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l. RESUMEN

Lo primero que piensa mucha gente al decir corrosion es evocar la imagen de la
"herrumbre”, propia de los metales ferrosos, como si sdlo el hierro fuera
susceptible de presentar este fendémeno.

En realidad, la corrosion es la causa general de la alteracion y destruccion de la
mayor parte de los materiales naturales o fabricados por el hombre. Si bien esta
fuerza destructiva ha existido siempre, no se le ha prestado atencion hasta los

tiempos modernos.

Anualmente son perdidos millones de ddlares a causa de la corrosion, se ha
astimado que la perdida por corrosion puede representar entre del 3 al 4% de la
totalidad dei proeducto intemo bruto (PIB) nacional de muchos paises. No solo tiene
importancia en el aspacto econdmico, ya que desde la perspectiva industrial, es
necesario considerar la seguridad del personal, el equipo, la pérdida de energia, la
preservacion de los materiales y el impacto ambiental; para tener una pequefia
idea de lo que esto pueda suponer, hay que considerar que aproximadamente un
25% de la produccion anual de acero es destruida por la corrosion {J. R. Galvele /
1985).

La corrosion de los metales constituye el despilfarro mas grande en que incurre la

civilizacién moderna.

Las roturas en los tubos de escape y silenciadores de los automéviles, Ia
sustitucion de los calentadores de agua domésticos {cerca de 2.5 miliones de
unidades en los EUA en 1967), explosiones por fugas de gas en los tanques de
almacenamiento o tuberias de conduccién, roturas en las conducciones de agua,
incluso el derrumbe de un puente, son algunos de los problemas con los cuales se
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encuentra el hombre. Nada metalico parece ser inmune a este tipo de
acontscimientos (H.H. Uhling / 1950).

A veces los dafios causados por un problema de corrosion pueden ser muy
amplios. Pensemos en la reparacion de la falla de un oleoducto de crudo,
resultante de problemas de corrosién interna o externa. Aparie del costo inherente
a la sustitucion del tramo de tuberia dafiado, hay que tener en cuenta el dafio
causado por el aceite derramado al terreno, muchas veces irreversibles, asi como
el posible paro de la refineria y los consiguientes problemas de desabastecimiento
que ello puede llegar a acarrear (H.H. Uhling / 1950).

Por ofra parte, se hablara de la Biopeliculz, la cual es una comunidad compleja de
microorganismos, que significa un reserverio de bacterias y otros microorganismos
come hongos y algas, que se pueden involucrar en contaminaciones cruzadas,
obturar ductos de liguidos y dificultar la higiene (G. Piera / 2002).

En esta lesis se aborda un tipo especifico de corrosién la microbiclogica, mejor
conocida como biocorrosion, para esto fue utilizado como agente causanie de
corrosién un consorcio microbiano extraido de un sistema de recuperacion
secundaria y como biocida un agente quimico utilizado actualmente para su
control, el 1,5 pentanedial o mejor conocido come Glutaraldehido, el cual s uno

de los microbicidas mas eficientes que se conocen.

Los parametros medidos es la corrosividad producida por el consorcio microbiano,
el consorcio + biocida y el biocida, utiizande un método electroquimico
denominadc “resistencia a la polarizacion”™.

Este documento esta formado por once capitulos distribuidos en el siguiente
orden: en los capitulos |l y lll se establecieron los objetivos de |a investigacion y la
hipdtesis de resultados propuesta, continvando en el capitulo IV con la

introduccién necesaria para efectuar el trabajo experimental, por otro parte, el
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capitulo V presenta las matrices experimentales que incluyd el disefio
experimental empleado en esta tesis.

El capitulo V] esta formado por un resumen de los resultados experimentales
obtenidos y su analisis; para las conclusiones y recomendaciones se han

destinado los capitulos VIl y VIII.

Posteriormente los capitulos IX, X y X| presentan las referencias bibliograficas, el
indice de tablas, figuras, graficas y fotografias y por dltimo los apéndices.
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|I|o

OBJETIVOS

Evaluar algunas caracteristicas del consorcio microbiano en estudio y la
corrosividad de esté en un acero.

Determinar las concentraciones a las cuales e! Glutaraldehido tiene accidn
biocida.

Valorar la eficiencia del Glutaraldehido AQC — 550 comercial utilizado para

eliminar un consorcio microbiano causants de la biocorrasian.

HIPOTESIS
El crecimiento de un congorcio microbiano actuara como un agente inductor
del fendmeno de corrosién en un acero.

El Glutaraldehido comercial obtendra una eficiencia mayor al 99.9%, lo cual
aseqgura su accidn biocida y por tanto sera posible controlar la biocorrosion.
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IV. INTRODUCCION

IV.1 CORROSION

Se denomina con el término general de corrosion a la alteracion de los materiales
provocada por el medio que los rodea (Chang / 1892). Cuando se trata de metales
se habla de corrosion metalica. De acuerdo a |la naturaleza del medio corrosivo, la

corrosién metalica comprende la corrosion quimica y la corrosién electroquimica.

La caracteristica fundamental de este fendmeno, es que solo ocurre en presencia
de un electrolito, ocasionando regiones plenamente identificadas, llamadas estas
anddicas y catddicas: una reaccion de oxidacidn es una reaccion anddica, en la
cual los electrones son liberados dirigiéndose a otras regiones catddicas. En la
regibn anddica se producira la disclucién del metal {corrosion) v,
consecuentemente en la regién catddica la inmunidad del metal. Los enlaces
metalicos tienden a convertirse en enlaces idnicos, lo que favorece que el material
pueda en cierto momento transferir y recibir electrones, creando zonas catédicas y

zonas anddicas en su estructura (LR, Galvele / 1985).
Tomemos este ejemplo més a fondo para explicar el fundamento de la Corrosién:

Una region de la superficie del metal funciona como ancdo, donde acurre la
oxidacién:

Fe(s) —» Fe® (ac)+ 2e’

Los electrones liberados por el hierro reducen él oxigeno atmosférico a agua en el
catodo, que es otra region en la superficie del metal:

0, (g) + 4H" (ac) + 4e — 2H,0 ()
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Siendo la reaccién global:
Fe{s) + O (g) +4H" (ac) - Fe® (ac) + 2H,0 (/)

Con los datos de potenciales de reduccion:

Tahla 1. Potenciales de reduccion

- Semirreaccion L | || — ef(V) —
Fe" (ac)+2e — Fe(s) -0.44 -0.44
02 (g) +4H (ac) + 4e" — 2H,O (D) +1.23

Determinamos la Fem para este proceso:

g = g’ox + £°red
044V + 1.23 V
167 V

Como Ia reaccion ocurre en medio acido; los iones H® son aportados por la
reaccion del didxido de carbono atmosférico con el agua para formar HzCO;, Los

iones Fe?* formado en el anodo son después oxidados por &l oxigeno:
4Fe? (ac)+ Oa(g) +{4 + 2x)HO () — 2 Fe:x03 ¢ x HO (s) + 8H" (ac)

Esta forma hidratada del oxido de hierro (lll} se conoce como herrumbre. La
cantidad de agua ascciada con el dxido de hierro varia, asi que se representa fa
férmula como Fe203 ¢ x H,0. Cabe mencionar que el circuito eléctrico se completa
por la migracion de electrones y de iones; ésta es la razén por la que la herrumbre
se produce en forma tan rapida en agua salada (J.R. Galvele / 1985}
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Figura 1. Mecanismo general de corrosion
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La velocidad a que un material se corroe es lenta y continua todo dependiendo del
ambiente donde se encuenire, a medida que pasa el tiempo se va creando una
capa fina de material en la superficie, que van forméndose inicialmente como
manchas hasta que llegan a aparecer imperfecciones en la superficie del metal
(J.R. Galvele / 1885).

IV.1.1 CLASIFICACION DEL FENOMENO DE CORROSION

Los procesos de comosidn pueden clasificarse segin el medio en el que se
desarrollan ¢ segin su forma (JLR. Galvele / 1985).

A. Clasificaciéon seglin el medio

La Corrosién Quimica comprende el ataque por sistemas no electroliticos, tales

como gases y vapores a temperaturas que impiden su condensacion sobre la
superficie metalica o por liquidos no conductores de la corriente elécirica. En
resumen se estudian bajo estd denominacion todos aquellos casos en que el
metal reacciona con un medio no idnico.

La Corrosion Electroguimica comprende a la corrosién atmosférica en aire

himedo, a la producida en suelos o a la corrosién provocada por medios

electroguimicos {agua de mar, soluciones acidas, sales y alcalisis) y por sales
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fundidas. Es mejor definida como aquella que implica un fransporte simultango de
electricidad a través de un electrolito (J. Genesca / 1992).

Esta clasificacion es Gtit cuando se quiere estudiar los mecanismos de ataque.

B. Clasificacion segun su forma (J. Moreno / 1991)

B.1 Generalizada:

La Corrosidn Uniforme, es aquella donde el ataque se extiende en forma

homogénea sobre la superficie metalica, y su penetracién media es igual en todos
los puntos, este tipo de comrosion nos permite evaluar la vida Util de los materiales
expuestos a él. Esta es la forma mas benigna de corrosion.

B.2 Localizada:

La Corrosién en Placas, se da cuando el ataque se extiende mas en algunas

zonas, pero se presenta en forma general, abarca los casos intermedios entre la

corrosidn localizada y la corrosion uniforme.

La Corrosion por Picado, se da cuando el ataque se localiza en puntos aislados de

supetficies metdlicas pasivas, y se propaga hacia el interior del metal, en
ccasiones formando tineles microscopicos. En este tipo de corrosion se encuentra
clasifica la llamada corrosién en rendijas, la cual se presenta en uniones e

intersticios, donde la renovacion del medic corrosive solo se puede provocar.

La Corrosién Infergranular, se presenta como una franja estrecha de atague que

se prepaga a lo largo de los limites de grano.

La Corrosién Fisurante o bajo tensién, se presenta cuando un metal es sometido
simultaneaments a la accién de un medio corrosivo y a tensiones mecéanicas de

traccion. Se formman fisuras que pueden ser transgranulares o intergranulares y
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que se propagan hasta el interior det metal, hasta que las tensiones se relajan o el
metal se fractura.

La Corrosion_Galvanica, ocumre cuando dos metales diferentes se juntan por una
senda conductiva, este tipo de corrosion puede ser de naturaleza uniforme o no
uniforme.

La Corrosidn de Erosion se da cuando el fluido liguido y materiales lijantes,

impiden la formacién de una membrana protectora y exponen continuamente el
material fresco al ambiente. El rozamiento v la cavitacién son formas especiales
de este tipo de corrosion.

La Corrosion por Grietas se da en grietas que se encueniran en empaquetaduras,

juntas solapadas, tornillos, etc.; o es creada por depdsitos de barro o acumulacion
de productos de corrosion.

Esta es (til cuando se requiera evaluar los dafios producidos por la corrosion. Las
formas més peligrosas en que puede presentarse la comosién son la corrosién por
picado, la intergranular y la fisurante.
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Figura 2. Tipos de corrosion en acero.
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Tomada de: Tesis"Deteccidn de problemas de corrosién microbiolégica en instalaciones de PEMEX,
exploracién vy produccién” / J, Moreno / 1991,

V.2 CORROSION MICROBIOLOGICA O BIOCORROSION

Este es un problema ya conocido desde 1891, afio en el que se sugind,
definiéndose en 1910, hoy en dia es un campo muy importante de investigacion,
esto se debe a que cierfos microorganismos que provocan corrosion se
encuentran en casi todo ambiente en la industria; en circuitos de enfriamiento, en
sistemas de tratamiento de agua, asi como en muchos otros equipos (S. Tejada /
2001).

La corrosion microbioldgica puede definirse como el deterioro de un metal como
resultado en forma directa o indirecta del metabolismo microbial. La corrosidn
comeo resultado de la actividad de las bacterias sulfato reductoras, es debida a que
estos microorganismos tienen la habilidad de convertir los sulfatos a acido

sulfhidrico. Por otro lado, la corrosion producida en la vecindad de los depcsitos
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de lodo bacterianos o "Biopeliculas” (Biofilm) como resultado indirectamente de la
presencia de microorganismos activos (S. Tejada / 20071).

La corrosidon microbiolégica es un fendémeno que incluye la corrosion
eleciroquimica y la galvanica, ambos fipos de corrosién estan basados en Ila
concentracion diferencial de oxigeno. Se ha demostrado que casi todos los
metales y aleaciones usadas hoy en dia, con la posible excepcion de titanio, son
susceptibles a la corrosidn microbiologica {S. Tejada / 2001).

En investigaciones recientes se han encontrado muchas especies de bacterias
que pueden contribuir a la corrosién del metal, aunque hay gue recordar que se
considera que mas del 99% de estos micrcorganismos presentes in vivo no podian
cultivarse a través de técnicas microbiologicas estandares (S. Le Borgne / 2002).

