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1. INTRODUCCION

S.G. Gémez de Saravia™* y P.S. Guiamet****

El objetivo del presente trabajo fue controlar la formacién de peliculas bacterianas,
constituidas por bacterias aerdbicas y anaerébicas sobre superficies de interés industrial,
tales como aceros inoxidables y acero al carbono. Se utilizé un biocida natural obtenido de
un extracto acuoso de semillas de mostaza negra, Brassica nigra, y sustancias de origen
biolégico (mezcla de inmunoglobulinas: IgA, IgG e IgM). Para observar la adherencia
bacteriana a las superficies metélicas se empled el microscopio electrénico de barrido
(MEB) y el microscopio de epifluorescencia. Se observé una marcada inhibicién de la
adherencia bacteriana en las diferentes condiciones experimentales ensayadas, utilizando la
solucién de inmunoglobulinas. Se advirtié una disminucién importante en el nimero de

microorganismos formadores de las biopeliculas cuando se utilizé el biocida natural.

Biopeliculas. Microorganismos. Biocida natural. Inmunoglobulinas.
Aceros.

The aim of this paper was the control of aerobic and anaerobic bacterial biofilms formation
on metal surfaces of industrial interest such as stainless steel and mild steel. A natural
biocida obtained of an aqueous extract of seeds of black mustard (Brassica nigra) and
mixtures of immunoglobulins IgA, IgG, and [gM were used. Microscopic techniques like
scanning electron microscopy (SEM) and epifluorescens microscopy were used for
observing bacterial adhesion of the metal surfaces. A marked inhibition of bacterial
adherence was observed when an immunoglobulin film was formed on the metal surface.
When the natural biocide was used, an important decrease in the number of
microorganisms in the biofilms was observed.

Biofilms. Microorganisms. Natural biocide. Immunoglobulins. Steels.

La adherencia de microorganismos a las superficies
metdlicas afecta una amplia variedad de sistemas in-
dustriales y operacionales, tales como sistemas de en-
friamiento de agua, sistemas de agua de inyeccién,
industria termoeléctrica, industria del petréleo, etc.

Los procesos de adherencia bacteriana comien-
zan inmediatamente después de la inmersién de
una superficie metdlica en un medio acuoso natu-
ral o industrial y conducen a la formacién de bio-
peliculas!!l.

Las biopeliculas contienen, aproximadamente,
95 % de agua, en una matriz de sustancias exopoli-
sacaridicas (SEP), en la cual las células y los detri-
tus inorgdnicos estdn suspendidos.

Los métodos més utilizados para prevenir y con-
trolar la formacién de biopeliculas son: limpieza
(manual y quimica), recubrimientos, pinturas an-
tiincrustantes, proteccién catédica, empleo de bio-
cidas (oxidantes y no oxidantes), etc..

Los biocidas son inherentemente téxicos,
muchos de ellos son dificiles de degradar y
persistentes en el medio ambiente. El registro de
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nuevos biocidas demanda el cumplimiento de es-
trictas reglamentaciones.

Las leyes que regulan la calidad ambiental son
cada vez m4s exigentes y restrictivas. Las mismas,
tienen por objeto garantizar la compatibilizacién de
las necesidades del desarrollo socioeconémico con
los requerimientos de la proteccién ambientall.

En los dltimos tiempos, se han producido cam-
bios en la legislacién sobre el uso de biocidas,
apuntando a la utilizacién de sustancias mas facil-
mente biodegradables y no contaminantes para el
medio ambiente, tales como, por ejemplo, com-
puestos producidos naturalmente (extractos de
plantas) y sustancias de origen biolégico.

Muchas plantas de la familia Cruciferae tienen
propiedades biocidas. Esto, es debido a la presencia
de isotiocianatos. Las semillas de mostaza negra
contienen allyl isotiocianato que es répidamente in-
activado en el ambiente, representando de este mo-
do un antimicrobiano potencialmente aceptable!.

Por otro lado, sustancias de origen biolégico co-
mo, por ejemplo, el suero bovino, inhibié la adhe-
rencia bacteriana a superficies de titaniol).

