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CAPITULO I

INTRODUCCION.

El desarrollo industrial ha sido benéfico para la sociedad, sin embargo este mismo
desarrollo causa dafios ecoldgicos, muchos de los cuales se manifiestan inmediatamente, otros
a largo plazo. Uno de estos casos es la biocorrosion, que es un proceso poco estudiado y que
puede causar graves daiios a las estructuras metailicas de industrias, edificios y casas.

En la vida diaria con frecuencia consideramos a la corrosién de los metales como algo
molesto que se debe prevenir y evitar, ya que de no hacerlo se tendrian que desechar todos los
materiales metdlicos, los materiales que sufren mayor dafio son los que estin expuestos al
medio ambiente, es decir, que no tienen un recubrimiento, principalmente cuando este medio
ambiente corresponde a un clima hiimedo y calido.

Sin embargo, la corrosién no es un hecho trivial, a nivel mundial, es uno de los
fenébmenos miés trascendentales en la economia de toda sociedad humana. En términos
generales de acuerdo con la Secretaria General de la Organizacion de los Estados Americanos
(Programa Regional Desarrollo Cientifico y Tecnologico) los perjuicios causados por la
corrosion equivalen del 1.5 al 3.5% del Producto Nacional Bruto en numerosos paises.

Por lo que se refiere a los perjuicios que el fendmeno de la corrosién ocasiona en las
estructuras industriales, puentes, edificios, etc., cabe mencionar que hoy en dia se tiene plena
conciencia de que el factor mas determinante para la reduccion en la durabilidad en los
aceros, es la falta de control de la corrosion.

Es interesante hacer la observacion de que generalmente se utilizan, en el disefio de la
construccion de obras estructurales, aleaciones que resistan las condiciones corrosivas en las



que va a estar expuesta la estructura, pensando también en lo costoso que serd su

mantenimiento.

Dentro de los casos de corrosion mas significativos, econémicamente hablando, son los
que se dan en los hierros y aceros en forma de tanques de almacenamiento, tuberias de
transporte de hidrocarburos, transporte de fluidos o gases, bombas, aceros estructurales, entre
los més costosos.

La mayor parte de la corrosion de metales, se da en un medio ambiente acuoso
oxigenado, es un fenémeno electroquimico en el cual los iones del metal van hacia la solucion
(reaccién anddica), los electrones que se liberan se combinan con el oxigeno para formar
iones hidroxilo (reaccion catodica), pero este medio no es el unico, ya que en ambientes
anaerobicos, el oxigeno es reemplazado por iones hidrogeno o agua como reactantes
catddicos. La implicacion de microorganismos en la corrosion del metal nos lleva a la
cuestion de jcomo los agentes biolégicos afectan a los procesos de corrosion? y si ¢éstos son
capaces de modificar la naturaleza electroquimica de la reaccion?.



Planteamiento del problema:

Se observo en la estructura del puente peatonal (Fig.1) de la Ciudad de Salamanca Gto.,
una fuerte corrosion asi como la presencia de una probable actividad microbiologica en las
aguas del Rio Lerma, infiriendo por lo tanto una probable correlacion entre la corrosion de la

estructura y la actividad microbiana (Fig.2 y 3).

&5

ra del puente, en la cual se pueden apreciar

Fig. 2.- Vista del sdpoﬁé de concreto y la estructu

los puntos de corrosion.



Fig. 3.- Vista de la estructura del puente en la parte inferior, la corrosion es mayor.

Objetivo:

Realizar el estudio en probetas de un acero estructural similar al utilizado en la
construccion del puente, en el cual se detecto el problema de corrosion en la parte de abajo
cercana al Rio y determinar si la presencia de microorganismos tomé parte en el proceso de

corrosion de dicho acero.

Hipétesis:

La presencia de materia inorgdnica contaminante, asi como la descomposicién de materia
organica, provocan que el tramo del Rio Lerma bajo estudio, se convierta en un caldo de

cultivo propicio para el desarrollo de bacterias involucradas en el proceso de corrosion.



CAPITULO I

ANTECEDENTES

CORROSION

La corrosién se define como la accién quimica, electromecédnica, mecano quimica, o
biologica, lenta o acelerada de la naturaleza o el medio ambiente, que degrada y destruye los

materiales.

Este fenomeno, se manifiesta mas evidentemente en los cuerpos s6lidos como son los
metales, las ceramicas, los polimeros artificiales, los agregados y los minerales fibrosos de
origen natural.

El fenémeno de la corrosion de la materia sélida consiste basicamente en la pérdida del
equilibrio en las fuerzas cohesivas. Las fuerzas que mantienen la cohesion de la materia solida
son de naturaleza eléctrica.

Esta cohesion es el resultado del equilibrio de las fuerzas de atraccion entre los micleos
atémicos positivos y los electrones con carga negativas, con las fuerzas de repulsion de los
electrones entre si y de los micleos atémicos entre si.

Clasificacion:

o Corrosion quimica: se estudian bajo esta denominacion los casos en que el metal
reacciona con un medio no iénico, por ejemplo: la oxidacién en aire a alta temperatura.



» Corrosion electroquimica: en donde hay participacion de iones metélicos, todos los
procesos de corrosion son electroquimicos. Sin embargo, implica un transporte simultineo de
electricidad a través de un electrolito (PEMEX, 1999).

CORROSION ELECTROQUIMICA

La corrosi6n electroquimica es un proceso espontaneo que denota siempre la existencia
de una zona anddica (la que sufre la corrosion), una zona catédica y un electrolito, y es
imprescindible la existencia de estos tres elementos, ademas de una buena union eléctrica
entre dnodos y catodos, para que este tipo de corrosion pueda tener lugar. La corrosion mas
frecuente siempre es de naturaleza electroquimica y resulta de la formaciéon sobre la
superficie metdlica de multitud de zonas anddicas y catodicas; el electrolito es, en caso de
no estar sumergido o enterrado el metal, el agua condensada de la atmésfera, para lo que la
humedad relativa debera ser del 70%.

El proceso de disolucion de un metal en un 4cido es igualmente un proceso
electroquimico, la infinidad de burbujas que aparecen sobre la superficie metalica revela la
existencia de infinitos citodos, mientras que en los d4nodos se va disolviendo el metal. A
simple vista es imposible distinguir entre una zona anddica y una catédica, dada la
naturaleza microscépica de las mismas (micropilas galvanicas). Al cambiar continuamente
de posicion las zonas anddicas y catodicas, llega un momento en que el metal se disuelve
totalmente.

Las reacciones que tienen lugar en las zonas anddicas y catodicas son las siguientes:
Anodo (oxidacion): M —> M" +ne

Cétodo (reduccion): 2H" +2¢ - H,



En medio neutro o alcalino la reaccion principal proviene de la reduccion del oxigeno
disuelto de donde se forman iones hidroxilo, los cudles son relativamente estables en el
electrolito:

Reduccién 0,+2H,0+4e” - 40H"

(Genesca, 1989)

En medio anaerdbico o electrolitos 4cidos, la reaccion que se lleva a cabo es la reduccion
del hidrogeno:

H'+e > H )
6
H,0" +¢” > ) H, +H,0 ()
H+H—>H,

Esta reaccion mucho mds lenta (excepto en condiciones 4cidas) explica por qué la
corrosion es apenas vista en ambientes anaerdbicos (excepto con metales tales como aceros
inoxidables y en la presencia de microorganismos).

Cuando ambas reacciones estan presentes (condiciones aireadas 4cidas), los protones son
mas facilmente disponibles que el oxigeno y la ecuacién (1) es la ruta principal de consumo
de electrones. Pueden ocurrir otras reacciones catodicas consumidoras de electrones, por
ejemplo, los microorganismos pueden producir reactivos catédicos por su actividad
metabolica como es el caso de las BSR. La produccion de reactivos catédicos como H,S o
mezclas de SH™ pueden iniciar reacciones catodicas alternativas, por ejemplo, el H.S puede
reaccionar catédicamente como sigue:

2H,S+2e —»2SH +H, ()



Las BSR actian sobre la corrosion de una manera indirecta debido al efecto del sulfuro
de hidrogeno que sera usado como reactivo catédico como se muestra en la ecuacion (3).

Estas reacciones catédicas determinan las dreas anddicas y catédicas de la superficie metilica.

En una escala microscopica, un metal es raramente uniforme y cada grano tendra ligeras
diferencias en su superficie, algunas veces, unos granos actiian como anodos mientras que
otros lo hacen como cédtodos. Unas fracciones de segundo después, las condiciones se pueden
revertir, y este constante cambio de sitios anddicos y catddicos explica el por qué un metal
muestra herrumbre uniforme sobre su superficie.

Asi, la superficie de un metal corroido tendra dos distintos tipos de sitios de reaccion:
dnodos, donde los iones del metal viajan dentro de la solucién, y catodos, donde los
electrones son removidos. El electrolito es requerido para cerrar el circuito. Los sitios
anédicos y catédicos seran determinados por las diferencias fisicas y quimicas en la superficie
metélica (Videla, 1997).

Formas de corrosion.

Cuando la superficie del metal se corroe en una forma casi uniforme se dice que la
corrosion es de tipo "general". Es la forma mas benigna o menos peligrosa pues el material se
va gastando gradualmente extendiéndose en forma homogénea sobre toda la superficie
metalica y su penetracion media es igual en todos los puntos. Un ataque de este tipo permite
evaluar facilmente y con bastante exactitud la vida de servicio de los materiales expuestos a
éL

A veces el ataque se profundiza mas en algunas partes pero sin dejar de presentar el
caracter de ataque general constituyendo un caso intermedio entre corrosion uniforme y
corrosion localizada.



La corrosion se puede presentar de varias formas:

Corrosién general: La corrosion general es la forma mas comin que se puede encontrar
y la més importante en términos de pérdidas econdémicas. Como ya se habia mencionado, se
caracteriza por un ataque mas o menos uniforme en toda la superficie expuesta con solamente
variaciones minimas en la profundidad del dafio. En las estructuras se pueden usar
recubrimientos especiales para minimizar el ataque de la corrosién.