IV.2.1 FACTORES E INDICADORES DE LA BIOCORROSION

Los factores por los cuales los microorganismos pueden contribuir a la corrosion
dependen de las caracteristicas fisioldgicas de cada microorganismo, pero en
general son (S. Tejada / 1994):

I, Cambic o destruccidn en la resistencia de la pelicuta del metal a causa del
metabolismo o de los productos del metalismo del micreorganismo.
il. Creacion de un ambiente corrosivo, produccion de metabolitos acidos por
los microorganismos pudiendo excretar acidos organicos yfo inorganicos.
iil.  Por su crecimiento y multiplicacion establecen una barmrera ademas de crear
una celda de concentracién en la superficie del metal.
iv.  Influencia directa en la velocidad de la reaccién anddica o catddica.

v. Consumiendo ciertas sustancias inhibidoras.

Hay una serie de indicadores gue nos pueden ayudar a reconocer este tipo de

corrosion como son la presencia de:
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a} Corrosion en picadura en vez de tipos laterales.

b} Presencia de masas microbianas o biopeliculas.

c) Acido sulfhidrico en sistemas anaerobios.

d) Hidréxido férrico en sistemas aerobios.

a) Paoblacicnes extensas de hongos o bacterias.

f) Circuitos acuosos ¢ no acuosos que permitan acumulacién de agua en
algunas areas.

g) El pH no es un indicador de confianza, ya que la mayocr parte de la
corrasion microbioclégica se presenta en un range entre 4.0 — 9.0, aungue

vale la pena aclarar que existen numerosas excepciones.

Los organismos microscopicos y macroscopicos que producen corrosion se han
observado que viven y se reproducen en un intervalo de pH 0 a 11, a temperaturas
entre -1°C a 82°C, y bajo presiones de hasta 1000 atmésferas (S. Tejada / 1994).

Estos organismos realizan reacciones quimicas, ingieren alimentos (nutrientes) y
eliminan productos de desecho (metabolitos). En témminos generales se puede
decir que los factores que influyen en la corrosion microbiolégica son de tres tipos
(5. Tejada/ 1994):

+ El estado en que se encuentra el material.
¢ Lainfluencia del medio {composicion quimica, temperatura, pH, la luz, etc.).

« La accion de los microorganismos.
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Figura 3. Fendémeno de comresion causada por microorganismos

Tomada de: Biocomrasian / http:/fwww.monografias.com/irabajos 1 5/biocorrgsion/biocorrasion.shiml

IvV.3 MEDICION DE LA BIOCORROSION

Una forma de medir la corrosion producida por un consorcio microbiano es a
través de técnicas electroquimicas como la denomina “Resistencia a la
polarizacién™. A continuacion se describe brevemente los fundamentos de esta
técnica {A. Cortés &t al 7 2005).

IV.3.1 TECNICA ELECTROQUIMICA: POLARIZACION

La polarizacién es el desplazamiento del potencial de equilibrio ¢ de reposo en
una reaccion reduccion - oxidacién (redox). Al sumergir los metales en una
solucidn acuosa éstos adquierss una diferencia de potencial respecto al de
gquilibrio (7E). Debido a que se genera una interfase entre el metal y la solucion,
conocida como doble capa electroquimica, de unas cuantas micras forma cargas
positivas y negativas que crean un campo eléctrico. La reaccién electroquimica de

oxidacion que da lugar a la disolucion de! metal modifica el petencial de equilibrio
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del sistema. Con la ayuda de un voltimetro es posible registrar la evolucion del
potencial sistema metal — solucidn (A. Cortés et al / 2005):

?Eeq = E metat — E solucién

La disolucion en el metal da lugar al desarrollo de un proceso de corrosion,
alejando el potencial del equilibrio (A. Cortés et al / 2005).

?Eeq = [E metal - 71— E solucion ? ?Eeq

Este desplazamienio de potencial se conoce como potencial (?). Al potencial fuera
del equilibrio se le llama potencial de corrosion (E cor), 0 potencial mixto, donde
est4 involucrado el potencial de! metal que se oxida o disueive (A. Cortés et al /
2005).

?Eeq = [E metal - 71~ E sotucien = E cor = E mixte

IV.3.2 RESISTENCIA A LA POLARIZACION

Una de las técnicas electroquimicas para medir potenciales es la resistencia de
polarizacion (Rp) de Stern — Geary. La técnica consiste en desplazar al sistema de
su potencial de equilibrio E s, a otro valor de potencial ya sea catblicamente o
anédicamente, registrandose las variaciones de potencial (?E) y de corriente (71)
en el sistema debido a este desplazamiento (A. Cortés et al / 2005).

La ecuacién para el calculo de la velocidad de corrosidn, i ¢, 8 partir de aplicar la
Rp se obtiene a través de la ley de Ohm despejando la resistencia (R):
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Donde E es el potencial, | la corriente, y R la resistencia.

La resistencia de polarizacion se puede definir en funcién del desplazamiento da
potencial:

Rp = E/l 2E /7

A través de esta polarizacién y de pendientes de Tafel, la velocidad de corrosién
se expresa de acuerdo a la ecuacion de Stem — Geary:

7E 171 =[(ba*bc) / (2.3*(ba+bc} ™ | con)

Donde B es |la constante de Tafel

B= [(ba*bc) / (2.3%(ba+bc)]

Porlotanto ?E/?1=B /1l cor

Rp=B /| con

Si se divide la | o por unidad de area se obtienen la densidad de corriente de
corrosion que es igual a la velocidad de corrosion (A. Cortés et al / 2005).

i cor= 1 con / AT
IV.4 INHIBIDORES
La corrosion micrabiolégica se conoce desde principios de los 90°s, pero un factor

importante de su aumento en la investigacion fue el cambio en los procedimientos
de control de incrustaciones y corrosion. Tradicionalmente para llevar a cabo este
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confrol, se adicionaba acido (generalmente H,SQ,), teniendo un intervalo de pH en
el que no se formaban incrustaciones. Si el valor se encontraba en el intervalo de
55 <pH < 6.5 en circuitos de enfriamiento, se adicionan ademas inhibidores de
corrosion de metales pesados, por medio de cromatos, que por su toxicidad
gvitaban la comosion electroquimica y la microbioldgica. Ninguna bacleria
sobrevivia a una concentracion de 48 mg / L de cromatos, pero esta concentracion
resulto muy toxica, por lo que se destituyd conservando sclo una proteccién contra
la corrosién eleciroquimica, aumeniando con asto la biocorrosion (L. Vazquez /
1992).

El problema hoy en dia son los fratamientos con varios biocidas, lo cual da lugar a
la selectividad vy la investigacion de su comportamiento.

Ningunc es realmente efectivo, por lo que se tiene que tener un completo
conocimiento del sistema a tratar ya que hay numerasos factores que afectan su
efectividad, hay que determinar los pardmetros mas importantes que tienen
influencia sobre el biocida, como los microorganismos presentes en el sistema a
tratar, lo cual permite seleccionar un efectivo programa de control microbiolagico,
ya que cada especie microbiana tiene una respuesta particular a un biocida (S.
Tejada / 1994).

N.4.1 INHIBIDOR

Es un compuesto quimico o formulacion, ya sea organico o inorgénico, que se
adiciona al fluido transportade en concentraciones adecuadas para controlar o
reducir la corrosion. Las caracteristicas principales que debe cumplir un inhibidor
de corrosién son (J. Moreno / 1991):

1. Debe proteger el sistema de la corrosion adecuadamente.
2. Ser empleado en muy pequeiia cantidad.

3. Qué sea econdmico.
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4. No debe alterar el proceso del sistema a proteger.
5. Debe ser facit en su manejo y almacenamiento.

6. No debe ser toxico ni contaminante.

Algunas de las consideraciones preliminares que deben fomarse en cuenta para la
seleccidn de un inhibidor de corrosion son (PEMEX / 2000);

a. Conocer la composicion del fluido, ya que esta relacicnada con la existencia
de compuestos corrosivos como el acido sulfhidrico, bioxido de carbono,
determinacién de parafinas o asfaltenos, cloruros o bacterias, sustancias que
dificultaran el mecanismo de formacién de la pslicula del inhibidor entre otros
aspectos.

b. La relacién de fluido / volumen, es determinante para calcular la dosificacién
del inhibidor necesario para proteger adecuadamente de la corrosion interior
an un ducto.

c. Cuando se eleva la relacion agua / aceite, el tiempo de contacto de un punto
dado del sistema con el agua se incrementa, al igual que la velocidad de
corresion, por lo que, si el contenido de agua o la fase acuosa predomina, el
criterio de seleccion debe ser orientado a un producte scluble en agua.

d. La temperatura es un factor de importancia en la seleccion de un inhibidor,
ya que a mayor temperatura un inhibidor puede tornarse inefectivo, puede
cambiar su solubilidad o degradarse.

e. Se deben realizar evaluaciones de compatibilidad del inhibider con el fluido
mismo, asi como otros productos que se adicionen, ademés de las pruebas
de tendencia a la emulsion, formacién de espuma y sclubilidad en salmuera,
con el fluido gue se pretende mezclar.

f. Considerar las caracteristicas particutares del fluido, el volumen de! producto
manejado, antecedentes de fugas por corrosion interior, asi como el costo-
beneficio.
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IV.4.2 CLASIFICACION DE LOS INHIBIDORES

Existen varias formas de clasificar los inhibidores de corrosion, de las cuales la
mas aceptada es debido a su mecanismo de accion. Esta clasificacion comprende
a los inhibidores pasivadores, convertidores de pelicula, inhibidores de adsorcion 6
filmicos, neutralizantes, secuestrantes y misceldneos. Los primeros tres grupos
son los mas numerosos y corresponden a compuestos que pueden formar
barreras entre el metal y el medio agresivo, mientras que los secuestradores y
neufralizadores actian sobre el medio, eliminando agentes agresivos, tales como
el ion hidrégeno o &l oxigeno disuelto entre otros (PEMEX / 2000).

De acuerdo a otras formas de clasificacion, estos inhibidores pueden clasificarse
en anddicos, catddicos o mixtos, de acuerdo a la reaccidn que inhiben
preferentemente, ¢ bien, de acuerdo a su composicion quimica, estos compuestos

son de tipo organico, al cual pertenece el Glutaraldehido (PEMEX / 2000).

IV.4.3 BIOCIDA

Término que significa “Mata-vida" (M. Betancourt / 2004). Este es aplicado a los
productos quimicos utilizados para destruir organismos vivos que también
interfieren © amenazan la salud y las actividades humanas. Entre ellos estan los
bactericidas, los herbicidas (para controlar malezas), los nematicidas (conira
gusanos y similares), los insecticidas (contra las plagas de insectos), los
acaricidas (contra los acaros), los fungicidas (contra hongos y mocho), y los
raticidas. Generalmente no se incluyen los antibidticos usados en medicina (R.
Chang / 1992).

En Corrosion se denomina un biocida un inhibidor de tipo miscelaneo, los biocidas

son compuestos quimicos que se utilizan para disminuir y controlar la poblacion de
bacterias. Pueden ser considerados como inhibidores de la corrosion, ya que al

Pdgina 21 de 88




disminuir la poblacion bacteriana, la corrosidn ccasionada por la presencia de esta

clase de microorganismos, también disminuye (PEMEX / 2000).

IV.4.4 EL GLUTARALDEHIDO

El glutaraldehido (1,5 - pentanedial) es uno de los microbicidas mas eficientes que
se conocen. Estruciuralmente, el glutaraldehido es un dialdehido lineal de 5
carbonos en el agua, el glutaraldehido existe como una mezcla en equilibrio
{Figura 5}, la forma ciclica (IV} existe tanto en forma cis como trans, por lo tantc,
existen cinco distintas formas del glutaraldehido en solucion {Robert G. Eagar et al
/ 19886).

Figura 4. Formas quimicas del Glutaraldehide en agua
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Tomada de: Articule / “Glutaraldehyde. Impagt on Corresion Causing Biofilms” / R. Eagar et al / 1986.

Como aldehido, el glutaraldehido puede sufrir las reacciones tipicas asociadas con
los aldehidos tales como la oxidacion, reduccidn y condensacion. La principal
habilidad de los aldehidos son las reacciones de alquilacidn. El glutaraldehido
puede alquilar a iones sulfinidrilo, hidroxilo y carboxilo; sin embargo, las
reacciones mas importantes del glutaraldehido ocurren con los residuos amino.

Bajo condiciones normales de usoe, la reactividad del glutaraldehido con los grupos
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amino se limita al amoniaco y a las aminas primarias. Ademas, la reactividad del
glutaraldehido con las aminas, esta limitada a aquellas con aminas libres (Robert
G. Eagar et al / 1986}

El glutaraldehido es ideal para puenteos o cruzamientos con los grupos amino, al
tener 5 carbonos en su estructura, la reactividad de su puentec es la maxima de
los aldehidos lineales, ademé&s, de que los puentes producidos por el
glutaraldehido son mucho mas estables a la hidrélisis que aquellos introducidos
por otros aldehidos (Robert G. Eagar et al / 1986).

