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Abstract

This work presents an experimental design that allows to obtain efficient results for such biofilm de-
tachment employing the sonication technique. For this, 85% was established as the acceptable minimum
efficiency of viable cells removed. Bacterial biofilms of the sulphate-reducing bacterium Desulfovibrio
termitidis were developed for 24 hours on iron sheets and coupons of carbon steel of different geometries.
Maximum efficiencies of detachment with sonication and scrapped ultrasound were compared. The eval-
uation of the different sonication equipment variables permitted to reach efficiencies above the estab-
lished rank. The parameters that permitted to obtain a maximum efficiency of 88% were: total time 1 min-
ute, impulse “on” 5 seconds, impulse “off” 10 seconds and 65% of amplitude for the iron sheets and the
coupons of carbon steel of rectangular geometry and: total time 2 minutes, impulse “on” 2,5 seconds, im-
pulse “off” 10 seconds and 70% of amplitude for the coupons of concave carbon steel geometry. Addition-
ally, the sonication technique resulted to be 10 times more effective than the technique of scraped-ultra-
sound at exponential levels.
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Parametros de sonicacion para el desprendimiento
y estudio de las biopeliculas generadas
por biocorrosion

Resumen

Este trabajo estructuré un disefio experimental que permitiese obtener resultados eficientes, en el
desprendimiento de células sésiles viables, empleando la técnica de sonicado, para ello se establecio 85%
como eficiencia minima aceptable. Experimentalmente se generaron biopeliculas de la bacteria reductora
de sulfato Desulfovibrio termitidis por 24 horas sobre laminas de hierro y cupones de acero al carbono de
diferentes geometrias y, luego de obtenida la eficiencia maxima, se comparo la misma con la eficiencia de
la técnica de raspado-ultrasonido. La evaluacion de las diferentes variables del equipo de sonicacion per-
miti6 alcanzar eficiencias por encima del rango establecido. Los parametros que permitieron obtener una
eficiencia maxima de 88% fueron: tiempo total 1 minuto, impulso “on” 5 segundos, impulso “off” 10 se-
gundos y 65% de amplitud para las laminas de hierro y los cupones de acero al carbono de geometria rec-
tangular; mientras que para los cupones de acero al carbono de geometria concava fue: tiempo total 2 mi-
nutos, impulso “on” 2,5 segundos, impulso “off” 10 segundos y 70% de amplitud. Adicionalmente, se com-
paro el desprendimiento de células viables entre la técnica de sonicado y raspado-ultrasonido; donde la
técnica de sonicado resulté ser 10 veces mas efectiva.

Palabras clave: Biocorrosion, biopelicula, raspado-ultrasonido, sonicado.

e Direccién actual: Fundacion Instituto Zuliano de Investigaciones Tecnologicas (INZIT). zduque@inzit.gob.ve

Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 30, No. 3, 2007



Parametros involucrados en la técnica de sonicado de biopeliculas 217

Introduccion

El importante papel de las biopeliculas en
la corrosion microbiana (MIC: “Microbiologically
Induced Corrosion”) fue estudiado extensiva-
mente a mediados de los anos 80-90 [1]. La bio-
pelicula, esta definida como la interfase bioorga-
nica entre el substrato (metalico o no metalico) y
el medio, en la cual las células microbianas se en-
cuentran aglomeradas sobre superficies por
fuerzas electrostaticas y/o por sustancias extra-
celulares poliméricas (EPS: “Extracelular Poly-
meric Substances”) que le facilitan una mejor ad-
herencia a la superficie, quedando entramadas
con productos de corrosion, precipitados inorga-
nicos y organicos, dando como resultado un mi-
croambiente con caracteristicas propias tanto
quimica, fisica y microbiolégicas [2, 3].

Existen numerosas publicaciones sobre los
problemas que generan las biopeliculas en las tu-
berias y equipos industriales de manejo de aguas
naturales para la produccion de petroleo o alimen-
tos; resaltando problematicas como la pérdida de
transferencia de calor, disminucion de la eficiencia
de equipos, bioensuciamiento, corrosion localizada
y biodegradacion de las superficies [4-6].