Corrosion galvanica: Se puede producir un dafio severo por corrosion cuando dos o mas
metales distintos se acoplan eléctricamente. Esto se conoce como corrosion galvanica y
resulta por la existencia de una diferencia de potencial entre los metales acoplados que causa
un flujo de corriente entre ellos. El metal mas activo padece una corrosién mas acelerada,

mientras que la corrosion en los miembros menos activos se retarda o se inhibe.

Corrosién por hendiduras: La corrosién por hendiduras se presenta en espacios
confinados o hendiduras que se forman cuando los componentes estan en contacto estrecho.
Para que se presente la corrosion por hendidura, la hendidura debe ser muy cerrada, con
dimensiones menores a un milimetro. Aunque no se han definido los limites de la brecha, es
conocido que este tipo de corrosion no se presenta en espacios mas grandes.

Para que se presente la corrosion por hendiduras no es necesario que las dos superficies
de aproximacion sean metalicas. También se ha reportado corrosion por hendiduras formadas
por varios materiales no metélicos (polimeros, asfaltos, vidrio, neopreno) en contacto con
superficies metalicas. El hecho de que esto pueda ocurrir es de una importancia especial en la
aplicacion y seleccién de materiales de juntas de dilatacién, apoyos, etc.

Corrosion por Picaduras: La corrosién "por picadura", se presenta cuando una
superficie metalica que ha sido pasivada se expone a un medio agresivo. Durante el picado, el
ataque se sitiia en puntos aislados de superficies metdlicas pasivas y se propaga hacia el
interior del metal formando en ocasiones tineles microscépicos.
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Las cavidades que se forman pueden variar en cantidad, tamafio y forma. Las picaduras
pueden contribuir de manera importante a una falla general, en componentes sujetos a

esfuerzos muy altos, dando como consecuencia la falla por corrosién bajo tension.

El picado se puede presentar en varios metales y aleaciones, pero los aceros inoxidables

y las aleaciones de aluminio son susceptibles en especial a este tipo de degradacién.

Agrietamiento por corrosién y esfuerzos: El agriectamiento por corrosion y esfuerzos es
una falla corrosiva en la que se forman las grietas de un componente bajo la accién
combinada de esfuerzos mecanicos y un medio ambiente agresivo. Los esfuerzos y el medio
ambiente agresivo se unen para ocasionar una falla sibita.

Corrosion localizada: Los sitios de reaccion anddicos y catédicos sobre una superficie
metalica corrosiva serdn permanentemente separados en escala macroscopica y microscdpica,
y esto provoca corrosion localizada. Los efectos de la actividad anddica puede ser severa y las
estructuras pueden ser penetradas e inutilizables en corto tiempo.

La disolucién de iones es proporcional al nimero de electrones consumidos, una pequeiia
drea anddica que serd “manejada” por una larga 4rea catddica perdera los iones tan ripido

como sea fisicamente posible.

Un ejemplo de la separacion de las 4reas anddicas y catédicas, es el de una gota de agua
sobre una superficie metalica (fig 4). Cerca de su frontera con aire, la concentracién de
oxigeno es mds alta. Esta parte suministrard la reaccion catédica para la reduccién del

oxigeno.
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Fig. 4.- Esquema del proceso de corrosion cuando una gota de agua se deposita sobre la
superficie metalica.

En la region lejos del oxigeno, se lleva a cabo la reaccion anddica de oxidacion del hierro
y los electrones son transferidos por el metal del dnodo al citodo, siendo formada asi una
celda electroquimica en la zona interfase metal/solucion del metal donde la gota de agua est4
situada.

La corrosién localizada puede ser causada por depdsitos sobre la superficie metdlica que
crean una diferencia en la disponibilidad de oxigeno (“celda de aereacion diferencial”), la
celda o la diferencia en la disponibilidad de oxigeno puede ser causada por una colonia de
bacterias (Fig.5).



AGUA

COLONIA DE
BACTERIAS

OH

M™

I

AREA CATODICA AREA ANODICA

. N P

M

Fig. 5.- Esquema de biocorrosion provocado por una colonia de bacterias (deposito).

El é4rea con menor disponibilidad de oxigeno (bajo el depésito) es forzada a volverse
4nodo, mientras que el area fuera del deposito se comporta como cétodo. La reaccion depende
de la continuidad del electrolito entre el dnodo y el citodo (en este caso por el mucilago
microbiano). En casos donde no hay continuidad del electrolito bajo el depdsito, puede ocurrir
un efecto crevice (el electrolito permanece estancado y la corrosiéon ocurre en un hueco),
resultando un anillo de corrosion alrededor del borde del depdsito.

BIOCORROSION.

La corrosién microbiolégica puede ser definida como un proceso electroquimico donde
la participacion de los microorganismos provoca el inicio, la facilidad o aceleracion de la
reaccion de corrosion sin cambios en la naturaleza electroquimica.
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Los dos componentes del sistema caracteristicos en una corrosion abidtica (metal +
solucion), cambian a tres componentes del sistema en una biocorrosion (metal + solucion +
microorganismos), asi como también el comportamiento de la interfase metal/solucién, la cual
ser4 condicionada por la interaccion de esos tres componentes.

Los microorganismos colonizan dreas inaccesibles tales como el interior de un crevice o
una picadura, resistiendo al esfuerzo cortante de la circulacion de un liquido sobre la
superficie metdlica, gracias a sus pequefias dimensiones facilitando una rdpida dispersion de
las bacterias. Los efectos sinérgicos de varias propiedades de los microorganismos como su
relacion de crecimiento, variedad de productos metabélicos (muchos de ellos de naturaleza
corrosiva), y su alta relacion de volumen-superficie, permiten una interaccion muy activa con
el medio ambiente.

Esta caracteristica explica como una interfase metal/solucién cambia con la presencia de
microorganismos Yy la velocidad de corrosion puede ser incrementada con la presencia de los

microorganismos.

MICROORGANISMOS

Aunque todas las células microbianas tienen muchos constituyentes en comiin, hay dos
principales tipos de células que difieren en varias caracteristicas particulares de estructura
celular, éstas son: células procariotas y células eucariotas. Los principales aspectos que las
diferencian se encuentran en el micleo estructural: eucariota (eu: bien, cariota: definido), son
células que presentan un micleo bien definido, generalmente contienen dentro de una
membrana los cromosomas portadores del material genético.

Las células procariotas no presentan estructura nuclear o cromosomica definida. Una

seccion del micleo puede ser vista como una red mal definida continua con el citoplasma (la
célula procaridtica carece de membrana nuclear). Estructuras especiales parecidas como la
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mitocondria y el cloroplasto, estin ausentes en esta célula que estd caracterizada por tener

menos secciones con respecto a una célula eucariotica (Fig.6).

Los microorganismos son clasificados como plantas o animales y pertenecen al reino
protista, como alto-protista (con células eucariotas) y como bajo-protista (con células
procariotas)¥Fig.7).

Células
Caracteristicas Procariotas Eucariotas
Membrana Nuclear Ausente Presente
Divisién Mit6tica Presente Presente
Cromosomas Unico Miiltiple
Mitocondria Ausente Presente
Flagelo Unico Miuiltiple

Tabla 1.- Principales diferencias entre células procariotas y eucariotas.
(Videla, 1997)
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Membrana nuclear MNucleoplasma
Reticulo
Mitocondria 1 3 endoplasmatico
rugoso

Cromatina Nicleo

Nucleolo

Lisosoma i
12024 Centriolos

Aparato de
Golgi

Ribosoma

Citoplasma

Reticulo
endoplasmatico liso

Mermbrana plasmitica

Fig. 6: Célula eucariota



Cuerpo proteico

Membrana
Pared celular  plasmética Citoplasma

Fig. 7.- Célula procariota: cianobacteria (alga verdeazulada)

Muchas bacterias son moviles debido a unas especiales estructuras extracelulares
llamadas flagelos, estas largas y delgadas estructuras estdn fijas en un extremo en la
membrana citoplismica, mientras que el otro extremo estd libre. El mimero y localizacién
de flagelos es un criterio itil para la identificacion y clasificacion de células microbianas.

Para comprender el fendmeno de la oxidacion bacteriana, es necesario familiarizarse con
términos tales como quimiolitoautétrofos obligados y autétrofos facultativos, en combinacion
con el sistema que clasifica a las bacterias en meséfilas, termofilas moderadas y terméfilas
extremas, sin embargo, para fines mas practicos es suficiente conocer que algunos organismos
obtienen su energia mediante la oxidacién de materiales inorganicos (los quimiolitétrofos) y
algunos utilizan el bioxido de carbono del aire como tinica fuente de carbono (los autétrofos).

Algunos organismos como los quimiolitoautétrofos, solamente pueden vivir de este

modo, por otra parte, las bacterias heterotroficas utilizan compuestos organicos como fuente
de carbono. Hay aun otras bacterias que aunque pueden obtener su carbono por
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metabolizacion de compuestos orgédnicos, tienen la facuitad de ser autotréficas en
determinadas condiciones (autotrofas facultativas) (brewis, 1996).

Hay especies de bacterias que se desarrollan mejor en determinados intervalos
caracteristicos de temperatura. Algunas, las crisofilas, en frio (menos de 20° C). Las
mesofilas, en caliente (20°-40° C); otras, (las meséfilas moderadas) en medio mas caliente
(40°-55° C) y algunas (las termofilas extremas) necesitan un ambiente muy caliente (mas de
55°C).

Forma celular.

Las células procariotas son caracterizadas por formas poco simples, a pesar del hecho de
que la forma celular es generalmente influenciada por el medio ambiente en donde el
microorganismo vive y crece. Las bacterias esféricas son generalmente llamadas cocos, y
segiin el grupo que ellas forman, pueden ser clasificadas como diplococos (dos bacterias),
streptococos (cadenas formadas por varios cocos), straphylococos (grupos en forma de
racimos de uva de cocos), o tetradas (grupos de cuatro cocos juntos). Algunos
microorganismos presentan un aspecto filiforme, es frecuente encontrar bacterias creciendo
en sistemas donde fluye el agua (bacterias filamentosas), otras presentan una forma de espiral
(bacterias espiriloides) o curveada, también las hay en forma de barra (bacilos) como en el
caso de la bacteria del género Vibrio (Fig. 8).
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Las formas se muestran a continuacion:

Cocos Barras (bacilos) Espirales

Fig. 8. Formas de Bacterias

La bacteria en forma de barra tiene una mayor relacion de superficie-volumen que la
bacteria esférica; en consecuencia, ellas pueden tomar nutrientes mas ficilmente cuando son
diluidas en medio acuoso. Por lo tanto, los bacillus son las bacterias mas frecuentemente
encontradas en ambientes naturales o industriales caracterizados por sus bajos niveles de
nutrientes (Videla, 1997).

