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Introduccién ' 3

Al escuchar la palabra corrosién la mayor parte de la gente la asocia con !a herrumbre,
oxidacion propia de los metales ferrosos, sin embargo, Ja corrosién implica Ja causa
general de alteracion y destruccién de los materiales naturales o fabricados por el
hombre, como son, entre otros, tuberias de agua, construcciones de, piedra o concreto,
automdviles, envases metalicos para conservas.

La corrosién tiene una importancia tal que los problemas derivados de ella se pueden
observar en tres vertientes:

+ economica, con pérdidas reflejadas en el Producto Nacional Bruto, que en paises
desarrollados como Gran Bretafia, son alrededor del 3 y el 5%.

+ conservacion de recursos, por el agotamiento de las reservas naturales.

« seguridad humana, por fallos fatales en medios de transporte, corrosién de
bidones que contienen residuos radiactivos, escapes de tuberias de refrigeracién
de plantas nucleares, etc.

La corrosidn inducida por microorganismos ha demostrado ser un serio problema,
reconocido actualmente como la mayor fuente de problemas y fallas estructurales que
afectan a gran variedad de industrias,

En una estimacién realizada por Wakerfey en el Reino Unido hacia fines de la década de
los setenta, atribuye el 20% de los casos de corrosion de ese pais a aquélios causados
por microorganismos, Si esto se relaciona con los gastos promedio debidos a la corrosién
de un pais industrializados, con una estimacién del 4% de! Producto Nacional Bruto, la
biocomosion causaria pérdidas econémicas para el caso de Estados Unidos de
Norteamérica, de aproximadarnente 60 billones de délares / afo {97).

Uno de les microorganismos causantes de corrosion es Pseudomonas aeruginosa, que se
encuentra en una gran variedad de ambientes, y cuya presencia ha demostrado tener
importantes consecuencias econdmicas y sociales.

E! objetivo de esta tesis es realizar una propuesta para evaluar el efecto de un biocida,
considerando trabajos previos llevados a cabo por Tejada y colaboradores, en el
laboratorio 112 de fa Divisién de Estudios de Posgrado (DEPg.) de la Facultad de Quimica
de ta UNAM, asi como lo reportado en la bibliografia para Pseudomonas aeruginosa,
microarganismo causante de corrosién que presenta resistencia a un gran nimero de
biocidas por factores que se explican en el capitulo 3, en acero estructural AISI 1010 y
glutaraldehido como biocida de prueba, empleando técnicas electroquimicas, como R; y
pendientes de Tafel, con el uso de material y equipo existente en este laboratoric.
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Fundamentos de Corrosion 7

1.1 CORROSION

La corrosion es la reaccion guimica o electroquimica entre-un material, generalmente un
metal, y su medio ambiente (114), que como consecuencia produce el deterioro dal
mismo y sus propiedades.

La reaccién de corrosidén puede expresarse parcialmente por la [onizacién del metal, es
decir, es el proceso por el cual un atomo metalico pierde electrones y queda cargado con
un exceso de cargas positivas, que es igual al ndmero de cargas negativas o electrones
que se perdieron. Esta reaccién puede ser representada asi:

M = M + ne

Donde M es un metal de valencia n, M es su forma i6nica y e el nimero de electrones
cedidos (Figura 1).

/
Metal Solucidn
M Electrélitica

~

ne’

16n metélico
Mm

Fig. 1.1 Reaccién de corrosion parcial
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El fendmeno de la corrosion esta asociado con los metales siendo un proceso indeseado
que involucra reacciones quimicas y electroquimicas, dxido-reduccién o redox, que en
algunos ambientes liegan a ser de mayor importancia. El-ambiente es el nombre que se le
da a todas las especies quimicas y factores fisicoquimicos que rodean al metal que
adquiere carga positiva, 0 que se corroe, al tiempo en que se desarrolla e! proceso. Dado
que [as reacciones electroquimicas involucran la transferencia de electrones, este tipo de
reacciones puede ser influenciado por el potencial eléctrico. '

» L

1.2 CLASIFICACION DE LA CORROSION (52)

Para su estudio los procesos de corrosién pueden ser clasificados segin el medio en el
que se desarrollan o segdn su morfologfa. Se clasifican de la siguiente manera:

1.2.1Clasificacién segan la forma i . . C

La clasificacion segun la forma es Gtil cuando se requiere evaluar los dafos producidos
por la corrosion,

Corrosién uniforme. Es la forma de corrosién mas benigna. El ataque se extiende en
forma homogénea, sobre toda la superficie metilica, y su penetracién media es igual en
todos los puntos. Un ataque de este tipo permite calcular faciimente-la vida de materiales
expuestos a él. Por ejemplo: el ennegrecimiento de ta plata. .
Corrosion en placas. Abarca los casos intermedios entre corrosién unlforme ¥ corrosion
localizada. En este caso el ataque se extiende mas en algunas zonas, pero se presenta
aln como ataque general.

Corrosién por picado. Este tipo de ataque, asi como el intergranular y fisurante, son las
formas mas peligrosas en que puede presentarse la comosién. En estos casos de ataque
localizado, la cantidad de material afectado no guarda relacién con la magnitud de los
inconvenientes que puede causar. Por ejemplo, el acero inoxidable sumergide en agua de

mar que se corroe por la formacion de picaduras profundas yla perforacmn de cafierias o
tanques.

N

Este es un tipo de atague localizado donde la rapidez de corrosién es mas grande en una
areas que en otras. Si el ataque esta confinado a un area fija, relativamente pequeria, que
actlia como anodo, la picadura resultante se conoce como picadura profunda. Si el area
de ataque es relativamente grande y poco profunda, se llama picadura superficial.

Durante el picado, el ataque se localiza en puntos aislados de superficies metdlicas
pasivas, se propaga hacia el interior del metal, en ocasiones formando tuneles
microscapicos.
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Una variacién de la corrosidn por picado, es la denominada corrosion por rendijas, crevice
corrosion. 5S¢ presenta en uniones e intersticios, donde la renovacién del medio sélo
puede producirse por difusién.

Corrosién intergranular. Este es un tipo de ataque localizado en los limites de grano de
unt metal, que resulta en una pérdida de dureza y ductilidad. El conjunto del limite de
grano y el area del grano, funcionan como una celda electroguimica, esto es, el material
del limite de grano es un area limitada que actia como anodo, mientras que las grandes
areas de grano actian como catodos. Este ataque frecuentemente, es rapido, penetrando
profundamente dentro del metal, causando algunas veces fallas catastréficas. Un ejemplo
intergranular no electroquimico, es el ataque que sufre el niquel en una atmosfera
sulfurosa, esto se debe a que el sulfuro penetra a través de los limites de grane.

Corrosion fisurante. Conocida también como corrosion bajo tension. Puede presentarse
cuando ef metal esta sometido simultdneamente a la accién de un medio corrosivo y a
tensiones mecanicas de traccion.

Se forman fisuras que pueden ser transgranulares o intergranulares y que se propagan
hacia el interior del metal, hasta que las tensiones se relajan o el metal se fractura.

i I Dl N

Corrosion Corrosion Corrosién por
uniforme en placas picado
A
| ev—— g
-— - >
D8 — °r
e T
Corrostdn Carrosién |
en rendijas intergranular =

v

I:I Metal
Corrosion
. : bajo tensién
Productos de corrosidn

Fig. 1.2. Clasificacién morfoldgica de las formas de corrosion
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1.2.2 Clasificacion segin el medio , ] S '

La clasificacion segun el medio es util cuando se estudlan los mecamsmo de ataque. Se
clasifican de la siguiente manera:

Corresién Quimica. Se estudian bajo esta denom:nacnﬁn todos aquellos casos en que el
metal reacciona con un medio no idnico, por ejemplo. oxidacién en aire a alta
temperatura reaccién con una solucion de yodo en tetracloruro de carbono, etc.

Corrosidn Electroquimica. Considerando la pammpacnon de iones metalicos, todos los
procesos de corrosién son electroquimicos.” Sin embargo es usual de5|gnar corrosion
electroquimica a la que implica un transporte simultaneo de electricidad a través de un
electrolito. A este grupo pertenecen la corresién en soluciones salinas y agua de mar,
corrosidn atmosférlca corrosién de los suelos, etc. | ] o o~

1.3 CORROSION ELECTROQUIMICA (52)

En presencia de un medio acuoso, la corrosién es de naturaleza. electroquimica. Tal
COrrosion es un proceso espontaneo que denota la existencia de una zona anédica (que
sufre corrosidn), una zona catédica y un electroiito, siendo indispensable la presencia de
estos tres elementos para que este tipo de corrosién pueda existir (se requiere asu'nlsmo
de contacto eléctrico entre la zona catédica y fa anédica).

El término anodo se emplea para describir aguella porcién de una superficie metalica en
que tiene lugar la corrosion (disolucién) y en la cual se libéran electrones coma
consecuencia del paso del metal en forma de iones , al electrolito: La reaccién que sucede
en el anodo, por ejemplo en el caso del zinc, es una reaccion de oxidacion:

4 [
s

Zn—)Z_nz' (elecrrolito) +2 electrones

ComT -
Como los electrones, en un conductor metalico, se mueven en sentido opuesto al
convencional’, en el dnodo la corriente eléctrica sale del metal para entrar a [a solucién. El
término catodo se aplica a la porcién de una superficie metdlica en la cual los electrones
preducidos en el anodo se combinan con determinados iones presentes en el electrolito,

' El sentido de una corriente eléctrica se define como el sentido del movimiento de las cargas
libres. Sin embargo, surge la dificultad de que en un conductor electrolitico estdn en movimiento en
sentidos opuestos cargas libres de armbos signos. {cationes y aniones).. Cualquiera. que fuera el
sentido asignado a la corriente, habria cargas moviéndose en sentido opuesto. Ya que ha de
adoptarse algin convenio, se ha coincidide en hablar del sentido de una corriente como si los
portaderes fueran todos compuestos por cargas positivas.

En un conductor metalico, stlo son libres las cargas negativas o electrones libres. De aqui que
toda la corriente en un conductor metélico se produce por el movimiento de cargas negativas y, por
tanto, los electrones se mueven en sentido opuesto al convencional.
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» Las reacciones catddicas mas comunes en presencia de agha son reacciones de
reduccién;

2H* + 2 electrones -» H, (gas)
O, + 2 H,0 + 4 electrones >4 OH  (medio alcalino)
O, +4 H' + 4 electrones >2 H,0 (medio dcido)

La corrosién mas frecuente es de naturaleza electroquimica y resulta de la formacién de
multitud de zonas anddicas y catédicas sobre una superficie metalica, siendo el electrolito
en caso de no estar sumergido o enterrado el agua de condensacién de Ia atmésfera para
lo cual se necesita que la humedad relativa del aire sea del orden del 70% o superior.

Al cambiar continuamente de posicion estas zonas catddicas y anédicas, lega un
momento en que el metal se disuelve continuamente. Este tipo de corrosién se caracteriza
porque casi siempre es mas pronunciada en unas zonas que en otras, y su forma de
manifestarse mas caracteristica es la aparicién de picaduras.
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2.1 MICROBIOLOGIA

La Microbiologia es el estudio de los organismos demasiado pequefos para ser
claramente percibidos a simple vista y que se denominan, por elio, microorganismos
{109).

Los microorganismos productores de la comrosidn pueden ser {22, 113):
v l Hongos, filamentosos y levaduriformes

¥| Algas

¥! Bacterias

La corrosién microbioldgica es un tema dificil de tratar por ser un area interdisciplinaria
que es y ha sido analizada principalmente por ingenieros quimicos, ingenieros quimicos
metalurglcos quimicos (115, 116), los cuales en su curriculo no tienen materias
relaclonadas a la microbiologia por lo cual en esta tesis realizamos una breve revisién de
las caracteristicas de las bacterias.

2|.2 ANATOMIA DE LAS BACTERIAS

lia anatomia de un organismo se refiere a su tamafio y forma, y las caracteristicas
estructurales que lo hacen distinto. La anatomia es una caracteristica heredada derivada
de informacién almacenada en DNA cromosomal. Se trasmite de una generacion a otra
(108).

Observando bajo la luz del microscopio, las bacterias aparecen en variaciones de tres
dlferentes formas: fa cilindrica, la esférica, y la espiral. La forma cilindrica se conoce como
bacilo Algunos son rectangulares con terminaciones cuadradas otros se encuentran an
grupos La mayoria. de los bacilos se encuentran sofos, pero muchos forman cadenas
llamadas estreptobacilos.

[Una bacteria esférica se conoce como coco. Aquellos cocos que se mantienen juntos en
pares después de la divisibn son llamados diplococos. Aquéllos que consisten en
cadenas de diplococos son llamados estreptococos. Otra variacién de los cocos es la
sarcina. Esta es como paquetes clbicos de ocho cocos. Ciertos cocos se dividen al azar
y forman grupos imegulares parecidos a racimos de uvas de células Itamados
’ estafilococos.

La tercera forma importante de organismos bacterianos es la espiral. Ciertas bacterias
espirales denominados vibrios son cilindros curvos que semejan comas bajo el
microscopio. Otras bacterias espirales ilamadas espirilos tienen forma de sacacorchos. Y
existen otras conocidas como espiroquetas (15, 95, 100}.

Variaciones en la anatomia bacteriana son realmente visibles cuando los organismos son
amplificados unas cien veces bajo el microscopio dptico. Cuando se usa el microscopio
electrénico, se amplifica: un millon de veces o mas y los cientificos pueden observar un
mundo de fings detalles bacterianos que no pueden ser vistos por un observador casual.

En la tabla 2.1 se resumen las caracteristicas de las bacterias (109).
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Estructura Composicién Quimica _ Funcién QObservaciones
Flagelos Proteina Movimiento Presente en varios
bacilos . y  espirilos;
algunos cocos; varia en
) el nimero v Ia ubicacion
Pili Proteina Unién a'superficies  Se encuentran en varias
' T Transferencia ~~  bacterias " Gram
genética negativas '
o . . Estimula el sistema
inmune L
Capsula y Polisacaridos y Barrera para el Fuente de viscosidad de
glicocalix proteinas pequefias medio ambiente la leche y el pan o

Pared celutar

Membrana
celular

.Cit'obiasma“

Ribosomas
Granutos. -,
metacromaticos
Magentosoma
Cromosoma

. Plasmidos

Esporas

‘con Acido teicoico. Las’

' Lasf Gram positivas

tienen péptidoglicano

Gram negalivas tienen
péptidoglicano,
lipopolisacaridos,

.fosfolipidos,

lipoproteinas
Proteinas
Fosfolipidos

(LN

" Agua, proteinas, lipidos,

carbohidratos, acidos
nucleicos, etc.

RNA y proteina

" Fosfato

Magnetita _ -

DNA

Contribuyen a la
enfermedad )
Unidn a superficies
Proteccion celular

" Determinacion de la

forma

Limite celular
Transporie dentro ¥
fuera de fa céiuta
Sitio de enzimas,
Sustancia
fundamental de la
célula ’

Sintesis de
proteinas

"Almacenamiento,

Orientacion celutar

Sitio del cédigo

. genético |

- DNA extracromosomal

Composicién quimica
compleja con acido |
dipicolinico

L

Sitio de la herencia
Sitic de algunos
genes
Resistencia al
medio ambiente

Se encuentra en medios
solidos

Sitio de actividad de la

penicilina y lisozima

Conforme al modelo de
mosaico fluido

Susceptible a ' los

_detergentes, alcoholes y
“algunos antibidticos.

Sitio del metabolismo y
del crecimiento
Semitransparente,

delgada -

Inhibidos ciertos
antibidticos ]
Encontrado en el bacilo
de la difteria .
Ayuda a 'a tocalizacién

preferente de la célula

por

4

l.lamadeo nuclegide

Contienen factores R

‘Producidas” - por
especies de Baciflus y
' Clostridium .~ =

Probablemente “la
mayor forma -~ de

resistencia conocida.

Tabla 2.1. Un resumen de las caracteristicas de las bacterias.

'L"
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f2.3 REPRODUCCION BACTERIANA Y CRECIMIENTO

Las bacterias se reproducen por un proceso asexual llamado fisidn binaria. En esta
'secuenma de eventos, el cromosoma se duplica, la célula se alarga, y la membrana
cntoplasmat:ca se invagina en el centro de la célula (108, 73). Micrografias electronicas de
'vanas bacterias revelan una estructura membranosa llamada mesosoma que puede fungir
como el sitio de union del DNA durante la division cromosémica. Cuando el material
nuclear se ha distribuido, la pared celular se vuelve mas gruesa y crece hacia el interior
para separar la celular en divisidén (109).

Una vez completada la divisién, la bacteria madura y desarrolla las caracteristicas que
hacen a cada especie Gnica. El intervalo de tiempo hasta el final de la siguiente divisién se
.conoce como tiempo de generacidn. En algunas bacterias, el tiempo de generacion es
muy corto; para otras es muy grande.

2.3.1 Curva de crecimiento bacteriano.

Una tipica curva de crecimiento para una poblacién de células bacterianas, es como
muestra la figura 2.1 (138), ilustra algo de la dinamica de la pobiacién que es afectada con
el transcurso del tiempo. La historia de la poblacién puede iniciar cuando las bacterias son
transferidas a un tubo de ensayo con medio de cultivo en el laboratorio.

de Mlcroorgan

Log N

Tiempo

Fig. 2.1 Curva de crecimiento bacteriano
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Se reconocen cuatro distintas fases de la curva de crecimiento como sigue (15, 95):

La fase lag (Figura 2.1, 1.) abarca las primeras horas de la curva. Durante este periodo
las bacterias se acostumbran a su nuevo medio ambiente. En un medio de cultivo muchos
org_anis'mos pueden morir' por el efecto de la transferencia. Sin embargo, la actividad
bioquimica de las células sobrevivientes se intensifica y comienzan a aimacenar
nutrientes, sintetizar enzimas, y prepararse para la fisién binaria. En la curva se ve una
meseta, equilibrada por la reproduccién t(_ampraha de algunas células y la muerte de otras.

La poblacién entra a una etapa de crecimiento denominada la fase logaritmica
{(frecuentemente llamada fase log, Figura 2.1, 2). La masa de cada célula aumenta
rapidamente y la reproduccién continia. Conforme pasa el tiempo de generacién, el
namero de bactérias se duplica y la grafica crece en linea recta si se usan los logaritmos

{base 10) de los numeros actuales para la curva.”
En el laboratorio, el crecimiento poblacional puede ser vigoroso tanto que aparecen
colonias visibles en los medios sélidos, cada colonia consiste de millones de organismos.
Los medios liquidos se pueden enturbiar con el crecimiento. Debido a que la poblacién
esta en su optimo bioquimicamente, las investigaciones se llevan a cabo, generalmente,
durante la fase log. - . ‘ . o~ )

B Fa— . . * . »
Después de varias horas o dias, el vigor de la poblacién cambia y, las velocidades de
reproduccion y muerte se igualan, la poblacién entra a otra meseta, la fase estacionaria
(Figura 2.1, 3).

En medios de cultivo, los nutrientes comienzan a escasear, productos de desecho se
acumulan, y factores como el oxigeno o el agua deben proporcionarse.

Si estas condiciones contin(ian, el medio ambiente ejercerd su -accion limitante en la
poblacién y sobrevendra la fase de declinacién (Figura 2.1, 4). Ahora el nimero de
células muriendo excede el nuevo numero de células formadas. La capsula bacteriana
puede evitar la muerte actuando como amortiguador para el medio ambiente, y los
flagelos pueden permitir al microorganismo desplazarse a un nuevo lugar.
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s
2.I4 NUTRICION BACTERIANA

Los requerimientos nutritivos de una bacteria estan determinades por la composicién
qu1m|ca de la célula, por su constitucidn genética y por factores del medio ambiente.
Consuderando las necesidades nutricionales de las bacterias desde el punto de vista
meramente quimico, cualquier sustrato o medio de cultivo que contenga ios componentes
constltunvos de las células proporcionard los requerimientos nutricionales para el
dfesarrollo de las bacterias; no obstante, estos varian ampliamente en sus caracteristicas
genéticas y consecuentemente en sus propiedades fisiolégicas y su capacidad para
utilizar y transformar a los diferentes compuestos quimicos.

La forma quimica especifica bajo la cual las bacterias adquieren el carbono, nitrégeno,
fésforo y oxigeno, asi como su energia, es muy variable, lo que determina que los
mlcroorganlsmos presenten multiples tipos nutricionales. Una clasificacion muy sencilla es
aquella que se basa en dos pardmetros: la naturaleza de las fuentes de carbono vy la de
fuente de energia. Con respecto a la fuente de carbono, se denominan autétrofos a los
mlcroorganlsmos que usan CO; y carbonatos y heterétrofos a aquellos que derivan su
carbono celular de compuestos organicos. Con relacion a la fuente de energia se tienen
dos grupos: los fotétrofos, estos utilizan la energia electromagnética (luz) para su
desarrollo los quimidtrofos, que obtienen su energla a partir de la oxidacién de
compuestos quimicos (101).

Utlllzando estos criterios se ubica a los microorganismos en cuatro clases nutricionales
que se describen en la Tabla 2.2

Tabla 2.2
' Clases nutricionales  Fuente de energia Fuente de carbono Ejemplos de grupos
microbianos
Fotoautétrofas Luz CO; Algas y  muchas
bacterias fotosintéticas
Fotohetrétrofas Luz Compuestos Bacterias verdes y
organicos rojas
Quimioautétrofas’ Onxidacién de CO, Sélo algunas bacterias
compuestos (nitrificantes,
inorganicos como: oxidantes det
NH,, H,, H.S, 8°, hidrogeno, azufre y
S,04, Fe?* fierro)
Quimioheterdtrofas? Oxidacion de Sustratos organicos Protozooarios, hongos
compuestos y la mayoria de las
organicos bacterias

1. Como resultado de la capacidad distintiva de crecer en medios estrictamente minerales y en ausencia de
luz, también se les denomina quimiolitdtrofos (de la palabra griega Jithos, roca)
2. Eslos microorganismos utilizan un mismo nutriente como fuente de carbono y energia
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La versatilidad fisiclagica de los microorganismos determina en cierto grado-que esta
clasificacién sea arbitraria, por ejemplo: muchas algas (fotoautdtrofas pueden crecer
también en la oscuridad comportandose como quimicheterdtrofas. Esta versatilidad .se
conoce con el término de facultativo. - ) e . .

