UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA
CENTRO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS

EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE FILTROS A
BASE DE ZEOLITA Y CARBON ACTIVADO PARA
RETENER MICROORGANISMOS DEL AIRE
INTERNO DE REFRIGERADORES DOMESTICOS

TESIS ,
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

LICENCIADO EN QUIMICA EN ALIMENTOS

PRESENTA

ENRIQUE ESPINOSA HURTADO

ASESOR

DR. JAVIER CASTRO ROSAS

: PACHUCA DE SOTO, HIDALGO 2009.
QUIMICA EN ALIMENTOS



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

211
2.1.2
2.1.3
214

221
2.2.2

231
2.3.2
2.3.3
234

241
24.2

INDICE GENERAL

indice general.
indice de figuras.
indice de tablas.
Dedicatorias.

Agradecimientos

INTRODUCCION.
ANTECEDENTES.

Contaminacion en el ambiente.
Microbiologia del aire.

Composicion y concentracion de la flora aérea.

Microbiologia del aire en el interior de los edificios.

Estudios de los microorganismos del aire.
Filtros.

Filtros de carbdn activado.

Filtros de zeolita.

Materiales que se utilizan en los filtros de
refrigeradores y sus caracteristicas.
Carbon activado.

Funciones del carbon activado.

La zeolita.

Uso de la zeolitas.

Escherichia coli.

Caracteres de cultivo.

Resistencia.

Control de los microorganismos que alteran los

Pag.

VI
VIl

© O© N A BN DN

11

11
11
13
15
16
17
18
19



5.1

5.2
5.3
5.4
5.5
5.6

5.7

5.8

2.6
[l

5.1.1
5.1.2

5.6.1

5.6.2

5.6.3

5.7.1
5.7.2

5.8.1

alimentos, en refrigeracion.
Choque térmico por enfriamiento.
OBJETIVO GENERAL.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

METODOLOGIA.

Materiales.

Equipo.

Material coman.

Soluciones.

Sustancias.

Material filtrante.

Tratamiento de microorganismos.

Evaluacion de la capacidad de retencion maxima de
microorganismos en suspension acuosa por el
material filtrante (zeolita y carbén activado).
Inoculaciéon sucesiva de la columna con carbon
activado.

Accion germicida del permanganato de potasio que
contiene la zeolita.

Inoculacion sucesiva de la columna con zeolita sin
permanganato.

Evaluacion de la desorcion de microorganismos del
material filtrante.

Desorcion a alta concentracion de microorganismos.

Desorcion a baja concentracion de microorganismos.

Establecer condiciones para suspender
controladamente microorganismos dentro de los
refrigeradores con un sistema de aerosoles.

Tratamiento del cultivo microbiano.

23
24
24

25

26
26
26
27
27
27
27
29

30

33

35

37

37

39
41

41



5.8.2

5.9

5.10

Vi

Vi

VIl

5.9.1

5.9.2

5.9.3

5.9.4

5.10.1
5.10.2

Generacion y recuento de microorganismos en
aerosoles.

Evaluacion de la eficiencia de los materiales filtrantes
dentro del refrigerador.

Comparacion del crecimiento de E. coli en agar
soya tripticasa y en agar bilis rojo violeta.

Evaluacion de microorganismos suspendidos en el
refrigerador por medio de cajas petri.

Evaluacion de la eficiencia del filtro por el método de
muestreo con bomba de vacio.

Evaluacion de la eficiencia del filtro por el método
simple de cajas petri.

Evaluacion del estrés de E. coli causado por la
temperatura.

Experimento en refrigeradores.

Experimento de evaluacion de estrés por temperatura
en tubos.

RESULTADOS Y DISCUSIONES.

CONCLUSIONES.

BIBLIOGRAFIA.

42

44

44

45

48

51

52

52

58

86

88



Figura

10
11
12
13

14

15

16

17

INDICE DE FIGURAS.

Mecanismo de criba.

Estructura de una zeolita faujasita.

Inoculacién sucesiva de la columna de carboén activado.
Diagrama de flujo de inoculacion sucesiva de la columna.
Accién germicida del permanganato de potasio.

Retencién maxima de microorganismos por zeolita sin
permanganato.

Evaluar la desorcién de microorganismos.

Desorcion a baja concentracion.

Tratamiento del cultivo microbiano.

Generacion y recuento de microorganismos en aerosoles.
Comparacion del crecimiento de E. coli en AST y en ABRV.
Diagrama de distribucion de cajas petri en el refrigerador.
Recuento de microorganismos dentro del refrigerador.

Evaluacion de la eficiencia del filtro por el método de muestreo
con bomba de vacio.

Evaluacion de la eficiencia del filtro por el método de cajas
petri.

Evaluacion del estrés de E. coli causado por la temperatura.

Evaluacion del estrés de E. coli causado por la temperatura.

Pag.

13
31
32
34

36

38
40
41
43
45
47
48

50

52

54

57



18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

Microorganismos retenidos por el carbon.

Retencion y acumulacion de microorganismos por carbon
vegetal.

Acumulacion de microorganismos por carbon mineral.

Retenciébn y acumulacion de microorganismos por carbon
mineral.

Microorganismos acumulados en la columna de carbdn
mineral (a).

Retencién y acumulacion de microorganismos por carbén
mineral (b).

Microorganismos acumulados en la columna de carbon
mineral (b)

Retencidén de microorganismo por carbén mineral (triplicado).

Microorganismos acumulados en la columna de carbdn
mineral.

Retencion de microorganismo por carbon mineral (triplicado).
Acumulacion de microorganismos por carbon mineral.

Liberacion y retencién de células por carbon partiendo de una
concentracion inicial de microorganismos alta.

Concentracion de microorganismos en el carbén después de
los lavados.

Desorcion 'y retencibn de células partiendo de una
concentracion de microorganismos inicial alta.

Retencidén de microorganismos por la zeolita.

Retencion y acumulacion de zeolita sin permanganato, Exp. 2.

Retencidén y acumulacion de microorganismos por zeolita.

60

61

62

64

65

66

67

68

69

70

70

71

73

74

76

77

78



35

Comparacion de recuperacion de E.coli de aerosoles
generados a partir de suspensiones almacenadas previamente

a temperatura ambiente o de refrigeracion.

VI

84



INDICE DE TABLAS

Tabla Pag.
1 Tabla de muestreos para sistema de aerosoles. 49
2 Tabla de muestreos para evaluar estrés de E. coli. 56
3  Tabla de comparacién de porcentajes de retencion y liberacion. 74
4  Comparacion de crecimiento de E.coli en AST y ABRV. 80

5 Promedio de microorganismos por caja de cultivo recuperados 81

segun posicion dentro del refrigerador sin filtro (control).

6 Promedio de microorganismos por caja de cultivo recuperados 82
segun posicion dentro del refrigerador con filtro de carbén.

7  Promedio de microorganismos por caja de cultivo recuperados 82

segun posicion dentro del refrigerador con filtro de zeolita.

8 Evaluacion del estrés de E. coli causado por la temperatura. 84

9 Efecto de la temperatura de almacenamiento previa, de 85
suspensiones de E. coli, sobre el estrés provocado a las células

de estas suspensiones debido a un enfriamiento subito.

VIl



DEDICATORIAS

En este segmento intentare plasmar mi agradecimiento eterno para
todas aquellas personas, que han influido de manera positiva en mi vida y
que han hecho de mi una mejor persona.

Antes que nada quiero dedicarle a dios este trabajo por que significa la
culminacion de un esfuerzo colectivo, significa la culminacién de muchos
eventos unos buenos, otros no tanto pero lo mas importante es que gracias a
el he salido adelante. Aun falta un largo camino por recorrer, faltan
emociones, alegrias, tristezas, desventuras, quedan cosas por aprender,
personas por conocer, retos por superar, problemas que resolver y lo mas
importante queda vida por vivir. Pero no importa que nos depare el futuro, lo
que importa es tener fe en nosotros mismos y en la gente que nos quiere asi
como también no perder la esperanza de que dios existe y esta con nosotros.

Por mi corazén pasan muchas emociones y la mas importante es la
alegria y tristeza que siento al dedicarle este trabajo a mi papa que
fisicamente esta en otro lado gozando de la compafiia de mis abuelitos
Gregorio, Esperanza y Juana.

Pero en nuestros pensamientos el siempre estad con nosotros y nos
ayuda para que podamos salir adelante.

Otra persona que ha estado conmigo de manera incansable que la
Unica cosa que me ha dado es amor, que me ha perdonado en las multiples
fallas que he tenido, que me ha cuidado y que siempre me ha amado. A mi
mama quisiera decirle simplemente gracias por todo, la quiero y solo espero
ser mejor persona cada dia para corresponder ese amor incondicional que
siente por mi y toda su familia.

Este parrafo se lo dedico a la mejor parte de mi vida. A Emiliano y a
Celeste dos seres pequefios de edad, que significan todo para mi y que hacen
que todo esfuerzo valga la pena los amo y mi trabajo va en busca de su
felicidad.

VIl



AGRADECIMIENTOS

Quiero empezar esta lista con una mujer que como todas ellas es
incansable, es tenaz, es hermosa y nunca me ha dejado solo desde que
decidimos emprender esta aventura que espero y dure por muchos afios
mas. Gracias Viviana por todo y siempre ten ese vicio, que aunque sea el mas
caro es el mas hermoso.

Ya entrados en materia agradezco infinitamente a mis hermanos y a
mi familia por apoyarme en todo y creer en mi. Sin hacer a un lado a nadie
quiero mencionar en especial a mi tio Sergio que con su forma de ser me ha
sacado de multiples dificultades.

Desde hace un par de afos radico en Apaxco de Ocampo Estado de
México y aunque como todos los inicios son dificiles creo que hemos sabido
entendernos, respetarnos y querernos. Gracias a todos por su apoyo, carifio y
aceptacion.

Por ultimo pero no por eso menos importante quiero darles las gracias
a todos mis amigos sin ellos la estancia universitaria hubiera sido muy dificil
y aunque generalmente nuestra unidén era una entropia total hubo
momentos en que la solidaridad, el apoyo emocional, la palabra precisa sali6
de sus bocas les deseo lo mejor a cada uno de ustedes no los menciono por
que mi maltratada memoria podria traicionarme y omitiria algin nombre
cosa que seria terrible. Y como todo cabe en un jarrito sabiéndolo acomodar
la parte medular de la estancia universitaria la hicieron los profesores todos
ellos comprometidos con su deber, pacientes en su ensefiar y siempre
dispuestos a agotar hasta la ultima gota de su paciencia para que la
enseflanza llegue a su objetivo y de esa manera podamos engrandecer
nuestro espiritu. Gracias a cada uno de ellos en especial al Dr. Javier Castro
Rosas sin su invaluable ayuda esto no hubiera sido posible. Para finalizar les
dedico a todos esta cancion sean felices y nuevamente gracias.

ATENTAMENTE

Q.A. Enrique Espinosa Hurtado.



INVINCIBLE

Follow through
Make your dreams come true
Don't give up the fight
You will be alright
Cause there's no one like you in the universe

Don't be afraid
What your mind consumes
You should make a stand
Stand up for what you believe
And tonight
We can truly say
Together we're invincible

During the struggle
They will pull us down
But please, please
Lets use this chance
To turn things around
And tonight
We can truly say
Together we're invincible

Do it on your own
It makes no difference to me
What you leave behind
What you choose to be
And whatever they say
Your souls unbreakable



l. INTRODUCCION

La generacion de alimentos con mayor vida de anaquel, sin deterioro e
inocuos, ha llevado a muchas empresas a mejorar sus procesos Yy tecnologias
de produccién. No obstante, no sélo las empresas directamente involucradas en
la produccion de alimentos son las que han evolucionado en este sentido, si no
también aquellas indirectamente involucradas como es el caso de las
encargadas de generar los sistemas de refrigeracion. Algunas de estas
empresas, se han preocupado en la generacion de equipos con minimos
riesgos de contaminacion microbiana dentro del refrigerador. Uno de los
principales factores relacionado con la contaminacion interna del refrigerador es
la introduccién de alimentos con alta carga microbiolégica (verduras, quesos,
carne, pescado). A partir de estos, los microorganismos pueden ser esparcidos
al ambiente en forma de pequerios aerosoles. Segun el vehiculo (tierra o agua),
los aerosoles podrian depositarse en las paredes del refrigerador o en los
alimentos contaminandolos. Una alternativa que han tomado muchas empresas
productoras de refrigeradores para disminuir la contaminacion, es colocar filtros
dentro de los equipos para retener los microorganismos suspendidos
disminuyendo con esto los riesgos de contaminacion. No obstante la eficiencia

de la mayoria de estos filtros no ha sido evaluada.

La empresa productora de refrigeradores requirié apoyo para evaluar la
eficiencia de un tipo de filtro para incorporarlo a los refrigeradores que produce.
En el presente trabajo se evalud la capacidad del filtro y de sus componentes,
para retener microorganismos presentes en la atmosfera interna de los
refrigeradores, asi como también se desarroll6 una metodologia para evaluar la

eficiencia de los filtros.



1. ANTECEDENTES
2.1. Contaminacion en el ambiente

2.1.1. Microbiologia del Aire

Por si solo el aire es un medio inapropiado para el crecimiento de los
microorganismos debido a que carece de nutrientes suficientes y de un
suministro constante de agua. Ademas el aire no es estéril, puede contener
particulas de polvo, bacterias, esporas de hongos y granos de polen en
cantidades variables segun sus condiciones y procedencia. (Hawker y col.,
1964)

Con frecuencia los microorganismos que se encuentran en el aire no se
multiplican en este medio, no obstante se encuentran dispersos en el, ya sea
adheridos a particulas de polvo de la superficie de la tierra o en diminutas gotas
de agua. (De Lima y Gadelha, 1983).

