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1. Resumen

La resistencia de los microorganismos a los desinfectantes usados (hipoclorito de sodio,
Yodopovidona, etc.), se ha incrementado de forma exponencial durante el Gltimo siglo lo cual
se ha vuelto un problema mas dificil de controlar para el area médica e industrial.
Bioldgicamente se ha demostrado que los organismos al vivir en ambientes hostiles para su
desarrollo tienden a adaptarse para poder garantizar su supervivencia, lo cual es concordante
con la creciente resistencia que existe hacia las sustancias desinfectantes. Estudios
muestran que para los microorganismos es mas facil adaptarse a un estimulo quimico que a
uno fisico. Esto se debe principalmente a que una modificacion estructural conlleva a un
cambio morfolégico y realizarlo toma mucho tiempo y es un riesgo para la especie debido a

gue este proceso necesitaria una adaptacion a su nueva forma y sus funciones.

Estos procesos de adaptacion tienen que ver con los estimulos fisicos principalmente los de
indole energética. Tomando en cuenta dicho estimulo, recientemente se ha iniciado una
nueva revolucion tecnoldgica para el desarrollo de desinfectantes que no son quimicos. Estos

sistemas abordan calor hiumedo, radiacion, electricidad, presion con calor y plasma.

El enfoque principal de este trabajo radica en este ultimo. El plasma es el cuarto estado de
la materia, esta sustancia es altamente energética y tiene la versatilidad de poder funcionar
tanto en calor como en frio, vacio y atmésfera y otras tantas variables. El primer sistema de
plasma caliente data de 1954, al utilizar un diodo de wolframio en conjunto con flujo de gas
debido al arco voltaico de esta herramienta se generaba plasma que alcanzaba temperaturas
de hasta 20,000 °C. Sin embargo, el interés de esta revision no radica en el calor sino en el
frio. A partir del interés en la versatilidad de estos sistemas mdultiples avances se han
realizado en este campo debido a que se evidencié que, si se utilizaba un gas noble en lugar
de oxigeno o gases a base de carbono, era posible crear plasma sin radiacién de cuerpos
negros, lo cual permite poder utilizarlo sobre cualquier superficie sin dafiarla o deformarla. El
motivo por el cual sucede esto es debido a la cantidad de electrones que tiene un gas noble
y que al no tener electrones desapareados, estos no permiten la excitacién del nacleo del

atomo del gas, generando asi plasma frio.

Para este trabajo se realizdé una revision comparativa entre un desinfectante y el uso de

plasma frio como posible sustituto a estas sustancias. Debido a que es necesario evidenciar
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2.

si el plasma frio puede competir contra un sistema de esterilizacién quimica por todas las

ventajas que tendria su aplicacién de forma industrial y/o médica.

Palabras Clave

Argoén, plasma atmosfeérico frio, desinfeccion, esterilizacion, plasma, resistencia.

Abstract

The resistance of microorganisms to the disinfectant substances (sodium hypochlorite,
povidone-iodine, etc.), has increased exponentially during the last century and has turned to
a problem difficult to control for the medical and industrial area. Biologically, it has been shown
that organisms living in hostile environments for their development tend to adapt in order to
guarantee their survival, which is consistent with the increasing resistance that exists towards
disinfectant substances. Studies show that microorganisms are easier to adapt to a chemical
stimulus than to a physical one. This is mainly due to the fact that a structural modification
leads to a morphological change and to carry it out takes longer and is a risk for the species

because this process would require an adaptation to its new shape and functions.

These adaptation processes have to do with physical stimuli, mainly those of an energetic
nature. Taking this stimulus into account, a new technological revolution has recently begun
for the development of non-chemical disinfectants. These systems deal with moist heat,

radiation, electricity, pressure with heat, and plasma.

The main focus of this work lies on this last topic. Plasma is the fourth state of matter, this
substance is highly energetic and has the versatility of being able to function in both heat and
cold, vacuum and atmosphere, and many other variables. The first hot plasma system dates
from 1954, when using a tungsten diode in conjunction with gas flow due to the voltaic arc of
this tool, plasma that was generated reached temperatures of up to 20,000 °C. However, the
interest of this review lies not in the heat but in the cold. Based on the interest of the versatility
of these systems, multiple advances have been made in this field because it was evidenced
that, if a noble gas was used instead of oxygen or carbon-based gases, it was possible to
create plasma without black body radiation, which allows it to be used on any surface without

damaging or deforming it. The reason why this happens is due to the amount of electrons that

2
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a noble gas has and that by not having unpaired electrons, they do not allow the excitation of

the nucleus of the gas atom, thus generating cold plasma.

For this work, a comparative review was carried out between a disinfectant and the use of
cold plasma as a possible substitute for these substances. Because it is necessary to
demonstrate whether cold plasma can compete against a chemical sterilization system for all
the advantages that its application would have in an industrial and/or medical way.

3. Introduccioén

3.1. Origen del plasma

El plasma es un gas ionizado con propiedades Unicas. Cuando un sélido es calentado lo
suficiente para romper la matriz cristalina, usualmente se genera un liquido. Cuando un liquido
es calentado lo suficiente para para evaporarlo, se genera un gas. Finalmente cuando un gas se
calienta lo suficiente para que los atomos colisionen entre si y puedan desplazar sus electrones

en el proceso, se forma el plasma o “cuarto estado de la materia” (Goldston, 1995).

Se estima que mas del 99.99% del universo se encuentra en un estado de plasma, por ejemplo:
nébulas gaseosas, gas interestelar, estrellas (como lo es un sol), estos cuerpos tienen grandes
superficies con temperaturas extremas que varian desde 2,000 hasta 22,000 K y consisten
completamente de plasma. Nuestro planeta no es la excepcion al estado de plasma. La
atmaosfera terrestre a una altura entre 90 y 500 Km donde se ubica la termosfera, la radiacion
cbésmica y vientos solares continuamente se encuentran en contacto con dicha zona y
consecuencia de lo mismo es que los componentes se vuelven especies cargadas eléctricamente
gue funcionan como una proteccion llamada ionosfera. La radiacién ultravioleta solar es
absorbida casi en su totalidad por la ionosfera, produciendo particulas eléctricamente cargadas
(mayoritariamente electrones) las cuales son reflejadas y redirigidas a los polos, donde el
resultado en el caso del hemisferio norte son las auroras boreales. Otro ejemplo es la formacion

de rayos durante una tormenta eléctrica la cual también es un estado de plasma (Perucca, 2010).

Utilizando de ejemplo las tormentas eléctricas, aunque el mecanismo de desarrollo de la

formacion del campo eléctrico en las nubes es desconocido, es sugerido que este fendmeno se
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asocia con el congelamiento del agua. Se ha evidenciado que la ausencia de hielo durante la
formacion del campo energético reduce en gran medida la velocidad y disminuye la posibilidad
de formar rayos. Cuando hay presencia de particulas de hielo que colisionan dentro de las nubes,
se aumentan el crecimiento del campo eléctrico y su separacion bajo la influencia de gravedad
la cual probablemente contribuye al desarrollo de transferencia de carga energética, lo cual da
como resultado las descargas energéticas de plasma conocidas como rayos. (Perucca, 2010)

El termino plasma fue utilizado por primera vez por Lewi Tonks e Irving Langmuir en 1929 para
describir el conjunto de particulas cargadas. Posteriormente, la definicion fue ampliada para
definir un estado de la materia (“el cuarto estado de la materia”) en el cual un numero significante
de atomos y/o moléculas son cargadas eléctricamente o ionizadas con la caracteristica
fundamental de exhibir un comportamiento colectivo debido a las interacciones cortas y largas
de Coulomb. Un ejemplo para definir dichas ondas se basa en el ejemplo de la Figura 1 donde,
“el campo eléctrico separa por induccién las cargas positiva y negativa de una esfera metalica.
Asi, debido al tamafio finito de las esferas, la distancia r entre cargas del mismo signo resulta ser
menor que la distancia r' entre cargas de signo opuesto. En consecuencia, la fuerza repulsiva
asociada a r domina sobre la fuerza atractiva asociada a r' dando como resultado una interaccion
gue, bajo una aproximacién razonable, contiene un término dominante de fuerza dipolar repulsiva
gue serd menor que la repulsidbn coulombiana (que no esta contrabalanceada por fuerzas
atractivas)” (Ghezzi, 2008). Para alcanzar la terminologia actual, Langmuir realizo una
investigacion fisica y quimica respecto a los filamentos de tungsteno en las bombillas de luz, con
el objetivo de extender la vida util de los mismos. A partir de esta investigacion desarrollo la teoria
de lafunda de plasma, las capas limite que se forman entre plasma ionizado y superficies sdlidas.
De igual manera hallo que existen ciertas regiones en el tubo de descarga de plasma que exhiben
variaciones periédicas en la densidad de electrones, lo cual da origen a las ondas de Langmuir
(Perucca, 2010) (Tonks, 1929).
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Figura 1. Interaccion dipolar. Adaptado de (Ghezzi, 2008)

A partir del descubrimiento anterior el plasma es una herramienta que durante las Ultimas dos
décadas ha modificado la manera en la que la industria puede llevar a cabo diferentes procesos
a un menor costo, de manera segura y con una menor emision de gases nocivos para el medio
ambiente. Generalmente el uso de plasma en la industria (alimentaria, metalargica y médica)
utiliza un principio de plasma caliente, el cual tiene como fundamento crear un campo de
contencién electromagnético que permite obtener un flujo laminar del gas ionizado (Laroussi,
2007).

3.2. Maneras de generar plasma

El plasma no se puede obtener simplemente calentando un contenedor de gas. El problema
principal radica en que ningun contenedor puede alcanzar la temperatura que el plasma necesita
para estar en su estado ionizado o el contenedor se vaporizaria y de igual manera se volveria
plasma (Goldston, 1995).

En un laboratorio, una pequena cantidad de gas puede calentarse e ionizarse haciendo correr
corriente eléctrica a través del gas o irradiandolo con ondas de microondas. En ambos casos, la
capacidad térmica del contenedor es tomada en cuenta para evitar que se derrita o ionice durante
una prueba de pulso corto, también es posible realizar pulsos largos si el contenedor es enfriado
continuamente (Goldston, 1995). Por lo tanto, el plasma puede generarse de forma mecanica
(compresién cerrada a adiabatica), térmica (fundidoras eléctricamente calentadas), quimica
(reacciones exotérmicas), radiante (radiaciones de particulas como campos electromagnéticos

de alta energia o rayos de electrones) y electromagnética (arcos voltaicos, descargas de corona,
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corriente directa, frecuencia de radio, microondas, resonancia de descarga ciclotronica de

electrones) (Perucca, 2010).