Asi, un fotoautétrofo estricto foszosameme depende de la luz y del CO,, en tanto que un
fotoautétrofo facultativo no es dependlente absoluto y tienen requerimientos nutricionales
-alternativos. - - - . -

e . .~ . ~.
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2.5 MEDICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

EI crecimiento se mide por cambios sucesivos en el nimero de células o por el masa de la
masa de las células (15, 36).

2’.5.1 Recuento del total de células

EI recuento de células en una poblacion se puede medir contindolas bajo el microscopio,
metodo que se llama recuento directo al microscopio (15). La utilizacion de una camara
de recuento o camara de conteo es facil, econdmica y relativamente rapida; ofrece
tamblén informacion acerca del tamario y la morfo!ogna de los microorganismos (100). Las
cémaras de Petroff-Hausser se pueden emplear para contar bacterias al microscopio pero
es mas conveniente utilizar un analizador electrénico de particulas (p. e. el contador
Coulter) (36, 109). Las cAmaras de recuento y contadores electrénicos permnen contar
todas las células vuvas o muertas (100, 138).

EI recuento directo al microscopio es tedloso pero es una forma rapida de estimar la
cantidad de células microbianas (15). )

2.5.2 Recuento de células viables

En muchos casos s6lo nos interesa contar el niUmero de células vivas para este propdsito
se han desarrollado métodos de recuento de células viables. Célula viable se define como
la que es capaz de dividirse y formar una progenie, y la forma usual para realizar una
cuenta de viabilidad en la mueslira, capaces de formar colonias sobre un medio adecuado
de agar. Por esta razdn el recuento de viables se suele lamar recuento en placa o de
colonias (23). La consideracion hecha de este tipo de procedimientos de recuento es que
cada célula o grupo de células dara una colenia (15, 100).

Hay dos formas de realizar un recuento en placa: el método de siembra en placa por
extensién y el método de vaciado en placa (15, 36, 100, 109, 138). Con ambos métodos
es importante que el nimero de colonias que se desarrollan no sea demasiado grande, ya
que en las placas muy atestadas, algunas células pueden no formar colonias y la cuenta
sea erronea. También es esencial que el nimero de colonias no sea demasiado pequefio,
caso en el cual la significacion estadistica de [a cuenta calculada serd muy baja. La
practica comun, fa que tiene mayor significado estadistico, es la de contar solamente
aquellas placas que tengan entre 25-30 y 250-300 colonias (15, 100).

Para obtener el nimero apropiado de colonias , usualmente se debe diluir la muestra a
contar. Como rara vez se conoce la cuenta viable aproximada en un momento, suele ser
necesario hacer mas de una dilucion (15).

Noétese que dos o més células agrupadas pueden formar una scla colonia, de modo que el
recuento de viabilidad puede resultar muy bajo. Para establecer mas claramente el
resultado, el recuento de viables se expresa como el nimero de unidades formadoras de
colonias con preferencia a la cantidad de células viables (dado que una unidad formadora
de colonias puede contener una o mas céiulas).
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2.5.3 Masa de células Lo N

Para muchos estudios es deseable estimar la masa de las células con preferencia al
nimero. La dnica manera de directa de medir la masa celular es determinar el peso seco
del material cetular en un volumen fijo de cultive (109). El nimero neto se puede medir.
después de la centrifugacién de las células, pesando el depésito de células obtenido. El
peso seco se mide secando la masa cetular centrifugada antes de pesarla, colocandola de
un dia para otro en una estufa a 100-105° C. Usualmente el peso seco es alrededor del
20 al 30% del peso humedo (15). Como las bacterias pesan poco, puede ser necesario
centrifugar varios cientos -de mililitros de cultivo para receger una cantidad suficiente
{100). Tal determinacién requiere mucho-tiempo y es relativamente poco sensible (109).

Un método mas sencillo y mas Util para obtener una estimacion relativa de la masa celular
consiste en medir la turbidez. Una suspensién-de células se ve turbla porque cada céiula
dispersa la luz y serd mas turbia. .La-turbidez se puede medir con un dispositivo que
funciona eléctricamente, llamado colorimetro o espectrofotémetro. Con tal dispositivo, la
turbidez se expresa en unidades de absorbancia. Para organismos unicelulares, la
absorbancia es proporcional a la cantidad - de células, asi como su peso, por lo que las
lecturas de turbidez se pueden utilizar como sustituto de la cuenta. Para efectuar el
recuento de células en esta forma, se debe preparar una curva estandar para cada uno de
los organismos estudiados, relacionando el nimero de células con la-masa de las células
o la absorbancia. La turbidez es mucho menos sensible como medio de medir la densidad
celutar que hacer la. cuenta de viables, pero tiene la viud de que es rapido, facil y no
destruye la muestra. Tales mediciones se utilizan ampliamente para seguir la velocidad de
crecimiento de los cultivos, .dado -que la misma, muestra se puede comprobar
repetidamente (15, 36, 73, 85, 109, 138). | -, ‘ ) L

L -~ - i . )
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2.6 INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES SOBRE EL CRECIMIENTO

Los factores fisicos y quimicos tales como la temperatura, presion osmética, pH,
raldlacmnes oxigeno, actividad del agua, naturaleza y concentracién de los compuestos
qmmmos organicos ¢ inorganicos que predominan en un medio especifico, determinan los
tlpos nutricionales y metabdlicos de las bacterias que habitan el mismo, debido a que el
con]unto de éstos favorece selectivamente a algin{os) grupo(s) microbiano(s) vy
préctlcamente pueden eliminar la posibilidad de que otros se instalen en él (101).

EI conocimiento de ias condiciones fisicas y quimicas ambientales que regulan la
sobrevwenma y multiplicacién de las bacterias, nos ayuda a explicar la distribucién de las
mismas en la naturaleza y nos permite idear y aplicar métodos que permitan:

» Cuitivarlas en condiciones éptimas, ¢ bien,
s Disminuir o eliminar la actividad bacteriana en areas o productos terminados

A menudo y por multiples razones, la actividad microbiana es inoportuna o indeseable, en
estos casos es necesario aplicar agentes fisicos y/o quimicos en tal cantidad que
pem‘utan disminuir esa actividad, (efecto biostatico), o bien, inhibir la actividad
mlcrobrana efecto biocida.

EI efecto estimulante, inhibitorio o destructlvo que ejercen los factores fisicos y quimicos
sobre las bacterias esta condicionado por:

El-tipo, edad, cantidad y estado fisiolégico de las bacterias
La cantidad o concentracidén del agente externo

El tiempo de exposicion

La interaccidn de otros factores ambientales

Por ejemplo, el fenol al 5.0% elimina a la mayoria de las bacterias, en tanto que cuando
esté muy diluido puede servir como fuente de energia para bacterias del género
Pseudomonas.

Los agentes fisicos y qu1m|cos ejercen su accidn inhibitoria o destructiva a través de
diversos mecanismos que ocasionan:.

v Destruccidn de la célula, principalmente por dafo a nivel de pared celular o de
membrana citoplasmatica. -

v Alteracién de la organizacion celular. Principalmente de la permeabilidad, o de las
proteinas estructurales.

v Interferencia en los procesos de produccién y utilizacion de energia, o de
biosintesis y crecimiento, por inhibicion de enzimas o combinacion con coenzimas o
metabolitos intermediarios.
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2.6.1 Efecto de la temperatura en el crecimiento y sobrevivencia de las-bacterias _ .

La temperatura es uno de los factores mas importantes, afecta tanto el indice de
crecimiento como de muerte de un microorganismo. Cada grupo microbiano crece dentro
de una gama de temperaturas limitadas por las llamadas temperaturas cardinales, que
corresponden a la temperatura minima, debajo de la cual un cultivo no puede crecer, y la
temperatura maxima, por encima de cual un cultivo no se desarralla. Dentro de estos
limites se encuentra la temperatura 6ptima que es aguella en la que se registra el mejor
crecimiento. La temperatura éptima, minima y méaxima de crecimiento de una especie
bacteriana, esta relacionada con la temperatura det habitat normal de! microorganismo. -.
. - . ¥ . - .

N . e o
- P

Considerando la temperatura éptima de crecimiento las bacterias se clasifican en:

— Psicréfilas, aquéllas que se desarrollan en temperaturas entre 0 y 20°C, este
grupo es importante en la descomposicién de los alimentos y algunas de eilas
estdn relacionadas con la corrosion microbiolégica como Femrobacillus
ferrooxydans (15). ’ T

— Meséfilas, crécen entre 20°C 'y "40°C; estan representados por muchos
microorganismos de la flora nommal del cuerpo humano y con la mayoria de las
bacterias que inducen la comosién como Desulfovibrio desulfuricans o

Pseudomonas aeruginosa (15). ' " ot Ve

-» Terméfilas, crecen mejor entre los 40°C y 65°C; este grupo se distribuye en los
manantiales de aguas termales y en las salidas de vapor de tavanderias, y algunas
que fienen relacién con la corrosion' son Thiobacillus thiooxidans, Desulfovibrio
thermophillus y Sulfolobus acidocaldarius (15). Esta dltima es mas termofila ya que
es capaz de crecer a temperaturas hasta'85-90° C:. .

Las temperaturas bajas o inferiores a la minima de desarrollo tienen efecto biostatico o
biocida, segun se puede ver a continuacién, :

Con temperaturas bajas, pero por encima del. punto ‘de congelacion, las reacciones

metabélicas disminuyen y las células se conservan viables durante meses, en tanto que

en el punto de congelacién el efecto puede ser biostatico pero también biocida; esto
L PR . ' } )

.

depende de: . Coe - _ 3 .

« Tipo de célula, las bacterias cocoides y las formadoras de esporas son mas
resistentes que los bacilos Gram negativos o

» Medio en que se encueniran suspendidas las céfulas, los compuestos de alto peso

‘molecular protegen a las células, posiblemente por regulacién de la presion osmética,

favoreciendo el desplazamiento 'de solutos y evitando la concentracion de éstos en el
interior de la célula. ) :
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e Ritmo de congelacién y descongefacidn, cuando las células se someten a
temperaturas de -10°C o -15°C en e! medio interno hay mayor cantidad de vaper de
agua que tiende a compensarse por deshidratacion, el agua liquida del interior pasa a
su estado sdlido, lo que determina fa formacién de cristales que lesionan las
estructuras internas y la membrana, produciéndose lisis durante la descongelacion.

De este modo, mediante la refrigeracidn o congelacion es posible evitar el crecimiento
microbiano, métodos que son ampliamente utilizados en la conservacion de alimentos, asi
.como de cultivos microbianos. Un proceso mas eficiente corresponde a la combinacion de
Ia congelacién y la deshidratacién al vacio denominado liofilizacién; en éste la
suspenmén microbiana se congela a -76°C en un bafio de alcohol y hielo seco y se
deshldrata al vacio. Mediante este proceso las bacterias permanecen-viables y conservan
sus caracteristicas por afios.

Respecto a las temperaturas elevadas se tiene que, cuando la temperatura sube encima
de la éptima, la actividad metabdlica aumenta considerablemente y al mismo tiempo
aumenta ia velocidad de degradacién de enzimas y desnaturalizacién de proteinas
estruc‘lurales provocando alteraciones y la muerte de la célula. Esto indica que las
temperaturas elevadas son mas nocivas y en consecuencia se emplean para destruir a
las bacterias. La temperatura necesaria para eliminar microorganismos varia con:

J- Tipo y cantidad de microorganismos
-r. Condiciones como el pH, presién osmética, presencia o ausencia de materia organica
& Tiempo de exposicion

Para determinar el intervalo de temperatura y el tiempo que deben aplicarse para destruir
a las bacterias, se emplean las determinaciones que son, punte térmico mortal,
temperatura a la cual muere un microorganismo en un término de diez minutos, y periodo
t.érmico mortal, tiempo necesaric para destruir 2 una poblacién microbiana a una
temperatura dada.

2.6.2 Efecto de la concentracién de los iones hidrogeno (pH) en la actividad
n}icrobiana

Ell efecto de pH sobre los indices de crecimiento microbiano se basa, en gran parte, en la
n‘gturaleza de las proteinas. Debido a que la interaccién de las cargas de los grupos R de
los aminocacidos en las cadenas de polipéptidos influye mucho en la estructura y funcién
de las proteinas, las enzimas son inaclivas a valores de pH muy elevados o muy bajos,
ios valores de pH deben ser controlados para poder obtener indices 6ptimos de
crecimiento, esto se logra anadiendo soluciones amortiguadoras a los cultivos.

La mayoria de las bacterias que inducen {a corrosién crecen cerca de la neutralidad: otras
!Iamadas acidéfilas, crecen en un intervale de pH bajo, como por ejemplo los
Th:obac:lfus se adaptan muy bien en un pH préximo a 1 (22).

1
Las bacterias aciddfilas poseen adaptaciones fisiolbgicas que les permiten realizar las
acthdades enzimalicas y de transporte de membrana. La membrana citoplasmatica de
las bacterias acidéfilas se desintegran a valores de pH neutros.
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Los hongos son tolerantes a la acidez, lo que permite desarrollarse a pH mas bajo que las
bacterias, por lo que las frutas se contaminan mas con hongos que con bacterias. La
tolerancia a pH acido se utiliza para disefiar medios de cultivo -selectivos. Un medio de
cultivo con un pH de 5.5 es favorable para el crecimiento de la mayoria de las bacterias.
Las condiciones alcalinas extremas pueden digerir muchos compuestos celulares; sin
embargo, existen bacterias que crecen a pH 12 y se denominan alcaléfilas.

2,6,3 Efecto de la presidn osmética en el crecimiento bacteriano

Las células bacterianas tienen una concentracién osmética diferente a la del medio en el
cual estan suspendidas. Cuando se coloca una célula bacteriana en un medio, éste ejerce
una presion osmética a través de la membrana semipermeable que rodea a la célula. La
presién osmética de una solucién depende directamente de la concentracion de
sustancias disueltas en ella, Se dice que las soluciones de ia misma presién osmética son
isoténicas.. Por lo general, un microorganismo crece mejor en un medic que contenga
una concentracion osmotica ligeramente inferior a la propia célula. Esto hace que el agua
fluya hacia e! interior de la célula, condicion-esencial para que fluyan los nutrientes y para
mantener una presion hacia fuera, denominada turgencia. i
Al cambiar la concentracién de solutos, no sélo se. altera la disponibilidad de agua, sino
también se altera |a presion osmoética. La.pared celular de bacterias las hace resistentes a
los cambios de presion osmotica, pero maodificaciones exageradas de ésta dan como
resu!tado su muerte. -

‘La toleranc;a se ve en térmmos de actlwdad del agua y presién osmbtlca Para descnblr la
tolerancia a !a sal se utiliza una termmologla especial. Algunas bacterias conocidas como
haléfitas necesitan cantidades elevadas de cloruro de sodio para crecer. Las haldfilas
moderadas, en los que se incluyen muchas bacterias marinas, como Desulfovibrio crecen
mejor a concentraciones de sal del 3%. Las haléfilas extremas presentan sus indices de
crecimientc mas elevados en soluciones saturadas de sal (salmueras), dichos
microorganismos crecen bien a concentraciones. de sal mayores de 15% de cloruro de
sodio y se distribuyen en lugares tales como lagos salados o barriles de salmuera. Las
grandes concentraciones de sal, normalmente desorganizan los sistemas de transporte de
las membranas y desnaturalizan proteinas, por lo que las haldfilas extremas deben poseer
mecanismos fisiolégicos para tolerar, concentramones elevadas de cloruro de sodio,
ademas de requerir otros solutos como potas:o B
Sin embargo, la mayoria de Ias bactenas no tlenen estas adaptamones ﬂsuo[oglcas y no
toleran las concentraciones elevadas de-sal. E} grado de ‘sensibilidad a la sal varia para
las distintas especies microbianas. Muchas bacterias no crecen a concentraciones de sal
de 3.0%. Algunas cepas de Staphylococcus, son tolerantes y crecen en concentraciones
_mayores dei 10%. Estas adaptaciones f|5|olég|cas son muy importantes y estan
intimamente ligadas con su habitat, . - )
Pero en general, las bacterias san inhibidos por altas concentraciones de solutos, 10-15%
de clorurs de sodio y 50-70% de azicar. - | ' -

Lo h ”
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Este efecto es la base de la conservacion de alimentos mediante salazén o utilizando
soluciones concentradas de azicar, lo que causa deshidratacion y plasmolisis de las
células y consecuentemente su inactivacion o incluse su destruccién,

2.6.4 Efecto del oxigeno en el crecimiento de las bacterias

El crecimiento de muchas bacterias también depende en gran parte def aporte de oxigeno
y, a este respecto, las bacterias aerobias son similares a la mayoria de los organismos
icc;mple.-jos. Las bacterias anaerobias, por el contrario, deben tener un ambiente sin
Ioxigeno para poder sobrevivir. Muchas bacterias anaerobias mueren si el oxigeno esta
presente, mientras otras simplemente dejan de crecer y multiplicarse.

1Algunas bacterias son tanto aerobias como anaerchias, o0 sea son facultativas. Las
bacterias facultativas crecen tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.

Algunos microbioldgos creen que [a mayoria de las bacterias pueden ser
m:croorgamsmos facultativos. Un grupo final es el de las bacterias microearéfilas. Estas
requneren de una baja concentracién de oxigeno para crecer (15, 100, 109).

M

La respiracién es un proceso de oxidacion-reduccién en el cual e! oxigeno molecular, en
general sirve como un aceptor externo de electrones. Debido al elevado potencial de
reduccion del oxigeno, la cantidad maxima de energia disponible se fibera a partir de una
fuente de energia cuando el oxigeno es el aceptor final de electrones {15, 73, 95).

Cuando el oxigeno es el aceptor final de electrones se denomina respiracién aerobia
para diferenciarlo de la respiracién anaerobia, en la cual se usa un compuesto
inorganico, como un nitrato (NOy), un sulfato (SO4) o un carbonato (CO5*) y ofros
compuestos organicos, la utilizacién de estos aceptores alternos permite a los
mlcroorganlsmos desarrollarse en ambientes donde no hay oxigeno. Los contrastes de la
respiracion aerobia y la anaerobia se presentan en la siguiente figura (73).
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Fig. 1. Flujo de carbono y electrones en la respiracién aerobia y ka respiracion anaercbia
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2.7 Pseudomonadales

Todos los Pseudomonadales de este orden son bacilos rectos o ligeramente curvos con
flagelo polar. Las bacterias Pseudomonadales son un orden grande de bacilos Y €OCOS
aerobios Gram negativos reunidos principalmente con base a estas caracteristicas en el
Bergey's Manual. Son aerobios organotréficos, y nunca presentan metabolismo
fermentativo. EI género mas importante es Pseudomonas, que se analizara
posteriormente. Otro género incluido es Xanthomonas, principal patdgeno responsable de
numerosas lesiones necrélicas en plantas y las cuales se caracterizan por pigmentos
color amarillo. Zoogloea caracterizada por la formacién de un polimero fibrilar extracelular,
el cual causa la agregacién celular en fléculos indiferenciables, y Gluconobacter,
caracterizado por la oxidacién incompleta de azucares o alcoholes a acidos, tal como la
oxidacion de la glucosa a acido glucdnico o etanol a acido acético (15).

2.7.1 El género Pseudomonas

Las caracteristicas de los miembros del género FPseudomonas se dan en la tabla 2.3.
Tamblen se menciona en esta tabla las caracteristicas minimas para identificar un
organlsmo como perteneciente a este género. Las caracteristicas de identificacion
principales son la ausencia de formacién de gas a partir de glucosa, y positiva la prueba
de la oxidasa, las cuales ayudan a diferenciar Pseudomonas de las bacterias entéricas.
Tambnén el género Rhodopseudomonas se distingue del género Pseudomonas por la
presencra de pigmentos fotosinteticos cuando el formador estad creciendo
al\naeroblcamente en la presencia de luz {15, 84).

Las especies del género Pseudornonas se definen con base a varias caracteristicas como
se indica en la Tabla 24 y 2. 5. Algunas especies (por ejemplo, P. aeruginosa) son casi
homogeneas para ello todas son aisladas dentro de un amplio intervalo de caracteristicas
de distribucion, asi como otras especies son muy heterogéneas. La taxonomia del género
Pseudomonas ha sido ampliamente caracterizado por estudios de hibridacidn del DNA, y
los subgrupos dados en la tabla 2.4 se basan en la secuenciacién de rRNA 168,

Los representantes del género Pseudomonas tienen, en la mayoria de los casas,
requenmlentos nutricionales simples y crecen organotréficamente a pH neutro y a
temperaturas en el rango de los mesdfilos. Una de las caracteristicas relacionadas a las
pseudomonadates es la amplia variedad de compuestos organicos usados como fuentes
de carbono y como donadores de electrones para la generacién de energia. Algunas
cepas utilizan mas de 100 diferentes compuestos y solamente unas cuantas cepas utilizan
menos de 20.

