobre una superficie
concava (cascardn esférico) y reciben un puiso de alto voltaje, que origina su
expansion y una consecuente compresion del agua circundante, de tal forma que
una gran cantidad de la energia generada por cada uno de ellos incida sobre el
objeto a tratar (figura 1.9).%* % Al igual que en los métodos anteriores, se requiere
aplicar cientos de ondas de choque para pulverizar un célculo renal.

RINOM CON
CALCULO

CRISTALES
PIEZOELECTRICOS

Figura 1.9 Litotriptor extracorporal que genera ondas de chogue por un sistema
piezoeléctrico.
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1.2.4 METODO POR MEDIO DE RAYO LASER

Este método es similar al electrohidraulico y al de microexplosivos; la unica
diferencia es qgue ahocra la burbuja se forma por [a elevada temperatura que se
produce con el laser. El equipo no utiliza altos voitajes ni explosivos, pero debido a
gque el agua debe tener casi un 100% de pureza este método no se ha

comercializado.?®

1.2.5 METODO ELECTROMAGNETICO

Este método genera ondas de chogue planas, aplicando aito voltaje a una bobina
gue funciona como un electroiman, rechazando a una membrana metalica y
generando con ello ondas de compresion planas dentro del agua. Una lente
acUstica bicéncava {analoga a una lente dptica) es la encargada de concentrar la

energia en el objeto a tratar (figura 1.10).%%

RINON CON CALCULO

COLCHON DE__ LENTE ACUSTICA
PLASTICO _|‘ BOBINA
MEMERANA

ALTO VOLTAJE

Figura 1.10 Litotriptor extracorporal que genera ondas de choque por el sistema
electromagnético.

Las ondas de choque al usarse adecuadamente, se pueden obtener beneficios a

favor de fa humanidad.
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1.3 DESARROLLO HISTORICO DE LAS ONDAS DE
CHOQUE

El gran impacto que han tenido las ondas de choque, son las aplicaciones
médicas que se han desarrollado durante los Ultimos veinte afos, principalmente
en Alemania, Estados Unidos, Japdn, Inglaterra, Francia, ltalia y China. Se trata
de la LITOTRIPSIA EXTRACORPORAL por ondas de choque, que es una técnica
no invasiva para el tratamiento de calculos renales, biliares y salivales. Otra
importante aplicacidén en estos Uitimos diez afios, es en ORTOPEDIA. Para
comprender el enorme avance que han tenido estos tratamientos, a continuacion
se hara una breve resefa histérica {fabla 1).%

Posiblemente el calculo urinario mas antiguo del que se tiene noticia es et que
descubrié E. Smith en una tumba prehistérica de Egipto, en 1901, La litiasis como
enfermedad data desde la antigliedad egipcia (algunos siglos antes de la era
cristiana). Pasaron bastantes afios para que la tecnologia diera un cambio ¢asi
total al tratamiento quirGrgico clasico de la litiasis renal, ureteral y vesical,
pasando de invasiva, endoscopica, ureteroscopia o endourologia, hasta llegar al
tratamiento totalmente no invasivo, como lo es la litotripsia extracorporal por
ondas de choque. Desde el primer tratamiento efectuado en Alemania el 7 de
febrero de 1980, miles de pacientes en todo el mundo han sido beneficiados con
este avance tecnoldgico. Actualmente existen alrededor de 20 compaiiias que
ofrecen litotriptores, es decir, aparatos que pulverizan calculos renales y/o biliares
con ondas de choque. En 1986 se inicid el estudio experimental de [a aplicaciéon
de las ondas de choque al tratamiento de fracturas en ratas, congjos y perros,
pero fue hasta 1992 que se realizd con éxito el primer tratamiento en humanos
usando el equipo OssaTron fabricado por la compaiiia High Medical Technologies
{Suiza) en conjunto con la Universidad de Bochum (Alemania). Hasta la fecha se

han usado seis modelos de generadores de ondas de choque en ortopedia.
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Tabla 1. Desarrollo histérico de las ondas de choque.

1950 Yutkin propuso en Rusia la idea de desintegrar calcutos atrapados en el
uretero con un dispositivoe denominado YPAT-1 que usaba ondas de choque
electrohidraulicas.

1959 | V.Goldberg fue el primero en usar el método electrohidraulico para
desintegrar calculos renales en forma invasiva.

1970 | E.H&usler de la Universidad de Saarland en Saarbriicken, Alemania, fue el
primero en proponer la desintegracién de céleulos renales en forma no
invasiva con ondas de choque.

1971 E.Hausler (fisico) y Ziegler (urdlogo), fueron los primeros en publicar
investigaciones relacionadas con el rompimiento de calcuios renales sin
cirugia.

1972 1 W.Hepp publicd un trabajo referente a las pruebas iniciales de desintegracién
extracorporal de célculos renales con ondas de choque.

1974-1980 | Watanabe y sus colaboradores realizaron en Japén pruebas de litotripsia con
microexplosivos.
Kurtze y Riedlinger de la Universidad de Karlsruhe, Alemania inventaron el
sistema piezoeléctrico.
En fa clinica urolégica de Munich, Alemania en colaboracion con la compafia
DORNIER se desarrolié el primer litotriptor electrohidraulico, marcando una
nueva era para la urologia y nefrologia.

1580-1982 | Se inaugura el primer centro de litotripsia en Munich, Alemania.
Se realizan con éxito 200 tratamientos con el litotriptor HM-1 de la compaiiia
DORNIER.
Se realiza el primer tratamiento clinico con litotripsia usando microexplosivos,
en Japdn.

1983-1984 | Se crea una segunda version del Jitotriptor DORNIER, denominade HM-2,

: realizando 1000 tratamientos en el centro de litotripsia de Munich, Alemania.

Se instalaron seis centros de litotripsia en Estados Unidos y un centro en
Japon. .

1985-1986 | La compafia WOLF realiza el primer tratamientc usando un litotripto
piezoeléctrico.
La compafiia SIEMENS saca al mercado un equipo que funciona con un
sistema electromagnético.
Es tratado el primer paciente para desintegrar un calculd biliar.
Se comenzd con el estudio experimental de ia aplicacién de ondas de choque
al tratamiento de fracturas en ratas, conejos y perros.

1991-1992 | Fueron reportados los primeros resultados clinicos en humanos, de la

aplicacidn de las ondas de choque al tratamiento de fracturas.

Se realizd con éxito el primer tratamiento con el equipo que desarrollé la
compafiia suiza HMT (High Medical Technologies) en conjunto con la
Universidad de Bochum, Alemania.
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1.4 APLICACIONES DE LAS ONDAS DE CHOQUE
DEBILES

Las ondas de chogues débiles, tienen gran aplicacién en la medicina. Una de
ellas es la litotripsia extracorporal. Paralelamente se realizan investigaciones
sumamente interesantes, por ejemplo: la aplicacion de estas ondas a tumores
malignos, encontrandose que inhiben hasta cierto grado su crecimiento. Otras
posibles aplicaciones son la desintegracion de calcificaciones en articulaciones, el
tratamiento de conductos arteriales obstruidos y la aplicacidn a huesos con

crecimiento acelerado, 2 28

Desde el punto de vista _fisico, el empleo de estas ondas ha tenido y tiene gran
importancia, por ejemplo, en la Ecogoniometria para su uso en la navegacion
maritima y determinacion de profundidades en el mar. Otro tema de gran interés,
son los fenémenos de cavitacion y microjets que se presentan como
consecuencia del paso de una onda de choque.?®

En un futuro, es muy probable que se desarrollen nuevas aplicaciones de las

ondas de choque débiles en medicina, biologia, quimica y fisica.

Recientemente se han llevado acabo estudios experirhentales para investigar el
efecto que producen las ondas de choque débiles sobre ciertos
microorganismos.?" ¥ La finalidad es establecer una cinética de muerte que
demuestre estadisticamente el efecto de este tratamiento en algunos
microorganismos. En funcién de los resultados que se obtengan, dar la pauta
para nuevos protocolos en la aplicacion de estas ondas a algunos alimentos y
comprobar si este metodo cumple con las caracteristicas necesarias para poder
ser considerado en un futuro, como un métedo aiternativo en el campo de la
conservacion de alimentos.

La interaccién de las ondas de choque con la materia abre un campo sumamente

interesante, en el cual aun hay mucho por hacer.
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CAPITULO 2

CONSERVACION DE LOS ALIMENTOS

La conservacion de los alimentos consiste en mantener al méximo su calidad,
luchando para ello contra un conjunto de mecanismos de alteracién. Es por
consiguiente la composicion dei alimento quien determina que método es & mas

apropiado para su conservacion.

En este capitulo se definira: qué es conservar un alimento, su desarrolio histérico

y los métodos que existen de conservacion hasta el momento.

2.1 ;QUE ES CONSERVAR UN ALIMENTO?

