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Evaluación de biocidas para su posible uso en 
depósitos de combustibles
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RESUMEN. Para el tratamiento del biodeterioro de combustibles los biocidas son los compuestos químicos mundialmente 
más utilizados y son específicos para diferentes  combustibles. En este trabajo, se evaluó la actividad antimicrobiana in vitro 
del Biobor J.F., el Líquido I y seis extractos naturales [Quinidiona treq, Quinidiona, Calofonia (2 mg/mL), VN (2,1 mg/mL),  
AR (2 mg/mL) y el extracto T2-CIIQ]. Se utilizaron bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus y Micrococcus y los 
hongos de las especies Hormoconis resinae, Aspergillus versicolor, Aspergillus niger y Alternaria alternata aislados de 
combustibles contaminados. La determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) se realizó por el método de 
difusión radial en monocapa de medio agarizado y las concentraciones mínima bactericida (CMB) y mínima fungicida 
(CMF), se determinaron por el método de las diluciones dobles seriadas en caldo con pases a medio sólido. El Biobor J.F. 
y el Líquido I desarrollaron inhibición microbiana con el producto puro. Las actividades bactericida y fungicida fueron 
efectivas solo con los productos sin diluir. Los extractos Quinidiona treq y Quinidiona presentaron una CMI de 12,5 µg/
mL, tanto para bacterias como para  hongos. La CMI del T2-CIIQ fue de 30 µg/mL, la cual coincidió con la CMB y la CMF. 
El biocida Biobor J.F. y el anticongelante Líquido I sin diluir presentan actividad biostática y biocida frente a los microor-
ganismos contaminantes de combustibles. Los extractos Quinidiona y T2-CIIQ ofrecen una fuerte acción antimicrobiana 
a muy bajas concentraciones: 12,5 y 30 µg/mL respectivamente.

ABSTRACT. Biocides are the more worldwide used chemical compounds for the biodeterioration treatment, and they are 
specific for different fuels. In this article it was evaluated the Biobor J.F. antimicrobial activity in vitro, the Liquid 1 and 
six natural extracts (Quinidine trep, Quinidine, Colophony (2 mg/mL),  VN (2.1 mg/mL), AR (2 mg/mL) and the extract 
T2-CIIQ). Germs from the, Pseudomonas, Bacillus and Micrococcus and the fungus of the species Hormoconis resinae, 
Aspergillus versicolor, Aspergillus niger and Alternaria alternate, isolated from contaminated fuels. The determination 
of the minimum inhibitory concentration (MIC) was made by the radial diffusion method in monolayer of agarized at-
mosphere and the  minimum germicide concentration (MGC) and the minimum fungicide concentration (MFC) were 
determined by the serial double dilutions method in culture with transfers to solid environment. The Biobor J.K. and 
the Liquid I showed an inhibition microbial with the pure product. The germicide and fungicide activities were effective 
only with the products which haven’t been diluted. The Quinidine treq and Quinidine extracts had a 12.5 µg/mL MIC for 
both germs and fungus. The T2-CIIQ MIC has a value of 30 µg/mL coinciding with the MGC and the MFC. The Biobor J.F. 
and the Liquid I showed an antimicrobial activity without dilute. The Quinidine and T2-CIIQ extracts offered germicide 
and germistatic actions to low concentrations: 12.5 and 30 µg/mL respectively.

INTRODUCCIÓN 
La contaminación microbiana de combustibles de-

rivados del petróleo constituye un serio problema en lo 
referente al mantenimiento de la calidad del producto, 
la corrosión de metales y aleaciones empleados en sus 
procesos de extracción, producción, distribución y 
conservación.1 La contaminación microbiana no está 
distribuida uniformemente en los tanques de combus-
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tible. La mayor contaminación está presente en el agua 
del fondo del tanque, en la película de agua originada 
por la condensación en la superficie del tanque y en 
la biopelícula adherida a las paredes del tanque.2 El 
crecimiento microbiano está inevitablemente ligado al 
agua aún en concentraciones mínimas, pues si bien los 
microorganismos tienen su fuente de carbono y azufre en 
los combustibles, el resto de los elementos nutricionales 
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como el nitrógeno y algunos microelementos necesarios 
para su crecimiento, los encuentran en el agua, que a la 
vez, es disolvente de múltiples procesos bioquímicos 
que ocurren en la célula.3,4 Aparte de los hidrocarburos, 
los organismos pueden utilizar nutrientes a partir de 
los aditivos adicionados al combustible, lo que origina 
no solo aumento en el crecimiento microbiano sino su 
neutralización.5 

