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PRESION HIDROSTATICA ULTRA ALTA, USOS Y PERSPECTIVAS
EN LAS CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

Lila Lubianka Dominguez-Ramirez

RESUMEN

LaPHUA (presiéon hidrostatica ultra alta), también llamada pascalizacién, presurizacién o presidnisostatica,
es un proceso que consiste en someter un objeto a una presidon que puede estar en el intervalo de 100 a
1000 MPa y mantenerla un tiempo determinado. Se denomina presién hidrostdtica ya que es aplicada
a fluidos o a productos sélidos a través de un fluido. La historia de la PHUA comienza con su uso en la
metalurgia, posteriormente se dio inicio a la investigaciéon en sistemas bioldgicos y alimentos y en los
Ultimos anos se ha despertado el interés en otros campos como la medicina, la bioguimica, la biologia
molecular, entre otros. Si bien, el uso de la PHUA se ha centrado principalmente en la conservaciéon de
alimentos, gracias a las mejoras en los equipos de altas presiones es que se ha podido incrementar la
investigacion y extender su industrializacion. Particularmente, para la industria alimentaria es importante
porque permite eliminar microorganismos patdégenos y disminuir el nimero de microorganismos
relacionados con la descomposicion del alimento, permitiendo con ello incrementar el tiempo de vida
Util sin alterar sabor, aroma ni nutrientes.
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High hidrostatic pressure, uses and perspectives in the biological sciences and health

ABSTRACT

High Hydrostatic Pressure (HHP), also called pascalization, pressurization or isostatic pressure is a process
in which a product is subjected to pressures between 100 to 1000 MPa during some minutes, depending
on the nature of the product. This process is called hydrostatic pressure because the pressure is applied to
a fluid and then is transmitted directly to the object. The history of HHP began with its use on metallurgy,
then there was a growing interest on researching its applications on other fields, for example, the effect
on biological systems and on the food industry. Nowadays the use of HHP is mainly centered on food
preservation (by decreasing microbial counts and eliminating pathogens, improving microbiological
quality without modification on flavor, taste or nutrimental value), the upgrading and development of
new equipments with higher capabilities has opened the doors for more research and the possibility of
upscaling atindustriallevel. Inrecent years, there has been an increased interest on the use of this process
in diverse sciences such as medicine, biochemistry, molecular biology, etc.
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HistoriA

Las areas de la fisica, la metalurgia y lageoquimica fueron las
primeras interesadas en el uso de presion hidrostatica, para
analizar el fendmeno per se o con una aplicacion practica como
la fabricacion de ceramicas, diamantes, cristales de cuarzo,
obtencion deplacas finas de metal, superaleaciones, etc. Durante
lasegundamitad del siglo XIX el interés se desvio hacia el campo
de las ciencias de la vida. Hacia 1878, Bert y col.! estudiaron el
efecto de la presion del oxigeno en los organismos vivos a nivel
quimico y biologico en la sangre; y en 1884, Regnard y col 2,
se enfocaron en el efecto de la presion sobre microorganismos
de agua salada y agua corriente.

La aplicacion del tratamiento con alta presion fue estudiado
en alimentos por primera vez en 1899 por Hite y col.?, para el
procesamiento de la leche, con el fin de extender su vida de
anaquel (aplicando 463 MPa durante 1 hora). Posteriormente
al trabajo de Hite se present6 un desarrollo de la tecnologia
asociada a las altas presiones, no siempre aplicado a la
industria alimentaria. Durante las décadas de 1970 y 1980
hubo una mejora sustancial en la maquinaria y el proceso
de PHUA aplicado en la industria metalurgica y, con ello, se
abrio la posibilidad de investigar nuevas aplicaciones de este
proceso en otras areas al generarse equipos mas eficientes,
con capacidad de conseguir presiones mas elevadas y con
equipos de menor tamafo. Se desarrollaron equipos capaces
de generar presiones superiores a 300 MPa. Con estos
comenzd a estudiarse, por ejemplo, el comportamiento de
diferentes especies microbianas ante la presurizacion, como
la atenuacion®*, diferencias en las sensibilidades’®”, lainduccion
de inmunogenicidad bacteriana®!!, el efecto sobre las enzimas
tanto a nivel estructural y en su actividad™ >, etc.