La gran mayoria de los alimentos pasan por una fase de almacenamiento, ya sea
como materia prima o como producto terminado, v es necesario evitar durante
esta fase su alteracién por microorganismos o procesos fisicoguimicos, con el fin

de conservar al maximo sus caracteristicas nutritivas y sensoriales.

La conservacion de alimentos es por tanto, tomar las medidas necesarias para
evitar la descomposicion y prolongar su duracién durante esta fase. Para esto
existen diferentes métodos que proporcionan un amplio margen de tiempo de
conservacion que incluye desde los de corta hasta los de amplia duracién.! 17 19
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2.1.1 CAUSAS PRINCIPALES DE ALTERACION

Existen en general, dos causas principales de alteracion en los alimentos.

A) ALTERACION POR PROCESOS FISICOQUIMICOS

Las reacciones de Maillard: son reacciones de oscurecimiento no enzimatico que
requieren de un azucar reductor (pentosas, hexosas, aldosas) y un grupo amino
libre proveniente de un aminodcido o de una proteina. Al reaccionar dan como
resultado las melanoidinas (polimeros pardos y amargos) coloreadas que van
desde amarillo claro hasta café oscuro, o incluso negro. Este tipo de reaccion es
deseable por ejemplo, en productos horneados (costra del pan); sin embargo, es
indeseable en otros productos, como en las leches evaporadas, azucaradas y en

algunos jugos concentrados.? '°

La desnaturalizacién de las proteinas: es un fendmeno que modifica la
organizacién esiructural de las proteinas, en donde pierden sus estructuras
cuaternaria y secundana. Los principales agentes desnaturalizantes son el calor,
el alcohol, la acetona, los acidos, los rayos ultravioleta, etc.?

Las oxidaciones no enzimdticas: este tipo de reacciones producen alteracion en
lipidos y por lo general en acidos grasos insaturados (auto-oxidacion)} generando

productos rancios, por ejemplo en mantequilla.™®

Reacciones enzimaticas: En 103 procesos de conservacion es necesario inactivar
a las enzimas para poder mantener en buen estado al alimento. La mayor parte de
enzimas asociadas a la alteracién de alimentos son peroxidasas, tipoxigenasas,
catalasas, etcétera; por ejemplo, cuando se activan las pectinesterasas y
poligalacturonasas durante la maduracion de los frutos provocan ablandamiento y
con ello frutos con vida de anaquel corta. Para evitar esto, es necesario

inaciivarlas."’
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B) ALTERACION POR MICROORGANISMOS

Estas alteraciones son debido a las actividades metabodlicas de los

microorganismos sobre el alimento.

Los microorganismos, que generalmente causan afteracion en los alimentos son
las bacterias, las levaduras y los mohos. Por ejemplo, las naranjas y muchos
citricos presentan a menudo un moho verde, el Penicillium digitatum, las
manzanas pueden ser atacadas por Penicillium expansum y las fresas son
propensas a la descomposicion por Bofrytis sp. Por otro tado, en funcion de sus
requerimientos nutricionales y ambientales el microorganismo crecera en diversos
alimentos. Por ejemplo, bajo condiciones salinas creceran los microorganismos
hafofilos, afectando por lo general alimentos marinos, mientras que en medios
azucarados creceran 1los osmofifos, apareciendo en jaleas y jugos

concentrados. ' "7

Muchos hongos y bacterias producen esporas que son resistentes a la

esterilizacidn y a los conservadores, motivando con esto a la ciencia a buscar

nuevas alternativas a los métodos ya existentes.
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2.2 DESARROLLO HISTORICO DE LA CONSERVACION
DE LOS ALIMENTOS

La historia de 1a conservacion de los alimentos se remonta al hombre primitivo y a
su necesidad de sobrevivir. La primera cita bibliografica que se tiene de la
conservacion es en la Biblia (1. Libro de Moisés, capitulo 41, versiculo 35) donde
se menciona que el faradn ordend a José en los 7 afios de abundancia que
conservara ia quinta parte de la cosecha en graneros para no carecer de alimento
durante los 7 afios de escasez. Esta conservacion fue el primer almacenamiento
que utilizo el diéxido de carbono producido en la respiracién y que actudé como
proteclor para el deterioro microbianc. Con el transcurso del tiempo esta
conservacién natural de los alimentos fue haciéndose cada vez mas dificil, por lo
que se fueron desarollando nuevas técnicas, como por ejemplo, el desecado y
salado. En los relatos antiguos mencionan que los alimentos consumidos por los
marinos y las gentes que vivian en tierra firme durante el invierno eran carne y
pescados desecados o salados; también se inicid el uso de algunos
conservadores, como el alcohol, el humo, Acido acético, lactico, que perduraron
aproximadamente dos mil afos. La necesidad de conservar los alimentos se hizo
cada vez mas urgente, la humanidad se volvié mas exigente, ya no se conformaba
con los conservadores empleados hasta entonces, debido a que alteraban
profundamente las propiedades nutricionales y la estructura de los alimentos. Fue
de ahi donde el progreso de la quimica influyd en la conservacién de los
alimentos; se empezd a pensar en qué principios se basaban los procedimientos
de conservacion empleados hasta entonces. Por tal razén desde hace unos 100
aflos aumentd el interés por el desarrollo y la investigacion en la

conservacion,” 111719

El comienzo de la industrializacion dio lugar a nuevas técnicas de gran importancia
en la conservacion de los alimentas, por ejemplo, la congelacion y la refrigeracion.
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A continuacion se relacionan algunas de las fechas con los acontecimientos mas

significativos en la historia de ia conservacion de [os alimentos (tabla 2):

Tabla 2. Desarrollo histérico de la conservacion de los alimentos.

1782 Un quimico sueco puso en practica el enlatado del vinagre.
1810 En Francia, Appert patento la conservacion de los alimento mediante
enlatado.

Peter Durand obtuvo una patente britanica para conservar alimentos en
‘recipientes de vidrio, de hojalata o de otros metales”. Mas tarde, la
patente fue adquirida por Hall, Gambie y Donkin, posiblemente procedente
de Appert,

1813 Dorkin, Hall y Gamble introdujeron fa practica de la incubacien de los
alimentos enlatados después de su tratamiento.

Se cree que en tomo de este afio se implanté el uso de SO, como
conservador de cames.

1825 Fue concedida una patente de los EE.UU. a T.Kenset y a E.Dagget para
conservar alimentos en botes de hojalata.

1835 En inglaterra, se concedié una patente a Newton para fabricar leche
condensada.

1837 Winslow fue el primero en enlatar el maiz separado del carozo.

1839 A LA. Fastier le fue concedida una patente francesa para utilizar una
solucién de salmuera con el fin de elevar la temperatura de ebullicion de
agua. ‘

1840 Se enlataron por primera vez el pescado y el azicar.

1841 S. Goldner y J. Wertheimer obtuvieron patentes britanicas para soluciones
de salmuera basadas en el método de Fastier.

1842 En Inglatera, se concedid una patente a H. Benjamin para congelar
alimentos por inmersion en una salmuera de hielo y sal.

1843 En Maine, |. Winslow fue quien primero intentd la esterilizacién mediante
vapor de agua.

1845 S. Elliot introdujo el enlatado en Australia,

1853 R. Chevalier y Appert obtuvieron una patente para esterilizar alimentos en
autoclave.
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Continuacion de la tabla 2

1854 Pasteur inici¢ sus investigaciones con el vino. El calentamiento para
efiminar fos microorganismos indeseables fue utilizado a escala comercial
en 1867-1868.

1855 En Inglaterra, Grimwade fue quien primero fabricéd leche en polvo.

1856 En los EE.UU., le fue concedida una patente a Borden para fabricar leche
condensada no azucarada.

1861 Salomon introdujo el uso de las soluciones en salmuera.

1865 En los EE.UU. se inici6 a escala comercial la congelacion artificial del
pescado. En 1889 se utilizé en l2 congelacion de huevos.

1874 Se inicié el primer uso extensivo del hielo en el transporte de came por via
mariiima. Se pusieron en uso las caideras de vapor a presion o
autoclaves.

1878 Procedente de Australia, llegd en buenas condiciones a Inglaterra el primer
cargamento de came congelada.

1880 En Alemania se inicid la pasteurizacion de la leche.

1882 Krukowitsch fue quien primero observa el efecto letal del ozono sobre las
bacterias causantes de alteracion.

1886 Un americano, A.F. Swann, ided un procedimiento mecanico para desecar
frutas y hortalizas.

1880 En los EE.UU se inici6 la pasteurizacién comercial de la leche. En Chicago
se empez6 a utilizar la refrigeracién mecdnica para conservar las frutas.

1895 Russell realizé el primer estudio de! enlatado.

1907 Metchnikoff ¥ sus colaboradores aistaron y dieron nombre a una de las
bacterias del yogur, Lactobacillus bulgaricus.