El desarrollo de biopeliculas, es decir, la
aglomeracion celular y sus productos metaboli-
cos sobre superficies e interaccion de los mismos
con la superficie, depende de factores como el
medio, el material (tanto su acabado superficial
como en su composiciéon quimica), y de los tipos
de microorganismos involucrados. La actividad
continua de esta interfase bioorganica puede
promover la corrosiéon microbiana (MIC: “Micro-
biologically Influenced Corrosion”) [4, 7].

En términos generales, entre los grupos
bacterianos que mas se han estudiado estan las
bacterias reductoras de sulfatos (SRB: “Sulphate
Reducing Bacteria”), entre otros factores por ser
un grupo productor de H,S, facilmente cultivable
y de facil identificacion [6, 7].

Entre los diferentes métodos de evaluacion
en los estudios de MIC esta la determinacion y
cuantificacion de la poblacion sésil (biopelicula).
Entre las diferentes técnicas utilizadas para el
estudio de biopeliculas estan: fotometria del ATP,
secuenciacion del ADN, cuantificacion por el nu-
mero mas probable y microscopia de epifluores-
cencia; todas estas técnicas requieren el des-

prendimiento inicial de la poblacion sésil. Es por
ello necesario el uso de una técnica de desprendi-
miento como la de sonicado, ante lo cual resulta
importante establecer los parametros que permi-
tan una eficiencia en la obtencién de las células
que componen una biopelicula sin que afecte a la
viabilidad de los microorganismos que la compo-
nen, lo que permite el desarrollo de diferentes es-
tudios, tal como la relacion de la poblacion sésil
con los procesos corrosivos, la determinacion de
eficiencias en tratamientos quimicos sobre bio-
peliculas, la caracterizacion poblacional, etc. [8].

Normalmente e independientemente del
equipo de sonicado utilizado en ensayos micro-
biologicos, los parametros mas importantes en el
empleo de dicha técnica son el nivel del poder uti-
lizado (vatios), el tiempo total de aplicacion de la
técnica, el tipo de sustrato y las dimensiones del
“tip” o “microtip” empleados, ademas del control
de temperatura. Por lo que en principio debe rea-
lizarse un enfoque dirigido a solucionar la incég-
nita de conocer cuales deben ser los valores de
éstas y otras variables independientes (tales
como volumen de liquido de sonicado a emplear,
material del recipiente de sonicado, profundidad
de inmersion del “tip”, entre otros) en los ensayos
de tal forma de facilitar la correcta utilizacion y
optimizaciéon de dicha técnica [8].

Uno de los aspectos de importancia en la
aplicacion de la mejor técnica para el desprendi-
miento celular es la recuperacion de células via-
bles, esto en el caso de la sonicacion ha sido re-
portada como elevadamente significativa por en-
cima de métodos como el raspado [9]. La viabili-
dad se garantiza ajustando los parametros de
temperatura y tiempos de exposicion soénica [8],
dada por los ciclos generados a frecuencias espe-
cificas lo cual se va a determinar en este trabajo
ademas de otras variables asociadas a la sonica-
cion.

Procedimiento Experimental

El procedimiento experimental consistio en
desarrollar biopeliculas sobre cupones, para lue-
go someterlos al desprendimiento a través de la
técnica de sonicado, modificando parametros
operacionales con la finalidad de obtener al me-
nos un 85% de eficiencia en desprendimiento,
porcentaje asumido en este trabajo como acepta-
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ble en el desprendimiento de células viables. Es
necesario acotar, que el desarrollo experimental
se realiz6 con una cepa aislada conociday el con-
trol de la incidencia de la técnica se practico to-
mando como referencia la densidad poblacional
de las planctonicas de 24 horas presentes antes
de extraer los cupones inmersos del mismo vial.
Estos ensayos se hicieron por triplicado para ob-
tener reproducibilidad de los mismos. Una vez
obtenidos los valores 6ptimos para el desprendi-
miento dentro del rango de eficiencia establecido
mediante la técnica de sonicado, se realizaron
ensayos utilizando la técnica de raspado-ultraso-
nido, con la finalidad de comparar ambas técni-
cas. Asi como ensayos para determinar la in-
fluencia del tampon fosfato (PBS: “Phosphate
Buffer Saline”) anaerobio como agente de lavado
de las muestras en la eficiencia de la técnica.