Es durante el periodo de 1950 hacia nuestros dias cuando se
da un gran desarrollo industrial. Particularmente, la década del
80 tiene gran significado, pues es cuando la investigacion en
el area de alimentos retoma fuerza y Japon se convierte en el
primer pais en producir y comercializar alimentos presurizados
(jugos y derivados de frutas) hacia 1991'%. De hecho, se puede
decir que los grandes progresos conseguidos en la industria
alimentaria han facilitado también el desarrollo de nuevos
equipos, incluidos aquellos desarrollados para la investigacion,
que han despertado el interés por el efecto de las altas presiones
enareas como bioquimica, biologia, quimicay con aplicaciones
en medicina o en la industria farmacéutica, entre otras.

PRINCIPIO Y TRATAMIENTOS CON PRESION HIDROSTATICA
ULTRA ALTA

Lapresion esta definida como la fuerza (F) aplicada en direccion
perpendicular a una superficie, por unidad de area de esta
superficie. Matematicamente queda definida por la ecuacion:

La unidad de presion utilizada regularmente es el Pascal (Pa),
que equivale: 1Pa=1N/1m?*=107 bar. En los estudios de PHUA
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se usa con mayor frecuencia el megaPascal (MPa), debido a los
grandes valores que se utilizan (1 MPa = 10 ¢ Pa).

El proceso de PHUA consiste en someter un objeto (alimento
u otro objeto) a una presion que puede estar en el intervalo
de 100 a 1000 MPa y mantenerla un tiempo determinado. Se
denomina presion hidrostatica, ya que es aplicada a fluidos
o a productos solidos a través de un fluido (al encontrarse
sumergidos en este). Asi, este proceso se rige por el Principio
de Pascal o Ley Isostatica, es decir, la presion se transmite
instantaneamente y de forma uniforme (en todas las direcciones
y todos los puntos) a través de la masa del fluido y el sélido
(figura 1)!*1516, Esto es independiente del tamafo y geometria
del objeto e independiente de la relacion tiempo/volumen (al
contrario de los tratamientos térmicos); por ello, los tiempos de
proceso tienden a ser cortos. De esta manera, ya que sigue este
principio también es denominada presion isostatica.

—@—
A. Presion B. Presion
hidrostatica unidireccional

Figura 1. En A, el Principio de Pascal que rige el proceso
de presion hidrostdatica, es decir, la presion se transmite
instantdneamente y de forma uniforme al liquido y al sélido;
en B, la presién unidireccional concentra toda la fuerza
aplica en una misma direccién sobre el sélido, causando
su deformacién.

La PHUA puede producirse por medio de compresion directa
o por compresion indirecta. La compresion directa es utilizada
para productos liquidos, ya que la alta presion se obtiene por
la presurizacion de este liquido mediante un piston, de forma
inmediata y a gran velocidad, como se aprecia en la figura 2A.
En tanto que la compresion indirecta es utilizada con productos
solidos y semisolidos ,ya que se requiere un intensificador de alta
presion que bombea el medio presurizante (liquido) desde un
deposito hacialacamara de presurizado hasta alcanzar la presion
deseada (figura 2B). Este método es utilizado ampliamente en
la industria y usualmente se usa agua como medio presurizante,
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Figura 2. Principios de funcionamiento de la presién directa y de la presion indirecta [modificacién a partir de 7].

ya que esta no modifica su volumen con la presion ni causa
alteraciones en la cdmara de presurizado.