1908 En los EEUU se autorizd el empleo def benzoato s6dico como
conservador en determinados alimentos.

1916 En Alemania, R. Plank, E. Ehrenbaum vy K Reuter consiguieron la
congelacion rapida de alimentos.

1917 Se concedid una patente a Franks para la conservacion de frutas y
hortalizas en atmésfera de CO..

1920 Bigelow y Esty publicaron el primer estudio sistematico de Ja

termorresistencia de las esporas a temperaturas superiores a 212°F.




Continuacion de la tabla 2

1928 En Europa, se utlizd por primera vez, a escala comercial, el
almacenamiento de manzanas en atmosfera controlada.

192 Una patente expedida en Francia propuso et uso de la radiacién de alta
energia para el tratamiento de alimentos.

1943 En los EE.UU., B. E. Proctor fue quien primero aplicd el uso de la radiacion
fonizarte para conservar la came de las hamburguesas.

1950 Se generalizd el uso del concepto del valor D.

1954 En Inglaterra se patento el antibidtico nisina para ser utilizado en un
determinado queso tratado industrialmente para controlar los defectos
debidos a clostridios.

1955 Se autorizo el uso del Acido sérbico como conservador en alimentos.

1967 En los EE.UU., se ide6 y disefi6 la primera instalacién comercial para
irradiar alimentos.

1970 —1890 | Se estudian nuevos métodos de conservacion denominados tratamientos

fisicos no térmicos, por ejemplo altas presiones hidréstaticas y campos
magnaticos.

Los descubrimientos de procedimientos eficaces en la conservacion de alimentos,

como el salado, la conservacion por bajas temperaturas, etcétera, han
representado etapas clave en [a historia de la humanidad. Hoy dia se continua con

el desarrollo y la investigacion de nuevas tecnologias en la conservacién, con el

fin de proporcionar alimentos de mejor calidad.!' 1°
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2.3 METODOS DE CONSERVACION

Los métodos de conservacion que existen hasta el momento tienen el objetivo de
la destruccién total de los microorganismos, de impedir su reproduccion una vez
iniciada o de evitar algin proceso fisicoguimico, de forma que se mantengan las
caracteristicas aceptables de calidad nutritiva y sensorial.”- %

La composicién del alimento es quien determina el procedimiento que se debe

emplear para su conservacion.

Dentro de los procedimientos de conservacion en alimentos, se distinguen tres

grupos %

- Conservacion por procedimientos quimicos (conservadores).

- Conservacion por procedimientos fisicos (esterilizacion, pasteurizacion,
refrigeracion, congelacion, irradiaciones, altas presiones, etcétera).

- Conservacion por procedimientos biolégicos (bacteriocinas).

2.3.1 PROCEDIMIENTOS QUIMICOS

El fundamento de este procedimiento es la adicion de una sustancia quimica al
alimento, mas o menos concreta que frene el desarrollo de los microorganismos,
a estas sustancias se les da el nombre de conservadores.

Los conservadores son sustancias que se emplean por su accion antimicrobiana,
donde actian como fungistaticos o bacteriostaticos {(que inhiben la multiplicacion
de hongos o bacterias) y se deben afadir en dosis pequenas cuando el

microorganismo se encuentre en la fase inicial de crecimiento. 3 42

Los conservadores se pueden clasificar en antimicrobianos, protectores de

reacciones de degradacion y especificos®
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A) CONSERVADORES ANTIMICROBIANOS % 193342

Acido benzoico: es poco soluble en agua, por tal razén, en alimentos se utiliza en
forma de sales (benzoato de sodio o potasio). Estas sales son muy solubles en
agua (50g/100ml), tienen actividad antimicrobiana que reside en la parte no
disociada de la molécula por la que actian a un pH bajo (2.5 a 4); inhiben
generalmente bacterias y levaduras, por tal motivo este conservador es muy
empleado en alimentos acidos como jarabes, refrescos, jugos, jaleas. Su nivel de
dosis es de 001 a 0.1%; dosis mas elevadas pueden presentar sabores
desagradables similares a pimienta.

Parabenos: son algunos ésteres del acido benzoico que se usan para conservar
alimentos, conocidos como parabenos (heptilparabeno, metilparabeno,
propilparabeno). Estos ésteres son muy similares a los benzoatos, con la
diferencia de que estos son menos sensibles al pH, por lo que pueden ser usados
en alimentos cerca de la neutralidad.

Acido sérbico: en forma de su sal sddica o potasica, tienen actividad
antimicrobiana, inhibiendo principalmente mohos y levaduras, siendo menes
efeclivo para bacterias. Es utilizado por ejemplo, en la industria de quesos,
panificacion, confiteria y en ocasiones para prolongar la vida de anaquel en carnes
frescas. Esle conservador no presenta toxicidad, debido a que es metabolizado en
el organismo a CO2 y Hx0.

Propionatos: es un acido organico, que junto con sus sales calcica y sddica
ejerce actividad antimicrobiana, similar al benzoato y sorbato, inhibiendo
principalmente a mohos, siendo menos efectivo para Jevaduras y bacterias. Se usa
en alimentos menos acidos, como por ejemplo, pan, pasteles y algunos quesos.
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Diéxido de azufre y sulfitos: tienen actividad antimicrobiana que inhibe
generalmente  bacterias, pero ademas acta como protector para evitar

alteraciones de oscurecimiento no enzimatico (reacciones de Maillard). Se emplea

en frutas desecadas, vinos, pero no esta permitido en carnes debido a que el ion

bisulfito reacciona rapidamente, destruyendo a la tiamina de la carne.

Nitritos y nitratos: son empleados en el curado de la carne, actian como
inhibidor de Clostridium botulinum y son los responsables del color y el sabor
caracteristico. Es importante mencionar, que su uso esta estrictamente
reglamentado debido a que la interaccion de estos nitritos con los aminoécidos del
alimento forman las nitrosaminas, que son poderosos agentes cancerigenocs; pero
a pesar de esto, no se ha prohibido, debido a que no se ha encontrado algun otro
compuesto que proporcione esta seguridad antibotulinica.

Cloruro de sodio: es el primer conservador de actividad antimicrobiana que fue
utilizado, debido a la capacidad que tiene de reducir la actividad acuosa en los

alimentos.
Azdcares: por ejemplo la sacarosa, ejerce su efecto conservador a mayores

concentraciones que la sal, son empleados en la elaboracion de conservas,

bombones, leches condensadas, etcélera.
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B) CONSERVADORES PROTECTORES DE REACCIONES DE DEGRADACION

Antioxidantes: son sustancias que se agregan a los productos alimenticios para
impedir o retardar la oxidacién y el enranciamiento de los lipidos; estos
antioxidantes deben ser solubles en grasas y no transmitir olor ni gusto alguno.
Algunos ejemplos de los antioxidantes mas empleados en alimentos son: %

Butilhidroxianisol BHA: es efectivo como protector para alimentos grasos, por

ejemplo, se usa en la elaboracién de mantequilla y margarinas.
Butilhidroxitolueno BHT: es muy soluble en grasas y es empleado en los

envoltorios para mantequilla, en galletas y en turrones.
Acido ascorbico: que es usado en cames, bebidas y en la elaboracion de

saborizantes.
Tocofenoles: es usado en aceites vegetales.

C) CONSERVADORES ESPECIFICOS

Antibidticos: son metabolitos secundarios preducidos por microorganismos que
inhiben o destruyen a otros microorganismos. El uso de los antibicticos en
alimentos es poco popular, sin embargo, los que se llegan a utilizar, son muy
efectivos, por ejemplo: '
Natamicina: conocido también como primaricina, es muy eficaz frente a levaduras
y mohas, pero no frente a bacterias. Fue aislada de Streptomyces natalensis. Un
gran numero de investigadores ha demostrado la eficiencia de ta natamicina frente
al &cido sorbico, dando resultados satisfactorios para el antibitico. '
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2.3.2 PROCEDIMIENTOS FISICOS |

A) METODOS TERMICOS

Bajas temperaturas: Mediante la accion de bajas temperaturas sobre los
alimentos, se consigue reducir o eliminar las actividades microbianas o

enzimaticas. Existen dos métodos importantes:

Refrigeracién: en este método se manejan temperaturas de enfriamiento
comprendidas de 0° a 15°C, donde generalmente el agua contenida en ios
alimentos no llega a congelarse. La finalidad de este método es detener et curso
de los procesos de alteracion que reducen la calidad de los alimentos ®

Congelacion: en este método se manejan temperaturas menores a 0°C y existen

dos procedimientos basicos para realizar la congelacion de los alimentos:

- La congelacion lenta en donde el agua retenida del alimento se congela,

formando cristales grandes. La temperatura deseada se consigue en un tiempo

comprendido entre 3 y 72 horas.