Figura 5. “Puenteos” o cruzamiento del Glutaraidehido con los grupos amino
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Tomada de: Articulo / “Glutaraldehyde. Impact on Comrosion Causing Biofilms” / R. Eagar et al / 1986.

IV.4.4.1 ACTWIDAD BIOCIDA DEL GLUTARALDEHIDO

Los factores que influyen en la actividad biocida del Glutaraldehido son el pH, el
tiempo de contacio, la temperatura, la concentracion en que es usado, matnz y
naturaleza del sistema en que se encuentre. Siendo el pH el que tiene una mayor
influencia sobre la accién biccida, ya que las aminas del glutaraldehido, al igual
que las encontradas en la superficie celular, son influenciadas a la clasica manera
acida-base {Robert G. Eagar et al / 1986).
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El pK para las aminas es nomalmente alrededor de 9, encontrdndose
aproximadamente ! 50% de las aminas protonadas y el 50% en su forma libre
(Robert G. Eagar et al / 1956).

Estas aminas libres o no protonadas sirven para recibir el ataque del
glutaraldehido, por consiguiente, cuando el pH se incrementa de acido a basico,
se forma un mayor nimero de sitios activos de ataque para el glutaraldehido
{Robert G. Eagar et al / 1986).

Hasta aqui a un pH ligeramente basico, una distribucion de aminas tanto

protonadas como libres existiran en la superficie de la célula, seglin se muestra en

la figura 6.

Figura 6. Mecanismo de accién del Glutaraldehido a pH basico.
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Tomada de: Ariculo / “Glutaraldehyde. Impact on Corrasion Causing Biofilms® / R. Eagar ef al / 1286.

Bajo estas condiciones, el glutaraldehido forma rapidamente “puenteos” con la
superficie de la célula. El resuitado, la célula “puenteada” no podra transportar
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facilmente los nutrientes hacia su interior, ni podrd arrojar sus excrementos fuera
de slla, al final, la célula se ird degenerando hasta sufrir un shock osmético
(Robert G. Eagar et al / 1986).

Si el pH del medio circundante al microorganismo es acido, existirdn pocos
residuos amino y por lo tanto habra pocos radicales libres. Bajo estas condiciones,

predomina ofra ruta quimica (Robert G. Eagar el al / 19886).

El glutaraidehido tiene una molécula relativamenie pequeiia y puede penetrar en
la pared de la célula si hay pocos sitios reactivos, ya que fos microorganismos
mantienan un pH interno cercano a la neutralidad, diferente al pH exierno, un
razonable porcentaje de grupos aminos internos seran de la forma de aminas
libres. El glutaraldehido posee una molécula pequefia que atraviesa la pared
celular, por fo cual reaccionard con dichos grupos amino y “punteara” la célula en
su interior (Robert G. Eagar et al / 1986).

Por tanto, es de esperarse, que el rango de accidén bajo las condiciones basicas

sea mucho mas répido, ya que no se quiere penetracion celular (Robert G. Eagar
et al / 1987).

V.5 LA CELULA MICROBIANA

Para comprender la accién microbicida del glutaraldehido es necesario explicar la
estructura de Ia célula bacteriana (http:/www.biologia.edu ar/bacterias/microd.htm}).

Existen dos tipos basicos de células que son estructuralmente muy diferentes: los

procariontes y eucariontes.
Las bacterias son celulas procariontes. Estas células poseen un cromosoma sin

membrana nuclear, que se halla en el citoplasma. Algunos investigadores se
refieren a este cromosoma como nuclecide o nuclec primitivo. Otra de las
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caracleristicas principales de las células procariontes es que no poseen organelos
redeados por membranas como reticulos endoplasmicos, mitocondrias, aparato de

Golgi o lisosomas.

Las bacterias poseen las siguientes caracteristicas:

% Presentan una pared celular, con excepcion de los Micoplasmas, al exterior
de la célula que otorga rigidez y proteccidon en medios 'osméticamente
inadecuados.

x La membrana citoplasmatica, tiene una estructura trilaminar tipica y esta
formada por lipidos, protelnas y pequehas cantidades de hidratos de
carbono.

% Se reproducen por fision binaria o division simple.

*  No tienen un nicleo verdadero, sino un cromosoma de DNA que se
encuentra, mas o menos libre en ¢l citoplasma.

x  No poseen organelos rodeados por membranas.

*x  Pueden formar una capsula (glicocalix).

¥  Sus ribosomas son 70s formados por las subunidades 30s y 50s.

x  Poseen granulos citoplasmaticos que son acumulaciones de materiales de

reserva como polisacaridos, lipidos y palifosfatos.

Dentro de las bacterias existen tres grupos que pueden ser diferenciados por la
estructura de su pared celular.

IV.5.1 BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Las bacterias Gram positivas, son células con una gruesa pared celular de
peptidoglicano. Estas células tienen una membrana citoplasmatica con fosfolipidos
y proteinas. Al exterior de la membrana citoplasmatica, se encuentra la pared
celular que esta compuesta por una ancha capa de peptidoglicano. Este
peptidoglicano es una macromolécula gigante formada por cadenas de un dimero
compuesto por N-acetilglucosamina y N-acefilmuramico. A su vez, estas cadenas
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se encuentran unidas entre si, mediante péptidos, que son caracieristicos de las
distintas bacterias y presentan mayor rigidez cuanto mas completo sea el
entrecruzamiento, evitando que !a célula estalle en medios hipoténicos.

La pared celular Gram positiva también contiene acidos teicoicos y acidos
lipoteicoicos. Los acidos teicoicos son cadenas de ribitol o glicerol unidas por
fosfodiésteres y estan unidos covalentemente al peptidoglicanc por medio de
grupos fofodiéster en el oxidrilo del Cs del N-acetiimuramico. Los acidos
lipoteicoicos, se encuentran anclados en la membrana citoplasmatica y no estan
unidos al peptidoglicano, La funcion de estos compuestos seria estructural, pero
existen evidencias que indican que también participarian en la regulacién de las
enzimas hidroliticas que renuevan la pared celular (autolisinas) y que serian sitios
de fijacién de fagos.

v.5.2 BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Las bacterias Gram negativas, son células con una delgada capa de

peptidoglicano y una segunda envoltura denominada membrana externa.

Las células se encuentran envueltas por una membrana citoplasmatica formada
por una bicapa fosfolipidica y proteinas. Por arriba de esta membrana se
encuentra una fina capa de peptidoglicano que se halla unida covalentemente a
unas lipoproteinas de anclaje que fijan la membrana externa por medio de
porciones lipofilicas. Entre la membrana citoplasméatica y la membrana externa
queda delimitado el espacio peripldsmico. Este espacio es ocupado por el
periplasma que es mantenida mediante los oligosacaridos  derivados de
membrana, y en la que se hallan componentes cataliticos de suma importancia
para la viabilidad celular,

La membrana externa tiene una estructura de bicapa asimétrica en donde la cara

exierna esta compuesta por el lipopolisacarido y la cara intema por fosfolipidos.
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Ademas, estd membrana es rica en proteinas, algunas de las cuales se

denominan porinas.

La membrana externa funciona como una barrera de permeabilidad para ciertas
sustancias como antimicrobianos y retrasa la entrada de otros que son inactivados
en el periplasma. El lipopolisacarido esta formado por tres regiones: el polisacarido
O (antigeno O}, el polisacarido del centro (KDO) y el lipido A (gndotoxina). La
presencia del lipopolisacaride en la membrana externa le confiere a la célula una
efectiva proteccion contra enzimas digestivas y detergentes como las sales
biliares, y dola a la superficie bacteriana con una fuerte hidrofilicidad que permite a
la célula evadir la fagocitosis, tener cierta resistencia al complemento, evitar la
respuesta inmune especifica por alteracion de la superficie antigénica y adherirse
a ciertas celulas del hospedador.

Las porinas son porps o canales profeicos no especificos que pueden ser
atravesados por pequefas moléculas hidrofilitas. En la membrana externa se
encuentran otras proteinas que funcionan como canales de difusion especificos y

facilitan el paso de oligosacaridos.

IV.5.3 BACTERIAS BAAR

La pared de las Mycobacterias posee un alto contenido de lipidos que la hace
impermeable a los agentes hidrofilicos, por lo tanto estos microorganismos no se
tifien adecuadamente con los reactivos utilizados en la coloracion de Gram y no

pueden ser clasificados como gram positivos o negativos.

Las Mycobacterias son tefiidas adecuadamente por el método de Ziehl-Neelsen
{tincion Acido rapida) que se utiliza como solucion decolorante una mezcla de
etanol y acidoe clorhidrico. Estos microorganismos una vez colorados son
resistente a la decoloracién Acido-alcohdlica y por eso de dencminan Bacilos
Acido Alcohol Resistentes.
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Los microorganismos del género Mycobacterium contienen una membrana
citoplasmatica formada por una bicapa lipidica. Por encima de asta membrana se
encuentra el rigido peptidoglicano que contiene N-glucolilmuramico en lugar de N-
acetilglucosamina. Por medio de una uni6n fosfodiéster, el peptidoglicano se halla
unido covalentemente al arabinogalaciano, un polimero de arabinosa y galactosa.

En la porcion mas distal y externa de las arabinogalactanos se hallan fijados los
acidos micolicos que contienen cadenas carbonatadas {Cep a Coo). Los
glucolipidos son un grupo de compuestos que se encuentran asociados no
covalentemente a los acidos micélicos y se ubican perifericamente en la red.

El lipoarabinomanano (LAM), es un compuesto que se halla anclado en la
membrana citoplasmatica. El LAM es considerado como el equivalente
Mycobacteriano del lipopolisacarido de las gram negativas, debido a que provoca
una importante respuesta antimicrobiana en macrofagos. En las cepas de
Mycobacterias mas vilurentas la arabinosa terminal del LAM esta recubierta con
residuos de mancsa (manLAM) a diferencia de las cepas no vilurentas no estan
recubiertas (araLAM). Ademas, el LAM también podria servir como poro para el

paso de los nutrientes a través de la pared celular.
V.6 CRECIMIENTO MICRCBIANO

Un cuitivo microbiano simple y homogéneo tiena un ciclo “in vitro" de crecimiento

como el que se reprenda a continuacion:

Este ciclo tiene una morfologlia y una division de células asincronica. Se divide en
cuatro fases:
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Figura 7. Curva de ¢recimiento microbiano clasico

lag expenencial esta clonarnia \ muerts
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Tomada de: Modelo matematico del crecimiento de bacterias /
hitp:/fwww.monografias.com/ftrabajos27 crecimiento-baclerdano/cracimiento-bacteriano. shtml

Se pueden distinguir cuatro fases en el cultivo:

1. La fase de latencia, en la que el microcrganismo se adapta a las nuevas
condiciones y pone en marcha su maquinaria metabdlica para poder crecer
activaments. La duracién de esta fase es variable y en general es mayor
cuanto mas grande sea el cambio en las condiciones en las que se encuentra
&l microorganismo.

2. La fase exponencial, es la fase donde se produce un incremento exponencial

del nimerc de microorganismos.

3. La fase estacionaria, en la que no hay aumento neto de microorganismos, lo
que no significa que no se dividan algunos, sino que la aparicion de nuevos

individuos se compensa por la muerie de ofros.

4. La fase de muerte, en la que el namero de microorganismos vivos disminuye
de forma exponencial con una constante k que depende de diferentes
circunstancias.
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IV.6.1 MEDIDA DEL CRECIMIENTO

El caleulo del nimere de células que existen en una suspensién se puede llevar a
cabo mediante el recuento celular (microscopia, numero de colonias), masa
celular (peso seco, medida del nitrégeno celular, turbidimetria) o actividad celular
(grado de actividad bioguimica con relacién al tamafio de la poblacién). Todos
estos métodos se clasifican en dos apartados: métodos directos y metodos
indirectos (htip:/fwww ugr,

METODOS DIRECTOS:
» Peso seco celular
» Determinacion de nitrogeno o de proteinas totales

« Determinacion de DNA

METODOS INDIRECTOS:
» Recuento de colonias en placa
¢ Recuento sobre filtro de membrana
« Consumo de oxigeno
s Liberacién de didxido de carbono
s Concentracion de un enzima constitutivo
¢ Decoloracion de un colorante
s Incorporacion de precursores radiactives
» Maedida de la turbidez

Podemos medir e} crecimiento microbiano siguiendo diferentes parametros fisicos,
algunos de los cuales se presentan a continuacion. No debemos olvidar gue en
condiciones de crecimiento equilibrado todos los parametros del culiivo
evolucionan de forma proporcional y, por consiguiente, midiendo uno de ellos

podemos medir el resto.