Asi mismo, la PHUA puede usarse junto con temperatura
modificada. De esta manera, puede considerarse: la presion
hidrostatica fria, utilizando temperaturas por debajo de la
temperatura ambiente; presion hidrostatica templada, donde se
usan temperaturas de entre temperatura ambiente hasta cerca
de 200°C; y la presion hidrostatica caliente, con temperaturas
superioresa200°Cy queson aplicadas en laindustriametaltrgica
y de ceramicas. En la industria alimentaria y en la investigacion
en el area de las ciencias bioldgicas y de la salud, es comtin
utilizar en frio o templada.

Equiros be PHUA

Los equipos comerciales estan constituidos por una cdmara
o contenedor de acero inoxidable, un sistema generador de
presion o intensificadores de presion (una o varias bombas),
un mecanismo de control de temperatura (cuando es necesario
calentar se cuenta con una resistencia eléctrica y cuando se
requiere de calentamiento-enfriamiento, se incluye una chaqueta
de enfriamiento), junto con un sistema de carga y descarga,
asi como un fluido transmisor de presiéon (cominmente agua).
El control de la temperatura es muy importante; por ejemplo,
si una sustancia u objeto termolabil se somete a presiones de
varios cientos de MPa, ya que la temperatura aumenta de 1 a
3°C por cada 100 MPa!”- '8, De tal manera que se pueden elegir
presiones a las cuales la temperatura no afecte el producto y
modificar el tiempo de presurizado para conseguir el objetivo

de disminuir carga microbiana o esterilizar, seglin sea el caso.
Usualmente se trata de un proceso por lotes, dependiente de la
capacidad de la camara donde se colocara el objeto o producto.
Otra consideracion que se debe tomar en cuenta es que cada
producto tiene sus propias cualidades y caracteristicas, por ello
es indispensable evaluar todos los pardmetros necesarios para
encontrar las condiciones ideales del proceso.

En la actualidad hay fabricante que disefan y elaboran equipos
para escala industrial, como Hiperbaric (Espaia: http://www.
hiperbaric.com/en), pero también existen algunos que ofrecen
equipos para laboratorio o planta piloto, como, por ejemplo,
ElmhurstResearch Inc. (EE. UU.: http://www.elmhurstresearch.
com). Un ejemplo es el 500mL 100ksi Heated HPP Lab Unit de
esta compaiia (figura 3), en el cual la velocidad de aumento de
presion es de 0 a 345 MPa es de 16.78+2.40 MPa/s®.

CosTOS E INVERSION

En los tltimos afios se ha dado un avance significativo en las
nuevas tecnologias. Se han obtenido grandes progresos en los
ultimos equipos y se halogradouna exitosa comercializacién de
muchos productos alimentarios tratados con presion hidrostatica
ultra alta. Hay equipos que trabajando a maxima capacidad
durante 20 h, 360 dias poseen una vida econémica de 7 afios,
asi mismo, existen modelos para los que se ha estimado una
productividad desde 170 kg/h con un costo de 0.19 €/kg (0.25
dolares americanos o USD) hasta 2000 kg/h con un costo
de 0.5 €/kg (0.65 USD) operando al 50% de capacidad y
procesando durante 3 minutos con 600 MPa*. De manera que
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Sistema de bombas
generadoras de presion

Figura 3. Equipo 500mL 100ksi Heated HPP Lab Unit de Eimhurst Research Inc.

se ha calculado que el valor afiadido por libra es equivalente
a un costo no mayor de 0.20 USD, en el area de alimentos®.

Usos Y APLICACIONES
Enelareadelamedicinasehaplanteado el usodelapresurizacion
para la desinfeccion de biomateriales como protesis, placas
oOseas, ligamentos y tendones artificiales, entre otros. Los
tratamientos convencionales como radiacion, esterilizacion
con calor himedo (en autoclave) o el uso de detergentes,
comprometen la integridad bioldgica y biomecanica de estos
materiales. Sustitutos de hueso de fosfato de calcio, tendones
de Aquiles y huesos trabeculares mantienen su estabilidad
e integridad después de ser tratados con PHUA, sin causar
pérdida de funcion, pero inactiva células tumorales en tendon
y tejido 0seo y células bacterianas''. En otras areas se sugiere
el uso de la presion junto con calor moderado para esterilizar
herramientas médicas para cirugia o para endoscopia'’.