- La congelacin rdpida actualmente se conoce como ‘“ultracongelacion”, y se
realiza en solo unos minutos (méximo 120 min). El agua retenida forma
cristales pequerios, que respetan en gran medida la estructura originat de los
alimentos.

La velocidad de congelamiento es un factor determinante en la formacion y
localizacion de los cristales de hielo, de tal manera, que €l congelamiento lento es
mas dafiino que el rapido, debido a que en la congelacion lenta se forman cristales
de hielo de gran tamarno dafando la membrana, pared celular y estructuras
internas de! alimento provocando la deshidratacién y desnaturalizacién de las
proteinas, hasta el punio de que el alimento una vez descongelado pierde calidad
sensorfal y nutritiva, mientras que en la congelacién rapida at congelarse el agua
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presente en el interior de la célula forma cristales pequefios y de esta forma
presefrva la estructura celular del producto congelado.

Desde el punto de vista de la conservacion de alimentos, la refrigeracion y la
congelacion no son métodos para eliminar microorganismos, sino lnicamente

evitan que crezcan mas.'> 193

Altas temperaturas: se emplean temperaturas superiores a la temperatura
ambiente y hasta el momento existen dos procesos:

Pasteurizacién: se lleva acabo en sistemas continuos de intercambiadores de
calor, manejando temperaturas de 63°C a 100°C a diferentes tiempos
dependiendo del producto, provoecando de esta forma la destruccién de todos tos
microorganismos que producen enfermedades (por ejemplo, la pasteurizacién de
la leche), o bien la destruccién o reduccion de microorganismos que alteran
determinados alimentos, como es el caso de Ia pasteurizacion del vinagre. El
escaldado es un tratamiento térmico que se emplea en frutas y hortalizas con el fin

de inactivar las enzimas naturales.*!

Esterilizacién: es el tratamiento térmico mas fuerte ya que significa la destruccion
completa de los microorganismos. Se lleva a cabo por:

- Calor hurmedo: es la formacién de calor en forma de vapor saturado a presiéﬁ.
Se basa en que, cuando el ambiente se encuentra himedo se favorece la
penetracion del calor a la célula ocasionando una coagulacién de proteinas.
Para efectuar este proceso se utiliza un aparato denominado autoclave.

- Calor seco: este metodo se fundamenta en que en una atmésfera seca, el calor
ocasiona la oxidacién de los componentes celulares vitales, aqui se usa un
aparato denominado horno. Es importante mencionar que las temperaturas
elevadas pueden causar diversos dafios a la célula del alimento, que van desde la
inactivacion de algunas enzimas hasta la desnaturalizacién de algunas proteinas,
provocando el deterioro de los alimentos afectando de forma irreversible su valor

nutritivo y sensorial > - %!
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B) METODOS POR IRRADIACION Y MICROONDAS

La irradiacion de los alimentos como el calentamiento por microondas emplean
energia radiante que producen su efecto al ser absorbidas por el alimento. Existen
varias formas de energia radiante que pertenecen al espectro electromagnético y

difieren en cuanto a su longitud de onda, frecuencia y fuerza de penetracion.'® %

41
Algunas de estas formas de energia radiante se emplean en grado limitado para la

conservacion de alimentos. Por ejemplo:

Luz ultravioleta: dentro de una escala de 2000 a 2800 angstroms, se utiliza para
inactivar los microorganismos en la superficie de los alimentos. El factor que limita
su aplicacion es el bajo grado de penetracion de la luz en el alimento, lo cual

restringe su utilizacién a alimentos liquidos.

Rayos X: tienen una mayor fuerza de penetracion que ia luz uitravioleta pero no
se les puede dirigir, lo que seria causa de un bajo grado de efectividad. Por esto
las aplicaciones de los rayos X en los alimentos han sido hasta ahora de caracter

experimental.

Irradiacién.- en la conservacion de los alimentos se utilizan radiaciones
ionizantes. A estas se les escoge por su fuerza de penetracidn y porque no
producen ninguna radioactividad en los alimentos tratados, ni producen ningun
grado importante de calor en los alimentos, por fo que en ocasiones se emplea el
término esterifizacién en frio. Para la irradiacion de alimentos conviene emplear
emisiones que tengan una gran fuerza de penetracion que inactive a los
microorganismos y a las enzimas de la superficie y del interior de! alimento. Por
otra parte, no conviene emplear emisiones de alta energia debido a que se
desdoblarian las estructuras atémicas en el alimento y lo volverian radioactivo. Por
lo tanto para la conservacion de fos alimentos se emplean los rayos gamma y los

rayos beta, %!
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Rayos gamma: es la forma de radiacién mas barata para conservar alimentos, ya
que los elementos que la producen son subproductos de la fision atémica ¢
desperdicios atémicos. Tienen un excelente poder de penetracion.

Rayos beta: son un flujo de electrones emitidos por sustancias radioactivas. Los
rayos catodicos son los mismos, excepto que son emitidos por el catodo de un
tubo al vacio. Entre las fuentes comerciales de estos rayos, estan los generadores
de Van de Graaf y los aceleradores lineales. Parece ser que estos ultimos se

adaptan mejor para ser utilizados en la conservacién de alimentos.

MICROONDAS: a diferencia de las radiaciones ionizantes, la energia de
microondas se aplica a los alimentos por sus propiedades de calentamiento. Las
microondas son ondas electromagnéticas de energia radiante que generan calor
penetrando a los trozos del alimento uniformemente hasta una profundidad de
varios centimetros. Los usos actuales del calentamiento por microondas en la
industria alimentaria son muy diversos, por ejemplo, se emplean en procesos de

horneado, de deshidratacion, escaldado, liofilizacion, descongelacién, etc.'®*'
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C) METODOS NO TERMICOS

Durante recientes anos, se han estado estudiando varios tratamientos fisicos no
térmicos, tales como las altas presiones hidrostaticas, campos formados por
pulsos eléctricos de alto voltaje y campos formados por oscilaciones magnéticas.
Eslos nuevos procesos en estudio muestran ser atractivos, interesantes y

prometedoras herramientas en la conservacién de alimentos.

Altas presiones hidrostaticas: Se manejan presiones de 300 a 1000 MPa. La
transferencia de estas presiones es instantdnea y uniforme en el alimento. Puede
ser aplicado a temperatura ambiente o moderada. Este tipo de presiones solo
afecta enlaces no covalentes, por lo tanto hay buena retencidn de color, nutrientes
y sabor. Por otro lado, afecta la estructura molecular en las proteinas, los
carbohidratos, enlaces de hidrégeno, idnicos e hidrofdbicos. En funcion a la
inactivacion microbiana, afecta la permeabilidad de membrana. Japén fue el
primer pais en aplicar estas presiones en jugos y sacarlos at mercado 891516222

Campos formados por pulsos eléctricos de alto voltaje: La aplicacién de
pulsos eléctricos de alto voltaje sobre ciertos microorganismos causa un efecto
letal al microorganismo debido a que hay un dafio celular en la membrana. Este
dafio esta en funcién de la intensidad del campo eléctrico, del tiempo del

tratamiento y de la naturaleza del microorganismo.® % 32

Campos formados por oscilaciones magnéticas: Los campos magnéticos
pueden afectar el crecimiento y la reproduccion de los microorganismos. Estos
campos asocian suficiente energia dentro de los dipolos de las moléculas
biologicas de la célula, rompiendo enlaces de DNA o proteinas esenciales para la
supervivencia y reproduccién del microorganismo, creando con esto su
destruccion. Aun existen dificultades en la técnica y en el mecanismo de

inactivacion, por lo que se requiere de mas investigacion.® ®
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2.3.2 PROCEDIMIENTOS BIOLOGICOS

La conservacién de alimentos por medios naturales va tomando un mayor
predominio sobre la utilizacién de sustancias quimicas, debido a las tendencias del
consumidor actual. La ulilizacion de las bacteriocinas puede ser un métedo seguro
y natural de preservacion de la frescura en los alimentos.®

Dado el status GRAS (generalmente reconocidas como segura) las bacterias
acido lacticas (BAL), han sido ampliamente estudiadas, en la conservacion de
alimentos. Se ha denominado bioconservacion al uso de BAL, productos
metabdlicos o ambos para mejorar o asegurar la inocuidad y calidad de los
alimentos. La BAL producen en forma natural una serie de agentes
antimicrobianos: &cidos organicos (lactico, acético), perdxido de hidrogeno,

diacetilo y bacteriocinas. >

El término de bacteriocina se introdujo por primera vez en 1953 por Jacob para
referirse a proteinas antibacterianas de alta especificidad. La definicion actual es
que son de naturaleza proteica y no son letales para las células que las producen.
Son biolégicamente activas y poseen propiedades antimicrobianas que resultan
esenciales para la sobrevivencia de los microorganismos produclores, ya que les

da una ventaja compelitiva sobre otras especies.®

Existen diversos microorganismos productores de bacteriocinas, por ejemplo:
Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Listeria, etc.

