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FORMULACION DEL PROBLEMA

Deterioro de materiales de construccion

Materiales susceptibles a colonizacion de
—__ microorganismos

Factores ambientales contribuyen con el
— biodeterioro

‘ Metodos tradicionales con rapida recolonizacion
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JUSTIFICACION

Biocidas perjudiciales para
el medio ambiente y salud
humana

Microorganismos resistentes
a agentes antiincrustantes

U

Nuevas técnicas que eviten
el biodeterioro

U

Sintesis tradicional de Nanoparticulas de oxido de
nanoparticulas requiere 1  cobre obtenidas por sintesis
guimicos toxicos verde
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Enfoques Top Down y Bottom up para la
obtencion de nanoparticulas.

Chemical Synthesis

Chemical reaction

Coating
solution

Physical Synthesis

Laser ablation

Lens

Metal |

Nanoparticles
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Nanotubes, nanorods,

nanowires, metal and
lipid nanoparticles

Top Down ﬁ( ,

Nanoparticles
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Fragments

)
Nanotubes, nanorods,

nanowires, metal and
lipid nanoparticles

Principales metodologias para la sintesis de nanoparticulas

Biological Synthesis

Extraction of biological
substances

Metal Biological
ions extract

l Synthesis
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Clusters Atoms
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Mecanismo de accion de las NPs de oxido de
cobre para inducir las especies reactivas de

oxigeno
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OBJETIVOS DE INVESTIGACION

Objetivo General
PRETE0 R Ehis | FIG R 89 W8 1QFP AN iEhNEs eSS ERe AR@ A0 ae cobre soore

ObjetIVOS Espe cificos

EiRgiesida ticuesdgaiise deispineidiensdiain efecto antimicrobiano sobre microorganismos
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion del extracto

Sintesis verde de NPs de 6xido de cobre

A A

Caracterizacion de las NPs de 6xido de cobre

Y

Calculo de la concentracion de las NPs de CU20

Y

Aislamiento e identificacion de microorganismos

Actividad antimicrobiana de las NPs de CUZO




PREPARACION DE EXTRACT

Adecuacion Lavado Secado
(@

oL — O

—3 'y

Limpieza de
impurezas
Temperatura
Ambiente
Extraccion Filtrado
L ———

Taxo triturado +
etanol 20%
1:2

6000 rpm

1 minuto
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SINTESIS VERDE DE NPs DE Cu,O

5mL 5mL Ac.
extracto citrico

5mL Cu(NOs)2 + 5 mLH20 Regulacion del ph hasta 6 Agitacion magnetica por 30 NFgCu0
con NaOH min

— o |
=~/ Lavados con agua
= destilada tipo 1 l
Se centrifuga a 6000rpm NP’s de CuO
. resuspendidas y listas
para caracterizar
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CARACTERIZACION DE NPs DE Cu,O0

Espectro UV-Visible Difraccion de Rayos X (XRD)
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20/°

Dispersion de luz dinamica (DLS) Estructura cristalina
Ecuacion de Scherrer
d = kA/Bcos6
Tiempo Diametro
(horas) hidrodinamico . .
(nm) d: tamafo de la nanoparticula,
HORIBA
: k=0.9
A =1.5106
Estabilidad: B:ancho completo del pico
0,2,4,8,16y 32 8: corresponde al angulo de Bragg- Brentano.
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Curva UV-Vis: Torres et al., (2022),
Difractograma XRD: Zayyoun et al., (2016)
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CARACTERIZACION DE NPs DE Cu,0

Microscopia electronica de transmision (TEM) Microscopia electronica de barrido(SEM)

1 2 3 ‘ s
ul Scole £88 cts Cursor. -0.025 keV (507 cts)

(b)

Espectrémetro de energia positiva (EDS): Composicion
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AISLAMIENTO

Muestreo para aislamiento

.
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E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Siembra de microorganismos

AV T
> 4

Solucdn Madre
9 mL NaCl
0.85%
1:10 100 1307
Siembra
DImi

PDA

<

o
g

Aislamiento de microorganismos

PDA
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Asa de siembra — A
estéril 3 37°C, 24h
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‘\J ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
@ws CAMINO A LA EXCELENCIA