Como ejemplo de esta versatilidad, una sola cepa de P. aeruginosa puede uilizar
dlferentes carbohidratos, hidrocarburos, acidos grasos, &cidos dicarboxilicos, acidos
!ncarboxlhcos alcoholes, policles, glicoles, compuestos aromaticos, aminoécidos, y
amlnas una serie de compuestos organicos no agrupados en las categorias antes
mencionadas (15, 108).
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Por ofro lado, las Pseudomonas son, generalmente, incapaces de romper polimeros en
sus componentes monomeéricos. Nutricionalmente versatiles, las Pseudomonas
tipicamente contienen numerosos operones inducibles porgque el catabolismo de sustratos
organicos inusuales frecuenternente requiere la actividad de diversas enzimas diferentes.
Las Pseudomonas son organismos ecoldgicamente importantes en el suelo y agua y son
probablemente responsables de la degradacién aerdbica de muchos compuestos solubles
derivados de la descomposicion de materiales animales y plantas.
Pseudomonas es uno de los principales géneros mas comunes en la descomposicion de
los alimentos y que causan viscosidad (45), producen sulfuro de hidrégeno (st) como
resultado de la putrefaccion pueden produmr mercaptanos,

v

"- | Tabta 2.3 Ei género Pseudomonas -
. - . i

. Caracteristicas Generales: i
Bacilos rectos o curvos pero no vibriodes; tamano 0.5-1.0 pm'por'1 54.0
pm; no esporulados; Gram negativos; flagelo polar: simple o mu]hple sin
envoltura, apendlces o fimbrias; metabolismo respiratorio, nunca
fermentativo, aunque puede producir pequefias cantidades de acido a partir
de glucosa anaerobicamente; usa compuestos organicos de bajo peso
molecular, no pollmeros muchos son Iltotrof icos-usan H; o CO come dnico
donador de electrones; muchos pueden usar nitrato como aceptor de )
electrones anaerobicamente, muchos puden utilizar arginina como fuente de .
energia anaeroblcamente

Caracteristicas minimas para identificaciéon:

Gram negativas; bacilos rectos o ligeramente curves; no esporulados;
mbviles (s:empre) flagelo polar (tincion de flagelo); medlo oxidativo
fermentativo con glucosa: abierto, produccién de acido, cerrado, no produce
acido; no produce gas a partir ‘de glucosa {las dzst:ngue facilmente de las
bacterias entéricas y Aeromonas), oxidasa, casi siempre positiva (las
bacterias entéricas son oxidasa negativa); catalasa siempre posutwa
pigmento fotosinteteticos ausentes (las distingue de las bacterias purpura
no preductoras de sulfuro); indol, negatlvo rejo de metilo negativo; Voges
Proskauer negativo
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Tabla 2.4 Caracteristicas de subgrupos y especies del género Pseudomonas
Grupo Grupo rRNA Caracteristicas DNA (%
165 mol GC)
Subgrupo Gama La mayoria produce pigmentos
fluorescente fluorescentes verde amarillo solubles en
agua
P. aeruginosa Produccién de piocianina, crece a 43°C, 67
un flagelo polar, desnitrificacion.
P. flucrecens No produce piocianina ni crece a 43°C;  59-81
flagelos polares;
P. pulida Similar a P. fluorecens pero no licta la  60-63
gelatina y crece en bencilamina
P. syrygae Falta de arginina hidrolasa, oxidasa 58-60
negativa patogénica para plantas
Subgrupo Beta No pigmentado, forma poli-B-
acidovorans hidroxibutirato, flagelos polares, no usa
carbohidratos; grupo homologo de DNA
simple
P. acidovorans Wtiliza el acido mecénico como dnica 67
fuente de carbono y donador de
electrones
P. testoteroni Utiliza testosterona como Unica fuente de 62
carbono
Subgrupo Beta Pigmentos no fluorecentes, muchos
pseudomallei- flagelos polares, forma poli-f3-
cepacia hidroxibutirato; grupo homologo de DNA
simple
P. cepacia - Versatilidad nutricional extrema; algunas 67
patogénicas para plantas
P. pseudomallei Causa meliodosis en animales; no movil; 69
nutricionalmente restringida
P. mallei Causa muermao en animales; 69
: nutricionalmente versatil
Subgrupo Alfa Flagele simple de muy corta longitud de
Diminuta- onda, requiere vitaminas (pantotenato,
vesicularis biotina, By3)

P. diminula No pigmentada, no utiliza carbohidratos 66-67
P. versicularis Pigmento carotenoide, utiiza = 66
carbohidratos

Especies

miscelaneas )

P. solanacearum Patagenas para plantas 66-68

P. saccharophila Crece litotroficamente con H,, digiere la 69
sacarosa -

P. maltophila Requiere metionina; no utiliza NOy como 67

fuente de nitrégeno, oxidasa negativa
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"2.8 Pseudomonas aeruginosa
Este microorganismo presenta la forma cilindrica- con flagelos simples, en pares o en
pequefias cadenas de 0.5 a 0.8 por 1.5 a 3. 0 um. Son microorganismos con dos ¢ mas
flagelos polares gue son poco frecuentes (15, 22, 70, 73).

-

Pseuidomeonas aeruginosa
Microscopia Electrénica de Barrido x 14400
' Fatografia adaptada del Atlas de Microbiclogia. Laboratorio Roemmers
. Figura 2.2 (de referencia 205)
vt ¥ ,\...'.'. - ) " -

! - T L s T RV |

Se encuentran en el suelo, ep el agua, en aguas residuales y es muy adaptable, en la
mayoria de los casos produce un. p:gmento color verde azulado o verde amarillento
soluble en el agua que se difunde en elmedio.

No requiere de factores de creclmlento es nutncuonatmente versatil, las cepas puras
pueden usar 76-82 o mas compuestos orgénlcos diferentes para su crecimiento (22, 45,
73, 95, 108). La combinacién de caracteres nutncmnales es particularmente Util para la
distincién de cepas de esta especie., Aerobia obllgada excepto en medios con nitrato
(facultatlva) La temperatura dptima de cremmlento es de 37 a 41°C.
P .- -

Pseudomonas aerugrnosa es un paras:to no obllgado y puede ser aislado del suelo, y
como desnitrificante tiene un papel muy importante en el ciclo del nitrégeno en la
naturaleza (15).

Pseudomonas aeruginosa

RV v . Taxonomia
Orden Pseudomonales
Suborden Pseudomonadineae
Familia_ . . . Pseudomonadaceae_ _ _ _ .
Género Pseudomonas
Especie aeruginosa
Sinénimo Pseudmonas pyocyanea
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Tabla 2.5 Caracteristicas Celulares de Pseudomonas aeruginosa

Morfologia Cilindrica

Movilidad Posee un flagelo polar, pero puede
presentar dos o tres

Flagelo Mondtrico o lofétrico

Gram . Negativo

Habitat Suelo, agua, aguas residuales, ' muy
adaptables y en el aire.

Agrupacién Solas, en pares 0 en cadenas

Tamafho 0.5a06por15a3.0pm

Tabla 2.6 Caracteristicas de cultivo de Pseudomonas aeruginosa

Colonias en agar Colonias redondas, lisas, de color verdoso
flucrescente y de olor aromatico dulzén.

Qlor Los cultivos tienen olor a trietanolamina

Color Pigmentos azulados no fluorescentes:

piccianina, soluble en agua y cloroformo,
que posee cierta acfividad antimicrobiana;
verde fluorescente: pioverdina o floresceina,
hidroseluble, insoluble en cloroformo; rojo
oscuro: piorrubina; negro: piomelanina.

Tabla 2.7 Factores de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa

Oxigeno Facultativa aerobia

Temperatura Optima a 37°C pero es capaz de crecer a
temperaturas superiores a los 43°C.

pH Acido, neutro y basico

“Nutricién Es muy versatil. Puede utilizar

carbohidratos, hidrocarburos, acidos grasos,
&cidos dicarboxilicos, acidos tricarboxilicos,
alcoholes, policles, glicoles, compuestos
aromaticos, aminoacidos, y aminas, mas
una gran cantidad de compuestos no
agrupados en ninguna de las categorias
anteriores.
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3.1 CORROSION MICROBIOLOGICA Y BIOFOULING

La comrosidn microbioldgica y el biofouling son los procesos de biodeterioro que son
reconocidos actualmente como la mayor fuente de problemas y fallas estructurales que
afectan a una gran variedad de industrias.

La corrosion rmcrob1olog|ca es una de las causas de la corrosion, la cual ocurre como
resultado directo o indirecto de la actividad de los organismos vivos.

La BIOCORROSION y el BIOFGULING de las superficies metalicas, en las cuales ocurren
procesos bioldgicos y electroquimicos mediante la participacion de microorganismos
adheridos a la ‘superficie formando biopeliculas (biofiims). Estas peliculas biolégicas
modifican drasticamente las condiciones de la interfase metalfsolucién formando una
barrera de contacto entre el metal y el medio liquido circundante. Es por ello que debemos
considerar que l[a corrosidn microbioldgica transcurre sobre una superficie modificada, con
caracteristicas fisicoquimicas y bioldégicas muy particulares y que podriamos denominar
biolégicamente condicionada. Ilgnorar este hecho y pretender interpretar un proceso de
corrosién microbioldgica con los mismos parametros y consideraciones que en un caso de
corrosién inorganica puede conducir a un fracaso total en un tratamiento e incluso a un
agravamiento de los problemas que afectan al sistema en cuestion (122).

Las hiopeliculas pueden ser consideradas como una matriz mucilaginosa de material
polimérico extracetular (MPE} de naturaleza polisacaridica con un elevado contenido de
agua (aprox. 95 % de la masa), células microbianas y detritos inorganicos variados (56).
Las reacciones que se producen entre los metabolitos microbianocs y la superficie metalica
tienen lugar por debajo de la biopelicula o dentro de su estructura (124). Por ello, un factor
clave para la modificacion de las condiciones fisicoquimicas de la superficie metalica — y
por ende la aceleracién o retardo de la corrosion — es la formacion de la biopelicula (33).

3.1.1 Secuencia de produccion de la corrosion metalica y el biofouling

Una superficie metalica en contacto ¢con aguas industriales o naturales experimenta una
serie de cambios biolégicos, organicos e inorganicos que conducen al fouling y la
corrosidn respectivamente (123, 23, 131). La secuencia de cambios biolégicos es debida
a la adherencia ireversible de diferentes tipos de microorganismos (bacterias, microalgas,
hongos y protozoarios) sobre el metal a través de la produccion de MPE. Esta adherencia
de tipo irreversible es la que resulta finalmente en la produccion de la biopelicula (Figura
31). Este es la consecuencia de un proceso de acumulacién en la interfase
metalfsolucién que no es necesariamente uniforme ni en el tiempo ni en el espacio (23).

La precipitacion de incrustaciones o “scaling” es un proceso que ocurre cuando las sales
inorganicas cristalinas insolubles se depositan en las paredes de las tuberias. La
velocidad de este proceso es funcion de una serie de variables como la temperatura,
concentraciones de sales formadoras de depdsitos, pH, calidad del agua de alimentacidn
y condiciones de flujo. La secuencia de procesos inorganicos se completa con el proceso
de disolucidén metdlica (corrosion) y de deposicién de productos de corrosién (pasivacion)
que ocurren simultaneamente con los procesos de biofouling (100, 122).
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Si bien son simultaneos en el tiempo, las direcciones en que se desarrollan ambos
procesos son opuestas: la corrosion y-la formacion de depdsitos de productos de
corrosién, se dirige desde la superficie hacia la solucién, mientras que el biofouling y el
“scaling” provienen del seno de la s‘olucid_)nr y se depositan sobre el metal.

A consecuencia de estos procesos simultaneos resulta una nueva interfase metal/solucion
que es controlada por variables de origen biocldgico {biofouling} y electroquimico (ia
corrosion) (Figura 3.2). El comportamiento del metal en ese medio sera la resultante de
las interacciones entre ambos tipos de variables (122). '
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Figui'a 3.1 Esquema de la formééfbn de biopeliculas en la interfase metalica (de referencia 23)
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3.1.2 Mecanismos de interaccién entre el biofouling y la corrosion

Las distintas formas en ‘que el proceso de biofouling puede inducir un procesc de
corrosién fueron enumeradas de 1a siguiente forma por Characklis (23):

1. Influenciando el metabolisme microbiano a través de la estructura de la biopelicula
(especialmente si este es heterogéneo).

2. Inﬂuenciandq la concentracién de productos metabdlicos dentro de la biopelicula.

3. Restringiendo el pasaje de especies quimica a través de la matriz de MPE de la
biopelicula

4. A través de una posible accién quelante de la biopelicula sobre ciertos iones.
5. Modificando la conductividad eléctrica del medio a través de la accidén del MPE.
6. Dificultando el acceso de sustancias biocidas

7. Alterando la concentracién o accién de inhibidores de la corrosidn.

Previamente a la colonizacién de una superficie metalica por microorganismos se adsorbe
una “pelicula acondicionante® de macromoléculas en la interfase. Este proceso de
adsorcién espontanea modifica la humectacion y distribucién de las cargas eléctricas en la
superficie metdlica (122). La adsorcién posterior de las células microbianas y su actividad
metabolica impactan sobre los procesos electrogquimicos (por ej. la corrosién) que pueden
ocurrir en la interfase metal/solucion. Las células adheridas crecen y se reproducen
formando colonias que constituyen zonas heterogéneas que favorecen la formacién de
zonas localizadas que actian como anodos o catodos sobre [a superficie del metal (43).
Esta colenizacién no uniforme induce ta formacion de celdas de aireacion diferencial
donde las zonas bajo las colonias microbianas presentan condiciones anaerobicas debido
al consumo respiratorio de los microorganismos, respecto a las areas circundantes donde
la concentracion de oxigeno es mayor. Tenemos asi una zona anodica donde Ia
disolucién metdlica se veria favorecida respecto a una zona donde la reaccion catddica de
reduccion del oxigeno es predominante (Figura 3.3).

ZHi0 + 4e —» 40H

/

Ton Metifico
Hidrolisis

Figura 3.3 Esquema de reacciones anddicas y catbdicas bajo una colonia microbiana (de referencia 22)
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Las medidas in situ efectuadas con microelectrodos revelan que en un medio liquido, una
biopelicula puede causar un agotamiento del oxigeno presente en tan sélo 180
micrémetros de espesor (54). Como en ese hivel el medio es anaerébico, las bacterias
anaerdbicas causantes de la comosion, como las bactenas sulfato reductoras (BSR)
pueden proliferar ain cuando en el seno del agua en contacto con la biopelicula la
concentracion de oxigeno disuelto sea elevada."

Este concepto de barrera difusional de la biopelicula (o de su matriz de MPE} ha sido
modificado recientemente a través de observaciones y resuftados obtenidos mediante la
aplicacién del microscopio confocal de rayos taser (23). Estos resultados permiten
elaborar un nuevo modelo de biopelicula constituido fundamentalmente por *clusters” o
acumulos microbianos y canales intercomunicantes en donde el flujo seria esencialmente
controlado por conveccion mas que por difusion {Figura 3.4). Esta nueva concepcion de la
biopelicula modifica fa interpretacion de la accién de ciertos biccidas sobre los
microorganismos adheridos al metal (5). . T - G

SENO DEL FLUIDO

+

-' “lusters microbianos” {de referecnia 51)

oo- . b ek R

_Figura 3.4 Dibujo esquematico de la concepcién actual sobre [a estructura de las biopeliculas con base a
. . " o

Asi como una biopelicula constituida por células microbianas y su MPE modifica perfiles
de concentracion de oxigeno en la interfase metalfsolucion, puede igualmente alterar las
concentraciones locales de iones que facilitan la corrosién como cloruros, © impedir la
salida hacia !a solucion de productos metabdlicos de naturaleza acida generando areas
de bajo pH en la interfase (79)." La ‘magnilud de estos gradientes de pH estara
condicionada por la capacidad buffer del medio liquido y otras variables {125, 129).

Los microorganismos forman consorcios microbianos o’comunidades mixtas en el espesor
de las biopeliculas que producen efeclos sinérgicos incapaces de ser originados por las
especies en forma aislada. Por _ejemplo - la "coexistencia de especies aerdbicas y
anaerdbicas sobre superficies de acerd al carbono, permite que las bacterias capaces de
reducir los compuestos férricos (insolubles) a ferrosos (solubles) produzcan la disolucion
de las capas pasivantes de! hierro constituidas predominantemente por oxidos e
hidréxidos férricos.
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De esta manera se facilita el acceso a superficie metélica de los sulfuros y otros productos
comosivos generados por las BSR anaerébicas que forman en el espesor de la biopelicula
consorcios microbianos {10, 55}.

El impacto de tos metabolitos excretados por los microorganismos sobre |a reaccién de
corosion se ve intensificado en las zonas de contacto entre microorganismos y la
superficie metalica.

3.1.3 Biocorrosion y biofouling sobre diversos metales y aleaciones de interés
industrial. '

Los procesos abidticos de cormosidén pueden influenciar la velocidad, extensién y
distribucion de las especies microbianas, asi como la composicidn quimica y propiedades
fisicas (por ej. cohesion) de la biopelicula. Se ha encontrado que la naturaleza del
sustrato metalico influye la velocidad y distribucidn del fouling microbiano en el agua de
mar (125). En las zonas de corrosidn no uniforme (dnodos y catodos localizados)
promueven la adsorcidn heterogénea de los microorganismos. Por otra parte, esta falta de
homogeneidad en ta biopelicula es la precursora de efectos de aireacién diferenciat como
se ha encontrado en diversos aceros inoxidables y aleaciones cobre-niquel en agua de
mar. En las zonas catbdicas de las superficies metdlicas que se corroen se produce
generalmente un incremento del pH y de la concentracién de electrolitos. Peor el contrario,
una disminucién localizada del pH y de fa concentracién electrolitica influye sobre la.
adsorcion bacteriana en las zonas andédicas. También afectan a la adherencia microbiana
los diferentes iones inorganicos producidos en ambas zonas electrédicas y la disminucion
del oxigeno en las zonas catddicas (122).

3.1.3.1 Acero al carbén y aceros inoxidables

El acero al carbdn es un ejemplo de una superficie activa en un medio agresive (por ej.
agua de mar). La interfase metal/solucion se cubre rapidamente de.productos de
comresion de diferente naturaleza y distribucion. La interaccién entre el biofouling y los
productos de comrosidon es compleja y resulta dificil observar a través de la microscopia
electrénica las caracteristicas morfoldgicas y distribucion de la poblacién microbiana que
constituye la biopelicula. En muchos casos la disolucién de las peliculas pasivas a través
de procesos de oxidacidon o reduccidn biolégicamente inducidos, deja a la superficie
metalica expuesta a la accién corrosiva de los clforuros del agua de mar y a los
metabolitos agresivos generados en el senc o la base de la b|opeucufa {por e|. los sulfuros
producidos por las BSR) (89, 43).

Los aceros inoxidables por el contrario, proveen una superficie homogénea y casi libre de
productos de corrosion, adecuada para la adherencia microbiana. La presencia de cromo,
niquel y molibdeno, posibilitan un comportamiento pasivo espontaneo de los aceros
inaxidables en muchos medios agresivos. Sin embargo, a pesar de su buena resistencia a
la corrosion los aceros inoxidables son sensibles al picado, a la corrosién por rendijas y a
la corrosion bajo tensiones en soluciones cloruradas como el agua de mar {123).
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3.1.3.2 Titanio
£l titanio parece ser el metal mas resistente a la biocorrosion de todos los probados hasta’
el presente (123). La caracteristica de presentar altos potenciales anoadicos de picado y
repasivacion hacen al titanio menos susceptible al picado, que es el tipo de ataque mas
comun en biocorrosién. Este buen comportamiento pasivo lo han convertido en uno de los
materiales de eleccién como elemento de construccion de tubos intercambiadores de
calor expueslos al agua de mar, a pesar de ser un sustrato favorable para la formacion de
biofouling y haberse detectado colonizacién bacteriana en sblo 5 horas de exposicion a
medios.contaminados (83, 125).... - - .- - Lot

3.1.3.3 Aleaciones de cobre niquel

Las aleaciones .de. base cobre como los cuproniqueles: 80:10 y 70:30, el latén,
almirantazgo y el broncefaluminio se utilizan generalmente comc material estructural. de
sisternas intercambiadores de calor alimentados con agua de mar (14) por su aceptable
capacidad anti-fouling en ambientes marinos. A pesar de esta reconocida ventaja; se ha.
reportado importante colonizacién bacteriana luego de varios meses de exposicién al
agua.de mar bajo la forma de cubiertas superpuestas constituidas de células bacterianas,
MPE y productos de corrosion de diversa naturaleza, generalmente oxidos e hidroxidos de
cobre. Las biopeliculas alteran la estructura de las peliculas pasivas y el efecto tdxico de
los iones capricos lixiviados.desde |a superficie metdlica es amortiguado por su union con.
el MPE- de la biopelicula. ‘Como consecuencia de; esta estructura multi-capa, el
desprendimiento parcial de las cubiertas pasivas y de las biopeliculas originan
heterogeneidades superficiales que favorecen la corrosién por aireacién diferencial (123,
55, 111, 122). . . Sha T I

3.1.3.4 Aluminio y aleaciones T B . N

El aluminio es un metal activo, aunque en contacto con el medio ambiente rapidamente se
pasiva-a través de la formacién de éxidos estables en diversos medios neutros y-acidos
que protegen al metal de la corrosién en ambientes agresivos. Las aleaciones de aluminio
tienen amplio uso en'la industria aeronautica (122). ) =

.. : . ¥ . . .. -
El aluminio y sus aleaciones son susceptibles a la biccorrosién y el biofouling. A este
respecto la mayor parte de la literatura esta referida a la biocorrosion de las aleaciones de
uso aerondutico usadas en los tanques integrales de aviones a retropropulsion por efecto
de los contaminantes microbianos de termocombustibles (130). - -
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3.1.4 Incidencia practica y econdémica de la biocorrosion y el biofouling en distintos
sistemas industriales

Una estimacion realizada por Warkeley en el Reino Unido hacia fines de la década de
setenta, atribuye el 20 % de los casos de corrosion de ese pais a aquéllos causados por

microorganismos. Si esto se relaciona con los gastos promedio debidos a la corrosion de.

un pais industrializado, que se esliman dentro det orden de 4 % del producto interno
bruto, la biocorrosion causaria pérdidas econémicas para el caso de Estados Unidos, de
aproximadamente de 60 billones de ddlares / ario (69).

Estos gastas son de origen muy diverso y comprenden costos debidos a la interrupcion de
Ia planta para el reemplazo de estructuras corroidas ¢ para su limpieza o mantenimiento,
limpieza o reemplazo de filtros y sistemas diversos de medicion, remocién de depdsitos
biolbgicos en sistemas de almacenaje y caiierias de distribucion, etc. {63) )

Son pocas las industrias que se encuentran exentas del riesgo de biocorrosién. En la
industria del petréleo, en sus diversas fases de extraccion, procesamiento, distribucion y
almacenamiento se presentan serios problemas derivados de la presencia de
microorganismos y depdsitos de biofouling (49, 122).

La biocorrosion de tanques integrales de aviones a retrbpropulsién y los problemas de
taponamiento de filtros y de mal funcionamiento de instrumentos de medida, es frecuente
en aviacién comercial y militar (122).

La industria naval y de construccién de estructuras marinas es altamente vulnerable a la
biocorrosion y al biofouling. Esto incluye especialmente cascos de embarcaciones {debido
a la fijacion del macrofouling maring); motores marinos {por contaminacion de
combustibles y lubricantes de usc naval); tanques combustibles (por contaminacion en
sistemas agua/combustible). Sistemas de intercambio calérico alimentados con agua de
mar, lales como los utilizados en centrales eléctricas o instalaciones industriales costeras.