La bioconservacién comprende varias aplicaciones en alimentos por ejemplo: el
uso de bacteriocinas purificadas anadidas directamente al alimento, ta adicién de
productos que han sido previamente fermentados y como ingredientes se incluye
una serie de agentes antimicrobianos incluyendo bacteriocinas.
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CAPITULO 3

POSIBLE APLICACION DE LAS ONDAS DE
CHOQUE EN ALIMENTOS

La tendencia de los consumidores a exigir alimentos que conserven al maximo sus
caracteristicas organdlepticas y nutritivas, tiene como consecuencia un creciente
interés por buscar tecnologias alternativas al tratamiento térmico.

3.1 PULSOS DE PRESION EN ALIMENTOS

Como se mencioné en el capitulo anterior, la aplicacion de altas presiones
hidrostaticas constantes (300 a 1000 MPa) por un lapso relativamente largo de
tiempo son conacidas como presiones estdticas y son una de las metodologias
desarroltadas actuaimente. Uno de los efectos que provocan estas presiones son
la inactivacion de ciertes microorganismos. Es importante sefialar que los
resultados que se han llevado a cabo, lo demuestran como un método alternativo
en la conservacién de los alimentos, pero existen algunos inconvenientes tates
como: la resistencia que ponen algunos microorganismos a este tipo de
presiones, asi como la alteracion de estructuras moleculares en proteinas,
carbohidratos, enlaces de hidrégeno, idnicos e hidrofébicos.® °

En 1988 se fund® el Laboratorio de Ondas de Chogue Débiles en e! Instituto de
Fisica de la Universidad Nacional Auténoma de México a raiz de la importancia
que tienen las aplicaciones médicas, conocidas como Litotripsia Extracorporal.
Hace aproximadamente cuatro afios, en dicho laboratorio surgié la idea de
emplear las ondas de chogue débiles como un posible métedo de conservacion,
debido al conocimiento que se tiene del dafo celular que provocan estas ondas.

Este tipo de ondas de choque débiles se conocen como presiones dinamicas. A
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diferencia de las presiones estaticas, estas ondas son pulsos de presion (del

orden de 150 MPa) en muy corto tiempo (microsegundos). * 3¢ 3'

Para evaluar esta posibilidad, se utilizé una bacteria con caracteristicas conocidas
y en un medio que permitiera !a observacion del efecto de las ondas de choque

débiles.

3.2 GENERADOR EXPERIMENTAL DE ONDAS DE
CHOQUE

La finalidad del Laboratorio de Choques Débiles es la investigacion relacionada
con la aplicacién de ondas de choques débiles a medicina, quimica y fisica. Por tal
motivo se disefiaron y construyeron los generadores de ondas de choque
experimentales, denominados MEXILIT I MEXILIT II Y MEXILIT II Plus. E|
primero de ellos estuvo en operacion desde 1989 hasta 1995. EI MEXILIT 1|
comenzd a operar en 1996. A este equipo le hicieron algunas mejoras en su
disefio por lo que se transformd en el MEXILIT Il Plus; que se utilizd en la parte
experimental de esta tesis.

E| MEXILIT I Plus fue fabricado en un 95% en el Instituto de Fisica de la UNAM.
Este equipo consiste en una tina de pruebas sobre una base de acero, con dos
pequenas gruas maviles de precision montadas sobre ella. Debajo de Ia tina se
encuentra el circuito de descarga con los condensadores y un interruptor de
chispa enfriado por aire. La tina de prusbas es un recipiente de fibra de vidrio con
dimensiones internas de 120 x 80 x 60 cm, con cuatro ventanas de vidrio, una en
cada lado de la tina. Las dos pequefas grias méviles de precision son para
sujetar adecuadamente los objetos que se desean exponer a las ondas. Cada
gria consiste en dos camos con ruedas de nylon gque se desplazan

horizontalmente sobre rieles redondos de acero inoxidable (figuras 3.1).%3°
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CIRCUITO ELECTRICO
Figura 3.1 Esquema del generador de ondas de choque experimental MEXILIT [} Plus.

Como ya se mencioné en el capitulo 1, para poder concentrar la energia de las
ondas de choque, se requiere de reflectores elipticos o parabdlicos de acero
inoxidable con diferentes geometrias. En nuestro caso se utilizé un reflector

eliptico (figura 3.2).

Figura 3.2 Fotografia de los reflectores usados en el MEXILIT |l Plus.
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Ademas de un reflector, para concentrar la energia, también se requiere de una
bujia para producir las descargas eléctricas y con ello generar Jas ondas de
choque. Esta bujia esta formada por dos electrodos de una aleacién de tungsteno
con torio, puntiagudos. La bujia se introduce a presidn en el fondo de la tina, de
manera que el espacio entre electrodos quede situado exactamente en el 0 uno
de los focos del reflector parabdlico o eliptico instalada (figura 3.3).2 2 %

ANILLOS

ELECTRODOS

SOPQRTE DEL
ELECTRODO
SUPERIOR—» §

LATON NYLON

POSTES DE ACERO
iNOXIDABLE

Figura 3.4 Fotografia de una de las bujias que usa el MEXILIT Il Plus.

Una de las partes mas importantes del MEXILIT N Plus es su circuito eléctrico. La
energia eléctrica almacenada es del orden de las decenas o incluso centenas de
Joules. Los principales elementos del sistema eléctrico son una fuente de alfo
volfaje, un oscilador y transmisor éptico, un convertidor optoelectrénico con fuente
de alto voltaje, un disparador y uno o varios condensadores.®

Todas eslas caracteristicas hacen del MEXILIT I Plus un equipo experimental
versatil y completo. Actualmente se aplica al estudio de diferentes campos, como
por ejemplo, al estudio del dafo causado por las ondas de choque a tejidos y
érganos; al estudio de posibles aplicaciones novedosas en ortopedia, a la mejora
de los equipos clinicos de litotripsia extracorporal existentes y al estudio de Ia
interaccién de ias ondas de choque a nivel celular. Los resultados obtenidos son

de gran importancia para poder obtener posibles aplicaciones.
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3.3 OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo son:

Desarrollar hipdtesis relacionadas con el efecto de las ondas de choque
débiles sobre una enterobacteria muy difundida en los alimenios y en Ia
naturaleza.

Realizar estudios con este microorganismo para determinar si el efecto letal o
de reduccién microbiana se debe a la radiacion ultravioleta, que se produce al
generar las ondas o se debe mas bien a la cavitacién (formacion de burbujas) y

en menor grado a la onda de choque en si.

Con base en los resultados, evaluar la posibilidad de que las ondas de choque
puedan usarse en un futuro como método de conservacion de cierto tipo de

alimentos,

39



CAPITULO 4

METODOS Y MATERIAL

Este proyecto se baso en el hecho de que en el Laboratoric de Chogues Débiles
del IFUNAM se han obtenido evidencias de que existe un descenso de la
poblacién de Escherichia coli al aplicar ondas de choque débiles. Se pretendié

establecer las bases y las condiciones para la continuidad de esta investigacion.
Por o tanto, la metodologia que se siguid en este trabajo, fue la siguiente:

1. Busqueda bibliografica acerca del microorganismo a tratar y estudio referente a
las ondas de choque débiles.

2. Establecer el método que permita estandarizar la concentracién de inéculos y
poder efectuar una cuantificacion estandar del microorganismo, para ello se

realizaran las curvas de crecimiento necesarias para el microorganismo.

3. Determinar el nOmero de ondas de choque que se aplicara al microorganismo,
en funcion de los resultados previamente obtenidos en el mencionado

laboratorio y de los datos obtenidos de Ia bibliografia consultada.

4. Establecer parametros de ajuste (voltaje, capacitancia, etc.) para MEXILIT I
Plus y someter al microorganismo a la accion de las ondas de choque

generadas por él.
5. Evaluar los resultados obtenidos, compararios con resuitados previos y

analizar los posibles fendmenos involucrados en fa reduccidn de la poblacién
microbiana observada.
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4.1 METODOLOGIA

4.1.1 INFORMACION DE LA CEPA

Nombre: Escherichia coli ATCC 10536 (American Type Culiure Collections)
Medio de cultivo; Agar nutritivo

Tiempo de incubacion: 24 hrs

Temperatura de incubacién; 37°C

Caracteristicas de las colonias:
Forma: redondas

Superficie: lisa, himeda.
Color: blanco
Consistencia: suave

Pigmento: no produce.