(Gamez, 2021),(Rosato et al., 2016)



AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Caldos microbianos

{ Autoclava a 121°C
Caldo nutriente 10 ml de medio en durante 15 min.
cada tubo

-t - [

Cultivo puro
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(Weising et al., 2005)



AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Extraccion de ADN

; Agua
U ’ ~ ultrapura PCR RNAasa
1 ml cultivo liquido | Retirar i | @ :
sobrenadante / ' ‘ Isopropanol | \ Etanol \ e
AN AW N | N B N\ \/
N N Il < N ] 9 ¥
t i . S B\
a 3 ==
7 ———— = ——— - — —
) 1300 rpm Fo, Incubar —] Transferir a un [ 9 Incubar -20°C | ‘ 1300 rpm [
3 min A 30min a \ ] nuevo tubo \ / 2h \ 3 min \
\ / 50°c \ 7 Descartar : \ /
ly ' \uv' sobrenadante \ w— pellet W
Incubar
30mina
37°c
Cuantificacion de ADN Secuenciacién de ADN
- -

4\\ : /
= “VBioSequence

2uL de ADN Reporte de
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(Weising et al., 2005) (Barrendero, 2008)



IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Secuenciacion de ADN

/
> BioSequence

Analisis bioinformatico

&ime2 134 DA

Amplicon Sequencing. Exactly.

Control de calidad

&i‘lme Dview

(Fang et al., 2012)

Secuenciacion NGS
Metagendmica de Amplicén

Amplifico la region v3-v4 del gen ribosomal 16S
*341F (5CCTACGGGNGGCWGCAG?3’)

* 805R (5’GACTACHVGGGTATCTAATCC3’)
Amplifico Region ITS: ITS1 - ITS4

similitud y homologia

Molecular Evolutionary
Genetics Analysis
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS NPs DE Cu,0O

Inoculacion en placa @ Formacién de pozos @ Apicacion NPs Cuz20

Petri =
Vg \
v \

Diametro de inhibicién
a lo largo del tiempo

Incubation
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(Khan et al., 2020)



ANALISIS ESTADISTICO

¢ ORIGINPRO 2023

The Ultimate Software for Graphing & Analysis

Analisis de supuestos:

Normalidad

Homocedasticidad

’Normal Q-Q Plot of Diametro.

mu =23,99893 sigma =8,23512

Expected Normal Value
I

o}

Ensayo por triplicado
Anova de dos vias

Test de Bonferroni, con un nivel de
significancia de a = 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las NPs de 6xido de cobre

Aislamiento e identificacidon de microorganismos

Seleccion de microorganismos mas predominantes

Analisis filogenético

Actividad antimicrobiana de las NPs de Cu20

Cinética de inhibicion
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CARACTERIZACION DE NPs DE Cu,O
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Sintesis de NPs de CuZO

\_

Analisis del espectro UV-Vis

Espectro UV-Vis de las NPs de Cu,O

NPs Cu,0

455 nm

300 ' w00 500 600
Absorbancia (nm)

(Najoua et al., 2016), (Akintelu et al., 2020)

pH < 6 formacién NPs Cu,O cubicas

400 - 500 nm

Analisis del tamaio hidrodinamico (DLS)

Estabilidad y tamario hidrodinamico de las NPs de Cu,O

Tiempo (horas) Diametro hidrodinamico (nm)

0 9.8+(0.58)
2 10.2+(0.35)
4 15.84(0.24)
8 13.1£(0.94)
16 16.7+(0.61)
32 17.24(0.54)

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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CARACTERIZACION DE NPs DE Cu,O0

Analisis de la estructura cristalina

Patron de difraccion de rayos X (XRD) para las NPs de Cu,O Picos indexados de NPs de Cu,O - Fase cubica
# 40 60 80
3500 . 1 . 1 . L : 1 3500 . . .
NPs Cu,0| Lista de picos y posiciones [26] para las NPs Cu,O