Ademas de la industria del petréleo, presentan frecuentes problemas de biocorrosion la
distribucién de gas natural (131); la distribucién y almacenamiento de agua potable (54),
las plantas de generacion de energia térmica (14); la hidroeléctrica (122) y la nuclear (80),
la industria quimica y de procesos (23), la industria del papel, las refinerias de alcohol
(122),y la industria siderurgica (31).

El avance en el conocimiento de la biocorrosiéon se dificulta por razones de caracter
interdisciplinario; el estudic de la biocorrosion que requiere conocimientos de areas muy
diversas (microbiologia, metalurgia, electroquimica y biologia, entre otras). A partir del
inicio de 1a década del 80, se observa una concientizacion creciente sobre la importancia
préctica y economica de los diversos procesos de biocorrosion y biofouling {122).
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3.2 COMO'IDENTIFICAR LA BIOCORROSION ~ ° "¢ . -
3.2.1 Aspecto superficial del metal

Se han propuesto diferentes métodos para estudiar la’ corrosion’microbiana de los metales

{25). Una de las formas posibles de identificar la biocorrosion es mediante la inspeccion

‘macroscopica de la muestra. Vanos tipos de modnﬁcacuones de la superf cie del metal

_podnan ser atnbuldos a Ia presenc;a de ricroorganismos: ) "

= Depésitos caracteristicos, blandos y/o mucllaglnosos. -

- Tubérculos del metal que frecuentemente contienen bacterias vivas.

= Hoyuelos ylo perforaciones en las superfi cies de aleaciones diversas como acero

: inoxidable, acero al carbono aleacnones de cobre, casi mempretdlstnbmdos

irregularmente. - '

‘a7 Pequenos orificios con cawdades formadas por debajo de superf cie (Flgura 3 5)
(54, 55). o

- Estrias brillantes, visibles después de la remocién de depésltos.

El aspecto de los depésitos puede indiu_iarpuéles'son los organismos participantes:

- -

L o ] . . -

fibroso: honges filamentosos

negro: bacterias sulfato reductoras (BSR}
naranja o castafio; bacterias oxidantes del hierro (ej. Gaﬂronella)
amarillos: bacterias oxidantes del azufre {gj. Thiobacilius)

marrén © ceniza con aspecto viscoso: bacterias formadoras de limo.

Sin embrago estas observacnones no siempre indican et arigen bloléglco de la corrosnén y
es |nd|spensable el andlisis microbiolégico para corroborario,

p " t o - Peoeg T D ’ !

i

- L0 Lo

3.2.2 Aspectos biolégicos . o .

- . e . o-

Es preciso identificar y enumerar los microorganismos causantes dela corrosién.

1 - -
Los organismos presentes en !a fase p|ancton|ca son capaces de |nducw corrosxon ‘a
través de la produccion de metabolitos corrosivos o indirectamente por el consumo de
inhibidores de la corrosion (53) Una forma frecuente de corrosién de los metales
atacados por los microorganismos pianctbnlcos es la corrosidn generalizada, que se
produce por accion qunmlca L .

Los orgamsmos adhendos a Ia superf cie (b:opehcula) producen corrosion Iocal:zada
generalmente mas severa. Se observa corrosion puntiforme, eslrlas o] areas brillantes en
el metal, conforme a la localizacion y tipo de depésitos. O
La deteccion de los organismos deberia ser mediante el muestreo de los depositos o de la
fase acuosa (Figura 3.5) (54).
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Corrosidn
localizada

Figura 3.5 Perforacién asociada cavidades frecuentemente encontradas bajo depésitos
biolbgicos (de referencia 54)

El analisis quimico de fos depdsitos podria mostrar el tipo de organisnﬁo participante

. compuestos de azufre reducido;: BSR .
. compuestos de azufre oxidado: bacterias oxidantes del azufre
. dxidos de hierro: bacterias oxidantes del hierro

Las técnicas empleadas son meétodos de rutina de quimica analitica y varian desde el
microanalisis a la espectrofotometria de masas.

El andlisis microbiolégico consta de dos partes:

. evaluacidn de microorganismos generales
» evaluacién de microorganismos especificos

Existen basicamente tres métedos de deteccién y conteo, que detectan, respectivamente:

1. Células totales (vivas y muertas)
2. Células vivas (capaces de reproducirse)
3. Caélulas activas (con actividad metabdlica)

El primer item involucra métodos épticos (microscopia) o inmunolégicos (deteccidn de -
componentes superficiales de las células). El segundo utiliza el crecimiento de las células
en medios generales o selectivos. El tercer método evalia la actividad de una enzima o la
produccion de un determinado metabolito (54).

Las ventajas y desventajas de éstos métodos se muestran en la tabla 3.1 y ejemplos de
cada meétodo en |a tabla 3.2.
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Evaluacién de las células totales

Parédmetro Microscopia Inmunologia Vivas Activas
Facilidad + =~ 0 - +
Rapidez + + - +
Equipo complejo + - + 0
Personal entrenado - - - 0
Sensibilidad + + - 0
Biopeliculas in situ

¥ Finos + + - +
v Densos - - - +
Costo + 0 0

Tabla 3.1. Ventajas y desventajas de los métodos normallzados de deteccion y contec de
microorganismos.

+ = ventaja -= desventaja 0 = normal
I« IRl S N G . i N
Prueba Organismos Base de Detec. Usoen Rapidez Sensibilidad Costo
detectados deteccién anaerchica campo
Plagqueo Bacterias y | Crecimiento en + - - - M -
hengos medio solido . - . -
vivos
“Dip slides” _ | Bacteriasy | Crecimiento - o+ L - - M
v : hongos s Co :
Vivos K I :
NMP Organismos | Crecimiento en + - - - B
vivos medios liquidos |- * - )
Quimiluminiscencia | Organismos | Evaluacién de + + + + A
vivos ATP
ELISA Org. Inmunolégico + - T B 1 A .
especificos (moléculas - R R ' T
vivos y superficiales)
. : muertos |- . :
Inmunofluorescencia Org. Inmunolbgico + - + + M/A
especificos (moléculas . L. -
vivos ¥ superficiales) ‘ . b
muertos
Hidregenasa Org. Activos Actividad + + + - A
(hidrogenas enzimatica
- - a positiva) s . - - .
B ba;o . M= medio A= alto ' N .

ATP = Trifosfato de adenosina {compuesto de trasferem:a de energla de las células).

NMP = Numero Mas Probable

ELISA = Ensayo inmuncenzimatico ' o B
Tabla 3. 2 Ensayos para detectar mlcroorganlsmos relacuonados con Ia corrosién.

+
L)
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Entre los grupos microbianos y los métodos de deteccién y conteo mas relacionados con
los procesos de corrosion se pueden citar los siguientes:

¥ Bactenias oxidantes del hierro y del azufre. Los métedos mas utilizados para su
deteccion y crecimiento en medios sdlidos o liquidos se pueden encontrar en una
publicacion reciente {34). '

¥ Bacterias anaerdbicas sulfato reductoras (BSR). En la referencia 2 se puede
encontrar un meétode normalizado de deteccion y crecimiento en medio Posgate
(99). que utiliza una técnica de dilucidn a extinciéon tal como el Nimero Mas
Probable.

¥ El hongo Honmoconis resinae. El método de deteccién incluye microscopia optica
y el crecimiento en medio liquido Bushnell-Haas (18, 54).
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3.3 SEGUIMIENTO Y EVALUACION DE LA BIOCORROSION Y EL BIOFOULING

Justificacion de la inversidn en un sistema de monitoreo ' T
El control del crecimiento microbioldgico es caro en comparacion a los costos de los
analisis quimicos. El costo de un sistema de monitoreo de biofouling y biocorrosién varia
considerablemente de acuerdo al nivel de sofisticacion y a los accesorios provistos. La
industria del petrdleo gasta cerca de US$ 12.000.00 anuales solamente para determinar ia
concentracién de bacterias reductoras de sulfato, realizar estudios sobre biocidas y otros
andlisis de rutina. No obstante, el costo de los sistemas mas caros es despreciable con
relacion a las pérdidas derivadas de los perjuicios que el biofouling y la biocorrosion
ocasionan (123). Lo s

Es dificil evaluar las pérdidas ocasionadas por microorganismos ya que en general han
sido consideradas irmelevantes y se encuentran ocultas entre los costos generales de
mantenimiento. No se conocen datos confiables sobre los costos relacionados con el
crecimiento microbiano no deseado en la industria iberoamericana. Este costo depende
del grado de industrializacion de fa nacién (21, 12)

Algunos de los problemas en las industrias son: en el caso de los sistemas de
recuperacidn secundaria de petréieo, el biofouling ademas de inducir la carrosion,
disminuye la permeabilidad de las rocas, con lo que baja fa inyectabilidad en los pozos; en
la industria naviera se pican los dep6sitos de combustible a consecuencia del biofouling;
en los servicios de agua potable se blogquean y se pican las cafierias que conducen el
agua contaminando el fluido; etc. (35, 23, 14)

Se debe contar con los datos necesarios para poder estimar las tendencias al deterioro
del establecimiento y poder realizar un tratamiento preventivo del mismo.

3.3.1 METODOLOGIAS DEL MONITOREO DEL BIOFOULING

Seleccionar un tipo de monitor para biofouling implica determinar, entre otras cosas, qué
tipo de biofouling se analizara {microfouling, macrofouling} y en qué principics se basara
su funcionamiento {medidas directas o indirectas)

3.3.1.1 Monitores para el microfouling

A fin de determinar el efecto de la .presencia del microfouling sobre el sistema es
necesario conocer: a) la cantidad de depésito biolégico (medida directa), o b) fa influencia
que ejerce e! deposito sobre alguna propiedad del sistema (122, 118, 135, 81). Estos
parametros refiejan una medida promedio del biofouling. Otras variables que reflejan
valores locales por ejemplo las medidas de transmitancia de luz y las de oxigeno disuelte.




Corrositn Microbiologica oo 49

3.3.1.2 Monitores para el macrofouling

Consisten principalmente en sustratos artificiales sumergidos, donde las larvas de los
macroorganismos se fijan y desarrollan,

3

3.3.1.3 Medidas directas del biofouling -

Las medidas directas consisten en evaluar la masa del depdsito, el numero de
microorganismos y/o el espesor de la biopelicula (23). El conocimiento de la acumulacién
de masa es importante para el desarrollo de modelos de fouling. Estas medidas se
pueden llevar a cabo utiizando como sustrato una superficie de érea conocida del metal
que tienen problemas de biocorrosion en el circuito. Los cupones, generalmente discos o
anillos (secciones de tubos) del metal, son sometidos a condiciones similares a las
imperantes en el equipo en operacidén y sobre los mismos se podran realizar- estudios
microbiclégicos y por microscopia dptica de campo claro(123).

A fravés de la utilizacién de otras técnicas microscdpicas como microscopia de
epifiuorescencia, de barrido, de transmision de fuerza atomica, se podra obtener una
informacion mas detallada sobre las caracteristicas de la biopelicula (59).

Brevemente, puede decirse que; a) las técnicas de microscopia dptica de campo claro o el
uso de lupas estereoscdpicas resultan de gran utilidad en la observacion preliminar de
muestras de campo ¢ de laboratorio; b) el uso de microscopia de epifluorescencia permite
una rapida enumeracion de bacterias y su caracterizacion morfoldgica preliminar; ¢) a
través de la microscopia de barrido se ha podido establecer formas de adherencia y la
asociacion que existe entre la adherencia microbiana y la biocorrosién; d) el desarrollo del
microscopio de barrido ambiental ha permitido realizar estas observaciones sin
deshidratacion pretiminar de las muestras, que es condicién necesaria para la aplicacion
de la microscopia de barrido tradicional; €) la microscopia de transmisidn ayuda a
establecer la estructura de ia pelicula biolégica y ia distribucion celular estratificada, pero
la preparacion de las muestras para realizar el estudio es muy compleja; f) los métodos de
observacién microscopica mas safisticados como la de fuerza atomica, o el microscopio
de barride iaser confocal permiten tener detalles del orden del nanometro respecto a las
distribucién de las sustancias organicas adsorbidas y.material polimérico extracelular, g}
la técnica QCM (Quartz Crystal Microbalance) y ATR-FT/R {espectrometria de inframojos
utilizando transformadas de Fourier con reflectancia total atenuada} permiten detectar la
informacion de la actividad microbiana en la biopelicula en forma no destructiva.

3.3.1.4 Medidas indirectas del microfouling

Las medidas indirectas utiizan las correlaciones de ciertos pardmetros existentes y el
espesor de ia biopelicula. Parametros como coeficiente de conductividad térmica, factor
de friccion, esfuerzo de corte, corriente necesaria para mantener un potencial de
catodizacion.

A través de comparaciones realizadas entre mediadas directas e indirectas de! biofouling
se ha podido concluir que aun cuando éstas Ultimas exhiben buena sensibilidad y
reproducibilidad su correlacion con las medidas de masa acumulada no es buena.
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Recientemente se ha estudiado la posibilidad de utilizar ciertos paradmetros
electroquimicos como un indice de la formacién de biopeliculas sobre las superficies de
aleaciones constitutivas de intercambiadores de calor. S

Por ejemplo, el potencial de corrosién de ciertos metales pasivos-como los aceros
inoxidables se incrementa luego que el biopelicula alcanza una cierta densidad de
microorganismos, pudienda llegar este desplazamiento a varios cientos de milivoltios. Sin
embargo, este parametro constituye un indice ambiguo de la presencia o no de la
biopeticula (102). - '* C St P C e e

N £ imo= .. . -

3.3.2 MONITORES DE BIOCORROSION Lo

N + w ‘ { " 0 . . .
Las técnicas electroquimicas han demostrado ser de suma utilidad en el estudio de la
biocorrosién. En un area tan compleja. como fa biocorrosidén no se puede esperar que a
través de la aplicacién de una técnica se tenga una informacion certera de lo que esta
ocurriendo en el sistema en estudio {43, 86, 96).
3.3.2.1 Metodologias de estudio en’la Biocorrosién ' : R A
Las técnicas electroguimicas aplicables al estudio de la biof:orrosibn pueden ser dividas
en'tres-grupos-grandes teniendo en cuenta el tipo de perturbacion aplicada a la muestra:

. 4.

‘e

Sin dplicacién de una sefial externa (medidas de potencial a circuito abierto, pdtericial

redox, ruido electroquimico, celda doble}.” - . K S i

¢« Con ia “aplicacion * de pequefias - perturbaciones (medidas de resistencia la
polarizacién, espectr'o_s.copia de impedancia electroguimica) . - . :

« Con fa aplicacién de significativas perturbaciones {registro' de curvas de polarizacién

potenciostaticas y potenciodinamicas, transitorios de corriente). -

En el ambiente industrial &} contro! de la corrosion se realiza frecuentemente utilizando los
métodos tradicionales de pérdida -de peso, resistencia eléctrica y resistencia de
polarizacién. Estos métodos son muy adecuados para seguir casos de corrosidn uniforme.
Sin embargo, la biocorrosion aparece en general localmente en forma de picado o
rendijas. L .0 .

. . . o LR C . ooloar
Entre las técnicas que no aplican seftales de perturbacién externa las medidas del
potencial de corrosién, potencial redox y ruido electroquimico neos informan acerca
de la condicién activo-pasiva del metal y de las caracteristicas oxidantes o reductoras del
medio, siendo muy utiles como complemento’ de ofra informacién electroquimica. En el
_primer caso se determina la diferencia de potencial entre el metal sumergido en el medio
corrosivo correspondiente al sistema y un electrodo de referencia. El potencial redox en
cambio estd asociado al equilibrio redox del oxigeno del medio sobre un electrodo de
platino. .La técnica de medida del ruido electroquimico consiste en evaluar las
fluctuaciones del potencial o de la corriente como funcién del tiempo o de ias condiciones
experimentales. : S . A . .

ST o .-




Corrosién Microbiolégica 5

Los datos obtenidos a través de microvaitimetros son analizados estadisticamente a fin de
correlacionar la amplitud de la variacién de! potenciat con la naturaleza de los procesos
corrosivos (43, 44, 46, 86, 93). ‘

En la técnica de la celda doble se mide fa corriente que circula entre dos electrodos
idénticos incluidos en compartimentos electroliticos iguales excepto en que la solucidn de
uno de ellos ha sido inoculada con microorganismos. Si bien esta medidas permiten
demostrar la participacion de los microorganismos en el proceso de corrosion, las
corrientes que se miden son muy bajas (43).

Se ha probado que existe un ennoblecimiento del potenciai de corrosién como
consecuencia de la formacién del biofouling sobre superficies de metales resistentes a la
corrosién, como el acero inoxidable {89). Por lo tanto, cuande se aplica proteccién
catodica a un sistema el incremento de la demanda de corriente necesaria para mantener
un potencial puede estar estrechamente ligado a la formacion de biofouling sobre la
superficie metdlica.

Una técnica en la que se aplican pequefias sefales de perturbacién externa es la
resistencia a la polarizacion (Rp) (46, 114, 44, 116). En esta se aplican potenciales de
10 mV, La principal ventaja de la técnica de R, es la posibilidad de monitorear la velocidad
instantanea de corrosidn de un metal expuesto a un medio corrosivo. Por lo tanto esta
técnica es muy adecuada para detectar los cambios en las velocidades de corrosion
debido'a la presencia de bacterias, inhibidores, biocidas, etc . Un problema persistente
con el uso de los datos de R, es la tendencia a mal interpretar los datos experimentales
como velocidades de corrosion exactas (44, 80, 116).

R, se define como:
Rp = (8E/5i)ico
El valor de R, puedé'ser evaluado, por tanto, como la tangente a la curva potencial —

intensidad de corriente, donde la densidad de corriente de corrosién (Jen) se puede
calcular de:

ba be B
2.303(J, . Nba+bc) Jcorr
_B8
carr R',
Donde
ba bec

2.303(ba + bc)
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El cdlculo exacto de Jor para un tiempo dade durante el experimento, requiere, por 1o
tanto la medida simultanea de las pendientes de Tafel anddica ba y catéddica be. Si no se
efectoa la técnica de pendientes de Tafel se pueden tomar los valores de las pendientes
de la literatura.

. . I
. .o W . .on

. L ) - T
Para calcular la rapidez de corrosién se aplican las siguientes formulas:

' 2 2 KU X PE) IR
R . D !

-

R, = 11575.2275 X Joor

R.= rapidez de corr05|6n en mlhmetros por ano oo
K'= constante e - Lo
Jeorr = densidad de corriente de corros;én Col

- -P.E. = Peso equivalente del metal en estudioen g eqlmol
- e : D= denssdad del metal-enh estudlo en gImL ‘
En la técnica de las pendientes de Tafel, se aplican perturbaciones externas
significativas. Experimentalmente, hay desviaciones de la linearidad en las vecindades del
potencial de corrosién, sin embargo, ambos segmentos referidos como pendientes de
Tafel, tienen una parte lineal, las cuales.extrapolando se obtiene un punto valido para el
potencial y corriente de corrosion. Se observa en las graficas de potencial contra iog de la
densidad de corfients, en donde se representan las lineas anddica y catddica, en teoria
deben ser lineales y ambas curvas deben intersectarse en un punto que representa el
potencial y la corriente de corrosién (44, 43, 86). Ta. 3

La determinacion de los potenciales de picado y repasivacion en sistemas simulados
proporciona también una herramienta muy Gtil para predecir la susceptibilidad del metal
cubierto con el biofouling al ataque localizado. El potencial de picado se obtiene a través
de la realizacién de barridos lineales de potencial en sentide anddico. El cambio brusco
que se observa en la pendiente de la curva corrientefpotencial luego de atravesar la zona
de pasividad se asocia a la formacién de picaduras sobre la superficie de éxido. El
potencial donde ocurre dicho cambio es denominado potencial de picado.

La espectroscopia de impedancia electroquimica encuentra diferencias significativas
entre experiencias realizadas en presencia y ausencia de biofouling. Este método es muy
costoso y la interpretacién de los resultados es sumamente compleja (129, 93).
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3.4 PREVENCION Y CONTROL DE LA BIOCORROSION

3.4.1 Conceptos basicos

La regla de oro para prevenir y controlar la corrosién y el biofouling en los sistemas
industriales es mantener el sistema limpio.

El biofouling puede generalmente ser considerado como una acumulacion indeseable de
" depésitos de naturaleza biolégica en una superficie. Estos depésitos pueden contener
micro {micrafouling) o macroorganismos (macrofouling). La prevencién y control de los
efectos del microfouling son de interés. EI microfouling se ha definido como la resultante
de la acumulacién de biopeliculas microbianas (56, 23).

La planta de una industria contiene diversos sistemas donde la biocorrosién y el biofouling
son causantes de problemas (13}, los mas frecuentes:

Sistemas de enfriamiento industrial (de recirculacién cerrada o abiertos)
Lineas de inyeccion de agua

Tanques de almacenamiento

Sistemas de tratamiento de aguas resuduales

Sistemas de filtracién

Tuberfas de uso diversa

Membrana de dsmosis inversa

Sistemas de distribucién de agua potable

En fa industria es conveniente prevenir los problemas microbioldgicos ya que resulta
costoso y dificil eliminarlos una vez que se presentan, en la mayoria de los casos. El uso
correcto de los equipos, asi como su limpieza regular contribuyen a optimizar el uso de
métodos de prevencion.

Los métodos empleados para prevenir la blOCOﬂ'OSIOI’l deber considerar dos aspectos
fundamentales: .

- inhibir el crecimiento o actividad metabdlica de los microorganismos
. Modificar las caracteristicas del ambiente donde se desarrolla el proceso de
corrosion para evitar la adaptacién de los microorganismos al medio ambiente.

Es importante sefialar que en la seleccién de un método de tratamiento se deben
considerar también las caracteristicas del sistema: tipo de funcionamiento (abierto o
cerrado), caracteristicas del agua (enfriamiento o inyeccion), geometria del sistema,
materiales estructurales, ete. (13)
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Los métodos mas utilizados para prevenir y controlar la corrosion microbiologica se
pueden agrupar de la siguiente forma:

+ Limpieza: mecanica y quimica.
+ Biocidas: oxidantes y no oxidantes
+ Oftros métodos de prevencion y control. < Cr -

N

3.4.1.1 Limpieza - s .

A
Considerando que la Ilmpteza en general esta orientada a la remocién de dep051tos en las
superficies metalicas de un sistema, desde el punto de vista practico se consideran dos
tipos principales de depdsitos:

- : v _Incrustaciones (scaling) - .
v Sedimentos (slime) wT

Las incrustaciones son depodsitos cristalinos; duros, formados por la precipitacion de.
material disuelto siendo los mas comunes: carbonato, sulfato y.silicato de calcio. La
formacion de incrustaciones es funcién de diversas variables tales como temperatura,
concentracién de especies incrustantes, . pH, calidad del agua y . condiciones
hidrodinamicas. . .