Trataremos de dos formas el aire: aire libre y aire refinado. El primero
rara vez contiene organismos patdgenos para el hombre mientras que el ultimo
es el vehiculo de transmision de numerosas especies importantes que causan
infecciones de las vias respiratorias. El aire libre a poca distancia por encima
del suelo contiene gran variedad de cocos y bacilos cromogenos, esporas de
hongos y bacilos aerobios. Los estudios en aeroplanos han demostrado que las
bacterias del suelo y del agua se encuentran hasta unos siete mil metros por
encima de la tierra y pueden aun cruzar los océanos en las corrientes del aire.
La ausencia casi completa de bacterias patégenas en el aire libre se puede
explicar por el efecto combinado de la desecacion y de los rayos ultravioletas de

la luz solar. (Horacio C. Quiroz. 2003).



El aire confinado contiene, en pequefio numero, la misma clase de
microorganismos que se encuentran en el aire libre y ademas un numero
relativamente grande de organismos no patdgenos y potencialmente patégenos
del hombre, incluso virus. EI hombre esparce constantemente microorganismos
en el aire. Algunos llegan a él por descamacién de la piel; otros por
contaminaciones fecales imperceptibles de las manos y de la ropa; pero la
mayor parte salen del cuerpo por las vias respiratorias superiores. La
conversacion tranquila, por ejemplo, expulsa mas de 5000 bacterias por
segundo, aunque solamente 7.2 % de las gotitas expedidas tienen menos de 4
micras de diametro. Con mascarillas de gasa, los sujetos expelen solo
diecinueve bacterias contaminantes, pero 63 % de las gotitas tienen menos de
4 micras de diametros. La tos expulsa mas bacterias, y un estornudo fuerte
puede dispersar unas veinte mil gotitas, la mayoria de las cuales contienen
bacterias o virus. Las gotitas varian desde un diametro de 10 micras a 2 mm. Y
las mas grandes recorren una distancia de cinco metros antes de caer al suelo.
Por otro lado, las gotas pueden adherirse a particulas de polvo y al secarse
dejan los organismos en estas particulas. Las gotitas mas pequefas
permanecen suspendidas en el aire y se evaporan en menos de un segundo,
dejando “nucleos de gotita” de pocas micras de diametro que pueden contener
0 No, uno 0 Mas microorganismos. Estos nucleos se sedimentan con mucha
lentitud, y en una habitaciéon ordinaria llena de gente los nucleos de gotita son
llevados por las corrientes de aire y permanecen en suspension casi
indefinidamente. (McDonald et al., 2000; Chang et al., 1985).

En una habitacion cerrada llena de gente el efecto de la luz ultravioleta
del sol es nula y por lo tanto las bacterias tienden a sobrevivir por mas tiempo.
Es evidente que en estas condiciones se acumulan organismos potencialmente

infecciosos. (J. A. Garcia Rodriguez 1999).



La lucha contra los microorganismos infecciosos transportados por el aire

sigue siendo el problema mas importante de salud publica.(Royer Stanier 1996).

La instalacion de luz ultravioleta en las salas de operaciones ha

eliminado casi por completo las infecciones por el aire. (Zinsser, 1971)

2.1.2. Composicion y concentracion de la flora aérea

La composicion y la concentracion de la flora aérea dependen del origen
de los organismos, del clima, de la altitud, de la presencia de montafas o de
barreras marinas, de la estacion y de la hora del dia. (Chang et al., 1985).

Las bacterias y las esporas de los hongos van al aire desde las
superficies con las que éste esta en contacto. Aunque la turbulencia del aire
distribuye estos organismos y las corrientes de aire pueden llevarlos a grandes
distancias del punto de partida, todas las especies tienden a concentrarse en
las cercanias de su lugar de origen. Pasteur, pudo demostrar que los
organismos eran mas numerosos en el aire que se encuentra por arriba de las
ciudades que en el de arriba de las montafias. EI nimero de bacterias
disminuye con la altitud. Sobre el mar se hallan pocas esporas de hongos, aun
gue aqui las bacterias son elevadas constantemente con los aerosoles que se

forman por el oleaje. (Hawker y col., 1964)

2.1.3. Microbiologia del aire en el interior de los edificios

Muchos organismos de los que se hallan normalmente en la atmdsfera
exterior estdn también presentes en el interior de los edificios, donde se
introducen a favor de las corrientes de aire, no obstante, el origen principal de

los organismos de las atmodsferas cerradas esta dentro de los mismos edificios.



La cantidad de microorganismos y sus esporas dentro de un edificio es
generalmente mayor que afuera. Los productos alimenticios, los textiles, la piel
y el pelo del hombre constituyen un importante origen de muchos de los

organismos del aire. (Irving et al., 1997).

Por lo general en el aire de un edificio estan presentes bacterias
saprofitas y parasitas, esporas de la especies Aspergillus, Penicillium, Mucor y
otros hongos, Rhodotorula y otras levaduras, las cuales pueden ser peligrosas
por originar enfermedades y reacciones alérgicas. Las bacterias patdgenas y
comensales de la nariz y de la garganta son lanzados al aire en gotitas de agua
al toser o estornudar, y pueden quedar suspendidas en el aire o adherirse a las
particulas de polvo. Los microorganismos una vez adheridos pueden
permanecer viables por mucho tiempo. Muchos de los virus, entre los que se
incluyen los de la gripe, el del resfriado comun, el de la neumonia, el del
sarampion, el de la rubéola y el de la viruela se diseminan por el aire y pueden

provocar una infeccién al ser inhalados. (Riesenman y Nicholson, 2000).

El polvo sea de origen animal, vegetal o mineral, puede estar muy
contaminado por los microorganismos. Las particulas mas densas se depositan
rapidamente, pero se vuelven a levantar con facilidad por las corrientes de aire
o por actividades como el barrer. Las particulas de un diametro de 1u 0 menor
guedan suspendidas permanentemente. Cuando se inhala el polvo, las
particulas mayores quedan atrapadas en las superficies mucosas de las vias
respiratorias superiores, de donde las eliminan el paso de la saliva y el
estornudo. Las particulas de menos de 10 p de diametro pueden pasar
directamente a los alvéolos pulmonares y pueden llevar con ellas organismos
patdgenos. Tienen una importancia particular las habitaciones, las salas de
hospitales, el sacudir los pafiuelos y trajes. (Heidelberg et al., 1997; Seller,
1983).



Se ha demostrado que los organismos que producen la escarlatina
(Stretococcus pyogenes), la tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis) y la
difteria (Corynebacterium diphtheriae) estan presentes en el polvo de las salas
de los hospitales. Diversas enfermedades profesionales se producen a
consecuencia de la inhalacion de polvo contaminado en relacién con la

ocupacion de cada uno. (Holt et al., 1994).

Asi, la enfermedad de los clasificadores de lana se debe a la inhalacion
de particulas de polvo contaminadas con esporas del bacilo carbuncoso,
procedente de la lana importada de las partes del mundo en las que es comuln
el carbuncio, y la tos de los catadores de té resulta del niumero anormal de
esporas de las especies de Aspergillus, incluso del patégeno A. fumigatus, en
los almacenes de té. Puede proceder, al igual que otras especies de Aspergillus
y de Penicillium del grano, paja o cualquier otro material vegetal humedo

enmohecido. (Riesenman y Nicholson, 2000).

La contaminacion del aire es ordinariamente elevada en las cuadras,
debido a la presencia de las camas, forraje, heces secas y a la contaminacion
por el pelaje de los animales. Los organismos aéreos no estan diluidos ni
dispersos, como en el aire exterior, de modo que estan continuamente
aumentando en numero, y sobreviven mas largo tiempo en las atmdésferas
hiamedas a cubierto de la luz del sol, ya que los rayos solares bactericidas
penetran solamente en parte a través del vidrio de las ventanas. El nUmero de
organismos presentes depende del ndmero de animales alojados, de la
ventilacion, del movimiento del polvo (en un experimento se elevaron
enormemente los recuentos que se realizaban después de la hora de la comida,
la cual lleva consigo un gran movimiento del grano) y de las medidas de la

lucha contra el polvo. (Hawker y col., 1964)



2.1.4. Estudio de los microorganismos del aire

Para el estudio de cualquier aspecto de la aerobiologia es esencial
poseer un método seguro para apreciar e identificar los microorganismos del
aire. (Sutton et al., 1998; Jones y Cookson, 1983; Marcher y First, 1983).

El método mas sencillo es exponer unos portaobjetos microscépicos
pegajosos Yy estudiar posteriormente al microscopio la “trampa”. Este método no

distingue entre las células vivas y las muertas. (Irving et al., 1997).

De una manera semejante pueden exponerse placas petri que contengan
un medio apropiado y aun mas conveniente es exponerlas en un “colector de
ranura” que permita proyectar sobre el medio un volumen de aire conocido. El
método no sirve para detectar a los parasitos obligados, ni para ninguna clase
de microorganismos que no crezcan en las condiciones particulares que se
hayan utilizado, y los organismos que crecen con lentitud son enmascarados
facilmente por los mas vigorosos. EI método de los portas o placas
contaminados por la gravedad, por el que se permite que las células
bacterianas y las esporas fungicas caigan sobre la superficie receptora tienen la
desventaja adicional de que las particulas de gran tamafio tienden a
depositarse mas facilmente y se ha demostrado que la captura no esta en
relacion con la concentracion de las bacterias y esporas en el aire. (Holt et al.,
1994)

Se han ideado distintos métodos por los que se colectan y estudian las
muestras de un volumen conocido de aire. En unos el aire se hace pasar a
través de unos filtros que se lavan a continuacion, realizandose el recuento
sobre los lavados. Para rastrear la atmosfera superior han sido utilizados
colectores de esta clase transportados por aviones. Para su utilizacién a bajas
altitudes ha mostrado su utilidad un aparato disefiado originalmente para tomar

muestras con polvo o aerosoles. (Blom et al., 1984).



En este caso se equipa el aparato con una veleta y se monta de modo
que su orificio de toma mire siempre en direccion al viento. (Blom et al., 1984).

El aire es conducido por orificios cada vez mas pequefios, por cada unos
de los cuales se estrella contra una superficie preparada, fraccionandose de
este modo la muestra en cuatro grupos segun sus tamafos. Las esporas de los
hongos estan ordinariamente ausentes de la Ultima de estas superficies y en la
trampa para esporas de “Hist” se omite esta superficie. En este aparato las
superficies receptoras se mueven al pasar la corriente de aire, de manera que
se puede hacer un registro continuo y se cree que se captura un porcentaje
muy grande de las esporas presentes. Este método es menos apropiado para el

estudio de las bacterias debido a su menor tamafio. (Hawker y col., 1964)

Los microorganismos del aire, a bajo nivel, pueden ser recolectados con
el método simple de dejar que el polvo se deposite en una placa de petri abierta
gue contenga agar comun. Este procedimiento es util en espacios cerrados. El
polvo y los microorganismos pueden también ser recogidos haciendo pasar aire
por un tubo que contenga un filtro de arena o algodén himedo. El algodén o la
arena se agitan después en el caldo. Este es uno de los métodos mas antiguos
y sencillos. (Marthi et al., 1990; Blom et al., 1984; Burge et al., 1977).

Existen muchos otros tipos de mecanismos para recoger la microflora del
aire. El procedimiento del impacto consiste en un cilindro recubierto de agar,
gue rueda lentamente alrededor de su eje vertical. En la superficie del agar
viscoso choca una corriente de aire, que transporta el polvo y los
microorganismos, a medida que el cilindro gira. Existen también procedimientos
de burbujeo, atomizantes y electrostaticos. Ademas, el filtro de membrana es
adaptable para la recogida directa por medio de la filtracion del aire. En seguida
se presentan algunos mecanismos representativos. (Sutton et al., 1998; Jones y
Cookson, 1983; Marcher y First, 1983).



Ninguno de ellos recoge y cuenta absolutamente todos los
microorganismos del aire en la muestra comprobada. Algunas células
microbianas pasan totalmente a través del filtro, o son destruidas en todos los

procesos. (Sutton et al., 1998; Jones y Cookson, 1983; Marcher y First, 1983).

Mecanismo de criba.-Este mecanismo es una forma ingeniosa de
mecanismo de impacto, con caja y cubierta, que contiene una placa corriente de
Petri con agar, contra el cual chocan la mayoria de las particulas de polvo. Las
flechas muestran el curso del aire a través de las perforaciones por toda la
superficie del agar y su salida por debajo de la placa de Petri. La placa cribada

con alas se ha presentado separadamente. (St. Germain y Summerbell, 1996).

Figura 1. Mecanismo de criba.

Mecanismo burbujeador. Este es un mecanismo con cuentas de vidrio,
compuesto por un frasco aspirador de 250 cm?® que contiene caldo, cuentas de
vidrio de 5 mm de didmetro y un burbujeador de vidrio mantenido en su sitio
por un tapén de goma perforado. Con el caldo se prepara un recuento en placa
después de obtenida suficiente muestra de aire. (Frobisher, 1969)

2.2 Filtros

2.2.1 Filtros de carbén activado

El filtro de carbdn funciona por el mismo principio que el filtro de arena, la
diferencia radica en los elementos filtrantes y su finalidad. El carbon activado es
un material natural que con millones de agujeros microscopicos que atrae,

captura y rompe moléculas de contaminantes presentes. (Bansal y col.,1988).