3000 A - 3000
‘ Pos [26] Height [cts] FWHMIeft 28] d-spacing [A] Rel. Int. [%]

2500 < <4 2500

29.5440 122.46 0.8713 3.02109 7.66

2000 4 | ’ 2000

36.3629 1598.17 0.9007 2.46869 100.00

Counts

1500 '| 1 42.3142 44256 1.0574 2.13423 27.69

1000 \.@«,{J || ﬂ 1 1000 61.4016 278.54 1.0056 1.50875 17.43
k

500 - hd WW 500 73.6604 100.87 1.4140 1.28502 6.31

0 T T T T 0
20 40 60 80
Position [*28]

Lista de patrones elegidos Ref. Score Compound Displacement Scale Chemical RIR Crystal Cell
Code Name [°2Th.] Factor Formula System Parameters
d = kA/Bcos6 01-0 83 Copper 0.000 0.918 Cu20 8280 Cubic a4271- b
80-7 Oxide 4.271- ¢

9,1 nm 711 7.271

@E 0 E
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Zayyoun et al., (2016)



CARACTERIZACION DE NPs DE

Analisis de la morfologia de las NPs de Cu,O

Micrografia electronica de transmision de las NPs de Cu,O

Analisis del tamario de las NPs de Cu,0 mediante ImageJ-FIJI

Tamano de 8.45 nm
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SEM HY- 250 WV WD 25085 mm
View field. 41.5 pm Del: BSE
SEM MAG: 16.7 kx  Date(mvdry): 71823

Mapeo elemental de Cu, O y Na de las NPs de Cu,O

CARACTERIZACION DE NPs DE Cu,O

Microscopio electrénico de barrido (SEM)
Analisis elemental de las NPs de Cu,O determinado por EDS

‘). - ¢ B3 »A

Elemento Masa normalizada

Cu 62.03%
O 32.23%
Na 5.71%

10 pn

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Muestreos directos y por diluciones. Aislamientos y purificaciones de microorganismos

n et al., (2020)




SELECCION DE MICROORGANISMOS MAS PREDOMINANTES

Frecuencia relativa y densidad relativa de los microorganismos aislados Morfologia de los microorganismos mas predominantes

Densidad relativa
Frecuencia relativa

28H

-

-
AW A A A 00 A PINININININNN
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Morfologias
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Cuantificacion de DNA

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Morfologia Concentraciéon [ng/uL] 260/280 260/230

1B

2B

4H

5H

13H

18H

28H

155.2

295.0

226.9

72.6

37.9

76.6

41.1

1.98

1.97

1.94

1.93

1.97

2.06

2.09

1.63

1.83

1.61

0.74

2.10

1.62

2.10

(Cao etal., 2020)

Visualizacién de index PCR previa secuenciacion.

Ladder JP/23-1_A JP/23-2. B

p
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ANALISIS FILOGENETICO

Microorganismos proximos a 1B

Cobertura Porcentaje
Descripcion Numero de acceso
de consulta de identidad
———— NR 114126.1:354-558 Ralstonia pickettii strain NBRC 102503 165 ribosomal RNA partial sequence

Ralstonia pickettii (NRBC 102503) 100% 100% NR_114126.1
S NR 043152.1:356-560 Ralstonia pickettii strain ATCC 27511 16S ribosomal RNA partial sequence
Ralstonia pickettii (JCM 5969) 100% 100% NR_113352.1
f———————— Bacteria A
L NR 113352.1:354-558 Ralstonia pickettil strain JCM 5969 16S ribosomal RNA partial sequence Ralstonia pickettii (ATCC 27511) 100% 100% NR_043152.1
NR 025385.1:336-540 Ralstonia mannitolilytica strain LMG 6866 16S ribosomal RNA partial sequence Ralstonia mannitolilytica (LGM 6866) 100% 98.54% NR 025385.1
NR 134148.1:314-517 Ralstonia pseudosolanacearum strain UQRS 461 16S ribosomal RNA partial sequence Ralstonia pseudosolanacearum (UQRS 461 ) 99% 98.04% NR_1 34148.1
P NR 134150.1:314-517 Ralstonia syzygii subsp. indonesiensis strain UQRS 464 165 ribosomal RNA partial sequence
= Cupriavidus necator (N-1 16S) 99% 97.55% NR_102851.1
NR 134149.1:314-517 Ralstonia syzygii subsp. celebesensis strain UQRS 627 165 ribosomal RNA partial sequence
e NR 102851.1:369-572 Cupriavidus necator strain N-1 16S ribosomal RNA partial sequence Cupriavidus necator (N_1 ) 99% 97.55% NR—0287661
93 NR 028766.1:353-556 Cupriavidus necator strain N-1 165 ribosomal RNA partial sequence Cupriavidus taiwanensis (LGM 19424) 99% 97.06% NR_074823.1
NR 074823.1:381-584 Cupriavidus taiwanensis LMG 19424 16S ribosomal RNA partial sequence Ralstonia pickettii (NRBC 102503) 99% 97.06% NR_134150.1
e Ralstonia pickettii (NRBC 102503) 99% 97.06% NR_134149.1

