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RESUMEN

En la industria del petrdleo y del gas la forma generalmente adoptada para
combatir la corrosion es el uso de inhibidores de tipo aminas, sales cuaternarias,
sales de amonio e imidazolinas, son compuestos quimicos que forman peliculas
uniformes que actian como barreras fisicas para reducir las velocidades de

corrosion.

El presente trabajo forma parte de un proyecto multidisciplinario cuya meta es
realizar un rastreo de poblaciones naturales y/o la biosintesis dirigida de compuestos
con caracteristicas similares a los inhibidores de corrosion del tipo imidazolina como

forma alternativa de obtencién de los mismos.

En ésta tesis se realiz6 el disefio y optimizacién de un bioensayo especifico
para la deteccién de imidazolinas, basandose en la coloracién que obtienen éstas al
formar enlaces de coordinacién con sales metalicas. Esta caracteristica se utilizé
para el disefio de un ensayo, que sirve para detectar las imidazolinas (incluso si
fueran producidas por cualquier microorganismo). El ensayo permite ademas,
identificar mas de un microorganismo productor al mismo tiempo, debido a que el
medio se echa en cobertera. La especificidad de este bioensayo fue probada en
microorganismos productores de otros tipos de inhibidores de corrosién (sideroforos).

Por otro lado, se disefio un método de deteccidn de sideréforos, basado en la

metodologia del ensayo CAS modificado por Milagres y Machuca en 1999. En el

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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nuevo meétodo, facil de usar y rapido, la deteccién se optimizo modificando la
composicion del medio y la estrategia de cuantificacion. Este método permite la
deteccion de una diversidad de microorganismos productores de compuestos

interesantes que podrian tener aplicabilidad como inhibidores de corrosion al mismo

tiempo.

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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ABSTRACT

The approach generally adopted to fight the corrosion in the industry of
petroleum and gas is the use of inhibitors of type amines, quaternary salts,
ammonium salts and imidazolines. These are chemical compounds that forms
uniform films and acts like physical barriers to reduce the speed of corrosion.

The present work is a part of a multidisciplinary project whose goal is to make
a screening of natural populations and/or to allow the directed biosynthesis of
compounds with similar characteristics to the corrosion inhibitors of the imidazolina
type (as a alternative form for obtaining that).

In this thesis it was made the design and optimization of a specific bioassay
for the detection of imidazolines, being based on the coloration that obtain these
when forming bonds of coordination with metallic salts. This characteristic was used
for the design of a test that serves to detect imidazolines (even if they were produced
by a microorganism). The test allows, in addition, to identify at the same time more of
a producing microorganism, because the medium is applied as a cover. The
specificity of this bioassay was proven with other types of corrosion inhibitors
(siderophores) producing microorganisms. On the other hand, we designed a method
of detection of siderophores, based on the methodology of CAS test modified by
Milagres and Machuca in 1999. In the new method, easy to use and quick to realize,
we optimized the composition of the medium and the strategy of quantification. This
method allows the detection of a diversity of microorganisms producing interesting

compound that can have applicability like corrosion inhibitors.

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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INTRODUCCION

La corrosion se manifiesta en formas multivariadas en nuestros dias: desde el
color rojizo en puertas y ventanas hasta la que aparece en puentes de concreto,
motores, oleoductos y un sinnimero de materiales, causando perdidas millonarias a
las grandes empresas (Sedriks, 1996). Actualmente el fendmeno de corrosion ha
llegado a ser un tema importante industrial y académicamente. La forma mas facil y
efectiva para proteger las superficies metalicas contra la corrosion, es el uso de

inhibidores (Bouayed et al., 1999).

Un inhibidor de corrosion es aquella sustancia que al agregarse al medio
detiene o al menos reduce la velocidad con la que se corroe la superficie. Entre los
inhibidores quimicos més utilizados por la Industria Petrolera, durante las ultimas
cinco décadas, se encuentran las imidazolinas. Este tipo de compuestos han
mostrado alta eficiencia de inhibicion y rentabilidad, en ambientes de acido

sulfhidrico (Zamudio et al., 2002).

Debido a que las imidazolinas y sus respectivos precursores amidicos son
sintetizados exclusivamente por métodos quimicos (Achenson, 1976), se pretendia
realizar la biosintesis de estos compuestos y/o rastrear poblaciones microbianas que
sinteticen nuevos compuestos con caracteristicas quimicas similares e interesantes

como inhibidores de corrosion.

Al plantearse este proyecto, nos dimos cuenta de no disponer de un método

de deteccion eficiente para la identificacion preliminar de imidazolina durante el

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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rastreo de posibles poblaciones productoras, por o que en esta tesis se realizo el
disefio de un bioensayo para la deteccion de inhibidores de corrosion tipo

imidazolina, ademas de haber optimizado un método de deteccién de sideréforos.

Esta tesis esta dividida en ocho capitulos: el capitulo | corresponde a la
Revision Bibliografica requerida para el entendimiento de la tesis, como son
aspectos generales de corrosion, inhibidores de corrosion (destacando la importancia
de las imidazolinas y la existencia de inhibidores de origen bioldgico), asi como
también las metodologias descritas para la identificacion de los mismos. En el
capitulo 1l y Il se presentan la justificacion y objetivos planteados. En el capitulo IV
se detalla la metodologia seguida para la optimizacion de los ensayos, iniciando con
la seleccion del inhibidor a trabajar hasta la demostracion de la especificidad del
ensayo para la identificacion de imidazolina. En el capitulo V y VI se analizan y
discuten los resultados obtenidos, llegando a concluir de manera general los ensayos
realizados. El capitulo VII es un apéndice donde se presentan los analisis
estadisticos realizados, un compendio de resonancia magnética nuclear y la
metodologia seguida para la obtencion de los inhibidores de corrosion y su

caracterizacion. Finalmente en el capitulo VIII se muestra la bibliografia consultada.

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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1.1 Corrosiéon

El termino corrosion puede tener varios significados, segun la perspectiva en
que sea definido. En términos generales, la corrosion puede definirse como la
degradacion fisica y quimica de un material a causa del ambiente que lo rodea, que
en general puede ser: agua, aire, CO,, liquidos organicos, sales y SOX (sulfatos que

pueden estar en fase gaseosa), entre otros (Sedriks, 1996).

Siempre que la corrosion esté originada por una reaccion quimica, la velocidad
a la que tiene lugar dependera en alguna medida de la temperatura, la salinidad del

fluido y las propiedades de los metales en cuestion (Arnold, 1980).

En sistemas acuosos, la corrosion es definida como un proceso
electroquimico, donde suceden reacciones de oxidacibn y reduccion,
estableciéndose un intercambio de electrones y, consecuentemente, el paso de una
corriente eléctrica de componente continua entre un anodo y un catodo a través de
un medio conductor (al igual que ocurre en una pila galvanica). El estudio de esta
corriente eléctrica, a partir de analisis comparativos entre las distintos componentes
en condiciones estandares, permite conocer la espontaneidad de las reacciones de
corrosion y, por tanto, la estabilidad de las fases minerales (Sastri, 1998). En la
mayoria de medios naturales, la presencia de agua es un factor destacable. Por
tanto, el estudio de los procesos de corrosion naturales debera centrarse en las

reacciones en medios acuosos (Boukhalfa y Crumbliss, 2002).

La corrosidon que habitualmente afecta a tuberias y maquinarias se desarrolla
en sistemas acuosos Yy necesita tres condiciones para realizarse espontaneamente:
el &nodo, el catodo y el electrolito (solucidon acuosa eléctricamente conductora). Si

uno de ellos falta, la corrosion se detiene (Sastri, 1998).

La corrosion se desarrolla en las zonas anddicas, mientras que las catédicas
permanecen siempre inalteradas: una reaccion de oxidacion es una reaccion

anodica, en la cual los electrones son liberados, dirigiendose a las regiones

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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catddicas. En la region anddica se produce la disolucion del metal (corrosion)

mientras que la region catddica no se modifica. La corrosion, ademas, sera tanto

mayor cuanto mas alta sea la conductividad del electrolito (Arnold, 1980).

I.1.1 Tipos de Corrosion

De acuerdo a la forma en que se corroe el material pueden distinguirse

dos amplias categorias; la corrosion intrinseca (ocurre independientemente de

la configuracién de disefio de ingenieria) y la corrosion extrinseca (se ve

afectada por el disefio de ingenieria) (Sastri, 1998).

a) Intrinseca.

1.

Corrosion general o uniforme: Es la forma mas comudn de
corrosibn 'y se caracteriza porque la reaccion quimica o
electroquimica actua uniformemente sobre toda la superficie
del metal. El grosor de la pieza metalica  disminuye,
apareciendo eventualmente perforaciones y manifestandose

finalmente el proceso global como deterioro.

Corrosion por picaduras: Este tipo de corrosion es una forma de
atagque localizado, que causa la penetracion de contaminantes
en el metal. Cabe mencionar que esta manifestacion de

corrosion es una de las mas destructivas e insidiosas.

Corrosion intergranular: Consiste en el deterioro de una cierta
area localizada en los limites o adyacente al grano, mientras

que el bulto de los granos sigue siendo en gran parte inafectado.

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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Esta forma de corrosion se asocia generalmente a efectos
quimicos de segregacion (las impurezas tienden a ser
enriguecidas en los limites del grano) o a fases especificas
precipitadas en los limites del grano, originando la desintegracién
de aleaciones y pérdida en la resistencia en los bordes de

granos.

4. Corrosion por estrés: Es otro tipo de corrosion localizada y se
reconoce por la presencia de fracturas en la superficie metélica.
La morfologia de este tipo de corrosidn es caracteristica: en la
superficie del metal se producen fisuras muy pequeiias, de forma
ramificada. La cantidad de ramificaciones tiene relacion directa
con la concentracion del medio corrosivo, la temperatura y la
cantidad de puntos de esfuerzo del metal, es decir, un domo

carecera de corrosion por estrés, pero un cilindro la presentara.

5. Corrosion microbiologica: Se refiere a la corrosion debida a la
presencia y actividades de los microorganismos y/o sus
metabolitos. Las bacterias, los hongos y cualquier otro
microorganismo son una parte importante en la aparicion de
corrosion. Esta relacion estad llegando a ser cada vez mas
evidente en la mayoria de las aleaciones metélicas (Borestein,
1994).

Ciertos microorganismos prosperan bajo condiciones aerdbicas,
mientras que otros lo hacen en condiciones anaerObicas. Las
condiciones anaerbbicas se pueden crear en el régimen

microambiental, incluso si las condiciones en general son aerobicas.

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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Las condiciones del pH y la disponibilidad de alimentos también
desempefian un papel en la determinacion de qué tipo de
microorganismos puede prosperar en un ambiente. Los

microorganismos se clasifican segun el dafio de corrosion como:

1. Bacterias anaerébicas que producen especies altamente corrosivas
como parte de su metabolismo, por ejemplo bacterias sulfato

reductoras (Kwong et al., 2002).

2. Bacterias aerbbicas que producen acidos minerales y polisacaridos
corrosivos, como bacterias formadoras de lama frecuentes en aguas
industriales, que obstruyen tuberias reteniendo materia organica
para favorecer y estimular la actividad de otras bacterias como las

sulfato reductoras (Reddy et al., 1972).

3. Hongos que pueden producir corrosion por los productos de su

metabolismo, como los acidos organicos (Sanders y Hamilton, 1986).

b) Extrinseca.

1. Corrosion por grietas: Esta forma de corrosion ocurre por
un ataque intenso de agentes corrosivos y se localiza normalmente en
grietas expuestas. El proceso se asocia generalmente al estancamiento
de pequefios volimenes de solucién causados por perforaciones en
juntas, arandelas, cabezas de sujetador, material de aislamiento,

cordones de soldadura, defectos superficiales, abrazaderas, etc.

Algunos ejemplos de depdsitos en los cuales se produce este tipo de

corrosion son arenas, tierra, productos de corrosion y otros soélidos.