De forma general, estos sistemas para generar plasma radican en dar energia a los electrones
para desaparearlos y que estos se encuentren en forma libre, siendo asi como una colision
electron-atomo libera mas electrones, el proceso funciona como una cascada hasta alcanzar el
grado de ionizacién deseado. En algunos casos, los electrones finalizan con mayor temperatura
de la deseada a los iones, dado que los electrones acarrean la corriente eléctrica o absorben las
ondas de radio (Goldston, 1995).

Dependiendo de la aplicacion requerida, existe una gran cantidad de formas y condiciones para
generar plasma. Una de las caracteristicas mas importantes es la presion del gas. A una
temperatura especifica del gas, la presion define la densidad total de particulas de dicho gas y
consecuentemente la probabilidad y frecuencia de una colision mutua entre las particulas del
gas. A mayor presion del gas, mayor frecuencia de colisién y por ello una mayor probabilidad de
que se alcance un estado de equilibrio energético. Si se toma el Helio como ejemplo, los primeros
potenciales de ionizacién de los elementos que son sometidos a un tratamiento con plasma van
desde varios eV hasta un maximo de 24.6 eV (donde el equivalente térmico energético de kT de
leV corresponde a temperatura verdadera de T que es aproximadamente 11,600 K= 11,300 °C).
En un equilibrio térmico, todas las particulas tienen la misma temperatura, incluyendo al gas
neutro. Ejemplos claros son las partes centrales de un relampago y el nucleo del sol, donde todos
los atomos involucrados se encuentran a la misma temperatura. Sin embargo, el hombre ha
disefiado sistemas de plasma térmicamente caliente, como antorchas de arco utilizadas en
incineradores de desperdicio o plantas para soldar. El plasma térmico es practico para procesos
piroliticos y aplicaciones metallrgicas, quimica de alta temperatura, esprayado térmico, etc.
(Bardos, 2010).

Una de las caracteristicas mas atractivas de los plasmas de presion atmosférica no térmicos es
la capacidad de lograr una quimica mejorada de la fase gaseosa sin la necesidad de
temperaturas elevadas del gas. Esta atractiva caracteristica llevd recientemente a su uso
extensivo en aplicaciones que requieren bajas temperaturas, como en el procesamiento de

materiales y en aplicaciones biomédicas (Laroussi, 2007).

En un gran nimero de aplicaciones, particularmente aquellos donde el plasma debe interactuar

con un substrato solido sin dafiarlo, la temperatura no debe exceder los 1000°C; para algunas
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aplicaciones, el limite térmico es mucho menor, cercano a la temperatura ambiente. Bajo estas
condiciones, se requiere un plasma “frio” que no se encuentra en equilibrio térmico. Un plasma
gue no se encuentra en equilibrio térmico puede ser generado a bajas presiones de gas donde
las colisiones de particulas suceden en menor cantidad. Debido a que los sistemas de plasma
de baja presion requieren bombas y sistemas de vacio que tienen un alto precio econémico, se
ha generado un creciente interés para remplazar los sistemas actuales con sistemas de plasma

atmosférico frio (Bardos, 2010).

3.3. Sistemas para generar plasma frio

Existen diferentes fuentes para generar plasma atmosférico frio desde el desarrollo y disefio del
primer reactor de barrera de descarga dieléctrica (DBD) construido en el siglo diecinueve por W.
Von Siemens para producir ozono. Para ciertas aplicaciones es posible utilizar un sistema de
plasma térmico en decadencia donde su temperatura es < 500 °C. Sin embargo, fuentes de
plasma térmico tienen una demanda energética y un consumo de gas considerablemente

elevado lo cual descarta y compromete su eficiencia como sistema de plasma frio (Bardos, 2010).

Las observaciones con una cdmara para dispositivos acoplados de carga intensificada (ICCD)
con 100 ns para tiempo de exposicién y 1000 tomas revelan las caracteristicas de un sistema jet
para plasma, ya sea con Argén o Helio. Lo que pudiese parecer un plasma homogéneo en
realidad no lo es, asemeja mas a una “pistola de plasma”, la cual sopla pequefas “balas de
plasma” fuera de la boquilla. Mientras que esta caracteristica no limita la capacidad de tratar
superficies, es de suma importancia para la eleccién del gas y el sistema de ionizacion. Los flujos
laminares de gas son de suma importancia ya que a partir de ellos se logra el transporte de las
especies activas por el jet de plasma a la superficie a tratar con una mezcla minima de aire
ambiental (Bardos, 2010).

Contrario a los plasmas de presion reducida disponibles en grandes volimenes, los plasmas con
caminos libres y entornos reducidos a presion atmosférica limitan el volumen e impacto del
plasma. En las aplicaciones donde se tratan objetos tridimensionales, la decadencia y regiones
de resplandor de un flujo de plasma deben emplearse con sistemas jet especial para alcanzar
plasmas de largo alcance. Estos sistemas generalmente tienen grandes consumos de gas para

prolongar las columnas de plasma y son tipicamente utilizadas con Helio, lo cual los vuelve caros.
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Una excepcion son las fuentes hibridas de plasma, los tratamientos de grandes substratos por

sistemas jet de plasma requieren una cierta mocion entre el jet y el substrato. La fuente de plasma
también puede ser disefiada como una matriz de chorro para alcanzar una funcién eficiente

(Bardos, 2010).

Adicionalmente, a lo mencionado por Bardos (2010), Cao (2009) y Nie (2009) apuntan
directamente que uno de los sistemas mas practicos para poder generar plasma frio es el sistema
jet, el cual permite tener buen flujo de plasma sin ionizar los isotopos. No obstante, se menciona

gue este tipo de plasma es complicado de mantener y requiere de grandes flujos de gas que
permitan mantener las columnas de plasma. Si estos puntos anteriormente mencionados son
contemplados y cubiertos en el disefio a utilizar el sistema jet puede funcionar sin inconvenientes.

3.3.1. Barrera de descarga dieléctrica (DBD) y por corona

Las fuentes de barrera son las mas populares de plasma atmosférico frio. Una barrera dieléctrica
en uno o ambos electrodos puede suprimir y, en combinacion con energia de alta frecuencia
prevenir flujos erraticos. Existe un gran numero de disefios, construcciones, formas de
electrodos, y barreras dieléctricas utilizadas para diferentes aplicaciones. Algunos de estos
sistemas se muestran en la Figura 2. Un simple arreglo corona (sin DBD) con transmisores se
observa en el apartado a) de la Figura 2 para comparacion con un arreglo DBD gue se encuentra
en el apartado b) de la Figura 2. Los sistemas DBD para substratos planos méviles se muestran
en el apartado c) de la Figura 2 y el apartado d) de esta misma imagen. El apartado €) de la
Figura 2 es para tratamiento de grandes superficies, un arreglo multiple DBD puede utilizarse
con un par de electrodos en forma de cuadricula recubiertos con una barrera de alimina. En
todos los sistemas DBD, las cargas acumuladas de las superficies sobre las barreras dieléctricas
deben ser neutralizadas, por ejemplo, por un pulso de corriente directa bipolar tanto para un

régimen estatico o de flujo de un gas (Bardos, 2010).
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Figura 2. Arreglos coronay barrera de descarga dieléctrica (DBD). (a) Corona con flujo; (b) Barreras dieléctricas sobre
electrodos; (c) Arreglo DBD para tratamiento de substratos planos de gran area; (d) Arreglo DBD para tratamiento
bilateral; y (e) Arreglos DBD de cuadricula multiple (espacios de 200 pm x 200 um). Las flechas en (c), (d) y (e) indican
la direccién del substrato en movimiento. Modificada de (Bardos, 2010)

3.3.2. Jets de plasma a presion atmosférica y descargas de microondas (APPJ)

Los campos energéticos de alta frecuencia tienen un efecto estabilizador en el plasma y pueden

generar plasma sin caudal en gases moleculares. Las energias por radio frecuencia (RF) (13.56
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MHz y sus armonicos) y microondas (Los osciladores industriales tipicamente operan entre
896MHz, 915MHz, 922MHz, 2.45GHz y 5.6GHz) son usadas cominmente para generar jets y
columnas de plasma sin equilibrio. Algunos de estos sistemas se muestran en la Figura 3 como
esquemas. El apartado a) de la Figura 3 es un sistema simple por microondas con guia de ondas
conicas para incrementar el campo eléctrico en un reactor de cuarzo. Los sistemas mas
sofisticados utilizan transiciones de onda a coaxial para generar un jet de plasma (Figura 3. b).
La principal desventaja de los sistemas con microondas es: Se requieren grandes cantidades de
energia para generar plasma y el tamafio del reactor de plasma esté limitado por las dimensiones
de la guia de ondas. Sin embargo, el tamafio del plasma se puede agrandar utilizando diferentes
resonadores con sistemas distribuidos de slots; por ejemplo, por fuera del reactor e irradiando la

energia hacia el axis del reactor (Bardos, 2010).

La Figura 3c) muestra una fuente jet de plasma por radio frecuencia. Dichas fuentes se pueden
acomodar con una barrera dieléctrica en una o ambas superficies de los electrodos. La frecuencia
operativa de una fuente de plasma coaxial puede extenderse hasta el rango de microonda para

suprimir el flujo y generar plasma luminoso en gases moleculares (Bardos, 2010).

La fuente hibrida de plasma en el apartado d) de la Figura 3 es la combinacién de un generador
con una antena de microondas con un catodo hueco energizado con radio frecuencia, o un pulso
DC eléctrico. A esta fuente se le conoce como Descarga activada por un electrodo hibrido hueco
(H-HEAD). Este plasma de microondas se produce con ondas superficiales y la energia de las
particulas puede controlarse en ambos casos por parametros de microondas o0 un catodo hueco.
Esta fuente de plasma es capaz de producir de plasma de gran tamafio (hasta 18 cm) a flujos
muy bajos de gas (< 250 cm®min) y funciona tanto con gases monoatémicos como con gases
moleculares. Resultados recientes demuestran la posibilidad de operar el sistema con una fuente
de vapor de agua o inclusive sumergido en agua. El plasma generado por un sistema H-HEAD,
con flujo de aire a través de la antena, sumergido en agua contenida en un recipiente de aluminio
Figura 4. (Bardos, 2010).