Materiales y cultivo utilizados

La biopelicula generada para el estudio se
realiz6 con la SRB Desulfovibrio termitidis, la cual
fue aislada de las aguas de formacion utilizadas
en procesos de recuperacion secundaria de cru-
do en el occidente venezolano [10]. El desarrollo
de biopeliculas se promovié sobre tres tipos de
cupones, los cuales se encuentran debidamente
detallados en las Tablas 1y 2.

Estos cupones son representativos de los co-
munmente empleados en la industria para la eva-
luacion de MIC, asi como en investigaciones a nivel
de laboratorio [11]. La preparacion de los cupones

se realiz6 de acuerdo con la norma ASTM G1-90;
luego se esterilizaron colocandolos en bario de ul-
trasonido durante 1 minuto inmersos en etanol al
100% y 12 horas de exposicion en luz ultravioleta
(256 nm) dentro de una cabina de bioseguridad
clase II. Hay que destacar que adicional al proce-
dimiento anterior y previo proceso de esteriliza-
cion de los cupones semi-esféricos (realizados por
un corte longitudinal de un tubo de 3 cm de largo),
estos se aislaron en la parte convexa con cinta
plastica hidrofobica, la cual iba adherida fuerte-
mente para evitar la entrada de medio liquido a
esta zona, concentrando asi el esfuerzo de separa-
cion de biopeliculas sélo en la zona céncava.

La solucién tampoén utilizada para el proce-
so de lavado de los cupones fue el PBS recomen-
dada por NACE Standard TMO 194-94 No 21224.
La cantidad de NaCl empleada en la preparacion
del tampoén fue modificada a 2 g/L para simular
las caracteristicas del agua de inyeccion de la cual
se aisl6 la cepa bacteriana, procedimiento que se
describe detalladamente en la referencia [10].

Calibracién del equipo de sonicado

Antes de iniciar los ensayos experimenta-
les, fue necesario calibrar o estandarizar el rango
de la amplitud a utilizar, dada su relacion directa
con la emision de calor a la soluciéon. Dado que la
base del ensayo consistia en desprender el mayor
numero de células vivas se requeria controlar la
temperatura, ya que es un parametro fundamen-
tal en el desarrollo de las bacterias, especifica-

Tabla 1
Tipos de cupones empleados durante la realizacion de los ensayos
Dimensiones Area Caracterizacion Geometria
(cm) (cm?)
1,0x1,0x0,1 2,40 Hierro al 99,9% Placa Plana
1,2 x0,7x 0,6 3,96 API 5L grado X65 Rectangular
Diametro 2,54 6,45 API 5L grado X65 Semi-esférica, obtenida por corte
Longitud 3 longitudinal de un tubo
Tabla 2
Composicion quimica nominal del API 5L grado X65
C% Mn% S% Fe%
0,21 1,20 0,009 98,57

Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 30, No. 3, 2007



Parametros involucrados en la técnica de sonicado de biopeliculas 219

mente las Desulfovibrios son reportadas en un
rango cuyo maximo es de 40°C [12].

Para la estandarizacién se coloc6 un vaso
precipitado con solucién Tampé6n como prueba,
aplicando el sonicado con un Sonic Fisher Scien-
tific modelo 500, a diferentes amplitudes con el
resto de los parametros operacionales fijos, eva-
luando la temperatura de la solucion y la poten-
cia emitida por el equipo. Posteriormente, se re-
piti6 la prueba utilizando un sistema de enfria-
miento (SEE) con la finalidad de controlar la tem-
peratura. La Figura 1 representa las curvas obte-
nidas para la calibraciéon en lo que a amplitud se
refiere y ubicando las condiciones de trabajo a la
temperatura permitida, obsérvese como a medi-
da que incrementa el porcentaje de amplitud, se
incrementa la potencia y, por ende la temperatu-
ra del medio liquido.