2. Corrosion galvanica: Ocurre cuando existe una diferencia
de poténciales entre dos metales diferentes inmersos en una solucion

corrosiva. La diferencia de potenciales produce un flujo de electrones

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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entre los metales, actuando el metal con menor resistencia a la
corrosibn como anodo y el de mayor resistencia a la corrosibn como
catodo. Esto significa que uno de los metales acelera el proceso de
corrosion en si mismo, mientras que el otro metal actia como el catodo,

retardando la corrosion.

3. Corrosion por erosion: consiste en el deterioro acelerado
de un metal debido al movimiento relativo de un fluido corrosivo sobre la
superficie metalica. El incremento en la turbulencia del fluido causa
picaduras en la superficie interna de un tubo lo que ocasiona un

incremento en la erosiéon del mismo.

4, Corrosion por desgaste: se refiere al dafio que sufre la
superficie metélica al estar en constante movimiento y tener una carga
en peso sobre ella. El tipo mas comin de desgaste se debe a la

vibracion.

5. Corrosion por fatiga: es el resultado de la accidon
combinada de un esfuerzo o presion mecanico sobre la superficie y un
ambiente corrosivo. El proceso de fatiga causa la ruptura de la pelicula
que cubre el acero en aleaciones, por lo que se acelera el proceso de
corrosion. La corrosion por fatiga resulta sensible a la concentracion de

oxigeno, pH, temperatura y composicion de la solucién.

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
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.1.2 Proteccién contra la corrosién

Entre las medidas utilizadas industrialmente para combatir la corrosion estan

las siguientes:

1. Uso de materiales de gran pureza.

2. Presencia de elementos de adicion en aleaciones, por ejemplo acero

inoxidable.

3. Aislamiento eléctrico del material. Esto puede lograrse mediante el
empleo de pinturas o resinas, depdsitos metalicos de espesor suficiente o

por aplicacion de recubrimientos diversos.

4. Proteccion catédica. Se consigue cambiando el sentido de la corriente
en la pila de corrosion. Conectando eléctricamente el acero con un metal
mas activo (zinc o magnesio, por ejemplo) podemos llegar a suprimir la
corrosién del acero, ya que éste no actuara como anodo y pasara a
comportarse como catodo, dejando el papel de anodo al metal mas activo
(zinc o magnesio, en el ejemplo anterior). Este es el principio de la

denominada proteccion catddica.

5. Polarizacién del mecanismo electroquimico. Esto se puede lograr
eliminando el oxigeno disuelto, mediante la adicion en el medio agresivo de
ciertas sustancias llamadas inhibidores, las cuales pueden llegar a
polarizar uno de los electrodos de la pila de corrosion y por lo tanto, llegar

a detener (o cuando menos disminuir) sus efectos.
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1.2 Inhibidores de Corrosién

Uno de los métodos mas importantes como veiamos en el apartado
anterior, para reducir la corrosion es el uso de inhibidores de corrosién. En
general, la inhibicion de la corrosion representa la reduccion de la velocidad de
corrosion en el metal por la adicion al sistema de un compuesto quimico en
contacto con la solucién. El inhibidor quimico puede afadirse en forma liquida, de
vapor o en ambas (Sedriks, 1996).

La literatura menciona una vasta cantidad de clasificaciones para los
inhibidores de la corrosion, y cada una de ellas es dependiente del area de la
ciencia que se encargue de realizarla. Un analisis detallado de estas
clasificaciones permite concluir que todas ellas se encuentran mutuamente
incluidas entre si, pero para los fines de este trabajo se utilizard como parametro el
origen de los mismos, es decir, si son sintetizados quimicamente o si son

sintetizados bioldgicamente por algin microorganismo.

1.2.1 Inhibidores de origen quimico

Estos a su vez se pueden clasificar en inhibidores inorganicos y

organicos.

[.2.1.1Inhibidores inorganicos

Son compuestos subclasificados en la industria del petréleo
como inhibidores de pasivacion y de precipitacion. Dentro de los
inhibidores de pasivacion se encuentran los cromatos y fosfatos,

compuestos que inhiben las reacciones anddicas. Los inhibidores de
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precipitacion son iones de 6xidos metalicos, algunos ejemplos de éstos
son los cromatos, vanadatos y sales de zinc. Estas sustancias forman
sales insolubles que se depositan sobre la superficie metalica
protegiéndola (Sastri, 1998).

[.2.1.2 Inhibidores organicos

Son compuestos conocidos dentro de la industria del petréleo
como inhibidores filmicos. Esto se debe a que forman una pelicula
protectora sobre la superficie metélica que controla la difusion de los
iones corrosivos 0 moléculas hacia el metal que se desea proteger.
Esta clase de inhibidores consiste basicamente de una cabeza o parte

polar y de una cola o cadena hidrofobica.

Como ejemplo de este tipo de compuestos protectores se
pueden mencionar a las aminas, amino amidas, imidazolinas, sales

cuaternarias de aminas, piridinas y tioles (Graham, 1990).

En los ultimos afios se han realizado diversos estudios para
demostrar que los imidazoles y sus derivados son eficientes inhibidores
de corrosion. La corrosion del acero templado se ha probado en
diferentes medios y con diferentes sustancias inhibidoras, como

benzotriazol, benzimidazol e imidazol.

De esta forma se ha demostrado que dichos compuestos en
concentraciones traza son muy eficientes como inhibidores de
corrosion. El comportamiento de dichos compuestos resulto ser anodico

y la temperatura es un factor importante en el proceso de inhibicién de
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la corrosion (Subramanyam y Mayanna, 1985). Posteriormente se ha
demostrado que los derivados imidazolinicos son eficientes inhibidores
de corrosion y que la eficiencia como inhibidor de corrosion la
proporcionan el par de electrones de los atomos de N (Wang et al.,
1999). Enlazado con este trabajo, se ha logrado comprobar que el
grupo donador de electrones del anillo de la imidazolina hace que su
estructura se comporte como un buen inhibidor de corrosion (Wang et
al., 2001).

En otro orden de cosas, se han realizado estudios para
determinar tanto el mecanismo de inhibicibn como el comportamiento
de adsorcion y desorcidén de la imidazolina amida en una superficie de
acero con una solucion de CO,. Los resultados mostraron que la
adsorcion de imidazolina amida disminuye la corrosién del acero en
ambientes de CO,, pero que la desorcion de la misma no tenia ningun
efecto en la inhibicién de la corrosion. El incremento de la temperatura
también desempefié un papel importante en los resultados obtenidos
(Xueyuan et al., 2001).

Finalmente, se han realizado estudios para demostrar la relacién
entre la estructura quimica de siete diferentes imidazolinas nafténicas
(cuatro sintetizadas con anillo ciclo hexil y tres con ciclo pentil) y su
efectividad anticorrosiva en acero con ambientes de sulfuro de
hidrégeno. Se demostr6 que estos compuestos eran eficientes como
inhibidores de corrosion a concentraciones de 25 ppm y que parte de
esta eficiencia la proporcionaba la cadena alifatica; cuanto mas larga es
ésta, mayor eficiencia proporciona como inhibidor de corrosion
(Szyprowski, 2000).
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1.2.1.2.1 Imidazolinas
Los azoles son compuestos heterociclicos diferentes; el
imidazol es un tipo de azol, que se deriva formalmente del
grupo pirrol y se forma a partir de la sustitucion del grupo =CH-
por un atomo de nitrégeno en la posiciéon 3. El nitrégeno del
imidazol posee un par de electrones que no contribuyen a la
estabilidad del anillo, por lo que pueden servir para enlazarse

con otros compuestos.

La basicidad del imidazol es fuerte, con un pK, de 7. Su
forma estable es como sales cristalinas, las cuales se disocian
facilmente con acidos. Debido a sus caracteristicas basicas, los
imidazoles pueden formar sales con iones metalicos (Paquete,
1968).

Algunas imidazolinas, como el priscol y la privina, son
vasodilatadoras y vasoconstrictoras respectivamente; la
antistina se usa como antihistaminico. Estos compuestos se
consideran como aldehidos ciclicos de amonio y se hidrolizan
facilmente en &cidos. La biotina es una vitamina hidrosoluble
que participa en el metabolismo de la glucosa, acidos grasos,
aminoacidos y purinas. La hidantoina se forma a partir de
aminoacetonitrilo y acido cianidico, mediante ciclacion de los
mMismos.

La hidantoina puede reemplazar acilglicinas en la sintesis de
amino y cetoacidos. La alantoina es otro ejemplo de
imidazolina, un compuesto relacionado con el &cido uarico
(Achenson, 1976).
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Las imidazolinas y sus derivados se sintetizan
exclusivamente por métodos quimicos, usualmente a partir de
etilendiaminas y &cidos carboxilicos o sus derivados. No se
obtienen mediante reduccion o hidrogenacion de imidazoles
debido a que éstos no se pueden hidrogenar para originar
imidazolidinas. La hidrdlisis parcial tiene lugar en agua caliente

y es completada por alcali (Achenson, 1976).

La obtencidon de las 1-(2-hidroxietil)-2-alquil-imidazolinas
y sus correspondientes precursores amidicos se da a partir de
acidos carboxilicos y del 2-(2-aminoetilamino) etanol. Cada
etapa de la sintesis se desarrolla a diferentes temperaturas y es
selectiva para el compuesto deseado. En una primera etapa, el
acido se mezcla con la amina generando el carboxilato de
amonio. Las otras dos etapas de reaccibn son procesos
endotérmicos donde se genera como subproducto agua
(Zamudio et al., 2002).

Recientemente se realizO un estudio tedrico vy
experimental para demostrar que el 1-(2-etiloamino)-2-
metilimidazolina (imidazolina) es un eficiente inhibidor de
corrosion del acero de carbono en medios &cidos,
comparandola con la N-[3(2-amino-etilamino-etil)]-acetamida
(amida) y 1-(2etiloamino)-2-metilimidazolidina (imidazolidina).
Se demostré que las eficiencias de inhibicion, incluyendo las
formas protonadas son: imidazolina > amida > imidazolidina. La
imidazolidina muestra muy lentas eficiencias de inhibicion a
grandes concentraciones, siendo capaz de promover la
corrosion cuando se encuentra en bajas concentraciones. La

razon por la cual la imidazolina es un mejor inhibidor de
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corrosion que las otras moléculas relacionadas se debe, entre
otras cosas, a la geometria plana que presenta su anillo
heterociclico, el cual favorece la adsorcidén a través del enlace

N=C con la superficie metélica (Cruz et al., 2004).

[.2.1.2.2 Caracteristicas espectroscoépicas de las imidazolinas

La asignacién de los picos en RMN de **C en cloroformo
deuterado (CDCIs3) para la imidazolina hexanoica (Figura .1) y su
correspondiente precursor amidico (Figura 1.2) es la siguiente. El
pico que aparece en el intervalo de 172 a 174 ppm se asigna al
carbonilo de la amida, mientras que el pico que aparece en el
intervalo de 167 a 169 ppm se asigna al carbono de la imina en

la imidazolina.

Figura I.1
Espectro RMN *3C Imidazolina Espectro RMN *3C precursor amidico

167.87
173.57
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[.2.2 Inhibidores de origen biolégico

El hierro es esencial para todos los organismos, éste participa en los
principales procesos biol6gicos como son fotosintesis, fijacion de N,
metanogénesis, produccién y consumo de H,, respiracion, ciclo del acido
citrico, transporte de oxigeno, regulacion de genes y biosintesis de ADN
(Touati, 2000).

Un nivel de al menos 1 mM de hierro es necesario para un crecimiento
optimo del microorganismo. La forma predominante del hierro en la que es
relativamente soluble (0.1 M a pH 7) es el estado ferroso y la extremadamente
insoluble (10*® M a pH 7) es la forma férrica (Cowart, 2002).