Microorganismos proximos a 2B

Cobertura Porcentaje
NR 178976.1:423-676 Pseudomonas paracarnis strain V5/DAB/2/5 168 ribosomal RNA partial sequence Descripcién . ] Numero de acceso
de consulta  de identidad

NR 024901.1:437-690 Pseudomonas libanensis strain CIP 105460 16S ribosomal RNA partial sequence

Pseudomonas azotomotfans (NRBC 12693) 100% 100% NR_113600.1

NR 178798.1:432-685 Paraburkholderia insulsa strain DSM 28142 165 ribosomal RNA partial sequence
Pseudomonas libanensis (CIP 105460) 100% 100% NR_024901.1

NR 156987.1:432-685 Pseudomonas paralactis strain DSM 29164 16 ribosomal RNA partial sequence
Pseudomonas paralactis (DMS 29164) 100% 100% NR_156987.1

NR 042147.1:424-677 Pseudomonas cedrina subsp. fulgida strain P 515/12 16 ribosomal RNA partial sequence

Pseudomonas lactis (DMS 29167) 100% 100% NR_156986.1

NR 179365.1:403-656 Pseudomonas lactucae strain MAFF 301380 165 ribosomal RNA partial sequence

i 9 9

NR 114225.1:424-677 Pseudomonas mucidolens strain NBRC 103159 165 ribosomal RNA partial sequence FSeiudomonasmucidoiens (NBRC:103159) 100% 100% NRE 142254
NR 113583.1:424-677 Pseudomonas synxantha strain NBRC 3913 165 ribosomal RNA partial sequence Pseudomonas paracarnis (VS/DAB/2/5) 100% 100% NR_178976.1
NR 156986.1:432-685 Pseudomonas lactis strain DSM 29167 165 ribosomal RNA partial sequence Pseudomonas synxantha (NRBC 3913) 100% 99.21% NR_113583.1
3 NR 113600.1:424-677 Pseudomonas azotoformans strain NBRC 12693 16S ribosomal RNA partial sequence Pseudomonas cedrina (P 515/12) 100% 98.82% NR_042147.1
= Bacteria B Pseudomonas lactucae (MAFF 301380) 100% 98.82% NR_179365.1
Paraburkholderia insulsa (DMS 28142) 100% 100% NR_178998.1

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS NPs DE Cu,O

A) halos de inhibicién morfologia 4H,
B), medicion del diametro de halos de
inhibicion con calibrador digital,

C) halos de inhibicién morfologia 5H y
D) medicion del diametro de halos
inhibicion con calibrador digital
morfologia 13H.
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Concentracion Métodode  Diametro del halo Morfologia 1B

Morfologia +SD 40
NPs Siembra  de inhibicion (mm)
2 26,63 0.44 . F
[3] CN_T 29,87 1,50 £
4] 35,52* 2,09 £ »
2
2 25,08 137 £ %
3] CN_H 31,77 0,50 3 .
[4] 36,81* 0,95 £
1B E
[2 2524 0,92 2
[3] SB_T 29,74 1,77 5
(4] 34,31 132 0
o 5778 36 "2 W3 =@ =] EE] mQg
3] SB_H 32,89 0,87 oNT CN_H
[4] 37,36 1,22
2] 19,03 1,54 Morfologia 1B
[3] PDB_T 26,36 1,06 4000
[4] 35,43 0.85 35.00
2 18.08 2,97 -
[3] PDB_H 26,09 2,39 <
aH [4] 32,33 1,07 b 2
[2] 14,48 0,84 % 20.00
3] SE_T 18,98 1,68 S 1500
[4] 27,35* 4,69 § 5
[2] 13,38 137 [
5.00
[3] SE_H 20,45 3,57
(4] HIF bk P am am omm mz s me
* El valor es significativamente diferente a los demas valores T SB_H
promedio del diametro del halo de inhibicion por la accién de NPs
de Cu,O