El tratamiento quimico de las incrustaciones se realiza generalmente mediante la adicion
de acidos o compuestos especificos para inhibir su formacion o modifi icar su estructura
cristalina. Generalmente se utiliza el acido sulfirico por su bajo costo y en menor,
proporcién el acido clorhidrico o el acido sulfémico.

5 .0

Los sedlmentos o limos son depositos formados por ‘material en suspensmn que
sedimenta o se adhiere a las superficies metalicas.

Los sedimentos son causados por un fendmeno fisico yen algunos casos puede ser
necesaria su remocion a través de filtracién o el uso'de agentes dlspersantes para
mantener las particulas suspendidas.

Las altas velocidades de fujo (1,5 a 2,5 m/s) pueden desprender los sedimento$’comunes
a flujos menocres {menos de 0,5 m/s) ayudan a la deposicién de sustancias en suspension.
Estas bajas velocidades son comunes en diversos sistemas de enfriamiento industrial.

Los métodos mecanicos de reduccidn del fouling pueden comprender el uso de filtros
gruesos (sistemas abiertos) para la remocidon del material particulade de mayores
dimensiones, o filtros finos para el caso de sistemas de reclrculacmn abierto.

La seleccion del método de limpieza debe ser muy rigurosa debida a que en algunos
sistemas hay soldaduras y sitios donde el acceso no es facil. Estas areas inaccesibles
pueden representar puntos para recontaminacion del sistema y con el tiempo se pueden
convertir en celdas de corrosion por aireacion diferencial (13).
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3.4.1.2 Limpieza mecénica

La limpieza mecanica comprende cualquier metodo, capaz de remover por un medio fisico
el material depositado sobre la superficie.

En el cuadro 1 se indican los factores que se deben considerar en la seleccién de un
procedimiento de limpieza (12).

Identificacién del material a remover

Identificacion de la superficie metélica a limpiar
Evaluacidn de la condicién de 1a superficie

Grado de limpieza requerida .
Limitaciones por geometria de la estructura o componente
Impacto en el ambiente

Costo

ANSSNSASNS

Cuadro 3.1_ Factores bara la seleccion de procedimientos de limpieza

La limpieza mecéanica no es un sustituto de los programas de tratamiento de agua y
aquélla misma debe incluir enjuagues con agua mas un agente biocida a fin de que esta
combinacidén elimine de la superficie los microorganismos responsables de la comrosion
microbiolégica. Es importante considerar que e! método de limpieza que se escoja debe
ser capaz de remover cualquier depésito de la superficie, ya que de otra forma se puede
acelerar la produccién de picaduras por corrosion bajo depésitos o aireacidn diferencial.

3.4.1.3 Limpieza Quimica

La limpieza quimica generalmente se aplica después de la limpieza mecanica y es mas
efectiva para mpiar espacios confinados y zonas de ataque localizado. En la limpieza
quimica puede utilizar alguno de los siguientes compuestos: dcides minerales (clorhidrico,
sulfurico y sulfamico), acidos organicos (férmico, acético, citrico son acidos débiles y son
menos corrosivos que los &cidos minerales), pudiendo ser utilizades en sistemas que
necesitan sucesivas limpiezas. Quelantes, que tienen la propiedad de formar complejos
con iones metdlicos (EDTA 'y su forma n-hidroetilada HEDTA), tienen una fuerte
dependencia del pH (12)). i

En la tabla 3.1 se presentan un resumen sobre la seleccidn de agentes para limpieza
quimica.
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AGENTE Carbonatos Fosfatos Sulfuros gxidos de !xidos de
QUIMICO -~ . ol hierro cobre
Ac. Sulfarico - - - -X -
Ac. Citrico - - - X -
Ac. Clorhidrico X X X X - X
Ac. Sulfamico X - - - _
Ac. Fosforico X - - X .
Ac. Formico X X - X _
EDTA X X - - -
Tabla 3.1. Seleccion de agentes para limpieza quimica.
R TR [SEEEY
3.5 BIOCIDAS

El tratamlento guimico por, excelencia usado para prevenir o controlar la corrosion
microbioldgica es el tratamiento con biocidas. Estos compuestos (o combinacién de
compuestos) capaces de matar mlcroorganlsmos o ellmlnar el crecimiento mleDbIOIOglCO

La désmfeccuori de’cualquner sistema utilizando biocidas debe cumplir con tres funciones
principales: bactericida, fungicida y alguicida. Esto hace que aparezca el concepto de
polivalencia de los biocidas. Sin embargo, en un mismo grupo de bacterias o de hongos,
el producto, puede que actue sobre una especle yno necesarlamente sobre Ia otra

La efectividad del biocida depende de la naturaleza de los microorganismos a eliminar y la
seleccion de las condiciones de operacion del sistema a tratar por lo que se recomienda
que se haga su ensayo, preferiblemente en las condiciones de operacion o en su defecto
a nivel de laboratorio, para determinar la dosis optima asi como el componente activo mas
.apropiado para el 5|stema que se va a tratar (13) . e

Los requisitos que deben exlglrse para un bloc1da de uso industrial se resumen en el
cuadro 3.2 v -

4

LA

. Selectwldad para los mtcroorganlsmos a ellmmar

Capacidad de mantener su efecto inhibidor frente a la accién de otras sustancnas
presentes en el medio bajo condiciones similares de operacidn.

No ser corrosivo para los sistemas donde se apligue

Presentar una adecuada biodegradabilidad

Bajo costo

Baja Toxicidad

Cuadro 3.2. Principales requisitos de un biocida para sistemas industriales




;Corrosic')n Microbiologica o 57

A continuacién se describen los biocidas mas utilizados para el control microbiologico de
las aguas de uso industrial.

3.5.1 Biocidas Oxidantes -

Los mas comunes son el cloro, bromo, ozono y peréxido de hidrégeno.
3.5.1.1 Cloro

El cloro es utilizado frecuentemente bajo la forma gaseosa o en forma de uno de sus
hipocloritos en ambos casos se hidroliza para formar acidos hipocloroso y clorhidrico

Cl + HO ——¥» HOCI +HCIi

El hipocloroso es la especie activa y se disocia en funcion del pH:
HCIO —» H +CIO

Se cree que ademas de la accion de idon CIO', la biocida del cloro es debida, también, a
que parte de! CIO” se descompone y libera oxigeno naciente (20, 13).

£l intervalo de pH de 6.5 a 7.5 es considerado como ideal para la accitn biocida. El cloro
es un excelente alguicida y bactericida a pesar que ta concentracion efectiva de cloro se
ve reducida considerablemente cuando debe penetrar las biopeliculas bacterianas (12,
13). Las mediciones con microelectrodos especificos han permitido determinar que la
concentracién de cloro dentro de la biopelicula es sélo un 20% de la concentracion
presente en la solucidn en contacte con el mismo. Esto explica la baja actividad de los
biocidas desarroliada por diversas especies de bacterias sulfato reductoras o consorcios
microbianos mixtos (13, 26, 106, 18).

Otras fuentes de cloro son las sales del acido hipocloroso como el hipoclorito de sodio
(NaClO) o de calcio (Ca(CIO).) gue funcionan de igual manera que el cloro gaseoso. Ei
didxido de cloro (ClO;) es también usado como sustituto del cloro gaseoso, especialmente
por su condicion de no formar &cido hipocloroso y proporcionar una relacion
costo/beneficio mas ventajosa que el cloro en determinadas condiciones operacionales.

3.5.1.2 Bromo y derivados

Los compuestos de bromo que forman acido hipobromoso (HBrQ) tienen una accion
biocida mas efectiva en un intervalo de pH amplio que el acido hipocloroso. A pH de 7.5,
un 90% de acido hipobromoso esta presente (sélo un 50 % en el caso del hipocloroso)}
que se reduce al 50% cuando e! pH se eleva a B.7 (sélo un 10% para e! hipocloroso).
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3.5.1.3 Ozono. ., - LT el S c e,
Ef ozonao puede ser considerado como el biocida ideal por sus caracteristicas especiales:
i) por ser oxidante que lo hace sumamente efectivo sobre la mayoria de las bacterias
presentes en sistemas industriales, incluso sobre biopeliculas microbianos; ii)su
concentracién residual en el sistema es minima pues por su corta vida media se consume
en forma casi simultanea_a su produccion; it} su baja agresividad hacia la mayoria de los
metales estructurales, incluso el acero al carbono, lo hace seguro desde el punto de vista
de la corosién; iv) su capacidad anti-incrustante , si bien no esta aun debidamente
documentada seria una ventaja adicional (141, 190, 10). Concentraciones de, 0.2 mg/t.
son efectivas para controlar un sistema con baja contaminacidn organica. Se puede
generalizar que intervalos de concentraciones estables entre 0.01- 0.05 mg / L son
suficientes para -evitar la formacién de biopeliculas, si bien esto sobre superficies
conteniendo depésitos bioldgices, son necesarias concentraciones entre 0.2 y10mg/L
para poder desprender el biofouling. Un adecuado balance entre las ventajas y
desventajas del ozono como biocida de eleccion debe considerar: i) su efectividad en
reemplazar al cloro; i) su efecto sobre los materiales estructurales del sistema; iii) su
relacidn costo / beneficio en sustitucién del tratamiento con un biocida convencional.

R I K IR PR e e -
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3.5.1.4 Perdxido de hidrégeno

‘Es econdmico y relativamente estable. Es también muy -seguro, se utiliza como
ingrediente basico en productos. faimacéuticos por ser desinfectante cutaneo, en
concentraciones tan elevadas como 30000 ppm. En aplicaciones donde el agua va a estar
en contacto con metales por un largo periodo de tiempo se puede dosificar peréxido de
‘hidrégeno a niveles entre’ 50-100 ppm como un buen agente para inhibir el crecimiento
bacteriano-del sistema (13). - . : e ) .

3.5.2 Biocidas no Oxidantes - . ' L .
-0 T ' v . - < . 2
L - * R .

La diversidad de estos compuestos es muy amplia y en general deben cumplir con las
‘regulaciones ambientales, ya que la mayoria de ellos son téxicos y pueden impactar los
ecosisternas. Las caracteristicas de los sistemas a tratar, los materiales de construccién,
las condiciones operacionales y el régimen de flujo determinaran el producto a ser usado
y la mejor forma de aplicacion . S

A continuacién se describen algunas caracteristicas de los biocidas no oxidantes
utilizados para e! control microbiolégice.
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3.5.2.1 Giutaraldehido

El glutaraldehido es un ingrediente activo en una gran variedad de biocidas comerciales
usados para el control de hongos, algas y bacterias (bacterias sulfato reductoras entre
otras y biopeliculas bacterianas). Actlia en amplios intervalos de pH y temperatura, El
grupo funcional aldehido es un agente alquilante que reacciona con los constituyentes
basicos de las proteinas (como por ejernplo los grupos: -OH, -NH;, -COOH y -SH) en las
membranas de las células, la pared celular y el citoplasma. La méxima concentracién -
permitida actualmente por la USEPA (United States Enviromental Protection Agency) es
de 50 ppm. El glutaraldehido es soluble en agua e insoluble en aceites. Las formulaciones
pueden contener agua, metanol, isopropanol o combinaciones de ambos, estos alcoholes
son adicionados con el propésito de mejorar su capacidad de penetracion y para evitar su
congelamiento durante el almacenamiento. Algunos productos pueden contener 2 a 5%
de compuestos de amonio cuaternario fos cuales favorecen la aclividad biocida bajo
ciertas condiciones. E! glutaraldehido es incompatible con sustancias alcalinas ¢ con
acidos fuertes. En particular es muy reactivo con amoniaco y sustancias que contengan
aminas. Las aminas pueden promover una polimerizacion exotérmica del glutaraldehido.
Los compuestos cuaternarios de amonio son compatibles con el glutaraldehido, sin
embargo algunos productos a base de cuaternarios de amonio son formulados con otras
aminas que puede originar un producto incompatible, por lo que es aconsejable realizar
los ensayos de compatibilidad antes del uso (13, 100).

3.5.2.2 Compuestos de amonio cuaternaric

Los compuestos de amonio cuaternario (QUATS) constituyen una clase de compuestos
cationicos (cargados positivamente) que son usados como biocidas e inhibidores de
comrasién microbiana. Como biocidas los QUATS actian sobre las células de los
microorganismos como detergentes y disuelven los lipidos y causan pérdida de material
vital. Las propiedades de estos compuestos proveen proteccion adicional contra Ia
formacién de material polisacarido gue de forma durante la colonizacién bacteriana. Los
biocidas conteniendo cuaternarios de amonio pueden ser formulados con una gran
variedad de aditivos, incluyendo hidroxido de potasio, alcoholes, agua, etc. El alcohol y el
agua son utilizados como diluyentes aunque el alcohol le confiere algunas propiedades
biocidas adicionales y mayor capacidad de penetracién. Como inhibidores de corrosion
forman una capa protectora en las superficies internas de los sistemas tratados
reduciendo la exposicion a los oxidantes (1., 100). ’

Las aplicaciones principales de los QUATS han sido en sistemas cerrados y en
separadores gas/liquido. En operaciones de produccién de crudo se usan poco ya que
pueden afectar la permeabilidad de las arenas productoras. Son incompatibles con
agentes oxidantes fuertes como el cloro, peroxidos, cromatos, percloratos y
permanganato. La mayoria de ellos' son biodegradables y no requieren de una
desactivacién quimica luego de su aplicacién.
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3.5.2.3 Acroleina

Este es registrado por la USEPA como compuesto contaminante y de usé restringido
.como biocida. Su accion biocida resulta de los grupos funcionales vinilo y aldehido, siendo
el vinilo mas reactivo y téxico. Adicionalmente la acroleina es un secuestrante de suifuro
que reacciona con el H,S disuelte para formar compuestos de azufre. Esta reactividad
puede disminuir su accién biocida cuando es aplicado en ambientes conteniendo H,S.

,La acroleina es incompatible con aminas (usadas frecuentemente con inhibidores de
corrosuén) bisulfitos, sulfitos, diéxido de azufre, perdxidos, yodo y cloro, Puede ser
desactivada quimicamente usando_soluciones de carbonato de sodic o sulfito de sodio,
pero los productos de esta neutrahzacmn se deben tratar como resnduos peligrosos.

3.5.2.3 Isotiazolinas L L.

Las isotiazolinas contiénen azufre, mtrogeno y oxigeno. En las formulaciones de blomdas
‘estos compuestos usualmente son clorados y metitados y son solubles en agua. Las
isotiazolinas son desactivadas por, el H,S por lo que no se espera un buen control
mlcrobloléglco en ambientes conteniendo esos compuestos Han sido usadas en aguas
de inyeccidn y aguas de enfriamiento.

En el cuadro 3.3 se resumen las caracteristicas de los biocidas mas comtnmente
utilizados para tratamiento de aguas en sistemas industriales asi como 'sus
concentraciones mas usuales. ..

.0 CLORO: ‘efectivo sobre bacterias y algas, oxidante, pH dependiente; las
‘concentraciones usuales son: 0.1 — 0.2 mg/L (continuo) - '

El DIOXIDO DE CLORO: efectivo sobre bacterias, mengs sobre algas y hongos: |
'concentracuones usuales son: 0.05-0.1 mglL

.- . . [

‘o BROMO: efectwo sobre bacterias y biopeliculas; omdante pH dependiente; las
concenlracuones usua1es son: 0.2 - 0.5 mg/L.

4 ' . -

o METILBISTIOCIANATO: efectivo sobre bacterias; no oxidante; hidroliza encima de pH
8.0; las concentraciones usuales son: 1.5 -8.0 mg/L.

o ISOTIAZOLINAS: efectivo sobre b'a_u:terias, algas y "biopeliculas; no oxidante; no
depende del pH; Ias'concentraciones usuales son 0.9-10 mglLt' T .

o QUATS: efectivos sobre bacterias y algas; no oxidante; de accion: tensoactiva; las
concentraciones usuales 'son: 8 — 35 mg/L.

o GLUTARALDEHIDO: efectivo sobre bacterias, algas, hongos y biopeliculas;, amplio

intervalo de pH; no oxidante; las concentraciones usuales son: 10 — 70 mg/L.

Cuadro 3.3. Biocidas mas comunmente utilizados en sistermas de aguas industiales
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3.6 OTROS METODOS DE PREVENCION ¥ CONTROL
3.6.1 Recubrimientos

E! uso de recubrimientos como método de proteccion contra la corrosién inducida
microbiolégicamente se ha orientado al uso de productos no téxicos basados en
productos con silicdn, resina epdxica y fluorados. El recubrimiento es, en general, un buen
método de proteccion siempre que no presente soluciones de discontinuidad pues las
imperfecciones pueden proveer sitios preferenciales para ataque localizado.

Como método de control bacteriano-también son utilizadas las pinturas antifouling, para el
caso de que no puedan ser utilizados los biocidas {(por ejemplo, en sistemas abiertos). Los
recubrimientos deben cumplir los siguientes requisitos: no se deben alterar por e! ataque
bacteriano y no deben sufrir procesos de degradacion que produzcan sustancias
corrosivas. Estos recubrimientos disminuyen el macrofouling y pueden eliminar algunos
problemas de corrosién microbiolégica reduciendo el nimero de bacterias formadoras de
limo proveyendo superficies de baja tensién superficial donde la adherencia bacteriana es
dificil. En ia experiencia practica se han probado con buenos resultados cubiertas del tipo
coaltar y de base epoxica mientras que no se han encontrado resultados satisfactorios
con recubrimientos a base de PVC {12). :

3.6.2 Seleccion de materiales

Al seleccionar los materiales para utilizarlos en las condiciones de operacidn se deben
tener en cuenta si éstos van estar expuestos a ambientes donde se puedan desarrollar
problemas de biocorrosién; se deben seleccionar en ese caso materiales aleados para
ofrecer una resistencia superior al picado, corrosion por rendijas y ataque iocalizado en
general,

La seleccion de materiales debe incluir los siguientes pasos:

Revision de [as condiciones de operacion
Revision del diserio

Seleccion del material mas adecuado
Evaluacién de los materiales
Especificacién de calidad

Seguimiento e inspeccidn

b wpn -

3.6.3 Proteccion catddica

La proteccién catodica se realiza imprimiendo una corriente externa a la estructura
metalica a proteger, que se opone asi a la corriente de corrosion; para ello el metal debe
ser polarizado a un potencial preseleccionado. El costo del métode depende
principalmente de la magnitud de ia corriente aplicar. Como la proteccidn catédica
incrementa localmente el pH de la interfase metal/solucién debide a la produccién de
hidroxilos disminuye consecuentemente la solubilidad de los compuestos de calcio y
magnesio favoreciendo la precipitacion de depositos calcareos.
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Estos depositos disminuyen la-cantidad de corriente necesaria para la proteccion y
resultan beneficiosos desde el punto de vista economico. La interaccion de los depésitos
calcareos y el biofouling marino se ha estudiado recientemente (10, 126) encontrandose
que las biopeliculas microbianos interaccionan en el inicio de la proteccién con depésitos
inorganicos causando dos efectos principales.” a) una modificacién en la estructura y
distribucion de los depésitos calcareos; b) un incremento de la corriente necesaria para
lograr una adecuada proteccion. La proteccion-catddica parece ser efectiva para controlar
-el crecimiento de biopeliculas de bacterias aerdbicas sobre estructuras de acero al
carbono sumergidas en agua de mar, mientras que actuaria favoreciendo el crecimiento
de biopeliculas anaerdbicas de bacterias sulfato reductoras (60). Una adecuada
combinacion de proteccién catodica y cubiertas protectoras ‘puede ser un eficiente sistema
de control de biocorrosion, especialmente cuando se trata de proteger tuberias” o
estructuras expuestas al agua de mar o suelos potencialmerite agresivos. -
Otros métodos para combalir las velocidades de flujo adecuadas (1m/s), tratamiento
térmice, radiacién ultravioleta, corrientes eléctricas, ultrasonido, sistemas magnéticos, o
“filtracién. Es importante sefialar que la seleccién del método dependera de su costo y-de
cada situacién en-particular. e : ” ‘ -

4 L : R ’ a .
Al seleccionar cualquier método de control se debe siempre considerar que lo mejor es
mantener et sistema limpio, no olvidando que el término “limpic” varfa de acuerdo a las
caracteristicas del proceso. En general se puede decir que un sistema limpio es aquél gue
cuenta con un adecuado programa de tratamiento de agua, limpieza y mantenimiento: '

S . ‘ S T
Es aconsejable ensayar siempre &l programa de tratamiento propuesto en las condiciones
mas parecidas a las condiciones de operacion. Estos ensayos pueden indicar la
efectividad relativa del tratamiento y el potencial 'de pérdidas en el sistema. Por ello, los
ensayos deben realizarse usando los materiales y agua del sistema a evaluar.

A P AL B el ¢* T A R DIV P
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3.7 CORROSION MICROBIOLOGICA CAUSADA POR Pseudomonas aeruginosa

La corrosion microbiolégica inducida por Pseudomonas aeruginosa tiene diferentes
caracteristicas que influyen de manera importante para la accién de los biocidas (186, 25,

- 26, 29, 58, 61). Por ello, el andlisis de la presencia de !a biopelicula es importante en los
estudios de biocorrosion en los sistemas industriales (31).

Pseudomonas aeruginosa ha mostrado preferencia por asumir un crecimiento en forma de
biopelicula (29), embebiéndose a si misma en una matriz orgénica polimérica compuesta
principalmente de alginato (31). Las biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa tienen
gran relevancia agentes que favorecen la acumulacion de depésitos en las superficies en
sistemas de procesos industriales y en diversas superficies expuestas al medio ambiente
(23). '

El alginato es copolimero del acido manurénico con uniones p-14 a su epimero C-5,

4cido L-gulucordnico (35). El alginato como un polimero de la matriz de la biopelicula

juega un papel importante en el biofuling {57). L.a ruta biosintética del alginato se resume
en la figura que sigue a continuacién (37).