Las esporas, son otra de las estructuras de las células procariotas, que son capaces de
resistir condiciones adversas (p.e. altas temperaturas) y frecuentemente se encuentran en el

suelo.

Composicion Quimica.

El primer componente quimico de los microorganismos es el agua, 75% del peso celular
como minimo es el peso del agua, sin embargo en algunas ocasiones se mantiene

constantemente mas alto. El agua provee el medio liquido en el cual los constituyentes
orgdnicos e inorganicos seran disueltos.
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Elementos minerales tales como potasio, sodio, magnesio, calcio, hierro, zinc, molibdeno
y cobalto estan entre los constituyentes inorganicos de la composicion de la célula.

Nutricion Microbiologica.

Los nutrientes para la célula son: el hidrégeno, oxigeno, carbono, nitrégeno y fosforo y
menores cantidades de potasio, sodio, magnesio, calcio y hierro. El carbono es el
constituyente mds abundante de la célula y puede ser obtenido de materia inorgdnica o
directamente del diéxido de carbono, de acuerdo al tipo de microorganismo. El nitrégeno y el
fosforo son complementos esenciales para el carbono, hidrégeno y oxigeno en el metabolismo
de la célula. La carencia de uno o varios de estos elementos, limita el crecimiento y actividad
de los microorganismos; en tanto que su abundancia puede favorecer un crecimiento
incontrolado de algunas especies y el detrimento de otras.

Usualmente, el requerimiento biolégico de oxigeno, nitrégeno y fésforo tiene una
relacion de 100: 6.5: 1.5 en medio aerobio y 100: 11: 2 en medio anaerobio, dando una
actividad microbiolégica dindmica. Cantidades bajas de nitrogeno y fésforo limitan el
crecimiento, y altas cantidades provocan un incontrolado y masivo crecimiento,
especialmente en el caso de algas.

En corrosién bioldgica, un menor abastecimiento en las cantidades de nutrientes por el
medio ambiente puede permitir a ciertos microorganismos cambiar ¢l medio ambiente de
inerte a agresivo. Este es el caso en el consumo del fungicida de nitrato (inhibidores de
corrosion de aluminio y sus aleaciones), cuando los nitratos son usados como tinica fuente de
nitrégeno (Videla, 1997).
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MICROORGANISMOS Y CORROSION

Aspectos generales.

Los microorganismos son capaces de cambiar activamente el medio circundante de la
superficie metilica para facilitar el proceso de cormrosion. La participacion microbiologica en
la corrosién es raramente realizada por un solo mecanismo o por una sola especie de
microorganismo. En general se encuentran varias caracteristicas en los procesos de

biocorrosion:

e La alteracion de la interfase metal/solucién por actividades metabélicas

microbiologicas.

¢ El crecimiento de bacterias en biocapas adherentes, facilitando el desarrollo de
consorcios estructurados que aumentan el efecto de las actividades metabélicas

microbiologicas.

Algunos de los modos de accion que inician 0 aumentan la corrosion son:

1.- La produccién de metabolitos dcidos que son capaces de disminuir las caracteristicas
protectoras de una capa inorganica (p.e. acido sulfiirico producido por la bacteria azufre-

oxidante).

2.- El incremento del potencial redox por actividades metabdlicas induciendo

condiciones favorables para la corrosion.
3.- La alteraci6n de los gradientes de oxigeno para permitir la aereacion diferencial (p.e.

el efecto de las biocapas de bacterias aerdbicas en la corrosion de aceros inoxidables en agua
marina).
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4.- El ataque selectivo de bacterias en dreas soldadas del metal (p.e. el ataque
preferencial de la austenita por la hierro-oxidante Gallionella sobre soldaduras dobles de
ferrita-austenita).

5.- La facilidad de iniciarse las picaduras por los efectos de la adhesién microbiolégica.
6.- Consumo microbiolégico de inhibidores de corrosion.

7.- Disolucion de capas protectoras en la superficie metilica (p ej. la reduccion de
productos inorgénicos de corrosion (insolubles) de Fe** a compuestos (solubles) de Fe?* por
un Vibrio marino) (Videla, 1997).

Microorganismos procaribticos relacionados con procesos de corrosion

Varias de las bacterias relacionadas con procesos de corrosion tienen una funcién en
comiin: formar parte del ciclo del azufre en la naturaleza.

Bacterias azufre-oxidantes o Thiobacillus

El azufre elemental y varios estados de oxidacién de este elemento son debidos a la asi
llamada azufre-bacteria. Esta bacteria pertenece a una amplia variedad de especies que
incluyen quimioautétrofos, quimioheterétrofos y fotoautétrofos. Entre los anteriores, uno de
los géneros mas conocidos es el Thiobacillus. Ellos son microorganismos aerobicos que usan
el di6xido de carbono como la principal fuente de carbono.

La bacteria azufre-oxidante es generalmente corta, es una barra gruesa de 0.5 a 1.0-3.0
pum. Son las bacterias aerobicas y autotréficas, las que son capaces de sintetizar compuestos
organicos complejos (proteinas, carbohidratos) de compuestos inorganicos, aunque ellas no
usen los compuestos organicos como nutrientes.
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Son bacterias méviles debido a un flagelo polar tinico en colonias jévenes, aunque esta
condicion se puede perder en colonias viejas, ellas no producen esporas y son generalmente
presentadas como células aisladas. La temperatura 6ptima de crecimiento es entre 25y 30° C,
aunque pueden crecer en un intervalo de 10 a 37° C.

Las caracteristicas metabolicas del Thiobacillus producen en el medio ambiente

condiciones extremas de acidez.

Generalmente estas bacterias trabajan en ambientes de calor y acidez tan hostiles que no
se produce contaminacidn por otros organismos, excepto cuando se forman consorcios
microbiolégicos con bacterias sulfato reductoras (Brewis, 1996).

Algunas reacciones de oxidacion del Thiobacillus
$,0,” +20, +H,0 -2S0,7 +2H"
2S8° 430, +2H,0 —»280,” +4H"*
48,0,” + 0, + 2H,0 —25,0,” +40H
28,0, +70, +6H,0 —8S0,” +12H*
2SCN™ +40, +4H,0 —-280," +2C0, + 2NH,"
H,S+20, —-2S0,” +2H"
2H,S+0, —2S°+2H,0

28,0," +40, +4H,0 -6S0,” +8H"
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5H,S +8NO,” —>580," +4N, +4H,0
58° +6NO, +2H,0 580, +3N, +4H"
58,0, +8NO,” +H,0 —10S0,” +4N, +2H"

De las reacciones anteriores se observa que varios compuestos inorganicos pueden ser
microbiolégicamente oxidados. En este proceso, muchas reacciones de oxidacion son
realizadas por medio de enzimas especificas acopladas a un sistema de transporte de electrén,
donde el oxigeno juega el papel de receptor final por la reduccion a agua:

10, +H" +2¢ - H,0

El papel que desempeiia el Thiobacillus en la produccion de compuestos intermedios
metaestables, aun no ha sido asociado con procesos de corrosion aerdbica, aunque al parecer
algunos de esos compuestos son muy importantes en la corrosion anaerébica del hierro.

Thiobacillus thiooxidans.

Una especie relacionada con procesos de corrosion es el Thiobacillus thiooxidans, que
tiene la capacidad de oxidar 31g de azufre por gramo de carbono, valores de pH del orden de
0.5 son producidos en el medio, alcanzando condiciones extremadamente agresivas no
solamente para el metal, sino también para concreto o estructuras de piedra.

El T. thiooxidans se parece al T. ferrooxidans por el medio 4cido en el que se desarrolla y
en su morfologia, aunque en ésta los bastoncillos usualmente poseen un flagelo polar dando
una movilidad mayor en comparacion con la 7. ferrooxidans; su crecimiento 6ptimo es a una

temperatura cercana a los 30°C.
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Esta bacteria se diferencia también de la T. ferrooxidans por que no presenta la

capacidad de oxidar hierro.

El rango de pH 6ptimo para el crecimiento del T. thiooxidans es de 1 a 4, y se produce
una importante cantidad de acido sulfiirico que es capaz de decrecer el pH ambiental a 0.5.

Thiobacillus ferrooxidans

Otra de las bacterias que forman parte de ciclo del azufre en la naturaleza es una que
tiene forma tipica de bastoncillo, el Thiobacillus ferrooxidans, tiene un tamafio de célula de
0.3 a 0.5pm de di metro y 1.0 a 1.7um de longitud, es generalmente relacionada con la
bacteria hierro-oxidante por su habilidad de oxidar compuestos inorganicos ferrosos. Sus
fuentes de energia son el hierro ferroso y el azufre reducido, también obtiene energia de la
oxidacion del thiosulfato. En ambientes naturales acidifican el agua con altos contenidos de
hierro, y mucha de la literatura sobre esta bacteria es relacionada con procesos de

biolixiviacién. Es un autétrofo obligado.