Recientemente, se ha reportado que, la inmuno-
globulina A (IgA) secretoria inhibe la adherencia
de Pseudomonas aeruginosa a la corneal®. La IgA est4
constituida por una cadena simple de péptidos, con
un peso molecular de 60.000 y es una de las princi-
pales cinco inmunoglobulinas del cuerpo humano.
Esté presente, selectivamente, en las secreciones de
las mucosas y su funcién es desarrollar la inhibicién
especifica de la adherencia de microorganismos a la
superficie de las células mucosas, previniendo la en-
trada de estos en los tejidos del cuerpol”.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el con-
trol e inhibicién de la adherencia de peliculas bac-
terianas (constituidas por bacterias aerdbicas y
anaerdbicas) a superficies metalicas de interés in-
dustrial, utilizando un biocida natural obtenido de
un extracto acuoso de semillas de mostaza negra,
Brassica nigra, y sustancias de origen biolégico
(mezcla de inmunoglobulinas: IgA, IgG e [gM).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Experiencias realizadas utilizando sustan-
cias de origen biolégico (mezcla de inmu-
noglobulinas IgA, IgG e IgM)

2.1.1. Cultivos bacterianos

Se utiliz6 un cultivo mixto de bacterias reductoras
de sulfato (BRS) Desulfovibrio vulgaris (D. vulgaris)

404

(c) Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
Licencia Creative Commons 3.0 Espafia (by-nc)

y Desulfovibrio desulfuricans (D. desulfuricans) y un
cultivo puro de Pseudomonas fluorescens (P. fluores-
cens).

El in6culo de BRS se prepar6 a partir de 9 ml
de un cultivo de BRS de 7 d, en un erlenmeyer
conteniendo 150 ml de medio liquido de Postgate
C y se incub6 en una jarra de anaerobiosis por
término de una semana. Después de este periodo,
se colocaron los cupones metdlicos para evaluar la
formacién de peliculas bacterianas.

El inéculo de P. fluorescens se obtuvo a partir de
un repique en agar nutritivo, incubado a 28 °C du-
rante 24 h y se colocé en un erlenmeyer conte-
niendo 150 ml de medio de Postgate C'¥. Después
de 1 h de agitacién en un agitador magnético, se
colocaron los cupones metdlicos con la finalidad
de evaluar la formacién de peliculas bacterianas a
las superficies metdlicas.

2.1.2. .Solucién de inmunoglobulinas

Se utilizé una solucién comercial de inmunoglobu-
linas (IgAbulin, Austria) en la que cada mililitro
de la solucién contenfa 60 mg de IgA, 30 mg de
IgG y 2 mg de IgM, proteinas totales: (100 mg) y
glucosa (100 mg) en solucién salina.

2.1.3. Control de formacidn de peliculas bacteria-
nas

Se utilizaron cupones de acero al carbono SAE
1020 de 0,4 cm?® de drea y de acero inoxidable del
tipo AISI 316 y AISI 304 de 0,2 cm? de 4rea. An-
tes del uso, los cupones se colocaron en una resina,
se pulieron con papel de esmeril de diferente gra-
nulometria (200, 400 y 500) y con pasta de aldmi-
na de 1 um de tamafio de grano. Finalmente los
cupones se lavaron y desengrasaron con acetona,
alcohol y agua destilada estéril.

Las muestras de los citados aceros se sumergie-
ron en los cultivos de Pseudomonas fluorescens y
BRS con los siguientes pretratamientos: a) sin la
cubierta de inmunoglobulinas; b) con una cubierta
de inmunoglobulinas sobre la superficie metalica.

Tras 24 h de formacién de las biopeliculas en el
cultivo de P. fluorescens y 15 d en un cultivo de
BRS, las biopeliculas se removieron de la superficie
metélica utilizando un bisturf estéril y se transfirie-
ron en 10 ml de solucién salina isoténica. El re-
cuento de BRS se realizé por el método de dilucién
por extincién en medio liquido de Postgate B y se
utilizé la técnica de recuento en placa para P. fluo-
Tescens.
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Los cupones metélicos se observaron en un mi-
croscopio electrénico de barrido (JEOL JSMT
100). Con el objetivo de preservar las muestras
bioldgicas, éstas, se fijaron en glutaraldehido al
2 % en solucién buffer, durante 24 h. Luego, se
deshidrataron por sucesivos pasajes en series de
acetona hasta llegar al 100 % vy, finalmente, se tra-
taron con la técnica del punto critico .

2.2. Experiencias realizadas utilizando un anti-
microbiano natural obtenido de un extrac-
to acuoso de semillas de mostaza negra,
Brassica nigra

2.2.1. Cultivos bacterianos

El inéculo de Pseudomonas sp. y los cultivos bacte-
rianos se prepararon conforme se indicé en 2.1.1.

El inéculo de BRS se preparé de acuerdo a lo
desarrollado en el apartado 2.1.1. El medio de cul-
tivo utilizado fue Postgate B (8).