CHOP CH:O

0 ? o 3
1
. —» —» GDPM
FoP* g « - s
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Fig. 3.6. Ruta biosintética de alginato por
Pseudomonas aeruginos.
GDPMA

* F6P: Fructosa-6-fosfato
MEP: Manosa-6-fosfato
M1P: Manosa-1-fosfato
GDPM: acido gulurénico difosfato-manosa 5
GDPMA: acido gulurénico difosfato-acido manurdnico

ALGINATO
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Reaccion - : ' - . Enzima Gen
1 PM: fosfomanosa isomerasa alg A
2 PMM: fosfomanosa mutasa algC
3 GMP: GDP-manosa pircfosforilasa alg A
4 ~ GMD: GDP-manosa deshidrogenasa - " algD
- - ' -Son diversas reacciones, las enzimas no '

- eslan caracterizadas aun

Tabla 3.2 Enzimas que catalizan las reacc:ones en la biosintesis de alginato por P. aeruginosa; los genes que
codifican para estas enzimas T \ -

La produccion del alginato se ve favorecida o disminuida por diversos factores..Davies et
-al. (42, 43), mencionan que a pesar de tener conocimiento sobre la activacion del gen
promotor del alginato como consecuencia de la unién celular a una superficie sdlida, ellos
demostraron que también superficies como el Teflon favorecian la activacion del promotor
algC en la produccién del exopolimero alginato (37, 38). Dagostino (35) también reportd
que cepas de Pseudomonas sp. S9 que crecian en microplacas de poliestireno con este
mismo efecto. Otros, trabajos han demostrado que la produccién. de alginato ‘es
sobreregulada en Pseudomonas aeruginosa durante la limitacién de nutrientes (41, 120),
durante la perturbacién de la membrana inducida con solventes provocando
deshidratacion o desecacidn {42} y bajo condiciones de alta tensién de oxigeno (7).
Vandewvere et. al. (120) demostraron que Ias superf icies solidas pueden estlmular la
sintesis de exopolisacarido de manera irreversible y que este efecto puede tomar iugar
independientemente de los cambios en condiciones de crecimiento. Esto es, las células
unidas a una superficie produjercn cinco veces mas MPE, en ausencia de una interfase
solido-liquido, que aqueilas que se encontraban no unidas a una superficie.

Se ha demostrado que la produccién de alginato varia a través del ciclo de crecimiento,
Annison y Couperwhite (2} observaron la produccién de alginato casi exclusivamente
durante la fase exponencial del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa. Piggot et. al.
{98) encontraron que la produccién dél exopolisacarido no la comienza P. aeruginosa sino
hasta el final de la fase exponencial y continia por mucho hasta 1a fase estacionaria. En
los estudios realizados por Davies el. al. (37), hallaron para las células planctdnicas que el
méaximo de actividad del gen afgC ocurria en Ia fases lag tardia y la exponencnal
temprana, del ciclo de crecimiento cultivos continuos: . .

Estos autores vieron durante la fase estacionaria, cuando el cultivo llegaba a la limitacion
de oxigeno, un segundo incremento en la produccion de exopolimero, los cuales son
datos paralelos a los reportados por Piggot et al (98). Las células en la biopelicula
muestran variacion en ia expresion de la actividad del gen promotor algC. Sin embargo, la
actividad fue mayor que con las células planctonicas por la duracién del ciclo de
crecimiento (37).

Ademas, estos mismos autores (37) observaron que no todas las células expresan el gen
algC al mismo tiempo aungue todas estén en un cultive continuo. Esto puede deberse al
tiempo, al estado nutricional o al grado o naturaleza de la adherencia de las células en
una superficie sdlida.
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Sus resultados demuestran que no es necesario que sea continua la produccion de
alginato para que las células se mantengan unidas al sustrato.

Los investigadores han observado durante mucho tiempo que las biopeliculas producidas
por Pseudomonas aeruginosa tienen menor susceptibilidad a agentes antibacteriancs que
aquéllas que se encuentran en la contraparte plancténica, o en flotacién (3, 4, 16, 67, 92).
Uno de los mecanismos primarios sugeridos por varios investigadores para explicar la
baja susceptibilidad a antibacterianos de Pseudomonas aeruginosa dentro de las
bippeliculas es la limitacion en el transporte de los agentes antibacterianos dentro de la
comunidad de la biopelicula (16). Este mecanismo esta relacionado con la absorcion o la
reaccion del antimicrobiano dentro de la biopelicula, la cual establece una barrera de
difusion, como lo menciona Xu et. al. cuando usaron cloro atrapado en perlas de alginato
{135) Sin embargo, la limitacién en el transporte no ha sido suficiente para explicar la
reducida susceptibilidad de las biopeliculas a los agentes antimicrobianos (120). Es por
esto que, las respuestas de unién-induccién y la adaptacién fisiolégica a la limitacion de
nutriente de las bacterias en las biopeliculas estd recibiendo mas atencion (5, 58).
Especificamente, se ha especulado que las porciones internas de los biopeliculas
experimentan inanicidn y un crecimiento lento debido a la limitacidon de nutriente,
estableciéndose asi una heterogeneidad dentro de {as biopeliculas.

La heterogeneidad de crecimiento dentro de la biopelicula es un punto crucial en la
determinacién de la susceptibilidad a agentes microbianos dependiente de la velocidad de
crecimiento {134).

Xu et al. (134) emplearon un como indicador fisiolégico la expresiéon de la enzima
fosfatasa alcalina (APasa) con la maxima inanicidn de fosfato, la cual refleja fa capacidad
de sintesis de proteinas de novo. El oxigeno administrado fue controlado por variacidén de
la composicion de los gases ambientales y medido directamente con un microelectrodo
para oxigeno.

Los resultados obtenidos (ver figura 3.6) muestran que la dimensién de la banda de
expresion de APasa se incrementa 1.5 veces cuando el experimento se realiza en
condiciones de oxigeno puro con respecto a condiciones ambientales y también se
observaron sitios aislades en la profundidad de la biopelicula. La actividad especifica de la
APasa de la biopelicula completa bajo condiciones aerdbicas ambientales fue
aproximadamente de 1/15 comparada con respecto a las bacterias planctonicas lo cual
causa sensacién porque solamente 1/5 o un % parte superior de la biopelicula expresd la
enzima.
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Fig. 3.'6 Fotomicrografias de un corte-de la biopelicula de P. aeruginosa tefiidas para detectar actividad de

APasa bajo diferentes condiciones, designadas asi: medio alto en fosfato con ambiente aerobic atmosférico

{control} (A) y medio bajo en fosfato con ambiente aerobio atmosférico (B).La zona mas blanca representa

células APasa positiva, la zonas mas grises representan el resto de las células. Las imagenes estan

orientadas con el sustrato hacia la parte inferior de las fotografias (de referencia 134). ' .-
LK A

“Xu et al: (134} suponen que P. aérugindsa tiene este patron de distribucion espacial
debido a la limitacién de oxigeno porque (1) el oxigeno es-frecuentemente limitado en las
biopelicutas aerébicas por su rapido consumo; (2) en un sistema de flujo por goteo, tanto
2] nutriente y como el oxigeno vienen de la parle superior de la biopelicula y las células

_cerca de la interfase biopelicula-seno ‘det fluido tienen un’‘mayor acceso al oxigeno y

“pueden consumiro; (3): el oxigeno 'estd limitado en la “profundidad - dentro de las
biopeliculas como lo sugiere Beer et al. (10). o e T S

19}
vy, . . Fl R -,

Costerton et al. (33) propone que existen otros cambios para especies bacterianas que se
encuentran distribuidas ampliamente en la naturaleza como Pseudomonas aeruginosa
que responden a condiciones favorables de nutrientes ‘adhiriéndose a superficies

" disponibles por'fisién binaria y produccion’ del exopolimero para desarrollar biopeliculas
maduras, que sirven de proteccién contra condiciones-adversas del medio ambiente y de
agentes antibacterianos quimicos y biclogicos. Esta proteccién es sacrificada por las
células planctonicas que‘periédjpa:mente son desalojadas de las biopeliculas establecidas
para que los ‘nuevos habitats puedan ser colonizados con las nuevas biopeliculas.
Cuando*las condiciones dé los nutrientes llegan a ser desfavorables tanto las células
sésiles como las planctonicas (71) de estas especies reducen su forma a un tamafio mas
pequefio (+ 0.3 pm), ‘ultramicrobacterias™ esféricas por un proceso que esta bien
documentado como inanicién de supervivencia (72). En este proceso reversible el DNA de
la célula bacteriana se estabiliza mientras sus capacidades metabdlicas son
selectivamente seleccionadas para producir célutas latentes que puedan ser facilmente
resucitadas hasta varios afios después, es una estrategia bacteriana que al reducirse a su
forma mas simple, que favorece claramente la formacidn de biopeliculas estacionarias
cooperativas metabélicamente a favor de las condiciones nutricionales y de las células
plancténicas o de las ultramicrobacterias latentes cuando los intereses de las especies
sirven mejor para diseminacion y / o simple supervivencia.
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Con base en la activacién de los genes de produccidén de MPE, y a la heterogeneidad
espacial que presenta Pseudomonas aeruginosa, se puede decir que dentro de las
biopeliculas las bacterias son generalmente mucho mas resistentes z los biocidas que sus
contrapartes planctonicas.

Cuande un preblema industrial es causado por células planctonicas, los agentes
antibacterianos deben ser probados en condiciones que asemejen las de los sistemas
afectados. Las pruebas rutinarias para la eleccién exitosa de biocidas permitiran resolver
estos problemas. Incluso cuando los problemas industriales involucren bacterias dentro de
una biopelicula, fas pruebas contra fas células planctonicas pueden ser muy (tiles;
pueden indicar la eficacia contra las ¢élulas planctonicas que se separan de la biopelicula
y cuando se obtienen resultados negativos se descalifica a un agente para usarlo en
contra de los organismos dentro de la biopelicula (31).
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PROPUESTA PARA DETERMINAR EL EFECTO

DEL GLUTARALDEHIDO EN LA CORROSION
INDUCIDA POR Pseudomonas aeruginosa
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En este capitulo realizamos una propuesta para levar a cabo experimentos con el objetive
de determinar el efecto de biocidas en la corrosion inducida microbiologicamente,
considerando, principalmente, los trabajos realizados en el laboratorio 112 de la Divisién
de Estudios de Posgrado (DEPg.) de la Facultad de Quimica de la UNAM, del grupo de
investigacién de Tejada y cols.

Nos enfocaremos especificamente al glutaraldehido como biocida en la corrosién inducida
por Pseudomonas aeruginosa en acero estructural AISI 1010, planteando el uso de los
equipos y materiales exisientes en el laboratorio arriba mencionade pues con ellos se han
observado resultades confiables, por ello se sugiere su empleo en esta propuesta,

Con base a lo expuesto en la seccién 3.7, el trabajo que se propone aqui es estudiar el
efecto que tiene el glutaraldehido contra las bacterias planctonicas, como indicativo de la
eficacia de dicho biocida, calificandolo para su posterior utilizacion contra bacterias dentro
de una biopelicula. ’

4.1 SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO Y REGISTRO DE LA CINETICA DE
CRECIMIENTO ’

4.1.1 Seleccion del medio de cultivo

Para realizar la seleccion de un medio de cultivo tenemos que considerar que el
glutaraldehido reacciona con los constituyentes basicos de las proteinas (como por
ejemplo los grupos: -OH, -NH,, COOH y -SH) (13}, por ello el medio de cultivo empleado
no debera contener aminoacidos o proteinas, sin embargo debe favorecer el crecimiento
del microorganismo. '

4.1.1.1 Medios de cultivo empleados por Tejada y cols.
El medio de cultivo empleado por Aguilar et al. (1) es utilizado para analizar corrosion en

acero estructural 1010 causada por Pseudomonas aeruginosa, determinan [a accién de
los iones cloruro, y también el pH. El medio esta constituido asi:

NaH,PO, 01M
Na,B,O; 005M
Sacarosa 001 M
NacCl 05M

Este medio facilita la realizacién de las determinaciones electroguimicas, y como se
observa por su constitucidn, aungue  suponemos que este no reaccionaria con el
glutaraldehido, sus resuitados muestran que el pH no tiene grandes variaciones, por el
efecto amortiguador que ejercen el fosfato monobasico y el borato de sodio.
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Un medio de cultivo que contiene asparagina (3.0 g), K:PO, (1.0 g), y MgSQ,-7H.0 (0.5 g)
y agua destilada (1 1), el pH se ajusta en el intervalo de 6.9 y 7.2 (3), que favorece el
crecimiento de la bacteria fue empleado por Tejada et al. (115) para estudiar la relacion
entre_ la poblacién microbiana y la corrosién en acero. causada por Pseudomonas
aeruginosa y, también, por Diego et al. (44) para evaluar la corrosion en acero estructural
AlSl 1010 por Pseudomonas aeruginosa. Este medioc emplea un aminoacido, la
asparagina, el cual creemos puede reaccionar con-el glutaraldehido y no ejercer su-accidn
biocida, obteniendo resultados falsos negatives

41.1.2 Med:os de cumvo emp!eados en trabajos pubhcados de corrosion inducida por
Pseudomonas aerugmosa e e . g .- -

' . P oot - K :
El medio de cuitivo propuesto por Morales et al. (90, 91) en la determinacion del efecto
que ejerce Pseudomonas aeruginosa en la corrosion localizada de acero inoxidable 304,
esta conslituido por NaH,PO, (0.1 M), Na;B,O; (0.05 M} el pH es ajustado a 7.5 y
adicionan 10°M _de sacarosa como fuente ~de carbono, facilita las técnicas
electroguimicas, sin embargo las variaciones de pH no son muy notarias por el efecto del

buffer.

Sanderson y Stewart (106) utilizan un medio para la evaluacion de un modelo de accion
biocida, el cual es un medic minimo en sales con 20 mg I’ de glucosa como Gnica fuente
de carbono. Aungue este medio puede ser adecuado, y sencillo, para llevar a cabo el
ensayo, se opta por un hidrato de carbono diferente a.la glucasa por la rapida: ut|I|zaC|6n
de este por el macroorgamsmo ‘ o 2 . .

Para determinar el efecto de los biofilm en el transpone de masa y distribucion de
oxigeno, de Beer et al. (8) utitizan, también, un medio minimo en sales que consiste de
KH,PO, (2.2 mM), K;HPO, (4 mM), (NH,).SO, (0.76mM), MgS04 (4.1 x 102 mM), y
glucosa (2.2 mM}, agua destilada y pH de 7. Este medio tiene efecto buffer por lo cual no
se notarian las variaciones de pH, y al igual ‘que.el anterior, se prefiere un_ hidrato de
carbono distinto a la glucosa

Fernandez et al. {50) uttllzaron una solucmn electrolltlca con sacarosa como fuente

carbono, constituido asi: . P R ) ;
CaCl; _1.8x 10““
MgSO, .,  1.7x10°M
(NH)SO, 76x10°M
Agua destilada  c.b.p 1000
pH 7.0

Es |mponante mencnonar gue el inoculo conserva una relacion de 4.1,

Este medio se utilizd para estudiar la |nfiuencla de los contaminantes mncroblanos en el
comportamiento elec(roqmmlco del aluminic y sus aleacmnes en sistemas de distribucion
de agua. T . . ol oo
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Al no tener ninguno de los compuestos que estan reportados con los que el giutaraldehido
pudiese reaccionar creemos que se podra observar el efecto del biocida sobre el
microorganismo y al no tener ningin buffer permitira 1a determinacién de la variacion de
pH pravocada por el microorganismo, Este medio no interfiere con las determinaciones
electroquimicas.

Hedrick H.G. (61) emplea un medio de cultivo con el cual estudia la corrosién
microbiolégica en aluminio, causado por Pseudomonas aeruginosa. Dicho medio tiene la
siguiente composicién.

NaH,PO, 1.00g
(NH).NG, 1.00g
MgS0, 7TH,O 0.20g
FeSO, 7H,O 001g
Agua csp. 1000 mi
pH’ 6.8-7.2

Ademds adicionan una solucién de bicarbonato de sodio al 1% esterilizada pdr filtracién,
En este medio lo mantienen en una atmasfera gaseosa con 10% de CO, 60% de
hidrégeno y 30% de aire, esto a 30°C. ’

4.1.1.3 Recomendacidn sobre el medio de cultivo

Con base al analisis de los medios de los puntos 4.1.1.1 y 4.1.1.2 creemos que uno de los
medios que puede funcionar, sin interferir con el biocida, sin amortiguar el medio v facilitar
tas determinaciones electroquimicas es el propuesto por Fernandez et. al. (50) ademas de
ser facil de preparar.

4.1.2. Cinética de Crecimiento

Es de utilidad registrar la cinética de crecimiento del Pseudomonas aeruginosa en el
medio de cultivo propuesto, manteniendo la relacién con el volumen de microorganismo a
inocular, con lo cual podemos observar las cuatro fases de crecimiento del
microorganismo. Esto se puede observar graficamente en una curva de tiempo contra el
logaritmo del nimero de microorganismos. '

Determinar la cantidad de microorganismos presentes en el medio de cultivo interpolando
los datos obtenidos de las lecturas de absorbancia en una curva de calibracion de
McFarland (15, 100, 101, 109, 141), empleando un espectrofotémetro, con longitud de
onda entre 400 y 800 nm. y con capacidad para una celda de ¥ * de diametro.
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Para lo cual se -recomienda mantener la proporcion del medio de, cultivo que empled
Fernandez et. al. (50} para el volumen de microorganismo con respecto al medio de
cultivo, y considerando las concentraciones de glutaraldehido dentro de los limites
permitidos por la USEPA (13} proponemos ios valores que aparecen en la tabla 4.1,
‘Considerando que la adicion del glutaraldehido debe realizarse, preferentemente durante
fa fase log. Llevar a cabo este experimento en condiciones de asepsia, en una campana
de seguridad microbiolégica clase Il por trabajar con un micreorganismo patogeno como
Pseudomonas aeruginosa. . :

-
]

Relacionar la concentracion de glutaraldehido contra el logaritmo del nimero de bacterias
y se obtiene entonces la concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés,
Minimal inhibitory Concentration). Recordando que 1a MIC es |a concentracion a la que se
inhibe por completo el desarrollo del microorganismo (15; 95).

Tanto en el seqguimiento de la curva de creCImlento como en la determinacion del efecto
del gtutara!dehldo es necesario determinar los cambios de pH con el objeto de comparar
las variaciones de pH del medio de cultivo con y sin glutaraldehido sabiendo que algunos
de los productos metabolicos de’ Pseudomonas aeruginosa son hasicos (NHx-R) (66), en
este punto podemos proponer la siguiente hipétesis: el glutaraldehido reacciona con las
sustancias que tienen en su estructura grupos -NH,, -OH, -COOH y —SH, cierta cantidad
_de glutaraldehldo reaccionard con los metabolitos que presenten las .estructuras

mencionadas, y ho podran medificar el pH de manera notable ' Y e e
. . " Ve FV I

. . . . LA
L - [ . AT S

Concentracion Volumen Volumen Volumen  Volumen
,.Glutaraldehido  Glutaraldehido  Pseudomonas Medio . total
© {m@/ml) (ml) . aeruginosa(mil)  .Cultivo- (mh)

- ' - L (ml) .
10 0.2 1.0 3.8 - 5.0
15 0.3 1.0 37 5.0
20 0.4 1.0 3.6 50
25 05 1.0 , 35 5.0
30 0.6 1.0 34 5.0
35 0.7 1.0 33 5.0
40 . 08 - 1.0 32 5.0
45 0.9- -0 1.0 31 50
50 1.0 1.0 3.0 .5.0
55 o+ , 5. 141 1.0 2.9 5.0
60 1.2 1.0 2.8 50
65 1.3 1.0 2.7 50
70 1.4 1.0 2.6 5.0

Tabla 4.1 Tabla para determinar la Concentracion Minima Inh:bltona
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Realizar los experimentos a la temperatura dptima de crecimiento del microorganismo,
37° C, para favorecer su crecimiento. Sin embrago, el experimento se puede realizar a la
temperatura ambiente, ‘esperando un crecimiento mas lento, Asi mismo se recomienda el
monitareo continuo de la temperatura.

Para realizar el ensayo -de inhibicidn de {a corrosién causada por Pseudomonas
agruginosa emplear la concentracidon minima inhibitoria asi como las concentraciones
siguientes en las celdas de corrosidn aerobia.

Este ensayo puede ser llevado a cabo de manera automatizada, con el Bioscreen C™ |, de
Labsystems Oy™, mostrado en la figura 4.2, como un ejemplo de uno de los equipos
existentes en el mercado,

Usando un medio de cultivo liquide, el Bioscreen C mide y despliega los resultados
directamente en una computadora; se basa en la determinacidn de la turbidez. Los datos
obtenidos por un ensayo realizade en este equipo se correlacionan directamente con
ensayos de recuento en ptaca como el meétodo de la vaciado en placa (75, 76).

Figura 4.2 Bioscreen C™

La principal aplicacion del Bioscreen C es registrar la cinética de crecimiento (por
desarrollo de la turbidez) controlando parametros como son agitacién, incubacién y
dispensacién en condiciones de esterilidad; esto se realiza en microplaca de 100 pozos
donde la cuantificacién de 200 muestras pueden ser procesadas al mismo tiempo.
También se puede determinar el pH y otros parametros como son el consumo Qe oxigeno,

manteniendo Ia temperatura constante durante todo el proceso (85, 75).
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4.2 EXPERIMENTOS PARA DETERMINAR EL EFECTO DE GLUTARALDEHIDO EN LA
CORROSION MICROBIOLOGICA INDUCIDA POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN
ACEROQO AIS] 1010 .

El esquema de trabajo que proponemos para evaluar la corrosion inducida por
Pseudomonas aeruginosa {115, 116} asi como el efecto del glutaraldehido en el medio de
cultive seleccionado en ambiente aerobio, en condiciones de asepsia dentro de una
campana de seguridad microbiologica clase 1. St

En cada uno de los experimentos se trabaja, por lo menos, con cinco celdas en ambiente
aerobio. La distribucion de las celdas es como sngue

Celda control, contiene unicamente el medic de cultivo, esta celda servird para
determinar la corrosién producida por el medio de cultive, variaciones de -pH vy
temperatura debidas Unicamente al medio de cultive y nos podra indicar en caso de que
exista contammac:on si se observase cierta turbldez = - .