Se disefia normalmente para remover cloro, sabores, olores y ademas
quimicos organicos. También es uno de los procesos finales del sistema de
tratamiento de agua, su funcion es pulir la descarga final. Son fabricados en
acero al carbon de alta resistencia y recubrimiento interno de polietileno para

evitar la corrosién. (Bautista-Toledo, I. y col. 1997).

Caracteristicas

e Remocidn de cloro, olor y sabor

e Remocién de compuestos organicos

2.2.2 Filtros de Zeolita

La zeolita es un material con multiples propiedades y funciones, la cual
se utiliza como medio filtrante por su capacidad de intercambio i6nico y por su
funcién como tamiz molecular debido a que tiene un tamafio de poro uniforme.

(Cornelius Klein y col. 1998).

Toda zeolita cuya composicion quimica y mineralogica esté en el rango
establecido por las normas de medios filtrantes para la arena silice y la antracita
puede utilizarse como medio filtrante, segun el estudio denominado
“Caracteristicas fisico-quimicas de las zeolitas naturales como medio filtrante”
realizado en la Facultad de Ing. Quimica, Instituto Superior Politécnico “José
Antonio Echeverria” (ISPJAE), Cuba. (Ingeniero ambiental, 2002).

La zeolita se utiliza en diferentes tipos de filtros, pueden ser de aire para
retener contaminantes del medio ambiente como compuestos organicos
volatiles (COV), o en filtros de agua, donde se utilizan para remover olores y
una diversidad de compuestos no deseados; todo depende del tipo de zeolita

que se use y el tamafio de poro que esta tenga. (Llabre, G., 1989).
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2.3 Materiales que se utilizan en filtros de refrigeradores y sus
caracteristicas.

2.3.1 Qué es el carbén activado.

Desde tiempos remotos los egipcios descubrieron que el carbén de
madera podia utilizarse para purificar otros productos e incluso usarse con fines

medicinales. (Jagtoyen, M. and Derbyshire, F. 1993).

En la actualidad, el carbdn activado es utilizado para remover color, olor
y sabor de una infinidad de productos, por lo cual lo podemos encontrar en
aplicaciones tan sencillas como peceras o filtros de refrigerador, hasta
complejos sistemas industriales como modernas plantas de tratamiento de
aguas residuales o delicados sistemas de elaboraciéon de antibioticos. (Dubinin,
M.M. 1989).

2.3.2 Funciones del carb6n activado.

Es conveniente analizar primero el proceso de adsorcion, para asi
comprender mejor como es que el carbon activado realiza su funcion. La
adsorcién es un proceso por el cual los &tomos en la superficie de un sélido,
atraen y retienen moléculas de otros compuestos. Estas fuerzas de atraccion
son conocidas como “fuerzas de Van Der Waals". Por lo tanto al ser un
fendmeno que ocurre en la superficie mientras mayor area superficial disponible
tenga un solido, mejor adsorbente podra ser. (Jagtoyen, M. and Derbyshire, F.
1993).

El proceso se inicia con la etapa de carbonizacion, de modo que se logre
la deshidratacion y la desvolatilizacion de forma controlada, obteniéndose un
carbonizado con elevado por ciento en carbono fijo y una estructura porosa
inicial. (Anmadpour, A. and Do, D.D. 1996).
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Durante la carbonizaciébn los elementos no carbonosos, como el
hidrégeno y oxigeno, presentes en la materia prima, son eliminados en parte
por la pir6lisis del material y los atomos de carbono se organizan en estructuras

microcristalinas. (Anmadpour, A. and Do, D.D. 1996).

Entre estos microcristales hay espacios libres, debido a que su
ordenamiento es irregular. Estos espacios son bloqueados por carbono amorfo,
alquitranes y otros residuos de la descomposicion pirolitica del material
celulésico. (Anmadpour, A. and Do, D.D. 1996).

El carbon activado es un producto que posee una estructura cristalina
reticular similar a la del grafito; es extremadamente poroso y puede llegar a
desarrollar areas superficiales del orden de 1,500 metros cuadrados 6 mas, por
gramo de carbon. (Anmadpour, A. and Do, D.D. 1996).

Todos los atomos de carbon en la superficie de un cristal son capaces de
atraer moléculas de compuestos que causan color, olor o sabor indeseables; la
diferencia con un carb6n activado consiste en la cantidad de atomos en la
superficie disponibles para realizar la adsorcién. En otras palabras, la activacion

de cualquier carbdn consiste en " multiplicar" el area superficial creando una
estructura porosa. Es importante mencionar que el area superficial del carbén
activado es interna. Para darnos una idea méas clara de la magnitud de la
misma, imaginemos un gramo de carbdén en trozo el cual moleremos muy fino
para incrementar su superficie, como resultado obtendremos un area
aproximada de 3 a 4 metros cuadrados, en cambio, al activar el carbén
logramos multiplicar de 200 a 300 veces este valor. Por todo ello, cuando se
desea remover una impureza organica que causa color, olor o sabor
indeseable, normalmente la adsorcion con carbén activado suele ser la técnica

mas economica y sencilla. (Clarimex, 2001).
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2.3.3 La zeolita

Las zeolitas son aluminosilicatos hidratados altamente cristalinos que al
deshidratarse desarrollan, una estructura porosa con diametros de poro
minimos (3 a 10 A°), se dice que en su estructura forma cavidades ocupadas
por iones grandes y moléculas de agua con gran libertad de movimiento que
permiten el intercambio i6nico y la deshidratacion reversible, observar figura 2.
(Chen-Guo-Tian and R. I. L. Guuthrie. 1995).

Cuboctaedro
(cavidad sodalita)

Prisma
hexagonal

cavidad

Figura 2. Estructura de una zeolita faujasita.

Las zeolitas estan constituidas por aluminio (Al), silicio (Si), sodio (Na),
hidrégeno (H) y oxigeno (O). La proporcion de la cantidad de atomos de
aluminio (x) respecto a la cantidad de atomos de silicio (y) es: x/y = 0.408.
(D. Barnes and F. Wilson 1984).

Lo cual le permite proponer la siguiente férmula quimica*, determinada
experimentalmente: NassAls6Si1360384 * WH20. (D. Barnes and F. Wilson 1984).
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En donde wH20 solo significa un niumero variable de moléculas de agua
(H20). (D. Barnes and F. Wilson 1984).

Se localiza en una variedad de regiones del mundo donde la actividad
volcanica prehistorica ocurri6 cerca del agua, o donde el agua ha estado
presente por milenios desde las erupciones. El origen del nombre zeolita se
deriva de dos palabras griegas, zeo: que ebulle, y lithos: piedra. Por lo tanto,

zeolita significa “piedra hirviente”. (Arthur Holmes 1980).

Las zeolitas naturales tienen ventanas de tamano limitado (“tamafio de
poro”) y todas son hidrofilicas (tienen afinidad por el agua). Algunas zeolitas
sintéticas se parecen al carbén absorbente, dado que ambas pueden
considerarse hidrofébicas (tienen afinidad por los compuestos orgénicos, con
poca o ninguna afinidad por el agua), y pueden adsorber vapores organicos con
moléculas de tamafio mas pequefio que el de sus poros. Tanto el carbén como
la zeolita pueden adsorber agua y moléculas orgénicas; sin embargo, aquello
por lo que tenga mayor afinidad, desplazard las demas moléculas. La zeolita
tiene un “tamano de poro” uniforme, lo cual hace que se le denomine como un
“tamiz molecular’, mientras parece que los carbones tienen poros que se
comunican con poros mas pequefios que a su vez se comunican con poros

todavia méas pequefios. (Arthur Holmes 1980).

El carbén absorbente, el cual es en realidad un adsorbente, también
tiene afinidad por el agua en algunos sitios, o que disminuye su capacidad para
adsorber las moléculas organicas de las corrientes que contienen moléculas de
agua. Esto puede ser cierto o no en el caso de la zeolita, dependiendo del tipo
de zeolita que se seleccione. Generalmente, entre mayor sea la razén de silicio
y aluminio, mas hidrofobica es la zeolita. Las zeolitas hidrofobicas tienen que

ser sintetizadas, ya que no se encuentran en la naturaleza. (Epa.gov, 1999)
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2.3.4 Uso de las zeolitas

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

La zeolita es capaz del intercambio selectivo de iones. (epa.gov, 1999)
Tienen la propiedad de intercambiar cationes, capacidad que ha permitido
usarla en detergentes de uso comun, estas eliminan rapidamente los iones
de Cay Mg. (llce.edu, 1997)

La zeolita puede adsorber moléculas en su gran &rea interna, siempre que
puedan pasar por las ventanas. La zeolita y el carbdn son iguales en este
aspecto, y se diferencian solamente en el area de adsorcion a la que puede
tener acceso una molécula dada que pase por sus “poros”.

La zeolita puede ser un catalizador acido solido. Puede funcionar como un
acido fuerte (auque se mantiene como un sdlido) cuando la hidratacién ha
sustituido un hidrégeno, por un electron de valencia adicional, o un
intercambio isoelectrénico con el aluminio.

Se puede usar la zeolita como un tamiz molecular debido a que tiene un
tamafo de ventana (o poro) uniforme. (Epa.gov, 1999)

Se usan como medios filtrantes.

Tienen propiedades cataliticas, y se utilizan en la transformacion del alcohol
en gasolina, o bien la obtencién de petroquimicos Utiles a partir del petréleo.
La zeolita es metaestable; quiere decir, es estable siempre que se mantenga
a una temperatura y a un pH adecuados. Dentro de este rango, no se ve
afectada por oscilaciones grandes de temperatura, presion, o radiacion
ionizante. (Epa.gov, 1999)

Las zeolitas en el sistema digestivo de animales absorben una parte de los
nutrientes ingeridos en sus cavidades, reteniéndolos y dosificAndolos poco a
poco.

Permiten controlar el olor y contenido de humedad de los desechos
animales.(llce.edu, 1997)

Actualmente se utiliza la zeolita hidrofébica para concentrar los compuestos
organicos volatiles (COV) antes de destruirlos, es decir son muy eficientes

para adsorber y desorber los COV.
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2.4

En el tratamiento de desechos radiactivos, la zeolita se utiliza para remover
el cesio y el estroncio radiactivos de las aguas residuales.

La zeolita también se utiliza en los refrigeradores para resecar el
refrigerante. Esto previene la formacion de cristales de hielo que pudieran
obstruir el flujo y las valvulas.

La zeolita se utiliza para secar aire comprimido. Funciona como desecante
para adsorber humedad. Puede retener hasta una cuarta parte de su peso
en agua sin un incremento significativo en la presion de vapor.

La zeolita se utiliza para separar el nitrégeno del oxigeno del aire. Esta
técnica se usa para generar oxigeno para las tripulaciones de aviones,

procesos industriales y en los acuarios. (Epa.gov, 1999)

Escherichia Coli.

En estos estudios se utilizara E. coli. Este es un microorganismo nativo

del intestino humano y de todos los animales de sangre caliente. Es una

bacteria no patdgena que es ampliamente utilizada para evaluar una diversidad

de condiciones fisiolégicas y bioquimicas de los microorganismos. Ademas, es

un microorganismo que se utiliza para evaluar la eficiencia de procesos de

desinfecciéon y una diversidad de tratamientos encaminados a eliminar, reducir o

evitar la presencia de microorganismos patégenos en los alimentos. (J.M. J.A.Y.
1973).

E. coli es un bacilo grueso, corto, de 0.4 a 0.7 micras de grosory 1 a 4

micras de longitud. Con frecuencia se encuentran en los exudados y cultivos

jovenes formas cocoides y cadenas cortas. (J.M. J.A.Y. 1973)

La motilidad varia grandemente en los cultivos; algunas cepas presentan

movilidad activa, otras movilidad lenta y algunas son inmoviles. No forman

esporas, pero una pequefia proporcion de las cepas presentan capsulas. Estos

bacilos son gramnegativos. (J.M. J.A.Y. 1973)

16



2.4.1 Caracteres de cultivo
Los colibacilos son aerobios, pero también son anaerobios facultativos.

Se desarrollan rapidamente, en veinticuatro horas, en todos los medios usuales
a temperaturas que varian entre 20 y 40 °C. Su poder de sintesis es tal que los
bacilos crecen en un medio compuesto de sales inorganicas, una sal amonica y

glucosa. (Zinsser, 1971).

En placas de agar, las colonias superficiales aparecen de doce a
veinticuatro horas, en cuarenta y ocho horas alcanzan un tamafio de 2 a 3 mm.
Hay variacion considerable en el aspecto individual de las colonias , la colonia
tipica es poco elevada,, convexa, lisa e incolora, aunque algo opaca, con borde
entero. Algunas colonias son menores y la forma de capsula es mas acentuada,
mientras que otras producen una colonia tipica en forma de hoja vid.( Epstein W
1996.

En caldo se produce enturbiamiento homogéneo de doce a veinticuatro
horas, y de veinticuatro a cuarenta y ocho horas tiene lugar la formacién de una

ligera pelicula, y en el fondo del tubo se acumula un depésito viscoso.

Fermentan la glucosa, lactosa, maltosa y otros azlcares, con produccién
de &cido y gas. Alrededor de 50 % de la cepas fermentan la sacarosa; a éstas

se les ha denominado E. coli communior. (Epstein W. 1996)

Mientras que el otro 50 % que no fermentan este azlcar se les llama E.
coli communis. La incapacidad de hacer fermentar la sacarosa no tiene
significacibn  biolégica. El &cido formado por la fermentacién de los
carbohidratos es principalmente acido lactico con pequefias cantidades de
acido formico y aceético. Se producen biéxido de carbono e hidrégeno en

cantidades aproximadamente iguales. (Winkelman J. 1986).
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2.4.2. Resistencia.
Los bacilos coli sobreviven durante semanas, en cultivos conservados a

la temperatura de habitacion y durante meses en el suelo y en el agua. Su
resistencia a los antisépticos usuales es igual o mayor que la de los micrococos.
(Winkelman J. 1986).