10

-
%ultad

de Farmacia



-
%ultad

de Farmacia

Conocimiento al servicio de la salud

8) o
Sintonizador de

acortamineto 385 l Guiadeondas  Energia de

y-ondas

Substrato

Plasma
{Limitado por el guia de ondas)

(b)

Substrato
Sintonizador de Energia de
acortamineto ﬂajZlm i ! p-ondas

\
:
’

COU
l\\. -

e e Substrato
Sintonizador Dieléctrico

(d)

Energia DC pulsada W

AR

Energia de Pluma de
ndas

o l Catodo hueco plasime

largo
Gas

Antena SR 1 Ondas de superficie Ebetiats

NN 7
Aislante 2 Guia de ondas

SRR

Figura 3. Fuente de plasma por microonda o radio frecuencia (RF). (a) Arreglo de onda simple rectangular; (b) Arreglo
de onda para un jet de plasma; (c) Arreglo DBD para un jet de plasma de RF coaxial; y (d) Fuente de plasma hibrida
con antena de onda de superficie con funcion de catodo hueco con pulso de DC. Las flechas mas largas en (b), (c) y
(d) indican la direccion del substrato en movimiento. Modificada de (Bardos, 2010)
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Figura 4. Plasma generado por una fuente H-HEAD, con flujo de aire de 300 cm®/min a través de la antena,
sumergida en un contenedor de aluminio con agua. Modificada de (Bardos, 2010)

3.3.3. Nuevas fuentes de plasma para tratamiento de superficies de gran tamafo

Muchas fuentes productoras de plasma atmosférico frio estdn basadas en micro descargas. Las
unidades pequefias de plasma atmosférico son matrices multiplexadas, sistemas integrados en
linea, o sistemas distribuidos por area. Un ejemplo son las matrices de RF con jets DBD. Los
sistemas especiales para generacién de plasmas de gran tamafio estan basados en sistemas de
varios catodos huecos integrados para formar un sistema de catodo fusionado hueco (FHC). La
Figura 5 a) de manera esquematizada muestra un sistema FHC con una estructura abierta
integrada y gas fluyendo. Muchos catodos huecos, energizados por generadores de RF, o DC
de pulso, se posicionan cerca el uno del otro para que los plasmas puedan interactuar de manera
individual. Dicho arreglo permite un uso muy bajo de RF (20.2 W/cm? para Nedn a una
temperatura 2100°C) y debido a las bajas tensiones de ruptura de RF puede mantenerse el
plasma sobre toda la superficie del electrodo. El sistema FHC puede tener diferentes formas. La
Figura 5 b) muestra como ejemplo un arreglo rectangular abierto operado a una RF de 40 W con

plasma de Nedn sobre un electrodo de area 115mm x 18mm (Bardo, 2010).
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Figura 5. Fuente de plasma a partir de un catodo hueco fusionado (FHC). (a) Arreglo esquematizado de un sistema
de catodo hueco integrado por RF. (b) Fuente FHC abierta rectangular de 120-mm-de longitud, con plasma de Neén,
generado con 40 W. Modificada de (Bardos, 2010)

3.4. Tipos de gases utilizados

Argén

El argon es un gas inerte por lo que no reacciona con el material durante el proceso. Por su bajo
potencial de ionizacion sirve perfectamente para encender el haz de plasma; sin embargo, el
argén no se ha utilizado en solitario ya que presenta una conductividad térmica reducida y un

bajo contenido calorifico (Indura, 2015).
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Hidrogeno
En comparacion con el argén, el hidrégeno presenta una buena conductividad térmica y ademas
se disocia a altas temperaturas. Esto significa que absorbe mucha energia del arco eléctrico
(como en la ionizacién) con lo que las capas exteriores se enfrian; este efecto contribuye a
estrechar el arco generando una densidad energética mayor. Debido a procesos de
recombinacion, la energia absorbida vuelve a liberarse en el bafio de fusién en forma de calor.
Sin embargo, el hidrégeno no puede utilizarse en solitario ya que al contrario que el argén tiene
un peso atémico muy bajo y por ello no es capaz de generar energia cinética suficiente (Indura,

2015).
Nitrégeno

El nitrégeno es un gas poco reactivo, es decir, sélo reacciona con el material a altas temperaturas

y permanece inerte a temperaturas bajas. En cuanto a sus propiedades (conductividad térmica,

entalpia y peso atémico) se sitla entre el argén y el hidrogeno por lo que puede utilizarse en

solitario y como gas secundario como plasmageno (Indura, 2015).

Oxigeno

Por su conductividad térmica y peso atémico el oxigeno puede clasificarse junto al nitrégeno. El
oxigeno es un gas plasmageno que alcanza una energia cinética alta y por ende altas

temperaturas, volviéndolo poco practico para trabajo con materiales organicos (Indura, 2015).

Aire

el aire se compone de nitrbgeno (aproximadamente 70%) y oxigeno
(aproximadamente 21%), por lo que permite utilizar las propiedades de ambos gases, el aire es

Basicamente,

uno de los gases mas baratos (Indura, 2015).

Mezclas de gases

A menudo se utilizan los gases anteriores formando mezclas gaseosas. Esto permite combinar
dos 0 mas gases; por ejemplo, aprovechando las buenas propiedades térmicas del hidrogeno
junto con el elevado peso atomico del argén. Naturalmente, pueden utilizarse también otras

combinaciones como mezclas de nitrdgeno-hidrégeno o argén-nitrdgeno-hidrégeno. Todas las
14



anteriores poseen la propiedad de alcanzar energias térmicas y cinéticas muy elevadas,
volviéndolos poco practicos para un uso bioldgico/biomédico (Indura, 2015).

En lo que refiere a la pureza (en porcentaje) de los gases que deben emplearse, asi como la

obtencion de su maximo desempefio se ilustran en la tabla 1.

Tabla 1. Gases cientificos de alta pureza. Modificada de (Indura, 2015).

Gas Plasmégeno

Oxigeno 99.5%

Nitrégeno | 99.9%

Hidrégeno | 99.95%

Argon 99.9%

Sin embargo, el uso de plasmas calientes tiende a deformar materiales y principalmente se utiliza
en procesos de estructuracion y modelado de superficies. Si el objetivo fuese trabajar elementos
biolégicos, hacer uso de un elemento de alta temperatura volveria imposible emplear al mismo,
ya que un gas ionizado tiene la misma capacidad de descomponer un material biolégico. Por ello,
un gran avance es el uso de gases ionizados frios, que a partir de dicho uso es posible acceder
a los beneficios de una herramienta de alto desempefio sin el impedimento de dafio por
guemaduras energéticas. Con esto Ultimo, se puede establecer que el gas que permite trabajar
de mejor manera materiales biolégicos es aquel que es inerte y no reacciona con los materiales

a los cuales se aplica (Pankaj, 2007).

3.5. Comportamiento de las especies cargadas

Los plasmas frios se caracterizan por una distribucién de energia que no se encuentra en
equilibrio entre diferentes rangos de libertad, diferentes estados de excitacién y diferentes
particulas. Se puede simplificar la distribucién energética separando las temperaturas de los
componentes como: temperatura del electron (Te), Temperatura de excitacion electronica (Teiex),

temperatura vibracional (Tvi), temperatura rotacional (T y temperatura traslacional (Tians). EN
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plasmas frios creados por un campo eléctrico externo, la relacion es la siguiente Te > Teiex > Tuib
> Tt = Tuwans. La naturaleza no equilibrada permite la creacion de especies sin generacion
excesiva de calor la cual puede dafar los substratos o causar una disociacién excesiva. Asi
mismo, el proceso quimico que ocurre en un plasma frio sobrepasa cualquier sistema que

funcione a partir de la adicion exclusiva de calor (Staack, 2008).

Las descargas luminosas mejor conocidas son las de los sistemas de baja presion no-térmicas.
La descarga luminosa normal existe tipicamente en el espacio entre electrodos paralelos a una
corriente mayor que aquella del limite de ruptura de Townsend y mientras que las emisiones de
electrones secundarios inducidos por iones en el catodo sostienen la descarga. La relacién en el
aumento del campo eléctrico, densidad de corriente y caida de voltaje pueden utilizarse para
predecir y estimar con precision los parametros de descarga. Con presién atmosférica la versién
a escala de una descarga luminosa normal tiene dimensiones caracteristicas en décimas hasta
cientos de micrometros y ha sido clasificada como micro plasma. Debido a una elevada
temperatura y posible transicion a un arco, los regimenes de operacion estable se limitan a bajas
cantidades energéticas y mezclas menos complejas de gases que sus contrapartes de baja
presion. Por ello, la elevada temperatura del gas puede representar un problema para la

aplicacion de estos procesos de descarga (Staack, 2008).

La temperatura de un gas puede en gran medida ser determinada por un rango de transferencia
energética de los electrones hacia el gas neutro, aunque, una cantidad notable de calentamiento
también ocurre a partir del calentamiento de Joule (fenédmeno por el que los electrones en
movimiento de una corriente eléctrica impactan contra el material a través del cual estan siendo
conducidos. La energia cinética que tienen los electrones se convierte entonces en energia
térmica, calentando el material por el que circulan) de los iones en la funda del catodo.
Generalmente la energia transferida por los electrones puede ser ineficiente debido a diferencias
significativas entre las caracteristicas energéticas y la diferencia de masas entre las particulas
gue interactiian. El mecanismo para mantener un sistema no equilibrado puede describirse de la
siguiente manera: el campo eléctrico calienta los electrones hasta alcanzar un estado energético
alto, los electrones lentamente ceden su energia al gas neutro y el gas neutro tiene la posibilidad
de permanecer frio al abandonar el area de descarga o transfiriendo el calor a los electrodos o
paredes del tubo de descarga. Cuando se escala una descarga con presion; la energia de la
descarga permanece igual mientras que el area superficial en la que ocurre el enfriamiento escala

a 1/p? (uno entre presiéon al cuadrado). Siendo asi, a presién atmosférica los requisitos de
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enfriamiento son altos y el calentamiento puede sobrepasar al enfriamiento. Por esta razén

mantener un plasma frio estable a presion atmosférica es una tarea complicada (Staack, 2008).