Formacién de biopelicula

Para permitir las condiciones 6ptimas de
crecimiento bacteriano se utilizé el medio reduc-
tor de sulfato, Postgate B [13], el cual ha sido em-
pleado en diversos estudios de MIC. La cepa se
utilizé al 10%, tal como se reporta en diferentes
investigaciones [10, 14]. Esta practica consistio
en dejar inmerso los cupones, previamente este-
rilizados, en el medio nutriente indicado a 37°C
durante 24 horas, condiciones favorables para el
desarrollo bacteriano.

Evaluacién del crecimiento bacteriano

La Figura 2 muestra el disefio experimental
aplicado durante los ensayos. La técnica emplea-

da tanto para el recuento plancténico (M1) como
para el recuento sésil (M2) fue la técnica de dilu-
cion seriada [15]. Estableciendo como base de
aceptacion minima un 85% de eficiencia en la re-
mocion de células viables. En este trabajo se es-
tablece una relacion entre las células planctéoni-
casy sésiles, dado que no contamos con patrones
y otras técnicas de recuento que nos permitan in-
dicar una relacion netamente sésil. Es por ello
que se entendera como eficiencia el valor calcula-
do mediante la siguiente relacion:

% Eficiencia = IAV/IT? %100.

La técnica de estimacion de las células via-
bles fue por dilucion seriada en medio Postgate B,
tal como se indico anteriormente, la cual se eva-
Ito luego de una incubacion de 37°C durante 48
horas. Los cupones con biopeliculas al ser some-
tidos al Sonicado se encontraban e una solucion
buffer, la cual fue debidamente agitada para ho-
mogeneizarla y obtener una alicuota representa-
tiva del desprendimiento sésil.

Técnica de sonicado

El sonicado se realiz6 utilizando un equipo
Sonic Fisher Scientific modelo 500, el cual de-
pende de los siguientes parametros de operacion:

— Tiempo: es la duracion del experimento de
sonicacion, medido en minutos.

— Amplitud: energia aplicada durante el en-
sayo, expresada en porcentaje.

— Impulso “on”: es la cantidad de tiempo, en
que la vibraciéon se mantenia aplicada.

90
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60 1

50 +

40
30 + M
20 1

10 +

—&— Temperatura (°C), con SEE

—— Temperatura (°C), sin SEE
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45 50 55 60 65 70

AMPLITUD (%)

Figura 1. Curva de calibracion del equipo de sonicado.
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Figura 2. Diagrama del disefio experimental para la evaluacion de la técnica de sonicado.

— Impulso “off”: es la cantidad de tiempo en
que la vibracién no se mantenia aplicada.

La temperatura de trabajo fue de 37-40°C,
siendo ésta ultima la maxima permitida a fin de
obtener células vivas, la cual fue controlada me-
diante la utilizacion de un Sistema de Enfria-
miento Externo (SEE); este consistio en mante-
ner el recipiente con la muestra, inmerso en un
recipiente con agua y hielo para atemperar el ca-
lor generado por el proceso.

El equipo de sonicado se encontraba dentro
de una camara de anaerobiosis, de forma asépti-
ca se coloco el recipiente con la solucién tampon
y el cupon. El Tip del Sonicador se aproximo al
cupon, iniciando el ensayo con los parametros
operacionales seleccionados, generando ondas
ultrasonicas directamente en dicha solucion.

Si bien es cierto que la intensidad de las on-
das de ultrasonido tiene su influencia en la viabi-
lidad bacteriana, es necesario que la aplicacion
de esta técnica, se realice determinando las va-
riables y sus magnitudes que inciden en el proce-
so. Tal como se ha descrito, las primeras varia-
bles para evitar la mortandad y lisis celular de las
bacterias en estudio deben ser la potencia y am-
plitud, descritas en la calibracion del equipo.

Ademas de los ciclos on-off, las cuales pueden in-
cidir en el estrés celular, segun la frecuencia del
equipo [8].