Entre los métados principales de recuento de microorganismos podemos destacar:
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1. Las técnicas de recuento microscépico de células sin fijar usando microscopia
de contraste de fase. Para ello se cuenta el nimerc de particulas en un
volumen determinado usando una célula de Petrofi-Hauser o de Neubauer
(portacbjstos modificado en el que una rejilla nos permite conocer el volumen
que estamos observande). El procedimiento es rapido y sencillo; pero no
permite distinguir células vivas inmaviles de células muertas.

Figura 8. Camara de recuento de Petroff-Hausser
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Tomada de: Ciclo celular y crecimiento bacteriano /
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hip:/fwonw. ugr.es/~eianez/Microbiologia/12crecimiento.htm

Tabla 2. Recuento de Microorganismos

Cuadrado total 1.00 x 107 2.00 x 107 5.00 x 10*
Cuadrado grande 4.00 x 10" 8.00 x 107 1.25x 10°
Cuadrado pequefio 2,50 x 107 5.00 x 10°® 2.00 x 107
Bacterias covtadas «
Miroer o total de microorganismos diluc ién
) Mimero de cuadrados contados » Folumen del cuadrado
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2. Contaje de particulas utilizando sistemas automaticos del tipo Coulter-Counter.
La operacién de estos sistemas es sencilla (método de empleo) y permite
rapidamente determinar el nimero de particulas presentes en una suspension y
la distribucién de sus tamafios. El problema es que no distingue entre células
vivas y muertas ni entre células y agregados de material insoluble presente en
la suspension del cultivo.

3. Técnicas de recuento en placa, basadas en colocar en un medio de cultivo
adecuado un volumen determinado de muestra. Cada una de las células
aisladas dara lugar, después de la incubacién comrespondiente, a una colonia de
forma gque el nimero de estas nos permitira estimar el nimero de células

presentes en la muestra sembrada.

El sistema es facil de ulilizar en el caso de células aisladas (no sirve en el caso de
hongos filamentosos, por ejempla). Puede realizarse sembrando en superficie
(extendiendo un volumen dado de muestra sobre el medio de cultivo sélido) o en
profundidad {mezclando un volumen dado de muestra con el medio de cultivo
antes que solidifique). Esta Gltima opcién permite realizar el recuento de
microgrganismos microaerdfilos que no crecen bien en la superficie de las placas
de cultivo. Para que el sistema de recuento en placa tenga validez estadistica, s
necesario contar entre 30 y 300 colonias con objsto de disminuir &l error de la
medida.

4. Técnicas turbidométricas basadas en la medida de fa turbidez de los medios de
cultivo en los que crecen microorganismos unicelulares. La turbidez es
proporcional a la masa de las particulas en suspension (células) y su medida
nos permité estimarla. Para ello se utiliza un equipo similar al qué s& emplea en
la medida de la absorbancia de luz por disoluciones coloreadas {colorimsetro,
por gjemplo). Las medidas se hacen a una longitud de onda adecuada
(normalmente en el enforno de 550 nm) y los valores se suelen denominar

valores de densidad optica. La limitacion de este sistema, por otra parte muy
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sencillo, es que no distingue células vivas de muertas y que normalmente no es
capaz de detectar densidades celulares menores a 10.000 células por mililitro.

. Medida de pesa seco. El sistema consiste en la filtracién del cultivo a través de
una membrana que retenga las células y su posterior desecacion hasta peso
constante. El sistema, obviamente, no diferencia células vivas de muertas y su

sensibilidad es limitada.

. Medida del ATP. Es una medida relativamente sencilla basada en la emision de
luz por la luciferasa de luciémaga (Photimus pyralis) en presencia de O; y de
ATP. De esta forma se puede medir la concentracién de ATP en un volumen
dado de cultivo. Esta medida es interesante porque la concentracion de ATP
decae rapidamente en las células muertas, de forma que esa medida indirecta

detecta Unicamente las células vivas.

V.7 CONSORCIO MICROBIANO

Los microarganismos que frecuentemente aparecen involucrados en los procesos

de corrosién pueden agruparse en general de la siguiente manera (S. Tejada /
2001y

Algas
Hongos
. Aerobias  (Ferrobacterias y Sulfobacterias)
Bacterias _
Anaerobias (Sulfatorreductoras)

A continuacidn se describe cada grupo (S. Tejada / 20071):

x Algas: Son organismos litotrofos que proporciona la materia organica para el
crecimiento de otros microcrganismaos.

% Hongos: Estos crean gran dafio por su aclividad metabdlica, versatilidad de
fuente de carbono v a que secretan numerosos acidos organicos en el medio.

Pigina 34 de 88




Un ejemplo de este grupo es Cladosperium resinae el cual es el responsable de
la corrosion en aluminio integral de los tanques de combustible de los aviones.

= Bacterias: Estas generalmente se clasifican de acuerdo a su capacidad para
crecer en presencia (aerobios) o ausencia de oxigeno (anaerobios).

Las bacterias aerobias favorecen la corrosion debido a la formacion de celdas de
aeracion diferencial. En este grupo tenemos dos géneros importantes (S. Tejada /
2001):

x Ferrobacterias: Obtienen la energia necesaria para su crecimiento a partir de la
conversion de las sales ferrosas en sales férricas. Ahora bien, en las tuberias
de metal ferroso v en un punto de la superficie no-protegido, o alterada que se
encuentre en contacto con el agua siempre ocurre un ataque del metal que da
lugar a la formacion de hidroxido ferroso. En condiciones normales sl hidroxido
ferroso en esas tuberfas rapidamente se transforma en hidréxido férmrico y en
carbonato debido al oxigeno y at gas carbénico disuelto. Como habiamos visto

anteriormente las reacciones anodica y catédica en ausencia de bacterias

pueden ser:
Fe — Fe® +2e Disolucién anddica
O +2H0 +4e” - 40H Reduccion catddica
3Fe® + 6 OH — 3 Fe(OH), Producto de corrosion

Una vez establecido este proceso de corrosion las bacterias de fierro pueden
transformar el ion ferroso en un producto gelatinoso (6xidos férricos hidratados) y
crear condiciones favorables para las celdas de aeracion diferencial (S. Tejada /
2001).

2Fe® +% 0+ (n+2) H0 — Fe03# nH0 +4H°

Ejemplo de estas bacterias son los géneros Ferrobacillus, Gallionella, etc.
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x Sulfobacterias: Estas bacterias metabolizan el azufre a parlir de compuestos
azufrados reducidos (por ejemplo el cido sulfhidrico) y lo expulsan al medio
ambiente o lo almacenan en e} interior de su célula, o bien lo oxidan, con
formacion de productos acidos (ejemplo acido sulfdrico), en sl primero de esfos
casos se producird un sedimento, en el segundo de los casos habra una
acidificacion comosiva con una modificacion del pH del medio.

2H,S + O —+ 28 + 2 HO
2S5 + 2H,0 +30; —» 2 HS04

Ejemplos de estas bacterias son los géneros: Thiobacillus thicoxidans yfo
ferroxidans.

Figura 9. Actividad de bacterias reductoras de sulfato scbre una superficie de
aleacién, las fuentes carbono estimulan la corrosién biologica que
disuelve el metal.

s504°
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proplonals, eic
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Tomada de: Biocomasién / htip://'www. monpgrafias.com/irabajos15/biocomosion/biocorrosion. shim|

Por ofra parte, las bacterias anaerobias realizan la llamada corrosién anagrobia, la
cual se realiza en un ambiente libre o “casi libre” de oxigeno, cerca de un pH
neutro, la cual es el tipo de corrosién mas severa. En este grupo tenemos un
género muy importante de bacterias las sulfatorreductoras. Estas baclerias son
anaercbias obligadas y es posible encontrarlas bajo la herrumbre o bajo

sedimentos marinos. Estas bacterias transforman los sulfatos en acido sulfhidrico,
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el cual se combinara con las sales ferrosas para dar un suifuro negro. El ataque
corrosive causado por este tipo de bacterias es localizado (S. Tejada / 1994).

Algunos autores proponen el siguiente mecanismo para la corrosion producida por
bacterias sulfarreductoras:

8HO0 - ©6O0H + 8H" Disociacién electrolitica del agua

4Fe > 4Fe* +8¢ Reaccién anédica

8H +8e - 8H' Reaccionh catodica

S04% + 8H" - 8% + 4H0 Despolarizacion catodica

Fe** + S* - FeS Producto de corrosion en sitio anddico
3Fe® + 60H — 3Fe {OH)2 Producto de corrosion en sitio anddico

Ecuacién Global
4Fe” + 80,7 + 4H0 — FeS + 3Fe(CH); + 20H

Existen dos géneros de bacterias sulfatorreductoras, la Desulfovibrio y la

Desulfotomacolum. El genero mas comun es el Desulfovibrio vy la especie mas

conocida de esle es Desulfovibrio desulfuricans.

Esta seccién (IV.7) presentd en general los microarganismos que constituyen un
consorcio microbiano, sin embargo, para conocer las caracteristicas y géneros
especificos de baclerias en asociacion que posiblemente integran el consorcio en
estudio ver el apéndice I.

IV.8 BIOPELICULA

Las biopeliculas son comunidades complejas de microorganismos recubiertas de
un polimero extracelular que les ayuda a retener el alimento y protegerse de
agentes téxicos (P. Watnick et a / 2001).
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Se forman espontaneamente en presencia de humedad y pueden vivir con
minimas trazas de nuirientes. Se adaptan a un medio adverso mientras lo cambian
a su alrededor y se vuelven a adaptar, esta casualidad se basa en diversos grupos
genéticos. A partir de ellos sintetizan numerosas proteinas que necesitan (G. Piera
{ 2003).

Se fijan fuertemente a una superficie, contra la repulsidn inicial, y la modifican
mientras captan maés nutrientes y nuevas bacterias con las que iniciaran mas
cambios, por ejemplo, la sintesis del glicocalix, el polimero extracelular de tipo
polisacarido que da estructura y proteccion a la comunidad (G. Piera / 2003).

Una biopelicula desarroilada es muy resistente, y un problema cuando se precisa
un entorne limpio vy desinfectado. Los microorganismos de las biopeliculas pueden
significar un reservorio de bacterias e involucrarse en una contaminacion cruzada,
obturar las conducciones de liquido y poner serias dificultades a la higiene (G.
Piera / 2003).

Las actividades de las biopeliculas son clasificadas por sus usos y consecuencias
en dos grupos:

1. Biofouling: Contaminacién producida por la actividad microbiana sobre
diferentes superficies, que genera corrosién en equipos, cascos de barcos,
tuberias y en sistemas de enfriamiento (Ejemplos: industria petrolera e

industria del papel).

2. Biorremedacion: Los biopeliculas o los liquidos generados para combatir
agentes externos dafiinos a partir de la descomposicién del material organico
de estos (Biolixiviados), son ulilizados para regenerar aguas residuales,
suelos y aguas subterraneas.
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IV.8.1 DEFINICION

Las biopsliculas son comunidades complejas de microorganismos y polimeros
extracelulares, fijas a una superficie, que pueden presentar una (nica especie o un
abanico de especies diferentes (Costerion, 1995 / Kraigsley et al, 2002). Podemos
encontrar biopeliculas en todos los medios donde existan bacterias: en el medio
natural, clinico o industrial. Solo necesitan un medio hidratado y una minima
presencia da nutrientes, por que pueden desarrollarse sobre superficies hidréfcbas
o hidréfilicas, bitticas o abidticas (Kraigsley et al / 2002). La clase de material de la

superficie parece que tiene poca influencia sobre el crecimiento microbiano.

En los dltimes veinte afios, ha ido creciendo la percepcién de que las bacterias no
se encuentran en el medio ambiente en una forma unicelular, planctonica o libre,
como las estudiadas en el laboratorio, sino que la gran mayoria se encuentran
principalmente formando parte de las biopeliculas que acabamos de definir.

La biopelicula bacteriana empieza a formarse cuando alguna célula individual se
une inicialmente a una superficie. La capacidad de la célula para realizar este
ataque inicial depende de factores ambientales como la temperatura y el pH, y de
factores genéticos que codifican las funciones motrices, la sensibilidad ambiental,
las adhesinas y oftras proteinas. Aungque la combinacion de los factores que
influyen en el desarrollo de la biopelicula depende en principio de la especie,
algunas caracteristicas son comunes a la mayoria de las bacterias estudiadas
hasta ahora (G. Piera / 2003).

Después de {a unién inicial, la ¢élula empieza a creer y a esparcirse sobre la
superficie en una meonocapa, mientras forma micro colonias. Mientras tanto, las
células cambian su comportamiento y dan lugar a la compleja arquitectura de la
bicpelicula madura. El mas evidente de estos cambios es la produccién de la
matriz de exopolisacaridos que cementara tfodo el conjunto. Mieniras que la
biopelicula va creciendo suceden otros cambios. Si las condicicnes ambientales 1o
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permiten, se puede extender hacia areas no infectadas o liberar algunas células,
que recuperan las cualidades planctdnicas y actian como las semillas que reparte
el viento, hacia nuevas superficies.