Los biocidas constituyen un grupo heterogéneo de 
agentes químicos y son específicos para diferentes tipos 
de combustibles, los más utilizados son el Biobor J.F., 
Kathon F.P. 1.5 y el Kerocide D 1.5. El Biobor J.F. es el 
biocida recomendado y utilizado por la Asociación Inter-
nacional de Trasporte Aéreo (IATA) para la conservación 
y preservación de los combustibles de aviación. 

Estos venenos pueden ser usados como terapia de 
shock para tratar tanques muy contaminados o en dosis 
más pequeñas como tratamiento preventivo.6,7 Dife-
rentes tipos de anticongelantes que se utilizan en los 
combustibles de aviación son considerados biostáticos 
como el Líquido I, el dietilen o trietilenglicolmonome-
tiléter y el 2-metoxietanol. Cada uno tiene especificidad 
frente a los microorganismos.8  Existen otros métodos 
como los biológicos que son una alternativa basada en 
la actividad biológica competitiva. Se utilizan para ello, 
microorganismos heterótrofos, anaerobios y sulfato-
rreductores y en general, son muy peligrosos, porque 
pueden introducir poblaciones bacterianas muy difíciles 
de controlar posteriormente.9 El ozono aparece como uno 
de los biocidas más promisorios por su gran toxicidad 
para los microorganismos y su baja toxicidad para el 
ambiente. El cloro también se puede utilizar como medio 
de saneamiento.10

La naturaleza es fuente de una amplia variedad de 
sustancias bioactivas presentes en los extractos natura-
les que podrían ser utilizadas como base para el diseño y 
la formulación de nuevas generaciones de agentes bio-
cidas específicos químico-industriales contra especies 
que generan graves degradaciones de combustibles. El 
objetivo de este trabajo consistió en evaluar la activi-
dad antimicrobiana del Biobor J.F., el Líquido I y seis 
extractos naturales frente a microorganismos aislados 
de combustibles almacenados.  

MATERIALES Y MÉTODOS 

El biocida Biobor J.F. y el anticongelante biostático 
Líquido I son los más recomendados y  utilizados actual-
mente en los combustibles de aviación y se evaluaron a 
las concentraciones siguientes: 250, 270, 300 y 350 ppm 
para el Biobor J.F. y a 0,2; 0,3 y 0,4 % para el Líquido I. 
Se ensayaron concentraciones menores y mayores que 
las recomendadas por el fabricante, en el caso del Biobor, 
se recomienda utilizar 270 ppm y del Líquido I, 0,3 %.  

Se analizaron seis extractos naturales Quinidiona treq, 
Quinidiona, calofonia (2 mg/mL), VN (2,1 mg/mL), AR  
(2 mg/mL)] a las concentraciones siguientes: 12,5; 25; 50 y 
100 µg/mL, así como el extracto T2-CIIQ, el cual se investi-
gó a 20, 30, 40 y 50 µg/mL . Estos extractos se obtuvieron 
de invertebrados que se colectaron en la zona central de 
Cuba, los cuales fueron estimulados mediante presión, 
cuya secreción repugnatorial eyectada (650 a 800 µg
/individuo) fue recolectada para los ensayos. 

Las bacterias utilizadas fueron del género Pseudomo-
nas, Bacillus y Micrococcus y los hongos de las especies 
Hormoconis resinae, Aspergillus versicolor, Aspergillus 
niger y Alternaria alternata, aisladas de combustible 
contaminado cubano procedente de tanques de alma-
cenamiento prolongado.11

El inóculo se preparó a partir de cultivos puros jóve-
nes de esos microorganismos en plano inclinado de agar 
nutriente para bacterias y agar Saboraud dextrosa para 
hongos, tomando  azadas para disolución salina hasta ob-
tener una concentración aproximada de 6 ∙ 108 células/mL 
para cada bacteria por separado tomando como referencia 
la escala de McFarland. Posteriormente, se mezclaron los 
inóculos. En el caso de los hongos, se tomaron muestras 
de cada cultivo con aguja micológica y se homogenizaron 
en tubos de disolución salina por separado. Después se 
mezclaron los inóculos.

