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De todos los problemas que aparecen en la industria de papel y cartdn, la formacién de depdsitos mi-
crobiolégicos (biofilm o slime) es uno de los mds importantes, ya que causa problemas tanto en la ca-
lidad del producto (suciedad, agujeros, olores) como en el proceso (paradas no programadas, corro-
sién, malos olores, produccién de gases toxicos, etc.). La corrosién inducida por microorganismos en
la industria papelera produce grandes pérdidas econémicas debido a la necesidad de sustituir los ma-
teriales més frecuentemente. En los estudios de corrosién inducida por microorganismos (CIM) es
imprescindible determinar de una forma rdpida y precisa la evolucién del slime sobre las superficies
metdlicas. Por tanto, el objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo de una metodologia que permita
caracterizar la poblacién de bacterias de los s/imes de una fabrica de cartén mediante citometria de
flujo multiparamétrica, tomando como pardmetros la dispersién de Iuz en dos dngulos y la cantidad
total de proteinas, como primera etapa para los estudios de corrosién inducida por microorganismos.
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Microbiological induced corrosion in the paper industry

Abstract

1. INTRODUCCION

Microbial deposits (slime or biofilm) formation is one of the most important problems in the paper
industry. Slime formation cause a reduction of the final product quality (spots, holes, odours), as well
as in the production and equipment life, due to a greater number of web breaks, down time for clean-
ning and maintenance of the machinery, corrosion, etc. Microbiologically-induced corrosion cause
an important economic losses due to the reduction of the equipment life. In microbially-induced co-
rrosion studies is basic the rapid and precise determination of the evolution of slime growth on meta-
llic surfaces. Thus, the goal of the present work have been the development of a methodology that le-
ads to characterize the population of aerobic bacteria that compose the slimes of a board mill by me-
ans of multiparametric flow cytometry, using two different angles of ligth scattering and the total
protein content as parameters, as first step of the studies of microbiologically-induced corrosion.

Keywords: Microbiologically-induced corrosion. Slime. Bacteria. Characterization. Flow cyto-
metry. :

ecoldgico ideal para el crecimiento de microorga-
nismos. Tienen un pH favorable, una temperatura

En los dltimos afios, la industria papelera ha
evolucionado hacia la fabricacién en medio neutro
o alcalino, la utilizacién de fibra secundaria y hacia
el cierre del circuito del sistema de aguas. Por estas
razones, las aguas de proceso en los sistemas de fa-
bricacion de papel y cartén constituyen un nicho
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adecuada y contienen todos los nutrientes nece-
sarios para su crecimiento, tales como fuentes de
carbono, de nitrégeno, sales minerales y oligoele-
mentos.

En estas condiciones, los problemas asociados a
la actividad microbioldgica, tales como la forma-
cién de depdsitos microbiolégicos (biofilm o slime),
la produccién de gases explosivos y olores ofensi-
vos y la corrosién inducida por microorganismos
(CIM) se ven considerablemente incrementados.

La corrosién inducida por microorganis-
mos es la corrosién que se produce directa o
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indirectamente como resultado de la actividad me-
tabdlica de los mismos (1 y 2).

Un slime consiste en un conjunto de microorga-
nismos embebidos en una matriz exopolimérica de
origen microbiano que los mantiene unidos, junto
con finos, cargas y suciedad en distintas proporcio-
nes, con caracteristicas fisicas variables y acumu-
landose con tasas que varian continuamente.

La formacién de slimes y la corrosién metalica
se han estudiado tradicionalmente por separado,
como procesos independientes que ocurren simulta-
nea o secuencialmente. Sin embargo, dentro de un
biofilm, los microorganismos son capaces de man-
tener un medio que es radicalmente distinto al que
se encuentra en la fase liquida, en términos de pH,
oxigeno disuelto y especies orgdnicas e inorganicas.
Los slimes proporcionan, ademds, un medio prote-
gido para el crecimiento de las bacterias, permitien-
do en la mayorfa de los casos, el crecimiento de di-
ferentes tipos de bacterias a lo largo del biofilm (3).
Asi, dentro de un biofilm, en diferentes estratos,
pueden encontrarse diferentes tipos de bacterias con
necesidades metabdlicas muy diversas, como aero-
bios, anaerobios y facultativos (4 y 5).

Los microorganismos pueden ser responsables
de la corrosién de los metales debido a diversos
factores (4, 6 y 7), tales como la formacién de célu-
las de concentracion de oxigeno y de iones, reaccio-
nes que se producen en los biofilms (produccién de
sulfuro y de 4cidos, deposicién de metales, interac-
ciones metabdlicas, entre otros) y la produccién de
polimero extracelular que facilita la existencia de
condiciones anaerobias en la superficie del metal.