Una diferencia significativa se observa en la transferencia de energia entre electrones y atomos
neutros y electrones y moléculas neutras. En gases atomicos el aumento en la temperatura del
gas es el resultado principal de la transferencia de energia traslacional entre la colision de
electrones a atomos, llamada transferencia de energia e-T (electron- traslacional). En gases
moleculares los electrones pueden transferir su energia a modos de energia intermedia adicional
interna en la molécula como vibracién y rotacién. Dado que, la energia caracteristica vibracional
tipica (0.2-0.5 eV) es comparable con temperaturas tipicas de los electrones (~1eV) la mayoria
de la energia del electrén puede transferirse a variantes vibracionales, e-V, posteriormente
transferirse a temperatura de gases, V-T de relajaciéon. Siendo que, el rango de transferencia de
energia e-V y V-T son significativamente mas rapidos que e-T, los gases moleculares tienen
tipicamente un rango de calentamiento mayor y son mas susceptibles a termalizacion (Staack,
2008).

En la Figura 6 se muestran imagenes de una descarga utilizando Helio, Argon, Hidrégeno,
Nitrégeno y Aire. En todas las descargas de los diferentes gases se utilizé una corriente de 3.0
mA vy el espacio inter-electrodo fue de 400 um. Todas las descargas de forma general son
aparentemente similares en estructura a una descarga de baja presion y brillo normal. De forma
visible es posible apreciar las regiones de brillo negativo (NG) la cual es una regién luminosa
estrecha que se produce en una descarga eléctrica en un gas a baja presién y que a menudo es
la segunda regién del catodo, espacio oscuro de Faraday (FDS) el cual es un espacio oscuro de
baja intensidad de luz entre la columna positiva y el brillo negativo del catodo en un tubo de vacio,
columna positiva (PC) que es la regiéon en una descarga eléctrica gue se extiende desde el &nodo
hasta el espacio oscuro de Faraday Y brillo del anodo (AG) que es la regién luminosa entre la
columna positiva y el espacio oscuro del anodo en un tubo de vacio. Las diferencias obvias
radican en el color aparente de las descargas y la variacion en la dimension relativa y brillo de
las regiones. La regién de brillo negativo en el helio es la mas grande mientras que en el
Hidrégeno es la mas chica, indicando menores y mayores densidades de corriente
respectivamente. La longitud del espacio oscuro de Faraday varia entre gases, es dificil discernir
en la imagen del Helio, y en el caso de la descarga de Hidrégeno es la mas larga. La columna
positiva para la mayoria de las descargas es similar en diametro con excepcién del Helio que

tiene una columna positiva mas ancha pero menos intensa. El estriado de la columna positiva es
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visible en las imagenes de la Figura 6 para Helio y en menor cantidad para Argén. La region
luminosa del &nodo es visible en el caso Helio e Hidrogeno pero no es tan distinguible en el caso
de Nitr6geno, Argon y Aire (Staack, 2008).

Figura 6. Imagen del brillo de una descarga normal en Helio, Argén, Hidrogeno, Nitrégeno y Aire para un electrodo de
espacio de 400 um y una corriente de 3.0mA. Regiones de brillo negativo (NG), espacio oscuro de Faraday (FDS),
columna positiva (PC) y brillo del anodo (AG). Modificada de (Staack, 2008)

3.6. Aplicaciones actuales

En lo que refiere a las aplicaciones de un gas ionizado estos se han utilizado no solo en procesos
metallrgicos, también han abierto la posibilidad a procesos verdes en el almacenamiento de
alimentos. Uno de los principales lineamientos para dicho almacenamiento es una carga minima
de microorganismos, ya que en esta rama el control de calidad es clave. A partir del uso de gases
de bajo peso molecular es posible llevar a cabo un proceso de esterilizacion sin deformacién de
empaqgues secundarios a base de PET/PVDC/PE-LD. Un tratamiento sinérgico se encuentra
reportado en el uso de plasma frio y luz UV para la inactivacion de Aspergillus niger, Bacillus
subtilis en tratamientos de un segundo para dafio de DNA a células vegetales y endosporas de
Bacillus atrophaeus. Todo lo antes mencionado sin dafio a los alimentos o0 a los materiales
plasticos que fueron expuestos ha dicho tratamiento. Dentro del mismo sistema, se hace mencion
del uso de O, a 13.56 MHz el cual tuvo una capacidad germicida sobre Pseudomonas
aeruginosa; sin embargo, este gas en su estado ionizado tiene la capacidad de deformar

materiales dependiendo del angulo utilizado para las exposiciones (Pankaj, 2007).
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Otra prometedora aplicacion para los sistemas CAP radica en la odontologia a partir del proceso

de desinfeccion. Esto se debe a que los sistemas CAP tienen una gran capacidad para la

inactivacion de los biofilms. El uso de un sistema de este tipo ofrece un método menos destructivo
para el llenado de cavidades formadas por caries y a su vez debido a que un sistema CAP opera
a temperatura ambiente, este no causaria dolor o destruccion de tejido (Olesiak y Stepniak, 2012,

Hoffmann, 2013).
Estos sistemas también permiten tener una alternativa en la rama de oncologia. Fridman et al en

2008 demostro que a partir de un sistema DBD de electrodo libre es posible tratar un melanoma
(Friedman, 2008). Los sistemas CAP tienen la capacidad de inducir apoptosis 0 necrosis
dependiendo de la dosis de tratamiento. La apoptosis se desarrolla a partir de bajas dosis durante
varias horas de aplicacion y la necrosis de desarrolla con dosis mas altas en periodos de tiempo
similar. De forma similar es posible inducir apoptosis en células de cancer de mama a partir de

un sistema CAP alimentado con Heliox (Sun, 2010).
Klinger en su investigacion veterinaria de 2020 demuestra que una exposicion directa de plasma
frio sobre tejido necrosado de una serpiente Python regius infectada con Stenotrophomonas
maltophilia, la cual es una bacteria Gram negativa que es capaz de causar septicemia en reptiles
y es multirresistente a antibiéticos. Debido a que, la mayoria de los antibiéticos generan
hepatotoxicidad en los reptiles, el uso de plasma frio resulto ser una alternativa segura, (una
dosis de 15s/cm? tres veces a la semana durante 2 semanas). La serpiente tuvo una
rehabilitacion total en la que inclusive se forma tejido nuevo y sano. Aunque se desconoce cual
es la actividad especifica del plasma frio sobre los microorganismos, el gas noble ionizado fue

capaz de inactivar a una bacteria multirresistente.

3.7. Justificacion de la revisién bibliografica
La resistencia de los microorganismos en torno a los antibiéticos y desinfectantes es una
problematica que no solo afecta a la industria alimenticia o0 médica. Dicha resistencia es algo ya

comun inclusive en las lineas de produccion de la industria farmacéutica a pesar de todos los
puntos criticos que se tienen para evitar estas contaminaciones. La razén principal de este

problema se debe a que si un microorganismo puede sobreponerse a una barrera como el
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“desinfectante” puede poner en riesgo lotes de medicamentos, en especial cuando se habla de

medicamentos estériles (parenterales) (Pankaj, 2014).

En el 2020 Patini reporté que no es posible decretar que el uso de antibiéticos es el principal
motivo causal de la resistencia microbiana. Sin embargo si existe una relacion entre la posologia
de las moléculas y el tratamiento que un experto prescribe, sin importar sexo y edad. La
resistencia microbiana se da de forma natural al momento de iniciar una terapia y de acuerdo
con esta misma investigacion, la mayor resistencia se alcanzaba a la mitad del tratamiento. Lo
cual indica que durante este periodo la transmision de plasmidos de resistencia incrementa
exponencial e inevitablemente se pierde la accion terapéutica del farmaco. Cuando la infeccion
cede y el paciente se recupera la carga microbiana es minima y se entiende que todo
microorganismo que sobrevive a una terapia de esta indole puede abandonar el cuerpo y

transmitir sus plasmidos de resistencia a una nueva generacién de microorganismo.

Araujo en investigacion de 2011 indica que las bacterias no solo tienen la capacidad de
sobreponerse a los antibiéticos, sino que también pueden desarrollar mecanismos de defensa
frente a sustancias desinfectantes. Este modelo de adaptacion aplica a hongos, bacterias,
produccion de esporas y virus. Sin importar, la industria de la que se trate los protocolos
preventivos de sanidad que se tengan, los microorganismos siempre podran desarrollar biofilms
y esto repercute en la calidad, produccién y seguridad del producto. Por ello es relevante hallar
una solucion adicional a los protocolos de sanidad industrial que sea independiente a los métodos

guimicos y enzimaticos.

Adicional a la probleméatica de resistencia a desinfectantes se apunta a que, la resistencia es
meramente un gen que se desarrolla bajo condiciones especiales. El desarrollo de estos
mecanismos de resistencia aun es desconocido, pero existe una pequefia cantidad que se ha
logrado elucidar y hacen referencia a genes gac en las bombas de salida las cuales son proteinas
transmembranales. Estos mecanismos principalmente se encargan de expulsar sustancias como
antibioticos y desinfectantes que ingresen al microorganismo y pudieran dafarlo. Se ha
demostrado asi mismo que los plasmidos que codifican genéticamente para el funcionamiento
de estas bombas entre organismos son facilmente transferibles entre ellos y por ende el resultado
es una resistencia independiente al gradiente de concentracion de los desinfectantes (Mc Carlie,
2020).
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4. Propdsito de la revision

Debido al aumento de la resistencia de los microorganismos, los desinfectantes y esterilizantes
podrian estar cayendo en obsolescencia, por lo tanto es importante realizar una comparaciéon
bibliohemerografica del rendimiento para el control microbiolégico de las sustancias actualmente

utilizadas y la nueva tecnologia de plasma frio como posible sustituto.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general
e Establecer una comparacioén teérica sobre el rendimiento para el control microbiolégico de
los desinfectantes y esterilizantes actuales frente a un sistema CAP como posible sustituto

mediante una revision bibliohemerogréfica y digital.

5.2. Objetivo particular
e Analizar los mecanismos de resistencia de los microorganismos.

¢ Documentar ampliamente los mecanismos desinfectantes de los sistemas CAP.