Evaluación de la actividad antimicrobiana del Biobor 
J.F., el Líquido I y seis extractos naturales. Determi-
nación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) 

La CMI se define como la mínima concentración de 
agente antimicrobiano (µg/mL) que inhibe el crecimiento 
visible de un microorganismo después de 24 h de incuba-
ción a 37 °C,12 y se obtuvo por el método de difusión radial. 

Se prepararon erlenmeyers de 100 mL con 30 mL de 
medio fundido con agar nutriente para bacterias y agar 
Saboroud dextrosa para hongos a 45 °C, al que se le aña-
dió 1 mL del inóculo microbiano. El medio fundido de 
manera aséptica, se vertió en placas y una vez solidifi-
cado, se perforaron pocillos (cinco por placa) de 7 mm 
de diámetro y se añadieron 200 µL de cada dilución de 
la disolución biocida, se incubaron las placas a 37 °C 
durante 48 h para bacterias y a 25 °C durante 5 d para 
hongos y levaduras. 

El desarrollo de una zona de inhibición del creci-
miento microbiano de cualquier tamaño alrededor del 
pozo indica que el microorganismo es sensible a la con-
centración del producto analizado, su ausencia indica la 
resistencia al producto probado, el halo de inhibición se 
midió en centímetros.13-16 

 Determinación de las concentraciones mínimas bac-
tericida (CMB) y fungicida (CMF)

CMB y CMF se definen como la mínima concentra-
ción del biocida que elimina más del 99,9 % de los micro-
organismos viables después de un tiempo determinado 
de incubación.12 Se determinaron por el método de las 
diluciones dobles seriadas. Con este fin, se prepararon 
tubos con 1 mL de caldo nutriente para bacterias y 
caldo Saboraud dextrosa para hongos y se inocularon 
con 0,1 mL del cultivo microbiano y biocida con dos tu-
bos de control, uno  positivo que contenía caldo (1 mL) y 
microorganismos (0,1 mL) y uno como control negativo 
que solamente contenía caldo (0,5 mL) y el biocida a 
evaluar (0,5 mL). Los tubos se incubaron a 37 °C durante 
48 h para bacterias a 25 °C durante 5 d para hongos y 
levaduras. Al término de este tiempo, se sembraron en 
placas por duplicado 0,1 mL de todos los tubos incubados 
en el mismo medio agarizado. Se incubaron todas las 
placas en posición invertida a 37 °C durante 48 h para 
bacterias a 25 °C durante 5 d para hongos y levaduras. 
La CMB correspondió a aquella concentración de biocida 
en la que se obtuvo un conteo de colonias menor que el 
0,1 % del obtenido para el tubo control positivo.13,14,16,17

RESULTADOS Y DISCUSION 

Determinación de la CMI, CMB y CMF del Biobor J.F. 
y el Líquido I

El Biobor J.F. actualmente recomendado para conta-
minantes microbianos en combustibles  mostró activi-
dad biostática y biocida para el consorcio de bacterias y 
de hongos estudiado cuando se ensayó el producto sin 
diluir. Cuando se probó diluido a las concentraciones 
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recomendadas por el fabricante, no se observó halo de 
inhibición, incluso hubo crecimiento sobre los pocillos 
(Tabla 1). Este biocida resulta efectivo cuando no está 
en contacto con el agua, de ahí, la importancia de añadir 
este producto cuando el tanque no contenga fase acuosa 
en el fondo. Además se recomienda adicionar el doble 
de la dosis sugerida  por el fabricante al tanque lleno no 
más del 50 % y después llenar con el combustible para 
facilitar la mezcla y la muerte de los microorganismos 
adheridos a las paredes del tanque. Los microorganismos 
pueden desarrollar cierta resistencia al biocida usado por 
lo que en ocasiones es necesario usar más de un tipo.18 