Técnica de raspado-ultrasonido

El raspado se hace previo al ultrasonido,
colocando el cup6n dentro de una solucion tam-
pon y con movimientos continuos utilizando una
paleta estéril de polipropileno se promovia el des-
prendimiento. Todo esto dentro de una camara
de anaerobiosis. Posteriormente se utiliz6 un
bario de ultrasonido, al cual se le adiciona agua y
dentro de esta se coloca el recipiente con el cupon
inmerso en la solucién Tampon, estos equipos
tienen una frecuencia fija e incide externamente
sobre la muestra [14], asi mismo no hay parame-
tros a modificar, solo se controla el tiempo de in-
mersion (5 min) y la anaerobiosis durante dicho
ensayo, el cual no genera calor sobre la muestra
evaluada.

Evaluacion morfolégica del
desprendimiento bacteriano
La aplicacion de la Microscopia Electronica

de Barrido (SEM: “Scanning Electron Microsco-
pe”) se realizé previa preparacion de los cupones
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con biopeliculas de 24 horas; utilizando para ello
el procedimiento de fijacién primaria colocando
la muestra en Tampon cacodilato al 0,1 M y pH
7,4 [10, 16], y luego en una solucion al 2,5% de
glutaraldehido durante 2 horas a 4°C, posterior-
mente la muestra se lavé en Tampon cacodilato y
la deshidratacion se llevo a cabo a 4°C; la misma
consistio en pasar la muestra por soluciones de
acetona al 50, 70, 90, 100% durante 15 minutos
y a continuacion en acetona al 100% durante
una hora [10, 16]. Finalmente se metalizaron las
muestras en un ionizador de oro, para su poste-
rior observacion en el MEB.

Resultados y Discusion

Técnica de sonicado

Partiendo de los resultados de la curva de
calibracion del equipo (Figura 1), y luego de diver-
sos ensayos de desprendimiento de biopelicula
mediante la técnica de Sonicado (Figura 2), se ob-
tuvo una eficiencia del 88% en desprendimiento
de células viables ajustando los valores de impul-
so “on” en 5 segundos, impulso “off” en 10 segun-
dos, tiempo total de 1 minuto y amplitud en 65%.
Esto se aplic6 tanto para las placas planas de hie-
rro al 99,9% como para los cupones API 5L grado
X65 de geometria rectangular. Sin embargo, para
los cupones geometria semiesférica fue necesario
aumentar el tiempo de trabajo a 2 minutos para
incrementar la eficiencia. Asi mismo, variaciones
sistematicas de los parametros del equipo en di-

versos ensayos permitieron obtener una eficien-
cia en el desprendimiento del 88% ajustando el
impulso “on” en 2,5 segundos, impulso “off” en
10 segundos, tiempo total de 2 minutos y ampli-
tud en 70%. La Tabla 3 muestra los mejores re-
sultados de cada uno cupones estudiados en for-
ma comparativa.

Durante la realizacion de los ensayos, las
laminas de hierro al 99,9% y los cupones API 5L
grado X65 de geometria rectangular, presentaron
movimientos aleatorios en el recipiente dentro
del cual se encontraban. Esto no ocurri6 con los
cupones de geometria semiesféricos, concavos.
Dichos movimientos, motivados al tamaro de la
muestra, podrian ayudar al desprendimiento de
la biopelicula; por lo que posiblemente en ausen-
cia de los mismos, los requerimientos operacio-
nales son mayores, explicando esto porque se de-
bié aumentar los parametros del sonicador para
mejorar la eficiencia del desprendimiento de cé-
lulas viables en el cup6n céncavo.

Estos resultados van de acuerdo con Gag-
non, report6 quien indico que el desprendimiento
celular de biopeliculas promovidas en policarbo-
natos, pueden darse con eficiencias hasta del
90% en técnicas como Soniciéon y Stomach, re-
portando tiempos de 2 min a 4 kHz [17].

Técnica de raspado-ultrasonido

La Tabla 4 muestra los resultados del des-
prendimiento de biopelicula empleando la técni-

Tabla 3
Resultados de los ensayos realizados empleando la técnica de sonicado

Cupon M1 (48 horas) M2 (48 horas) % Eficiencia
cel/mL cel/mL
Placa plana de hierro 10° 10® 88
API 5L grado X65 de geometria rectangular 10° 10® 88
API 5L grado X65 de geometria semiesférica 10° 10° 88
Tabla 4

Resultado obtenido con la técnica de Raspado-ultrasonido

Cupon M1 (48 horas) M2 (48 horas) % Eficiencia
Cel/mL Cel/mL
API 5L grado X65 de geometria rectangular 10° 10° 68
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ca de raspado-ultrasonido; cuya eficiencia fue
menor al minimo establecido como aceptable.