6. Metodologia

e Se identificd un problema de gran interés en el cual se puedan evidenciar alternativas que
pudiesen dar una solucion a dicho problema.

e Se identific6 como problema la resistencia a sustancia desinfectantes por parte de
microorganismos y como solucién se investigd respecto a una tecnologia nueva denominada
Plasma Atmosférico Frio.

e Se establecié un estudio retrospectivo de un lapso de tiempo de 120 afios.

e Se instauré como monto maximo el empleo de 100 referencias bibliograficas.

e Se utilizaron Google Scholar, Elsevier Science, Sience Direct, Springer Link y NCBI como
motores de busqueda.

e Se llevd a cabo una revision a través de articulos de investigacion y libros de texto actuales.
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e Los criterios de inclusion fueron: Sistemas CAP, resistencia microbiana, resistencia
microbiana a desinfectantes, estudios de resistencia microbiana a desinfectantes, empleo de
métodos sinérgicos de desinfeccion con sistemas CAP y tratamientos desinfectantes con
sistemas CAP.

e Los criterios de exclusion fueron: tratamientos médicos no relacionados a microorganismos
con sistemas CAP, tecnologia a base de plasma que no fuese CAP o de aplicacion
desinfectante/esterilizante y estudios biotecnoldgicos de modificacion de microorganismos
para control microbioldgico.

e Unavez localizada la informacion necesaria, se realizé un estudio de contraste entre acciones
de sustancias desinfectantes y acciones desinfectantes de sistemas CAP para poder
establecer una comparativa de efectividad.

e A partir del contraste realizado se procedi6 a discutir y concluir los datos obtenidos.

7. Antecedentes

El uso de desinfectantes no es una practica reciente, formas de desinfectar superficies es la
practica de milenios. Sin embargo, el auge de las sustancias desinfectantes quimicas tiene
aproximadamente un siglo. Rideal (1903) proporciona informacion relevante respecto a esa
época y que no todas las sustancias utilizadas eran seguras. Una de las principales dificultades
de la época se debia a enfermedades zimoticas (infecciones agudas) causadas por gérmenes y
gue el uso rutinario de dichas sustancias debia llevarse a cabo bajo supervisién de un oficial de

salud.

En 1986 Hoff en su articulo “Resistencia Microbiana a Desinfectantes: Mecanismos y
significados” menciona un experimento realizado por Haas y Morrison (1981) donde se describe
a una cepa de Escherichia coli que era sometida a hipoclorito de sodio demostraba generar
resistencia basado en un factor crucial. Dicho factor se basa en el gradiente de concentracion
por exposicion y que toda célula que pudiese sobrevivir y reproducirse daria vida a un linaje
resistente a hipoclorito de sodio, aunque se desconoce si el mecanismo de supervivencia se

encuentra relacionado con control de bombas de membrana y/o reparacién de acidos nucleicos.
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Otra cuestion relevante en este proceso remite a Rose y Payment donde se presenta la situacion
de que durante un tratamiento de agua para el control de microorganismos no solo basta con
una desinfeccién. Es importante llevar a cabo el proceso fisico de coagulacion, floculacion,
sedimentacion vy filtracién debido a que esto no solo permite retirar particulas donde residen los

microorganismos siendo esto un proceso fisico para eliminacién de microorganismos.

Mc Donnell (1999) establece a mayor detalle que la resistencia a desinfectantes en el caso de
las bacterias puede darse de forma natural, por mutaciones o por transposones. Asi mismo se
indica que para que un desinfectante pueda cumplir con su funcién bactericida este debe poder
estar en contacto con la membrana del microorganismo y atravesarla. Dicha probleméatica radica
en el hecho de que un microorganismo con resistencia a estas sustancias puede tolerar, degradar

y evitar las sustancias desinfectantes.

En la actualidad los microorganismos han demostrado desarrollar resistencia a diferentes familias

de antibiéticos y productos antisépticos (Araujo, 2011) (Mc Carlie, 2019).

En el caso de los antibidticos, Annunziato profundiza en los mecanismos que tienen las bacterias
para sobreponerse a los antibiéticos. Donde un antibiético puede ser degradado por enzimas
especializadas desarrolladas por la bacteria para poder inactivar a un antibiético. Algunos de los
mecanismos de resistencia son: ) bombas de flujo modificadas para expulsar dichas sustancias
de la bacteria y evitar asi que la bacteria muera. Il) modificaciones a los poros de la membrana
bacteriana que disminuyen la probabilidad de ingreso de un antibiético a la bacteria y Ill) la
modificacion del sitio diana de acoplamiento del antibiético, el cual en gran medida deja sin

funcion a dicha sustancia.

7.1. Estructuras promotoras de resistencia

Los hallazgos de Mc Carlie conducen a un problema de gran magnitud, radica en la resistencia
a antibidticos, aunado a la limitada capacidad de produccién de nuevos antibiéticos, lo cual forza
a los investigadores a desarrollar nuevas alternativas de control del crecimiento bacteriano. La
comprension de la transferencia de los genes de resistencia a desinfectantes podria permitir que

dicha transferibilidad fuese limitada, por ende, salvaguardando la eficacia de los desinfectantes
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utilizados. Un ejemplo es la conjugacion de plasmidos de Escherichia coli y Staphylococcus spp
codificantes para resistencia a desinfectantes, donde en ambos casos se comprende que son los
genes gac los responsables de la transmision del plasmido encargado de la modificacion de

funcionamiento en las bombas de flujo.

Partridge sefiala que, en el caso de elementos méviles genéticos, si un microorganismo pretende
sobreponerse al reto de un tratamiento quimico antimicrobiano es necesario adquirir
determinantes preexistentes de resistencia del arbol genético bacteriano. El analisis molecular
confirma que las cepas multirresistentes utilizan ese sistema de seleccion y adquisicion lo cual
permite que el linaje celular pueda amplificar su respuesta selectiva ante la presion de las
sustancias desinfectantes. Algunos de estos elementos pueden desplazarse dentro o entre
moléculas de DNA incluyendo transposones, secuencias de insercion, integrones y casetes de
genes. Mientras que otros elementos integrativos, conjugados y plasmidos son capaces de
desplazarse entre bacterias. Dicho movimiento permite la rapida evolucion de la resistencia

antimicrobiana.

En lo que refiere a transposones y secuencias de insercion podemos abordarlos como una
secuencia de DNA movil asociada a genes de resistencia y adaptacion. Son capaces de
trasladarse de manera aleatoria en nuevas posiciones dentro del mismo DNA o0 nuevos DNA,
con lo cual pueden transportar la resistencia a nuevas ubicaciones. En el caso de las secuencias
de insercién estas acarrean uno o mas genes de transposasas y conforman un transposon
cuando una o mas copias de la misma secuencia flanquean uno o mas genes. Esta region entera
se desplaza como una sola unidad y estas secuencias pueden influenciar la expresién de genes
pasajeros al incluir a un promotor preferente en el rio arriba o trasladandose en el upstream de

un gen esencial en un cromosoma. (Partridge, 2018)

Delihas en 2011 y Partridge en 2018 exponen gque los casetes de genes son pequefios
segmentos de DNA, frecuentemente se encuentran insertados en un integrén o una estructura
circular libre. Estos casetes generalmente consisten en uno o MAas genes, regularmente
careciendo de un sitio de recombinacién y promotor. En el caso de los integrones (IN) Gillings et
al con su trabajo en 2009 complementa que, estos pueden identificarse por componentes como
un gen intl, un promotor y un sitio recombinante attl. Los IN permiten el movimiento de los genes
de resistencia entre sitios definidos y se somete a recombinacién sitio-especifico. Este tipo de

elementos genéticos méviles son comunmente hallados en mdltiples copias de a lo largo del
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genoma y de esta manera facilitan una recombinaciéon homoéloga. Gnanadhas et al. (2013) indica
gue las matrices de los casetes se forman cuando varios casetes de genes se han insertado en
el mismo integrén. Las matrices de casetes pueden conferir resistencia a una bacteria contra
desinfectantes y antibiéticos, dependiendo de que genes pasajeros tengan. Esto Gltimo puede
conferir una co-resistencia a ambas sustancias y se encuentra documentado como “cepas muy
resistentes”. Este punto se apoya con los trabajos de Templeton et al. (2009), Khan et al. (2016),
Zhou et al. (2017) y Kim et al. (2018). En la Figura 7 se resumen los elementos genéticos

movilizados intracelular e intercelular horizontal.

N
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Figura 7. Elementos genéticos movilizados a través de transferencia de genes intracelular e intercelular horizontal
célula donante y recipiente. (A) Unidad de transposon que alberga al gen de resistencia traspasandolo de un
cromosoma bacteriano a un plasmido. (B) Unidades de transposones entre plasmidos en la misma célula bacteriana.
(C) Auto escision de un casete de genes de un plasmido por un sitio-especifico de recombinacion. El casete de genes
puede moverse entre integrones (representacion de la clase 1 In/Tn) a través de un intermediario circular. (D) Elemento
conjugable e integrable (ICE) de DNA donador (reversible), en una estructura circular, la cual es capaz de auto-
transmitirse por conjugacion. En una célula recipiente, el ICE se integra al cromosoma recipiente por recombinacion
de sitio-especifico. (E) Transmision de plasmidos por conjugacion o movilizacion por otro pldsmido. Elementos
genéticos maviles que contienen genes de resistencia (como la clase dentro del plasmido puede permanecer en el
plasmido o transposon sobre en cromosoma donante). Modificado de (Partridge, 2018)
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7.2. Biofilms

Los biofilms o biopeliculas son comunidades de microorganismos que crecen adheridos a una
superficie inerte. Dichos grupos pueden consistir de una mono cultura de diferentes especies 0
una mezcla de fenotipos de una dada especie (McDonell, 1999).