La formacion de una biopelicula pues, no es un proceso aleatorio sino que sigue
una sistematica que permite su pradiccion. Se han identificado cinco fases {G.
Piera / 2003}

Adsorcidn reversible de |la bacteria a la superficie.
Una union irreversible
Primera fage de maduracion con cracimiento y division.

Fase de produccion exopolimero,

O B LN =

Ef desarrollo final de la colonia con dispersion de células colonizadoras.
A continuaciéon cada fase es descrita:
IV.8.2 ACONDICIONAMIENTO DE LA SUPERFICIE

Las bacterias son capaces de formar biopeliculas sobre muchas superficies
bidticas y sobre todas las abidticas probadas (G. Piera f 2003).

La capacidad de unirse a diversos plasticos, cristal y metales, depende de las
proteinas especificas de su cubierta y de los apéndices motrices. Los estudios
muestran que el acero inoxidable puede ser tan susceptible como el plastico
(Pedersen / 1990). La accién del aire o de la humedad sobre el acero inoxidable,
poco a poco crea una capa de Oxido de cromo sobre el que se pega materia
organica. Asi se pre-acondiciona el sustrato para la adhesign de las bacterias.

La biopelicula puede desarrollarse sobre casi cualquier superficie, gracias a que
previamente entra en contacto la materia organica presente en el agua. En la
interfase aguafsuperficie se deposita una capa organica, que cambia las
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propiedades quimicas y fisicas y mejora las posibilidades de fijacion de las
bacterias.

IV.8.3 ADSORCION Y FIJACION

La adhesion de las células microbianas a un sustrato puede ser activa (por los
flagelos, pili, adhesinas, cédpsulas y cargas de superficie) o pasiva (por gravedad,
difusién y dindmica de fluidos). En condiciones normales, las células bacterianas
son repelidas por la superficie ya que presentan cargas eléctricas iguales.

En unos minutos, las bacterias libres que encuentran la superficie acondicionada,
forman con ella una unién reversible que depende de las cargas eléctricas de la
bacteria. Son atracciones de tipo electrostatico o hidrofobo y fuerzas de Van der
Waals, sin unién quimica. Si esta unidén se mantiene liempo suficiente, aparecen
nuevas estructuras quimicas y fisicas que la haran permanente ¢ irreversible.

En casos de gran densidad de poblacién ¢ ante la precariedad de nutrientes que
hay en el agua potable, algunos microorganismos son capaces de responder
individualmente con alteracion de su pared celular para hacerla hidréfoba y, por lo
tanto, con mas afinidad hacia las superficies (Mallete / 1992). Cuando llegan a la
capa base, mas préoxima a la pared de la tuberia y casi sin flujo de agua, son

atraidos a la superficie donde tantearan una unién e intentaran fijarse a ella.

Para adaptarse a la vida de la biopelicula, una bacteria ha de sufrir cambios
radicales. El cambio del medio donde se encuentran activa diferentes genes que
codifican nuevas proteinas estructurales y enzimas. Estos genes y proteinas son
los que explican la fijacién y la resistencia de las bacterias incluidas en las
biopeliculas ante los antibidticos o dssinfectantes. A partir del afc 2000, los
avances en protedmica y en gendémica han permitido avanzar en el estudio de

sistemas complejos como las biopeliculas. Se han podido identificar 800 proteinas
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que cambian de concentracidn a lo largo de las cinco fases de desarrollo (Whiteley
et al, 2001 / Singht et al, 2002).

IV.8.4 MADURACION: EL GLICOCALIX O EXOPOLIMERO

La tranquilidad que reina en este ambiente, favorece el crecimiento y la division de
las células y permite iniciar la fabricacién de una mezcla de polimeros
polianidnicos, limosa y pegajosa, que excreta al exterior para mantener unidas las
células, entre ellas con la superficie.

La composicion del exopolimere es poco conocida, pero consta de polisacaridos o
glicoproteinas de diversos azlcares, como glucosa, fructosa, manosa, N-
acetilglucosamina y otros. También puedes contener proteinas libres, fosfolipidos y
acidos nucleicos oleicos (Chmielewski et al / 2003). Se sirven de ellos para retener
los nutrientes y para proteger a las bacterias de los diversos biocidas.

El glicocalix de material polimérico se excreta desde la pared celular bacteriana en
una formacion radicular. Se estructura a partir de grupos de polisacaridos neutros
o portadores de cargas eléctricas, que suman a la adherencia la capacidad de
actuar como un sistema de intercambio idnico para atrapar y concentrar los

nutrientes que encuentre (G. Piera / 2003).

Cuando los nutrientes se concentran, las células primitivas se reproducen con
menos limitaciones; las celulas hijas produciran su propio glicocalix y aumentara
exponenciaimente la superficie de intercambio idnicc y el volumen de una

prospera colonia bacteriana (G. Piera 7 2003).

IV.8.5 COOPERACION ENTRE ESPECIES

Al cabo de pocos dias de la primera colonizacién, ofras celulas bacterianas
quedan atrapadas en el glicocalix por captacion fisica y atraccidn electrostatica.
Hongos o bacterias sin movilidad propia seran capaces de aprovechar materiales
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residuales de los primeros habitantes y de producir sus propios residuos que seran

aprovechados por otros microbios, a su vez (G. Piera / 2003).

Desde la biopelicula mas simple (por ejemplo, una colonia bacteriana en agar
nutritivo) al mas complejo (las interacciones de los microorganismos patégenos en
las células huéspedes, o las poblaciones bacterianas que viven naturaimente &n el
lodo), la comunidad metabdlica coopera de una manera compleja, como el tejido
vivo de un organismo multicelular. Si una especie genera residuos tdxicos, otra los
devorara con avidez. Asi se consigue coordinar los recursos bioquimicos de todos
los habitantes de la biopelicula; se relnen las diferentes enzimas de los que
disponen numerosas especies de baclterias para abastecerse de aportes nutritivos
que ninguna especie sola podria digerir.

Se puede desarrollar un estrato anaerébico bajo la capa aerdbica.

La estructura se permeabiliza con una red de canales atravesados por agua,
residuos bacterianos, enzimas, nutrientes, metabolitos y oxigeno. Los gradientes
de iones y moléculas que se establecen entre las diversas zonas, proporcicnan &l
impulso necesario para derivar las sustancias hacia los alrededores de la
biopelicula. Es precisamente en la periferia de la estructura donde se localizan la
mayaoria de células viables, cuyo nimero se reduce con la edad de la bicpelicula;
en una biopelicula joven se han detectado cerca de un 80% de células viables, y
tan sclo un 50% en una biopelicula antiguo (Wimpenny et al / 2000).

Iv.8.6 CRECIMIENTO Y DISPERSION

La colonia, en divisién continua, libera periddicamente unas pocas c¢élulas que se
repartiran corriente abajo. Estos nuevos colonizadores lo fienen mas facil que los
iniciales porque desde la biopelicula original se liberan residuos y nutrientes que
podran usar para preparar la nueva superficie con la cubierta organica de
acondicionamiento y para alimentar ofras células (Mayette / 1992). Esta
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colohizacion esta relacionada con la evolucién y la supervivencia de la bacteria a
largo plazo.

IV.8.7 LA PROTECCION: RESISTENCIA A LOS BIOCIDAS

En los diversos medios donde se encuentran los microbios se dan situacicnes de
abundancia, incluso de exceso de nutrientes, y situaciones de austeridad y falta de
nutrientes. Esta Ultima situacion se da en el agua potable, especialmente en los
sistemas de agua de alta pureza, donde las bacterias activan estrategias propias
de cada especie. Unas bacterias cambiaran su cubierta para hacerla mas
hidréfoba y dirigirse hacia las paredes; otros irdn moviéndose directamente con
sus flagelos o pili, y otros caeran al fondo por gravedad (G. Piera / 2003).

En la superficie donde lleguen habra alguna molécula organica o minerat que
permita un cambio energéticc minimo. Las particulas del entorno o las de la
misma superficie pueden suministrar el sustrato inicial, puesto que [as bacterias
han demostrado ser capaces de obtener nuirientes de las tuberias o del
revestimiento interno del sistema hidrico. También pueden obtener trazas de metal
a partir del acero inoxidable y otfros componentes metalicos. Los microorganismos
oligofrofos seran pues los primeros en colonizar una superficie, y las seguirdn
aquellos que han evolucionado para encontrar y unirse a las superficies con tal de
incrementar sus posibilidades de captar nutrientes (G. Piera / 2003).

Los primeros colonizadores iran concentrando las formas organicas de la

superficie y metabolizandolas para fabricar ctras nuevas.

A partir de la formacion del polimere extracelular, se incrementa notablemente la
capacidad de refencién de nuirientes a partir del medio. Se entretienen entre la red
0 s@ le quedan adheridos. También influye la actividad de intercambio i6nico que
ahi se desarrolla.
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El glicocalix atrapa nutrientes y otros microbios que se mezclaran con los que ya
estaban alli y con sus descendientes. Las nuevas bacterias seran capaces de
utilizar como nutrientes los que otros rechacen. Finalmente se unirdn todos los
recursos bicguimicos de las diferentes especies de bacterias, cada una con sus
enzimas, para digerir aportas alimentarios que ninguna de ellas podria aprovechar
an solitario.

El exopolimero protege a los habitantes de la biopelicula de la dispersién de
sustancias nutritivas, del acceso de los biocidas vy de la desecacion.

Los agentes quimicos mejoran la capacidad de arrastre de la suciedad por la
propia agua. Alla donde ella no puede, suspenden y disuelven los residuos
alimentarios al reducir la tension superficial, por emulsion de las grasas y la
peptizacion de las proteinas. Pero aln no sabemos como los agentes quimicos

pueden eliminar el exopolimero asociado a las biopeliculas.

Se ha demostrado que las células de la biopelicula pueden resultar entre 10 v
1000 veces mas resistentes que las células plancténicas correspondientes (Brown
et al / 1988). Las biopeliculas presentan resistencia a un gran ndmero de
antibidticos de amplio espectro y de biocidas oxidantes (cloro, ozono, yodo, etc.).
Esta caracteristica los hace muy dificil de eliminar, incluso de controlar, en
medicina y en la industria. Por otra parte, en & se han detectado enzimas
hidroliticas del tipo de la & — lactamasa, que serian sintetizados en poca cantidad
pero que se mantendrian atrapados y concenirados en la matriz de la biopelicula,

lo que contribuiria a su proteccién (G. Piera / 2003).
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V. DISENO EXPERIMENTAL

En la siguiente tabla se presentan los equipos e instrumentos utilizados para la
realizacién del trabajo experimental:

Tabla 3. Equipos e Instrumentos utilizados en la parte experimental

— Camierioas

= == S - =z

Marca: Thermolyne
Incubadora Modelo: Type 41900 Incubator
Mo. Inventario UNAM: 1425404
Marca: All American
Modelo; Model No. 1925 X
No. Inventario UNAM: 1422800

Autoclave
Pressure Sterilizer

Microscopio electronico de
PHILLIPS XL 30 ESEM

barrido
. _ L IROSCOPE
Microscopio electrénico
MG =T
Refrigerador Marca: Fisher Scientific

Marca: Milton Roy

Espectrofotémetro Modelo: Spectronic 20 D*

No. Inventario UNAM: 1483854

Marca: Industrias FIGLURSA
Campana de flujo laminar Modelo: CFV - 30
No. Inventaric UNAM: 1476240
Marca: Lab - ling

Bafo de Agua Modelo: AQGUABATH

No. Inventaric UNAM: 1987489
Marca: Mettler Toledo

Balanza Analitica Modelo: PC 400

MNo. Inventaric UNAM: 565578
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Tabla 3. Equipos e Instrumentos utilizados en la parte experimental. Continuacion.

Marca. ACM Insh'umenh; ]

Modelo: GHIAC
Fotenciostato i
No. Inventario: 1922234
Software: Gillac serie 802
Micropipetas Pipetman Gilson Transferpette Merck
250 mL & 1000 mL -B523423 No. 7031
. The bright linea double
Céamara Neubauer i
Neubauer Improved Ruling

El desarrollo de este trabajo se realizd en el laboratoric 112 del edificio “B" de
Posgrado de la Facultad de Quimica.

En la figura 10, se presenta un esquema general de las fases en que se dividid el
trabajo experimental:

Figura 10. Esquema general del disefic expenmental.

[ cunvasecrecmiento J-
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Como se observa en la figura anterior el primer paso fue la caracterizacién del
consorcio microbiano, la cual incluia la evaluacién del crecimienio microbiano
empleando la técnica de cuenta directa para obtener la curva de crecimiento del

CONsocio microbiano.