Celda blanco, esta celda tlene eI medlo de cultwo ademas del inéculo de Pseudomonas
aeruginosa, y nos servira para comparar la turbidez del medio producido por el
microorganismo en crecimiento normal sin el biocida. . .

Celdas de prueba de accién del biocida, en este caso 3 celdas que contienen medio de

cultivo, in6culo de Pseudomonas aeruginosa y concentraciones diferentes de

glutaraldehido, mismas que fueron obtenidas en el experimento anterior. En estas celdas

se determinara et efecto def biocida a una concentracion especifica que al ser comparada
con la celda blanco.

4.2.1 Preparacion de los elementos de las celdas de corrosién aerobia

Las celdas de corrosion estan disefiadas para poder determinar parametros como pH,
temperatura y consisten de los siguientes elementos (1, 44, 115, 116) (ver figura 4.2):

Dos electrodos de trabajo (g en la figura 4.2}

Un electrodo de referencia: Electrodo Saturado de Calomel (ESC) (h)

Un electrodo auxiliar; Barra de grafito de 0.8 cm de didmetro y 10 cm de longitud (e)
Un electrodo para medir pH: electrodo de vidrio (f)

Un termdmetro convencional o bien con el electrodo de vudno can conector DIN (c)
Celda de vidrio de % " de diametro (&) .

Dos agujas de jeringa de 5 cm de longitud {d)

400 m! Medio de cultivo

100 ml de Pséudomanas aeruginosa de 24 horas de crecumlento en caldo nutrmvo
como propone Fernandez et. al.

Vaso de precipitados de 600 ml’ y " madificado con boguilla lateral.
Tapén de goma

Tubo de latex (b)

NSRS N NN

t 1

AR NN

Cuadro 4.1 Elementos de las celdas de corrasion aerobia
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4.2.1.1 Elaboracién de los electrodos de trabajo

Pr‘eparacién del acero. Utilizar una varilta de acero AlSI 1010 de forma cuadrada de 0.45
cm de lado, de 1 metro de longitud, la cual se cortara en segmentos de aproximadamente
1. 5 cm de longitud. Cada segmento se perforard en un extremo con una broca de alta
velocndad 7/64. Desengrasar con acetona. Amarrar el orificio del acero con cable No. § de
25 cm de longitud. Posteriormente soldar el cable.

Preparacion de la resina. La resina debera prepararse mezclando 100 g resina poliéster
con 35 gotas de endureceder hasta obtener una consistencia viscosa.

Fabncacnon de los electrodos de trabajo. Preparar los moldes (jeringas de 3 mi, sin
agula) colocando cera de Campeche en la punta para evitar que la resina salga por ahi.

Introduc;lr el segmento de acero que ya esta unido al cable en el molde fijandolo en el
ceptro con la cera de Campeche, una vez fijo, se recubre con 2 ml resina, cuidando de
que no se formen burbujas y manteniendo el cable en posicion vertical. Fijar los moldes
en una gradilla para dejar endurecer la resina durante 24-48 horas. Una vez que endurece
Ia}resina retirar el electrodo y limpiar la cera de Campeche adherida en la cara del
electrodo sin resina. Pulir la superficie del elecirodo con movimientos en forma de ocho
sobre una lija de grano No. 600 procurando obtener un acabado uniforme resina - acero.

4.2.1.2 Elaboracién de las ¢celdas de corrosién

Uqa vez preparados los electrodos de trabajo (g, figura 4.2), y teniendo el resto de los
elementos de la celda (a, b, ¢, d, e, {, h, figura 4.2) perforar los tapones para cada una de
las celdas con el nimero de orificios y tamafio necesarios para dichos elementos.

EntLroducir en el tapdn el electrodo auxiliar {(e) y las agujas (d), procurar que una de ellas
penetre totalmente en el tapon de forma que quede sumergida en el medio de cultive y fa
otra no.

Estenhzar con caler humedo en autoclave a 121°C de temperatura y una presién de 15 Ib
! |n durante 15 minutos: 1) los tapones de goma preparados con el electrodo auxiliar (e},
y Ias agujas (d) con tapones de algodén, asi como en todos los orificios del tapén, el
algodon tiene la funcion filtrar el aire y asi evitar la contaminacion del medio; 2) los vasos
de; precipitados en la boquilla con e} tubo latex unido a su vez con la celda de vidrio (a) y
3) los tubas de vidrio para colocar, posteriormente los electrodos de trabajo (g).

Los termémetros (¢), los electrodos de trabajo {g) vy los electrodos para medir pH (f} son
e!ementos de manejo delicado y no resisten la esterifizacion en autoclave por lo que se
deberan desinfectar con alcohol y enjuagar con medio de cultivo estéril, para retirar los
residlios de alcohol. Esto se realiza en condiciones de asepsia y debajo de una campana
de|segundad microbiglogica clase I, con lo cual se controla la contaminacion proven:ente
del aire.
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En las condiciones mencionadas arriba y con'tedos los elementos listos montar las celdas
de corrosién, introduciendo en el tapén Jos elementos desinfectados. Colocar los
-electrodos de trabajo con la superficie del metal hacia el electrodo de réferencia de tal
forma-que éste quede en el centro de ellos. Colocar los electrodos en la |nterfase hquldo
aire ya que es ahi donde preferentemente crece la bacteria. :
- Y .

Seilar la celda con paraﬁlm en la unidn de la celda de corrosion y el tapén, asi como en
las uniones de la celda de corrosion — tubo latex — celda de vidrio.
. . ) - . . ot Do oy
Inocular la bacteria, excepto la celda control, ‘a través de-la aguja que se encuentra
sumergida en el medio de cultivo se inyecta cultivo de Pseudomonas aerugmosa
mantenlendo la proporcién dei med|o de cultivo y el indculo 4:1.

i L}
En Ia fgura 4.2 se observa el esquema de la celda de corrosién en amblente aerobio.

+ Simbologia de la figura 4.2:
ol [ 'J: ' -

a. Tubo nefelométrico

b. Tubo latex
- c. Termdémetro™* * . e
~d. Agujas’ -
- e _Electrodo auxiliar

.

f. Electredo de vidrio (pH)+

- g. Electrodo de trabajo

“h. Electrodo de referencia .
1.

~-—» Sellar con parafilm

Figura 4.2 Celda de corrosion aercbia
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Vista superior del tapon, se maneja fa misma simbologia que la figura 4.2:

Figura 4.3 Tapén de la celda

alizar las lecturas durante el tiempo del experimento, haciendo las determinaciones y

pruebas que se mencionan a continuacion;

Determinacién de pH y Temperatura

Pruebas de corriente y potencial

Determinacién de la cinética de crecimiento

Pruebas bioquimicas para determinar el estado metabdlico del microorganismo

Prueba de actividad de Pseudomonas aeruginosa sobre e} acero AlSI 1010.

ConSIderando que el experimento se lleva a cabo a la temperatura optima de crecimiento
enlonces éste tendra una duracion de 6 y 15 dias (1, 44), hasta que se observe la fase de
declinacion.

4.3

Par

MEDICIONES DE PH Y TEMPERATURA

-

a determinar el pH emplear un potencidmetro, que tenga preferentemente la

capacidad de determinar también la temperatura.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Si se utiliza un eqguipoc como el potenciémetro de mesa marca ATl Oridn realizar la
calibracion del equipo con compensacidn automdtica de temperatura empleandc el modo
de auto calibracién utilizando soluciones tampén de pH 4.01, 7.00 y 10.01. Realizar la
calibraciéon de este equipo con las tres soluciones amortiguadoras pues las variaciones de
pH que habra en el medio de cultive las desconocemos vy debido a que este equipo
emplea un esquema de calibracién de punto a punto, esto significa que el equipo
almacena en memoria las diferentes pendientes para cada porcién de curva de
calibracién. ‘ 5

Cuando se realiza una determinacion en una region particular de la curva, la pendiente
para esta regién serd empleada para el calculo del pH de la ‘muestra. Después de la
calibracién, se calcula la pendiente promedio para todos los segmentos de la curva y se
emplea para el calculo de pH de la muestra. El uso del esquerna de calibracion aumenta
la precision en las diferentes regiones de la curva de calibracion (142}

Se debe realizar compensacién de temperatura para tener mejores resultados, asi se
tendran las soluciones buffer y ia- muestra a la misma temperatura. Esto se realiza

.

empleando un conector DIN (142). —

4.4 MEDICIONES DE CORRIENTE Y POTENCIAL -

Las mediciones de corriente y potencial se realizaran con el objeto de determinar la
rapidez de corrosion del acero AISI 1010 en condiciones aerobias; las mediciones se
hagen.por dos técnicas, resistencia a la potarizacion (Rg) (116) y pend:entes de Tafet (PT)
(1, 44). . :

En el método de Rp la pieza de acero AlSI 1010 se somete a una polarizacién. anddica y
catédica de 10 mV a partir del potencial a circuito abierto (E.), mientras que para el
método de PT la pieza se somete a una polarizacién anddica y catddica de 200 mv. El
potencial a circuito abierto o potencial de reposo es el potencial de electrodo medido con
respecto a un electrodo de referencia u otro electrodo cuando no fluye.corriente desde, o
hacia él. El potencial de circuito abierto podria ser un potencial de equilibric 6 bien un
potencial que cambie por ejemplo un potencial de corrosién (1 14) . n

Para realizar las lecturas de corriente y potencial se recomienda utilizar el potencidstato
Vimar (PG 3EV), haciendo los barridos a una velocidad de 2 mV / min., aunque Pacheco
et. al. (44) utilizan un multimetro digital acoplado a una computadora personal {PC), en
trabajos posteriores se ha observado que no es necesario porque el sistema acoplado a
una PC proporciona datos mas confiables pues no se introduce el error de lectura a la
velocidad del ojo humano (datos no publicados). B
Para la técnica de PT se emplea un potenciostate Vimar (PG 3EV) acoplado a una PC,
ejecutar las lecturas a una velocidad de barrido de 10 mV / s, por ser la velocidad a la que
se observan mejor las curvas de Tafel, a diferencia de lo realizado por Diego et al. (44)
que lo realizan un a velocidad de 1 mV /s.

f Lt . ' ) : L i -
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Cada celda de corrosion debera contar con 2 electrodos de trabajo para realizar los
barridos para Rp y PT, de manera periédica pues como demostraron Aguitar et. al.(1) y
IDiego et. al.(44) los comportamientos para el potencial a circuito abierto' y de rapidez de
corrosién son similares si se sometieran los electrodos a barridos peritdicos o bien a un
barrido al inicio de experimento y uno al final de &1, es decir de inicio-final,

4.5 PRUEBAS MICROBIOLOGICAS
4.5.1 Pruebas de identificacion de bacterias

' 4.5.1.1. Tincién de Gram

Esta prueba se realiza con la finalidad de confirmar la respuesta a la tincion de Gram del
cultivo de Pseudornonas aeruginosa, observar las caracteristicas morfologicas ademas de
conacer |a pureza del cultivo, al inicio y al final del experimento.

4.5.1.2. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas se realizan con el objeto de comparar la actividad metabélica de
la cepa al inicio y al final del experimento en las celdas control, blanco y @n las gque
contienen al biocida.

4.5.1.2.1. Produccién de acido sulfhidrico

Existen diferentes medios para detectar esta actividad metabélica los cuales los presentan
una sensibilidad diferente, que depende de 1a aiteracion de una o mas de las condiciones.

El medio agar hierro de Kiiger (KIA), es mas sensible que el agar triple azicar hierro (T3}
lo que se atribuye de una manera particular a la sacarosa que inhibe los mecanismos
enziméticos responsables de la produccion de H,S. Respecto al indicador de sulfuros, el
acetato de plomo es el mas sensible y se debe emplear toda vez que las bacterias en
estudio puedan producir sélo trazas de H,S. Desaforlunadamente, el acetato de plomo es
también inhibidor del desarrollo de muchas bacterias, por lo que se recomienda la
utilizacién de tiras de papel filtro impregnadas con acetato de plomo, las que deben fijarse
en el tapon del tubo, evitando de este modo la incorparacian del indicador al medio (84,
101).

El medio hierro peptonado (SIM), es el mas sensible de los tres, presumiblemente porque
carece de carbohidratos que inhiban 1a formacion de M,S y al uso de hierro peptonado
como indicador, v



|

incubacién. Hacer la interpretacion de la prueba (101, 84). g S
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En cualguiera de estos sistemas el punto final de |a prueba corresponde a la formacién de
un precipitado negro insoluble de sulfuro de metal pesado formado en el medio, o en la
tira de papel filtro, Dado que se requiere de iones hidrégeno para la formacion de H,S, el
cual ennegrece el medio y se observa donde hay maxima preduccién de acido (139).

Para la prueba colocar cada uno de los medios antes mencionados en tubos en “pico de
flauta” y a cada medio se inocula Pseudomonas aeruginosa por picadura dejandolos en
incubacion a 35° C por 48 horas. Emplear un tubo como control. Realizar la interpretacion
de la prueba una vez transcurrido el tiempo de incubacidn.

4.5.1.2.2 Utilizacion de citrato

Esta prueba se realiza para comprobar la utilizacion del citratc como Unica fuente
carbono, es necesario emplear medios de cultivo desprovistos de hidratos de carbono y
proteinas. - ) .

A partir del cultivo tomar unas asadas y transferidas a un tubo con solucién salina, -
homogeneizar el contenido y a partir de estas suspensiones diluidas, inocular
Pseudomonas aeruginosa por esliia recta, incubar a 35° C durante 24 a 48 horas.
Interpretar la prueba (101, 84). L : A

4.5.4.2.3 Prueba de la ureasa

En esta prueba se detecta Ia presencia de la enzima ureasa que calaliza la hidréfisis de fa
urea detectando como produclo final carbonato de amonio. La hidrdiisis de Ia urea
determina la alcalinizacién del cultivo y el vire del indicador: oo

Con un asa de 2 mm de didmetro inocular cada tubo mediante la introduccién de 3 asadas
del cultivo.microbiano, para asegurar un indculo inicial alto. Agitar suavemente ‘hasta
lograr suspensiones homogéneas de los diferentes cultivos microbianos. Incubar los tubos
a 35° C, durante 24 a 48 horas. Realizar. observaciones a las 8,12,24 y 48 horas de

FRY s

4.5.1.2.4 Prueba de la catalasa. - it . v

4 - -
La catalasa es una enzima que estd muy relacionada con la capacidad de los
microorganismos para utilizar el oxigeno como acepter final de electrones. La.catalasa
transforma el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, este tipo de enzima no existe en
los microorganismos anaerobios y algunas especies microaercfilicas. Aparentemente,
esta carencia determina que el oxigeno les resulte téxico, debido a que al ser reducido a
peroxido de hidrégeno, este se acumula y envenena a los anaerobios.Para determinar ia
presencia de esta enzima, sobre las colonias desarrolladas en triptosa fosfate agar,
sembradas por estria, con un tiempo de incubacion de 24-48 horas, se agrega peroxido
de hidrogeno diluido (al 3%), su transformacion a agua y oxigeno se pone en evidencia
por la aparicion de pequenas burbujas que parten de las colonias sumergidas en agua

oxigenada (101, 84}.
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4.5.1.2.5 Reduccidn de nitratos

L.os microorganismos facultativas, durante la respiracién, utllszan como aceptor final de
elelctrones al oxigeno y, en ausencia, de éste a los nitratos, los que son reducidos a
nltptos Oxidos de nitrogeno a nitrogeno molecular, los productos varian con el
microorganismo que se trate. El medio basal para efectuar esta prueba debe contener
nit[ato de potasio en una concentracidn de 0.1% (caldo nitrato) y después de la
incubacién 35° C de 24 a 48 horas, se agrega el reactivo de Griess (acido sulfanilico y alfa
naft|l amina), la aparicion de color rojo indica que [os nitrates fueron reducidos a nitritos

(101, 84).

4.5.1.2.6 Prueba del Indol

E[|tr|ptofano es un aminoacido que al ser transformado por el microorganismo da origen a
anpomaco acido piruvico y tres metabolitos indélicos ( indol, Acido indol acético y escatol).
Lais enzimas intracelulares que catalizan estas transformaciones. constituyen un complejo
erizimatico que recibe el nombre colectivo de triptofanasa. Para demostrar la actividad de
eslta enzima, se emplea un medio rico en triptofano (caldo triptona), se inocula cuidando
que el indculo no sea abundante y se incuba a 35° C durante 24 a 48 horas.

Al finalizar el periodo, afadir 5 gotas del reactivo de Kovac por la pared interior del tubo, o
bien si se emplea el reactivo de Ehrlich, este paso debe ser precedido por la adicién de un
mJInlltro de cloroformo, se forma entonces un complejo rojo viclaceo en la interfase ‘del
cultive y el reactivo (101, 84).

4.5.1.2.7 Prueba de la oxidasa

Esta prueba esta basada en la produccion bacteriana de una enzima oxidasa. Esta
re;acmon se debe a la presencia de un sistema de citocromo oxidasa que activa la
O)I(ldaCIOn del citocromo reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actua como
, receptor de electrones en [a etapa terminal del sistema de transferencia de electrones.

Existen cuatro pigmentos baclerianos que actiian como enzimas respiratorias citocromo
o:'cldasas terminales: citocromo a,, citocromo a,, citocromo a; y un pigmento gue liga el
monoxldo de carbono denominado citocromo o. La distribucion de los diferentes
cutocromos varia en cada especie bacteriana; algunos organismos poseen solamente una
oxldasa en tanto que otros pueden producir dos o tres.

Para detectar |a presencia de la oxidasa agregar 2 0 3 gotas de reactivo de Kovacs a
algunas colonias desarrollas en placa, observar los cambios de color déntro de 10 o 15
segundos Este reactivo |mparte un coior lavanda a las colonias oxidasa positivas que
graduafmente vira a un purpura-negruzco, pero también puede impartir color al medio que
las rodea (84).
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El perfil bioquimico de Pseudomonas aeruginosa reportado en la bibliografia y con el cual
se deben comparar los resultados de las pruebas anteriores es el siguiente:

Prueba metabdlica . Resultado
Oxidasa _ ) +.
Catalasa +
Reduccion de NO, +
Citrato + ’
indol -
Ureasa . : Mariable
. Kliger:
b Fermentacién de giucosa Variable
A v - Fermentacion de lactosa . -
T : Produccion de sulfhidrico  variable 1 -
Motilidad ' + - .
v Tabla 4,2 Perfil bicquimico de Ps_eudo':;nonas aeruginosa A
- . B :

4.5.2 Determinacion del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa

Nefelometria .
Realizar. la lectura del crecimiento bacterianc en el medio de ciltivo en un
espectrofotémetro, previamente calibrade y ajustado. ‘ , ‘ . o

La curva de crecimiento se obtiene al graficar el logaritmo del nimero de bacterias contra
el tiempo. Los datos del’nimero de bacterias se hace por la interpolacion de los datos de
dens:dad opt:ca en la curva de McFarland (101) T e . . o

4.6 PRUEBA ACTIVIDAD B .

Cuanhfcar la perdtda de peso que sufren p;ezas de acero AlSI expomendolas al medio de
cultivo, al cultiva bacteriano, al medio de cuitivo con biccida y al medio de cultivo con
bacterias y glutaraldehido. Realizar este experimento una vez determinada la
concentracién a la que el glutaraldehido ha mostrado una mayor efectividad (ver seccidn
4.2).
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If’ara la prueba de actividad de pérdida de peso seguir el siguiente procedimiento: pulir las
giezas para obtener una superficie completamente lisa y uniforme, conseguir un pulido a
espejo, utilizando diferentes materiales y dando el terminado final con una lija de ndmero
400 y alimina. Pesar cuidadosamente las piezas antes y después de la exposicion al
medio corrosivo, evitando dejar grasa de los dedos en ellas.

Se recomienda usar 6 cajas Petri estériles, etiquetadas y, como se establece en la tabla
4|.3 para una corrida, en condiciones de asepsia, debajo de la campana de seguridad
microbioldgica clase il, adicionar aproximadamente 15 ml de medio de cullivo estéril para
Rseudornonas aeruginosa, Adicionar 1 ml de Pseudomonas aeruginosa en las cajas 3-6.
Colocar en todas las cajas una pieza de acero pulida a espejo perfectamente limpia
{realizar la limpieza con alcohol y medio de cultive estéril para retirar los residuos de
alcohol) y taparlas. Adicionar glutaraldehido, a la concentraciéon a la gue tiene mayor
efectividad, en el tiempo de la fase log a las cajas 2, 4-6 incubar a la temperatura optima.
El tiempo de este experimento esta determinado por la cinética de crecimiento y la
efectividad del biocida contra las bacterias.

T[anscurrido el tiempo de experimentacion limpiar las piezas para que después sean
pgsadas. Limpiar de la siguiente manera: todas las piezas que hayan estado en contacto
con las bacterias deben introducirse cada una en fenol al 5% por un periodo de 30
m‘inutos. Todas las piezas, hayan o no tenido contacto con las bacterias, deben ser
epjuagadas con agua destilada, remover el microfouling, si lo hay, asi como productos
organicos con la ayuda de una espatula de hule suave, por Ultimo, se limpian con acetona
todas las piezas. -

|

Observaciones No. de caja Medio de Cultive de P. Glutaraldehido
| cultivo aerugingsa (1 ml)

Efecto del medio 1 +

Eflacto del medio + 2 A A

biocida

Efecte del medio + 3 N N

bacteria

Efecto de medio + 4 Ni N

biacida + bacteria

Efécto de medio + 5 < \

biccida + bacteria

Efecto de medic + 6 ~ N

biocida + bacteria

Tabla 4,3 Prueba de actividad
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4.7 MICROSCOPIA ELECTRONICA ' -
[
R - . : s '

Exponer pequeiias piezas de acero AISI 1010, previamente pulidas a espejo, en cada una
de las condiciones establecidas en la tabla 4.3. y observar en un microscopio electrénico
las piezas con ia finalidad de registrar las caracteristicas del efecto que produce la
corrosion inducida por Pseudomonas aeruginosa en las diferentes condiciones
experimentales; déjar las piezas de metal en las condiciones experimentales establecidas
con respecto a temperatura y tiempa establecidas en el experimento de la Seccion 4.2 y
observar en un' microscopio electronice al final de periodo establecido. Inspeccionar el
aspecto fisico antes y después de la exposici}éri a los diferentes medios segin la tabla (1,
44,93). S S :

" A T
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MNos parece importante resaltar los siguientes puntos del trabajo que aqui se presenta:

v

La biocorrosién afecta a las industrias naval, de construccidn de estructuras marinas,
del petréleo, la quimica y de procesos, del papel, la siderirgica, la hidroeléctrica, la
nuclear ademas afecta a las refinerias de alcohol, la distribucion y almacenamiento de
agua potable, las plantas generadoras de energia térmica, a aviones comerciales y
militares.