Los organismos pueden llegar a un equilibrio entre la solubilidad del i6n
férrico y el requerimiento de hierro solubilizandolo a oxido férrico. Esto puede
alcanzarse de tres formas: i) disminuyendo el pH externo para hacer el i6n
férrico mas soluble, ii) reduciendo el i6n férrico a la forma ferrosa,
relativamente soluble; o iii) empleando queladores de hierro como agentes
solubilizantes. La quelacion y la reduccion son las principales aproximaciones

gue han tenido que adoptar las bacterias (Andrews et al., 2003).

[.2.2.1 Sidero6foros
Los sider6foros son agentes quelantes, sintetizados por bacterias
y hongos en respuesta a la baja disponibilidad de hierro en el ambiente.
Se definen como compuestos microbianos de bajo peso molecular
(300 Da a 2000 Da) y se caracterizan por tener un gran afinidad por el
i6n férrico (Ka> 10°°) (Hider, 1984; Pattus y Abdallah, 2000).
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Su funcion es tomar el hierro del ambiente y llevarlo hacia la
célula microbiana. Aungue la mayoria de los sideréforos son solubles en
agua y son excretados hacia el ambiente, hay algunos que no lo son,
como las micobactinas, sintetizadas por micobacterias y que se localizan
dentro de la célula. En contraste, las carboximicobactinas y exoquelinas
representan sideréforos extracelulares reales del mismo grupo
bacteriano (Raymond et al., 1984; Guerinot, 1994). Los sider6foros
fungicos también se pueden dividir en extracelulares e intracelulares,
pudiendo encontrarse incluso en esporas y micelio de Neurospora y
Aspergillus (Renshaw et al., 2002). También se han encontrado
siderdforos extremadamente lipofilicos en bacterias marinas los cuales
no difunden realmente hacia el medio sino que forman vesiculas (Guang
et al., 2001).

Aunque la distribucion de los sideroforos en la naturaleza parece,
por lo mencionado hasta ahora, bastante amplia la funcién de estos
compuestos, sin embargo, es transportar hierro hacia el interior celular
(Raymond, 1979). Esto ha sido documentado experimentalmente por
marcaje radioactivo en una gran variedad de organismos microbianos
(Wright et al., 1986).

En general se trata de mecanismos de transporte basados en
sistemas no destructivos. Sin embargo, algunos sistemas pueden ser
degradados por esterasas después de liberar el idn férrico a las células
(Winkelmann, 2002).

[.2.2.2 Biosintesis de sider6foros

Las vias biosintéticas de los sider6foros estan

estrechamente conectadas con el metabolismo aerdbico,
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involucrando oxigeno molecular como activador por mono-, di- y
N-oxigenasas y el uso de &acidos originados al final de la
oxidacion en el ciclo del acido citrico (como son citrato, succinato
y acetato). Todos los sideroforos de naturaleza peptidica son
sintetizados por sintetasas no ribosomales y en el caso de los
sideroforos fungicos son principalmente construidos a partir de
ornitina, un aminoacido no proteinico (Winkelmann, 1992). Asi, la
sintesis de sider6foros es en gran parte independiente del

metabolismo primario (Neilands, 1995).

La mayoria de los sideréforos contienen uno o mas de los
siguientes ligandos bidentados como bloques de construccion: i)
acido dihidrobenzoico (catecolato) acoplado a un aminoacido; ii)
grupos hidroxamato conteniendo N°-acil-N°-hidroxiornitina o N°-
acil-N°-hidroxilisina; iii) hidroxicarboxilatos compuestos por acido
citrico o acido B-hidroxiaspartico (Neilands, 1993; Winkelmann,
2002).

Se han realizado diversos estudios para biosintetizar
analogos de sideréforos tipo enterobactina (se sintetizo, por
ejemplo, una triserina trilactona) y aerobactina (se sintetizo N°-
acetil-N®-hidroxilisina). En cada biosintesis se han reducido
pasos que llevan a obtener el sideroforo de una forma mas
simple comparandolo con la produccion del mismo por el
microorganismo. Del mismo modo, se demostré que estos
derivados sintéticos tenian un extraordinario poder como

agentes quelantes (Maurer, 1982; Meyer, 1997).
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1.2.2.3Biopeliculas y sideré6foros como inhibidores

Aunque todas las investigaciones mencionadas en los
inhibidores de origen quimico se han realizado por medio de
técnicas de espectrometria, curvas de polarizacion, analisis de
superficie, espectroscopia fotoelectronica de rayos X y perdida
de peso, entre otras, también se encuentran antecedentes de
investigaciones realizadas desde un punto de vista biolégico. En
una de ellas se propuso que una biopelicula bacteriana podria
funcionar como inhibidor de corrosién, al proteger el acero
templado. De esta forma, se incubaron trozos de acero con
cepas de Rhodoccocus sp. y de Pseudomonas putida. La
biopelicula detuvo la corrosion del acero durante dos semanas,
aunque este fue expuesto a un medio altamente corrosivo
(Volkland et al., 2001).

Asimismo, se han realizado estudios para determinar la
eficiencia de un capa protectora formada por diversas bacterias
de los géneros Pseudomonas, Arthrobacter, Bacillus vy
Desulfovibrio, las cuales secretan sustancias protectoras al
exterior (principalmente polietileno, poliuretano y betdn oleoso).
Esta capa protectora fue estudiada durante varios dias (1, 3, 7,
14 y 21), protegiendo de la corrosion soOlo hasta el dia 14
(Kopteva et al., 2001).

De igual forma se investigd con Pseudomonas
fluorescens, la cual fue incubada directamente sobre el acero. La
pelicula bacteriana formada disminuyé la corrosion aunque
posteriormente se logro confirmar que la bacteria, crecida en un

medio deficiente en hierro, produjo sideréforos (enterobactina,
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parabactina, aerobactina, rodobactina y ferricromo), los cuales
se adsorbieron a la superficie metalica y funcionaron como

inhibidores de corrosiéon (Dubey y Upadhyay, 1999).

También hay estudios sobre el papel de los sideréforos
como inhibidores de corrosion eficientes. En ellos se aislaron
cuatro sideroforos de bacterias (aerobactina de Aerobacter
aerogenes, enterobactina de Escherichia coli, parabactina de
Paracoccus denitrificans y acido rodoturdlico de Rhodotorula
rubra) y se estudiaron como posibles inhibidores de corrosién en
medios &cidos. Los sider6foros se sometieron a ambientes de
HCI 1 N, obteniéndose con la parabactina un 93% de inhibicion
durante 15 dias, disminuyendo la eficiencia de inhibicion en el
siguiente orden: enterobactina > aerobactina > acido rodoturdélico
(McCafferty y McArdle, 1995).

Métodos de deteccion para sideréforos e inhibidores de corrosion.

Para poder detectar este tipo de compuestos se han desarrollado
diversos ensayos, basandose en las propiedades quimicas (ensayos como el
del perclorato férrico, Csaky, Arnow) y en propiedades biolégicas o funcionales
(ensayo universal CAS y bioensayos); un ensayo positivo no proporciona
Unicamente la deteccién del sider6foro, sino que usualmente también da

informacion acerca de la estructura del compuesto.

El ensayo del perclorato férrico es capaz de detectar sideroforos de tipo
hidroxamato capaces de formar complejos estables con sales de hierro a pH
bajos, puede ser detectado con perclorato férrico en acido perclérico. Los

sideréforos tipos catecol no presentan reaccion con este ensayo porque el
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hierro se disocia de estos compuestos a pH bajos (Atkin et al., 1970).
Recientemente se describié un ensayo, basado en el anterior, para medir la
produccion de sider6foros producidos por levaduras, importantes para el
biocontrol de los tejidos de manzana y pera en poscosecha (Calvente et al.,
2001)

El ensayo de Cséky también se utiliza para detectar hidroxamatos,
teniendo como ventaja una mayor sensibilidad que la del ensayo de
perclorato pero perdiendo la capacidad de poder cuantificar el siderdforo. El
ensayo detecta la presencia de hidroxamatos secundarios, dependiendo de la
oxidacion a nitrito y la formacién de un complejo colorido tipo diazonio (Payne,
1994).

El ensayo de Arnow se utiliza para sideréforos de tipo catecolato en
cultivos liquidos. Es preferible crecer el microorganismo en un medio minimo
con un nivel de hierro bajo para producir una mayor sensibilidad en la prueba
(Arnow, 1937). Basandose en éste ensayo se realizaron diversas
investigaciones para detectar sideréforos producidos por especies microbianas
fitopatogénicas (Leong y Neilands, 1982) y también para detectar compuestos
guelantes y fenolicos de tipo sider6foros aislados de hongos degradadores de
maderas (Goodell et al., 1997).

En el ensayo universal cromo azurol S (CAS) se forma un complejo
hierro-CAS el cual alcanza una coloracién azul. Este complejo forma parte del
medio de cultivo, el cual adquiere el mismo color. Cuando los sideréforos son
producidos por el microorganismo, éstos obtienen el hierro del medio CAS
provocando que cambie de color azul a anaranjado. Este ensayo, sin
embargo, muestra eficiencia sélo para la deteccion de sideréforos producidos
por bacterias Gram positivas y resulta ser inhibidor del crecimiento para

cualquier otro tipo de microorganismo. La inhibicion es debida al bromuro de
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hexadeciltrimetil amonio (HDTMA) presente en el medio (Schwyn y Neilands,
1987).

Basandose en el ensayo universal CAS se desarrollé6 un nuevo método,
con la finalidad de evitar la inhibicion producida por el HDTMA y permitir la
deteccién de sideréforos producidos por cualquier tipo de microorganismos.
Este nuevo estudio consistié en dividir la caja de cultivo en dos partes: en la
primera se colocaba agar CAS y en la segunda el medio de cultivo requerido
por el microorganismo. Al crecer el microorganismo los sideréforos difunden
alcanzando el agar CAS y modificando su color. De esta forma se evita la
inhibiciébn del crecimiento y se permite la facil deteccion de sideréforos
producidos por distintos microorganismos, incluyendo bacterias Gram
negativas y hongos. (Milagres & Machuca, 1999). Este ensayo, sin embargo,

tiene la desventaja de ser solamente cualitativo.

Los Bioensayos son los ensayos mas sensibles para la deteccion de
sideréforos. La especificidad del ensayo es determinada al elegir la cepa
indicadora. En general, el indicador es sembrado en el medio de cultivo sélido
deficiente de hierro y el compuesto o liquido a probar es colocado en un filtro
estéril o dentro de un pocillo hecho en el agar. El tamafio de la zona de
crecimiento de la cepa indicadora alrededor del sider6foro debe ser

proporcional a la concentracion del sideréforo (Sung et al., 2001).
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Una de las preocupaciones mas frecuentes en diferentes ramos de la industria
es el problema de la corrosion, efecto que ataca a la mayoria de los metales y
debilita su estructura (llegando incluso a poner en riesgo a sistemas completos de

produccion, como ocurre en el caso de las industrias quimica y petrolera).

Las plantas petroquimicas operan en ambientes (acido sulfhidrico, cianuro y
amoniaco) gue son muy agresivos para el acero. Con la oxidacion del metal se forma
sulfuro de hierro, provocandose simultaneamente ampollas en el metal que con el
tiempo se agrietan y se corroen. El camino mas facil y efectivo para frenar la
corrosion es la aplicacién de inhibidores de corrosion para este tipo de ambientes

(Szyprowski, 2000).

En los ultimos afos, el laboratorio perteneciente al Programa de Ingenieria
Molecular del Instituto Mexicano del Petroleo se ha dedicado a disefiar inhibidores de
corrosion tipo imidazolina, realizandose diversos estudios para demostrar que éstos y

sus correspondientes precursores amidicos son eficientes a este respecto.

En este sentido, se estudio la eficiencia que tienen siete compuestos del tipo
1-(2-hidroxietil)-2-alquil-imidazolina y sus correspondientes precursores amidicos
como inhibidores de corrosion del acero en ambientes de &cido sulfhidrico. Los
resultados mostraron que las 1-(2-hidroxietil)-2-alquil-imidazolinas  son mejores
inhibidores de la corrosién que sus correspondientes precursores amidicos y que

la eficiencia de inhibicion de la corrosion de ambas familias de compuestos depende
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de la longitud de la cadena del grupo alquilo y de la concentracién del inhibidor

(Zamudio et al., 2000).