Posteriormente, se realizé la evaluacion de la eficiencia del glutaraldehido v la
medida de corrosion a través de una técnica electroquimica. Paralelamente al
desamrollo experimental, se efectud una revision bibliografica y la conservacion del

consoreio microbiano,
El consorcio microbianc de trabajo fue obtenido de un sistema de enfriamiento
secundario; se procedid a caracterizar dicho consorcio micrabiano mediante una

serie de purificaciones, tinciones, y tiras AP sin chtener resultados concluyentes.

Por otra parte, se realizd el disefio experimental para comprobar la eficiencia del
glutaraldehido come biccida, la matriz de trabajo utilizada fue la siguiente:

Tabla 4. Matriz experimental: Eficiencia del Glutaraldehido

En la figura 11 se muestra el diagrama de trabajo experimental utilizado para
determinar la eficiencia del glutaraldehido:
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Figura 11. Diagrama de trabajo para comprobar la eficiencia del Glutaraldehido
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El método de prueba empleado para determinar la eficiencia del glutaraldehido
involucra una serie de disoluciones y la subsiguiente incubacion en un medio
solido en espera del crecimienio de las colonias microbianas, como se cbserva en

la figura anterior.

Es importante mencionar, que este procedimiento se realizé para cada una de las

concentraciones y tiempos de trabajo propuestos en la matriz experimental.

El criteric de aceptacidon para considerar al glutaraldehido come un biocida, de
acuerdo a la técnica planteada es que debe alcanzar un Logaritme de reduccion
igual a 4 o un porcentaje de muerte microbiana del 99.99% (Albert & Wilson).
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Posteriormente, se ejecutd la evaluacion electroquimica de la rapidez de
corrosion, a través de la prueba de resistencia a la polarizacién medida con un

potenciostato {voltimetro).

La siguiente matriz experimental muestra el estudio comparative con las mezclas
utilizadas para evaluar ta corrosién v fa contribucion del consorcio microbianc a

este fenomeno:

Tabla 5. Matriz Experimental: Medida de la Corrosién,

~——  MEZCLADEPRUEBA
= NACE+ == -

= L x X " 2

T KT E3 X X %

3 x % X .

4 X X X 2

5 x % X .

= .. 'ﬁ S S ® & 4
_Tippaﬂmantn Matraz 1 Matraz 2 Matraz 3 Matraz 4

Se propuso trabajar con un sistema de prueba que costa de un malraz, una
probeta de acero y un par de electrodos (Electrode de referencia "Calomel” &
Electrodo auxiliar de platino) conectados al voltimetro, para determinar la accion

que cada una de las mezclas en estudio ejercian sobre una probeta de acero:
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Figura 12. Sistema electroquimico utilizado
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A las siguientes condiciones de trabajo:

Tabla 6. Condiciones Electroguimicas de Trabajo

" Tiempo exposicion

—=TTis - p N TR
Ee—hatoalit

it

6 horas
Software GILLAC sene 802
Secuenciador: Programador de Pruebas
Programa Electroquimicas — Metal — Barrido.
Programa de ejecucion: Core running
Metal AP BLX-52
Area 44107 cm®
Intervalo de . ]
) E= -30 mV a 30 mV (Potencial de barrido)
Potencial
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VI. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

V1.1 CONSORCIO MICROBIANQ: CARACTERIZACION

Para este estudio se utilizé un cultivo obtenido de una biopelicula retirada de un
sistema de recirculacién secundario de agua de un ducto petrolero.

Una muestra del cultivo microbiano fue inoculada en agar y caldo nutritivo para
demosirar que efectivamente se trataba de un consorcio microbiano. Es
importante mencionar, que la adaptacion del consorcio microbiano a estos medios
fue imposible, por lo cual, se decidié trabajar con medio NACE para lograr el
aumento de la poblacion.

El medio NACE, permite simular el contenido del agua marina, debide a la
cantidad de sales inorganicas que posee, las condiciones nutricionales y el pH
cercano a la neutralidad, para conocer su composicién ver €l apéndice Il

Al realizar observaciones culturales y morfologicas del consorcio microbiano, se
enconiré que efectivamente se trataba de un cultivo mixto al presentar el agar por
lo menos seis diferentes morfologias de colonias, posteriormente se realizé una
serie de tinciones Gram para determinar las diferentes caracteristicas

maorfolégicas, las cuales se presentan en la tabla 7:
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Tabla 7. Caracteristicas morfoldgicas del consorcio microbiano

T e A

Calonla beige, redonda de bordes E!'Ius cs f . Ea coros en na-sf 1

A planos. G- G+
Colonia redonda de color amarillo Bacilos G + con _
B péia. *inclusiones Bacilos cortos G
Colonia blanca aterclopelada, de Bacllos G- con N
? bordes Iregulares. forma lobulares Coophachos G —en cadenss
D Colonta redonda de color gris. Bacilos cortos Gram -
E Colonia gris crinada. Bacilos largos G - Rachas:con fn!'rna il
F Colonla puntiforme de color cafa, Bacllos largos G- con forma filamentosa

Como se puede observar en la tabla anterior a pesar que Unicamente fue tomada
una muestra por colonia, en esta habia diferentes morfologias microscépicas lo
cual nos indica la presencia de un consorcio microbiano, en las siguientes

fotografias' se puede observar esta tendencia:

Fotografia 1. Tincion de Gram del Consorcio Microbiano |

! Estas fotos se realizaron a través de un microscopio IROSCOPE MG - IT
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Todas las fotografias fueron tomadas a una resolucién de 100x a través de un

microscopio electrénico.

Las siguientes consideraciones fueron tomadas como referencia para iniciar con la
caracterizacion del consorcio microbiano en estudio: Gnicamente se trabajé en
condiciones aerobias, lo cual propicio que el consorcic se formara por
microorganismos aerobios o facultatives, el medio de cultivo tiene grandes
cantidades de sales inorganicas, incluyendo cloruro de sodio, la temperatura de
trabajo fue de 30 — 40°C y el pH se mantuvo cercanc a 7.

En &l apéndice | se muestran algunas de las especies que crecen en asociacion

bajo estas circunstancias.
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Como parte complementaria a este trabajo se elaboré una técnica microscopica
para observar al consorcio microbiano a través de un microscopio electrénico de

barride {Ver apéndice IIl).

Las micrografias ofrecieron dos ventajas, a través de ellas observamos
detalladamente la morfologia espacial (formas esféricas, cilindricas, vibroides,
etc.) de cada una de las especies perceptibles en el consorcio y por ofra parte esta
técnica permitié observar una pequefia capa (probable inicio del exopolimero)

necesaria para la formacion de la biopelicula.

A continuacién se presentan las micrografias del consorcio microbiano en estudio
obtenidas de esta técnica:

| Fotegrafia 3. Micrografias del Consorcio Microbiano |
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Fotografia 4. Micrografias del Consorcio Microbiano 1}
. - =

Se fraté de caracterizar las especies presentes en el conscrcio microbiano, sin
embargo, no se logré purificar todas las colonias obtenidas del consorcio
microbiano por medios comunes, lo que se comprobd al realizar observaciones

microscopicas y encentrar mezcla de microorganismos.

De las colenias D y F que presumiblemente estaban puras se realizé una
caracterizacioh a través de un Sistema API (API 20 NE / APl 20 E), sin encontrar

resultados satisfactorios.

Es importante mencionar, que al momento de realizar este estudio, la estimacidn
de la diversidad microbiana estaba limitada por la falta de medios o condiciones
adecuadas para cultivar todas las bacterias provenienies de ambientes naturales.
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Se considera que mas del 99% de los microorganismos presentes en la naturaleza
no pedian cultivarse a través de técnicas microbiologicas estandares® (5. Le
Borgne ef alt / 2002).

La caracterizacién de este consorcio microbiano por medios biomolecllares se
estimé dentro de la parte experimental de este estudio, planeando ejecutarlo en
colaboracion con el IMP, lugar en donde actualmente se trabaja en caracterizar las
biopeliculas de medios marinos, sin embargo, no se consiguid el acuerdo de

colaboracion, por lo cual, la caracterizacion del consorcio microbiano no se realizo.

Por otra parte, el contenido de las especies del consorcio microbiano fue variando
intrinsicamente a través del estudio, ya que son muy diferentes las condiciones
que permanecen en un biopelicula y en un medio in vifro como lo es un medio de

cultive liguido, por lo tanto, son necesarias hacer las siguientes consideraciones:

» El consorcio microbiano en estudio, es un sistema vivo que constantemente
esta variando la especie mayoritario.

» Se trabajd Gnicamente en condiciones aerobias.

* Durante el estudio se realizaron varias resiembras del consorcio microbiano,
en medio de cultivo liguido NACE, para mantener un cuitivo “joven”, y se
encontrd que las caracteristicas del consorcio cambiaron: El medio de cultivo
NACE es de color amarillo claro inoloro y asi se& conservo en las primeras
resiembras realizadas al inicio del estudio, sin embargo, al final del estudio
{parte electroquimica) ai realizar la resiembra del consorcio microbiano, esté
rapidamente cambiaba el medic de amarillo claro incloro a color negro con
olor a sulfuro, lo cual nos indicé la presencia de un microorganismo capaz de
descomponer los aminos sulfurados.

» Comc medio de cultivo Onicamente se trabajo con medio NACE, el cual

simula la composicion y pH del agua del mar (pH = 7).

?Pickup R.W. 1991,
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= Muchas de las especies que se han encontrado en una bicpelicula, no crecen
en los medios de cultivo “in vitro®, solo se desamcllan en el microcosmos que
forma 1a biopelicula.

* Las bacterias del consorcio microbiano en estudio, en general, tienen una
fuente de energia quimioautatrofas, afirmacion que se comprueba con los
componentes del medio de cultivo. Sin embargo, es probable que algunas
sustancias de degradacion de estas bacterias fueran utilizadas por otras
como fuente de energia, dando a lugar a asociaciones lo cual permitio que
estas se desarrollaran dentro de nuestras eondiciones “in vitro™.

= Muchas bacterias crecen en asociacion y al tratar de ser purificadas una o

ambas se pierden.

Bajo estas condiciones, presumiblemente nuestro consorcio microbiano en estudio
podria estar compuesto por especies de baclerias con las siguientes
caracteristicas: Gram negativas, quimioautétrofas, aerobias © aerobias
facultativas, haldfilas y que en general se encuentran en medios marinos yfo
petroleros, como son los géneros Thiobacillus, Thiomicrospira, Pseudomona,
Gallionella y Nitrcbacter.

La relacién bacteriana presente en el biopelicula “original” se elimino al trabajar de
esta manera y formar un consorcio microbiano, va que el exopolimerc se perdio,
trayendo como consecuencia que las condiciones anaerobias desaparecieran, asi
muchos nuirientes del medio y disminuyera la proteccién de las bacterias al
biocida glutaraldehido.

V1.2 EVALUACION DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

Como medida de! crecimiento microbiano se empleod la técnica de cuenta directa
en placa y con el logaritmo del nimero de colonias obtenidas se realizé la curva

del consorcio microbiano en estudio, se ejecutaron varias repeticiones en medio
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NACE al inicio del estudio, dando un comportamiento similar y consistente entre

si.

Cabe destacar, que paralelamente se intento realizar la curva de crecimiento a

través del método turbidimétrico a una absorbancia de 540 nm, pero no se

lograron resultados consistentes y reproducibles con este método (Ver apéndice

V).

A continuacidn se presenta la curva de crecimiento promedic del consorcio

obtenida por el método de cuenta directa:

Grafica 1. Curva de crecimiento del Consorcio Microbiano
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De la curva anterior es importante mencionar.

Es resultado de un grupo de microorganismos, sin embargo, un
microorganismo es el mayoritario y el que da la tendencia a la curva de
crecimiento.

La curva de crecimiento del consorcio microbiano en estudio resultante es
similar a la curva de crecimiento estandar:
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- Fase de Latencia: Esta fase es muy corta y no se aprecia claramente
en la grafica obtenida, esto se debe a que el medio utilizado para las
resiambras (NACE) quimicamente es similar al agua marina, medio
original del consorcio en estudio. El utilizar el medio NACE permitid
optimizar el crecimiento microbiano para cbtener una fase de latencia
corta.

- Fase Exponencial: El crecimientc exponencial de las células
componentss de consorcio microbiano en  estudio es de
aproximadamente de 6 hs.

- Fase Estacionaria: Esta es la mas grande (duracion:
aproximadamente 16 hs) y como se puede observar en la grafica casi
no se registra aumento de microorganismos.

- Fase de muerte; Se presentd a las 24 hs.

« El predominioc de una especie de microorganismo esta en funcién de la
temperatura, del tiempo y la composicién del medio y de una relacion con
los otros nutrientes del consorcio.

# A partir de la curva de crecimienio obtenida se decidié que el tiempo de
prueba para la accibn biocida de Glutaraldehido seria de 8 hs, tiempo hasta
el cual se presenta la fase exponencial del consorcio micrabiano.