En la biocorrosion de las superficies metdlicas ocurren procesos biolégicos vy
electroquimicos mediante la participacion de microorganismos adheridos a la
superficie formando biopeliculas.

Las biopeliculas pueden ser consideradas como una matriz mucitaginosa de material
polimérico extracelular (MPE) de naturaleza polisacaridica con un elevado contenido
de agua (aprox. 95% de la masa), células microbianas y detritos inorganicos variados.

En una superficie metalica, previa a la colonizacion, se adsorbe una pelicula de
macromolécutas, posteriormente las células microbianas, son adsorbidas, y su
actividad metabdlica impacta sobre los procesos electroquimicos que pueden ocurrir
en la interfase metal / solucién dando lugar a una interfase bioldgicamente
condicionada.

El modelo mas reciente de la biopeficula establece que la biopelicula estd constituida
fundamentalmente por “clusters” o acumulos microbianos y canales intercomunicantes
en donde el flujo seria esencialmente por conveccion.

‘Las biopeliculas pueden alterar las concentraciones locales de iones que facilitan la

Ecc;rrcwsic’;n como cloruros, o impedir la salida hacia la solucion de productos
metabélicos de naturaleza acida generando areas de bajo pH en la interfase.

CONCLUSIONES

Pseudomonas aeruginosa produce biopeliculas que la protegen de fos agentes
biocidas, comparativamente con la sensibilidad de bacterias plancténicas,

El contro! de las biopeliculas continda siendo un problema, en parte por la falta de
entendimiento de la formacién de |as biopeliculas.

El tratamiento quimico usado por excelencia para prevenir o controlar la corrosion
microbiolégica es la utilizacian de biocidas.

Se propone ef uso de glutaraldehldo como biocida contra Pseudomonas aeruginosa
por su amplic espectro de accién que tiene contra bacterias, algas, hongos.
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5. La distribucién en las biopeliculas de diferentes microorganismos pueden no ser
iguales a las biopeliculas puras de Pseudomonas aeruginosa, de hecho son mas
complicadas las biopeliculas naturales por estar compuestas tanto de
microorganismos aerobios como de anaerobios. Sin embargo, los resultados -
reportados para las biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa dan un idea de lo-que
ocurre en la naturaleza. .

6. Llevar a cabo la propuesta experimental presentada en esta tesis por la importancia
en la infformacion que aportaria para su aplicacion en sistemas de distribucion de
agua. . : o '

. e

RECOMENDACIONES

.

+ Continuar con los experimentos para favorecer el desarrollo de biopeliculas de
Pseudomonas aeruginosa.

H
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Abidtico: ia parte no biolégica de un sistema.

Aerébico: que utiliza oxigeno o esta expuesto al oxigeno.

Aercbio: organismo que requiere oxigeno para vivir.

Algicida: agente que destruye algas.

Anaerobio: microorganismo capaz de crecer en ausencia de oxigeno.

Anodo: electrodo positive de una celda electrolitica, en cuya interfase ocurre una reaccion
de oxidacion. Los electrones fluyen hacia fuera del ancdo en el circuito externo.

Anodo galvanico: metal que a causa de su posicion en la serie galvanica provee de
proteccion por sacrificic a metales que son mas nobles en la serie cuando se encuentran
acoplados en un electrolito.

Ataque bajo depésitos: corrosion de una superficie metdlica que ocurre debajo de un
deposito donde se crean condiciones de aireacién diferencial.

Autdétrofo: organismo capaz de utilizar anhidrido carboénico como unica o principal fuente
de carbono. ' .

Bacterias anaerobias: bacterias que viven en ausencia de oxigeno.

Bacterias del hierro: (ver ferrobacterias)

Bacterias sulfatorreductoras {BSR): Bacterias anaerobias capaces de inducir la
corrosién rapida del hierro y acero en soluciones de pH cercano a la neutralidad y en
ausencia de oxigeno disuelto.

Bactericida; agente que destruye bacterias,

Biocidas: compuestos seleccionados por su capacidad de destruir cualquier tipo de
célula.

Biocorrosion: corrosion causada o acelerada por agentes biologicos.

Biodegradable: que puede ser degradado o destruido por organismos vivos.
Biodegradacion: accion de degradar realizada por organismos.

Biofilms o biopeliculas: matriz mucilaginosa de material polimérico de naturaleza
paolisacaridica, con un elevado contenido de agua (aprox. 95 % de la masa), células

microbianas y detritos inorganicos variados. Se pueden formar sobre materiales inertes.

Biofouling: acumulacion de depdsitos bioldgicos sobre una superficie.
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Biorremediacion: uso de agentes biolégicos, ‘principalmente microorganismos, para
eliminar o reducir fa concentracién de compuestos toxncos en sitios contaminados o en
residuos industriales. ‘

Biotransformacion: proceso efectuado por un agente bioldgico mediante el cual la
molecula es transformada en otra, estructuralmente relacionada, también conocido como
bioconversién, . .

Catodo: electrodo negativo-de una celda electrolitica en cuya.interfase ocurre la reaccion
de reduccion. Los electrones fluyen hacia ef catode en el circuito externo. Los procesos
catédicos tipicos- -son: cationes. tomando electrones y descargandose, oxigeno
reduciéndose y la reduccion de un. elemento metalico o grupo-de elementos de un estado
alto de valencia a uno bajo. .

L+ S ‘

Celda de- aireacién diferencial: celda de concentracién causada por diferencias en la

- gongentracion de oxigeno a lo largo de la superficie de un metal en el electrolito.

Celda de concentracion: celda galvanica en la que los electrodos son del mismo material
y la fuerza electromotriz se debe a las diferencias en la concentracién de unc o mas
reactn.ros constituyentes de la solucnon e!ectroht:ca
Celda electrolmca celda en Ia que la energ|a e!ectnca aphcada se usa para llevar.a cabo
reacciones en los electrodos y de este modo convertir dicha energia en energua quumtca
L N
Celda electroguimica: un sistema electroqunmlco que consiste de un anodo y un catodo
unidos por contacto metdlico e inmersos en un electrolito. E! dnodo y el catodo pueden ser
metales diferentes o areas distintas sobre la m|sma superﬂcne del metal. Estas celdas
pueden ser electroliticas o gafvamcas Lot . . . . . S

»

Celda galvanica: ceida en Ia cual Ia energia qwmlca es convemda en energia elec:tnca
En general una celda galvanica esta constituida por sistemas quimicamente diferentes.
Esto es, dos electrodos distintos sumergidos en dos soluciones distintas. Cuando la
sotucnon es ta misma se [lama celda voltanca

N R | PR

Celu!as facultativas: células bactenanas que pueden vivir tanto en presencia como en
ausencia de oxigeno.

i '
[P, i _

Cepa; poblacion de mlcroorganlsmos que desmenden de un unico orgamsmo 0 de un
cultivo puro. e 4 e _

Colonia: modo de crecer de los microorganismos que se multiplican sobre una superficie
sdlida, como la de un medio de cultivo con agar.

Contaminante: Cualquier material no deseado en un medio.
Corrosidn: reaccién quimica o electroquimica entre un material, generalmente un metal, y
su medio ambiente que produce un deterioro del metal y sus propiedades; es causada por
una reaccion de oxido-reduccion.
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Corrosidn galvanica: corrosion asociada con una celda galvanica. Es la corrosién
acelerada de un metal debido a un contacto eléctrico con un metal mas noble o con un
conductor no metdlico en un electrolito corrosivo.

Corrosion generalizada: ver corrosion uniforme.

Carrosion microbiologica: fa corrosién microbiolégica ocurre como resultado directo o
indirecto de 1a actividad metabélica de los microorganismos.

Corrosion en rendijas (crevice corrosion): corrosion localizada en forma de hendidura
entre dos superficies, donde por lo menos una de ellas es un metal, y una de estas
superficies estd protegida de la exposicion total al medio ambiente.

Corrosién uniforme (corrosion general). forma de deterioro distribuido mas ¢ menos
uniformemente sobre una superficie. £1 metal se disuelve lentamente y llega a
transformarse totalmente en otra especie. También se le conoce como corrosion general.

Corrosividad: tendencia de un medio ambiente a causar corrosion en un sistema dado.

Cracking ambiental: fractura de metales comunmente ductiles causada por el efecto
corrosivo del ambiente. “Cracking” ambiental es un término general que incluye a los
siguientes términos: corrosion por fatiga, ataque por hidrogeno a alta temperatura,
ampollado por hidrogeno, fragilizacién por hidrégeno, cracking inducido por hidrégeno,
cracking de metal liquido, cracking bajo tensiones, cracking de tension por sulfuros.

Cuerpo receptor: es el ecosistemna donde tienen o pueden tener destino final los residuocs
peligrosos ya tratados como resultado de operaciones de eliminacién, Son cuerpos
receplores las aguas duices superficiales, la atmdsfera, los suelos, fas estructuras
geologicas estables y confinadas.

Despolarizacion: reduccion o eliminacidn, por métodos fisicos o quimicos de la
polarizacion del electredo para producir una corriente especifica.

Desulfovibrio. género de bacterias anaerobias obligadas que reducen sulfato a acido
sulfhidrico. Son vibriones ligeramente curvos, de longitud variable, se encuentran aislados
0 en cadenas que ofrecen aspecto de un espirilo. Bacterias muy moviles gracias a su
flagelo polar. Quimiolitdtrofo facultativo. Se le encuentra en el agua de mar, en el limo
marino y en el suelo.

Electrodo: conductor electronico en contacto ¢con un conductor idnico.
Electrodo auxiliar; el electrode que en una celda electroquimica es usado para transferir

corriente hacia o desde un electrodeo de trabajo. Se le conoce también como
contraelectrodo. Generalmente esta hecho de material no corrosivo.
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Electrodo de calomel: electrodo de referencia que consiste de’platino, mercurio y HQZCI2
en contacto con una solucion de KCI. Usualmente el nombre lleva el prefi lo que indica la
concentracién del KCI que contiene el electrodo. Cuando la solucién esta saturada con
respecto al KC|, se lama electrodo de calomel saturado. Si la concentracion del KCl es 1
N. Se llama Electrodo Normal de Calomel (ENC). ey '

Electrodo de referencia: electrodo que-tiene un potencial estable y reprodumble eI cual
puede ser usado en la medida de otros potenciales de electrodo.

Electrodo de trabajo: electrodo de prueba en una celda eleclroqunmtca Es el electrodo
donde tiene lugar la reacmon de |nteres

Electrodo de vidrio para Ia medida de pH: electrodo sensible a los iones hidrogeno,
generalmente consiste de un bulbo, u otra forma conveniente, de vidrio especial, unido a
un vastago de vidrio de alta resistencia completandose el sistema con un electrodo de
referencia inferno y una solucidn interna, Son la que se llena el electrodo. Otras formas
geométricas pueden ser apropiadas para aplicaciones especnales por ejemp[o ei
electrodo capilar para la-medida de pH en la sangre Tt

El electrodo de reférencia internd puede ser el electrodo de plata / cloniro de plata,
conectado eléctricamente al cable bhndado de entrada al potencnometro ¥ en contacto
con la solucion interna.

Electrolito o electrélito: sustancia o mezcla quimica, comunmente Iiduida. que contiene
|ones que mlgran en un campo eiectnco

ELISA verunmunoanahs:senznmatlco L

. w1

En2|ma proteina que funciona como catalizador en organismes vivos, con especificidad
respecto de la reaccion catallzada o grupos de reaccmnes y de sus sustratos

Erosion: pérdlda progresiva de material orlglnaf de una estructura sélida debido a la
interaccion mecénica entre dicha superficie y un fluido , un fluido multicomponente, o
liquido impactante o panigu{as solidas. ’ ' o e

Estéril: Ilbre de cualqmer organlsmo wwente

2

A L. . : . 1
Esterilizacion: proceso por el que todos los organismos vivos, esporas viables; virus y
viroides son destruidos o eliminados de un objeto o habitat. -
PN . . . : 3
Facultativo: Adjetivo calificativo que indica que un organismo es capaz de crecer tanto en
presencia o en ausencia de un factor amblental {p. €. aerobio facultativo”, “psicréfilo
facultativo™),

L . R
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Ferrobacterias: microorganismos que metabolizan el hierro, tienen la posibilidad de
extraer el hierro ferroso contenido en los medios acuosos en los medios acuosos y
depositarlo en forma de hidrdxido férrico hidratado, el cual aparece como una especie de
secrecion de consistencia mucilaginosa.

Fosfatasa alcalina: enzima que cataliza la liberacidn hidrolitica de fosfato de las
moléculas.

Fouling. acumulacion de depdsitos sobre una superficie.

Habitat: el ambiente natural de un organismo.

Herrumbre (rust): productos de corrosién del hierro o aleaciones ferrosas dando como
resultado oxido férrico hidratado; término aplicado propiamente sélo a aleaciones

ferrosas.

Heterétrofo: organismo que utiliza moléculas organicas, como principal fuente de
carbono. :

Impacto ambiental: es toda alteracién en el ambiente que afecte positiva o
negativamente la calidad de vida.

Incrustaciones ({scale). depdsito de constituyentes insolubles en agua sobre una
superficie metalica. Formacién de capas gruesas .de productos de corrosién a altas
temperaturas sobre la superficie de un metal.

Inmunoandlisis enzimatico (ELISA). técnica empleada para detectar y cuantificar
anticuerpos y antigenos especificos.

Limo {slime}. material extracelular producido por algunos microorganismos, caracterizado
por una consistencia mucilagenosa de variada composicién quimica.

Material polimérico extracelular (MPE). material polisacaridico altamente hidratado
segregado por los microorganismos para adherir a ofras células o a otros sustratos
sdlidos a través de la formacion de biopeliculas.

Medio de cultivo: mezcla de sustancias usada para proveer nutrientes para el
crecimiento celular. Puede ser liquido (caldo), sdlido (agar), semisolidos (para determinar
movilidad de los microorganismos).

Metabolismo: La suma total de las reacciones quimicas, tanto anabdlicas como
catabdlicas, gue se producen en una célula.

Metabolito; sustancia quimica producida en el metabolismo celular.

Microbiocida: cualquier sustancia quimica que mate microorganismos.
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Microbiclogia: estudio de organismos que, son con frecuencia, demasiado pequefios
.para observarlos directamente con el ojo humano. Se precisan técnicas espemales para
aislarlos y cultivarlos. - . .

Mlcroorgamsmo organismo que es demasnado pequefo para ser wsto por el ojo
humanao.

Nuimero Mas Probable (NMP): Estimacion estadistica de la poblacién probable (namero
de microorganismas) gue esta presente en un medio, determinado tras diluciones vy
determinacion de la multiplicacién microbiana.

Oxidacion: procesc en el que una especie quimica pierde carga negativa o gana carga
positiva. Este proceso se puede llevar a cabo ya sea quimica o electroquimicamente; en
el caso quimico la pérdida o ganancia de-carga se hace a través de un agente oxidante
por ejemplo el oxigeno.

En el caso electrogquimico la transferencia de carga se lleva acabo a través de un
conducter electronico en ef anodo de una celda electroquimica. .

Pasivacion:.reduccién de'la rapidez de reaccion anédica de uni electrodo involucrado en
la corrosién. :

Pendiente de- Tafel: pendiente de la fraccién recta de ia curva de polarizacion; que
generalmente se presenta mas o menos a 50 mV del potencial de circuito abierto, cuando
se presenta una grafica logaritmica en términos de volts por ciclo logaritmico de Ia
densidad de corriente, comunmente referido como volts por decada
t 1 ‘ i
Pncado corrosion Iocallzada de una superﬂme metahca conf nada a una pequefa area,
que toma la forma de cavidades. o
. 30 . J L S

Plancton: comunidad acuatica de vida libre que esta formada por ciandbdcterias, algas y
protozoanos

- e A o [l

Planctomco microorganismos gue flotan o deambulan en agua

[ |

Polarizacion: cuando un metal se encuentra sumergido en un electrolito en el que existen
varias reacciones que sé€ llevan a cabeo al mismo tiempo, y que ademas no hay paso de
corriente, el potencial de la interfase metal-electrolito se llama potencial de circuito abierto,
mixto {Umx) © de corrosidon. Si se hace circular una corriente por dicho electrodo, el
potencial variard y el nuevo valor del potencial £ dependera de |a gorriente.

La diferencia entre ambos potenciales se denomina polarizacién (n');
""l‘= £ - Umix

Nota: en muchas ocasiones la polarizacion es identificada errdneamente con sobretension
utilizandose asi el mismo simbolo para ambas:
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Polarizacion andédica: Cambio del potencial de electrodo en la direccion noble (positiva)
debida al flujo de corriente. Ver polarizacion.

Polarizacion catédica: cambio del potencial de electrodo en la direccion activa {negativa)
causada por el flujo de corriente. Ver polarizacién.

Potencial a circuito abierto: potencial de electrodo medido con respecto a un electrodo
de referencia u otro electrodo cuando no fluye corriente desde o hacia él. (Vea potencial
de corrosion). Nota: el potencial de cireuito abierto podria ser un potencial de equilibrio o
bien un potencial que cambie con el tiempo por ejemplo un potencial de corrosion.

Potencial de corrosion (E..,): Potencial que toma una interfase metal-electrolitc con
refacién a un electrodo de referencia medido bajo condiciones de circuito abierto, Este
potencial generalmente se modifica con e! tiempo ya que es el resultado de las reacciones
de oxidacidn y reduccion que se llevan a cabo a la misma rapidez, ¥ que constituyen Ia
reaccion total de corrosion. También se.le llama potencial residual, potencial de circuito
abierto, potencial libre de corrosion. -

Potencial de picado (E;) o potencial de picadura: potencial al cual un metal presenta
picadura: . ]

Ep = A— B logCy

donde A y B son constantes y log C, es el logaritmo de la concentracion del anion
agresivo. .

Potencial de electrodo estandar: Es el potencial de equilibrio de una interfase metal-
electrolito en el que todos los componentes involucradeos en el proceso de electrodo se
encuentran en condiciones estandar, este potencial siempre esta referido al electrodo
estandar de hidrégeno. El potencial estandar del hidrogeno es cero; entonces el potencial
estandar de electrodo comesponde a la fuerza electromotriz de una celda formada por el
electrodo estandar de hidrdgeno (ESH, por sus siglas en inglés) y el sistema a considerar
en condiciones estandar. Las condiciones estandar corresponden a la presién de una
atmésfera para cada gas gue esté involucrado en el proceso de electrodo, actividad de
uno para sélidos puros, actividad de uno para especies disueltas y temperatura de 25° C.

Potenciostato: instrumento para mantener un electrodo en un electralito a un potencial
constante o potenciales controlados de manera automatica con respecto a un electrodo
de referencia apropiado.

Proteccidn catédica: técnica usada para reducir la velocidad de corrosion de la
superficie de un metal convirtiendo a éste en el citodo de una celda electroquimica,
mediante [a aplicacién de una fuerza electromotriz externa, tal como un anode metalico
menos noble o por una corriente directa impresa. .

Quimioautétrofos: Organismos que obtienen energia a partir de la oxidacién de
compuestos quimicos inorganicos. .
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Rapidez de corrosion: rapidez a la cual procede' la corrosién, (la degradacién del
material} expresada ya sea como pérdida de peso o penetracidén por unidad de tiempo’ Es
ta medida de la cantidad de sustancia transfenda por unidad de tiempo en una supezﬂc:e
especifica.- PP U N - S "
. . ~

Reaccién oxido-reduccién (redox). par de reacciones acopladas, en las cuales un
compuesto es oxidado mientras que otro es reducudo y este utiliza los electrones Iiberados
en la reaccién de oxidacién. o b .

P

Recalcutrante resnstente a Ia blodegradac:on bEIjO cualquier condicién.

Reduccion: Ganancia de electrones por una especie quimica durante una reaccién
qmmlca o electroquimica. "

' '
s

Es el proceso en gue una especie quimica gana carga negativa o pierde ‘carga positiva.
Este proceso se puede llevar a ¢cabo ya sea quimica o.electroquimicamente. En-el caso
quimico la pérdida de carga positiva 0 ganancia de carga.negativa se hace a través de un
agente reductor, por ejemplo el hidrogene. En el caso electroquimico la transferencia de
carga se lleva a.cabc a través de un.conductor electrénico,” asi, la ganancia de carga
negativa se lleva a cabo en el catodo de una celda electroquimica. -

Resistencia a la corrosion: capacidad de un metal de resistir la corrosién de un medio.

Resistencia de polarizacién: pendiente de la curva “lineal” polarizacién vs. densidad de
corriente a potenciales cercanos a Eg. 0 [a tangente a la curva si no es lineal; R, = (AE/
Ad) = Q. Se usa también para describir el metodo de medida de las velomdades de
corrosnon usando esta pendiente, - . Loan T L SRR TR

£ra ] o . b - oot e S = caes ey o0

Serie Electromotriz. lista de elementos arreglados’ de acuerdo a sus potenmales de
electrodo estandar, el signo es positivo para los elementos cuyos potenciales son
catodicos en relacion a! hldrégeno y negatlvo para los anddicos en relacion al h:drogeno

- .
D . -

Sesil: adhendo auna supen‘lcue )

Sustrato matenal §] sustancna que sufre cambios como consecuencia de un proceso.”

Termafilo {termofilico): organismos que crecen mejor entre 40° C y 65° C; este grupo se
distribuye en los manantiales de aguas termales y en |as salidas de vapor dé'lavanderias. '

Tubérculo: excrescencia de las superficies metalicas constituidas por productos de
corrosién-que frecuentemente conllene bacterias vivas.

Umdades Formadoras de Colaénias {UFC o CFU). Numero de mmroorgannsmos que
pueden formar colonias cuando se cultivan en medios de cuitivo sélidos; indica el numero
de microorganismos viables en una muestra.

Velocidad de corrosién: ver rapidez de corrosién.
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