Los resultados obtenidos para el anticongelante Líquido 
I evidenciaron su actividad bacteriostática para el con-
sorcio de bacterias con el producto puro por lo que se 
recomienda su aplicación cuando se haya efectuado un 
minucioso drenaje del agua acumulada, para los hongos 
no causó efecto inhibitorio por lo que no se recomienda 
el uso de este producto cuando hay presencia de hongos 
como contaminantes en la fase de combustible. (Tabla 2)

El Biobor J.F. y el Líquido I son productos de origen 
químico importados de países con un clima muy dife-
rente al de Cuba donde las temperaturas y la humedad 
existentes inducen la condensación de pequeñas gotas 
de agua en los combustibles almacenados hecho que 
provoca una interface agua-combustible que favorece 
el desarrollo de  los microorganismos. 

Determinación de la CMI, CMB y la CMF del Biobor 
J.F. y el Líquido I para Pseudomona aeruginosa y 
Hormoconis resinae.

El Biobor J.F. sin diluir provocó un efecto bióstatico y 
biocida para las cepas de Pseudomona aeruginosa y Hormo-
conis resinae que se hizo manifiesto a través de un visible 
halo de inhibición de 1,5 cm (Tabla 3). El Líquido I puro 
provocó acción bacteriostática (halo de inhibición 0,5 cm) 
para Pseudomona aeruginosa y no produjo inhibición 
para Hormoconis resinae (Tabla 4). El Biobor J.K. y el 
Liquido I con la bacteria Pseudomona aeruginosa y el 
hongo Hormoconis resinae mantuvieron igual comporta-
miento bacteriostático y biocida que cuando se probó con 
el consorcio de bacterias y de hongos (Tablas 3 y 4). Este 
resultado no era de esperarse teniendo en cuenta que el 
Biobor J.F. está específicamente recomendado para estos 
microorganismos. Los géneros Pseudomona y Hormo-
conis han sido reportados como agresivos a las placas 

protectoras aplicadas a los tanques de almacenamiento 
de combustible y el género Pseudomonas es reportado 
como el más resistente a la aplicación de biocidas. La 
membrana externa de P. aeruginosa es la responsable de 
su elevada resistencia con diferencias en su composición 
lipopolisacárida, así como el contenido de cationes y el 
pequeño tamaño de sus porinas no permite la difusión 
a través de la membrana.19,20  

Los hongos ocasionan daños por su actividad en-
zimática, al secretar numerosos ácidos orgánicos en 
el medio y Hormoconis resinae ha sido referido como 
un microorganismo muy relacionado con los procesos 
corrosivos y el primer responsable de la corrosión del 
aluminio integral de los tanques de combustible de los 
aviones. Se han registrado accidentes provocados por 
las picaduras que les ocasiona a ellos.21,22 

Estos productos usados actualmente como biocida 
(Biobor J.F.) y anticongelante (Líquido I) con acción 

Tabla 1. Resultados de la determinación de las CMI, CMB 
y CMF del Biobor J.F.

Biobor
J.F.

CMI 
(Bacterias)

CMI 
(Hongos) CMB CMF

Puro 1,5 cm 1,5 cm – –
250 ppm 0 0 + +
270 ppm 0 0 + +
300 ppm 0 0 + +

0 Ausencia de halo de inhibición.   – No crecimiento. 
+ Crecimiento.

Tabla 2. Resultados de la determinación de las CMI, CMB 
y CMF del Líquido I.

Líquido I
CMI  

(Bacterias)
CMI 

(Hongos) CMB CMF
Puro 0,5 cm 0 – +
0,2 % 0 0 + +
0,3 % 0 0 + +
0,4 % 0 0 + +

0 Ausencia de halo de inhibición.   – No crecimiento. 
+ Crecimiento.

Tabla 3. Resultados de la determinación de las CMI, CMB y CMF del Biobor J.F.

Biobor J.F.
CMI

(P. aeruginosa)
CMI

(H. resinae)
CMB

(P. aeruginosa)
CMF

(H. resinae)
Puro 1,5 cm 1,5 cm –  –
250 ppm 0 0 + +
270 ppm 0 0 + +
300 ppm 0 0 + +

– No aparece halo de inhibición.   + Aparece halo de inhibición.

