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1. OBJETIVOS

Que el alumno desarrolle las habilidades para atejpade equipos destinados a la
esterilizacién de material de vidrio y diferentesdios de cultivo. Contribuir a distinguir
las diferencias, de acuerdo al tipo de metodol@giemplear segun los casos que se
presenten.

2. FEUNDAMENTOS

2.1. Definicion:

La esterilizacion consiste en la eliminacion de fasroorganismos existentes en un
sistema. El objetivo es obtener materiales y medipts para la siembra de
microorganismos a analizar. Existen diferentes dedode acuerdo al objeto a
esterilizar y el fundamento en el cual se basan.

Métodos de esterilizacic')rl

Calor I Antisépticosl Rayos I Filtracion I
]
[ ]

Seco I Humedo I

Llama Vapor fluente

Mufla o estufa Vapor saturado a presi(11

2.1.1. Calor Seco:

Como su nombre lo indica se transmite a travésndéuido seco caliente (aire).
Presenta la desventaja, con respecto al calor hmjndedque es poco penetrante. El
aire hiumedo es un conductor mas eficiente del aplerel aire seco ya que el
coeficiente de transmision del calor de!
agua es mayor que el del ai
(Kagu?Kaire)-

La muerte de microorganismos en es
caso se produce por deshidratacion vy |
lo tanto hay que llegar a temperatur.
elevadas (160 °C) durante tiempos alt
(1 hora 0 mas).

En el laboratorio se utiliza el calor sec
pare esterilizar material de vidrio y n
para medios de cultivo, pues las alt

ESTERILIZADOR CALOR SECO



temperaturas usadas, pueden alterar la estrugtiaad{sponibilidad) de nutrientes
tales como proteinas, hidratos de carbono, etc.

En el caso del calentamiento directo por llama,biém llamado “flameado”, se
utiliza especialmente para esterilizar agujas, farnsatros elementos que no se
deterioran con el tratamiento. Generalmente estmdul®gia es empleada para
“repicar” células de un medio a otro.

2.1.2. Calor Himedo:

Este tipo de calor es mas conveniente porque erwdgagua difunde por 6smosis
a través de la membrana de los microorganismosiupiendo la muerte de los
mismos por coagulacion de su protoplasma y no psehidratacion, como en el
caso del calor seco.

Los diferentes métodos utilizados son:

EBULLICION: se realiza a 100 °C, a esta temperasardestruyen todas las
células vegetativas, esporos de hongos y levadyrasmayor parte de las
esporas bacterianas. Por lo tanto, cuando sole@&ssario conseguir una
esterilizacion “relativa”, puede recurrirse a estétodo. En el caso que
deban esterilizarse liquidos, estos se llevan t@dineente a ebullicion por
tiempos variables, que dependen de diversos facéocensiderar.

En caso de solidos contenidos en recipientes, Errabse sumerge en agua
hirviente por tiempos variables.

VAPOR FLUENTE: consiste en un tratamiento con vagmagua a presion
atmosférica (o sea vapor saturado a 100 °C). Estana técnica util para
tratar sustancias que no admiten calentamientosrisugs a 100 °C sin
perder alguna de sus propiedades. Los equipos sisadiosencillos y estan
constituidos por recipientes con falso fondo perdor, sobre el cual se
acomoda el material a esterilizar.

Este tratamiento se puede realizar también entetlave, trabajando con la
espita abierta. El tiempo de calentamiento depeetienaterial a tratar y su
grado de contaminacion.

VAPOR A PRESION: normalmente se realiza en el latmwio la
esterilizacién de medios de cultivo en un equipmod@nadoautoclave. Las
condiciones de tiempo y temperatura dependen de
la naturaleza del medio. Cabe destacar que §
menudo la esterilizacion presenta dos aspectos &
veces incompatibles, se quiere por un lado\RE
destruir todos los microorganismos presenteSs i
por el otro evitar la alteracion de los nutriente
En realidad, el calor puede provocar la ¥
desnaturalizacion de vitaminas y otros factores de
desarrollo, la separacion de azufre coloidal
(Cisterna, por ejemplo), caramelizacion de_
azucares, etc. Por lo tanto se deben consid
para cada caso en particular las variables de
esterilizacion (esto es temperatura y tiempo).




En forma general se puede decir que a pH entrd dsysuficiente esterilizar
durante 15 a 30 minutos a vapor fluente; a un p3 de6,5 la temperatura
asciende a 119 °C y a pH 6,5 a 7,5 se necesitdenmaeratura de 125 °C,
todos durante el mismo tiempo.