La mayor parte de las cepas mueren en quince a veinte minutos a la
temperatura de 60 °C, pero algunas sobreviven al proceso de pasterizacion y
pueden alterar el color y el sabor de la leche, para la purificacion del agua, el
cloro, en concentraciones de 0.5 a 1 parte por un millon, es bactericida eficaz
para A. aerogenes, E. coli y varias especies de Salmonella y Shigella. (Zinsser,
1971).

El verde brillante inhibe selectivamente el desarrollo de especies de E.
coli, Aerobacter y Shigella, pero es menos eficaz contra organismos Salmonella.
El desoxicolato en presencia de citrato sédico inhibe el desarrollo de E. coli y
Aerobacter. La cafeina, el cloruro de litio, telurito potasico, sales de selenio y
tetrationato tienen accion inhibidora diferencial sobre el desarrollo de miembros
del grupo entérico. (Winkelman J. 1986).

Estas substancias inhibidoras se afiaden a los medios selectivos y
diferenciales para suprimir el desarrollo de E. coli y organismos grampositivos y

favorecen el de Shigella y Salmonella. (Zinsser, 1971).

2.5. Control de los microorganismos que alteran los alimentos, en
refrigeracion.

Las bajas temperaturas conservan los alimentos retardando o evitando el
crecimiento de los organismos alterantes, y en el caso de los alimentos frescos

(recientes), inhibiendo la accion de las enzimas autoliticas naturales.
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(Ingraham y Stokes) llamaron la atencién sobre el hecho de que las
bacterias que se desarrollan a bajas temperaturas, denominadas antes
psicrofilas, generalmente crecen mejor a temperaturas comprendidas entre 20 y
30 °C e incluso, en algunos casos, a temperaturas mayores. Mossel propuso
que los microorganismos que crecian por debajo de los 5 °C, pero con
temperaturas Optimas superiores, se clasifican en “psicrotréficos o psicrétofos”.

(Ingraham y col. 1977).

Hemos adoptado esta denominacion para referirnos a los
microorganismos que crecen a temperaturas de refrigeracion, capaces, por lo
tanto de alterar los alimentos refrigerados. Las principales bacterias incluidas en
este grupo pertenecen al género Pseudomonas, pero también existen otras
especies pertenecientes a los géneros Achromobacter, Flavobacterium,
Micrococcus y Alcaligenes, asi como levaduras del tipo Torulopsis y especies
fungicas de los géneros Penicillium, Cladosporium, Mucor y Thamnidium. (Lee
JH. 1988)

Los gérmenes psicrotroficos presentan frecuentemente un crecimiento
relativamente rapido a 0 °C, y aunque a esta temperatura su ritmo de
crecimiento es menor que a temperaturas superiores, el nimero total de células

puede ser mayor. . (Lee JH. 1988)

El limite inferior a que tiene lugar el crecimiento de los microorganismos
en los alimentos no esta determinado solo por la temperatura, siendo un factor

muy importante la cantidad de agua congelada del substrato. . (Lee JH. 1988)

Cuando hay formacion de hielo, se retarda el crecimiento de las
bacterias, mientras que los mohos y levaduras predominan, porque son
capaces de resistir mejor la mayor presibn osmoética que resulta de la

concentracion de los solutos que sigue a la separacion del agua como hielo. Por
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esta misma razon el crecimiento de las bacterias en medios superenfriados
tiene lugar a menor temperatura que el crecimiento en medios congelados.
Jensen establece que el crecimiento bacteriano en medios superenfriados
puede ocurrir a —7 °C, mientras que la temperatura limite en los medios
congelados esta en la regibn de -3 °C. Ingraham ha sefalado que los
organismos capaces de resistir concentraciones altas de soluto pueden ser
excepcionalmente resistentes a las bajas temperaturas. Segun Haines, la
temperatura limite de crecimiento del grupo psicrofilo, incluidos bacterias,
levaduras y mohos, cae entre los -5 y —10 °C y esta probablemente cerca de
los —7 °C. Lea encontr6 que el almacenamiento a -5 °C no impedia el
desarrollo de las levaduras y mohos en la carne congelada, en la que
aparecian colonias después de 7 semanas. Berry y Magno sefalaron el
crecimiento de especies de Pseudomonas, Lactobacillus, Monilia y Penicillium a
—4 °C y especies de Cladosporium y Sporotrichum a —6.7 °C. (Ingraham y col.
1977).

Datos procedentes de multiples investigadores indican que la
temperatura minima de crecimiento bacteriano, en la mayoria de los alimentos,
es de aproximadamente —10 °C, si bien las endoenzimas siguen activos,

incluso a temperaturas inferiores. (Ingraham y col. 1977).

La alteracion de los alimentos mantenidos en frigorificos recae
predominantemente en su superficie. Por lo tanto, puede controlarse, en gran
parte, el grado de alteracion regulando el flujo de aire y la humedad relativa de
la camara, con lo que se consigue cierta desecacion superficial. (McCleskey y
Christopher. 2008).

Generalmente se necesita llegar a un compromiso entre pérdidas

ocasionadas por el deterioro alimenticio y pérdidas de peso a causa de la

evaporacion. (McCleskey y Christopher. 2008).
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El crecimiento de la mayoria de las bacterias causantes de toxi-
infecciones alimenticias se evita a temperaturas inferiores a 4.4 °C. Sin
embargo, (Schmidt et. Al). Demostraron que alguna esporas de Clostridium
botulinum tipo E sometidas a choque térmico, se desarrollaban entre los 31y
45 dias de incubacion a 3.3 °C. Aunque se utilizaron in6culos grandes (4 a 12
millones de esporas por tubo), los resultados, sin embargo, indican que una
temperatura de 3.3 °C no es necesariamente suficiente segura para prolongar
la vida de almacén de aquellos alimentos en los que puede desarrollarse el
Clostridium. botulinum; las comprendidas entre 2.2 y 1.1 °C si lo fueron.
(McCleskey y Christopher. 2008).

La congelacion produce, invariablemente, una disminucion inicial rpida
del numero de organismos viables. Dependiendo de la temperatura, naturaleza
del substrato, tipo de organismo y otros factores. (McCleskey y Christopher.
2008).

Los supervivientes pueden sufrir una reduccion lenta ulterior o, en el caso
de los organismos psicrofilos, a la disminucién inicial puede seguir un periodo

de latencia y desarrollo de los supervivientes. (McCleskey y Christopher. 2008).

Los pH extremos aumentan la susceptibilidad de los microorganismos al
frio, mientras que la presencia de azlcares, glicerina y coloides los protegen.
Estas observaciones no son validas para las esporas bacterianas, que, segun
(Haines,) son practicamente inafectadas por el enfriamiento o almacenamiento

en estado de congelacion.

No esta de acuerdo acerca de la causa intima de la muerte de las
bacterias por el frio; las explicaciones sugeridas suponen la existencia de
traumatismos mecdanicos por los cristales de hielo extra o intracelulares y la

alteracion de las proteinas bacterianas. (Straka y Stokes 1960).
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(Straka y Stokes) han demostrado la existencia de alteraciones
metabdlicas que se manifiestan por un aumento de las necesidades nutritivas
bacterianas. Varios investigadores han sefialado que la muerte de las bacterias
no aumenta al descender las temperaturas, una vez que el substrato esti
congelado. (Straka y Stokes 1960).

En general, los microorganismos son muy resistentes a las bajas
temperaturas, incluso los tipos patégenos sobreviven largos periodos de
tiempo. Escherichia coli no sobrevive tan bien como los enterococos. (Straka y
Stokes 1960).

(McCleskey y Christofer,) investigando las bacterias patdgenas en fresas
sometidas a “congelacion brusca” (-18 °C), encontraron que Salmonella
sobrevivia seis meses y Staphylococcus aureus cinco meses. (McCleskey y
Christopher. 2008).

(Raj y Liston) estudiaron la supervivencia de diversas bacterias
patégenas en caldo de infusién de cerebro y corazén, que habia sido congelado
a —34.4 °C y almacenado a —17.8 °C. Transcurridos 393 dias, Salmonella
typhymurium habia sido virtualmente eliminada, E. coli y Staphylococcus aureus
reducidos en gran parte, Streptococcus pyogenes ligeramente disminuido.
Streptococcus bovis y Clostridium perfringens muy poco afectados. En pescado
homogeneizado esterilizado solamente se redujeron significativamente

Salmonella typhymurium y Staphylococcus aureus, (Herson y Hulland, 1974).

2.6 Choque térmico por enfriamiento.

Las bacterias se conservan en general en el refrigerador, si bien el
enfriamiento subito de las células de algunas especies que se hallan en
crecimiento (E. coli, Pseudomonas), causa una muerte sustancial (>90%).
(Straka y Stokes 1960).
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Este fendmeno, curioso e inexplicado, no se observa con el enfriamiento
gradual o con pases progresivos a distintas temperaturas, es posible que esté
en relacién con la variable composicion de los lipidos de membrana que resulta

de los cambios térmicos y de fase de crecimiento, (Davis, 1978).
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1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia del filtro a base de zeolita y carbén activado para

retener microorganismos dentro de refrigeradores domésticos.

IV.  OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar la capacidad de retencién maxima de microorganismos de la Zeolita

y Carbon Activado en suspensiones acuosas

2. Establecer condiciones para suspender controladamente microorganismos

dentro de los refrigeradores

3. Evaluar la capacidad de retencion maxima de microorganismos de los filtros

dentro de los refrigeradores
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V. METODOLOGIA

Existe una diversidad de microorganismos (bacterias, hongos, levaduras)
que pueden alterar un alimento, aun cuando estos son conservados a
temperaturas bajas de acuerdo a Herson y Hulland (1974) referidos en los
antecedentes. Muchos de estos microorganismos no causan problemas de
salud al consumidor o bien pueden causar diferentes enfermedades al mismo y
por ello son organismos patdgenos. Para llevar a cabo la evaluacion de la
capacidad de retencidbn de microorganismos por un material filtrante no es
necesario utilizar microorganismos patégenos (debido a los riesgos que implica
su manipulacion); en lugar se debe seleccionar uno cuyo comportamiento sea
similar y con ello inferir lo que pudiera pasar con otro tipo de microorganismos

deterioradores o patdgenos.

Se utiliz6 para los estudios una cepa de Escherichia coli no patégena,

aislada en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos.

Este microorganismo es nativo del intestino humano y de todos los animales
de sangre caliente. Es una bacteria no patégena que es ampliamente utilizada
para evaluar una diversidad de condiciones fisiolégicas y bioquimicas de los
microorganismos. Ademas, es un microorganismo que se utiliza para evaluar la
eficiencia de procesos de desinfeccion en una diversidad de tratamientos
encaminados a eliminar, reducir o evitar la presencia de microorganismos

patdgenos en los alimentos.
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51 Materiales

5.1.1 Equipo

% Autoclave eléctrica de mesa

% Campana de flujo laminar

++ Cuenta colonias

+ Incubadora a 35 °C

% Bafio maria, precision

% Balanza analitica

% Potenciometro

s Vortex, Fisher Scientific Ind.

% Material comun de laboratorio de microbiologia
% Pipeta automatica

+ Refrigeradores

5.1.2 Material comun

+ Cajas Petri desechables

%+ Tubos de ensayo con tapon de rosca de 15 x 150

% Frascos de dilucién

% Puntas para pipeta automéatica

% Columna de vidrio cromatografica de 10 cm de largo por 2 cm de
diametro

+«»+ Soporte universal

% Pinzas de tres dedos

% Probetas de 50 ml

+» Asas de platino

%+ Mechero
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5.2

5.3

X/

5.4

5.5

Soluciones.

Solucién salina isoténica (SSI) al 0.9 %
Alcohol etilico al 70%
Solucion Yodofora
Sustancias.

Cloruro de sodio

Agar Soya Tripticasa (AST)
Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV)
Caldo soya Tripticasa (CST)
Material filtrante.

Zeolita con permanganato
Zeolita sin permanganato
Carbon Activado

Tratamiento del microorganismo.

La cepa se preservo durante todo el estudio en agar soya tripticasa

(AST) inclinado mantenido en refrigeracion. Para cada estudio, se tomé una

asada de la cepa y se transfiridé a tubos con 10 ml de caldo soya tripticasa

(CST). Los tubos inoculados se incubaron a 35 °C de 18 a 24 h (el medio de

cultivo se torno turbio debido al crecimiento de microorganismos). Después del

tiempo de incubacion los tubos se centrifugaron a 3000 RPM durante 15

minutos.
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El sobrenadante de cada tubo se desecho y la pastilla se resuspendio en
1 ml de solucién salina isotdnica (SSI; cloruro de sodio al 0.1 %), todo este
procedimiento es conocido como “lavado de cultivo”. La suspension del

microorganismo se lavo por este procedimiento dos veces.

En el ultimo lavado, después de eliminar el sobrenadante se agregarén 1
ml 6 10 ml de solucién salina isoténica (SSI) segun se requiera para cada
estudio y asi formar la solucion stock de microorganismos. La solucion stock de

microorganismos se conservo en refrigeracion.

El recuento del numero de células se efectuo a través de la técnica de
vaciado en placa. Para ello se realizaron diferentes diluciones de la muestra
dispuesta a realizar el recuento, para esto de una “x” muestra se tomo6 1 ml y se
transfirid a un tubo de ensaye con 9 ml de SSI se agité en vortex por 10
segundos; de este tubo se tomd 1 mly se transfirié a un segundo tubo con 9 ml
de SSI, se agitd nuevamente y posteriormente se transfirio de este 1 ml a un

tercero, y asi sucesivamente hasta completar las diluciones requeridas.