En todas las industrias, especialmente la alimenticia, la proliferacién de microorganismos es muy
comun aun cuando los productores lleven a cabo todos los planes de contingencia. Por lo tanto,
la contaminaciéon es normalmente causada por la formacion de biofilms debido a la carencia o
ineficiencia de un plan de limpieza. Las moléculas organicas son capaces de depositarse en todo
tipo de superficies y agua utilizada para produccion provee de buenas condiciones para el
desarrollo y crecimiento microbiolégico. Asi mismo, las caracteristicas fisicas del substrato
influencian el apego inicial. Es mas, las plantas industriales tienen lineas de produccion
intrinsecas con puntos criticos donde se espera la acumulacion de microorganismos. Dichos
puntos son: juntas, lineas terminales, puntos de conexion, valvulas, esquinas, cuarteaduras o

zanjas son parte de todos estos puntos criticos. (Simdes, 2010) (MacDonald, 2000)

Los biofilms pueden aparecer en cualquier tipo de industria resultando en serios costos de
operaciones de mantenimiento y la reduccién de la eficacia operativa de los intercambiadores de
calor, incremento de la presion operativa de las plantas desalinizadoras, causando bloqueos en
el sistema de tubos distribuidores de agua, incrementando el consumo energético y acelerando
la corrosion de superficies metalicas requiriendo remplazo de las partes dafiadas (Shi, 2009)
(Kumar, 1998). También, los biofilms pueden ser un problema de la salud publica ya que los
depdsitos biolégicos pueden ser un reservorio de organismos causantes de deterioro y/o
patdgenos. Algunos microorganismos que pueden encontrarse frecuentemente en un biofilm del
area de procesamiento de alimentos son: Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Yersinia

enterocolitica, Campylobacter jejuni y Escherichia coli. (Shi, 2009)

Normalmente los biofilms se diferencian de acuerdo con sus condiciones ambientales en las
cuales se forman, por ejemplo: temperatura, pH, tipo de nutrientes disponibles y tipo de bacteria.
Por ejemplo, la industria de lacteos comunmente tiene biofilms conformados por Pseudomona

fluorescens, Escherichia coli, Shigella spp., Staphylococcus aureus y Bacillus cereus. Para la
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industria camaronera comunmente pueden encontrarse como colonizadores de los biofilms a P.
fluorescens y P. putida; en el caso de la industria de pescado, los biofiims se componen

principalmente de la familia Enterobacteriaceae y Serratia liquefaciens. De esta manera se puede
cotejar la hipétesis de que el sustrato modifica al tipo de microorganismos que pueden hallarse

en un biofilm. (Sim&es, 2005) (Sharma, 2001)
Muchos microorganismos viven en el medio ambiente como biofilms en lugar de organismos de

vida libre. El biofilm se definié6 como las células adheridas a una superficie sélida y rodeadas por
una matriz extracelular producida por ellas (Czapka, 2018). Estas poblaciones presentan una

mayor resistencia a factores externos adversos (antibioticos, temperatura y pH); por lo tanto,
plantean un serio desafio tanto en sector salud como en la industria alimentaria (Maciejewska,

2016). Hay numerosos informes que demuestran la sensibilidad de los biofilms a plasma frio; sin
embargo, el tiempo necesario para la inactivacion completa de las mismas es mas largo que para

las células plancténicas. Se menciona que es viable reducir hasta <5 log la presencia de células
plancténicas con una exposicion de 15 segundos mientras que un biofilm puede tardar hasta 5

minutos. (Mai-Prochnow, 2014; Flynn, 2015)

7.3. Biocidas
El estandar europeo del 24 de abril de 1998 (CE/8/98), define a los productos biocidas como una
sustancia activa o preparacion que contiene una 0 mas sustancias activas que son presentadas

a un usuario en su forma final y cuya funcion es la de destruir, frenar crecimiento, volver inocuo,
evitar o controlar a toda costa la accién de un organismo patdégeno a través de un proceso

guimico o biolégico. (Araujo P, 2011)
El uso de los biocidas en el control de los biofilms es muy aceptado y comudn. Aungue los biocidas
son utilizados para la reduccion en cantidad de microorganismos, su uso de forma simple no

necesariamente reduce la velocidad de formacion de un biofilm. Cloete expone en su
investigacion de 1998, que es esencial utilizar la cantidad correcta del biocida, con la frecuencia

correcta. La aplicacion incorrecta genera gastos innecesarios y altos ademas de dirigir a

resultados desagradables. Los métodos actuales incluyen la aplicacion de compuestos quimicos
como alcoholes, aldehidos, anilidas, biguanidas, bis-fenoles, diamidinas, agentes liberadores de
27



-
\—jgculmd

hal6genos, halo fenoles, acido peracético, derivados de metales pesados, peroxidos, fenoles y

cresoles, compuestos cuaternarios de amonio (CCAs), agentes liberadores de cloro y ozono.
(Simdes, 2010); (MacDonald, 2000)

Cada cepa bacteriana reacciona de distinta manera a cada compuesto quimico, ya sea por

caracteristicas fenotipicas o debido a mecanismos de resistencia. Por lo tanto, es fundamental

que cuando se seleccionen uno o més biocidas, debe realizarse una evaluacion para la eficacia

en la erradicacion de los microorganismos dominantes presentes. Unicamente cuando se tiene

informacién acerca de la naturaleza de la poblacion microbiana a tratar es posible determinar la

relacion entre la concentracion minima inhibitoria y el periodo de contacto de un biocida a un

contaminante dado. (Brozel, 2000)

Dentro de los mecanismos de accién de los biocidas se puede caracterizar a las sustancias en 4

categorias: oxidantes, agentes electrofilicos, biocidas cationicos de membrana y acidos débiles.

Tabla 2. Mecanismos de interaccion de varios biocidas de acuerdo a su blanco celular y acciones antimicrobianas.

(Informacion extraida y adaptada de Araujo, 2011)

de Farmacia

Blancos celulares Accién Mecanismos de interaccion Ejemplos
antimicrobiana
Reacciones quimicas

Enzimas unidas a membrana y
citoplasma conteniendo tiol.
Ej. deshidrogenasa

Inhibicién metabdlica

Oxidacién de los grupos tiol

Isotiazolinona
Organomercurio

Sales de metales pesados

Hipoclorito

Biomoléculas (proteinas, RNA,
DNA) con amino, imino, amida,
carboxilo y grupo tiol (nucleofilico)

Inhibicion del
metabolismo celular y
replicacion.

Posible dafio a la pared
celular

Reacciones de

alquilacion

generales

Glutaraldehido
Formaldehido
Cloroacetamida

Grupos amino en proteinas

Inhibicién
lisis

metabdlica;

Halogenacion

Hipoclorito
Agentes
cloro

liberadores

de

Grupos tiol de enzimasy proteinas

Inhibicién metabdlica

Oxidacién de radicales libres
(ej. Radicales hidroxilo)

Peroxido de Hidrégeno
Acido peracético

Integridad de la membrana
externa mediada por cationes
divalentes, principales regiones
blanco de la pared celular de
Gram negativas. Procesos
enziméticos que requieren iones
metélicos

Liberacion de
contenido celular; Alta
susceptibilidad a
estrés; inhibiciéon
metabdlica

Quelacion de iones metalicos

EDTA
Oxina

Intercalado entre pares de bases
de DNA

Dafio en la replicacion

Intercalado

Aminoacridinas

Interacciones idnicas
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Integridad de la membrana | Fuga de contenido; | Interacciéon electrostatica con | Compuestos cuaternarios

citoplasmaética; entorno de | inhibicion respiratoria; | fosfolipidos de amonio

enzimas unidas a la membranay | coagulacion intracelular Clorhexidina

funcion Polihexametileno

Biguanidas
Interacciones fisicas

Gradiente de pH transmembrana; | Fuga de contenido; | Penetracion/particion  hacia | Fenoles

Integridad de la membrana disrupcion del | bicapa fosfolipidica; posible | Acidos débiles
transporte, procesos de | desplazamiento de | Parabenos
acoplamiento fosfolipidos; ciclo molecular | Tetraclorosalicilanilida
energético y | intramembrana Fenoxietanol
respiratorio. 2-feniletanol

Integridad membranal Fuga de contenido Solucién de fosfolipidos Alcoholes alifaticos

Integridad de la membrana | Fuga de contenido, | Solubilizacién de las proteinas | Surfactantes aniénico

citoplasmatica; entorno y funcién | desacoplamiento  de | de membrana

de la enzima unida a la membrana | procesos energéticos;
lisis

Los oxidantes actlan via reaccién mediada por radicales donde se oxidan materiales organicos;
los agentes electrofilicos reaccionan para inactivar enzimas; los biocidas catiénicos de
membrana desestabilizan las membranas causando una lisis; finalmente los acidos débiles
interfieren con la habilidad de la membrana celular para mantener un balance en pH, resultando
en la acidificacion del interior celular y un efecto en una amplia distribucién del metabolismo.

(Ferreira, 2010). En la tabla 2 se resumen los biocidas mas usados y su mecanismo de accion.

7.4. Mecanismos de la accion antimicrobiana de los biocidas

Un acercamiento clasico para determinar el mecanismo de accidn de un biocida establece la
correlacion entre la concentracidn minima inhibitoria y los cambios resultantes bioquimicos y
fisiologicos en un organismo (Denyer, 1998). Un efecto antimicrobiano se define como una
interaccion entre una sustancia activa y un objetivo especifico en la célula microbiana. En un
enfoque obijetivo el contacto con un ingrediente activo con una variedad de estructuras celulares
(pared celular, membrana citoplasmética, encimas de membrana, citoplasma y material
genético). Experimentos realizados para comparar diferentes cepas revelo que las bacterias
Gram negativas, que tienen una proteccién suplementaria de la pared celular, son mas
resistentes a los efectos de los bactericidas que las bacterias Gram positivas (Sykes, 1982) (Dahl,
1989). Los biocidas pasan a través de la pared celular por poros. Esta penetracién de acuerdo

Paulus es dependiente del tamafio, carga y propiedades lipofilicas de las moléculas. Si una
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sustancia es soluble en agua y su peso molecular es de alrededor de 600 Da, existe una gran
probabilidad de que atraviese el canal formado por el poro. También es posible que el biocida
penetre la pared celular después de desestabilizarla y desintegrarla. Finalmente, el biocida
alcanza la membrana citoplasmatica como principal sitio de accion. Dependiendo del espectro
de accién, estas sustancias pueden ser designadas como bioestaticos (si su accion es
simplemente inhibir el crecimiento de los microorganismos o su multiplicacién) o biocidas (si son

capaces de eliminar microorganismos). (Araujo, 2011)

El proceso de transporte del biocida a la superficie celular, absorcion, difusion, penetracion e
interaccidn con el componente blanco de la célula no es instantaneo y la duracién de este proceso
puede ser diferente dependiendo del biocida. La diferencia radica en el modo de accion, asi como
la composicion quimica y propiedades fisicoquimicas del agente biocida. (Araujo, 2011). En la
Figura 8 se resumen los principales biocidas, asi como sus blancos en los diferentes

microorganismos.
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Fuga de componentes intracelulares

Clorhexidina
. ) Membrana QAC’S
Nucleo Anilidas
Formaldehido Hexaclorofeno Citoplasma
Glutaraldehido Parabenos Sales de cobre (Il)
S Per6xido de hidrégeno Fenoles Fenoles
C(F)ereza Sales de plata
o ts . Peréxido de hidrégeno
el el "X | Glutaraldehido
lIzs_zﬂm_a - [ ] ® Sales de mercurio (Il)
cido nitroso S B Clorhexidina
® CRAs
® ccA

Hexaclorofeno

Cobertura de Mercuriales organicos

esporas
Alcali
Pared celular

CRAs

Formaldehido

Sales de mercurio (11)
Fenoles

Mercuriales organicos

Esporas bacterianas Bacterias

Envoltura
Agentes activos de membrana:
Alcoholes, CCA, Clorhexidina

\ Virus Hongos

Grupos amino

Grupos tiol L Grupos amino CRAs

Bronopol & ‘ Oxido de etileno

Sales de cobre (Il - L Formaldehido
Nutaraldenido & Grupos tiol Glutaraldehido

Glutaraldehido RIDOSOMAS

Dioxidos de azufre
Sulfitos
B-propiolactona

Oxido de etileno
Peréxido de hidrégeno

CRAs

Yodo DINA

Sales de mercurio (Il) DNA .