Se eligidé Escherichia coli ATCC 10536 por ser una bacteria de la cual se posee un
conocimiento extenso, es de facil manejo y ademas por tratarse de un

microorganismo de importancia en los alimentos.™*

4.1.2 PREPARACION DE LA MUESTRA DE E.coli PARA SER
SOMETIDA A LAS ONDAS DE CHOQUE

Se partiéd de un cultive puro de Escherichia coli (ATCC 10536) que fue aclivado en
caldo nutritivo por un tiempo de 34 hrs a 37°C. Posteriormente del medio activado
se tomd 0.1% de inoculo y se agregd a dos matraces que contenian 50 m! del
mismo medio; estos fueron incubados a 37°C por 10 hrs, donde después se midid
la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 623 nm. Estos
valores de absorbancia deben estar comprendidos entre 0.19 a 0.24. Finalmente,

el contenido de los matraces sé centrifugaron a 3000 r.p.m. por un tiempo de 15
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minutos, con la finalidad de separar a las células. Las células fueron lavadas de
dos a tres veces con solucién salina isoténica y posteriormente resuspendidas. Al
contenido que sé resuspendic se le midid nuevamente la absorbancia y se ajusto
a una absorbancia de 0.30 a 0.31. De este contenido ajustado se tomd una
alicuota de 15 ml y se transfirid a un matraz que contenia 135 ml de solucidn
isotdnica donde finaimente se mezclaron y se tomaron alicuotas con viales de
polipropilenc. Finalmente de todos estos viales unos fueron sometidos a ias ondas
de choque y otros sirvieron de control, donde {a cuantificacion de la poblacion de
viables se realizé por el método de dilucién y vaciado en placa, obteniendo una
poblacién aproximada de 10°% a 10°UFC/m1.2

Para ejemplificar el método obsérvese el diagrama 4.1
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4.1.3 CONDICIONES DE TRABAJO PARA EL MEXILIT il Plus

Se realizaron nueve experimentos para probar el efecto de las ondas de choque

sobre una suspensién de E.coli:

o En tres experimentos los viales se ilenaron a un 75% de su capacidad y sin
proteccion a la luz ultravioleta.

» En oftros tres experimentos los viales se llenaron al 100% de su capacidad y
sin proteccién a la luz ultravioleta.

e Y en los litimos fres experimentos, los viales se llenaron al 75% de su
capacidad y con proteccion a la luz ultravioleta.

Los nueve experimentos se realizaron en el mexilit bajo los siguientes parametros:

REFLECTOR: Eliptico E-4 (semieje mayor =139.1 mm, semieje menor =78.0 mm, profundidad =

124.1 mm)

VOLTAJE: 20 KV

FRECUENCIA: Una descarga cada 2.5 segundos

CAPACITANCIA: 80nF

CONDUCTIVIDAD DEL AGUA: 570 microsiemensicm

TEMPERATURA DEL AGUA: 27°C
CALENTAMIENTO DE BUJIA: 200 descargas a 18 KV

Véasefigurad.2, A/ B, CyD

SISTEMA
VENTANAS " MOVILDE
PRECISION
Yy
VAL DM
lf
"

_REFLECTO

T o

e NIVEL DEL
AGUA

DESCARGA

Figura 4.2A Esquema del MEXILIT Il Plus con el vial,
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DESCARGA
ELECTRICA

Figura 4.2B Esquema que muestra el reflector, fa bujia,
unos cuantos rayos perpendiculares al frente de la onda y
un vial llenado con suspencidon de E. coli al 75% de su

capacidad.

NIVEL DE
AGUA

Figura 4.2C Esquema que muestra el refiector, la
bujia, unos cuantos rayos perpendiculares al frente de
la onda y un vial llenado con suspericion de E. col al
100% de su capacidad.

DESCARGA
ELECTRICA

Figura 4.2D Esquema que muestra el reflector, la bujia,
unos cuantos rayos perpendiculares al frente de la onda
y un viat llenado con suspencion de £. coli al 75% de
su capacidad, colocado dentro de una bolsa negra de

polietileno.
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4.1.4 MEDICION DE PRESIONES

Se colocd un transductor de presion de fluoruro de polivinilideno con forma de
aguja, marca Imotec GmbH, Wiurselen, Alemania, con su punta en el segundo foco
(F2) del reflector (E4) usado en los experimentos descritos en esta tesis. El
transductor se conectd directamente a uno de los canales de entrada de un
osciloscopio marca Tektronix, modelo 2430 A. Uno de los canales externos de!
osciloscopio se conectd a una pequeria antena para captar la radiacion emitida por
la descarga eléctrica en el instante de generarse la onda de choque y disparar de

esta manera el osciloscopio.”

EI MEXILIT |l Plus se ajusté de la siguiente manera:
Voltaje: 20 kv

Capacitancia: 80 nF

Conductividad del agua: 570 microsiemensfcm
Temperatura del agua: 27°C

Las bujias se calentaron durante 200 descargas de 18 kV a una frecuencia de

descarga de 1 descarga cada 2.5 segundos.

El osciloscopio se ajustd de la siguiente manera:
Ganancia: 10 mV/Div

Base de tiempo: 50 microsegundos/Div

Trigger: single sequence

Para medir la posible atenuacion de la presién, debido a la presencia de la bolsa
negra de polietileno, misma que se usa como proteccion contra la luz ultravigleta
en una parte del experimento, se hicieron 34 mediciones de presién con el
transductor descubierto y 34 mediciones con el transductor cubierto por la bolsa

mencionada.
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4.2 MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

4.2.1 MATERIAL

R N T T T T N S e O S G U S P R

SN SSNN AN S

Algodoén
Asas microbiolégicas

Bolsas negras de polietileno.

Cajas de petri estériles desechables

Cinta indicadora para autoclave

Cronémetro

Espatula

Gasas

Gradillas

Jeringas estériles desechables

Matraces Erlenmeyer de 125, 250, 500 y 1000 ml
Malraces aforados de 500 y 1000 ml

Mecheros tipo Bunsen y Fisher

Micropipetas de 1000 y 200 microlitros

Pipetas estériles de 1, Sy 10 ml

Pipetas de 4 mi estériles de polipropileno desechables.
Pipeteros

Puntas para micropipetas

Termémetros

Transductor de presion de fluoruro de polivinilideno marca imotec GmbH,
Wirselen Alemania

Tubos de ensaye de 20 x 150 mm con rosca y tapén
Tubos de ensaye de 16 x 150 y 13 x 100 mm sin rosca y sin tapon
Tubos de vidrio para centrifuga

Sujetador universal de tres dedos

Vasos de precipitados de 250, 500 y 1000 ml

Vidrios de reloj
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4.2.2 SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

v
v
v
v
v

Agar nutritivo esteérit

Agar para cuenta en placa estéril
Caldo nutritivo estéril

Solucién de cloruro de sodio al 20%
Solucion salina isotdnica estéril {SSI)

4.2.3 MATERIAL BIOLOGICO
< Cepa de Escherichia coli ATCC 10536 obtenida del cepario de la facultad de

v

Quimica de la UNAM.
Cultivo de Escherichia coli ATCC 10536 {en caldo nutritivo)

4.2.4 EQUIPO

CAERRANASNASNANANNANANANANSS S

Agitador de tubos VORTEX

Agitador y barra magnéticos BELLCO GLASS
Autoclave HIRAYAMA

Balanza analitica SARTORIUS

Baiio de agua de temperatura controlada PRECITHERM PFV LAKESIDE
Campana de flujo laminar ALDER

Centrifuga HAMILTON BELL

Fotometro LAKESIDE MANNHEIM

Generador de ondas de choque MEXILIT 11 Plus
Horno VWR

Incubadora con control férmico BOEKEL
Microscopio optico OLYMPUS

Osciloscopio TEKTRONIX

Refrigerador GOLDSTAR
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CAPITULO §
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CURVA DE CRECIMIENTO DE E.Coli ATCC 10536

El establecimiento de la curva de crecimiento nos permite detectar en qué
condiciones se puede obtener un cultivo en las diferentes fases.

Por tal razén se realizaron dos curvas de crecimiento: por turbidimetria y por

poblacion de microorganismos viables.

5.1.1 CURVA DE CRECIMIENTO POR TURBIDIMETRIA DE E.Coli

Por definicion ta medicién turbidimétrica para la evaluacion de una poblacion
microbiana es expresada en funcion de la densidad optica®™:

Turbidez=log(lo/1)= (T CL/2.303) = Absorbancia aparente

Iy = intensidad de la luz incidente

} = intensidad de la luz después de |a alenuacion

C= concentracién de las particulas suspendidas {biomasa)
T = coeficiente de turbidimetria

L = longitud de la celda

En muchos casos la fongitud del haz y T son constantes, por lo que existe una
relacidn constante en la medicion turbidimétrica con la concentracién de la
poblacién microbiana™,
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En la grafica 5.1 se muestra la curva de crecimiento de E.cofi obtenida por la
tecnica de turbidimetria. La desventaja de este método es que las mediciones
pueden verse afectadas por la presencia de burbujas de aire, causadas por la
fermentacién de carbohidratos como en el caso de los coliformes. E.cofi s un
microorganismo que produce gas durante su fermentacién; por tal razén no se
pudieron observar con claridad las tres primeras fases de la curva, gue son la fase
de adaptacion, Ia iogaritmica y la estacionaria. Ya que esta técnica no pudo
diferenciar células viables o muertas no se identifica el declive de |a poblacion de

E coli (fase de muerte).