Una vez hechas las diluciones, se tom6 un mililitro, se deposité en una
caja petri y se adicion6 aproximadamente 15 ml de AST fundido, el cual debe
tener una temperatura de 44 - 45 °C. El inoculo se mezcldé con el medio de
cultivo agitando la caja 8 veces en direcciéon vertical, 8 en horizontal, 8 en el
sentido de las manecillas de reloj y 8 en contra de las manecillas del reloj. Se
dej6 solidificar el medio de cultivo y las cajas se incubaron a 35 °C de 18 — 24
horas. Después de la incubacion se contaron las colonias del microorganismo
en cada una de las cajas para estimar el nimero de microorganismos presentes

en la muestra.

28



El medio de cultivo que se utiliz6 para preparar la solucion stock de
Escherichia coli fue Caldo soya tripticaseina (CST) (Bioxon Ref. 211670); para
el recuento se utilizé Agar soya tripticaseina (AST) (Bioxon Ref. 210800). Estos
medios se prepararon de acuerdo al procedimiento descrito por el fabricante.
Treinta gramos en un litro de agua para CST y cuarenta gramos en un litro de
agua para AST, después de disuelto el material se esterilizé a 121 °C durante

15 minutos a 15 libras de presion.

5.6 Evaluacién de la capacidad de retencion maxima de
microorganismos en suspension acuosa por el material filtrante

(zeolita 'y carbdn activado).

Debido a la escasa informaciéon metodoldgica para cuantificar la
retencion de microorganismos suspendidos en el aire sobre una superficie
sélida y que el objetivo inicial es cuantificar el nimero maximo que puede
retener el material del filtro, antes de iniciar los estudios con microorganismos
suspendidos en el aire se trabajé primero con suspensiones acuosas del
microorganismo. Esto para explorar de manera general y rapida si los
materiales filtrantes pueden retener o no microorganismos. Para ello se hizo
pasar un medio acuoso con un numero definido de células a través de los

materiales filtrantes contenidos en una columna de vidrio cromatografica.

La capacidad de saturacion maxima de los filtros para retener los
microorganismos, es definida como el nUmero de microorganismos que saturan
los sitios de adsorcion de un gramo de material filtrante, se estimé haciendo
pasar en repetidas ocasiones voliumenes preestablecidos del cultivo stock del
microorganismo (con el numero de células conocido) a través de una cantidad
conocida del material y contando, en cada ocasion, el nimero de células que
salen a través del filtro, denominada Inoculacion sucesiva de la columna, como

a continuacion se describe:
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5.6.1 Inoculacion sucesiva de la columna con carbén activado.

Para conocer la capacidad de retencion del carbon activado se propuso

hacer inoculaciones sucesivas a dicho material como sigue:

1. La solucién stock de microorganismos se repartio en diferentes tubos de
ensaye con 10 ml cada tubo.

2. El contenido de cada tubo se vertid en la columna, que contenia 10 g del
material del filtro previamente esterilizado (15 minutos a 121 °C).

El liquido de salida se recolect6é en una probeta estéril.
Enseguida la columna se lavé vertiendo dentro de ella 20 ml de SSI; el
liquido de salida se recolect6 en la misma probeta del paso anterior.

5. Se midi6 el volumen de todo el liquido que atravesoé la columna y se hizo el
recuento de los microorganismos presentes en este liquido por la técnica de
vaciado en placa.

6. Se repiti6 el procedimiento del punto 2 al 5.

7. Se incubaron todas las cajas del recuento a 35 °C por 18 — 24 hrs.

Se realiz6 el conteo del numero de colonias en cada una de ellas utilizando

un cuenta colonias (Figura 3y 4).

Este procedimiento de inoculacion sucesiva se realizé primero con diez
inoculaciones, seguido de experimentos con veinte inoculaciones vy finalizando
con experimentos de tres repeticiones simultaneas con veinte inoculaciones

cada una.
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Inocular 10 ml de 2x10°
células de Escherichia.coli

l

Columna con 10 gr de
carbdn activado

"

Liquido con células no
retenidas (A)

Repetir l
procedimiento Lavar la columna con 20 ml de
segun el nimero SS|
de inoculaciones l
requeridas

Recolectar filtrado

!

Medir volumen y hacer
recuento de cada
inoculacic')n

Incubar a 35 °C / 18-24 hr

l

Recuento de colonias (UFC)

Figura 3. Inoculaciéon sucesiva de la columna de carbon activado.
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Repetir
procedimiento
segun el nimero
de inoculaciones
requeridas

Solucion stock de
microorganismos.

l

Columna con 10 gr de
carbdn activado

Inoculaciénl

Liquido recuperado
después de las

l

Lavar la columna con 20 ml de

SSlI l

Recolectar filtrado

!

Medir volumen y hacer
recuento de cada
inoculacién

Incubar a 35 °C / 18-24 hr

l

Recuento de colonias (UFC)

Figura 4. Diagrama de flujo de inoculacién sucesiva de la columna.
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5.6.2 Accién germicida del permanganato de potasio que contiene la

zeolita.

1. Se puso 5 gr. de zeolita estéril en la columna de vidrio.

2. Se paso 30 ml de SSI por la columna.

3. Serecolectd el liquido de salida en una probeta estéril.

4. Se tomo 1 ml del filtrado y se puso en un tubo con 9 ml de SSI.

5. En este tubo se inoculo 1 ml de microorganismos con una concentracion de
1x108 UFC/m.

6. El microorganismo se dejo en contacto con el liquido de lavado por una
hora.

7. A los tiempos: 07, 10, 30" y 1 hr. se efectu6 el recuento de los
microorganismos sobrevivientes, esto por la técnica de vaciado en placa.

8. Se incubaron todas las cajas del recuento a 35 °C por 18 — 24 hr.

9. Se hizo el recuento del numero de colonias (UFC) en cada una de ellas

utilizando un cuenta colonias (figura 3).
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5 g de zeolita
(Columna de

viTrio)

Pasar 30 ml de SSI
por la columna

l

Recolectar filtrado

l

Tomar 1 mly pasarlo a
un tubo con 9 ml de SSI

l

Inocular 1x108 UFC/ml
de Escherichia.coli

Hacer recuento a
diferentes tiempos.

0 min. 10 min. 30 min. 60 min.

l

Incubar 35 °C/ 18-24

:

Recuento de
colonias.

Figura 5. Accion germicida del permanganato de potasio.
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5.6.3 Inoculacion sucesiva de la columna con zeolita sin permanganato.

Para conocer la capacidad de retencion maxima de la zeolita sin
permanganato se realizaron inoculaciones sucesivas a dicho material como

sigue:

1. La soluciéon stock de microorganismos se repartio en diferentes tubos de
ensaye con 10 ml cada tubo.

2. El contenido de cada tubo se vertié en la columna, que contenia 10 g de
zeolita sin permanganato previamente esterilizada (15 min. a 121 °C).

El liquido de salida se recolect6 en una probeta estéril.

4. Enseguida la columna se lavé vertiendo dentro de ella 20 ml de SSI; el
liguido de salida se recolect6 en la misma probeta del paso anterior.

5. Se midi6 el volumen de todo el liquido que atraveso la columna y se hizo el
recuento de los microorganismos presentes en este liquido por la técnica de
vaciado en placa.

Se repitié el procedimiento del punto 2 al 5.
7. Se incubaron todas las cajas del recuento a 35 °C por 18 — 24 hrs.
8. Se realizo6 el conteo del numero de colonias en cada una de ellas utilizando

un cuenta colonias (Figura 4).
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Inocular 10 ml de 2x10°
células de E.coli.

l

Columna con 10 gr de zeolita
sin permanganato.

Liguido con células no
retenidas.
Repetir l
procedimiento
segun el nimero Lavar la columna con 20 ml de SSI.
de inoculaciones
requeridas. l
Recolectar
filtrado.
I

Medir volumen y hacer
recuento de cada
inoculacion.

Incubar a 35 °C / 18-24 hr.

l

Recuento de colonias.

Figura 6. Retencién méaxima de microorganismos por zeolita sin
permanganato.
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5.7

5.7

Evaluacion de la desorcién de microorganismos del material

filtrante.

.1 Desorcion a alta concentracién de microorganismos.

Tratamiento de cultivo microbiano.

1.

Se Incubo E. coli en caldo soya tripticasa (tubos con 10 ml) a 35 °C por 24
hr.

Se lavaron las cepas dos veces, centrifugandolas a 3000 rpm por 15 minutos

3. Se obtuvo la pastilla formada de microorganismos.

4. Se puso 10 ml de Solucion Salina Isoténica (SSI) a la pastilla de

microorganismos recuperada.

Se coloco el contenido de los tubos en un matraz estéril con el doble de SSI
del volumen de los tubos de microorganismos; esto para tener la solucién
stock.

Se hizo recuento de la solucién stock para conocer el numero inicial de

microorganismos.

Lavados sucesivos para efectuar la desorcion.

Se tomo un tubo con 10 ml de la solucion stock y se vacio su contenido por
la columna con 10 g de carbdn de coco estéril, se recolecto el filtrado en
una probeta estéril.

8. Se lavo la columna con 20 ml de SSl y se siguio recolectando el filtrado.

10.

11.

Se midié el volumen de lo que se recupero y se hizo recuento de los
microorganismos filtrados (Diluciones 2, 4y 6).

Se repitid desde el paso 8 usando una nueva probeta estéril para cada
lavado.

Se incubo las cajas del recuento a 35 °C por 18-24 hr. (figura 5).
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Tubo con solucion stock de
E.coli.

l

10 gr de Carbén activado
(columna de vidrio).

l

Recolectar filtrado en probeta
esteril.

"

Lavar la columna con 20 ml de

Repetir el s
lavado de la
columna 20 Recolectar el filtrado en
veces.

probeta estéril.

l

Medir volumen y hacer
recuento (d2, d4 y d6).

;

Incubar a 35 °C / 18-24 hr

l

Recuento de colonias.

Figura 7. Evaluar la desorcion de microorganismos.
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5.7.2 Desorcién a baja concentracion de microorganismos.

Tratamiento de cultivo microbiano.

1.
2.

Se inoculo E. coli en caldo soya tripticasa a 35 °C por 24 hr.

Se lavaron las cepas dos veces, centrifugandolas a 3000 rpm por 15
minutos.

Se obtuvo la pastilla formada de microorganismos y se le puso 10 ml de

solucién salina isotonica.

. Se realizaron cinco diluciones a dicho tubo para tener una concentracién

aproximada de 1 x 10* microorganismos Yy asi se formo la solucién stock.
Se hizo un recuento de la solucién stock para conocer el nimero inicial de

microorganismos.

Lavados sucesivos para efectuar la desorcion.

6.

Se tomo un tubo con 10 ml de la solucion stock y se vacio su contenido por
la columna con 10 g de carbdn de coco estéril, se recolect6 el filtrado en
una probeta estéril.

Se lavo la columna con 20 ml de SSly se sigui6 recolectando el filtrado.

Se midi6é el volumen de lo que se recupero y se hizo recuento de los
microorganismos filtrados.

Se repiti6 desde el paso 7 usando una nueva probeta estéril para cada

lavado.

10. Se incubaron las cajas del recuento a 35 °C por 18-24 hr.
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Tubo con solucién stock de
E.coli a baja concentracion.

l

10 gr de Carbén activado
(columna de vidrio).

l

Recolectar filtrado en probeta
esteril.

"

Lavar la columna con 20 ml de

SSI.
Repetir el
lavado de la Recolectar el filtrado.
columna 20

veces. l

Medir volumen y hacer
recuento (d2, d4 y d6).

;

Incubar a 35 °C / 18-24 hr.

l

Recuento de colonias.

Figura 8. Desorcion a baja concentracion.
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5.8 Establecer condiciones para suspender controladamente
microorganismos dentro de los refrigeradores con un sistema de
aerosoles.

5.8.1 Tratamiento del cultivo microbiano.

1. Se incubd E.coli en caldo soya tripticasa (tubos con 10 ml) a 35 °C por 18-24
hr., un total de 20 tubos.

2. Las cepas se lavaron dos veces, centrifugdndolas a 3000 RPM por 15
minutos.

3. En el dltimo lavado se adiciono solamente 1 ml de SSI a la pastilla formada
de microorganismos en cada uno de los veinte tubos.

4. Se coloco el contenido de los tubos en un matraz kitasato estéril (Volumen
final 20 ml de solucién saturada de microorganismos), el matraz debe estar
provisto de un tapén con un tubo de vidrio (burbujeador) que llegue hasta la

solucion de microorganismos (figura 7).

Incubar E.coli en
10ml de CST.

l 35 °C/18-24
hr.

Lavar las cepas: centrifugar a
3000 RPM / 15 min. (2 veces).

l

Adicionar 1 ml SSl a la
pastilla formada.

l

Colocar el contenido de los
tubos a un matraz kitasato (en
forma de burbujeador).

Figura 9. Tratamiento del cultivo microbiano.
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5.8.2 Generacion y recuento de microorganismos en aerosoles.

1. Por el tubo del matraz kitasato provisto como burbujeador se conecto6 el
tanque de aire comprimido con un sistema regulador de flujo llamado riel de
respiracion.

2. Se generaron flujos de 500ml/min., 1 L/min., 2 L/min 6 5 L/min. por una hora,
para generar aerosoles y conectarlos al matraz kitasato.