V1.3 ACTIVIDAD DEL GLUTARALDEHIDO

El objetive de la presente investigacion fue comparar la eficiencia (% de
mortalidad) del biocida Glutaraldehido utilizado para el control de la corrosion
microbicldgica en sistemas de recuperacion secundaria.

Como medelo se utilizé un consorcio bacteriano y se desarrolié en un medio
mineral adicionado con peptona y extracto de levadura (NACE). El medio fue
inoculado con un cultivo de 24 hs con una densidad celular estandarizada. La
eficiencia del biocida fue determinada utilizando la técnica de cuenta estandar en
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placa en tiempos que van de cero a seis horas. El glutaraldehido fue evaluado a
distintas concentraciones, las cuales mostraron una disminucién de la poblacién,
pero no una inhibicién total.

El pardmetro de pH, factor que tiene mayor influencia sobre la eficiencia biocida
de! Glutaraldehido, fue controlado durante todo el experimento, ya que el medio
NACE proporciona un pH similar al del agua de mar, el cual oscila entre 7.6 y 8.4.
Este pH basico favorece el ataque del glutaraldehido.

V).4 ACCION BIOCIDA DEL GLUTARALDEHIDO
Para determinar el efecto biocida de! glutaraldehido, fueron evaluadas 3 diferentes
concentraciones (25 ppm, 50 ppm y 75 ppm) a seis diferentes tiempos de

exposicion, los resultados son presentados a continuacion:

Tabla 8. Unidades Formadoras de Colonias por tiempo y concentracion

n| 25ppm | SOppm T5ppm
UFCTmL | UFCImL | UFCTmL
15000 15000 15000
3240 | 2630 2630
1950 i 1700 1200
a0 | 1740 1350
1200 1230 1200
12800 | 1100 1070
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Grafica 2. Unidades Formadoras de colonias por tiempo y concentracion
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Generalmente los resultados de crecimiento y muerle microbiana se expresan en
unidades logaritmicas, por lo cual, a continuacién los resultados anteriores son

presentados en estas unidades:

Tabla 9. Logaritmo de UFC
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Grafica 3. Logaritmo de UFC
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Como se puede observar en las tablas y graficas anteriores, las concentraciones
de glutaraldehido a los tiempos de exposicion utilizados no actdan como un

biocida sino como un inhibidor del crecimiento bacteriano.

La concentracion de 25 ppm, es la que logra la disminucion méas dréstica a las tres
horas, sin embargo, al agotarse el inhibidor la poblacién bacteriana aumenta
rapidamente alcanzado a las 6 horas casi el inoculo inicial. Mientras que las
concentraciones de 50 y 75 ppm, tienen un comportamiento similar y consistente
entre si, at bajar la concentracién de microorganismos a las 3 hs. y mantenerla

constante hasta las 6 hs.
VI.5 EFICIENCIA BIOCIDA DEL GLUTARALDEHIDO

En la seccion anterior se demostrdé que el glutaraldehido no actla como un
biocida, lo cual se reforzé al sacar la eficiencia biocida 6 mejor conocida como el
logaritmo de reduccion microbiana de este compuesto.
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Las colonias son fisicamente contadas, registrando fa poblacion microbiana viable,
expresando los resultados de la cuenta en unidades formadoras por centimetro
chbico.

Férmulas empleadas para calcular fa eficiencia son:

% Kill = {Inicial TVC = Final TVC) x 100
Inicial TVC

Log Reduccion = Log Inicial TVC - Log Final TVC

En donde:
TVC = Unidades Formadoras de colonia (cfu / cm®)

El calculo de eficiencia sirve para conocer el efecto de un tratamiento con un
biocida sobre una poblacion microbiana, ya que mide la reduccién de la poblacién
microbiana, esta generalmente se expresa en términos de porcentaje de muerte o

én logaritmo de reduccion de poblacion microbiana.

El porcentaje requerido de muerte microbiana para considerase adecuado
depende de las aplicaciones industriales que se requieran, sin embargo, la eficacia
tipica requerida para denominarse biocida es del 99.99% equivalente a la
reduccion de 4 Log (Ver apéndice V).

Los resultados obtenidos para cada una de las concentraciones en estudio son:

Tabla 10. Eficiencia del Glutaraldehido a la concentracidn de 25 ppm

“Tiempo [ Inicial TVG | Final VG [ % Kill [ Log Reduccion.
1 15000 3240 78.40 0,66
2 15000 1950 87.00 0.88
3 15000 920 83.87 | 1.21
4 15000 1200 9200 | 1.08
6 15000 12800 14.00 0.06
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Tabla 11. Eficiencia del Glutaraldehido a la concentracién de 50 ppm

N 15000 | 2630 | 8246 | 075
2 15000 1700 §6.66 0.94
3 15000 1740 §8.40 0.03
a 15000 1230 91,80 1.08
o 15000 1100 92.67 113

[ Tiempo | Iniclal VG | Final TV -
— T15000 | 2630
3 15000 1200 92,00 109
3 15000 1350 91,00 7
4 | 15000 1200 92.00 1.08
G 5000 | 1070 92.87 1.14 5

Las concentraciones de 50 ppm y 75 ppm, como anteriormente se menciond,
tienen un comportamiento similar, alcanzado un porceniaje de muerte maximo de

aproximadamente 92.00% a las 6 horas.

Sin embargo, la concentracion maxima alcanzada por el glutaraldehido se registro
a la concentracion de 25 ppm a las tres horas de exposicion, el valor fue de
93.82% (1.21 Log), e cual se ubica por debajo del valor requerido para ser

considerado como un biocida {99.99%).

A pesar, que el glutaraldehido es un compuesto ampliamente utilizado para la
desinfeccidn de equipos médicos y sistemas de aire, segun los datos obtenidos de
este estudio resulto que este compueste es solo &s un inhibidor del crecimiento
microbiano (Robert G. Eagar et al / 1987).
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Por ofra parte hay que mencionar que la bibliografiz indica que los
microorganismos son mas resistentas en Biopelicula, por lo cual se esperaria que
microorganismos habitantes de una Biopelicula fueran mas resistentes al
Glutaraldehido (G. Piera / 2003).

V1.6 EVALUACION ELECTROQUIMICA

Otra forma de medir la eficiencia del glutaraldehido es evaluar la corrosion
producida por el consorcio microbiano en estudio, para ello realizd una tecnica
electroquimica denominada resistencia a la polarizacion. Los resultados obtenidos
del diseiio experimental y del calculo de la rapidez de corrosion son presentados a
continuacién en la tabla 13:

Tabla 13. Resultados de la evaluacion Electroquimica: Resistencia a la

polarizacion.
TIEMPO | -~ MEDIO(Ohm:em)
0 78918 | 1042,604 564,78 601,559
1 62563 | 721,236 600,48 640,451
2 64967 | 624,822 772,08 623,323
3 64015 | 632,128 2648,61 536,851
] 760,10 | 648,898 744961 453,842
5 582,08 | 684,033 1015755 599,330
6 88008 | 623574 | 114161 620,421
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Grafica 4. Resultados de la evaluacion electroquimica: Resistencia a la polarizacion.
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Grafica 5. Resultados de la evaluacién Electroquimica: Rapidez de corrosion.
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Como fue planteado el disefio experimental de la parte electroquimica, no se esta
evaluando la corrosion producida por una biopelicula, sino la corrosién de una
seric de medios, ya que el tiempo de exposicion fue muy corto, para que los

microorganismos se establecieran en la superficie del metal.

En condiciones normales, se crea una interfase entre el metal y la solucion,
conocida como doble capa electroquimica que crea un campo electrico. La
reaccion electroquimica de oxidacion ofy formacion de un biopelicula da lugar a
que se modifique el potencial de equilibrio del sistema dando inicic al fendmeno de

COIrosion.

Sin embargo, la grafica anterior muestra que la rapidez de corrosion del medio +
inhibidor + el consorcio microbiano es menor que la que obtenida del medio +
consorcio, lo cual nos indica que la presencia del inhibidor (Glutaraldehido)
disminuye la rapidez de corrosion. Cabe destacar, que ya de por si el medic NACE
es corrosivo como se puede observar en las graficas debido a su composicién alta

en sales inorganicas.
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VIl. CONCLUSIONES

VII.1 CONCLUSIONES GENERALES

x Consorcio Microbiano

No se pudo caracterizar el consorcio microbiano por medios estandares debido a
que en el momento de realizar este estudio, la estimacion de la diversidad
microbiana estaba limitada por ia falta de medios o condiciones adecuadas para
cultivar todas las bacterias provenientes de ambientes naturales. Para la
caracterizacion adecuada de los microorganismos formadores de una biopelicula

es recomendable utilizar técnicas biomolecilares para su completa identificacion.

Al plantear el estudio con un consorcic microbianc se perdieron (res

caracteristicas fundamentales de la biopelicula:

1. Las bacterias para adaptarse a la vida de la biopelicula aclivan diferentes
genes que codifican nugvas proteinas estructurares y enzimas, las cuales son
las responsables de la fijacion y resistencia a inhibidores y biocidas.

2. Los microorganismos en biopelicula son de 100 a 1000 veces mas resistentes
a los biocidas e inhibidores que las formas libres o planctonicas.

3. Se perdié la formacion del exopolimero el cual ademas de dar las propiedades
de fijacion y proteccién, crea condiciones ambientales especificas de

nutrientes y cantidad de oxigeno.
Por tanto, muchas especies de microorganismos presentes en el biopelicula

desaparecieron, para formar el consorcio microbiano que utilizamos para realizar

este estudio.
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Para nuevos estudios es recomendable crear un sistema gue reproduzca las
condiciones ambientales “in vivo™ para lograr que la biopelicula se desarrolle y

valorar adecuadamente sus caractsristicas.

* Medida dsl crecimiento microcbiano

La curva de crecimiento por el método de cuenta directa, permito estimar el iempo
de duracion de la fase exponencial, tiempo que se utilizdé como tiempo de

exposicion al glutaraldehida.

x Glutaraldehido

El glutaraidehido a las concentraciones utilizadas (25 ppm, 50 ppm y 75 ppm) y los
tiempos de exposicién utilizadoes, no actda como un biocida sino como un jnhibidor
del crecimiento bacteriano. Lo anterior se reforzo al determinar la eficiencia del
glutaraldehido, la cual oscilo de 92.00% a 93.82%, por lo cual esta por debajo del
99.99% requerido para que este compuesto sea considerado como un biocida.

A pesar de los resultados obtenidos, es importante mencionar, que el
glutaraldehido es el inhibidor actualmente mas utilizado debido a su bajo costo, a
que es empleado en pequefia cantidad y no altera el sisterna a proteger. Otro
punto importante es la proteccién al medio ambiente y el glutaraldehido lo cumple
ya es sencillamente desechado, al ser neutralizada facilmente su pequefia
molécula.

x Medida de la Corrosion
E! planteamiento de la evaluacién electroquimica de la rapidez de corrosién estuvo
errdneo, ya que la corrosién microbioibgica, es resultado de forma directa o

indirecta del metabolismo microbial de un biopelicula, debido a la actividad de las

bacterias sulfarreductoras que convierten los sulfatos a acidos sulfOricos, a la
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destruccidn en la resistencia de la pelicula del metal y creando una celda que

rompe el equilibrio del potencial entre el metal y el medio.

Sin embargo, el estudio nos permitid evaluar la comesividad de cada uno de los
medios en estudio, encontrando que disminuye la rapidez de corrosidn en el medio
de consorcio + medio + inhibidor.

VIl.2 CONCLUSIONES PARTICULARES

Dado lo anteriormente expuesto, los objetivos de este estudio fueron cumplidos
parcialmente, valorando la accion a las distintas concentraciones en estudio del
Glutaraldehido, determinando que este tiene accidn inhibidora del crecimiento
microbiano. Por tanto, la hipotesis inicial de que el glutaraldehido tiene accién

biocida fue errdnea.

El tercer objetivo no se cumplié ya para valorar la corrosividad del consorcio
microbiano seria necesario plantear nuevamente el experimento, en donde se
formara un biopelicula sobre el acero y asi valorar adecuadaments la influencia de

asté en la generacion del fendmeno de corrosion.
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ViI. RECOMENDACIONES

x Aplicar técnicas biomolecilares para la caracterizacion del consorcio en
estudio.