Por otro lado, la Tabla 5, obtenida con el cu-
pon de geometria rectangular, muestra que exis-
te una diferencia notoria en los resultados finales
(en el orden exponencial), cuando se emplea el
Tampon PBS anaerobio y cuando no se utiliza el
mismo con la técnica de raspado-ultrasonido; lo
que significa que en los procedimientos realiza-
dos, sin el empleo del uso del Tampon, existiéo un
error inducido por arrastre de células plancténi-
cas, y que posteriormente se contabilizaron como
sésiles, esta transportacion de células se explica
por el “efecto de mojado”, lo cual no es mas que la
presencia de células en el medio que humedece el
cupo6n y no como parte de la poblacion sésil adhe-
rida con exopolimeros a la superficie.

Finalmente, la Tabla 6 senala la diferencia
existente entre el desprendimiento de células via-

bles con la técnica de sonicado y la de raspa-
do-ultrasonido empleando cupones API 5L grado
X65 de geometria rectangular como sustrato.

Muestras evaluadas con SEM

Utilizando SEM se confirmo la eficiencia del
sonicado como técnica para el desprendimiento,
tal como se observa en la Figura 3, se corrobora
que la técnica de sonicado desprende y dispersa
el material de la biopelicula a diferencia del ras-
pado-ultrasonido, donde se observan las aglome-
raciones sobre el sustrato metalico.

Estos resultados corroboran que la aplica-
cion de técnicas de mayor alcance sobre los en-
tramados celulares como la sonicacién, son las
que logran romper los fuertes enlaces poliméri-
cos con los productos de corrosion, sobre todo
que en los estudios de MIC, ya que se relacionan
las poblaciones viables con la morfologia corrosi-

Tabla 5
Influencia del PBS empleando la técnica de raspado-ultrasonido

Uso del tampon PBS M1 (48 horas)

M2 (48 horas) % Eficiencia

anaerobio cel/mL cel/mL
Si 10° 10° 68
No 10° 107 78

Tabla 6
Comparacion de los resultados obtenidos con la técnica de sonicado y raspado-ultrasonido

Técnica empleada M1 (48 horas)

M2 (48 horas) % Eficiencia

cel/mL cel/mL
Sonicado 10° 108 88
Raspado-ultrasonido 10° 10° 68

Figura 3. Cupones tras aplicar técnicas de desprendimiento (500X). a) Técnica de sonicado.
b) Técnica de raspado-ultrasonido.
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va del material, siendo necesario, tal como lo in-
dica la NACE en el TM194-94 y en su Report
54278, técnicas de remocion que garanticen el
desprendimiento extracelular de las superficies
metalicas y sus productos [8].

Conclusiones

La maxima eficiencia en el desprendimiento
de células viables, de una biopelicula de 24 horas
de Desulfovibrio termitidis en un area entre 2-4
cm?, se logré fijando los parametros operaciona-
les del equipo de la siguiente forma: tiempo 1
min, impulso “on” en 5 s, impulso “off” de 10 sy
amplitud de 65% para los cupones de acero al
carbono de geometria rectangular y para los de
hierro, mientras que para los de acero al carbono
con geometria concava el tiempo fue de 2 min e
impulso “on” en 2,5 s, impulso “off” de 10 s y am-
plitud de 70%.

La técnica de sonicado con la biopelicula
evaluada resulté ser 10 veces mas efectiva que la
técnica de raspado-ultrasonido en términos de
recuento a nivel exponencial.

El empleo del tampon PBS anaerobio per-
mite una mayor confiabilidad en los resultados
del recuento de bacterias sésiles, dado que se evi-
ta el recuento de plancténicas debido a los “efec-
tos de mojado” de la muestra.
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