3. En la salida del matraz se conect6 una manguera de 10 cm de largo, y al
final un cartucho con 1.5 g de algodén o una membrana de filtro millipore,
para hacer el recuento inicial de microorganismos.

4. Después de cada tiempo el algodén o la membrana se colocé en una bolsa
con 100 ml de SSI estéril y se frotd (por afuera de la bolsa) por 5 min. para
liberar los microorganismos retenidos, y posteriormente hacer el recuento de
los microorganismos liberados por la técnica de vaciado en placa.

5. Las cajas del recuento se incubaron a 35 °C por 18 — 24 hr.

6. Se contd el numero de colonias en cada una de ellas utilizando un cuenta
colonias (Figura 8).
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Kitasato con sol. stock
de microorganismos.

l

Conectar riel de respiracién a dif.
Flujos: 0.5, 1, 2, y 5 L/min.

1 hr.

En la salida del matraz
conectar manguera de 10

l

Conectar un cartucho con
1.5 g de algodon (estéril) al
final de la manaiiera.

l

Poner el algodén en
bolsa con 100 ml SSI.

l Frotar.

Hacer recuento de
microorganismos liberados.

l

Incubar 35 °C /24 hr .

Figura 10 Generacion y recuento de microorganismos en aerosoles.
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5.9 Evaluacion de la eficiencia de los materiales filtrantes dentro del
refrigerador.

5.9.1 Comparacion del crecimiento de E. coli en agar soya tripticasa y en

agar bilis rojo violeta.

1. Se lavo y desinfecto el refrigerador a usar con solucién de alcohol al 70 %.

2. Se dejo 3 hr. abierto y se conecto.

3. Se colocaron cajas petri en las paredes del refrigerador: 30 cajas con AST y
30 cajas con ABRV. Intercaladas y repartidas en todo el refrigerador

. Una vez colocadas las cajas, se cerro el refrigerador.

. Se Inoculo el refrigerador con los aerosoles de E. coli por 30 min. a 5 L/min.

. Se dej6 en reposo las cajas dentro del refrigerador por 6 hr.

~N O 01 b~

. Transcurrido el tiempo se retiraron las cajas y se incubaron a 35 °C por 24 hr
(figura 11).
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Lavar y desinfectar
refrigeradores (alcohol

7004) )
l 3 hr abiertos.

Colocar cajas petri en Intercaladas y
paredes dTI refrigerador. repartidas.

30 cajas’con 30 cajas’con ABRV.
AST. |

Inocular refrigerador con
los aerosoles de E.,coli.
l 5 L/min., 30 min.
Renoso de 6 horas.

|

Retirar cajas e incubar
35°C/ 24 hr.

Figura 11. Comparacién del crecimiento de E. coli en ASTy en ABRV.

5.9.2 Evaluacion de microorganismos suspendidos en el refrigerador por

medio de cajas petri.

1. Se lavo y desinfecto el refrigerador a usar con solucion de alcohol al 70 %.
2. Se dejo 3 hr abierto y se conecto.
3. Se colocaron cajas petri con AST en las paredes del refrigerador: 3 series de
3 cajas cada serie en cada pared como sigue:
« Pared Izquierda y derecha: Se coloco 3 serie con 3 cajas cada serie, a
una distancia aprox. de 8 cm. entre cada caja y 20 cm. entre cada serie.
+ Pared del fondo: Dos serie de 2 cajas con la separaciéon del sistema del

aire que esta en medio de esta pared y 20 cm. entre cada serie.
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Otra serie de 3 cajas se coloco en la parte inferior, con una separacion de 20

cm. de la serie 2 y de 8 cm. entre cada caja.

+» Base del refrigerador: Dos series de 3 cajas cada serie con 18 cm. de
separacion entre cada caja y 15 cm. entre cada serie.

s Techo del Refrigerador. Dos series de 2 cajas cada serie con una
distancia de 18 cm. entre cada caja y 15 cm. entre cada serie.

« Puerta del refrigerador: 3 cajas colocadas en el centro de la puerta en 3
niveles diferentes, de 20 cm. de separacion cada nivel.

4. Una vez colocadas las cajas de AST se cerr0 el refrigerador y se dejaron ahi
por seis horas.

5. Transcurrido el tiempo se retiraron las cajas y se incubaron por 24 hra35°C
(figura 11).
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Figura 12. Diagrama de distribucion de cajas petri en el refrigerador.
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Lavar y desinfectar
refrigeradores (alcohol 70 %).

l 3 hr abiertos.

Colocar cajas petri en
paredes del refrigerador
(fig. 10).

Reposo'de 6 horas.

Retirar cajas e incubar
35°C /24 hr.

Figura 13. Recuento de microorganismos dentro del refrigerador.

5.9.3 Evaluacion de la eficiencia del filtro por el método de muestreo con

bomba de vacio.

1. Se lavd y desinfecto el refrigerador con solucién de alcohol al 70%

2. Se dejo ligeramente abierto por 3 hr aprox. evitandose corrientes de aire.
(Estos pasos se hicieron un dia antes del experimento)

3. Se conectaron los refrigeradores y se dejaron funcionando toda la noche.

4. Se colocaron las membranas estériles en los orificios del congelador asi
como las mangueras de 10 cm. de largo en los hoyos del refrigerador (estos
hoyos fueron realizado por la compafiia para la evaluaciéon).

5. Se colocaron los filtros con carbén y con zeolita en los refrigeradores
correspondientes, un refrigerador es el control (aleatorios).

6. Se coloco el sistema de aerosoles por 30 min. directamente en un cartucho
con algodén, para el recuento inicial. Se debe mantener el inoculo siempre a
temperatura de refrigeracién mediante una bafio de hielo a 4 °C aprox. (Ver
experimento de estrés, 5.10)

7. El sistema de aerosoles se coloco por 30 min. a los refrigeradores, por la

manguera 1, a 5 L/min. Se mantuvo el inoculo a temperatura de 4 °C aprox.
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8. Se hicieron muestreos una vez transcurrido el tiempo de los aerosoles, por la
manguera No. 2. Aqui se us6 la bomba de vacio para extraer el aire del
refrigerador conectado a un cartucho de algoddn, con un flujo de 6 L/min. por

un tiempo de 20 min., ver tabla 1 de muestreos.

Muestreo| Tiempo (hr)
M1 0
M2 1
M3 4
M4 24

Tabla 1. Tabla de muestreos para sistema de aerosoles.
9. Se hicieron recuentos de las diluciones: directa, dilucion 1 y dilucién 3 ( de

cada muestreo, Yy se incubaron a 35 °C por 24 hr.

49



Lavar y desinfectar
refrigerador.

l

Colocar membranas y
mangueras estériles en

l

Colocar los filtros.

Hacer recuento inicial |

con cartucho de

> Mantener

Colocar sistemade ,—  inoculoa4 °C.
aerosoles: 5 L/min/ 30

mln.
Hacer muestreos con la bomba de
vacio 6 L/min/20 min como sigue:

M1=0
hr. |

Hacer recuento de las
diluciones: directa, 1y 3.

l

Incubar a 35°C / 24

hr. l

Hacer recuento de las
UFC.

Figura 14. Evaluacion de la eficiencia del filtro por el método de muestreo

con bomba de vacib6.
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5.9.4 Evaluacién de la eficiencia del filtro por el método simple de cajas
petri.

1. Los refrigeradores se lavaron y luego se desinfectaron con una solucién de
alcohol al 70 %; una vez desinfectados se dejaron abiertos por tres hr. (en
todo este procedimiento los refrigeradores se mantuvieron sin funcionar).

2. Transcurrido el tiempo, los refrigeradores se cerraron y se pusieron a
trabajar por 8-12 hr. Para estabilizar la temperatura interna.

3. Una vez estabilizados se colocaron en las paredes internas del refrigerador
cajas petri conteniendo Agar soya tripticasa (AST)) con la misma distribucién
del experimento 5.8.2, ver figura 10.

4. Una vez colocadas las cajas con AST, se cerr6 la puerta del refrigerador y
todos los orificios excepto por donde se inocularon los aerosoles.

5. Se inoculo el refrigerador con los aerosoles a un flujo de 5 L/min. por 30 min.

6. Transcurrido el tiempo, se retiro el aerosol y se tapo el orificio donde se
inoculo.

7. Se dejo cerrado el refrigerador por 6 horas.

8. Después de este tiempo se sacaron las cajas petri y se incubaron por 18-24
hra 35 °C.

9. Se hizo recuento de las UFC en las cajas (figura 13).
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Lavar y desinfectar
refrigeradores.

l

Colocar cajas petri con
AST en las paredes del

l

Inocular el refri con los
aerosoles de m.o.’s. 5 L/min.

ST min.

Dejar cerrado el refri por 6
hr.

Sacar las cajas e incubar.

l 35°C /24

| A

Hacer recuento de
UFC.

Figura 15. Evaluacioén de la eficiencia del filtro por el método de cajas

petri.

5.10 Evaluacion del estrés de E. coli causado por la temperatura.
5.10.1. Experimento en refrigeradores.
1. Se lavo y desinfecto los refrigeradores con solucién de alcohol al 70%
2. Se Dejaron ligeramente abiertos por 3 h aprox. evitandose corrientes de aire.
3. Se colocaron cajas petri con AST en las paredes de los refrigeradores de la
siguiente forma:
+ Pared lzquierda y derecha: Colocar 3 serie con 3 cajas cada serie, a una

distancia aprox. de 8 cm. entre cada caja y 20 cm. entre cada serie.
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% Pared del fondo: Dos serie de 2 cajas con la separacién del sistema del
aire que esta en medio de esta pared y 20 cm. entre cada serie. Y una
tltima serie de 3 cajas hasta abajo, con una separacién de 20 cm. de la
serie 2 y de 8 cm. entre cada caja.

% Base del refrigerador: Tres series de 4 cajas cada serie con 18 cm. de
separacion entre cada cajas y 10 cm. entre cada serie.

% Techo del Refrigerador: Dos cajas con una distancia de 18 cm. entre
cada caja

« Puerta del refrigerador: 2 cajas posicionadas en el centro de la puerta en
3 niveles diferentes, de 20 cm. de separacién cada nivel.

. En uno de los refrigeradores se inoculo con el aerosol de E. coli a 5 L/min.

por 30 minutos. Este inoculo se mantuvo a Temperatura ambiente por 24 hr.

. En otro refrigerador se inoculo con el aerosol de E. coli a 5 L/min. por 30 min.

Pero este inoculo se mantuvo a Temperatura de refrigeracion por 24 hr

anteriores al experimento y también durante los 30 min. de aerosoles al

refrigerador (esto se hizo con un bafio de hielo a 4 °C aprox.)

. Transcurrido el tiempo de inoculacién se dej6 reposar el refrigerador por 6

horas.

. Una vez que paso este tiempo de reposo se retiraron las cajas y se

incubaron a 35°C por 18-24 hr.

. Hacer recuento de UFC (figura 14)
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Lavar y desinfectar
refrigeradores.

l

Colocar cajas petri en las
paredes de los

|
l l

Refrigerador 1: Inocular Refrigerador 2: Inocular
con sistema de aerosol a 5 L/min/30 con sistema de aerosol a 4
24 '

°C. min °C.|

l

Dejar cerrado
refrigeradores por 6 hrs.

l

Retirar cajas e incubar.

l 35°C /24 hrs.

Hacer recuento de
UFC.

Figura 16. Evaluacién del estrés de E. coli causado por la temperatura.
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5.10.2 Experimento de evaluacion de estrés por temperatura en tubos.

Cultivo microbiano

1.
2.
3.

Se inocularon 3 tubos de CST con E.coli.
Se lavaron las cepas 2 veces centrifugandolas a 3000 rpm por 15 min.
En el dUltimo lavado se agregaron 10 ml de SSI a la pastilla de

microorganismos.

. Se colocé el contenido de los tubos en un matraz erlenmeyer de 50 ml estéril

para tener una solucién stock de microorganismos de 30 ml.

. Se repartié esta solucion stock en 6 tubos estériles con 5 ml cada uno.

Comparacion de temperaturas

6.

9.

Tres de los tubos se colocaron en refrigeracion y los otros tres a temperatura

ambiente esto por 24 horas.

. Transcurridas las 24 horas se hizo un recuento inicial de los tubos que

estaban tanto a temperatura ambiente y en refrigeracion.

. A continuacion los tubos que se encontraban a temperatura ambiente se

colocaron en el refrigerador y se hizo dos recuentos a diferentes tiempos, a
los 30 min. y a las 2 horas, tanto en AST como ABRYV, y lo mismo se hizo con
los que se encontraban desde un inicio en refrigeracion, de acuerdo a la
tabla 2.

Se incubaron las cajas a 35 °C por 24 hr.

10.Se efectu6 el conteo de colonias en un cuenta colonias (UFC) (figura 15).
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No. tubo Temp_er_atura Tiempo de
inicial muestreo *
1 Ambiente 30 min.
2 Ambiente 30 min.
3 Ambiente 30 min.
1 Ambiente 2 hr.
2 Ambiente 2 hr.
3 Ambiente 2 hr.
1 Refrigeracién 30 min.
2 Refrigeracion 30 min.
3 Refrigeracion 30 min.
1 Refrigeracion 2 hr.
2 Refrigeracién 2 hr.
3 Refrigeracién 2 hr.

Tabla 2. Tabla de muestreos para evaluar estrés de E. coli.
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Cultivo microbiano 10
ml.

l

Solucién stock de 30 ml.

l l

Temperatura ambiente. Temperatura de
refrigeracion.

| |
l

Poner a temperatura de
refrigeracion.

l

Muestrear a 30 minutos y 2 horas.