Tabla 4. Resultados de la determinación de las CMI, CMB y CMF del Líquido I.

Líquido I
CMI

(P. aeruginosa)
CMI

(H. resinae)
CMB

(P. aeruginosa)
CMF

(H. resinae)
Puro 0,5 cm 0 – +
0,2 % 0 0 + +
0,3 % 0 0 + +
0,4 % 0 0 + +

– No aparece halo de inhibición.   + Aparece halo de inhibición. 
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biostática en aeronaves, no son efectivos cuando en el 
combustible hay presencia de agua y teniendo en cuenta 
que el crecimiento microbiano está inevitablemente liga-
do al agua aún en concentraciones mínimas es necesario 
eliminarla para su aplicación efectiva. Estos productos 
pueden actuar como estimulantes de la actividad mi-
crobiana cuando su concentración cae por debajo del 
intervalo de efectividad y es fácil que esto ocurra si no 
se controla su concentración en la fase acuosa.23

Precisamente, se escogieron estos microorganismos 
por ser los que más comúnmente contaminan los com-
bustibles, de los cuales el más significativo es el hongo 
filamentoso Hormoconis resinae que crece en la interface 
agua-combustible y su crecimiento generalmente co-
mienza en pequeñas gotas de agua. Luego, envuelve las 
gotas, manteniéndolas en su lugar, y continúa creciente, 
generando más agua bajo el estroma debido a su metabo-
lismo. En el proceso, se adhiere firmemente al tanque.24 

Las bacterias y las levaduras se encuentran flotando 
en la fase acuosa. Esto significa que tienen menores 
posibilidades de adherirse a superficies y por lo tanto, 
su concentración será reducida significativamente en 
cada drenaje de agua. H. resinae, una vez establecido, 
sigue multiplicándose in situ. Elevadas concentraciones 
de H. resinae, indican que hay  un problema grave de 
contaminación.24 Por tanto, añadir una concentración 
efectiva del producto biocida al combustible libre de 
agua resulta importante para mantener nulos los niveles 
de contaminación de origen microbiano y en ocasiones 
es necesario añadir agentes mutagénicos.25 

Determinación de la CMI de los extractos naturales 
Quinidiona treq, Quinidiona, Calofonia, VN y AR para 
bacterias y hongos

La naturaleza es fuente de una amplia variedad de 
sustancias bioactivas que podrían ser utilizadas como 
base para el diseño y la formulación de nuevas generacio-
nes de agentes biocidas específicos químico-industriales 
contra especies que generan graves degradaciones de 
combustibles. Los resultados de la actividad antimicro-
biana de los extractos van a depender de las caracterís-
ticas específicas de los principios activos presentes en 
ellos y de su solubilidad en los disolventes empleados 
para la extracción. 

Los productos Quinidiona treq y Quinidiona presen-
taron una elevada actividad biostática con una CMI de 
12,5 µg/mL tanto para bacterias como para hongos. Esta 
concentración fue la mínima probada de estos produc-
tos. La Calofonia y VN no inhibieron el crecimiento de 
bacterias en las concentraciones utilizadas por lo que 
no resulta efectivo su uso como agentes antimicrobianos 
cuando en los contaminantes hay presencia de bacterias, 
aunque sí ofrecieron acción biostática para los hongos con 
una CMI de 50 µg/mL y de 12,5 µg/mL respectivamente. El 
extracto AR manifestó efecto inhibidor con una CMI de 
50 µg/mL para bacterias y hongos. Este extracto también 
ofrece potencialidades para su utilización como biocida 
por su efectividad contra el consorcio de bacterias y 
hongos (Tablas 5 y 6).

Determinación de las CMI, CMB y CMF del extracto 
natural T2-CIIQ

El extracto T2-CIIQ logró inhibir el crecimiento mi-
crobiano a 30 µg/mL (CMI), tanto para las bacterias como 
para los hongos aislados de combustibles contaminados. 
Su actividad biocida la alcanzó a la misma concentra-
ción que la acción biostática (Tabla 7). Estos resultados 
fueron escogidos para la solicitud de Patente Conjunta 

CIIQ-CEINPET.26 Por ser un extracto natural muy efec-
tivo a muy baja concentración como biocida para una 
extensa variedad de microorganismos, específicamente 
para hongos contaminantes de los combustibles. Al com-
parar los resultados de la actividad bacteriostática (CMI) 
de todos los extractos naturales probados, los mejores 
resultados se obtuvieron con la Quinidiona que presentó 
una fuerte actividad biostática frente a bacterias y hon-
gos a muy baja concentración (12,5 µg/mL). 