El presente trabajo pretende disefiar un método de deteccion de inhibidores de
la corrosién, en general, e imidazolinas, en particular, lo que permitiria buscar
microorganismos productores de nuevos compuestos biologicos con actividad

interesante en cuanto a su aplicabilidad como inhibidores de corrosion.

Estos estudios, por otro lado, suministrarian una herramienta imprescindible
para abordar la posibilidad de biosintesis de imidazolina, como alternativa a la

sintesis de tipo quimico que actualmente se emplea.

Constituyen por estas razones, el inicio de un trabajo multidisciplinario con

importantes perspectivas desde el punto de vista biotecnoldgico y de aplicacion.
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OBJETIVOS

IV.1 General

Disefiar una estrategia para valorar y cuantificar compuestos tipo imidazolina
para su aplicacibn como inhibidores de corrosion producidos por

microorganismos.

IV.2 Particulares

. Seleccionar la sal metalica adecuada asi como también la técnica
de colorimetria para la detecciéon de la misma sal en medio liquido

(ensayo quimico).

. Trasladar el ensayo quimico a medio solido (placas de Petri con

medio de cultivo).

. Simular la biosintesis de imidazolina y comprobar la especificidad
del ensayo.
. Probar la respuesta del ensayo CAS para imidazolina y para

microorganismos productores de sideréforos (Aspergillus niger y

Bacillus cereus).

Validar el ensayo O-CAS en cepas de laboratorio y en muestras no

identificadas.
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MATERIALES Y METODOS

IV.1 Ensayo Quimico

IV.1.1 Materiales
Los siguientes reactivos se obtuvieron de: J.T. Baker

Acido glicélico CuCl,.2H,0
Acido hexanoico Etanol
Acido octanoico Hexano
2-(2-aminoetiloamino) etanol Metanol
Cloroformo

De SIGMA-ALDRICH QUIMICA se obtuvieron:
Bromuro de hexadeciltrimetil amonio (HDTMA)
Cromo azurol S (CAS)

FeCls;.6H,0O

De DIFCO se obtuvo:

Bacto-agar
Medios cobertera Fe**y Cu?*

Preparar una solucion stock 1 M de FeCl;.6H,O o 1 M de
CuCl,.2H,0 (dependiendo del medio a utilizar).

Preparar agar al 10% y verter la cantidad adecuada de la
solucién 1 M de sal metdlica, segun la concentracion deseada,
s6lo cuando la solucion de agar tenga una temperatura no

superior a 55°C, de lo contrario se inhibe la gelificacion del

medio.
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Imidazolinas y precursores amidicos

Se realiz6 la sintesis y caracterizacién de los inhibidores
de corrosion (imidazolina hexanoica, imidazolina octanoica y sus
respectivos precursores amidicos) la metodologia empleada y
los resultados obtenidos se encuentran en el apéndice A-3. Para
poder caracterizar a los compuestos se empleo la resonancia
magnética nuclear (RMN), una descripcion de los fundamentos
de esta herramienta ampliamente utilizada en la elucidacion

estructural de compuestos se describe en el apéndice A-2.

IV.1.2 Solubilidad y estabilidad de las imidazolinas

Solubilidad. Se pesaron 50 mg de imidazolina y se
disolvieron en 5 mL de agua destilada. Se observé la solucién
formada. Para determinar si la imidazolina era estable en agua
se utilizo la RMN de *H y *3C, en la forma descrita en el apéndice
A-3

IV.1.3 Estabilizacion de imidazolina hexanoica

Se utiliz6 como estabilizador el acido glicélico. Para ello,
se realizé la mezcla de acido glicolico y la imidazolina en una
relacion molar 1:1 y se calenté durante una hora en un rango de
temperatura de 60° C - 70° C.

IV.1.4 Solubilidad de los precursores amidicos

Se pesaron 50 mg de precursor amidico y se disolvieron
en 5 mL de agua destilada. Se observé la solucion formada.
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IV.1.5 Coordinacién de imidazolina y precursor con la sal metélica

Para este ensayo se probaron dos sales metalicas,
FeCls;.6H,0 y CuCl,.2H,0, que se pesaron en una relacion molar
1:1 con la imidazolina. A continuacién, se disolvio la sal en 5
mL de agua para obtener una concentracion 1 mM de la
solucion, se observo la coloracion. Después se agrego esta
solucién a la imidazolina gota a gota y también se observé la
coloracion.

El mismo procedimiento se llevo a cabo con el precursor

amidico correspondiente a cada imidazolina.

IV.1.6 Barrido espectrofotométrico.

Este ensayo nos proporciona una alternativa de deteccion
diferente al color observado para la unién sal-imidazolina. Para
realizarlo se prepararon soluciones 1 mM de imidazolina
hexanoica, del FeCl;.6H,0, del CuCl,.2H,0 y de los complejos
imidazolina-FeCl3.6H,0 e imidazolina- CuCl,.2H,0.

Se leyeron las absorbancias, por el método del barrido, en
un UV / VIS Spectrometer Lambda 35 Perkin Elmer Instruments
para cada una de las soluciones, en un rango de longitud de
onda de 200 nm a 900 nm. De esta forma pudo determinarse el

maximo de absorcion para cada solucion.
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IV.2 Ensayo Biolégico

IV.2.1 Materiales
Medio LA (Miller, 1972).

Es un medio para bacterias.

Para1lL.
Bacto-triptona 10g
Extracto de Levadura 549
NacCl 10g

Ajustar el pH a 7.5 con NaOH. Agregar 20 % de agar y esterilizar a 15

Ib/in? durante 15 minutos.

Medio Czapeck.

Medio para hongos.

Parall.
Sacarosa 3049
NaNOs3 29
KoHPO, 05¢
MgS0O,.7H,0 05¢g
FeS0,.7H,0 0.01g

Se afiade agua MilliQ hasta 1 L y 2.5 % (p/v) de agar. Se esteriliza a

15 Ib/in? durante 15 minutos.

Medio Agar Nutritivo

Medio para bacterias.

ParallL

Cloruro sodico 59
Extracto de carne 19
Extracto de levadura 29
Peptona 59
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Se afiade agua MilliQ hasta 1 L y 1.5 % (p/v) de agar. Se esteriliza a

15 Ib/in? durante 15 minutos.

Medio TSB (Sambrook et al., 2001).

Medio para Bacterias.

Para 1 L.
Peptona de caseina 16 g
NacCl 60
Peptona de soya 30
Glucosa 25¢g
KoHPO4 25¢

Se ajusta el pH a 7. Para uso como medio sélido (Medio TSA) se

afiaden 20 g de agar. Se esteriliza a 15 Ib/in? durante 15 minutos.

Medio Agar de MacConkey
Medio para hongos.
Se suspenden 50 g del medio comercial en 1 L de agua MilliQ.
Se mezcla bien hasta que se obtenga una suspension uniforme,
calentando con agitacién durante 1 min. Se esteriliza a 15 Ib/in? durante

15 minutos.

Medio CAS (Schwyn et al., 1987)
Medio para deteccion de sideroforos

Parall.
Cromo azurol S CAS 60.5 mg
HDTMA 72.9 mg
PIPES 30.24 g
1 mM FeCl;.6H,0O, 10mM HCI 10 mL
Agarosa 15%
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En 50 mL de H,O MilliQ se disuelve el CAS y se le agregan los 10 mL
de FeCl;.6H,0. En 40 mL de H,O MilliQ se disuelve el HDTMA,
afnadiéndose sobre ésta la solucion del CAS lentamente.

En 750 mL de H,O MilliQ se disuelven los 30.24 g de PIPES y se
ajusta el pH a 6.8 con NaOH.

Ambas soluciones se esterilizan por separado a 15 Ib/in? durante 15

minutos.

Tratamiento de los medios

Todos los medios de cultivo fueron desferrados de la siguiente
manera:

Se prepara un volumen igual al medio de cultivo que se va a
desferrar de una solucion al 3% de 8-hidroxiquinoleina en cloroformo.
Se mezclan el medio y la solucion de 8-hidroxiquinoleina y se
mantienen en agitacion durante 48 h.

Después de este tiempo, se separan las dos fases y la fase
acuosa se lava con volumenes iguales de cloroformo hasta obtener el
medio de cultivo cristalino. Se mantiene a 0° C durante 12 h y
posteriormente el medio se esteriliza a 15 Ib/in? durante 15 minutos
(Cox, 1994).

Tratamiento del material

Todo el material de cristal que se utilizé6 fue tratado con una
solucibn 6 N de HCI para eliminar el hierro, siendo enjuagado

posteriormente con agua MilliQ.
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IV.2.2 Microorganismos empleados

Los microorganismos que se utilizaron fueron Aspergillus niger y
Bacillus cereus cepa ATCC 13201, ambos conocidos como
productores de siderdforos (Machuca y Milagres, 1999). Los
microorganismos fueron conservados en una solucién de glicerol al
40% a —20 ° C.

IV.2.3 Ensayo Bioldgico Especifico

IvV.2.3.1 Difusion de imidazolina y precursor amidico en

concentraciones distintas de medio Fe®".

Preparar cajas de Petri con 20 mL de medio Fe** a
las siguientes concentraciones: 1 mM, 5 mM, 10 mM.
Esperar a que gelifiquen y realizar cuatro pocillos de 8

mm de didmetro por caja de Petri.

En cada pocillo se colocaron 50 pL de imidazolina y
50 upuL de precursor amidico en las siguientes
concentraciones: compuesto puro, 10™, 1072, 103, 10, 10
® por duplicado. Se usé agua MilliQ como blanco y las

cajas control no contuvieron sal de cobre.

IvV.2.3.2 Difusién de imidazolina y precursor amidico en

concentraciones distintas de medio Cu?*.

Se realizo el mismo procedimiento que en el

apartado 1V.2.3.1 pero con medio Cu?".
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IvV.2.3.3 Cuantificacion de imidazolina en medio sélido

La cuantificacion de imidazolina en medio sélido se
efectu6 por medio de una técnica sencilla y rapida que
consistié en colocar la imidazolina (dentro de los pocillos
realizados al medio Cu®) en concentraciones fijas y
predeterminadas (0.1 M a 1 M). La difusion radial de la
imidazolina en el medio Cu®" crea halos concéntricos,
como consecuencia del gradiente de concentracion
formado. La medicion de los halos se da en milimetros y

corresponde a una concentracion especifica.

IvV.2.3.4 Simulacion de la biosintesis de imidazolina (ensayo

en cobertera)

Preparar 100 mL de los medio LA y Czapeck (un
medio para bacterias y otro para hongos). Verter en
distintas cajas de Petri 20 mL de los medios. Una vez
gelificado el medio, colocar 10 uL de la imidazolina
seleccionada sobre él, en las siguientes concentraciones:
compuesto puro, 107, 10, 10°, 10, 10®. Dejar secar la
imidazolina y mantener las cajas a 37° C durante 10 min.

Preparar medio Cu®* (10 mM, en funcién de los
datos obtenidos en el apartado 1V.2.3.2). Colocar una
cobertera de medio Cu®* (3 mL por cada caja) y dejar
gelificar.

El ensayo se realizd por duplicado y se utilizé agua
MilliQ como blanco. Las cajas control no contuvieron sal

de cobre.
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IV.2.3.5 Ensayo en cobertera para microorganismos
productores de inhibidores de corrosién de origen

bioldgico

Los microorganismos utilizados fueron Aspergillus
niger y Bacillus cereus, los cuales se hicieron crecer en los
medios Czapeck y TSA, respectivamente.

Ambos microorganismos se sembraron por picadura
en el centro de una caja de Petri y se incubaron a 37° C,

de 24 a 48 horas.