"4/ ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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Concentracion Método de  Diametro del halo de S Concentracion Método de  Diametro del halo de

Morfologia +SD Morfologia +SD

NPs Siembra inhibicion (mm) NPs Siembra inhibicién (mm)
[2] 18,68 1,81 [2] 13,46 1,17
[3] PDB_T 24,43 419 [3] PDB_T 22,61 2,29
[4] 34,18* 1,69 [4] 28,38* 2,14
[2] 19,22 0,90 [2] 13,64 0,75
[3] PDB_H 31,99 4,92 [3] PDB_H 21,21 2,07
[4] 35,99* 3,00 [4] 26,27* 1,84

5H 18H
[2] 17,18 2,32 [2] 16,16 0,22
[3] SE.T 22,23 3,29 [3] SE.T 23,74 1,54
[4] 28,06* 2,65 [4] 31,25* 0,77
[2] 16,97 0,91 [2] 19.14 1,48
[3] SE_H 22,23 1,14 [3] SE_H 2494 3,69
[4] 29,18* 0,50 [4] 35,25* 3,48
[2] 17.29 0,58 [2] 9,24 0,02
[3] PDB_T 26,31 797 [3] PDB_T 11,21 0,63
[4] 31,80* 5,26 [4] 13,57* 0,87
[2] 16,84 1,09 [2] 9,34 0,80
[3] PDB_H 22,82 1,08 [3] PDB_H 11,96 1,25
[4] 32,93* 4,63 [4] 13,94* 0,99
13H 28H

[2] 15,76 2,50 [2] 9,40 0,69
[3] SE_T 20,07 0,76 [3] SE T 10,85 0,74
[4] 25,59* 1,99 [4] 20,52* 7,38
[2] 18,83 1,37 [2] 8,91 0,31
[3] SE_H 23,05 1,20 [3] SE_H 10,12 1,09
[4] 27,23* 1,75 [4] 14,13* 1,58

* El valor es significativamente diferente a los demas valores promedio del
diametro del halo de inhibicion por la accion de NPs de Cu,O

ESCUELA POLITECNICA DEL EJERCITO
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] n y

Diametro de inhibicién a lo largo del tiempo

Diametro del halo de inhibicion de NPs de Cu,O aplicadas en Ralstonia pickettii

SB_H
g L. o= ]
——
. I * A) solucion de bacterias con triangulo
(SB_T),
B) solucion de bacterias con hisopo
(SB_H),

C) caldo nutriente con triangulo (CN_T) y
D) caldo nutriente con hisopo (CN_H).

CN_T EI CN_H
) i i [1], [2] y [4] corresponde a las
I l - ) . ) - concentraciones de NPs de Cu,O aplicadas
‘ ‘ I 1,49M, 0.245 M, 0,123 M, respectivamente
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Diametro del halo de inhibicion de NPs de Cu,O aplicadas en la morfologia 4H

SET

4 6 8 10

(2] ~0={3} o[

PDB_T

--(2
-3

(4

SE_H

4 6 8 10

-2 —o-{3 ~o—[4)

PDB_H

12

Rl 6 8 10

)] e [3] . s [ Y]

12

ESPE
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Diametro del halo de inhibicion de NPs de Cu,O aplicadas en la morfologia 5H

SET SE_H

5 18
16
20 14 ]
: ]
15 "
8
10 | \
) = 6
5 1 4
?
0 . 0
0 2 4 6 8 10 1 0 ? 4 6 8 10 2
—(l] w—3] (4 et L e Ry
[c] 08T (o] P0B_H
16 18
14 16
7] S 14 L —
10 1 \
10
8
8 B~
6
6
4 A
? 2
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
s (7] o (3] (4] —l] —3 —i4]