Otra de las posibles aplicaciones gira en torno a la hipotesis
que sugiere que patogenos inactivados mediante PHUA pueden
estimular el sistema inmunolégico, abriendo la posibilidad de
su uso como vacunas. Otra posible estrategia seria el uso de
Jfantasmas bacterianos en lugar de células atenuadas o muertas.
Usualmente estos fantasmas se obtienen por la expresion de
genes del ciclo litico, pero sin que ocurra dafio en la membrana
o en la pared celular, por lo que se mantendrian sus propiedades
inmunogénicas. Por ejemplo, en el area de la virologia, los virus
tratados con PHUA pierden infectividad pero mantienen su
capacidad para estimular la formacion de anticuerpos. También
se sugiere la hipotesis de que al presurizar la capside, esta se
disociay alreasociarse genera una particula viricano infecciosa,
pero que mantiene sus propiedades inmunogénicas, ademas de
que epitopes anteriormente ocultos pueden quedar expuestos,
incrementando la inmunogenicidad del virus inactivado'®'".
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Enbiologiamolecularybioquimica, Pressure Biosciences Inc. ha
desarrollado un nuevo método de extraccion celular combinando
ciclos de presurizacidon junto con extraccidon con solventes y
centrifugacion, para obtener fracciones de diferentes moléculas
(extraccion y purificacion mejorada con presurizacion, patente
numero US6, 120, 985; aislamiento y purificacion de acidos
nucleicos con patente numero US6, 111, 096). Con ello, se han
obtenido buenos rendimientos para la extraccion de proteinas,
lipidos, DNA o RNA intactos e incluso organelos, sin necesitar
alglin paso posterior de purificacion*' .

Se ha propuesto como método para la fijacion de preparaciones
histolégicas, comparando la fijacién con presiones de 450
MPa por 15 minutos respecto a la fijacion con formalina y se
obtienen muestras uniformes, firmes, elasticas y palidas, muy
parecidas a las fijadas con formalina, manteniendo la integridad
de estructuras finas en tejido de corazon e intestino. Ademas
de que por medio de esta nueva técnica se puede detectar la
actividad de la fosfatasa alcalina.

El uso de PHUA también se ha planteado, por ejemplo, para
mejorar la extraccion de compuestos quimicos de interés
farmacéutico a partir de plantas medicinales. Muchos de estos
compuestos bioactivos son termolabiles y los métodos de
extraccion convencionales involucran calentamiento continuo
por periodos prolongados (p. €j., extraccion mediante reflujo,
extraccion con soxhlet). Se ha reportado la extraccion exitosa
de compuestos bioactivos utilizando PHUA, como es el caso
de la extraccion de los tres principales compuestos fendlicos de
Rubus coreanus (especie de frambuesa nativa de China, Corea
y Japon), utilizando 500 MPa por 15 minutos, mejorando el
rendimiento de la extraccion convencional basada en métodos
térmicos y que dura de 24 a 36 h*.
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Igualmente, se ha propuesto el uso de PHUA junto con calor
moderado para esterilizar formulaciones cosméticas o liposomas,
LaPHUAyahasido utilizada exitosamente parahomogenizary
clarificar jugos en el area de alimentos, contribuye a mejorar la
dispersion de las particulas. Asi, esta capacidad y la formacion
de geles de polisacaridos o geles de polisacaridos-proteinas
homogéneos es de gran interés también para la industria
cosmética y la farmacéutica. Por ejemplo, geles presurizados
y emulsiones de proteinas floculadas tienen caracteristicas
reoldgicas particulares y pueden contribuir a la liberacion
controlada de principios activos'®.