Cuando una poblacion microbiana se expone a un agente antimicrobiano (fisico o
quimico) es necesario definir la edad {etapa de la curva de crecimiento) del cultivo
a tratar. En este caso, utilizamos a E.coli en la etapa logaritmica de la curva, ya
que en esta fase la poblacion es homogénea. Dado que todo su metabolismo esta
concentrado en el proceso de duplicacion, en esta fase existe una mayor
sensibilidad de! microorganismo a agentes externos, como por ejemplo en nuestro
caso al efecto de las ondas de choque.

Por lo tanto la etaboracion experimental de esta curva, nos indicd el tiempo de
incubacion que se requeria para alcanzar la fase logaritmica de crecimiento del
microorganismo, por lo que se trabajdé con un tiempo de 10 horas de incubacion y

con un rango de absorbancia de 0.19 a 0.24 a 623 nm (gréfica 5.1).
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Tiempo (hrs) Absorbancia Tiempo (hrs) Absorbancia
0 0 18 022
1 0.001 18 0.22
2 0.01 20 0.24
4 0.11 22 0.24
6 0.15 24 027
8 0.17 26 0.27
10 0.19 28 0.28
12 0.22 30 0.31
14 022 34 0.34
Tabla correspondiente al grafico 5.1.
TURBIDIMETRIA
04 T
;E* 0.35 + -
g 0+
< 025 1
5 02 | ~ '
3 o015 —
L7}
8 o1+
005
vy |
T T T T T T T T T T T T T 1

12 14 16 18 20 22 24

TIEMPO [h]

28 30 M

Griéfica 5.1 Curva de crecimiento de E.coli ATCC 10536, en caldo nutritivo a 37°C de

incubacion.
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5.1.2 CURVA DE CRECIMIENTO DE LA POBLACION VIABLE DE
E.COL!

La cuantificacion de la poblacion de microorganismos se basa en la medida del
crecimiento mediante la cuantificacién de unidades formadoras de colonias. Esta
cuantificacién puede realizarse mediante extensién por superficie (ES) & vaciado
en placa (VP)*. Para esta curva se empled Ia t&cnica de vaciado en placa con la
finalidad de poder cuantificar la poblacion viable en la fase logaritmica y de esta

forma poder ajustarla a una poblacion constants.

En la grafica 5.2 se observa que en un tiempo de 10 hrs de incubacion se obtiene
una poblacién de E.coli de 1.12 x 10'" UFC/mI. Mediante diluciones se ajusté a 1 x
10°UJFC/ml. La razén por la que la poblacion fue ajustada es que este valor (1 x
10% UFC/ml) es considerado como limite de riesgo en alimentos contaminados por
E. cofi.
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UFC fml

1,E12
1,E10
1,E8
1,E6
1,E4
1,E2

1,E0

20 22 24 26 30

Tiempo (hr) UFC /I mi
0 0
4 440 x10°
3 1.54 x 10°
8 1.68 x 10
10 1.12 x 10"
12 1.70 x 10"
14 1.97 x 10"
18 1.76 x 10"
20 2.50x 10"
22 251 x 10"
24 2.52 x 10"
26 2.07 x10"
30 1.12x 10"

Tabla correspondiente del grafico 5.2.

VIABLES
el
,/./
-3 I 3 i 10 I 12 I 14 ' 18 i
TIEEMPO [h]

Grafica 5.2 Curva de crecimiento de la poblacion viable de E.coli ATCC 10536 en caldo

rutritive a 37°C de incubacion.
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5.2 EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE E. coli

5.2.1 EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE E.coli EN
VIALES LLENADOS AL 75%

El efecto de las ondas de choque sobre E.coli, que se observa en la grafica 5.3,
indica que no hay un descenso significativo de [a poblacion de Ecofi en viales
llenados al 75% de su capacidad en las primeras 40 ondas de choque, pero a 50
ondas se observa un descenso en comparacion con los controles. Podria
suponerse que, a la energia usada, 40 ondas de choque no es una dosis
adecuada para poder disminuir a poblacién por abajo de! limite de riesgo en
alimentos y que a partir de 50 ondas de choque empieza a observarse un
descenso notable.

Uno de los motivos por los cuales se espera que los efectos de las presiones
dinamicas (ondas de choque) sean diferentes a los efectos causados sobre £.coli
con presiones estaticas es que, en el caso de las ondas de choque no hay una
distribucion homogénea de presién dentro de la suspension y dentro de las
bacterias, sino Gnicamente gradientes de presion muy pronunciados.

La aplicacion de ondas de choque débiles sobre una suspencién de E.coff ATCC
10536 sin proteccién, con los viales llenados al 75 % de su capacidad, a |a energia
y en las condiciones anteriormente descritas, origina una disminucion de
microorganismos a partir de 50 ondas de choque. Se puede esperar que a un
mayor numero de ondas de choque {dosis mayor) exista una reduccion importante

de la poblacién microbiana.

54



DOSIS O NUMERO DE ONDAS DE | TRATADAS (UFC) | CONTROLES (UFC)
CHOQUE APLICADAS
10 7+10° 8*10°
20 5%1Q° 7*10°
30 4*10° 7*10°
40 2*10° 8*10°
50 4*10° 9*10°

* Los resultados obtenidos en esta tabla son el promedio de tres experimentos realizados
bajo {as mismas condiciones descritas anterformente.

16+8
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=
£ ® o
£ 1ors

e+D -
2
o TRATADAS —» o
S

Te+5 S

le+4 T T T T T

0 10 20 30 40 50 60

Dosis (nimero de ondas de choque)

Grifica 5.3 Efecto de las ondas de choque sobre E.coli en viales llenados al 75% de su

capacidad.
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5.2.2 EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE E.coli EN
VIALES LLENADOS AL 100%

Para obtener los resuitados que se muestran en la gréfica 5.4, los viales fueron
llenados en su totalidad para probar la posible influencia de la cavitacién en fa
muerte celular. Se observa que ef descenso en funcion de los controles se da a
partir de 50 ondas de choque.

Al mantener la presién dentro de un medio estatica, no se produce la cavitacion.
La cavitacion se produce con las presiones dinamicas por el cambio subito de una
presién positiva a negativa, entendiéndose por ‘negativa’ aquella en fa cual su
valor es menor a la presién de equilibrio. La cavitacién depende de la presion
(hidrostética) a la cual se encuentra el medio, de la temperatura, de la presencia
de una interfase (por ejemplo suspensién - aire) y de la presencia de
microburbujas existentes en la suspension. Si la suspension tiene mas burbujas o
microburbujas, se producird mas cavitacion y por 1o tanto se espera un mayor
dario a las bacterias.

El posible efecto bactericida de las ondas de choque sobre algunos
microorganismos puede deberse a la cavitacién, es decir a "microjets” expulsados
al colapsarse las diminutas burbujas, a aceleraciones muy fuertes, a colisiones
entre microorganismos, a esfuerzos cortantes y a la formacion de radicales libres.
Todos estos efectos estan en funcién de la suspensién.

Se suponia que, debido a la interfase que habia en los viales llenados al 75%, las
ondas de choque que se reflejarian es esta interfase, producirian cavitacion. Por lo
mencionado, iniciaimenle se esperaba un menor descenso de poblacion
microbiana en viales llenados al 100% de su capacidad con respecto a los viales
al 75% de llenado. Al aplicar las ondas de choque débiles sobre una suspencion
de E.coli ATCC 10536, con viales, sin proteccion contra luz ultravioleta, lienados al
100% de su capacidad, a la energia y en las condiciones anteriormente descritas,
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se origina una disminuciéon similar a la observada con los viales llenados al 75%.
No se detecté una diferencia significativa entre los dos casos. Es posible que a
mayor numero de ondas de choque y modificando la técnica de llenado fotal, asi
como el nivel de agua dentro de ia tina del MEXILIT, sea posible determinar la
contribucion de la cavitacion en ta muerte de las bacterias.

Nuestra hipotesis inicial en relacion al llenado parcial de los viales coincide, en
cierta forma, con los resultados de Steinbach et al. 1992* en los cuales se
reporta que hubo una muerte mayor en tubos con interfase que en tubos sin
interfase, es decir totalmente llenos. Obviamente esto no es directamente
comparable con nuestro caso, ya que ellos estaban trabajando con células de

tumores malignos.