Vdlvula de
alivio
Mandmetro

[ |
' Fuente de
s ~ calor

" P

CORTE DE UN AUTOCLAVE
DE LABORATORIO

2.1.3. Antisépticos:
Se denomina asi a aquellas sustancias que sorritide®e (matan bacterias) y
bacteriostéticas (inhiben su crecimiento y mulktgdion).

Un mismo compuesto quimico puede actuar como heidi@ro bacteriostatico,
segun la concentracion de uso. Estos agentes paetiear coagulando proteinas,
inactivando encimas, produciendo modificacionesnigds en la superficie de las
materias o modificando la permeabilidad de la mamdbicelular.

2.1.4. Rayos:

Uno de los mas conocidos son los ultravioleta. driel
accion fotoquimica directa sobre los constituyemtebk
protoplasma y nucleo, producen cambios estructige
los cromosomas alterando las proteinas de lasnsiesta
vitales, debido a su gran energia.

La accién depende de la intensidad, exposicion, dip s
microorganismo y medio ambiente. Por ejemplo,  radiocionuv.
medios ricos en coloides protegen a los microosgans "% s
de la accion de estos rayos. En caso de esporasns
pigmentados resisten mas que las células vegetativa




2.1.5. Filtracion:

Método utilizado para la esterilizacion de fluidates
como aire, agua, etc., en el que los microorgarss
estan presentes en gran cantidad. Consiste ensv
pafios fibrosos empaquetados, por donde se oblig
aire a circular. Las particulas suspendidas eituilof
chocan con las fibras del pafio, perdiendo ene
cinética y deteniéndose finalmente en una de
donde queda adherida. Por recirculacion de aire
sentido inverso, pueden regenerarse los filtros.

Cdapsulas y membranas
esterilizantes

2.2. Esterilizacion con el calor

Tiempo de muerte térmica es el tiempo necesario para destruir la totalidadas
células presentes de un microorganismo dado, a detarminada temperatura
(relativamente elevada).

Varios factores tienen importancia sobre la acai@structiva del calor. Los mas
importantes son:

2.2.1. Relacién Temperatura — Tiempo

La temperatura y el tiempo de esterilizacion sos fd@tores interdependientes y
cuando se estudia la accién de uno de ellos, dalméenmerse el otro constante. Se
obtiene el mismo resultado usando temperaturas diteante tiempos breves que
usando temperaturas bajas durante un tiempo mémganlo. La relacion que los

vincula es logaritmica.

2.2.2. Concentracion inicial de células

Cuanto mayor sea el numero inicial de célulasptamis largo debe ser el periodo
de calentamiento 0 mas alta la temperatura, pdesmebla destruccion total. Cuanto
mas alto sea el nimero de células presentes, ajor sera la probabilidad de la
presencia de células que tengan una resistenciarmdg temperatura.

2.2.3. Cantidad de agua presente

Las proteinas del protoplasma son coaguladas eneragen alteradas
irreversiblemente por el calor. Ademéas de la tewmipea, tiene importancia la
cantidad de agua presente, debido a su capacideahdeccion del calor. A modo
de ejemplo, los esporos se destruyen a 110 °C *Cl2d 20 — 30 minutos, en
presencia de agua, mientras que es necesario tamigato a 160 °C durante 3
horas para destruirlos mediante calor seco.

2.2.4. pH
A medida que el pH se aleja de la neutralidad,ciaéa del calor se vuelve mas
destructiva.



2.2.5. Tipo de microorganismo

No solo las células de microorganismos de espatifesentes tienen distinta
resistencia hacia el calor, sino que células denikma cepa pueden demostrar
ciertas diferencias.

Los esporos son mas resistentes al calor que lidas&egetativas. En general, los
esporos bacterianos tienen una extraordinariateesia al calor.

El calentamiento de esporos a una temperatura tabldstimula y acelera la
germinacion de los mismos.

La muerte térmica sigue una ley logaritmica, dade en cada instante el nimero de
células que mueren es proporcional al nUmero deaséVivas. Por lo tanto:

Curva de Tasa de Destruccidn
Térmica
—de(V-M X
—d-V-M) V-m)
dt N
1000.0 L
g 5
N
donde: £ -
s S
V = nimero de células vivas P N
M = ndmero de células muertas e 184 -
(V — M) = nimero de sobrevivientes | £ N
k = constante de velocidad = ‘\
t = tiempo =
L]
a1
Tiempo, minutos

3. DESARROLLO

El trabajo en laboratorio consiste en acondicianaterial de vidrio, preparar diferentes
tipos de medios de cultivo y esterilizarlos selesando el método 6ptimo para cada caso.

4. MATERIALES
* Pipetasde 1,5y 10 ml
» Placas de Petri
» Erlenmeyers de 125y 250 ml
» Tubos de ensayo
» Medios de cultivo sélidos y liquidos preparados
= Autoclave
» Estufa de 200 °C