Mercuriales organicos Ribosomas

Sales de plata ﬂ Peréxido de hidrégeno
B-propiolactona Cépside Yodo

Alcoholes —
CRAs ; Membrana plasmatica
Glutaraldehido 2@30 nucle{itqo DNA é%ffrﬁ&?jna

Yodo - o e Acridina Pared celular E

Acido peracético CRAs Tiies Glutaraldehido Esteres

Fenoles Acidos orgéanicos

CCA CCA

Figura 8. Tipos de accidn antimicrobiana de un biocida (Extraida de Araujo, 2011).

Para evidenciar la capacidad antimicrobiana de un biocida Al-Talib realizo un experimento de
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) con distintas sustancias biocidas como un control
positivo con diferentes antibi6ticos (Vancomicina, Polimixina e Imipenem). Dicho trabajo fue
realizado exclusivamente contra bacterias de infecciones nosocomiales (MRSA, A. baumannii,
E. coli, Klebsiella spp. y P. aeruginosa) a diferentes concentraciones de biocidas (clorhexidina,
H.0,, yodo povidona, etanol y dettol). Acorde a los datos presentados en la tabla 3, Al-Talib

indica que si existe una diferencia entre la eficacia de un biocida y el tipo de microorganismo

31



-
%ulmd

de Farmacia

contra el que se utiliza. Los datos reportados en la tabla 3 bajo las distintas concentraciones
pertenecen a la medicion en milimetros del origen de cada pozo. Cabe destacar que, en este
mismo estudio, se remarcan los polos de la CMI entre H,O.y etanol ya que mientras el peréxido
mostro resultados muy eficientes el etanol no tuvo accion contra ninguno de los microorganismos
listados. En la Figura 9 se muestra evidencia fotogréfica de algunos de los biocidas y su actividad

inhibitoria sobre distintos microorganismos.

Tabla 3. Zonas de inhibicion bacteriana a partir del uso de diferentes concentraciones de antisépticos. (Adaptada de

Al-Talib, 2019)
Concentracion de antiséptico (%) Control
Antiséptico/Bacteria o
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 positivo

MRSA 25 24 23 23 22 22 22 21 21 20 202

A. baumannii 20 18 17 17 17 16 16 16 15 14 15°
Clorhexidina E. coli 26 22 20 20 18 18 18 17 17 16 30¢
Klebsiella spp. 24 24 22 22 21 20 20 18 17 16 30°

P. aeruginosa 22 21 21 21 20 19 19 18 18 17 16°

MRSA 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 202

A. baumannii 30 30 29 29 28 28 27 27 22 20 15°

H202 E. coli 38 38 38 38 38 36 25 23 20 18 30°
Klebsiella spp. 34 34 33 33 32 32 31 31 30 30 30°

P. aeruginosa 30 30 28 28 26 26 25 24 20 18 15°

MRSA 30 28 26 25 24 24 23 22 18 17 202

A. baumannii 21 21 20 20 19 18 15 14 12 10 15°

Yodo E. coli 35 33 31 26 12 10 8 0 0 0 31°
Klebsiella spp. 24 22 22 20 20 12 10 8 8 0 30°

P. aeruginosa 13 12 12 11 100 9 8 0 15°

MRSA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 202

A. baumannii 0 O 0 O o O o o o0 o0 14

Etanol E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30¢
Klebsiella spp. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30¢

P. aeruginosa 0 0O 0 O o0 O o o o0 o0 14
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Conocimi

MRSA 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 202
A. baumannii 34 32 24 24 23 22 22 20 20 20 16°
Dettol E. coli 20 18 18 16 16 14 14 14 14 12 30¢
Klebsiella spp. 20 18 18 16 15 14 14 14 13 12 30¢
P. aeruginosa 0 o o O O o o o o0 o 15°

a: Vancomicina, b: Polimixina y c: Imipenem.

(A)

Clorhexidina/ MRSA Clorhexidina / A. baumannii Clorhexidina/ E. coli Clorhexidina / Klebsiella spp. Clorhexidina/ P. aeruginosa

(B)

Yodo / MRSA Yodo / A. baumannii Yodo / E. coli Yodo / Klebsiella spp. Yodo / P. aeruginosa

©)

Etanol / MRSA Etanol / A. baumannii Etanol / E. coli Etanol / Klebsiella spp. Etanol / P. aeruginosa

Figura 9. Prueba de susceptibilidad contra bacterias nosocomiales A. Clorhexidina B. Yodo y C. Etanol. (Extraida de
Al-Talib, 2019)
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7.5. Mecanismos antimicrobianos del plasma frio

El mecanismo por el cual los sistemas CAP (plasma atmosférico frio) pueden esterilizar aun no
es del todo conocido. De acuerdo con Liao se han realizado multiples experimentos donde el
resultado es la inactivacién de microorganismos e inclusive virus, pero la relacién que existe en
este proceso no ha sido explorada a profundidad. Bourke apunta a que se atribuye gran parte de
la actividad esterilizante a electrones de alta energia, particulas y atomos ionizados y radiacion
ultravioleta que cuando entran en contacto con material biolégico los compuestos derivados de
oxigeno y nitrdgeno se encuentran en un estado de alta reactividad y los efectos de estas
particulas principalmente actian en la oxidacién de la membrana lipidica y proteinas, lo cual da
como resultado final la disrupcion de la membrana celular (Afshari & Hosseini, 2014). Liao y
Wiktor mencionan que las particulas cargadas por el plasma se acumulan al exterior de la
membrana, desintegrandola. La discontinuidad en las estructuras superficiales celulares también
puede deberse a una electroporacion, donde dicho fendmeno involucra el incremento en nimero

de los poros ya existentes mas la creacidén de nuevos poros por el pulso del campo eléctrico.

En relacién a la radiacién ultravioleta Liao en su trabajo de 2017 y Beggs en 2002 exponen que
esta energia tiene la capacidad de degradar DNA y de esta manera cumplir con la funcién de
inactivacién microbiana. Los fotones presentes en el plasma tiene la facultad de alterar acidos
nucleicos, que a su vez dan origen a la formacién de dimeros de nitrégeno que incapacitan la
replicacién del DNA. Bayliss con su investigacion en 2012, aflade que las contribuciones de cada
mecanismo y su efectividad en la inactivacion biolégica varian y depende de los parametros del
proceso de generacién del plasma, factores ambientales y el tipo y propiedades del
microorganismo. En la Figura 10 se describe la eficacia del plasma frio y en la Figura 11 los

mecanismos de inactivacidon microbiana con especies reactivas de plasma.
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Figura 10. Factores que influencian la efectividad de un plasma frio para descontaminar (Adaptado de
Niedzwiedz, 2019)
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Figura 11. Mecanismos de inactivacion microbiana con especies reactivas de plasma. (Basado en Bourke,
2017; Adaptado de Niedzwiedz, 2019)

8. Discusioén

Los microorganismos son un objetivo clave en la investigacion de la eficiencia plasmatica, ya que
la susceptibilidad al proceso de esterilizacién puede variar entre microorganismos, incluso dentro
de especies y cepas. Depende en gran medida de la estructura de las membranas celulares y de

la fase de crecimiento microbiano. (Liao, 2017)

Todavia se desconoce el mecanismo exacto de inactivacion de las células bacterianas por
plasma frio, aunque el problema se ha estudiado ampliamente. La permeabilizacion de la
membrana o pared celulares que conduce a la fuga de componentes intracelulares, es decir,
potasio, acidos nucleicos y proteinas entre otros, se considera uno de los mecanismos de
inactivacion de este grupo de microorganismos. Ademas, la inactivacion de bacterias se produce
a través del dafio oxidativo a las proteinas intracelulares y el DNA relacionado con el efecto de

los compuestos plasmaticos (Mai-Prochnow, 2014).

Otro fenémeno inducido por la actividad del plasma es el cambio del potencial de membrana
celular. Esto conduce a alteraciones en la funcién de la fuerza protomotriz (forma de transformar
energia oxidativa en otros tipos de energia) y, en consecuencia, la sintesis anormal de ATP y el
deterioro del metabolismo celular y la divisién (Brun, 2018). Los cambios en la integridad de la
membrana pueden tener un efecto directo en el DNA, principalmente a través de la interrupcién
de las interacciones con las proteinas de membrana y la formacién de poros en la membrana

celular por la cual los 4cidos nucleicos pueden ser liberados de la célula. (Coutinho, 2018)

La liberacion de DNA inducida por plasma es posible después de la fragmentacién previa del
DNA, y la eficacia de este proceso depende de la conformacién del &cido nucleico. En
comparacion con el DNA lineal, su forma circular stiper enrollada se considera la forma resistente
de los acidos nucleicos (Moreau, 2008; Alkawareek, 2014). En general, se cree que el efecto
plasmatico en el DNA es el resultado de la actividad de compuestos reactivos y fotones UV que

se generan simultaneamente con la interaccion de plasma y aire atmosférico. En la célula, se
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pueden formar las reticulaciones de proteinas de DNA, que conducen a la formacién de dafios
dificiles de reparar. Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno producidas por el plasma
oxidan las proteinas por la generacién de grupos hidroperéxidos en su estructura, que pueden

formar fuertes cruces intermoleculares con los acidos nucleicos. (Niedzwiedz, 2019)

En el experimento llevado a cabo por Guo, las células de E. coli después del tratamiento con la
corriente plasmatica con aire y 1% de Helio fueron sometidas a dos versiones de un ensayo de
cometa (con y sin proteinasa K) para evaluar la formacion de reticulaciones en el DNA de la
bacteria analizada. En la imagen de DNA fluorescente de las células tratadas con el plasma, los
investigadores observaron "colas" cortas que indicaban los fragmentos dafiados sin tratamiento
proteico, y colas mucho mas largas después del tratamiento con proteinasa. Esto sugirid la
presencia de enlaces cruzados de DNA y proteinas, que fueron destruidos por la enzima que
digiere las proteinas. Luego, las proteinas se separaron por ultracentrifugacién en gradiente de
densidad de cloruro de cesio, tratada con una nucleasa, y su andlisis revel6 una mayor
concentracion y diversidad de las proteinas que en las muestras que no fueron tratadas con el
plasma. Esta puede ser otra prueba que respalda la hipétesis de que el dafio inducido por plasma

a los acidos nucleicos es el resultado de la unién covalente proteina-DNA.