Oxida practicamente a todos los minerales sulfurados conocidos, por lo que tiene gran
aplicacion e importancia en Biohidrometalurgia y en la disolucién de minerales. Crece en un
intervalo de pH de 1.0 a 6.0 siendo el pH 6ptimo para alcanzar la maxima velocidad de
crecimiento entre 2.0 y 2.5. De modo analogo, sobrevive en un intervalo de temperatura de 2°
a 40° C, pero el mas favorable es el de 28° a 35° C. Curiosamente, mientras que el
Thiobacillus ferrooxidans crece en un medio de bajo pH, su pH citoplismico interno esta
préximo al punto neutro y el gradiente de pH a través de la membrana citoplidsmica del

Thiobacillus ferrooxidans es uno de los mayores de todos los organismos vivientes.
El Thiobacillus ferrooxidans prolifera, en cuestién de horas, dividiéndose en bastoncillos

idénticos. Estos, a su vez, aumentan de tamafio y vuelven a dividirse y asi continia la
proliferacion en forma exponencial.
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Normalmente, en un sistema en actividad, las poblaciones bacterianas alcanzan cifras de
10° a 10" por milimetro de pulpa. Sin embargo, incluso con esta elevada densidad no hay

pruebas de su presencia a simple vista.
Otras bacterias azufre-oxidantes

Una de las especies del género es el Thiobacillus denitrificans que es capaz de crecer
anaerdbicamente usando nitratos como el aceptor final de electron.

Otra especie frecuentemente asociada con procesos de corrosion son Thiobacillus
thioparus, las cuales oxidan el tiosulfato a sulfato y azufre como el principal suministro de
energia de la reaccion.

Bacterias Sulfato Reductoras (BSR)
Las bacterias BSR juegan un importante rol en la corrosion bioldgica.

El ciclo del azufre es también formado por dos tipos de microorganismos capaces de
reducir sulfato: (1) cuando el sulfato es usado como fuente de azufre para esta reduccion a
sulfuros organicos por un proceso metabdlico llamado reduccion asimilatoria de sulfato y (2)
cuando el sulfato es usado como el aceptor final del electron en la respiracién anaerdbica,
produciendo sulfuro de hidrégeno por la reduccion desasimilatoria de sulfato. Uno de los
miembros de este grupo de microorganismos es el Desulfovibrio desulfuricans, conocido
como BSR causante de corrosién. Este es un anaerobio obligado (no tolera el oxigeno para
sobrevivir y crecer) y heterotrofo que usa compuestos de carbono con bajo peso molecular
(lactato, acetato, propianato) como fuente externa de carbono.

Las bacterias sulfato-reductoras (BSR) pueden ser consideradas como un grupo
variado de bacterias relacionadas con varios aspectos fisiologicos y ecologicos. Algunas
especies pueden ser alternativamente aceptoras de electron del nitrato o fumarato, o incluso

crecer fermentativamente, usando piruvato.
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Formalmente, las BSR son taxonémicamente clasificadas en dos géneros:
Desulfovibrium (bacteria no-espurulada) y Desulfotomaculum (bacteria espurulada), estos
géneros abarcan 7 y 5 especies, respectivamente. Las fuentes de carbono son limitadas a

lactato, piruvato y malato.

El género Desulfovibrio corresponde a barras curveadas, algunas veces presenta forma
espiroidal estos microorganismos son anaerobios estrictos creciendo entre 25 y 44°C y con un
rango de pH de 5.5 a 9.0. Sus dimensiones aproximadas son 0.5-1.0 pm de diametro y 3.0-5.0
pm de longitud, generalmente son méviles debido a un flagelo polar.

Las BSR son bacterias heterotroficas, asi que requieren una fuente externa de carbono
orgénico, y la energia para su metabolismo es suministrada por la reduccion de sulfato a
sulfuro. En esta reaccion, el sulfato reemplaza al oxigeno como el aceptor final del electrén.
Como un resultado de esta reduccion, importantes concentraciones de sulfuro de hidrégeno y
mezclas de sulfuro son producidas.

La reduccién desasimilatoria de sulfato por las BSR involucra la produccion de varias
reacciones y productos intermedios tales como sulfuros, tiosulfatos y tetrationatos. En este
respecto, el sulfato o tetrationato pueden ser detectados en colonias de bacterias a varias
concentraciones. Los productos intermedios de la reduccion del sulfato pueden ser corrosivos

para el hierro y sus aleaciones.

Bacterias Hierro-Oxidantes

Otros microorganismos relacionados con procesos de corrosion son los llamados hierro-
oxidantes. Anteriormente ye se mencionaron las caracteristicas del Thiobacillus ferroxidans

puesto que ésta bacteria tiene la capacidad de oxidar hierro y azufre.

Estas bacterias tienen la caracteristica de oxidar Fe’* a Fe’*, el cual generalmente
precipita como hidréxido de hierro.
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Como agentes causantes de la corrosion, estan la familia Caulobacteriaceae y el género
Gallionella y Siderophacus, una especie tipica es G. ferruginea. Estos microorganismos se
colocan en el remanente del sustrato por medio de un péndulo que puede presentar branquias

o no. Son bacterias autotréficas.

Otro tipo de bacteria hierro-oxidante, perteneciente al orden de las Clamidobacteriaceae,
estas son bacterias no coloreadas que tienen fundas formadas por una matriz orginica

impregnada con hierro o con 6xidos de magnesio.

Dos géneros tipicos de este orden son Sphaerotilus y Leptothrix. Estos crecen

generalmente en agua de rio, presentando esporas méviles éstas son:

- Una bacteria tipica de este grupo es Sphaerotilus natans que generalmente crece en aguas
contaminadas con altos contenidos organicos.
- La bacteria del género Leptothrix crece bien en agua de rio con contenidos de hierro y

diéxido de carbono.

Las fundas de esta bacteria tienen hidroxido de hierro y son coloreadas amarillo-café. Son

microorganismos aerobicos que crecen en un pH ligeramente alcalino.

Las Crenothriaceae, son otro grupo de bacterias hierro-oxidantes caracterizadas por
delgadas fundas sin inclusiones minerales (con la excepcion de sus bases) existen dos géneros
tipicos que son: Crenothrix y Clonothrix. Ellos crecen en agua de rio estancada con materia
orgénica suspendida. La importancia de este grupo de bacterias en procesos de corrosion esta
relacionada con la corrosion y obstruccion de tuberias de agua potable generadoras de energia
hidroeléctrica, y en la produccién y recuperacion de aceite, entre lo mas relevante.

Mecanismos de Biocorrosién

Los mecanismos clasicos de la biocorrosion pueden ser enlistados como sigue:
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Mecanismo I: Produccion metabdlica de compuestos agresivos que una vez producidos

en el medio, éste cambia de inerte a corrosivo.

Debido a la amplia variedad de productos metabolicos derivados de la actividad

microbiana, el primer mecanismo se subdivide como sigue:
1.- Produccién de sustancias con propiedades surfactantes.
2.- Produccion de acidos inorganicos por el género Thiobacillus (p ej. 4cido sulfiirico).

3.- Produccion de 4cidos carboxilicos como productos metabélicos finales o por el

escape de acido tricarboxilico en el ciclo intermedio.
4.- Produccién de iones de sulfuro como en el caso de las BSR.

La biocorrosion por Thiobacillus parece ser uno de los simples casos en que el metal es
atacado por agentes biologicos. T. thiooxidans, T. concretivorus, y T. ferrooxidans pueden
producir cantidades peligrosas de 4cido sulfiirico y un remanente activo con un pH menor que
0.7 (equivalente a 5% de acido sulfiirico). Bajo estas condiciones, los hierros colados o las
estructuras de acero templado son severamente atacados. Varias reacciones de oxidacién se
han reportado para este género, involucrando muchos compuestos inorganicos de azufre que

son susceptibles a la oxidacién microbiolégica.

Compuestos intermedios metaestables como los oxianiones de azufre, no persisten en
ambientes que contienen bacterias, sin embargo, algunos compuestos intermedios como el
S40¢” se pueden acumular hasta que el sustrato es completamente oxidado, pero el sobrevenir

de la oxidacion propicia la formacion de acido sulfiirico.
Se han hecho estudios electroquimicos comparativos de la picadura de acero templado en

diferentes soluciones alcalinas que contienen sales con varios oxianiones de azufre, como los

que se encuentran entre las etapas intermedias de la sulfato reduccién por las BSR.
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Como un sumario de estos mecanismos, en donde varios tipos de microorganismos y
metabolitos son considerados en los casos de biocorrosion debido a la produccion de

metabolitos corrosivos, se muestran en la tabla 2.

Tabla 2.- Principales metabolitos corrosivos de diferentes microorganismos

involucrados en la corrosién

Metabolito Metal
Microorganismo corrosivo corroido rango de pH
Thiobacillus acido sulfiirico hierro, aceros 0.5-4.0
thiooxidans
Desulfovibrio sulfuros, bisulfuros hierro, acero templado 5.5-9.0
desulfuricans sulfuro de hidrégeno  acero inoxidable
Hormoconis resinae  acidos organicos aluminio y sus aleaciones 2.5-7.0
Lactobacillus acidos organicos acero inoxidable @ = ----m- --
delbruckii

Mecanismo 2: Creacion de celdas de aereacion diferencial por el uso de oxigeno por la
respiracién microbiana o la alteracion de los niveles de oxigeno simplemente por la presencia

fisica de la colonia.

El segundo tipo de mecanismo, el cual es debido a la formacion de celdas, estd
estrechamente relacionado con las caracteristicas respiratorias de los microorganismos. Si se
toma en cuenta solamente una colonia de bacterias, se forma una celda de aereacion
diferencial debido al crecimiento activo de los microorganismos, provocando bajos niveles de

oxigeno bajo la colonia, mientras que la fuente de oxigeno sigue siendo inalterada en la parte

externa.

Una celda electroquimica es formada y el 4rea anaerébica bajo la colonia actiia como un

4nodo, mientras que la zona circundante con alta concentracion de oxigeno actiia como una
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drea catddica. Una vez establecida la celda electroquimica y la colonia o depésito
microbiolégico crece en el bulk, la celda ya no desaparece, incluso con la muerte de la
colonia, debido a que la barrera de oxigeno ha sido establecida.

Este mecanismo puede ser considerado como una de las principales causas de corrosion
por la actividad microbiologica, pero no es una caracteristica exclusiva de la biocorrosiéon. En
ambientes acuosos naturales o industriales, la corrosién localizada sobre una superficie
metélica es frecuentemente relacionada con celdas de aereacion diferencial formadas por
algin depdsito en la superficie.