2.2.2. Preparacion del extracto acuoso de semillas
de mostaza negra

Se afiadieron 25 gr de semilla a 100 ml de agua
destilada. La mezcla se homogeneizé por 5 min y
se incubd 2 d, a 30 °C. Luego, se realizé una dilu-
cién 1:10 en agua destilada y se filtré con papel de
filtro Whatman N°.1. El filtrado se esterilizé con
filtro Millipore de 0,22 pm.

2.2.3. Actividad antimicrobiana del extracto sobre
la formacién de peliculas bacterianas

Las biopeliculas se formaron suspendiendo cupones
de acero inoxidable del tipo AISI 304, por 24 h, en
un cultivo de Pseudomonas sp. y 5 d, en un cultivo
de BRS. Después de la incubacién y formacién de las
biopeliculas, los cupones se colocaron en un medio
de buffer de fosfatos conteniendo 0,05 % o 0,25 %
del equivalente del extracto acuoso de semillas
de mostaza. Tras 1, 6 y 24 h, los cupones se exami-
naron en un microscopio de epifluorescenciall®.
Los resultados se expresaron como media y mediana
por campo del microscopio (1,54 x 10 mm™).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Experiencias realizadas con sustancias de ori-
gen biolégico (mezcla de inmunoglobulinas)

En el caso de bacterias anaerébicas (BRS) sobre
acero inoxidable y acero al carbono, el nimero de
células de la poblacién sésil estuvo en el orden de
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10° cells/cm?. Los metales previamente acondicio-
nados con una cubierta de inmunoglobulinas reve-
laron un importante decrecimiento de células ad-
heridas con una poblacién sésil del orden de 10?
cells/cm?. Estos resultados se corroboran con las
observaciones realizadas en el MEB (Figs. 1y 2).

Transcurridas 24 h de contacto con el cultivo
bacteriano, los cupones metélicos ensayados presen-
taron una abundante adherencia de P. fluorescens.

El promedio obtenido de los conteos bacteria-
nos de la poblacién sésil fue del orden de 10° Uni-
dades Formadoras de Colonias/cm? (UFC/cm?),
para el acero inoxidable tipo AISI 316 y para el
acero al carbono y, de 108 UFC/ cm?, para el acero
inoxidable tipo AISI 304 (111,

Los cupones metélicos, previamente acondicio-
nados con una cubierta de inmunoglobulinas, mos-
traron una disminucién en la adherencia bacteria-
nal'll,

Los resultados parecen indicar que la habilidad
de evitar la adherencia bacteriana a superficies
metalicas estarfa relacionada con la inmunoglobu-
lina A. Esto, se fundamentaria en que la compo-
sicién del producto utilizado, la IgA, se encuentra
presente en concentraciones mds elevadas que en
la gammaglobulina. Cada mililitro de la solucién
de gammaglobulina (Seroglubin-T, Gador) con-
tiene 165 mg de globulinas séricas (con un rango
de IgA: 210 mg/100 ml de suero, IgG: 710/1520
mg/100 ml de suero, IgM: 40-250 mg/100 ml
de suero); esta solucién, como se ha visto en un
estudio anterior, favorece la formacién de las

Figura 1. Microfofografia de MEB de la superficie del ace-
ro inoxidable del tipo AlSI 316, tras un periodo de exposi-
cién de 15 d, en un cultivo de BRS (Aumento x 3.500).

Figure 1. SEM micrograph of an AlSI type 316 stainless steel
surface after an exposure of 15 d to a BRS culture
(magnification x 3500).
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Figura 2. Microfofografia de MEB de la superficie del ace-
ro inoxidable del tipo AISI 316, con una cubierta de inmu-

noglobulinas adsorbida, después de un periodo de exposi-
cién de 15 d, en un cultivo de BRS (Aumento x 3.500).

Figure 2. SEM micrograph of an AlSI type 316 stainless
steel surface with coverage of adsorbed immunoglobulins

after an exposure of 15 d to a BRS culture (magnification
x 3500).

biopeliculas a las superficies metalicas!'!). Esto, se
sostiene por diversos estudios realizados en el drea
de los materiales implantables Y12 y por el cono-
cimiento del efecto especifico de la IgA sobre la
adherencia bacteriana a otro tipo de superficies.

En la figura 3, se esquematiza el posible meca-
nismo de inhibicién de la adherencia bacteriana a
través del bloqueo de 4reas receptivas de la superfi-
cie metélica evitando la adherencia y, en conse-
cuencia, la formacién de las biopeliculas. En este

LHJ

Inhibe adherencia

fimbrias -
(N-acetil D-glucosamina)

Figura 3. Esquema de la posible inhibicién de la adheren-
cia bacteriana por adsorcion de las inmunoglobulinas a la
superficie metdlica. X Moléculas de Inmunoglobulinas (IgA)
adsorbidas a la superficie metalica que previenen la adhe-
rencia bacteriana. @ Estructura de la superficie metdlica.