Previa a la colonizacién por microorganismos,
existe una adsorcién de macromoléculas en la su-
perficie del metal. Las células posteriormente ad-
sorbidas, aerobias, se reproducen formando colo-
nias, produciendo dnodos y cétodos locales y for-
mando células de aireacidn diferencial y dando
lugar a corrosidn por otros tipos de mecanismos, ta-
les como las células de concentracién de iones, in-
teracciones polimero-metal, etc. Los biofilms madu-
ros previenen la difusién de oxigeno, de aniones
agresivos, de metabolitos y de productos de corro-
sién hacia el exterior del slime. Ademas, si la tasa
de respiracion aerobia a lo largo del biofilm es ma-
yor que la tasa de difusién del oxigeno, pueden ge-
nerarse zonas anaerobias debajo del biofilm que
permitan el crecimiento de bacterias anaerobias.

Asi, la caracterizacion e identificacion de las po-
blaciones de microorganismos presentes en los dis-
tintos estratos del slime es un paso imprescindible
que permite el estudio de los fendmenos de corro-
sién inducida por microorganismos en superficies
metdlicas.

Con el fin de monitorizar de una forma ripida y
precisa la evolucidén del crecimiento del slime sobre
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las superficies metdlicas en los estudios de corro-
sién inducida por microorganismos, se ha desarro-
llado la metodologia presentada en este trabajo que
permitira la creacién de una base de datos, impres-
cindible para los estudios de corrosion.

La citometria de flujo (CMF) es una técnica ana-
litica que permite la medida de la dispersién de la
luz y la emisién de fluorescencia debidas a la ilumi-
nacién apropiada de células que fluyen individual-
mente frente a un sistema de deteccién. Esta técnica
estd basada en el uso de compuestos que tiene algu-
na especificidad estructural o funcional, proporcio-
nando informacién sobre pardmetros estructurales,
como el contenido y el estado fisico de estructuras
quimicamente definidas de las células y pardmetros
funcionales, que incluyen propiedades bioldgicas y
actividades de la célula. De esta manera, la CMF
permite la deteccién y cuantificacién de estructuras
y funciones de la célula a una elevada velocidad y
de manera multiparamétrica en poblaciones homo-
géneas o heterogéneas de células vivas o fijadas.

2. MAT ERIALES Y METODOS
2.1. Obtencion del slime

El slime se obtuvo, en condiciones estériles, de
la superficie de la maquina de papel en condiciones
normales de funcionamiento de la maquina en una
fabrica de cartén de la Comunidad de Madrid. Esta
fabrica produce cartén de doble capa a partir de fi-
bra 100% secundaria. Las muestras se procesaron
en el laboratorio en un periodo no superior a 2 ho-
ras después de su muestreo.

2.2. Aislamiento de las bacterias

El slime se homogeneizd en tampdn TRIS estéril
y se plaqued sobre medio TGE, suplementado con
cloranfenicol (bactericida) o con actidiona (fungici-
da), para hacer una diferenciacion previa de hongos
y bacterias. Se obtuvieron cultivos puros de bacte-
rias aerobias mediante aislamientos repetidos sobre
medio TGE més actidiona.

2.3. Preparacion de las muestras para
citometria de flujo

Cada cultivo puro se traspasé a medio liquido de
TGE + actidiona para obtener una suspension de
células, incubando los cultivos durante 24-48 horas
a 28 °C. Al cabo de este tiempo, las células se lava-
ron tres veces con tampon TRIS estéril y se resus-
pendieron en TRIS + EDTA (0,1 mg/mL) durante
24 h a 3 °C. Pasado este tiempo, las muestras se so-
nicaron durante 1 min. Posteriormente, se prepara-
ron dos alicuotas de 1 mL cada una. Una de ellas se
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TABLA 1.— Descripcién de los slimes muestreados

TABLE I.— Description of the slimes

Slime crelziir?;gfto* Peso seco (%) Color Lugar de muestreo
15 5.104 Marrén Final parte himeda

2 21 n.d.** Marrén oscuro Final parte hiimeda

7 5.887 Marrén Final parte himeda

* Tomados a partir de la dltima parada para limpieza de la mdquina. ** n.d. no determinado.

conservd sin ningdn tipo de tratamiento, para ser
utilizada como control. La otra se tifié con un tinte
fluorescente que tifie proteinas, el isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Sigma, EE.UU.) a una con-
centracién de 0,1 mg/mL en tamp6n TRIS durante
40 min. Al cabo de ese tiempo, se lavaron las célu-
las con tampdn para eliminar el FITC y se analiza-
ron por citometria inmediatamente.