Muestras tomadas a los 30 minutos l Muestras tomadas a las 2 horas
sembrar en en agar soya tripticasa. sembrar en agar bilis rojo violeta.

Hacer recuento de
UFC.

Figura 17. Evaluacién del estrés de E. coli causado por la temperatura.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

La industria de los alimentos enfrenta el reto de generar alimentos de calidad
comercial, con vida de anaquel prolongada, y con alto grado de inocuidad. Sin
embargo, para que los alimentos generados de esta forma mantengan tales
caracteristicas una vez que salen de la empresa, deben aplicarse una serie de
medidas durante el trasporte, almacenamiento, comercializacion e incluso en el
hogar. Uno de las medidas universalmente utilizada para preservar o mantener
las caracteristicas mencionadas, es la refrigeracion. A nivel casero, no basta
con introducir un alimento en el refrigerador para lograr nuestro objetivo; se
debe tener certeza por ejemplo de que se esta alcanzando la temperatura
adecuada dentro del refrigerador, que el alimento se introduce en porciones
pequefias de tal forma que en corto tiempo se alcanza la temperatura deseada,
y, N0 menos importante, se debe tener higiene dentro del refrigerador para no
generar contaminaciones cruzadas. Es recomendable por tanto, limpiar
periodicamente y de forma adecuada el refrigerador. No obstante, a pesar de
observar estas medidas los mismos alimentos (frescos o no) son fuente
potencial de microorganismos. En un refrigerador cerrado, el principal vehiculo
de dispersién de microorganismos de los propios alimentos es el aire. A través
del aire pueden pasar microorganismos de un alimento a otro, afectando con
ellos la carga microbiana de los alimentos de esta forma contaminandolos y
probablemente disminuyendo su vida de anaquel, acelerando su deterioro o
afectando su inocuidad. Por ello, la industria ha optado por generar filtros de
aire para ser incluidos en los refrigeradores domésticos y de esta manera
disminuir el riesgo de contaminacion microbiana. Sin embrago, la eficiencia y
vida media de muchos de los diferentes tipos de filtros o materiales filtrantes
disponibles en el comercio para ser incluidos en los refrigeradores, no ha sido

evaluada.
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En consecuencia, el objetivo del presente estudio fue el evaluar la capacidad
de materiales filtrantes para la retencion de microorganismos en el aire de
refrigeradores domeésticos. En este estudio se utilizé una cepa de Escherichia
coli no patogena.

Este microorganismo es nativo del intestino humano y de todos los animales
de sangre caliente. Es una bacteria no patdégena que es ampliamente utilizada
para evaluar una diversidad de condiciones fisiologicas y bioquimicas de los
microorganismos. Ademas, es un microorganismo que se utiliza para evaluar la
eficiencia de procesos de desinfeccion y una diversidad de tratamientos
encaminados a eliminar, reducir o evitar la presencia de microorganismos

patdgenos en los alimentos.

Debido a la escasa informacién metodoldgica para cuantificar la retencion de
microorganismos suspendidos en el aire, antes de iniciar los estudios con
microorganismos suspendidos en el aire se trabajé primero con suspensiones
acuosas del microorganismo. Para ello se hizo pasar un medio acuoso con un
namero definido de células a través de los materiales filtrantes contenidos en

una columna de vidrio cromatogréfica.

La capacidad de saturacion maxima de los filtros para retener los
microorganismos, definida como el nimero de microorganismos que saturan los
sitios de adsorcion de una gramo de material filtrante, se estim6 haciendo pasar
varias ocasiones volumenes preestablecidos de la solucion stock del
microorganismo a través de una cantidad conocida del material; en cada
ocasion se conto el numero de células que no eran retenidas después de haber

pasado por el material filtrante.
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Asi en un primer estudio se trabajo con carbon de coco y carbén mineral
proporcionado por la empresa participante; se inocularon 10 mL de una
suspensién conteniendo 4, 000, 000,000 de células de E. coli a 10 g de carbon

contenido en una columna cromatografica.
Tanto el carb6n mineral como el orgéanico retuvieron alrededor del 99.8% de

los microorganismos inoculados (figura 16). Esto nos indica la gran capacidad

del carbon para retener microorganismos.

99.8 % de retencion

microorganismos inoculados microorganismos retenido (carbon vegetal) microorganismos retenidos (carbén mineral)

Figura 18. Microorganismos retenidos por el carboén.
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En estudios posteriores para estimar el limite de saturacion del carbon
activado, se realizaron inoculaciones sucesivas sobre la columna que contenia
el carbén activado, con una cantidad aprox. de 1.5x10° a 2x10° células de E.coli

por cada inoculacion.

Con la finalidad de conocer el nivel de saturacion méaxima del

componente filtrante, se incremento el nUmero de inoculaciones de la columna.

En los primeros estudios se inocul6 10 veces la columna; se observo que
al inicié la retencién de microorganismos por el carbon fue alta (alrededor de
99.9%), (figuras 17 y 18).

10 -
95 - Acumulgdos
UFC
I_lgg 97 et ..
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a
8.5 Retenidos.  °.
N N
8 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Inoculacion de la columna

Figura 19. Retencién y acumulacion de microorganismos por carbén

vegetal.
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No obstante, se encontré que conforme se incrementaba el nUmero de
inoculaciones en la columna, la capacidad de retencién de microorganismos por
el carbon disminuia. Con el carbdn vegetal a partir de la sexta inoculacion se

observé una ligera meseta (retenidos) (figura 17).

Independientemente del tipo de carbdén, ambos muestran una alta
capacidad de retencion; se observé que aun después de retener 4000 millones

de células, el material continuaba reteniendo microorganismos.

10.5 -
10 -
Log UFC
9.5 -
e A
) Aeeeeeeen g,
9
A Log retenidas.
Loa acumulados.
8.5 - )
8 , | | | ’ ’
0 2 . ; 8 . 12

Inoculacién de la columna.

Figura 20. Acumulacién de microorganismos por carbon mineral.

Es importante sefalar que en los estudios anteriores se empleo carbon
gue estuvo en contacto con la zeolita o que fue muy manipulado. Este manejo
previo pudo contaminar el carbono disminuyendo su capacidad de retencién. En
consecuencia, llevamos a cabo estudios con carb6n no manipulado o que no

habia estado en contacto con zeolita.
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Se utiliz6 carbon mineral. El carb6on no manipulado presento una
capacidad de retencion 10 veces mayor que la mostrada por el carbén que
habia sido manipulado (gréficas 19, 21 y 23). Se realizaron varias replicas de

este experimento y en todos se encontraron resultados semejantes.

En estos experimentos se observo que entre la onceava y la vigésima
inoculacion de la columna, se satura por completo el carbon mineral (graficas
19, 21 y 23). Estos resultados sugieren que la saturacion de la columna

depende de la cantidad de inoculo inicial.

En los estudios mostrados en las figuras 19 y 21, la cantidad de inoculo
en cada ocasion fue de 2,500 millones de bacterias, mientras que en el caso de
la figura 24 este fue de 1,500 millones, o sea que se inocularon 1,000 millones
menos en cada ocasion. Esto podria explicar el porqué en este estudio la
saturacion de la columna se presentd hasta la vigésima inoculacién de la

columna.
Algo que llamé fuertemente la atencion fue que una vez que se habia

saturado el carb6n con los microorganismos, después los comenz6 a liberar
(figuras 20 y 22).
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Figura 21. Retencion y acumulacion de microorganismos por carbén

mineral.
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Figura 22. Microorganismos acumulados en la columna de carbén mineral

(a).
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Figura 23. Retencion y acumulacion de microorganismos por carbén

mineral (b).
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Figura 24. Microorganismos acumulados en la columna de carb6n mineral

(b).

Con la finalidad de homogenizar resultados, realizamos un estudio en
donde inoculamos al mismo tiempo tres columnas con carbon mineral y un
namero de células 4 veces mayor (10,000 millones de bacterias por cada
inoculacion) al empleado en los estudios anteriores. Bajo estas condiciones de
inoculacion, se observdé nuevamente que después de alcanzar el maximo de
retencion de microorganismos el carbon libera parte de los microorganismos
retenidos (figura 25). Este fenbmeno de saturaciéon del carbon mineral y la
posterior liberacion de microorganismos se aprecia mejor ampliando la escala

en la grafica (figura 26).
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Es posible observar que el carbon ya saturado de microorganismos no
libera la totalidad de microorganismos retenidos; y que también llega a un limite
de liberacion a partir del cual nuevamente comienza a retener microorganismos

de nuevas inoculaciones de la columna.
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Figura 25. Retencién de microorganismo por carbon mineral (triplicado).
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Figura 26. Microorganismos acumulados en la columna de carbén mineral.
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Figura 27. Retencidén de microorganismo por carbon mineral (triplicado).
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Figura 28. Acumulacion de microorganismos por carbon mineral.
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El carb6n mostr6 un comportamiento hasta ahora aparentemente no
reportado en la literatura. Llama la atencion el proceso de adsorcion-desorcion

tan particular que manifiesta este material.

A pesar de tal comportamiento, encontramos que el nivel maximo de
retencion de 10 g de carbdn fue de alrededor de 10, 000 millones de bacterias.
Esta cifra de microorganismos es muy poco probable que se encuentre en el
aire de un refrigerador domestico aun si no se aplicaran buenas practicas

higiénicas.

Normalmente la concentracion de microorganismos en el aire de un
refrigerador es baja. De tal forma que es muy probable que bajo condiciones
normales trascurra mucho tiempo antes de que el material se sature con

microorganismos.

Realizamo6s una serie de experimentos para conocer mas sobre el
proceso de desorcién del carbén. Para este efecto, se realizaron dos
experimentos semejantes, en uno se utlizd un inoculo muy alto de
microorganismos (800, millones) y en el otro uno bajo (10, 000). Las columnas
se inocularon con estas concentraciones por separado y posteriormente se
realizaron 20 lavados de cada una de las columnas inoculadas (carbon
inoculado). Cada lavado consistid en hacer pasar 20 mL de solucién salina
estéril por la columna. El liquido de lavado se recuperé y se contaron los
microorganismos liberados en cada ocasion. Para el caso del inéculo alto, se
observdé que en el primer lavado el material filtrante liber6 el 3 % de los
microorganismos retenidos al inicio (Figura 30 y 31); la liberacion de

microorganismos disminuy6 conforme se hacian los lavados progresivos.
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A pesar de la liberacién, el numero de células que permanecierén en el
carbon después de 20 lavados fue muy alto (Figura 31). Inicialmente el carbén
contenia aproximadamente 822 millones de células de E. coli, luego de 20

lavados descendio a 776 millones (Figura 31).
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Figura 29. Liberacién y retencién de células por carbon partiendo de una

concentracion inicial de microorganismos alta.
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Figura 30. Concentracion de microorganismos en el carbén después de
los lavados.

Cuando trabajamos con el inoculo bajé se observé un comportamiento
semejante al estudio anterior; con el inoculo bajo, en el primer lavado de la
columna solo se liber6 el 1 % de los microorganismos retenidos (Figura 32). En
la tabla 3 se muestra un resumen de los porcentajes de liberacidén y retencion

de las dos concentraciones realizadas.
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Figura 31. Desorcion y retenciéon de células partiendo de una

concentracion de microorganismos inicial alta.

CONCENTRACION CONCENTRACION
INICIAL ALTA INICIAL BAJA
No. % Células | % Células No. % Células | % Células
lavado retenidas | liberadas lavado | Retenidas | Liberadas
1 97.00 3.00 1 99.13 0.87
2 98.76 1.24 2 98.92 1.08
3 99.52 0.48 3 99.47 0.53
5 99.88 0.12 5 98.90 1.10
7 99.89 0.11 7 100.00 -
9 99.94 0.06 9 99.44 0.56
11 99.98 0.02 11 100.00 -
13 99.98 0.02 13 100.00 -
15 100.00 0.00 15 100.00 -
17 99.99 0.01 17 98.39 1.61
19 99.99 0.01 19 100.00 -

Tabla 3. Tabla de comparacién de porcentajes de retencién y liberacion.
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Para el caso de la zeolita, se trabajé primero con este material
conteniendo permanganato de potasio. Se realizaron estudios semejantes a los
de carbon, sin embargo, a diferencia de las perlas de carbon activado las
perlas de zeolita se desintegrarén al contacto con el medio acuoso donde se
suspendierén las bacterias. A pesar de ello, era posible llevara a cabo la
evaluacion ya que mediante una membrana se podian retener las particulas de
zeolita. Sin embargo, se presento otro inconveniente con este tipo de zeolita; el
permanganato. Este es un material altamente oxidante y con un alto poder
antimicrobiano por lo que no iba a ser posible evaluar la capacidad de retencion
de la zeolita si estaba presente el permanganato. Para comprobar, se determiné
la accion germicida del permanganato liberado al medio acuoso por las perlas a
diferentes tiempos de contacto. Se observdé que en tan solo 1 minuto la
concentracion de permanganato (no determinada) liberado por 10 g de zeolita
inactivaba a 4,000 millones de células de E. coli. Esto demuestra que el
permanganato contenido en las perlas de zeolita tiene una gran actividad

antimicrobiana.

Se trabaj6 en un inicié con zeolita conteniendo permanganato de potasio,
debido a que era una opcion de materiales que tenia la empresa participante,
sin embargo después de estos estudios se desecho por su peligrosidad ya que
es un material altamente oxidante. Ademas, que facilmente se desprende de la
zeolita ya sea por el aire 0 agua de condensacién en consecuencia los

alimentos podrian terminar contaminados con permanganato.