De los extractos naturales analizados, el 50 % presentó 
una fuerte actividad biostática frente a las bacterias y hon-
gos probados a una concentración muy baja 12,5 µg/mL en 
el caso de las Quinidionas, 30 µg/mL para el T2-CIIQ 
y 50 µg/mL para el extracto AR, aspecto importante 
a considerar para la utilización de un biocida. Estos 
podrían ser utilizados para dar tratamiento preventivo 
o terapia de shock a una mayor concentración. Estos 
extractos resultan biodegradables, eco-sostenibles e 
inocuos además de que serían muy efectivos debido a 
su acción de amplio espectro contra microorganismos 
contaminantes de los combustibles a muy baja concen-
tración o diluidos en la fase acuosa que es donde existe 
la mayor contaminación. El otro 50 % de los extractos 
analizados mostró indistintamente actividad biostática 
frente a bacterias en unos casos y frente a hongos en 
otros. Este aspecto es importante a considerar teniendo 
en cuenta que las bacterias y los hongos se presentan 
como contaminantes simbióticos en los combustibles, 
aunque los agentes antimicrobianos podrían ser utili-
zados de manera combinada para garantizar una ma-
yor efectividad. No se encontraron reportes anteriores 
de estudios de actividad antimicrobiana de extractos 
naturales frente a cepas aisladas de combustibles con-
taminados, pero sí se han obtenido péptidos de insectos  
que lo  utilizan como mecanismo de defensa, y en ellos, 
se ha comprobado actividad antimicótica. En la polilla 
gigante de la seda Hyalopora cecropia se identificaron 
los péptidos cecropina A y B, con actividad fungicida 
contra especies de Candida, Fusarium y Aspergillus 
con una CMI de 0,6; 12 y 9,5 mg/L respectivamente. La 

Tabla 5. Resultados de la determinación de la CMI para los 
extractos naturales en bacterias.

Extractos  naturales
Concentración (µg/mL)

100 50 25 12,5
Quinidiona treq + + + +
Quinidiona + + + +
Calofonia – – – –
VN – – – –
AR + + – –

– No aparece halo de inhibición.   +  Aparece halo de inhibición.

Tabla 6. Resultados de la determinación de la CMI para los 
extractos naturales en hongos. 

Extractos  naturales
Concentración (µg/mL)

100 50 25 12,5
Quinidiona treq + + + +
Quinidiona + + + +
Calofonia + + – –
VN + + + +
AR + + – –

– No aparece halo de inhibición.   +  Aparece halo de inhibición.
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drosomicina y la tanatina son péptidos ricos en cisteína 
que se obtienen a partir de Drosophila melanogaster 
y Podisus maculiveri, respectivamente. La primera es 
activa contra aislamientos de Fusarium oxysporum y la 
segunda, contra especies de Fusarium y Aspergillus.27,29

Cuba es un país con una gran diversidad biológica 
y con posibilidades de explorar diversas fuentes natu-
rales en la búsqueda y posible aislamiento de nuevas 
entidades biológicamente  activas como biocidas para 
el tratamiento contra microorganismos que afectan 
producciones industriales, combustibles, aceites técni-
cos, recubrimientos metálicos, pinturas protectoras y 
sistemas de distribución de fluidos, etc.

CONCLUSIONES

El biocida Biobor J.F. y el anticongelante Líquido 
I sin diluir presentan actividad biocida y biostática  
frente a microorganismos contaminantes de combus-
tibles. Los extractos naturales Quinidiona y T2-CIIQ 
ofrecen una fuerte actividad antimicrobiana a muy ba-
jas concentraciones (12,5 y 30 µg/mL respectivamente) 
frente a bacterias y hongos presentes en combustibles 
almacenados. 
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