Desde un punto de vista electroquimico, se distinguen dos principales efectos de los
microorganismos sobre los procesos de corrosion: actividad microbiologica sobre la reaccion

anddica y la actividad microbiologica sobre la reaccion catodica.

Los efectos anddicos son realizados por:

1.- La produccién de metabolitos corrosivos y la produccién de acido orgénico por varias

especies de hongos.

2.- La produccion de metabolitos que aumentan la accién corrosiva de otros aniones
presentes en el medio. Este es el caso para aniones de sulfuro producidos como una
consecuencia de la reduccién desasimilatoria de sulfatos por las BSR en condiciones
anaerobicas. Es bien conocido que los sulfuros desestabilizan la capa protectora de 6xido
sobre aceros templados, induciendo la iniciacion de la picadura.

3.- La remocion de inhibidores de corrosién por la actividad metabélica de los
microorganismos (p ej. aniones de fosfato usados por los microorganismos como fuente de
fosforo). Se sabe que los aniones de fosfato son utilizados como inhibidores de la corrosién en

varios metales y aleaciones.
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Los efectos catodicos son realizados por:

1.- La produccién de un reactivo catddico como el H,S en el caso de las BSR. El H,S

puede reaccionar catédicamente de acuerdo a:

2H,S+2¢ — 2SH +H,

Protones de metabolitos 4cidos producidos por bacterias o por hongos pueden ser usados

como reactivos catddicos.

2.- La remocion de reactivos catodicos. Este efecto causara con respecto al mecanismo
anterior, un efecto contrario. El ejemplo mas comin es el consumo de oxigeno por la
respiracion microbiologica. Generalmente, este efecto es contrario con la produccion de otros

reactivos catodicos tales como protones.

3.- Los iones que reaccionan en el medio ambiente provocan un efecto indirecto sobre la
reaccion catddica, ya que la hacen mas rapida. Este es el caso de los sulfuros, que se
combinan con cationes de hierro para formar sulfuro de hierro. Este compuesto es catédico

para el hierro y estimula la reaccién catédica.

Mecanismo 3: Alteracion microbiana de peliculas pasivas, peliculas de productos de

corrosion o capas protectoras sobre la superficie metalica.

Mecanismo 4: Consumo metabélico de los inhibidores de la corrosion presentes en el

medio.

Mecanismo 5: Aceleracion de las reacciones de los procesos de corrosion (anddica o
catédica) por efecto de la polarizacion.

32



Acero Estructural

Propiedades de un acero estructural

Tabla 3: Composicion quimica tipica de un acero estructural

% elemento C Si Mn P S Ni Cu
AR % 0.26 0.06 1.50 0.035 0.035 0.10 0.3
CC.% 0.10 0.08 0.35 0.035 0.04 0.10 0.3

Tabla 4: Propiedades fisicas de un acero estructural
Prueba AR. C.C.
Resistencia a la Tension (kg/cm?) 5000 3400
Limite de Fluencia (kg/cm?) 3500 2100
Alargamiento en 5.1 cm 22% 28%
Limite de Fluencia en Compresion (kg/cm?) 3500 2100
Esfuerzo basico permisible a la Tension 2130 1260
(kg/em?’)
Médulo de Elasticidad 2,100,000 (kg/cm2) | 2,100,000 (kg/cm2)
Coeficiente de Expansiéon por °C 0.000012 0.000012

A.R. = Alta Resistencia

C.C. = Calidad Comercial

33



SITIO DE ESTUDIO

Antecedentes

En 1968 la producciéon de DDT a cargo de la empresa Fertimex fue controlada por el
gobierno; fue también la época cuando se alcanzé la mayor produccion de plaguicidas
organoclorados en México con mas de 80,000 toneladas anualmente. La empresa Fertimex,
ubicada en Salamanca, Guanajuato, fue privatizada en 1991 continuandose la produccion y
exportacion de DDT ahora a cargo de Tekchem, quién estuvo obligada a satisfacer la
demanda de la Secretaria de Salud, al ser esto parte de las condiciones de privatizacion de
Fertimex. La produccién controlada del DDT se tradujo en una mayor disponibilidad y bajo
costo. Sin embargo, la produccion se mantuvo en alrededor de 25,000 ton/afio. Tekchem
sufrio el 12 de septiembre de 2000 una fuga de 10 toneladas de malation afectando a cerca de
500 personas y contaminando cuerpos de agua cercanos.

Tekchem, en Salamanca, Gto.

El uso indebido de plaguicidas en un mal generalizado en nuestro pais, como en muchos
otros desarrollados y en vias de desarrollo. La aplicacion de estos toxicos, ademas de ser
intrinsecamente nocivos para la salud y el ambiente, muchas veces se realizan fuera de los
lineamientos que dicta la legislacion mexicana. Especificamente, intereses econdémicos y
politicos promueven el uso excesivo de estos toxicos incluso cuando se sabe que ello no
contribuye a mejorar la calidad y cantidad de los cultivos, e incluso menospreciando sus

impactos en la salud.

Muchas veces la compra de plaguicidas y su aplicacion se deciden antes de saber si éstos
seran requeridos. Estos excesos no s6lo se dan en el cultivo de alimentos, sino también en el
de flores y plantas de ornato, como sucede en el Estado de México (Villa Guerrero y
Tenancingo) donde existen altos indices de malformaciones y problemas en la salud de la
poblacién. Muchos de los plaguicidas empleados en México hasta ahora han sido prohibidos
en otros paises a causa de su elevada toxicidad, algunos de los cuales continian en el
mercado, como el 2,4-D, pentaclorofenol (PCP) y dicofol.
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La empresa Tekchem (antes Fertimex) ha sido la principal productora intencional y legal
de Compuestos Organicos Persistentes (COP) en México y América Latina. Durante décadas,
ha controlado y promovido la produccion de plaguicidas como DDT, BHC
(hexaclorobenceno), toxafeno y endrin, hoy en dia todos ellos destinados a desaparecer

gracias al Convenio sobre COP.

Actualmente, Tekchem (Fig. 9) ha dejado de producir muchos de estos compuestos para
dedicarse a la produccion de otros, principalmente organofosforados como el malation.
Ademas de la contaminacion acumulada que ha ocasionado al ambiente y a su entorno
inmediato durante afios, y a la falta de seguridad en sus operaciones, contintia siendo un
ejemplo del tipo de tecnologia que es necesario erradicar: obsoleta, contaminante y poco

costeable.

Fig. 9.-Tekchem, en Salamanca, Gto.
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Fig. 10: Ubicaci6n de la Ciudad de Salamanca y el Rio Lerma en el estado de Guanajuato.

La Ciudad de Salamanca Gto. limita al Norte con los municipios de Irapuato y
Guanajuato, al Noreste con San Miguel de Allende, al Este con Santa Cruz de Juventino
Rosas y Villagran, al Sureste con Cortazar y al Sur con Jaral del Progreso y Valle de
Santiago, y al Oeste con los municipios de Irapuato y Pueblo Nuevo. Su altura sobre el nivel
del mar es de 1,721 mts. Siendo la poblacién total del municipio de Salamanca de 221,125
habitantes, Fig. 10
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Fig. 11: Rios del estado de Guanajuato.

'""Rio Lerma-Salamanca"

Drena una superficie en el estado de 824.75 km’. Tiene una pequefia porcién que le
corresponde a Michoacan pero practicamente carece de importancia, ya que casi todo su
aporte se localiza en Guanajuato. Tiene inicamente dos subcuencas intermedias: "Presa Solis-
Salamanca" y "Salamanca-Rio Angulo", Fig. 11.
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CAPITULO III

DESARROLLO EXPERIMENTAL

1* FASE

Esta primera fase se desarroll6 en el Laboratorio de Metalurgia Extractiva de la
Facultad de Quimica, UNAM.

MATERIAL Y EQUIPO

El material y equipo que se utilizo en el desarrollo experimental consiste en:

Matraz Erlenmeyer

Pipetas

Papel pH

Acero estructural

Acero estructural corroido (en las aguas y sedimento del Rio Lerma tramo
Salamanca

Sedimento del Rio Lerma tramo Salamanca
Caldo de cultivo 9K

Autoclave

Refrigerador

Incubadora

Microscopio (para realizar el conteo de las bacterias)

TOMA DE MUESTRAS

En el muestreo se tomaron muestras de agua y sedimento en las margenes del rio Lerma

a lo largo de su travesia por la Ciudad de Salamanca, para este muestreo se ubicaron

principalmente los sitios en donde se fijaron las estructuras metilicas (puentes) asi como los

probables aportes de contaminantes (Fig.12,13,14,15,16, 17 y 18)
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Fig. 14.- Punto de Muestreo en el drenaje de la refineria de Salamanca.
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Fig. 15.- Punto de Muestreo de aguas y sedimentos en el margen contrario del drenaje de

la refineria de Salamanca.

Fig. 16 .- Punto de muestreo de agua y sedimento posterior al efluente de la Compaiiia
Tekchem.
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Fig. 18 .- Punto de muestreo de agua y sedimento posterior al drenaje de la refineria y
previo al paso por el puente peatonal, es notoria la depositacion de hidrocarburos en las

mérgenes del rio.
PRUEBAS EN LABORATORIO.
Con la finalidad de encontrar la fuente de corrosion en la estructura, se procedi6 a hacer
pruebas controladas utilizando probetas de acero estructural de composicion semejante al

utilizado en la construccién del puente.

Se utilizé acero estructural con la siguiente composicion quimica:
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Tabla 5: Analisis quimico del acero estructural utilizado.

elemento C Si Mn P S Cr Mo Ni
% 0.1469 0.1641 0.543 0.0136 | 0.0295 | 0.0559 | 0.0173 0.0930

elemento Co Cu Nb Ti i Pb Fe Al
% 0.0096 0.3741 <0.0000 0.0020 | <0.0000 | 0.0057 >98.5 0.0105

Inicialmente se colocaron muestras de agua y sedimento por separado y juntas en
recipientes de plastico, para después introducir una probeta de prueba, estas se dejaron pon
un intervalo de tiempo de 3 meses al igual de dos pruebas testigo una en agua limpia y otra

en basalto molido.