Una vez que el microorganismo crecio se vertio la
cobertera de medio Cu®* sobre él (en las mismas

condiciones descritas en el apartado anterior).

Los microorganismos se sembraron por triplicado y

como control se utilizé una caja sin sembrar.

IV.2.4 Ensayo Bioldgico General

Para confirmar definitivamente que el ensayo biolégico es especifico
para inhibidores tipo imidazolina se requeria comprobar, en las condiciones
utilizadas, la produccién de sideroforos por los microorganismos empleados.
Por ello se procedid a realizar un ensayo de deteccion de sideréforos. Los
métodos descritos hasta la fecha presentan una serie de inconvenientes:
inhibicién del crecimiento, tiempo, crecimiento de un solo microorganismo,

entre otros. Por éstas razones se intentd una optimizacion de los mismos.
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IvV.2.4.1 Ensayo en cobertera (O-CAS) para microorganismos

Se prepardé el medio CAS (Schwyn y Neilands,
1987) pero se realizaron las siguientes modificaciones: no
se utilizé el CAS como medio de cultivo, sino Unicamente
como medio revelador, vertiéndose una cobertera sobre
los microorganismos (de ahi el nombre O-CAS, por
"overlayed CAS”). Ademd&s, se probé otro agente
gelificante, agarosa, y se probaron tres concentraciones
distintas de éste, 0.9 % (p/v), 1.1 % (p/v) y 1.3 % (p/v).

El método que se siguio fue similar al empleado en
el ensayo cobertera para microorganismos, con el cambio
de utilizar medio CAS como cobertera (O-CAS) en lugar
del medio Cu?.

El control fue el medio original de Schwyn con
bacto-agar como medio gelificante, a una concentracion
de 1.5 % (p/v).

IvV.2.4.2 Ensayo en cobertera (O-CAS) paraimidazolina

Se utiliz6 basicamente el método seguido en el
ensayo en cobertera para imidazolina del ensayo
especifico. En este caso, sin embargo, en lugar de utilizar
medio Cu?* como cobertera se ocupé medio CAS. Las
concentraciones de imidazolina que se utilizaron fueron
las mismas (compuesto puro a 107°), por duplicado. Se
probaron dos volumenes mas de cobertera (5 mL y 10
mL), aparte de él utilizado de 3 mL. El blanco sigue siendo
agua MilliQ .
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IvV.2.4.3 Aplicacién del ensayo O-CAS a muestras microbianas
no identificadas

Para realizar este experimento se aislaron
microorganismos de una muestra de agua de mar
(Tecolutla, Veracruz) y se utlizaron también
microorganismos no identificados precedentes de las
practicas del Laboratorio de Microbiologia General.

Para aislar los microorganismos del mar se
utilizaron los medios: Agar Nutritivo + NaCl 0.5 % (p/v),
Agar Nutritivo + NaCl 3.0 % (p/v), PDA, Czapeck, TSA 'y
Agar MacConkey (Guang et al., 2001).

Se vertieron 20 mL de cada medio en cajas Petri y
se sembraron 200 uL del agua de mar. Se incubaron las
caas a 28° C y se observO crecimiento de
microorganismos a las 24 h. Se realizé la siembra de los
microorganismos por triplicado y se utilizé una caja de
Petri sin sembrar como control.

Una vez que crecieron los microorganismos se
replicaron en medios Czapeck y TSA, se hicieron crecer
de nuevo y se verti6 la cobertera de medio O-CAS,
observandose los cambios de color que aparecieron en el
medio. La siembra de microorganismos en todo el ensayo
se realizo por triplicado.

Para los microorganismos del laboratorio no
identificados se utilizaron Unicamente los medios
Czapeck y TSA, realizandose el mismo procedimiento

gue para los microorganismos aislados de agua de mar.
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V.1

Ensayo Quimico.

Este ensayo inicial se realiz6 para poder disponer de un método seguro que

nos permitiera diferenciar entre las imidazolinas y sus precursores amidicos.

Los criterios de eleccion fueron la solubilidad de la imidazolina sintetizada y la

coloracion formada con la sal metalica.

Los espectros de caracterizacion de ambas imidazolinas y precursores

amidicos se encuentran en el apéndice A-3.

V.11

V.1.2

Solubilidad y estabilidad de imidazolinas y precursores amidicos

Las pruebas de solubilidad que se realizaron para las dos
imidazolinas y para los dos precursores dieron como resultado
soluciones acuosas de aspecto turbio, en ambas casos, hidrolizandose
por completo la imidazolina hexanoica después de tres horas. La
hidrélisis se confirm6 mediante RMN. Por esta razén, la imidazolina
hexanoica se estabilizO con acido glicolico comprobandose la
solubilidad y estabilidad de la mezcla también por RMN. La imidazolina

octanoica, por el contrario, fue estable en el agua.

Coordinacion de laimidazolinay precursor con la sal metalica

Al disolver la sal de Fe*" en agua se obtuvo una coloracién
amarilla. Al mezclar la solucién con la imidazolina hexanoica se obtuvo
un color rojizo, mientras que con el precursor y con la imidazolina
estabilizada se obtuvo el mismo color amarillo. Al mezclar la solucion
de Fe** con la imidazolina octanoica también se obtiene un color rojizo,
mientras que con el precursor se obtiene un color naranja oscuro.

Después de 24 h no se observo precipitacion.
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Al disolver la sal de Cu®** en agua se obtuvo una solucién color
azul cielo. Al realizar el acoplamiento con la imidazolina hexanoica
estabilizada se obtuvo el mismo color azul cielo. Al realizar el
acoplamiento de la sal con la imidazolina hexanoica (sin estabilizar) se
obtuvo un color verde pastel. Con la imidazolina octanoica se obtuvo
un color verde oscuro. Después de 24 h el Cu?* de la mezcla precipité.
Los colores obtenidos con ambos precursores (el de la imidazolina
hexanoica y el de la octanoica), al acoplarse con la sal, fueron también
azul cielo.

Un resumen de las coloraciones que resultaron se puede

apreciar en la siguiente tabla.

Tabla V.1 Coloraciones de las mezclas de imidazolinas y sales metalicas.

Coordinacion
Compuesto FeCl;.6H,0 CuCl,.2H,0
H,O

Hexanoica / ac. glicélico

Hexanoica

Precursor H
Octanoica

Precursor O

V.1.3 Barrido Espectrofotométrico.

Los maximos de absorcion de las soluciones analizadas se dieron
en diferentes longitudes de onda (Tabla V.2), los barridos

espectrofotométricos de cada longitud se muestran en el apéndice A-4:
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Tabla V.2 Barridos espectrofotométricos

imidazolina 260 nm
imidazolina - FeCl;.6H,0 230 nm
FeCl;.6H,0 328 nm
Imidazolina - CuClI3.2H20 725 nm
CuClI3.2H20 800 nm

Longitudes de onda de maxima absorcion para cada solucién.

V.14 Discusion.

Se buscaba que la imidazolina fuera estable en agua y produjera un
color distinto al de su precursor al acoplarse con la sal elegida. Cuanto
mas larga es la cadena de la imidazolina mas estable es, pero sin embargo

se vuelve menos soluble en agua.

La imidazolina hexanoica presentd problemas de estabilidad por lo
gue se utilizo estabilizada pero no se descarto la posibilidad de utilizarla sin
estabilizar debido al tiempo (tres horas) en el que ésta tarda en convertirse

en precursor amidico (hidrolizarse).

La estabilidad del compuesto ya no fue un método de seleccion
debido a que ambas imidazolinas ahora eran estables. Sin embargo las
pruebas de acoplamiento con la sal de Fe®* mostraron que no existian
diferencias entre la coloracion provocada por la imidazolina y su precursor
(ambos eran amarillos). Al realizar la misma prueba con la imidazolina sin
estabilizar se observaron coloraciones distintas entre ésta y el precursor,

los colores obtenidos fueron rojizo y amarillo, respectivamente. Los colores
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obtenidos para la imidazolina octanoica y su precursor, por su parte,
resultaron muy similares (rojizo y anaranjado oscuro, respectivamente)
Tabla V.1.

Las pruebas de acoplamiento con la sal de Cu®** dieron muy buenos
resultados, obteniéndose un mayor contraste entre imidazolinas y
precursores que con la sal de Fe®". Para ambas imidazolinas se obtiene
un color azul cielo, para el precursor hexanoico un color verde pastel y

para el precursor octanoico un color verde botella (Tabla V.1).

La disyuntiva entre las dos imidazolinas, una con mejor
discriminacion de color (hexanoica sin estabilizar) y otra con mayor
estabilidad (la octanoica) se decanto a favor de la primera, al considerar un

criterio mas importante el cambio de color que la estabilidad.

Los barridos espectrofotométricos mostraron que tanto los
complejos imidazolina-FeCl;.6H,O e imidazolina-CuCI3.2H20, Ila
imidazolina y las soluciones FeCl;.6H,O y CuCl3.2H20, presentaban
maximos de absorcion en diferentes longitudes de onda (Tabla V.2). Dicho
parametro podria proporcionar un método alternativo para la identificacion
y cuantificacibn de compuestos tipo imidazolina diferente al cambio de

color, en caso necesario.
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V.2

Ensayo Bioldogico.

La realizacion de este ensayo permiti6 la facil y rapida deteccion de
imidazolina, asi como se demuestra que la metodologia seguida es especifica
para este tipo de inhibidores. También se desarrollo una modificacion al

ensayo universal CAS para el rastreo de nuevos sideroforos.

Ensayo Biol6gico Especifico.

En principio, por los datos obtenidos previamente, pareceria
indistinto utilizar la sal de Fe** o la de Cu?*, debido a que las dos daban
colores distintos al acoplarse con la imidazolina y el precursor. Por ello,
en esta primera parte del ensayo se trabaja con ambas sales.

La imidazolina difundié a través de tanto el medio Fe** como el
medio Cu?*, en las tres concentraciones probadas (1 mM, 5 mM y 10
mM), obteniéndose un halo de coloracion y tamafio distinto
dependiendo de la concentracion de la sal: los colores iban entre el
amarillo y el anaranjado para el caso del FeCl;.6H,0 (Figura V.1) y de
transparente a azul cielo para el CuCl,.2H,O (Figura V.2). La
concentracion de sal metélica elegida fue 10 MM. El analisis estadistico
para elegir la concentracion de sal metalica adecuada se presenta en la
tabla A1-1 del apéndice A-1.

Solo se obtuvo respuesta para las concentraciones de
imidazolina: compuesto puro y 10, aunque para la concentracion de 10
mM (en ambas sales) también se obtuvo respuesta para la dilucion de

imidazolina 1072.
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FiguraV.1  Seleccion de sal de FeCl;.6H,0 a distintas concentraciones

A: Medio Fe** 1 mM; B: Medio Fe** 5 mM; C: Medio Fe*" 10 Mm; 1: Compuesto puro; 2: dilucién
10"

Figura V.2 Seleccién de sal de CuCl,.2H,0 a distintas concentraciones

&‘ — A = — B = :‘“‘—_—-,I_-_':. '

A: Medio Cu®* 1 mM; B: Medio Cu** 5 mM; C: Medio Cu** 10 mM; 1: Compuesto puro; 2: dilucién
10"

Al trasladar el ensayo quimico (liquido) a medio sélido, primero
se realizo el ensayo con la sal de FeCl3.6H,0 no lograndose observar
una diferencia clara entre la coloracién debida a la imidazolina y a su
precursor: ya no se apreciaban los colores amarillo para el precursor y

rojizo para la imidazolina, encontrados anteriormente en el ensayo
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liquido, sino que ambos al estar en contacto con el medio originaban un
color anaranjado (Figura V.3).  Con la sal de CuCl,.2H,0 si se obtuvo
una diferencia clara: para la imidazolina se observaron halos de color

azul cielo y para el precursor halos de color turquesa (Figura V.4).