ESPE
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Diametro del halo de inhibicién de NPs de Cu,O aplicadas en la morfologia 13H

SET SE_H

i 6 8 10 12 0 7

-] ——-[3 —e—[4]

PDB_T EI

=

4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

— =0 — — =1 —

ESPE
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Diametro del halo de inhibicién de NPs de Cu,O aplicadas en la morfologia 18H

El SE_H PDB_T

0 45

3% 0

3

v ‘\4»/"/’{\ 0
2%

el 25

EI PDB_H EI SE_T

20
20
15 1',
10 10
5 5
(X o -
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
2] —=[3] —8—[1] (2] —=(3] —=[1]

40
45,00
0,0 o
35,00 30
30,00 25 )
25,00 0 “\1
20,00 15 T
1500 10
10,00
5
5,00
0,00 0e
n 3 2 . s 0 12 0 2 4 6 8 10 17
—) —3 — —— [} —-4
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Diametro del halo de inhibicién de NPs de Cu,O aplicadas en la morfologia 28H

4 6 8 10

=[] ~0=[3] ~o~|4

PDB_T
I 4
4 6 8 10
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CONCLUSIONES

Se logro sintetizar NPs Cu,O mediante quimica verde utilizando extracto de
taxo, mediante la confirmacion del cambio de color azul intenso a una
coloracion borgona/amarillo al obtenerse los 6xidos de cobre.

Se confirmd la formacidon de las NPs mediante con el equipo UV-Vis
obteniéndose un pico maximo de absorbancia del plasmén formado en 455
nm.

El diametro hidrodinamico de la NPs fue de 9,8 + (0.58) nm el mismo que se
obtuvo mediante el equipo DLS.

Se logro caracterizar la NPs mediante la técnica TEM obteniendo una grafica
de la misma a una escala nanométrica que mediante un analisis en
FlJI-Imaged se obtuvo un tamano de 8,458 nm.

Se obtuvo una composicién elemental de la NPs mediante el equipo
SEM-EDS dando como resultado la presencia de cobre, oxigeno y sodio en un
62,03503%, 32,26025% y 5,714713%, respectivamente.

Se confirmé la composicién estructural de NPs de 6xido de cobre de fase
cubica con los los picos obtenidos por difraccion de rayos X (XRD) (26:
29.5440°, 36.3629°, 42.3142°, 61.4016° y 73.6604°) los cuales coinciden
con el codigo de referencia (01-080-7711).



CONCLUSIONES

Se realiz6 tres muestreos a partir del hormigon de resistencia media (f'c= 240
kg/cm2) de los cuales se aislaron 28 morfologias distintas y mediante un analisis
de frecuencia y densidad relativa se escogid a las morfologias mas
predominantes (dos bacterias y cinco hongos).

Mediante técnicas independientes de cultivo, como la extraccion de ADN vy
secuenciacion masiva NGS se logro identificar a nivel de género y especie las
bacterias Ralstonia pickettii y Pseudomonas azotomorfans.

La identificacion molecular de los hongos queda pendiente por no recibir los
resultados de secuenciacion de la empresa Biosequence S.A.S.

Se comprobo que las NPs de Cu de mayor concentracion expuestas a los
diferentes microorganismos mediante el método de difusion en pozo,
presentando un halo de inhibicion mayor que las otras concentraciones
aplicadas, con una diferencia significativa, analizada por un ANOVA de dos vias
y el test de Bonferroni.

Los diametros de los halos de inhibicion formados por las NPs disminuyen a lo
largo del tiempo resultado el cual esta relacionado con la baja estabilidad de las
mismas.




RECOMENDACIONES

e Se recomienda analizar y mejorar la estabilidad de las NPs de 6xido de
cobre por mas dias, para mejorar la eficiencia.

e Se recomienda analizar la actividad antimicrobiana de las NPs de o6xido
de cobre sobre los microorganismos restantes aislados del hormigon de
resistencia media.

e Realizar ensayos preliminares de aplicacion directa sobre el hormigon
para la comprobacion de la actividad antimicrobiana sobre las biopeliculas
formadas.
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