Transcurrido el tiempo previsto se procedio a hacer cortes transversales para observar al
microscopio la presencia de corrosion en la estructura siendo esta positiva (Fig. 19, 20, 21,
22y23)

Fig. 19.- Corrosién en probeta sumergida en agua del Rio Lerma.
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Fig. 20.- Corrosién en probeta sumergida en agua del Rio Lerma.

Fig. 21.- Corrosion en probeta sumergida en sedimento del Rio Lerma.

Fig. 22.- Corrosion en probeta sumergida en sedimento del Rio Lerma.
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Fig. 23.- Probeta sumergida en la mezcla sedimento- agua del Rio Lerma.

La identificacion y el mecanismo para la identificacion y desarrollo de los
microorganismos se hizo mediante un estudio especifico como a continuacion se indica.

Preparacion de las muestras:

Con el fin de hacer crecer las bacterias hierro-oxidantes presentes en las muestras de
acero corroidas para su posterior andlisis, de las muestras de acero corroido, se cortaron dos
pequeiios pedazos y se colocaron cada uno dentro de un matraz Erlenmeyer, también se
cortaron dos pedazos de acero no corroido y se colocaron cada uno dentro de un matraz
Erlenmeyer, conteniendo 100 mL de caldo de cultivo 9K.

El medio 9K consiste en una solucién que tiene las condiciones quimicas propicias para

un buen desarrollo de las bacterias; dicha solucion se prepar6 con los siguientes reactivos:

3 g/L (NH4),S04

e 0.5 g/L K;HPO,

® 0.5 g/L MgS04.7H,0
® 0.013 g/L Ca(NO;),



solamente se prepararon 500 mL y se ajust6 el pH a 2.

De los 500 mL se tomaron 250 mL y se les agregd 11.055g de FeS04.7H;0, para tener
una solucién rica en Fe(II) que sirve como fuente de energia a las bacterias y de nuevo se le

ajusté el pHa 2.

Las muestras se prepararon como sigue:

En el primer matraz, se introdujo una muestra de acero sin atacar en 100 mL de medio
9K “1.17.

En el segundo matraz, se introdujo una muestra de acero atacada en 100 mL de medio
9K “1.2”,

En el tercer matraz se introdujo una muestra de acero sin atacar en 100 mL de medio 9K
+ Fe(Il) “1.3”.

En el cuarto matraz se introdujo una muestra de acero atacada en 100 mL de medio 9K
+ Fe(II) “1.4”.

Los cuatro matraces se taparon con algodon y se colocaron dentro de un incubador
orbital a 35° C y a 170 rpm, monitoreando periédicamente el pH y nimero de bacterias.

Ante la posibilidad de que las bacterias que aparecen al microscopio sean de
contaminacion, se procedio a preparar otro cultivo, pero ahora se esterilizé todo el material
que se utiliz6, excepto las muestras de acero y sedimento (excepto la muestra 2.5) en una

autoclave.
Las soluciones que se utilizaron (medio 9K, medio 9K + Fe(Il), agua destilada y acido

sulfiirico al 10% fueron esterilizadas y las pipetas para la toma de muestras que se analizaron

en el microscopio, fueron nuevas.
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Se colocaron, como en el primer cultivo, cuatro muestras de acero de igual manera y en
la misma secuencia que en el cultivo anterior y ademas se agregaron otros tres matraces que
contienen sedimento en el cual estuvo sumergida la probeta oxidada.

La secuencia de los matraces fue la siguiente:

Matraz (1) “2.1”:muestra de acero no oxidada + 100 mL de medio 9K.

Matraz (2) “2.2”: muestra de acero oxidada + 100 mL de medio 9K.

Matraz (3) *“2.3: muestra de acero no oxidada + 100 mL de medio 9K + Fe(II).

Matraz (4) “2.4”: muestra de acero oxidada + 100 mL de medio 9K + Fe(II).

Matraz (5) “2.5”: 1 gramo de sedimento + 100 mL de medio 9K (este matraz fue
esterilizado con todo y sedimento).

Matraz (6) “2.6”: 1 gramo de sedimento + 100 mL de medio 9K.

Matraz (7) “2.7”: 1 gramo de sedimento + 100 mL de medio 9K + Fe(II).

Nota: los matraces fueron esterilizados antes de que se les introdujeran las muestras de
acero y sedimento, a excepcion del matraz (5) que fue esterilizado conteniendo el sedimento.

Al realizar el conteo, se mostraron una cantidad excesiva de bacterias en el cultivo y en
la muestra “2.5” no deberia presentar bacterias ya que fue esterilizada, lo cual probablemente
se debi6 a que las condiciones de esterilizacién no fueron las adecuadas para eliminar las
bacterias presentes, o que dichas bacterias resistieron las condiciones de temperatura y
presion aplicadas en la autoclave.

Debido a estos resultados inesperados se realizé un tercer cultivo, pero ahora no se
esterilizo ningiin material, se prepararon soluciones nuevas y se utilizaron pipetas nuevas para

la toma de muestras que se analizaron en el microscopio.

Se analizaron dos nuevas muestras de agua de rio extraida de la misma zona de la cual se
extrajo el sedimento.

La secuencia de las muestras fue la siguiente:



Matraz(1) “3.1”: muestra de acero no oxidada + 100 mL de medio 9K.
Matraz(2) “3.2”: muestra de acero oxidada + 100 mL de medio 9K.

Matraz(3) “3.3”: muestra de acero no oxidada + 100 mL medio de 9K + Fe(II).
Matraz(4) “3.4”: muestra de acero oxidada + 100 mL de medio 9K + Fe(II).
Matraz(5) “3.5”: 1 gramo de sedimento + 100 mL de medio 9K.

Matraz(6) “3.6”: 1 gramo de sedimento + 100 mL de medio 9K + Fe(II).
Matraz(7) “3.7”: 1 mL de agua + 99 mL de medio 9K.

Matraz(8) “3.8”: 1 mL de agua + 99 mL de medio 9K + Fe(II).

2* FASE

Nuevamente al realizar el conteo, la cantidad de bacterias presentes no concuerda con la
cantidad de los dos cultivos anteriores, ademas las muestras 3.7 y 3.8 no mostraron bacterias.
Por lo que se decidié continuar el trabajo en el Instituto de Investigaciones Biomédicas
cambiando el medio de cultivo, para realizar la caracterizacion de las bacterias.

Se utiliz6 medio de cultivo TSA para el analisis de las bacterias.

El material y equipo que se utilizé en esta etapa fue:
¢ Medio de cultivo Agar Sangre (TSA = Tripticaseina Agar Soya)
e Medio 71
e Medio MIO
e Tubos de ensayo
o Cajas petri
e Cuarto frio
e Incubadora
e Autoclave
¢ Pequeiias muestras de acero estructural
e Algodon
e Alcohol
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El Agar Sangre (TSA) al 5% con base de Tripticaseina-Soya es un medio de uso general
que permite el crecimiento tanto de microorganismos exigentes como no exigentes, que

incluyen bacterias aerobias y anaerobias.

Férmula aproximada para preparar TSA 40 g/L en agua purificada:

Peptona de Caseina 15.0g
Peptona de soya 5.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Agar 15.0g

PH final 7.3+/-0.2
Aislamiento de cepas

Se prepard un litro de medio de cultivo TSA, vertiendo 40 gramos de dicho medio en
polvo en un matraz y posteriormente se aforé a un litro, se esterilizd en la autoclave y se
vertieron aproximadamente 20 ml en cajas petri, posteriormente se metieron las cajas petri

con el medio de cultivo a un cuarto frio para que solidificara el medio de cultivo.

De todas las muestras de los tres cultivos realizados en el Laboratorio de Metalurgia
Extractiva, se tomaron 0.2 ml y se vertieron en las cajas petri conteniendo el caldo de cultivo
TSA.

Se utilizaron dos cajas petri por cada muestra a analizar; una fue sellada con cinta de
aislar elastica y la otra no fue sellada, para posteriormente ser introducidas en la incubadora a
37° C por 72 horas.

Después de esta etapa, se prepar6 nuevamente medio de cultivo TSA, se esteriliz6 y se
vertio en tubos de ensayo, posteriormente se metieron inclinados al cuarto frio para que el
medio solidifique diagonalmente, esto con el fin de que en estos tubos se siembren las cepas
aisladas por duplicado, es decir, en cada dos tubos se siembra una cepa, y de aqui obtener las
cepas para su posterior manejo.
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Se realizé la separacion de las colonias (pase) obtenidas de las cajas petri mantenidas en
la incubadora por 72 horas; tomando una pequefia muestra de la colonia y sembrindola en
otra caja petri y también en los tubos de ensayo con medio de cultivo fresco, para que la
colonia seleccionada crezca aislada de las demas colonias y asi tener todas las cepas

identificadas por separado.

Tincién de Gram:

La Tincién de Gram se utiliza para identificar las bacterias Gram Positivas y las bacterias
Gram Negativas.

La Tincién de Gram consiste en teiiir un extendido bacteriano fijado al calor sobre un
portaobjetos con colorante de Violeta Cristal. Todos los organismos toman este colorante.
Luego se cubre el extendido con la solucién yodada de Gram (I-KI al 3% en agua o un buffer
débil, pH 8, con el objeto de neutralizar la acidez provocada por el yodo). Después de un
enjuague con agua y una decoloracién con acetona, se lava el preparado minuciosamente en
agua y se contratifie con un colorante rojo, generalmente safranina. El preparado tefiido se
enjuaga entonces con agua, se seca y se examina bajo el microscopio Optico. Las bacterias

Gram Positivas se tifien de azul, mientras que las bacterias Gram Negativas se tifien de rojo.

Utilizando portaobjetos de vidrio se realizaron las tinciones de Gram de todas las cepas
aisladas (ver tabla 9).

La designacion de las cepas consiste en lo siguiente:

El primer nimero designa de cual de los tres cultivos realizados en la primera fase se
trata, el segundo mimero designa la muestra correspondiente del cultivo del cual se esté
hablando y el tercer niimero designa la cepa aislada.

Por ejemplo: 3.6.4 se refiere al cultivo III, la muestra 6 y la cepa aislada mimero 4.