Figura V.3 Coloracién para imidazolina

y precursor amidico en medio Fe**

Difusién en medio sélido
A: Medio Fe** 10 mM; 1: Compuesto puro;

2: precursor amidico

A

Figura V.4 Coloracion para imidazolina

y precursor amidico en medio Cu®*

Difusion en medio sélido
B: Medio Cu®* 10 mM; 1:Compuesto puro;

2: precursor amidico
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El que no se apreciaran cambios diferentes en la coloracién de
imidazolina y precursor amidico para la sal de Fe®, hizo que nos
decidiéramos a elegir a la sal CuCl,.2H,0O como la més adecuada para
continuar el trabajo. La curva de calibracion de imidazolina para su
cuantificacion en medio sélido se muestra en el apéndice A-4, Figura
A4-6.

En un nuevo ensayo, se simulé la produccion de imidazolina por
un hipotético microorganismo, aplicandola directamente sobre un
medio convencional para bacterias (Figura V.5) y hongos (Figura V.6).
Dicho medio se recubri6 de una cobertera que contenia la sal
CuCl,.2H,0 (medio Cu®") y de esta forma pudo apreciarse un halo de
coloracién. Este halo no tuvo la misma intensidad de color que el
obtenido anteriormente, pero si fue visible. En éste caso, sélo se obtuvo

respuesta para las concentraciones de imidazolina compuesto puro y

dilucion 10™.

Figura V.5 Figura V.6

Simulacion de la biosintesis de Simulacion de la biosintesis de

imidazolina medio para bacterias. imidazolina medio para hongos.
1 2 1 2

A B
A: Medio para bacterias; B: Medio para hongos; 1: dilucién 10™; 2: Compuesto puro
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Para demostrar la especificidad de la reaccidén con la imidazolina,
se prob6 el ensayo en cobertera para microorganismos productores de
otros inhibidores de corrosién (sideroforos, inhibidores de corrosion de
origen bioldgico), por lo que se hizo que Aspergillus niger (Figura V.7)y
Bacillus cereus (Figura V.8) los produjeran haciéndolos crecer en
condiciones deficientes de hierro. Al verter la cobertera del medio Cu**

no se obtuvo cambio de color en el entorno de los microorganismos.

Figura V.7 Figura V.8
Ensayo en cobertera para Ensayo en cobertera para Bacillus
Aspergillus niger cereus

A B

-

A: Medio para hongos, cobertera medio Cu®*; B: Medio para bacterias, cobertera
medio Cu®".

Para demostrar que los microorganismos elegidos estaban realmente
produciendo sideroforos se procedidé a utilizar el ensayo universal CAS

como método de deteccion (Schwyn y Neilands, 1987).
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V211 Discusioén

Con el ensayo especifico se lograron establecer las condiciones
para detectar, de forma confiable, imidazolinas similares a las utilizadas
en este trabajo. La forma de interactuar entre imidazolinas y sales
metalicas es muy distinta quiza a eso se deba el que no exista cambio
en la coloracién entre imidazolina y precursor amidico con la sal de
Fe®*, aunque también pudo influir la solubilidad de los compuestos en el
medio. Por estas razones la sal (CuCl,.2H,0) y la concentracion de la
misma escogidas (10 mM) fueron las elegidas, lo cual permitio la
deteccion de hasta concentraciones de imidazolina 100 veces inferiores

a las conseguidas por medio de la sintesis quimica.

El resultado del experimento de simulacién de la produccion nos
proporciona la seguridad de que la deteccién en esas circunstancias es
posible, demostrdndose por otra parte mediante el uso de
microorganismos productores de inhibidores de corrosion de origen
biolégico que el ensayo es lo suficientemente especifico como se

requeriria para comenzar los estudios de biosintesis de imidazolinas.

La intensidad del color fue, en este caso mas deébil y, aunque ya
no se detectaron las concentraciones de 1072, todavia se detectaron
claramente concentraciones 10 veces inferiores a las obtenidas por

sintesis quimica.

V.2.2 Ensayo Biologico General.

Al realizar la comprobacién de la produccion de los sideroforos por

los microorganismos, nos dimos cuenta que las metodologias
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Figura V.9

disponibles, propuestas por Schwyn y Neilands en 1987 y Milagres y
Machuca en 1999, no eran las mas adecuadas para los fines de este
ensayo. Por ello se optd por realizar una modificacion del ensayo
universal, utilizando una cobertera del medio CAS sobre los
microorganismos (Aspergillus niger y Bacillus cereus), al igual que se
hacia en el ensayo biolégico especifico. Esta metodologia a la que
denominamos O-CAS (por “overlayed CAS”) fue posteriormente
mejorada, al cambiar el agar por agarosa como agente gelificante y
disminuir la concentracién del mismo hasta 0.9 % (p/v), para permitir
una mejor difusion del sideréforo. De esta forma se redujo la duracion
del ensayo desde los 6 dias iniciales hasta lograr tiempos de deteccion
inferiores a 1 hora. El andlisis estadistico para este ensayo se muestra
en el apéndice A-1, tabla A1-3.Con este procedimiento se obtuvieron
cambios en la coloracion del medio de azul a parpura para Aspergillus
niger (Figura V.9) y de azul-verdoso a anaranjado para Bacillus cereus
(Figura V.10).

Ensayo O-CAS para Aspergillus niger

A: Control; B: 1 h; C: 48 h

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION

49



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura V.10 Ensayo OCAS para Bacillus cereus

A: Control; B: 1 h; C: 24 h

El ensayo O-CAS fue probado también con la imidazolina,
obteniéndose un cambio de coloracién en el medio de azul a amarillo.
La imidazolina sélo presento respuesta en estas condiciones para las

concentraciones compuesto puro y dilucién 10™ (Figura V.11).

Fiaura V.11 Ensavo O-CAS para imidazolina
’___,..-—"__ = -

1: Compuesto puro; A: 3 mL de cobertera; B: 5 mL de cobertera; C: 10 mL de cobertera.
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V.2.2.1 Aplicacion del ensayo O-CAS a muestras microbianas no

identificadas

Se realizd este experimento para demostrar que la
nueva metodologia propuesta para la deteccion de
siderdforos era aplicable a cualquier microorganismo y para
comprobar que el método permitia la deteccion simultanea de
distintos microorganismos productores.

Los microorganismos procedentes de las practicas de
microbiologia se enumeraron del 1 al 16, obteniéndose
respuesta en algunos de los microorganismos probados (1, 8,
10, 11, 12, 15y 16).

También se obtuvo respuesta con tres de las bacterias
aisladas del agua de mar (Im, 2m y 3m). Las figuras V.12,

V.13 y V.14 muestran los resultados obtenidos.

Figura V.12
Aplicacion del ensayo O-CAS a muestras microbianas no identificadas

1, 10, 11> purpura —catecol;
2m - anaranjado- hidroxamato
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Figura V.13
Aplicacion del ensayo O-CAS a muestras microbianas no identificadas

8, - anaranjado- hidroxamato
12, 1m - amarillo

Figura V.14

Aplicacion del ensayo O-CAS a muestras microbianas no identificadas

—

12, 15, 16, 3m - amarillo
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V.22.2 Discusion.

El método universal para la deteccion de siderdforos (Schwyn y Neilands,
1987) presentaba problemas de inhibicién del crecimiento, al contener el medio
CAS el detergente HDTMA, compuesto toxico para muchos microorganismos.
Asi, este método solo esta recomendado para el crecimiento de bacterias Gram

positivas.

La modificacion reportada por Milagres y Machuca en 1999, solucionaba
este problema haciendo crecer el microorganismo en media caja de Petri con su
medio de cultivo y poner en la otra media caja el medio CAS. La difusién del
sider6foro provocaba el cambio de coloracion del medio CAS. Aunque eficaz,

este nuevo método es bastante laborioso.

Nuestro método utiliza el propio medio de cultivo de cada microorganismo
y el CAS es aportado en cobertera una vez que el crecimiento (y la produccion
de siderdforos) ya se ha realizado. Puede ser aplicado, por lo tanto, a cualquier

microorganismo.

De la misma forma, varios microorganismos (incluso bacterias y hongos a
la vez) productores pueden ser detectados en una misma caja de Petri cosa que
no ocurria 0 no era claramente favorecida por los protocolos anteriores. Los
cambios de coloracion son consistentes con los métodos anteriores v,
aparentemente, distintos tipos de inhibidores viran de distinta forma el color

original del medio CAS.

Los tiempos de deteccion, por ultimo, también son importantes en la nueva
metodologia O-CAS. La modificacién al agente gelificante y su concentracion
provocé que los cambios que se empezaban a apreciar a los seis dias, se

aprecian ahora casi inmediatamente para: Aspergillus niger se observd un
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cambio de coloracién muy notorio a la hora de haber vertido la nueva cobertera,
observandose el cambio completo de la caja de Petri a las 48 horas; para
Bacillus cereus se observaron resultados también casi a la hora de verter la
cobertera y la caja de Petri viré su color por completo a las 72 horas. Estas
respuestas se deben a que la difusion del inhibidor de corrosion es mayor en las
redes de agarosa que en las de bacto-agar (Sung et al., 2000), puesto que
éstas permanecen mas cerradas. De esta forma el inhibidor que difunde en agar
tarda mas en quelar el hierro y se retrasa la respuesta que se espera.

Aplicando el ensayo O-CAS a muestras microbiolégicas no identificadas se
lograron obtener cambios de color en el medio CAS casi inmediatamente
después de verter la cobertera sobre los microorganismos, observandose
respuesta para los tres microorganismos aislados del agua de mar y para
algunos de los microorganismos de laboratorio probados. En este experimento
final los microorganismos numerados como 1, 10 y 11 cambiaron el medio de
color azul a purpura que es algo caracteristico en sideréforos de tipo catecol
(Machuca y Milagres, 2003), el microorganismo 2m cambio el medio de azul a
anaranjado, caracteristico de los sideréforos de tipo hidroxamato (Manninen y
Mattila-Sandholm, 1994). Los microorganismos 8, 15, 16, 1m y 3m, por su
parte, producen coloracion amarilla, de la cual no existen reportes que la
asocien con un tipo de sideréforo determinado. Como se mencion6 en la
Revision Bibliografica, los sider6foros de tipo catecol, hidroxamato vy
hidroxicarboxilatos son los Unicos descritos hasta el momento. Estos datos
podrian indicarnos la existencia en los microorganismos mencionados
anteriormente de inhibidores de corrosion biolégicos de tipos desconocidos en
la actualidad (quiza tipo imidazolina, por la respuesta presentada por ésta en el
ensayo O-CAS para imidazolina, ya que los colores obtenidos fueron muy

similares).
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1. El ensayo biologico especifico nos permite identificar facilmente y de forma
segura la presencia de un inhibidor de corrosion de tipo imidazolina mediante un
cambio de coloracion en el medio, el cual va de azul tenue a azul intenso segun
sea la concentracion del inhibidor. Ademas, con €l se puede identificar facilmente
la presencia de imidazolina o del precursor amidico, en funcién de la coloracién
distinta que presentan ambos compuestos al estar en coordinaciéon con una sal

de cobre.

2. El ensayo O-CAS es un método optimé para la deteccidon de nuevos sideroforos,
puesto que es aplicable a muestras complejas, no provoca problemas de
inhibicion del crecimiento de los microorganismos y permite una identificacion
casi inmediata de los microorganismos productores y del tipo de inhibidor

producido.

3. El ensayo O-CAS puede servir también para la identificacion preliminar de

imidazolina.
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Apéndice A-1

Analisis Estadistico

Tabla A1-1 Eleccién de la concentracion de sal de cobre.