De esta manera, el uso de la PHUA no solo se restringe a la
industria alimentaria como método de conservacion, sino que
también resulta ser una tecnologia con buenas perspectivas en
diferentes areas y que posee atin muchas funciones novedosas
por descubrir y evaluar.

EFECTO SOBRE EL AGUA Y MACROMOLECULAS

En agua, usando 600 MPa a una temperatura de 22°C, esta
se comprime 15% y la temperatura aumenta de 1 a 3°C,
induciéndose también un descenso del pH de 0.2 a 0.5 unidades
por cada 100 MPa'®2627,

Macromoléculas como las proteinas pueden sufrir una
desnaturalizacionreversible usando presiones de hasta 300 MPa.
Apresiones superiores puede ocurrir ladisociacion irreversible,
generando la gelificacion o precipitacion de estas, con dafio
subsecuente a los sistemas biologicos™" ",

La presion puede generar la ruptura de interacciones no
covalentes débiles como las interacciones electrostaticas y las
hidrofobicas, que son aquellas que estabilizan la estructura
terciaria y cuaternaria de proteinas. Con la aplicacion de
presion, las regiones hidrofobicas quedan expuestas (pueden
quedar atrapadas moléculas de agua al interior de la proteina
promoviendo que zonas hidrofilicas antes ubicadas en la zona
externa de la proteina queden en la parte interna), lo que genera
la agregacion de la proteina y la pérdida de agua (formacion
de exudado), junto con la disminucion del volumen'"'* 5. Este
efecto se vereforzado por el Principio de Le Chatelier (que junto
con el Principio de Pascal, rige el proceso fisico de la PHUA).
De acuerdo con el Principio de Le Chatelier, la presurizacion
acelera las reacciones que involucran un cambio de volumen,
favoreciéndolas en la direccion de su disminucion”".

Cuando se trata de proteinas oligoméricas puede ocurrir un
cambio conformacional, ya sea por la disociacion o una mala
reasociacion de sus componentes (cuando el efecto esreversible);
hay un cambio en la estructura intermolecular y cambios en la
hidratacion que pueden causar dificultades para replegarse o
causar un plegamiento incorrecto que afecte los sitios de union
del grupo prostético o del sustrato’!'*13,

Moléculas de bajo peso molecular como aminoécidos o vitaminas
no son afectados; sin embargo, presiones de entre 300 y 600

MPa promueven la oxidacion de lipidos que puede continuar
durante el almacenamiento del producto®®. Ademas, sistemas
lipidicos como membranas celulares suelen verse afectados por
lapresurizacion, modificando el estado de la bicapa lipidica'-*.

EFECTO SOBRE MICROORGANISMOS

La alta presion produce cambios en diferentes niveles de la
célula dependiendo del tiempo, temperatura de procesamiento
y presion aplicada, llegando incluso a producir modificaciones
morfologicas. La combinacion de este conjunto de cambios
afecta la viabilidad de las células vegetativas (tabla 1).

p
Presion (MPa) Efectos
> 200 Influencia sobre la cinética enzimatica
Modificacion de las propiedades fisicas
de las proteinas
Alteracion de la membrana plasmatica
> 300 Inactivacion irreversible de enzimas
Muerte de los microorganismos
> 400 Gelificacion de almidones
Desnaturalizacion de proteinas
> 500 Muerte de las esporas bacterianas
Inactivacion de enzimas involucradas en
la esporulacion
. J

Tabla 1. Principales efectos de la PHUA sobre la microbiota
en alimentos.