1.1.16 se refiere al cultivo I, la muestra 1 y la cepa aislada niimero 16.
etc.

49



Crecimiento de cepas que utilizan azufre

Posteriormente se prepar6é solucion MEDIO 71 (medio thiobacillus ferrooxidans con

tiosulfato) para obtener las cepas que utilizan el azufre para su crecimiento.

La solucién consiste de:

KH,PO, 3.00 g/l
MgSO, * 7 H;0 0.50 g/l.
(NH4),804 3.00 g/l
CaCh * 2 H;,0 0.25 g/l.
N2;S;03 * 5 H,0 5.00 g/\.

Se prepararon 250 ml de medio sin tiosulfato, se ajusté el pH a 3 y se esterilizé en
autoclave a 121°C por 15 minutos, el tiosulfato se esterilizd por separado por medio de
filtracion y después se adicion6 a la demas solucion. Se preparé el tiosulfato con una
concentracién de 20 g/100 ml.

También se esterilizaron tubos de ensayo con tapon de algodén.
A los 250 ml esterilizados se les agregd 6 ml de solucion de tiosulfato esterilizado por
filtracion para cumplir con la relacién de reactivos que se deben de agregar para tener la

solucién completa.

Con una pipeta estéril se agregaron 6 ml de Medio 71 con tiosulfato a cada uno de los
tubos esterilizados.

Los tubos esterilizados se inocularon por duplicado con cada una de las cepas aisladas
desarrolladas en el medio TSA y se dejaron en la incubadora a una temperatura de 37°C

Se realiz6 el monitoreo del crecimiento de las cepas cada tercer dia.
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El signo (+) indica que la cepa estd creciendo, el signo (-) indica que no se observa
crecimiento en la cepa y el signo (?) indica que no se puede determinar si la cepa esta
creciendo o no. (ver tabla 10 de resultados).

Ya una vez aislada la bacteria potencial que provoca la corrosion en el acero, se procedié
a determinar la movilidad de dicha bacteria, para esto se preparé medio MIO, que se utiliza
para checar la movilidad de bacterias, dicho medio consiste en:

g/L
Extracto de Levadura 3.0
Peptona de Gelatina 10.0
Peptona de Caseina 10.0
L-Ornitina 5.0
Dextrosa 1.0
Agar 2.0
Piirpura de Bromocresol 0.02

pH final = 6.5
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

RESULTADOS DE LA PRIMERA FASE (Facultad de Quimica).

Obtencién de microorganismos Ferrooxidantes y Sulfooxidantes

Cultivo I:

Después de dos meses de iniciado el cultivo, se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 6

Muestra Bacterias pH
1.1 0-2 3.83
1.2 3-4 3.97
1.3 20-35 2.15
1.4 15-19 2.06
Cultivo II:

Después de tres semanas de iniciado el cultivo, se obtuvieron los siguientes resultados:
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Tabla 7

Muestra Bacterias pH
2.1 0-1 4.7
22 0-2 4.71
2.3 1-5 3.54
24 30-40 3.45
25 40-50 2.89
2.6 55-65 2.96
2.7 50-60 2.05
Cultivo III:

Después de tres semanas de iniciado el cultivo, se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 8

Muestra Bacterias pH
3.1 0-1 4.66
3.2 0-2 4.71
33 10-15 343
34 4-7 3.47
3.5 55-65 2.41
3.6 60-70 2.05
3.7 0 2.38
3.8 0 2.44
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RESULTADOS DE LA SEGUNDA FASE (Instituto de Investigaciones
Biomédicas)

Crecimiento de Colonias de Bacterias en Medio TSA

De las cajas petri con el caldo de cultivo TSA que se introdujeron a la incubadora por 72

horas se obtuvieron los siguientes resultados:

Nota: c/c - caja petri aislada con cinta de aislar
s/c => caja petri que no fue aislada

Cultive L.

Muestra:

1.1 c/c se observan tres tipos de colonias (crecimiento abundante)
1.1 s/c se observan tres tipos de colonias

1.2 ¢/c hay tres tipos de colonias (crecimiento moderado)

1.2 s/c hay dos tipos de colonias (poco crecimiento)

1.3 c/c hay un tipo de colonia (crecimiento bajo)
1.3 s/c la colonia muestra la misma coloracion que la anterior pero es mas abundante

1.4 c/c tipo de colonia similar a la anterior

1.4 s/c mismo tipo de colonia (un poco méas abundante)
Cultivoe I1.

Muestra:

2.1 c/c hay tres tipos de colonias (crecimiento bajo)

2.1 s/c hay tres tipos de colonias (amarillo, amarillo mas intenso y color rojizo)
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si se muestra un cambio significativo entre las dos muestras

2.2 ¢/c hay un tipo de colonia (muy abundante)
2.2 s/c hay dos tipos de colonias (la misma que 2.2 c/c con crecimiento poco abundante

y la otra con poco crecimiento)

2.3 c/c hay un tipo de colonia (rojiza)
2.3 s/c hay un tipo de colonia (rojiza)

no se observa cambio significativo entre las dos muestras

2.4 c/c hay dos tipos de colonias (amarilla con crecimiento moderado y rojiza con poco
crecimiento)

2.4 s/c colonia rojiza con muy poco crecimiento

2.5 ¢/c no se observa ninguna colonia
2.5 s/c no se observa ninguna colonia

2.6 c/c se observa un tipo de colonia entre amarilla y rojiza con muy poco crecimiento

2.6 s/c hay un tipo de colonia (amarillo tenue) con muy poco crecimiento

2.7 ¢/c hay dos tipos de colonias (amarillo claro y amarillo un poco mas intenso, ambas
con crecimiento moderado)

2.7 s/c hay dos tipos de colonias ( amarillo claro igual que la anterior y la otra con un
color amarillo intenso con poco crecimiento).

Cultivo IIL

Muestra:

3.1 ¢/c se observa un tipo de bacteria (amarillo claro) con crecimiento abundante; se
observan puntos rojizos
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3.1 s/c se observa un tipo de bacteria (amarillo intenso) con crecimiento abundante; se

observan pequeiios puntos rojizos

3.2 ¢/c  hay tres tipos de colonias (amarillo muy claro con crecimiento moderado,
amarillo un poco mas intenso con crecimiento moderado y color amarillo-verdoso con bajo
crecimiento

3.2 s/c hay dos tipos de colonias (amarillo intenso con crecimiento alto y amarillo-

verdoso con poco crecimiento)

3.3 ¢/c hay un tipo de colonia (amarillo con crecimiento bajo)

3.3 s/c hay un tipo de colonia (misma que 3.3 c/c pero con menor crecimiento)

3.4 ¢/c hay un tipo de colonia (circulos amarillos con crecimiento bajo)

3.4 s/c hay dos tipos de colonias con bajo crecimiento

3.5 ¢/c no se observan colonias

3.5 s/c no se observan colonias

3.6 c/c hay dos tipos de bacterias (amarillo claro con bajo crecimiento y color rojizo con
crecimiento moderado)

3.6 s/c no se observan bacterias

3.7 c/c hay un tipo de colonia (amarillo claro con crecimiento bajo)

3.7 s/c no se observan colonias.

Caracterizacion de Bacterias por Tincién de Gram

De las tinciones de Gram se obtuvo lo siguiente:
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Tabla 9

Cepa Tipo de Cepa

1.1.16 Bacilos cortos Gram Negativos

1.1.18 Cocobacilos Gram Positivos

1.1.19 Bacilos cortos Gram Negativos

1.4.15 Bacilos Gram Positivos

2.1.6 Bacilos Gram Positivos

2.1.20 Bacilos cortos Gram Negativos

221 Bacilos Gram Positivos

222 Cocobacilos Gram Negativos

223 Bacilos Gram Positivos

2.2.9 Bacilo muy pequefio Gram Negativo

229 Bacilo largo Gram Positivo  (en cadena)
2.2.10 Cocobacilo (muy pequefio) Gram Negativo
2.6.14 Bacilos largos Gram Negativos

2.7 Cocobacilo (capsulado) Gram Negativo
3.1.8 Bacilo Gram Positivo

3.2.12 Bacilo Gram Positivo

3.2.13 Bacilo Gram Positivo

3.4.11 Bacilo irregular (contaminado) Gram Negativo
3.64 Cocobacilo Gram Negativo

3.6.5 Cocobacilo (posiblemente capsulado) Gram Negativo
3.7.17 Bacilos Gram Positivos

Crecimiento de microorganismos Gram Negativos en Medio 71, optimizacién del

crecimiento y seleccién de microorganismos sulfooxidantes.
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Tabla 10: resultados de los tubos con Médium 71

Cepa Lecturas
12 2 3
1.1.16 +- -
1.1.18 - -
1.1.19 - s -
1.4.15 + + +
2.1.6 + . -
2.1.20 + -
221 + ++
222 - - -
2.2.3 + ++ +
229 + + +
2.2.10 + - -
2.6.14 + ++ -+
2.7.7 - - -
3.1.8 + - B
3.2.12 + +/- =
3.2.13 + % -
3.4.11 - & =
3.6.4 + + +
3.6.5 = - =
3.7.17 + + +

De acuerdo a las lecturas anteriores se observa que las cepas: 1.415, 2.21, 2.23, 2.29,
2.614 y 3.64 alcanzan un buen crecimiento, por lo tanto, se prepararin nuevamente por
duplicado estas cepas para introducirlas a diferentes temperaturas, a 37°C y a 30°C.

Las siguientes lecturas son de las cepas que se incubaron a 30°C.
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Tabla 11

Cepa Lecturas
12 2° 3
1.4.15 - - -
2.2.1 - - -
223 -/+ -/+ ++
229 -/+ + +
2.6.14 -/+ + ++
3.64 - - -
Las siguientes lecturas son de las cepas que se incubaron a 37°C.
Tabla 12
Cepa Lecturas
| L 3
1.4.15 - + =
2.2.1 # + ++
223 - -+ .
229 - + ++
2.6.14 + + ++
3.64 -+ +

Se observo que las cepas 2.2.1, 2.2.3, 2.2.9 y 2.6.14 tuvieron un mayor crecimiento, pero
las cepas 2.2.1 y 2.2.3 son Gram Positivos, por lo tanto se descartaron y por lo tanto sélo se
trabajé con la cepa 2.6.14 que es Gram Negativo. La cepa 2.29 esta contaminada.
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Comportamiento de la cepa aislada en Medio 71 con tiosulfato, Pirita (FeS;), azufre
y acero estructural.