Usando un generador muy diferente al nuestro (no genera luz UV) y con una
presién mucho méas baja (con duraciéon mucho mayor), Ohshima et al. 1991%
encontraron que E.cofi es dificil de destruir con ondas de choque y que el efecto
bactericida se hacia notar cuando inyectaban microburbujas en la suspension, por
io que, uno de los experimentos que se deben probar mas adelante, es someter
suspensiones aireadas a ondas de choque y comparar los resultados con los de

suspensiones no aireadas.
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DOSIS O NUMERO DE ONDAS | TRATADAS (UFC) CONTROLES (UFC)
DE CHOQUE APLICADAS
10 5*10°% 5%10°
20 4*10° 5*10°
30 2*10° 5*10°
40 2*108 5*10°
50 5*10° 5*10°

* Los resultados obtenidos en esta tabla son el promedio de tres experimentos realizados
bajo ias mismas condiciones ya descritas anteriormente.
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Gréfica 5.4 Efecto de las ondas de choque sobre E.coff en viales llenados al 100% de su
capacidad.
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5.2.3 EFECTO DE LAS ONDAS DE CHOQUE SOBRE E.coli EN
VIALES PROTEGIDOS DE LA LUZ ULTRAVIOLETA

En ia grafica 5.5, los viales fueron protegidos de la Juz uitravioleta con una bolsa
negra de polietileno y como se observa, no hay descenso significativo de la
poblacién con respecto a los controles.

La presion de la onda de choque registrada en el segundo foco del reflector
eliptico es similar a la que se reporta para litotriptores electrohidraulicos. Las
variaciones de presidon entre una y ofra descarga eléctrica también son
caracteristicas para este tipo de equipos. Segtin las mediciones de presién
realizadas, la boisa de polietileno, usada como proteccién a la luz ultravicleta en
una parte de los experimentos reportados en esta tesis, no atenua las ondas de
choque, es decir, es transparente a ellas.

En el caso del MEXILIT Il Plus la luz ultravioleta que se genera tiene un espectro
muy amplio, con un maximo entre 55 y 150 nm. Este maximo no corresponde a la
longitud de onda generalmente considerada como la mas letal para
microorganismos (240 — 280 nm), sin embargo, ‘el espectro generado por dicho
aparato tiene también una componente imporiante en este intervalo de longitudes
de onda,

La aplicacion de las ondas de choque débiles sobre una suspencion de E.cofi
ATCC 10536 con proteccién al paso de la luz ultravioleta generada al producirse la
onda de choque, con los viales llenados a un 75% de su capacidad y a Ia energia
y en las condiciones anteriormente descritas, no mostré un descenso significativo
de la poblacién, por lo que se podria suponer que la muerte del microorganismo es
debida a la luz ultravioleta y no a las ondas de choque débiles. Para poder afirmar
esto con certeza, se tendria que ver si sucede lo mismo a una dosis mayor, es
decir, a un mayor numero de ondas de choque o a una mayor energia. Tomando
en cuenta que la luz UV es atenuada considerablemente por el agua y también por
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&i vial (aunque nho tenga la bolsa negra), un experimento que se tendria que hacer
€s someter los mismos microorganismos Unicamente a fa luz UV puilsada y no, a
ondas de choque. Para ello podria repetirse el experimento igual, pero sin meterte
agua a la tina def MEXILIT. De esa manera a la suspension le llega la huz, pero no
se producen ondas de choque en agua. La descarga eléclrica en aire puede
producir una onda de comprension que se propaga esféricamente, sin embargo,
SU presion seria muy pequefna comparada con la que se genera en agua a la
misma energia inicial. Esto se debe a que el aire es facimente comprensible
{densidad baja). Ademas de esto, en aire el vial de polietileno actila como una
barrera para este tipo de orxas mecanicas.

Kerfoot et al?' usaron un litotriptor marca Domier modelo HM3 (generador
electrohidraulico similar al MEXILIT It plus) a 20 kV. Estas condiciones son iguales
en nuestro caso, pero con una frecuencia de repeticién diferente {100 descargas
por minuto) y con una aplicacién de 4000 ondas. Después lo repitieron a 120
descargas por minuto, pero con un generador piezoeléctrico 2300 (no genera UV)
en el nivel de energia nimero 4. Na mencionan a qué presion equivale eso. Eilos
concluyen que las ondas de choque no tienen un efecto bactericida significativo
sobre Eschericha coli, Streptococus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococus aureus. En este articulo faltan variog detalles en relacion al
método. Lo interesante es que no encontraron diferencia entre ondas de choque
con luz UV (HM3) y ondas de chogue sin UV {piezoeléctrico). La continuacién de
tos estudios presentados en esta tesis permitira aclarar estas discrepancias.

Berens et at. 1991' expusieron células tumorales humanas a ondas de choque
generadas con un generador electrohidraulico, demostrando que la muerte cefular
no se debe a la luz UV.
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DOSIS O NUMERO DE ONDAS TRATADAS CONTROLES (UFC)
DE CHOQUE APLICADAS {UFC)
10 4+10° 6*10°
20 4%10% 5*10°
30 4*10° 4*10°
40 5*10° 510°
50 6*10° 6*10°

* Los resultados obtenidos en esta tabla son el promedio de tres experimentos que se

realizaron bajo las mismas condiciones descritas anteriormente.
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Gréfica 5.5 Efecto de las ondas de choque sobre E.cofi en viales llenados al 75% de su
capacidad y protegidos de la luz ultravioleta.
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5.2.4 RESULTADOS DE LA MEDICION DE PRESIONES

La presién del pulso positivo de la onda de choque reflejada, registrada con el
transductor no cubierto fue de 59 +/- 20 mV. Con el transductor cubierto con la
bolsa negra de polietileno se obtuvo un valor de 60 +/- 15 mV. La diferencia entre
estos dos valores no es significativa. Las presiones se expresan en unidades de
voltaje debido a que se trata de lecturas de voltaje tomadas directamente de la
pantalla del osciloscopio. Haciendo la conversion a unidades de presion, resultan
presiones de aproximadamente 200 bar/div en el segundo foco.

PRESION 50 jtS/div

~ 200 ( ¥ T ] T 1 T T ¥ ~
bar/div

Figura 5.6 Perfil de ia variacién de presion en una onda de choque generada con &
Mexilit Il plus.
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En Ia figura 56, se muestra una gréfica representativa de las variaciones de
presion registridas con el transductor de fluoruro de polivinilideno colacado en el
segundo foco del reflector eliptico usado. Puede observarse el instante en el cual
se dispara el osciloscopio, registrandose Ia descarga eléctrica. Despuds de
aproximadamente 150 microsegundos se puede ver a la onda de choque que viajd
directamente desde los electrodos hacia el transductor de presidn vy
aproximadamente 30 microsegundos después, la onda de choque reflejada.

Mediciones de presion, previamente realizadas en el Laboratorio de Chogques
Débiles del IFUNAM, revelaron que los viales usados en este estudio atenuan la
presion de las ondas de choque en un 20%, es decir, la presién de la onda
disminuye en un 20% al pasar del agua hacia la suspension, a través del vial ?*
Debido a que en las tres situaciones diferentes (viales llenados al 75%, viales
lenados al 100% vy viales llenados al 75% con proteccion a la luz ultravioleta)
siempre se us6 el mismo tipo de vial, este hecho no altera las conclusiones del
presente trabajo.
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES

* Se puede concluir que, con la energia usada, para un nGmero de ondas de
choque bajo no hay diferencia entre los viales llenados al 100% de su
capacidad y los viales llenados al 75%.

» La dosis que se empled para probar el efecto de Ia luz UV, se demuestra que
ella es fa unica responsable de la muerte de ias bacterias.

* Se fijaron los pardmetros, métodos, material y los equipos de trabajo para ei
estudio del presente trabajo. Al inicio todo esto no es obvio, sobre todo,
tomando en cuenta que el tipo de fenémeno que se estd estudiando es nuevo
a nivel mundial. Por ofro lado, se debe considerar que hacer un experimento de
este tipo es caro y sobre todo, requiere de mucho tiempo. Por tal motivo, para
esta tesis, solamente se realizaron tres y experimentos de cada tipo.

* Por el momento no se puede afimar si el efecto de las ondas de choque
débiles, generadas en las condiciones descritas, sobre E.coli ATCC 10536 sea
debido a la luz ultravioleta, a la cavitacién o a las ondas mismas, sin embargo,
se propusieron y probaren los métodos y los pardmetros que deberén seguirse
en ol futuro. Generalmente esto es mas tardado e igualmente valioso que la
obtencion de conclusiones definitivas. En base a los resultados de esta tesis,
en el Laboratorio de Choques del Instituto de Fisica, se realizaran estudios
posteriores para llegar a una conclusién mds contundente y asi contemplar a
las ondas de chogue, 0 sus efectos secundarios, como un método alternativo a
la conservacion de alimentos y, de esta forma, proporcionar un bienestar al
progreso de la humanidad.
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