Analisis de Varianza
Respuesta: Halo (mm)

Fuente de Suma de Media de Prob Power
Términos DF Cuadrados Cuadrados F-Ratio Level (o=0.05)
A: Concentracion 2 642.0667 321.0333 35.69  0.000000* 1.0000
S(A) 27 242.9 8.996296

Total (Ajustado) 29 884.9667

Total 30

Term significant at alpha = 0.05

Prueba de Comparacién Multiple Tukey-Kramer
Respuesta: Halo (mm)
Término A: Concentracion
o =0.050 Término de Error =S(A) DF=27 MSE= 8.996296 Valor Critico =3.506444

Grupo Cantidad Media Grupos Diferentes
5 mM 10 28.8 10 mM
1mM 10 29.4 10 mM

10 mM 10 38.9 5mM, 1mM

La concentracion de sal de cobre a elegir es la 10 mM porque ofrece una mayor difusién de la
imidazolina, al obtener con ésta concentracion el mayor halo de 38.9 mm, ademas de ser la

concentracion a la que se aprecia un mejor color.
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Tabla Al1-2 Eleccion de medios de cultivo para crecer microorganismos aislados de agua de mar.

Andlisis de Varianza
Respuesta: Colonias

Fuente de Sumade Media de Prob Power

Términos DF Cuadrados Cuadrados F-Ratio Level (o =0.05)
A: Medios 5 21370.67 4274.133 432.46  0.000000* 1.00000
S(A) 24 237.2 9.883333

Total (Adjusted) 29 21607.87

Total 30

* Term significant at alpha = 0.05

Prueba de Comparacion Multiple Tukey-Kramer
Respuesta: Colonias
Término A: Medios de cultivo
a=0.050 Término de Error =S(A) DF=24 MSE=9.883333 Valor Critico =4.372677

Grupo Cantidad Media Grupos Diferentes

A.Nutritivo3% 5 0 A.Nutritivo, TSA

PDA 5 0.6 A.Nutritivo, TSA

MacConkey 5 1.4 A.Nutritivo, TSA

Cz 5 3.4 A.Nutritivo, TSA

A.Nutritivo 5 46.2 A.Nutritivo3%, PDA, MacConkey, Cz,
TSA

TSA 5 66.8 A.Nutritivo3%, PDA, MacConkey, Cz,

A.Nutritivo

El medio de cultivo a elegir es TSA se obtiene en él un mejor crecimiento de microorganismos, en medios para hongos es

Czapeck.
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Tabla A1-3 Modificacion de medio CAS (obtencién de metodologia O-CAS).

Analisis de Varianza
Respuesta: tiempo (h)
Fuente de
Términos
A: Medio gelificante

B: Concentracion
AB

Total (Adjusted)
Total

Sumade
DF Cuadrados
1 2084.642
1.000000
3 195.2611
0.999990
3 88.00485
1.000000 S

31 2376.575
32

Term significant at alpha = 0.05

Cuadrados
2084.642

Media de Prob Power
F-Ratio Level (o =0.05)
582.23 0.000000*
65.08704 18.18 0.000001*
29.33495 81.24 0.000000*

8.6664 0.3611

Prueba de Comparacion Multiple Tukey-Kramer

Respuesta: tiempo (h)

Grupo
agarosa,0.9

agarosa,1.1

agarosa,l1.3

agarosa,l.5

bactoagar,0.9

bactoagar,1.1

bactoagar,1.3

bactoagar,1.5

Término AB: Medio gelificante, Concentracion.
o =0.050 Término de Error =S(AB) DF=24 MSE=0.3611 Valor Critico =4.683777

Cantidad Media
4 0.68
4 1.2
4 2.15
4 2.775
4 12.375
4 15.75
4 20
4 23.25

Grupos Diferentes
(agarosa,l1.3), (agarosa,l1.5)
(bactoagar,0.9), (bactoagar,1.1)
(bactoagar,1.3), (bactoagar,1.5)

(agarosa,1.5), (bactoagar,0.9)
(bactoagar,1.1), (bactoagar,1.3)
(bactoagar,1.5)

(agarosa,0.9), (bactoagar,0.9)
(bactoagar,1.1), (bactoagar,1.3)
(bactoagar,1.5)

(agarosa,0.9), (agarosa,1.1)
(bactoagar,0.9), (bactoagar,1.1)
(bactoagar,1.3), (bactoagar,1.5)

(agarosa,0.9), (agarosa,l1.1), (agarosa,1.3)
(agarosa,1.5), (bactoagar,1.1)
(bactoagar,1.3), (bactoagar,1.5)

(agarosa,0.9), (agarosa,1.1), (agarosa,l1.3)
(agarosa,1.5), (bactoagar,0.9)
(bactoagar,1.3), (bactoagar,1.5)

(agarosa,0.9), (agarosa,l1.1), (agarosa,l1.3)
(agarosa,1.5), (bactoagar,0.9)
(bactoagar,1.1), (bactoagar,1.5)

(agarosa,0.9), (agarosa,1.1), (agarosa,l1.3)
(agarosa,1.5), (bactoagar,0.9)
(bactoagar,1.1), (bactoagar,1.3)

Los grupos a elegir son agarosa,0.9 y agarosa,1.1 puesto que no existe una diferencia significativa entre ellos, se podria
esperar una respuesta en cambio de color igual, sus medias son muy parecidas, por lo cual el grupo a elegir sera agarosa,0.9 por
haber obtenido una media menor en tiempo de respuesta (0.68 h).
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Apéndice A-2
ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Es frecuente el uso de técnicas espectroscopicas para identificar compuestos individuales.
Muchas técnicas espectroscOpicas se apoyan en la interacciébn de un compuesto con la
radiacion electromagnética, la cual se puede considerar como una particula (llamada fotén) o
una honda que viaja a la velocidad de la luz. Cuando se considera como una honda, la luz se
puede describir por su longitud de onda (A) o su frecuencia (v). La longitud de onda es la
distancia que abarca un ciclo ondulatorio completo. La frecuencia es el nimero de ciclos
ondulatorios que pasan por un punto fijo en un tiempo definido (un hertz, Hz, equivale a un
ciclo por segundo). Para algunas técnicas espectroscopicas la longitud de onda define el
contenido de energia, y para otras se emplea la frecuencia.

Al igual que los electrones, los protones y los neutrones tienen espin. Un nucleo que
contiene un numero impar de protones o de neutrones (0 de ambos) tiene espin y es
magnéticamente activo. El nGcleo mas pequefio que satisface este requisito es el *H, pero
también lo satisfacen *3C, 'O, *F y 3'P. Estos nicleos se comportan como si giraran en
torno a un eje, y por tanto tienen momento angular. Puesto que el nudcleo tiene carga
positiva, este movimiento de rotacién sobre un eje hace que se comporte como un iman
diminuto. De acuerdo con las exigencias de la molécula cuantica, cuando un ndcleo con un
espin neto se coloca en un campo magnético grande, su orientacién con respecto al campo
magnético externo define estados de energia cuantizados para el ndcleo. En caso con
nucleos con espin de %2, 1H y 13C, son posibles dos orientaciones: la orientacion a favor del
campo externo o en contra del mismo. La alineacion del espin nuclear a favor del campo
magnético es ligeramente mas favorable que la alineacién en contra del campo, de modo
que estas dos alineaciones son de distinta energia. En consecuencia, el numero de
moléculas cuyos nucleos tienen una alineacion paralela es ligeramente mayor que el de las
que tienen nudcleos con alineacién antiparalela. La transicion entre estos dos estados de
espin proporciona abundante informacion acerca del ambiente que rodea a los nucleos de
las moléculas.

Los nudcleos se pueden inducir a saltar de un estado de espin de baja energia a uno de
mayor energia por medio de energia electromagnética de una frecuencia tal que coincida
con la diferencia de energia entre los dos estados. A la inversa, cuando un nucleo en el

estado de mayor energia cae al estado de mas baja energia, se emite energia
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electromagnética de esa frecuencia. El espin que da origen a ambos estados es una
propiedad del nucleo del atomo y la técnica se conoce como espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN). Cuando los nucleos de una muestra estan saltando rapidamente
entre ambos estados, se dice que estan en resonancia con la radiacién electromagnética
aplicada.

La frecuencia de la energia que se requiere para inducir el salto entre estados de espin en
los nucleos varia en proporcion directa con la magnitud del campo magnético aplicado.
Cuanto mayor es la intensidad del campo, mas grande es la diferencia entre los estados de
espin paralelo y antiparalelo, y mayor es la energia de la sefial necesaria para inducir el
cambio. Los espectrdmetros de RMN comerciales tienen imanes muy grandes que emplean
cables superconductores para generar un campo magnético. Con estas intensidades de
campo se requiere una energia del orden de las radiofrecuencias para inducir el salto entre
los estados. Los espectrémetros de RMN se clasifican por la frecuencia que emplean para
cambiar el estado de espin de los nlcleos magnéticamente activos. Las maquinas de campo
mas alto disponibles en la actualidad de fabricantes de instrumentos comerciales operan a
750 MHz (1 MHz equivale a 1 millon de ciclos por segundo). Los espectros que emplean
sefiales de 100 a 300 MHz son mucho mas comunes. En realidad, estas frecuencias
corresponden a muy poca energia: 100 MHz equivale a alrededor de 1E® Kcal/mol; esta
radiofrecuencia soélo puede ser absorbida por los nucleos que se comportan como imanes en
un campo magnético aplicado. Los nucleos de hidrogeno y de carbono son los de mayor
interés. El is6topo méas abundante de hidrégeno, *H tiene un espin neto de % , lo mismo que
13C. Aunque este ultimo representa solo el 1.1% del carbono presente en las muestras
normales y es preciso utilizar instrumentos muy sensibles para observar los cambios de
estado de espin de su nucleo, la abundancia de informacién que contienen los espectros de

RMN de °C hace que valga la pena construir y usar estos instrumentos.

Proteccidn. La densidad electrénica en torno a cada &tomo de la molécula varia con la
naturaleza de las atomos circundantes y es ligeramente distinta para cada atomo no
equivalente. En lencia, el nicleo de un atomo experimenta un cierto grado de proteccion
respecto al campo magnético externo. Por tanto, cada nucleo especifico experimenta un
campo efectivo diferente y, en consecuencia, emite energia a una frecuencia distinta. El

resultado es un espectro de diversas frecuencias donde cada conjunto de nucleos
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especificos da origen a una sefal en funcién de la frecuencia de la energia electromagnética

que liberan los diversos nucleos de una muestra.

Desplazamientos quimicos. Las frecuencias se informan como la diferencia (en partes
por millén, ppm) entre las sefales que se registran para una muestra y la de un compuesto
de referencia, el tetrametilsilano (TMS) es un compuesto de referencia interna para la
espectroscopia tanto de protones (*H) como de carbono (**C). Asi pues, las sefiales se
informan como desplazamientos quimicos o cambios, respecto a esta referencia en la escala
delta (8), donde 1 d equivale a 1 ppm y la sefial del tetrametilsilano es el cero. Puesto que la
escala & se basa en la relacion de la diferencia de frecuencia entre un estandar y una
muestra a la frecuencia del estandar, los valores son independientes de la intensidad del
campo magnético. Las sefiales a frecuencias mas bajas (y campos mas bajos) que la del
estandar tienen valores & positivos. La mayoria de las sefiales de protones varian entre 0 y
12 ppm; el intervalo para el carbono es mas grande, de 0 a 250 ppm. Debido a estas
diferencias en la escala, es mas probable encontrar una superposicion accidental de dos

sefiales no equivalentes en un espectro de protones que en uno de carbono.

Interpretacion de espectros. A partir del numero de sefiales se establece el numero de
tipos distintos de ndcleos presentes; el desplazamiento quimico de cada sefial revela
detalles acerca del ambiente quimico de cada tipo de nucleo y el desdoblamiento de sefiales

permite deducir cuantos protones estan cerca de cada uno.