-

Se puso a prueba la cepa 2.6.14 utilizando pirita (FeS;) y azufre de la siguiente manera.

Se preparé solucion MEDIO 71 con thiosulfato pH=5 y se vaci6 la solucién en cuatro
tubos de ensayo, asi mismo se prepar6 la misma solucién pero con pH=8 y se vacié en otros
cuatro tubos.

La pirita se introdujo a dos tubos que contienen solucion sin thiosulfato pH=>5 y se hizo
lo mismo a otros dos tubos que contienen la misma solucion pero a pH=8, se esterilizaron y

posteriormente se inocularon.

Se realiz6 la misma operacién con azufre.
Los tubos que se introdujeron a la incubadora a 30°C son:

Dos tubos con soluciéon M. 71 con thiosulfato a pH=5.

Dos tubos con solucion M. 71 con thiosulfato a pH=8.

Un tubo con solucién M. 71 sin thiosulfato a pH=5, conteniendo pirita.
Un tubo con solucién M. 71 sin thiosulfato a pH=8, conteniendo pirita.
Un tubo con solucién M. 71 sin thiosulfato a pH=5, conteniendo azufre.
Un tubo con solucién M. 71 sin thiosulfato a pH=8, conteniendo azufre.

El procedimiento anterior se repiti6 a 37°C .



Se obtuvieron lecturas de cada tercer dia a 30°C y a pH=5 (Tabla 13).

Tabla 13
Medio 71

Lecturas

1&

28

3I

4®

Thiosulfato

Azufre

Pirita

)

Se obtuvieron lecturas de cada tercer dia a 30°C y a pH=8 (Tabla 14).

Tabla 14
Medio 71

Lecturas

la

2&

3!

4I

Thiosulfato

)

Azufre

Pirita

Se obtuvieron lecturas de cada tercer dia a 37°C y a pH=5 (Tabla 15).

Tabla 15
Medio 71

1!.

3l

4!

Thiosulfato

*)

Azufre

Pirita
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Se obtuvieron lecturas de cada tercer dia a 37°C y a pH=8 (Tabla 16).

Tabla 16
Medio 71 Lecturas
1* 2° 3 4
Thiosulfato - + (&) -
Azufre - ++ + +H+
Pirita - ? - 2

Crecimiento de microorganismos sulfooxidantes.

Se prepar6 nuevamente medio 71 a pH=3 y pH=5, y se realizd6 nuevamente el
procedimiento anteriormente descrito pero sin tomar en cuenta la pirita.

Se obtuvieron lecturas de cada tercer dia a 30°C y a pH=3 (tabla 17).

Tabla 17
Medio Lecturas
1* 2* 3* 4 5* 6* 7
Thiosulfato -/+ -+ -+ = + + +
Azufre - - - - + A+ +—+
Se obtuvieron lecturas de cada tercer dia a 30°C y a pH=>5 (Tabla 18).
Tabla 18
Medio 71 Lecturas
* > 3 4 5 6a 7
Thiosulfato|  -/+ + + . G R =
Azufre - - - + — ++ ++
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Se obtuvieron lecturas de cada tercer dia a 37°C y pH=3 (Tabla 19).

Tabla 19
Medio Lecturas
1* o 3 4 5* 6" 7
Thiosulfato -/+ -/+ -+ I+ - - -
Azufre - - - -+ “ = 3
Se obtuvieron lecturas de cada tercer dia a 37°C y pH=>5 (Tabla 20).
Tabla 20
Medio Lecturas
1* 2 3 4 5* 6 7
Thiosulfato -/+ + + + = - -
Azufre - - - -+ + +- +-
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De las tablas 17 y 18 se observa que los mejores resultados de crecimiento de la bacteria se
dan a 30° C, por lo tanto se preparo solucion con azufre a pH = 3, y dicha solucion se vertid en tubos
de ensayo, para después introducir en ellos pequefias muestras de acero para monitorear el

comportamiento de las bacterias (Fig. 24).

Fig. 24.- Muestras de acero con tiosulfato y azufre

A los tres dias se analizaron los tubos a los cuales se les verti6 el medio MIO para

checar la movilidad de la bacteria, y al parecer la bacteria no es movil.



Una semana después se observa que la cepa esta adherida a la superficie del acero

(Fig.25).

Fig. 25.- Muestras de acero con la cepa adherida.
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ANALISIS DE RESULTADOS:

A partir de las primeras observaciones realizadas en las probetas, se pudo comprobar una
corrosion no facetada sino puntual, lo que permitié suponer una actividad microbiana, a partir

de lo cual se realizé todo el resto del trabajo experimental dividiéndose en etapas.

En la primera fase de la parte experimental, se hizo la suposicién de que el
microorganismo que esta provocando la corrosion del acero es el Thiobacillus ferroxidans, por
lo tanto se selecciond un medio de cultivo propicio para el crecimiento de dicho
microorganismo, asi como también se seleccionaron condiciones Optimas de pH y

temperatura, pH=2 y 35°C.

Después de varias semanas se observa en los tres cultivos que hay un crecimiento en la
poblacion de microorganismos, lo cual nos da el primer indicio de que dicho microorganismo

si se encuentre presente en el acero.

En la segunda fase de la parte experimental se trabajé con los microorganismos
obtenidos en la primera fase, pero se utilizé un nuevo medio de cultivo que provoca el
crecimiento de todo tipo de bacterias, este medio de cultivo es el TSA.

Después de utilizar el medio TSA, crecieron 20 tipos de bacterias y posteriormente se
procedio a separar las cepas para determinar cudl o cudles utilizan azufre para su crecimiento.
Déndole asi continuidad a la suposicion hecha en la primera fase, ya que el Thiobacillus
Jerroxidans ademas de ser hierro-oxidante, también es azufre-oxidante, y asi también dar
validez a la teoria de que se encuentren presentes en el acero otras bacterias azufre-oxidantes.

Para dicho fin se utilizo6 Medio 71 con thiosulfato, el cual tenia pH=3, y ya inoculado el
medio se introdujo a la incubadora a 37°C.

Después de varios dias se observé que de las veinte cepas aisladas, solamente seis
crecieron en el medio 71, por lo que se preparé nuevamente medio 71 a pH=3 pero ahora las
cepas se introdujeron en dos incubadoras a diferentes temperaturas, a 30°C y a 37°C.



Nuevamente se realizé el monitoreo y se observo que solamente cuatro cepas crecieron,
pero de las cuatro cepas que crecieron, dos son Gram Positivas y una estd contaminada, por lo
que finalmente sélo se trabajo con una.

Dicha cepa se denominé como 2.6.14, y fue sometida a prueba con medio 71 a pH=3 y
pH=8 con thiosulfato, Pirita (FeS;), y azufre.

Al realizar el monitoreo se descart6 la Pirita ya que no se pudo determinar si la cepa

crecio o no y por lo tanto solo se analizaron los resultados con thiosulfato y azufre.

Se observa de las tablas 17 y 18 que la bacteria obtiene un mayor crecimiento en azufre a
30°C tanto a pH=3 como a pH=5, lo cual concuerda con la teoria de que el género

Thiobacillus crece en un intervalo de temperatura de 25 a30°C yunpHde 1 a 6.

Después de haber preparado medio 71 con azufre a pH=S5, se vertié en tubos de ensayo
junto con una pequeifia muestra de acero y posteriormente inoculados con la cepa aislada, una
semana después de haberlos introducido en la incubadora a 30°C, se observa que la cepa esta
adherida a la superficie del acero (figura 25).

Con respecto a la movilidad de la cepa, la prueba que se le realizo nos revela que la cepa
al parecer no es movil o tal vez presenta muy poca movilidad, ya que las diferentes especies de
Thiobacillus presentan diferentes movilidades.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES:

En este caso no fue determinado el tipo exacto de la bacteria de la cual se trata, por lo

que se deben de realizar otros estudios para determinar la especie.

Sin embargo podemos decir que la bacteria aislada es seguramente del género
Thiobacillus (s/p) ya que presenta tincion Gram Negativa, se alimenta de azufre y crece a una
temperatura de 30°C ypH de 3 a 5.

La bacteria aislada se adhiere a la superficie del acero, incluso es visible al ojo humano.

Es probable que ésta adhesion provoque corrosion en el acero.

La naturaleza de la bacteria que se alimenta de azufre, dicta las caracteristicas del medio
ambiente en que se va a desarrollar dicha bacteria, por lo tanto, siempre buscara lugares donde

el azufre se encuentre disponible.

Cuando una colonia de bacterias se sitiia en un acero que inicialmente tiene una picadura,
inmediatamente se alimentan del azufre que el acero contiene, provocando el crecimiento de
dicha colonia hasta formar una biocapa sobre la superficie del acero y esto a su vez provoca

corrosion en el acero por aeracion diferencial.

Tomando en cuenta que es posible que una colonia de thiobacillus se sitie en una
picadura de un acero, y al crecer forme una biocapa y que aunado a esto, se agreguen a la
biocapa bacterias sulfatoreductoras, provocara que el acero se corroa mas rapidamente, debido
en parte a la acidez del medio provocado por el proceso metabélico de las bacterias que
forman parte de la biocapa.

De acuerdo con lo anterior se puede establecer que estas bacterias se ven beneficiadas en

la zona de estudio por el alto contenido de contaminantes base azufre presentes en la zona,
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siendo los principales aporte de la compaiiia Teckchem y la Refineria de PEMEX del lugar, la
presencia de los microorganismos dafian las estructuras metalicas que rodean al Rio y en caso
de inundacion se pueden transportar a otros puntos dafiando incluso construcciones.

Finalmente se sugiere para minimizar estos efectos, establecer controles estrictos en la
emision de azufre por parte de las dos fuentes principales de contaminacién, asi como un
saneamiento controlado de las mérgenes del rio.
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