Figure 3. Scheme of possible inhibition of bacterial
adherence by immunoglobulins adsortion on metallic
surface. X Immunoglobulins (IgA) molecules absorbed to
metalic surface preventing bacterial adhesion. @ Metallic
surface structure.
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caso, la IgA se encuentra en una concentracién
marcadamente mayor (Tabla I) que los otros com-
ponentes de la mezcla.

3.2. Experiencias realizadas con un extracto de
semillas de mostaza negra

El ingrediente microbiocida de la mostaza negra es
el allyl isotiocianato, que reacciona con las aminas
y otros grupos activos de las proteinas'’®, pudiendo
inactivar enzimas o actuar a nivel de la membrana
celular provocando inhibicién metabélica, inhibi-
cién de la adherencia y eventual muerte celular.
Las tablas II y III muestran la actividad del
extracto sobre las biopeliculas. Se observaron re-
ducciones estadisticas significativas en el nimero
de células de Pseudomonas sp. en todos los tiempos
y concentraciones ensayadas (Tabla II, p< 0,05).
Se encontré una reducciéon de, aproximadamente,

Tabla I. Concentraciones de IgA, IgG, e IgM en los
productos ensayados

Table I. IgA, IgG and IgM concentrations in the assayed

products
Concentracién IgAbulin, Austria
IgA 60 mg/mi
IgG 30 mg/ml
IgM 2 mg/ml

Tabla II. Actividad del extracto acuoso de Brassica negra
sobre biopeliculas de Pseudomonas sp., sobre acero
inoxidable del tipo AISI 304

Table Il. Activity of aqueous extract of Brassica negra on
Pseudomonas sp. biofilms on AlSI type 304 stainless steel
surface

Tiempode Concentracion
contacto (h) de semilla (%)

Ne células por campo
del microscopio

Media Mediana
0 0 179,3 £128,8 139,0
1 0 146,1 + 62,9 129,0
1 0,05 240+ 108 24,5
1 0,25 229+ 95 24,0
6 0 119,0 £ 51,3 105,0
6 0,05 48,5 + 233 40,5
6 0,25 350+ 119 29,0
24 0 1159 £ 32,7 108,5
24 0,05 334+ 18,1 29,0
24 0,25 165+ 116 15,5
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Tabla . Actividad del extracto acuoso de Brassica negra
sobre biopeliculas de BRS sobre acero inoxidable del tipo
AlSI 304

Table lll. Activity of aqueous extract of Brassica negra on
BRS biofilms on AlSI type 304 stainless steel surface

Tiempode Concentracion Ne células por campo
contacto (h) de semilla (%) del microscopio

Media Mediana

0 0 188,8 £105,4 180

1 0 156,2 £ 53,9 150

1 0,05 1296 £ 73,7 97

1 0,25 88,2 + 37,1 67

24 0 1044 + 27,2 92

24 0,05 94,0 £ 48,1 78

24 0,25 77,6 £ 345 75

89 % de los valores iniciales, después de 24 h de
contacto con 0,25 % del extracto.

Las BRS fueron los microorganismos més resis-
tentes (Tabla III). En las concentraciones m4s al-
tas, después de 1 h, las células adheridas fueron del
56 % (p< 0,05) del valor del control. Tras 24 h, no
hubo una diferencia significativa con los valores
del control (test = 74 % del control).

4. CONCLUSIONES

— La cubierta de inmunoglobulinas fue efectiva
para prevenir la adherencia bacteriana de BRS
y P. fluorescens a supetficies metélicas de interés
industrial. La inhibicién de la adherencia bac-
teriana estarfa especificamente ligada a la IgA,
atn cuando la solucién de inmunoglobulinas
presenta, también, en menores cantidades, IgG
e [gM.

— Los resultados obtenidos indican que la solu-
cién de inmunoglobulinas podria usarse, poten-
cialmente, para evitar la adherencia bacteriana
a superficies metélicas de uso industrial, como
aceros inoxidables y acero al carbono, disminu-
yendo el efecto negativo de las biopeliculas
bacterianas.

— La habilidad que presentd el extracto acuoso de
semillas de mostaza negra para disminuir el nd-
mero de microorganismos que forman las bio-
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peliculas implica que tendrfa un uso potencial
en el control de la contaminacién microbiana,
la biocorrosién y la formacién de biopeliculas.
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