La membrana celular es el blanco primario del dafio ya que
los sistemas de lipidos son labiles a la presion. El arreglo
de la bicapa lipidica pasa de un estado liquido-cristalino a
un estado de gel al compactarse los fosfolipidos y la fluidez
disminuye conforme aumenta la presion'’?’. Por ende, también
hay una disrupcion entre la union de la membrana celular y la
pared celular, generando con ello cambios en la morfologia
y también modificaciones que alteran la permeabilidad de
la membrana’'*!>, Se presenta la inhibicién de reacciones
productoras de energia tanto por la pérdida de estabilidad de
membrana, asi como por la pérdida de actividad enzimatica
general®’. Disminuye la sintesis de DNA y hay disminucion en
los mecanismos de reparaciony se produce la desnaturalizacion
de otros biopolimeros®. Con la alteracion de la permeabilidad de
membrana, se pierde la capacidad para mantener el gradiente de
pH (que también afecta las reacciones productoras de energia,
por lo que hay una disminucion en la produccion de ATP), se
pierde el balance osmoticoy las proteinas de transporte también
se ven afectadas™!>%.

Considerando que la desnaturalizacion de proteinas es

irreversible aplicando presiones por encima de 300 MPa y
con ello se afectan los sistemas biologicos™! 1415 valores
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superiores a este son utilizados con mayor frecuencia como
método de conservacion, yasea disminuyendo cargamicrobiana
o esterilizando.

El grado en que estos factores se vean afectados originara la
disminucion de la poblacion microbiana, que es proporcional
con el incremento de la presion utilizada en el tratamiento o
con el tiempo en que esta es aplicada®. Levaduras y hongos
filamentosos presentan mayor susceptibilidad, las bacterias
gram-negativas son menos susceptibles pero se ven mas
afectadas que las bacterias gram-positivas que son mas
resistentes a la presurizacion, pero las esporas bacterianas lo
son atin mas®>’. Las células vegetativas son destruidas en un
margen de 300a 700 MPa*. Las esporas bacterianas, en cambio,
resisten hasta 1000 MPa; por ello, cominmente se recurre a
la aplicacion de presion moderada y alta temperatura para su
germinacion y después se somete a tratamiento con alta presion
para inactivar'-32,

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL Uuso DE PHUA

La PHUA no depende del tamafio ni de la forma del objeto a
procesar. Es independiente de la masa y del tiempo, la presion
actia de forma inmediata, por lo que no se genera gradiente
de presion; asi, los tiempos de proceso son cortos. No afecta
enlaces covalentes, solamente uniones ¢ interacciones débiles
como fuerzas electrostaticas e interacciones hidrofobicas. Puede
aplicarse a temperatura ambiente, por lo que representa menor
gasto energético que los procesos térmicos. Ademas es amigable
con el ambiente porque no se generan residuos ni se requieren
aditivos quimicos para mejorar el proceso.

Sinembargo, también existen algunas desventajas; por ejemplo,
las esporas bacterianas son barotolerantes y para inactivarlas
se requieren presiones de hasta 1000 MPa. Otra desventaja
consiste en que las altas presiones pueden tener efecto en
algunas caracteristicas del producto; por ejemplo, en alimentos,
las texturas y el color pueden tener cambios!>1%!73, Por ello, es
importante que para cada nuevo producto que se desee procesar
por medio de esta tecnologia se deben hacer las evaluaciones
pertinentes, tanto de calidad microbioldgica como de las
caracteristicas propias del producto.

Hay que mencionar también que puede haber cierta desconfianza
del consumidor ante algo novedoso y desconocido como las
nuevas tecnologias y esto es un aspecto limitante. Sin embargo,
por ejemplo, los alimentos que han sido procesados mediante
PHUA van aumentando su popularidad en paises como Japon,
EE.UU. y algunos europeos como Italia, Espafia y Francia.
Las personas han mostrado que si se les informa sobre los
beneficios del uso de esta nueva tecnologia y de las mejoras en
la calidad y seguridad del producto que se pueden conseguir sin
un incremento sustancial del costo (entre $0.25 a $0.50 USD),
estarian dispuestos a adquirirlo™. Gran parte de la poblacion es
consciente de la necesidad de nuevas tecnologias para mejorar
la calidad de vida.
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