La capacidad de retencibn maxima de microorganismos por zeolita la
determinamos utilizando este material que no contenia permanganato. En los
primeros experimentos observamos que en las cinco primeras inoculaciones
practicamente no hubo retencién de microorganismos si no hasta la séptima
(Figura 30).
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Figura 32. Retencion de microorganismos por la zeolita.

En estudios posteriores nos encontramos resultados muy diferentes por
lo que concluimos que la zeolita no es uniforme en su estructura. Algunas de
estas diferencias en cuanto al potencial de retencion de microorganismos por la
zeolita se aprecian en las figuras 31 y 32. En las gréficas, la linea punteada
expresa el nimero de células de E. coli que se retenian cada ocasion que se
hacia pasar una suspensidbn con una concentracion constante del
microorganismo. Se aprecia en la Figura 31 que después de la quinta
inoculacién el material no retuvé practicamente ninguna célula, no obstante, a
partir de la décima comienza nuevamente a retener células. Algo semejante
observamos en la grafica 32; si bien en este experimento en todo momento la
zeolita sigue reteniendo, no en todas las inoculaciones de la columna se retuvo
la misma concentracion de microorganismos. Existe una gran variacion en la

retencion.
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Sin embargo, aun con estas variaciones se observa que la zeolita tiene

gran capacidad de retencion de microorganismos, por lo que es un material que

podria emplearse en los filtros para refrigeradores.
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Figura 33. Retencién y acumulacion de zeolita sin permanganato, Exp. 2.
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Figura 34. Retencion y acumulacion de microorganismos por zeolita.

Con la informacién de la capacidad de retencion del carbon y zeolita que
obtuvimos, se procedié a llevar a cabo los estudios para determinar su
eficiencia ahora dentro de los refrigeradores. El primero problema a resolver
consistid en hallar un sistema que permitiera suspender una concentracion
conocida de microorganismos en el aire del refrigerador. Se establecié un
sistema en el cual una suspension de células lavadas y concentradas se hizo
burbujear con una corriente de aire (con un flujo conocido), de tal manera que
se generaran aerosoles que serian arrastrados por el aire que se inyectaba al
sistema. Y de esa manera determinar las condiciones adecuadas para generar
una concentracion conocida de células suspendidas en el aire asi como
también identificar la forma para hacer los recuentos de los microorganismos

suspendidos en el aire, se realizarén una serie de experimentos preliminares.
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Se llevarén a cabo diferentes ensayos con flujos de aire de 0.5, 1,2y 5
litros por minuto durante una hora, con el fin de encontrar las condiciones que

permitieran suspender en el aire un alto nUmero de microorganismos.

Se observé que con un flujo de aire de 0.5 L/min, no se logr6é suspender
al microorganismo. Con un flujo 1L/min la méaxima concentracion de
microorganismos que se lograron suspender fue de 4,700 bacterias. En este
estudio para el conteo de microorganismos se emplearon filtros con membranas
de acetato de celulosa o con algodén; con los filtros empacados con algodén se
obtuvier6n mayores recuentos de microorganismos. En los siguientes estudios
empleamds filtros empacados con algodon para el recuento de los
microorganismos. Aunque se logré suspender microorganismos con este flujo
no fue suficiente para lograr una alta concentracién de microorganismos en el
aire. Con flujos de aire de 2 y 5 L/min se lograron suspender 2, 700,000 y 125
millones de bacterias. Por lo tanto, se eligié un flujo de aire de 5 L/min para

realizar los experimentos en los refrigeradores.

Primero se realiz6 una evaluacion para seleccionar el medio de cultivo
mas adecuado para el recuento de los microorganismos suspendidos dentro de
los refrigeradores. Se compardé el crecimiento de E. coli en agar soya tripticasa
(AST) y agar bilis rojo violeta (ABRV). Para esto, se suspendieron células de
E. coli en el aire interno de un refrigerador. Se contardn las células que tuvierén
contacto con las cajas de cultivo expuestas (sin tapa) dentro del refrigerador
inoculado. Las cajas petri con el medio de cultivo se distribuyerén dentro del
refrigerador como se describid en la metodologia. Se observaron mayores
recuentos con el AST (Tabla 4). Dado lo anterior los experimentos siguientes
se realizaron en AST.
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Debido que para el conteo de E. coli suspendido en el aire se utilizaria un
medio no selectivo (AST), existia la posibilidad de subestimar el nimero real de
células de E. coli ya que los microorganismo nativos del aire interno del
refrigerador o de las superficies podrian también depositarse en las cajas de
cultivo confundiéndose con las de E. coli, por tal razdon, se investigo la
concentracion de microorganismos dentro del ambiente del refrigerador. La
concentracion encontrada fue baja: 12 UFC. Este nUmero de microorganismos

practicamente no interfiere en nuestras evaluaciones.

Parte del refrigerador AST ABRV
donde se colocaron las
cajas de cultivo
Lado izquierdo 43 11
Lado derecho 27 11
Base 214 79
Fondo 49 7
Puerta 12
Techo 0 0
TOTAL 345 110

Tabla 4. Comparacion de crecimiento de E.coli en AST y ABRV.

Definidas las condiciones a utilizar, se realizar6n los estudios para
evaluar los materiales filtrantes dentro de los refrigeradores. En todos los casos
se parti6 con una concentracion de microorganismos en forma de aerosoles
dentro del refrigerador de aproximadamente 6000 células de E. coli dispersas
en todo el volumen de aire. No encontramos diferencia en los niveles de
microorganismos recuperados en las cajas de cultivo colocadas en los

refrigeradores con o sin los materiales filtrantes (Tablas 5-7).
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Los resultados que encontramos sugieren que los filtros aparentemente
no contribuyen a disminuir los niveles de microorganismos suspendidos en el
aire interno de los refrigeradores. Esto puede ser debido a la posicion destinada
a la colocacion de los filtros por la empresa fabricante de los refrigeradores.
Aunque los refrigeradores cuentan con un sistema de ventilacion y recirculacion
de aire, observamos que el aire tiene muy poco contacto con los filtros debido a
su posicion dentro del refrigerador. Ademas observamos también que el
dispositivo donde se debe colocar el material filtrante, segun el fabricante,
ofrece cierta resistencia al desplazamiento del aire a través de el. En
consecuencia, debido a estos dos posibles efectos, el material filtrante tiene
poco contacto con los microorganismos suspendidos. Es recomendable disefiar
un sistema global (recirculacion de aire, posicion del filtro, material del filtro, etc)
dentro del refrigerador que permita que una mayor cantidad de aire pasé por el
filtro de tal manera que el material filtrante tenga contacto con los

microorganismos y los retenga.

Pared del refrigerador | Promedio de m.o.’s./caja
Techo 0

Izquierdo 4

Derecho 12

Fondo 26

Puerta 8

Base 154

Tabla 5. Promedio de microorganismos por caja de cultivo recuperados

segun posicidon dentro del refrigerador sin filtro (control).
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Pared del refrigerador | Prome(.iio de |
microorganismos/caja

Techo 3

lzquierdo 5

Derecho G

Fondo 5

Puerta 5

Base 5

Tabla 6. Promedio de microorganismos por caja de cultivo recuperados

segun posicién dentro del refrigerador con filtro de carbon.

Pared del refrigerador Promedio de
microorganismos/caja

Techo 3

Izquierdo 23

Derecho 40

Fondo 35

Puerta 1

Base 226

Tabla 7. Promedio de microorganismos por caja de cultivo recuperados

segun posicion dentro del refrigerador con filtro de zeolita.

Al realizar los estudios dentro de los refrigeradores, nos llamo la atencion
el hecho de que a pesar de partir de concentraciones altas de microorganismos
para generar aerosoles e inocularlos dentro del refrigerador, habia una
recuperacion muy pequefia en las cajas de cultivo colocadas dentro de los

refrigeradores.
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Esto no ocurria cuando trabajdbamos fuera del refrigerador; en este caso
bajo las mismas condiciones de formacién de aerosoles se recuperaba una
concentracion del microorganismo hasta 100 veces mayor. Se pensoO entonces
en un posible estrés que sufrian los microorganismos al someterse a la
temperatura de refrigeracion subitamente. De hecho, se sabe que el
enfriamiento subito de las células de algunas especies que se hallan en
crecimiento (E. coli, Pseudomonas), causa una muerte muy importante en la
poblacion (>90%) y que este fenbmeno, curioso e inexplicado, no se observa
con el enfriamiento gradual o con pases progresivos a distintas temperaturas
(Davis, 1978). Asi que se evalud esta posibilidad. Para este experimento la
solucion stock, se dividi6 en dos volumenes iguales, uno se almacend en
refrigeracion y otro se dej6 a temperatura ambiente, en ambos casos se
almaceno por 24 horas. Trascurrido el tiempo, en refrigeradores independientes
y por separado se generardn aerosoles con las diferentes suspensiones. Se
encontré que efectivamente E. coli, sufria un estrés (shock por enfriamiento) al
someterse al aerosol generado a una temperatura de refrigeracién subita (Tabla
9). Cuando se generardn aerosoles con la suspension previamente almacenada
en refrigeracién, se recuperé un mayor niumero de células de E. coli en las cajas

de cultivo (Figura 33).

Realizam@s un ultimo estudio sobre el estrés provocado en E. coli debido
al enfriamiento subito. Este experimento se realiz6 con suspensiones del
microorganismo contenidas en tubos de ensaye. Nuevamente observamos que

el microorganismo sufre un estrés por frio (Tabla 10).

Se observa que los tubos mantenidos 24 hrs a temperatura ambiente y
sometidos a temperatura de refrigeracion subita presentan mayor niumero de
células estresadas que las siempre mantenidas a temperatura de refrigeracion.

Estos estudios se realizaron por triplicado.
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TEMPERATURA DE
TEMPERATURA AMBIENTE REFRIGERACION
UBICACION UFC AST UBICACION UFC AST
Lado izquierdo 16 Lado izquierdo 208
Lado derecho 64 Lado derecho 284
Base 824 Base 4902
Fondo 68 Fondo 155
Puerta 7 Puerta 34
Techo 1 Techo 3
Total 980 Total 5586

Tabla 8. Evaluacion del estrés de E. coli causado por latemperatura.

6000

5000

4000
UFC Totales

3000

2000+

1000+

0 Temp. Ambiente Temp. refriaeracion.

Temperaturas.

Figura 35. Comparacién de recuperacion de E.coli de aerosoles generados
a partir de suspensiones almacenadas previamente a temperatura

ambiente o de refrigeracion.

84



Tiempo (h)

Almacenamiento previo

a temperatura

Almacenamiento previo

en refrigeracion.

ambiente.
0 202 £0.9° 18 +3
0.5 62 6.2 25+1.2
2 51 +11 30 5.5

a2 Por ciento de células estresadas

b Desviacién estandar

Tabla 9. Efecto de la temperatura de almacenamiento previa, de
suspensiones de E. coli, sobre el estrés provocado a las células de estas

suspensiones debido a un enfriamiento subito.

Los datos de estos dos estudios revelan que E. coli sufre estrés debido al
enfriamiento repentino. Este hecho debe de tomarse en cuenta cuando se
investigue el comportamiento del microorganismo en cualquier tipo de material,
como los alimentos, ya que el nimero de células puede estarse subestimando.
La posible disminucion, en los primeros minutos, en el nimero de células o el
estrés que se observe al inocular un material a partir de suspensiones de E. coli
mantenidas a temperatura ambiente y posteriormente someter este material
inoculado a refrigeracién, puede ser atribuible al efecto de la refrigeraciéon
repentina y no a que el material esta provocando tal efecto sobre los
microorganismos. Al realizar estudios con microorganismos a bajas
temperaturas (como los que efectuamos dentro de los refrigeradores) seria
adecuando almacenar previamente (entre 12 a 24 h) la poblacién al mismo nivel

temperatura con la que se trabajara.

85



VII.  CONCLUSIONES

Tanto el carbén mineral como el vegetal presentan una gran capacidad de

retencion de microorganismos en medio acuoso.

La capacidad de retencion del carbon va disminuyendo conforme se

incrementa la cantidad de microorganismos que entran en contacto con el.

El carbdn que no estuvo en contacto con las perlas de zeolita y que no fue
manipulado, presentdé 10 veces mas capacidad de retencion de

microorganismos.

El nivel de saturacién de un gramo de carbén de coco o mineral fue de 400
millones o 1000 millones de bacterias, respectivamente.

El permanganato contenido en las perlas de zeolita presentd una gran
actividad antimicrobiana; el permanganato liberado por 1 g de zeolita fue

suficiente para inactivar 1,000 millones de células de E. coli en un minuto.

La capacidad de retencion maxima de microorganismos en suspensiones

acuosas por 1 g de zeolita fue de 6 000 millones de bacterias.

Una vez alcanzado el maximo de retencién de microorganismos, el material
filtrante libera un porcentaje bajo (1-3 %) de los microorganismos retenidos

inicialmente.
La mejor condicion de flujo de aire para crear un aerosol con una

concentracion de microorganismos adecuada para trabajar dentro de los

refrigeradores fue de 5 L/min.
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10.

11.

La cuantificacion de microorganismos dentro del refrigerador fue posible

mediante el uso de cajas expuestas con medio de cultivo.

Durante toda la fase experimental pudimos comprobar la gran eficiencia del
carbdn y de la zeolita para la retencion de microorganismos. Sin embargo,
la disposicion de los filtros dentro de los refrigeradores no permite

aprovechar toda su capacidad para retener microorganismos.

La cantidad de microorganismos utilizada en estos estudios para saturar el
carbdn o la zeolita con suspensiones acuosas de microorganismos, es un
numero que dificilmente se encontraria suspendido en el aire limpio o en el
ambiente de un refrigerador, por lo que es posible que la vida del filtro sea

muy larga
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