2.4. Citometria de flujo

Para este trabajo se utiliz6 un citémetro Bryte-HS
(BioRad). Se recogieron datos en modo list, que se
procesaron mediante el software WinBryte (BioRad).

2.5. Caracterizacion bacteriana bioquimica y
morfologica

La caracterizacion bacteriana se realizé median-
te la tincién Gram de los cultivos puros y su creci-

miento en medio O/F en condiciones aerobias y
ananerobias.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Descripcion de los slimes

Se muestreo slime tres veces. Las caracteristicas
de los slimes muestreados se describen en la tabla I.

3.2. Caracterizacion morfolégica y bioquimica
de las especies aisladas

Se obtuvieron 10 cultivos puros diferentes. La
caracterizacién morfoldgica y bioquimica de los
mismos aparece en la tabla II. Las caracteristicas de
las especies encontradas en estos slimes es similar a
las de las especies encontradas habitualmente en las
fabricas de papel (5, 8 y 9).

TaBLA II.— Caracterizacion morfoldgica y bioquimica de los cultivos puros obtenidos

TABLE I1.— Morphological and biochemical characterization of pure cultures

Nombre Org%?Zedel Forma Gram Aerobio o Anaerobio
2C2 1 Bacilo Positivo n.d.* n.d.*
4Cl1 1 Coco Positivo n.d.* n.d.*

5 2 Coco Positivo +/— +/—
6D 3 Coco Positivo n.d.* n.d.*
6HA 3 Coco Positivo +/+ /-
6HB1 3 Bacilo n.d.** n.d.* n.d.*
6J 3 Coco Positivo +/— +/+
6K 3 Coco Positivo /- /-
6M 3 Coco-bacilo Positivo —/- —/—
6N 3 Coco Positivo /- /-

* n.d. no determinado.

64

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

http://revistademetalurgia.revistas.csic.es



A
- b8 P
1]
- T Y
4 c
J bl
Q 0
U O
s 2
e k]
T T Al
C
- L3 - B2

1
—

GCount
Count

“‘% s [
i LTSRN b .
e v - e

- 8 - 82
- -
c1, C
o7 ]
0 0
O O
s
PR - L. -
LABARARARES R RN =T =T T
D
- L8 - 82

Count
Count

b}

[ \ Ls
- \e, =

T TPVt T T ~7

FiG. 1.— Gréficas de dispersién en dngulo cénico pequefio (LS1) y de dispersion de luz en dngulo cénico
grande (L.S2) de varios cultivos puros. A-4C1. B-6HA. C-6J. D-6K.

FiG. 1.— Graphics of forward scatter and wide angle scatter (LS1 and LS2) of several pure cultures. A-4CI.
B-6HA. C-6J. D-6K.

3.3. Caracterizacion citométrica de los
cultivos puros

En la figura 1 aparecen las grificas de disper-
sién en dngulo cénico pequefio (LS1) y de disper-
sién de luz en dngulo cénico grande (LS2) de varios
de los cultivos puros obtenidos. En la figura 2 se
muestran los diagramas de puntos de la intensidad
de fluorescencia en verde (FL1) frente a la disper-
sién de luz en dngulo cénico grande (LS2) del resto
de las especies puras aisladas.

La FCM multiparamétrica recoge datos de dis-
persién de luz en uno o més dngulos y la fluores-
cencia debida a la utilizacién de colorantes fluores-
centes con alguna especificidad funcional o estruc-
tural. Mientras que la dispersién de luz en dos
dngulos permite caracterizar distintas poblaciones
bacterianas, el uso de estos colorantes incrementa
considerablemente la capacidad de discriminacion
entre distintas especies bacterianas (10). Habitual-
mente, los tintes fluorescentes que se utilizan para
la caracterizacién de microorganismos son coloran-
tes para dcidos nucleicos y proteinas. Estos coloran-
tes fluorescentes, utilizados por separado o de ma-
nera conjunta, han permitido la caracterizacién de
poblaciones bacterianas de diversos origenes, como
muestras clinicas, medioambientales e industriales
(10-12).
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FiG. 2.— Diagramas de puntos de la intensidad de fluorescencia en verde (FL1) frente a la dispersién de luz
en dngulo coénico grande (LS2). A-2C2. B-5. C-6D. D-6HB1. E-6M. F-6N.

FiG. 2.— Dot plots of wide angle scatter (LS2) versus green fluorescence (FLI). A-2C2. B-5. C-6D. D-6HBI.
E-6M. F-6N.
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