% Para combatir problema de biocorrosion, es indispensable estudiar de manera
particular el sistema en donde se presente, para evitar que las bacterias
consiituyentes del biopelicula, generen resistencia y selectividad hacia los

biccidas actualmente utilizados.

x El Glutaraldehido puede ser utilizado para controlar la presencia microbiana en
un sistema, sin embrago, es necesario realizar otro estudio para determinar el
tiempo de contacto asi como algunas ofras condiciones que mejoran su
penetracion al biopelicula, como puede ser administracion de presion o
agitacién del sistema.

x E| sistema para evaluar la biocorrosién debe permitir la formacion de una
biopelicula sobre un acero, para realizar lo anterior, son necesarios largos
periodos de tiempo de contacto, sin embargo, la metodologia seria sencilla, ya
que el parametro de medicién seria el peso inicial y final de la probeta.
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X1. APENDICES

X1.1 APENDICE |

BACTERIAS ASOCIADAS A UNA BIOPELICULA
CARACTERISTICAS GENERALES

= *

Macromonas

Macromonas
mobilis

¢ Células cilindricas.

» Movilidad por flagelo polar.

« Inclusiones de carbonato de calcio algunas
veces acompafiadas de sulfuro.

« No crece en un cultivo puro.

Thiobacterium

Thiobacterium
bovista

s Células esféricas con glébulos de sulfuro.

s Células son embebidas en masas
gelatinosas.

+ No tiene motifidad.

« Mo crece en un cultivo puro.

Thiodendron

Thiodendron
latens

» Células vibroides.

» Motilidad a través de un flagelo.

«» Tiene depositos {granulos) de sulfuro coloidal
que resulta en al realizar la oxidacion, pero
los depdsitos da $° no son observados.

» El Gram no es conocido.

s Require H;S de para crecer

« Presumiblemente aerobio y microaerofilo.

Agua de rios y depdsitos de sulfuro

Thiospira

Thiospira
winogradskyi

« Células espirales.

+ Inclusiones de sulfuro.

« Motilidad a través de un flagelo polar.
s No se crece en un cultive puro.

Thiovulum

Thiovulum
majus

Gram negativo.
Microaerdfilo v catalasa negativa.
Mo se crece en un cultivo puro.

Thermathrix

Thermothrix
thiopara

Arriba de
55°C

40-80°C.

6.0-8.0

Facultativo quimiolitdtrofo y anasrobio.
Motilidad por un flagelo polar-

Gram negativos.

» En general son bacterias circulares, sin
embargo, se producen células filamentosas
cuando no se encuentran en el limite de
oxigeno oplimo.
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= Gram negativo.

¢ Pequenas bacterias circulares.

¢ Algunas bacterias tienen movilidad per un
flagelo polar.

« Bu energia deriva de la oxidacién o reduccion

20 — 43°C de algunos complu:stos de sulfuro, algunas
. . Thiobacilius especies oxidan al Fierro.
Thiobacillus thioparus Por debajo 20-80 |, Egte genero incluye aerobias obligadas y
de 55°C. facultativas.
» Puede crecer en presencia de CO; y reduce
compuestos sulfurados.
o Halofilo
Agua marina, medios petroleros, especialmente
donde el sulfure es abundante
s Gram negativas.
» Bacterias circulares 6 an espiral, que forman
largan cadenas.
L . Aerobias
- . Thio . * : .
Thiomicrospira pé?c::;rc;;p ra 20-43°C 20-8.0 | « Suenergia es derivada de la oxidacion o
i reduccion de compuestos inorganicos de
sulfuro.
» Quimiolitotrofos.
» Haldfilo
« Células esféricas en cadenas, generalmente
en pares.
. Thiosphaera « Gram negativa.
higEpaETa pantotropha ) i} « Algunas especies son quimiolittrofas.
s Agrobias.
s Oxidaba y catalasa positiva.
+ Bacilos.
. Gram negativa
P -
Pseudomonas Ziﬂggg::s Pg; %%bn?go - s Motilidad por un flagelo polar.
+ Aerobios o anaercbios
+ Grupo muy adaptable.
e Su crecimiento se puede ver estimulado por
Fel+,
55_59 |" Aerobico
o Acidiohilium . . ' » Catalasa positivo.
Acidiphilium cry?)tum 31-41°C Hasta s Gram negativos.
6.1 « Motilidad por un flagelo polar o por dos
' flagelos lalerales
Frecuentemente se encuentra asociado al
Thiobacilius ferroxidans.
Por debajo » Células esféricas, iregulares en lobulares.
Sulfolobus . 5 '
de 55°C | e No reduce S°.
Por debaio « Células esféricas, irmegulares en lobulares.
Acidianus - de 55°Cj = » Bajo condiciones anaerobias puede reducir el

3° en H,S en presencia de Ha.
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Hydrogenobacter

de 55°C

Autdtrofo en hidrogeno.

Gallionella

Gallionella
ferruginea

6.0

Células en forma de rifion.

Secretan hidroxido de fierro coloidal.
Molilidad por un flagelo polar.
Aerobio eslricto y microaerofilo.
Autdtrefo obligado

Qimicautétrofa.

Sistenas de agua y agua marina.

Leptospinillum

Lesptospiriffum
ferracxidans

20-60

15-4.0

Células en espiral & vibroides.
Gram negativo.

Motitidad por un flagelo polar.
Obligado quimiclitotrofo.
Utiliza el Fe #

Crece en presencia dal Thiobacillus.

Metallogenium

Metallogenium
symbioficum

€.0-8.0

Células en forma de coco.

Contiene incrustaciones de dldxido de
magneasio.

Forma estructuras filamentosas.
Quimioautétrofo o pardsito de los
hongos.

Aerobio

Siderocapsa

Siderocapsa treubii

Variedad morfolagica y de capsula.
Tipicamente incrustado con éxidos de FE
(It) /o Mn {1V}

Naumaniella

Naumanniella
neustonica

Células esféricas o elipsoidales,
Tiene capsula.
Aerohio.

Petréleo.

Siderococcus

Siderococcus
limoniticus

6.2-7.0

Células en forma de coco, presenta
capsula.

« Depdsitos con hidroxido de fiero.

No crece en cultivos “in vitro”.

En sedimenlos o interfaces de agua.

Ochrobium

QOchrobium lectum

Células esféricas con capsula
impregnada con dxidos de acero.
Motilidad por flagelos.

Se encuentran en agregados de 8
células.

Puede crecer sn condiciones anaerobias.

Agua con bajo contenido de oxigeno
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Sulfobacillus

Sulfobacillus
thermosulficoxidans

20 - 60

1.1-5.0

« Células redondas, no tiene motilidad,
generalmente se encuentra en parejas o
en cadenas cortas.

* Gram positivo.

+ Estrictamante aerobio y autdtrofo.

Sistemas termales, depdsitos de sulfato y
€en medios Gormosivos.

Nitrobacter

Nifrobacter
winogradskyi

» Células esférlcas o pleomérficas.

& Pueden lener motilidad a través de un
flagelo sub - terminal o lateral.

« Gram negativo.

» Facultativo quimiolitétrofo.

» Haldfilo obligado

Agua marina

Nitrospina

Nitrospina gracilis

» Células circulares.

+ No tiene motilidad.

« Aerobia v quimiolitétrofo obligado.
| » Hald&filo obligado

Agua marina

Nitrococous

Nitrococecus mobilis

+ Células esféricas.

» Motilidad a través de dos flagelos.
» Aerobio y haldfilo obligado.

s Quimiolitdtrofo.

Medios marinos

Nitrospira

Nitrospira maring

» Motilidad no observada.
« Gram negativa.
» Haléfilo obligado.

Agua marina

Nitrosomonas

Nifrosomonas
europaea.

Células en forma de cocos.

s Puede presentar motilidad a través de un
flagelo.

+ Gram negativos.

« Haldfilo obligado

Agua marnina

Nitrosococcus

Nitrosococous
nitrosus

s Células esféricas o eliplicas.
o Gram negativa.
» Halofilo obligado.

Agua marina y Petréleo
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XI1.2 APENDICE 1l

MEDIO DE CULTIVO
NACE

ptuna

Extractc de Levadura 1.00

Cleruro de Sodie 19.50
Citraito Ferrico 010
Clorure de Magnesia B.80
Sulfato de Sodio .30
Cloruro de Calclo 1.80
Cloruro de Polasio D.60
Blearbonatn de Sodio 1.16
Agar 15.00

Afarara 1L
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X1.3 APENDICE [N

TECNICA DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Como anteriormente se expuso, se utilizd esta técnica para observar la morfologia
de los microorganismos presentes en el consorcio en estudio. En la siguiente tabla

se presentan generalidades de esta metodologia:

| Microscoplo Electrénice de barrido
| PHILIPS

XL 30 ESEM

Windows NT / Microscope Control

?:3 Laboratorio de Microscopia Electrdnica de barrido
" | Laboratorio 009 / IMP

= Descripcion del Equipo

La Microscopia de Electron Ambiental que Explora (ESEM FEG) Philips XL30
ESEM FEG ofrece la linea secundaria de electrones de alta resolucién en
presiones tan altas como 10 Torr y a temperaturas tan grandes como 1,000 °C.
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Este aparato permite trabajar con muestras mojadas, aceitosas, sucias y muestras
no conductoras, lo que permite que la muestra sea examinada en su estado

natural.

= Material

Acero APX — 52 (baquelita)
PMEUMET PRESS
Marca: BUEHLER LTD
No. Inventario: 44178
HANDIMET GRINDER
No. Inventario; 370341
BUEHLER LTD
Metallurgical Apparatus
Pulidar No. Inventario: 26988

' METASERR
Universal Polisher

— MalrEl&Eqipo’ | [ Caraclaristicas

Aparato para realizar la
probeta

Lija

= Metodologia

Montaje y Pulido

Realizacién de la probeta

1. Se agrega 3 % cucharadas de baquelita (hasta cubrir el cilindro del aparato
PNUEUMET PRESS).
Se agrega H:0, se ciema y se deja reposar por 14 min.
Al término de este tiempo revisamos la formacion de la probeta de no ser asi
se vuelve a cermrar y se deja por ofros 4 min.
Retiramos la probeta.
Lijamos con lijas del No. 240, 320, 400 y 600 respectivaments,
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10.

Se procede a realizar el pulido No. 1 usando alumina #10 agregando agua.
Se realiza el pulido No.2 con alumina # 0.1 y el pulido final con alumina #
0.05 hasta que este completaments liso con terminacion de espejo.
Enjugamos la probeta con abundante agua.

Finalmente limpiamos la probeta usando un algodén con alcohol y aire para
lierar la probeta de particulas metélicas.

Almacenar la probeta poniendo un pedazo de algodon en el acabado de
espejo y finalmente se guarda en el desecador.

Preparacién del cilindro

Ll A e

Sumergir en nital 5% {(acido) por 10 — 20 min.
Lavar con agua y jabon.

Lavar con matanol

Secar con aire

Preparacion de la muestra

1.

2.

En la parte de acabado de espejo de pone una gota de cultivo y se espera a
que seque.

La muestra se observa bajo el microscopio electrénico de barrido.
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X1.4 APENDICE IV

MEDIDA DE CRECIMIENTO MICROBIANO
METODO TURBIDIMETRICO

A continuacion se presenian los resultados obtenidos de la evaluacion del
crecimiento del consorcio microbiano en estudio a través del empleo de la técnica

turbidimétrica.

De acuerdo a las referencias obtenidas se decidio trabajar a una absorbancia de
540 nm.

et NUESTRIC e e
| ABSORBANGIA(nm)
WE Do e | |

0,008 | 0000 | 0000 | 0,000
0,008 | 0,006 | 0008 | 0,005
0,008 | 0,010 | 0010 | 0013
0030 | 0044 | 0024 | 0033
0051 | 0044 | 0,034 | 0036
0.035 | 0044 | 0040 | 0074
0.062 | 0,046 | 0048 | 0,063
0.120 | 0052 | 0050 | 0,160

-
o

Estos resultados se presentan graficamente en la siguiente figura:
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Curva de crecimiento
Método Turbldimetrico
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X1.5 APENDICE V

INTERPRETACION DE LOS DATOS DE MUERTE MICROBIANA
METODOS DE PRUEBA

La siguiente tabla muestra la relacion numérica entre el porcentaje de muerte y el

logaritmo de reduccidn microbiana.

(infcial VG [ Final TVC | Porcentaje de muerte | Log Reduccidn |
1 x10° 1 x10° 0 0
1 x10" 1 x10° 90 1
1 x10° 1 %10 99 3
1 x10° 1 x10° 99.9 3
1x10° 1 x10° 99.99 4
1 x10° 1 %10 99.999 5
1x10° 1 99.9999 6

El porcentaje de muerte requerido tipicamente para que un compuesto sea
considerado como un biocida es del 99.99% 6 un logaritmo de reduccion de 4.
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X1.6 APENDICE VI

ABREVIATURAS
Log Lagaritmo
IMP Instituto Mexicana del Petréleo
Fem Fuerza Electromotriz
Bac Bacterias
UFC Unidades Formadoras de Colonia
ppm Fartes por millén
BAAR Bacterias acido alcohol resistentes
Hr Hora
mlL Milimetro
cm’ Centimetro cubico
mv Micro volts
s Segundo
G Gram
" Vibroide Bacilo curvo en forma de “coma”
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