Ahora, si se desea disponer de un sistema confiable que puede equipararse a las sustancias
utilizadas actualmente como desinfectantes, también debe considerarse destruccion de esporas
y biofilms. A través de la adaptacion evolutiva, las esporas bacterianas han adquirido la
posibilidad de sobrevivir en condiciones ambientales adversas. Se caracterizan por resistencia a
desinfectantes, esterilizadores quimicos, procesos de secado e inactivacioén térmica. La principal
causa de una resistencia tan alta de las esporas es su estructura, que difiere sustancialmente de
la de las formas vegetativas de las bacterias. Las esporas se componen de capas externas
impermeables que crean una barrera especifica para los factores externos. Ademas, se
caracterizan por un bajo contenido de agua, que representa aproximadamente el 15% de toda la
célula. (Olesiak y Stepniak, 2012)

Hasta la fecha no se ha aclarado el mecanismo preciso del efecto plasmético sobre las esporas.
Algunos investigadores sugieren que las esporas se inactivan principalmente a través de
interacciones entre los compuestos plasmaticos reactivos y las estructuras de esporas externas
(Hong, 2009). Los cambios morfoldgicos en endosporas de B. subtillis inducidos por varios

factores relacionados con tratamiento de plasma frio fueron presentados por Deng en imagenes
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de microscopia electronica de barrido (SEM). Se observaron modificaciones de tamafo en las
esporas, la fuga del contenido de citoplasma y la interrupcion final de la membrana. Estos
resultados sugieren que la oxidacion por especies reactivas de oxigeno es el principal factor que
contribuye a la reduccion del namero de células B. subtilis viables, mientras que, en el campo
eléctrico, los fotones UV y las particulas cargadas juegan un papel menor en este proceso. Otros
investigadores demostraron que la inactivacion de las endosporas fue causada principalmente
por dafios en sus capas externas que resultaron en fugas de acido dipicolinico e hidratacion del
nacleo (Tseng, 2012). Los estudios recientes realizados por Connor en 2017 también han hecho
hincapié en el impacto de las condiciones ambientales en la eficiencia plasmatica. Los estudios
sobre la resistencia de las esporas de Clostridium difficile al plasma se llevaron a cabo en tres
ambientes diferentes (las esporas suspendidas en agua y esporas secas con o sin 0.03% BSA).
La mayor reduccién en el nimero de esporas en el menor tiempo se observd en un ambiente
seco. Por el contrario, la materia organica y el ambiente himedo ampliaron el tiempo de la

inactivacion de esporas por plasma. (Klampf, 2014)

Dobrynin en su investigacion de 2010 sugirid que las especies reactivas de oxigeno que penetran
en el interior celular podrian causar oxidacion de proteinas implicadas en la germinaciéon o
inactivar receptores de germinacion ubicados en la membrana interna de esporas. A su vez,
Wang et al en 2011 compararon la cinética de la germinacién de las esporas B. subtilis tratadas
con plasma frio y esporas no tratadas. Llevaron a cabo los experimentos en un ambiente
enriquecido con germinantes nutritivo (L-valina) y germinantes no nutritivo (dodecilamina,
Ca2+DPA). Sus resultados indicaron los posibles efectos de inactivacion del plasma en los

receptores de germinacién, pero la germinacion inducida por L-valina se inhibié.

Ahora es posible comprender que las bacterias pueden ser inactivadas a partir de plasma frio
siempre tomando en cuenta que los parametros de exposicion dependen de si son Gram
negativas o positivas y si se encuentran en forma de espora. Sin embargo, para considerar al
plasma frio como equiparable o sustituto a las sustancias desinfectantes se debe considerar a

hongos y levaduras.

Nishime et al realizo un estudio sobre la eficacia del plasma generado por las descargas de DBD
con adicion de helio contra varios microorganismos. Los investigadores estudiaron las bacterias
Enterococcus faecalis (Gram-positiva) y P. aeruginosa (Gram-negativa), asi como las levaduras

Candida albicans. Informaron de un efecto inactivante del plasma en todos los microorganismos
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investigados. Sin embargo, en comparacion con las células bacterianas, C. albicans exhibi6
mayor resistencia, lo que puede explicarse principalmente por las diferencias en su estructura
celular. A su vez, las investigaciones llevadas a cabo por Colonna et al se centraron en el efecto
del plasma generado con aire seco y una mezcla de gas (65% O, 30% CO2, 5% N,) en células
de Saccharomyces cerevisiae a una densidad diferente de suspension celular y duracion de la
exposicién. Los resultados confirmaron una correlacion entre la eficacia de la esterilizaciéon y los
parametros del proceso. Para las muestras con mayor densidad celular, se requiri6 un
temporizador mas largo de exposicion de la suspension al plasma para una degradacion celular
completa. Ademas, el efecto de reduccién monitoreado en varios puntos de tiempo indicaba una
mayor eficiencia de una corriente de plasma con una mezcla de gas (Ryu, 2013). Asi mismo, se
encontré que el tratamiento de S. cerevisiae con plasma de argdn condujo a la ubiquitinacion
proteica y la formacion de los agregados proteicos insolubles en el citoplasma de levadura. Estos
investigadores también subrayaron el potencial de la generacion inducida por CP de estrés a
reticulo endoplasmatico (ER), que es caracteristico de las células eucariotas. Esto fue confirmado
por un aumento en la actividad de la proteina de reticulo endoplasmatica de transmembrana

Irelp inducida por la acumulacion de proteinas desplegadas en ER (Itooka, 2018).

Por ultimo, las enfermedades vegetales causadas por patdégenos fungicos plantean una grave
crisis, la tecnologia de plasma frio puede convertirse en un método alternativo de proteccion
vegetal, ya sea inactivando células fungicas o mejorando la resistencia de los huéspedes
infectados (Dasan, 2017a; 2018). Las investigaciones que confirmaron la susceptibilidad de este
grupo microbiano a la actividad CP (plasma frio) han sido llevadas a cabo por muchos
investigadores (Suhem, 2013; Sohbatzadeh, 2016; Nikmaram, 2018). Algunos de ellos sugirieron
gue la inactivacion de células fungicas utilizando CP implica principalmente la produccion de
compuestos reactivos que parecen tener su efecto destructivo en la pared celular y la membrana
interna de hongos (Ye, 2012; Lu, 2014; Dasan, 2016; 2017a). En su estudio, Ye et al. (2012)
evaluo el efecto del plasma (gas de trabajo: aire) generado por las descargas corona en hongo
Penicillium expansum, es decir, uno de los patégenos mas importantes causando el deterioro de
la fruta almacenada. Las imagenes del SEM revelaron la interrupcién de las estructuras externas
de P. expansum, que resulté en fugas citoplasmaticas. A su vez, un andlisis de las imagenes de
microscopia electrénica de transmision (TEM) indicé las alteraciones inducidas por plasma en la
célula, es decir, un mayor volumen del protoplasma, estiramiento de vacuolas y desintegracion

de la membrana, lo que contribuy6 a la lisis celular.
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Ademas de su impacto en estructuras externas y organulos intracelulares, los compuestos
reactivos presentes en el plasmay la radiacion UV generada causan dafios a los acidos nucleicos
y oxidaciéon de proteinas y lipidos. Lu (2014) en su trabajo investigd el efecto del CP en
Cladosporium fulvum mediante la determinacion de la concentracién de malondialdehido (MDA),
es decir, el producto basico de la peroxidacion lipidica. Los hallazgos reportados confirmaron la
hipotesis de que la actividad de esterilizar agentes en células fungicas desencadena el proceso
de peroxidacion. (Deng, 2006)

De esta manera y a partir de la informacion recabada, es posible establecer la comparativa de
origen. Un sistema CAP como se muestra en la Figura 10 puede desempenfiar todas las funciones
de un biocida, desde dafio a la estructura de los microorganismos hasta dafio directo de material
genético. Aunado a los efectos desinfectantes y esterilizantes del sistema CAP, es necesario
abordar que los tiempos de exposicion son menores que los de un biocida. Nishime en su
experimento muestra que los tiempos de inhibicién van hasta los 180 segundos con sistemas
CAP mientras que la investigacion de Koéhler registra lapsos de tiempo que van hasta los 15
minutos para ciertas poblaciones de microorganismos con un biocida. La evidencia es
contundente respecto a eficacia, seguridad y costo/beneficio. Sin  mencionar que
independientemente a que una sustancia (plasma frio) pueda realizar todas las funciones de los
biocidas, un inconveniente de los biocidas quimicos es que para alcanzar efectos multiples seria
necesario mezclar dichas sustancias. Para poder realizar dicho proceso debe revisarse la
compatibilidad de los agentes, su estabilidad y principalmente el hecho de que mezclarlos no

modifique su efectividad frente a los microorganismos.

9. Conclusioén

El plasma frio sin lugar a dudas es tecnologia nueva a la cual ain no ha sido posible cuantificarle
todos sus atributos y beneficios. Sin embargo, fue posible establecer una comparativa pertinente
ente sustancias desinfectantes/esterilizantes y un sistema CAP. Asi mismo, fue posible analizar
los mecanismos de resistencia de los microorganismos y documentar los mecanismos
desinfectantes de los sistemas CAP. El desarrollo de resistencia por parte de los

microorganismos a sustancias desinfectantes es un problema mundial el cual avanza
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rapidamente. Es por ello que la aplicacion y desarrollo de sistemas de plasma frio podria ser una
alternativa segura y eficiente que puede aplicarse en multiples campos para dar seguridad,
limpieza y control microbiol6gico sin el inconveniente de perder efectividad a largo plazo debido

a la evolucion de los microorganismos.
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