ESPECTROSCOPIA DE RMN DE *3C

Un espectro de RMN de 13C proporciona dos elementos basicos de informacién: el nimero
de sefiales distintas, que corresponde al numero de tipos diferentes de atomos de carbono, y
el desplazamiento quimico de cada sefial, que esta determinado por el entorno molecular de
cada carbono. Es posible contar el numero de tipos diferentes de carbonos presentes en

una molécula con base a su espectro de 13C, pero la intensidad de cada sefial solo tiene
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una relacién aproximada con el numero de atomos de carbono que producen esa sefial. La
diferencia de tamafo de las sefiales se debe a diferencias en la rapidez con la que los
atomos de carbono se relajan a la distribucién del equilibrio de sus dos estados de energia
en presencia de un campo magnético. La intensidad de la sefial de RMN de *C no tiene una
correlacion exacta con el numero de atomos de carbono que dan origen a una sefial
determinada. La sefial que produce el carbono de un grupo metilo suele ser algo mas débil
gue la de los atomos de carbono metilénicos (CH,) y metinicos (CH), aunque es mas intensa

que la de los carbonos cuaternarios, que es bastante débil.

ESPECTROSCOPIA DE RMN DE *H
Las sefales de los protones de los espectros de RMN de *H, como la de los carbonos en los
espectros de RMN de *C, se registran como maximos de absorcién individuales
correspondientes a los nucleos no equivalentes. Un espectro de RMN de 'H proporciona
cuatro elementos de informacion importantes:

e El nimero de sefiales distintas,

e El desplazamiento quimico,

e El patron de desdoblamiento y

e Laintegracion de la intensidad de la sefiales.

El nimero de picos en los que la sefal de un protén determinado se desdobla se denomina
multiplicidad. En casos sencillos, la regla que nos permite predecir el desdoblamiento en la
espectroscopia de proton es:

Multiplicidad de la sefial de Ha = n + 1, donde n es igual al nUmero de protones vecinos de

Ha.
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La sefal puede estar desdoblada en dos picos (sefial doble), tres picos (sefial triple), cuatro
picos (sefial cuadruple, y asi sucesivamente. Los multipletes aparecen como consecuencia
de las pequefias interacciones magnéticas que tienen lugar entre los ndcleos de atomos
vecinos. Se dice que los nucleos se hallan acoplados, y en el espectro de RMN resultante
aparece un desdoblamiento conocido como acoplamiento spin-spin.

La interpretacion de un espectros de RMN de 'H se inicia con la determinacién del nimero
de sefales con desplazamientos quimicos definidos, los protones de los grupos funcionales
comunes absorben en regiones caracteristicas de los espectros de RMN de *H.

La constante de acoplamiento J es la distancia, expresada en hertzios, entre dos sefales
adyacente de un multiplete en particular, las distancias entre sefiales son idénticas. Las
constantes de acoplamiento son independientes de la fuerza del campo magnético, mientras

que el desplazamiento quimico dado en hertzios es proporcional a la fuerza del campo.
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Apéndice A-3
Sintesis de Imidazolina

Se sintetizaron dos tipos de imidazolinas, la imidazolina hexanoica y la
imidazolina octanoica. EI nombre que recibe la imidazolina se refiere al acido
carboxilico utilizado para su sintesis, que proporciona la cadena lateral del
compuesto.

Se pesaron en una relaciéon molar 1:1 el acido carboxilico y el alcohol. Asi,
para un lote de 10 g de imidazolina hexanoica se pesaron 10 g de 2-(2-
aminoetiloamino) etanol y 11.1531 g de acido hexanoico. Se mezclaron el &cido
hexanoico y el 2-(2-aminoetiloamino) etanol en un matraz bola de una boca y se dej6
reaccionar con agitacion durante hora y media a 130° C, con una presion de 450 mm
de Hg. Después de este tiempo se aumento la temperatura a 180° C durante dos
horas mas. La Imidazolina se destilo a 180° C para obtenerla en forma pura.

Para un lote de 10 g de imidazolina octanoica se pesaron 10 g de 2-(2-
aminoetiloamino) etanol y 13.8451 g de acido octanoico. El sistema de reaccién y

purificacién utilizado fue el mismo que el descrito para la imidazolina hexanoica.

Obtencién de los precursores amidicos de las imidazolinas

Se obtuvo el precursor amidico de cada imidazolina, el precursor hexanoico y
el precursor octanoico, de la siguiente manera: en un matraz bola de 250 mL se
colocaron la segunda y tercera fraccion del destilado de la imidazolina (hexanoica u
octanoica) y se disolvieron en aproximadamente 50 mL de metanol. Posteriormente
se agrego hidroxido de potasio, en una relacién 1:1 con respecto a la imidazolina. El
sistema se agito vigorosamente a temperatura ambiente por espacio de 2 horas. Una
vez concluida la reaccion de hidrélisis se evapord el metanol, y al sélido obtenido se
le agrego cloroformo en la minima cantidad que permitié disolver el producto.

Posteriormente se filtraron los soélidos al vacio y el filtrado se evaporé
nuevamente para dar un sélido de color amarillo (precursor hexanoico) y un sélido
blanco nacarado (precursor octanoico), el cual se lavo con 50 mL de éter etilico y se

seco a temperatura ambiente.
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Caracterizaciéon de imidazolinas y precursores amidicos.

La estructura y pureza de las imidazolinas y precursores amidicos fue
determinada a través de resonancia magnética nuclear (RMN) de *H y *C a 200 MHz
en un espectréometro VARIAN modelo Mercury. Los desplazamientos quimicos se
reportan en partes por millon (ppm) utilizando como disolventes cloroformo (CDCly) y

agua (D,0O) deuterados respectivamente y como referencia el tetrametilsilano (Si
(CHa)a).

Espectros de RMN *C Y *H para imidazolinas y precursores amidicos

En el espectro de RMN *3C (Espectro V.1), se compone de diez sefiales a 167.873,
59.52, 51.46, 50.13, 49.12, 31.73, 27.74, 26.25, 22.44 y 14.06 ppm gue representan cada
uno de los carbonos que constituyen la molécula de imidazolina. La sefial caracteristica de la
molécula se obtiene a 167.873 ppm la cual corresponde al C-1 de la molécula. Las sefiales

se presentan en la Tabla A3-1

TablaA3-1  Sefales de RMN *3C para la imidazolina hexanoica.

C ppm C ppm

2 167.873 6 31.738
7 59.529 9 27.745
4  51.460 10 26.252
5 50.134 11  22.449
8 49.126 12 14.069
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El espectro de RMN *H (Espectro V.2) para la imidazolina hexanoica se compone de una
sefial triple que integra para tres protones a 0.867 ppm; dos sefiales quintuples que integran
para dos protones a 1.32 ppm y 1.613 ppm; tres sefales triples que integran para dos
protones a 2.191 ppm, 3.241 ppm y 3.313 ppm respectivamente y una sefial séxtuple que

integra para dos protones a 3.635 ppm. Las sefiales se resumen en la Tabla A3-2.

Tabla A3-2 Sefales de RMN 'H para imidazolina hexanoica.
H Tipo de sefal ppm
12 t 0.867
10 q 1.32
9 q 1.613
8 t 2.191
6y7 t 3.241
4y5 t 3.313
11 S 3.635
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Espectro V.2 RMN H para imidazolina hexanoica en CDCls

E
o
=
o~
o —
T S
) B
o - |
= —
I T I
o
‘%_"_'_'_L._
© - eu
; R —
I
~
> - m
<@
o I
>
<
! —
T A
T
-
™
<
T
(32}
—
—
n
— @
<
= P~
R

OPTIMIZACION DE ENSAYOS BIOLOGICOS PARA LA DETECCION DE INHIBIDORES DE CORROSION
70



APENDICE

En el espectro de RMN **C (Espectro V.3) para la imidazolina octanoica se observan de

doce sefales que corresponden a cada uno de los carbonos que constituyen la molécula de

imidazolina, las sefiales se encuentran a 168.123, 59.230, 51.079, 49.917, 49.803, 31.492,

29.302, 28.834, 27.479, 26.319, 21.897 y 13.848 ppm. Obteniéndose la sefial caracteristica a

168.123 ppm correspondiendo al C-1 de la molécula. Las sefiales se resumen en la Tabla

A3-3

El espectro de RMN *H (Espectro V.4) para la imidazolina octanoica se compone de

una sefial triple que integra para tres protones a 0.877 ppm, tres sefiales quintuples que

integran para dos protones cada uno a 1.324 ppm, 2.175 ppm y 3.374 ppm, tres sefiales

triples que integran para dos protones a 2.303 ppm, 2.725 ppmy 6.112 ppm y un sextete que

integra para dos protones a 3.636 ppm (Tabla A3-4).

Tabla A3-3

Sefnales de RMN 13C

para la imidazolina octanoica.

Tabla A3-4 Sefiales de RMN *H para

imidazolina octanoica.

C ppm C ppm

2 168.123, 9 29.302
7 59.230 10 28.834
4 51.079 11 27.479
5 49.917 12 26.319
8 49.803 13 21.897
6 31.492 14 13.848

H Tipo de sefial ppm
14 t 0.877
12 q 1.324
10y 11 q 1.575
9 q 3.374
8 t 2.303
6y7 t 2.725
4y5 t 3.452
13 s 3.636
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El espectro de RMN 13C (Espectro V.5) para el precursor amidico de la imidazolina
hexanoica se compone de diez sefales a 173.570, 60.635, 51.119, 48.717, 39.042, 36.670,
31.526, 25.548, 22.487 y 14.069 ppm, cada una de estas sefiales representan a los
carbonos que constituyen la molécula. La sefial caracteristica de la molécula se obtiene a

173.570 ppm (Tabla A3-5).

El espectro de RMN 'H (Espectro V.6) para el precursor amidico de la imidazolina
hexanoica se compone de un triplete que integra para tres protones a 0.880 ppm, dos
quintetes que integran para dos protones cada uno, a 1.652 ppm y 3.360 ppm, tres tripletes
que integran para dos protones a 2.174 ppm, 2.752 ppm y 3.650 ppm y un sextete que

integra para dos protones a 1.285 ppm (Tabla A3-6).

Tabla A3-5 Sefales de RMN 13C para Tabla A3-6 Sefiales de RMN *H para
el precursor amidico hexanoico. precursor amidico hexanoico.
C ppm C ppm H Tipo de sefal ppm
5 173.570 6 36.670 10 t 0.880
2 60.635 7 31.526 8 q 1.652
3 51.119 8 25.548 7 q 3.360
11 48.717 9 22.487 6 t 2174
12 39.042 10 14.069 11y 12 t 2 759
2y 3 t 3.650
9 S 1.285
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En el espectro de RMN *C (Espectro V.7) para el precursor amidico octanoico se
observan 12 sefiales a 173.925, 61.224, 48.914, 39.330, 37.021, 31.912, 29.509, 26.012,
22.817, 14.301 ppm, estas sefiales corresponden a cada uno de los atomos de carbono de la

molécula. La sefal caracteristica de la molécula se obtiene a 173.925 ppm.

El espectro de RMN 'H (Espectro V.8) para el precursor amidico de la imidazolina
octanoica se compone de una sefial triple que integra para tres protones a 0.804 ppm, tres
sefiales quintuples que integran para dos protones cada uno, a 15632 ppm, 2.179 y 3.157
ppm, tres sefales triples que integran para dos protones a 3.216 ppm, 3.308 ppm y 3.666

ppm y una sefal séxtuple que integra para dos protones a 1.236 ppm.

Tabla A3-7 Sefales de RMN 13C para Tabla A3-8 Sefiales de RMN *H
para el precursor amidico octanoico. precursor amidico octanoico.
C ppm C ppm H Tipo de sefal ppm
5 173.925, 7 29.509 12 t 0.804
2 61224 8 29.235 10 q 1.563
3 48914 9 26.012 9y 8 q 2179
13 39.330 10 22.817
7 q 3.157
14 37.021 11 21.897
6 t 3.216
6 31912 12 14.301
13y 14 t 3.308
2y 3 t 3.666
11 S 1.236
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Apéndice A-4

Barridos Espectrofotométricos
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Figura A-4.1 Barrido espectrofotométrico para la imidazolina hexanoica
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Figura A-4.2  Barrido espectrofotométrico para la sal CuCl,.2H,O
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