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RESUMEN

Un estudio morfologico por MEB y EDS fue realizado en las superficies de varillas de acero de refuerzo en el concreto de
pilotes que sirven de base a unidades habitacionales tipo palafito construidas en una urbanizacion conectada por canales
maritimos. Para este proposito se aislaron e identificaron bacterias sulfato-reductoras (BSR) de las aguas de tres estaciones
de muestreo (I, Il y III) en los canales seleccionados para estudio. Mediante MET, se estudi6 las caracteristicas de las
bacterias aisladas, presentando éstas morfologias bien definidas. Para la formacién de la biopeliculas, se sometieron
muestras a una solucion inoculada con BSR de la estacion que resultdé con mayor crecimiento bacteriano durante 24 horas
a una temperatura de 37 °C. La morfologia observada sugiere gran actividad bioquimica para la formacién de biopeliculas
gruesas, mezcladas con posibles sulfuros de hierro y sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que es producido por los
mismos microorganismos. La morfologia del dafio estudiada mediante el MEB, para las muestras de cabillas de refuerzo,
presentan de manera general un dafio localizado, el cual pudiera ser debido al sulfuro de hidrégeno (H,S) o sulfuro
biogénico proveniente de la actividad de estas bacterias.

Palabras claves: Corrosion microbiana, biopeliculas, MEB, BSR.

MORPHOLOGICAL STUDY OF MICROBIOLOGICAL CORROSION OF STEEL RODS EXPOSED TO
SULPHATE REDUCING BACTERIA STRAINS.

ABSTRACT

A morphologic study by MEB and EDS was made in the surfaces of steel rods used as reinforcement in partially
summerged concrete piles that serve as bases to houses built in an urbanization connected by maritime channels. For this
intention sulphate-reducing bacteria (SRB) were isolated from water samples collected in three different locations (stations
I, IT and III) in the channels selected for study. The isolated BSR displayed well defined morphologies when they were
studied and identified by means of MET. For the formation of biofilms, steel samples were submerged in a solution
inoculated with BSR grown in seawater from the station sample which presented the greater bacterial growth after 24 hours
of exposure to a temperature of 37 °C. The observed biofilm morphology suggests great biochemical activity for the
formation of heavy films, mixed with possible sulfides of iron and extracellular poliméricas substances (EPS) that were
produced by the SRB. The morphology of the steel rod surfaces studied by MEB, displayed a localized damage, which
could be due to hydrogen sulfide (H,S) or biogenic sulfide also produced by SRB activity.

Keywords: Microbiological corrosion, biofilm, MEB, BSR.

INTRODUCCION adhieren a las superficies gracias a la secrecion de un
Es ampliamente reconocido que los microorganismos se exopolimero. Presentan caracteristicas como
fijan o forman peliculas que influyen en la corrosion de heterogeneidad,  diversidad de  microambientes,
los metales y aleaciones sumergidos en ambientes resistencia a  antimicrobianos y capacidad de
acuosos naturales. Estas biopeliculas son organizaciones comunicacion intercelular que las convierten en

microbianas compuestas por microorganismos que se complejos dificiles de erradicar de los ambientes donde
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se establecen. Ademads, la  hidrodinamica del sistema
juega un papel importante en el desarrollo de estas
biopeliculas [1,2], las cuales se desarrollan en una
interfase liquido-sélido.

Estos microorganismos influyen en la corrosion
cambiando las condiciones electroquimicas de la
superficie del metal. Teoricamente estos cambios pueden
tener muchos efectos, variando desde la induccion de la
corrosion localizada a un cambio en la tasa de la
corrosion generalizada o la inhibicion de la misma [3].
Este tipo de corrosion origina o acelera el deterioro y la
destruccion de los metales, y es provocada por un gran
nimero de microorganismos - entre ellos las bacterias
sulfato reductoras- que estan presentes en el suelo o en el
agua, donde descomponen activamente la materia
organica y los minerales, participando de esta manera en
los ciclos naturales del carbono, nitrégeno y azufre,
procesos en los cuales se forman diferentes productos que
se acumulan en el medio y modifican su composicion,
ocasionando problemas en aleaciones y materiales no
metalicos, y afectando a una gran variedad de industrias,
asi como también a los materiales de construccidén, como
los refuerzo metalico donde se afectan
significativamente las caracteristicas funcionales del
concreto armado tales como la adherencia, ademas de
inducir la formacion de agrietamientos y desprendimiento
de trozos de concreto, que dejan expuesto el refuerzo de
acero al medio, lo que compromete la integridad
estructural, la seguridad de las personas que lo habitan y
de terceros, provocando la desvalorizacion del inmueble
a causa de su deterioro estético y funcional [4-8].

En las estructuras sumergidas como es el caso de los
pilotes de concreto que sirven de base a unidades
habitacionales tipo palafito, el problema de deterioro se
puede agravar si en el medio existen bacterias capaces de

ocasionar corrosion microbiana.
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MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se planteo realizar estudio morfoldgico
por  microscopia electronica de barrido  (MEB)
acompaiado de un analisis quimico elemental y puntual
sobre la biopelicula en la superficie de las varillas de
acero de refuerzo en el concreto de pilotes que sirven de
base a unidades habitacionales tipo palafito construidas
en una urbanizacidon conectada por canales maritimos.
Para este proposito se aislaron e identificaron bacterias
sulfato reductoras (BSR) de las aguas de tres estaciones
de muestreo (I, I y III) en los canales seleccionados para
dicho estudio. Para el aislamiento de BSR se us6 un
medio de cultivo basal, el cual se prepard de acuerdo al
método descrito por Postgate [9]; modificado por
Lapage; Shelton y Mitchell, [10]. La preparacién para un
litro de medio contiene: 0,5 g de KH,PO,4; 1 g de NH4CI;
1 g de Na,SOy; 0,1 g de CaCl,2H,; 2 g de MgSO,7H,0;
0,5 g de FeSo47H,0; 0,3 g de KCI; 1 g de extracto de
levadura; 0,1 g de acido ascorbico. Como fuente de
carbono se utilizo acetato de sodio al 0,2 % p/v.,
suplementandose con 1 ml de solucion de metales trazas
y 1 ml de solucion vitaminas [11], utilizandose para su
preparacion 75 % de agua de mar envejecida y filtrada y
25 % de agua destilada. El aislamiento de la BSR a partir
de las muestras se realiz6 siguiendo la técnica de
diluciones decimales seriadas (10" hasta 10°). Ya
obtenidas  las cepas aisladas de bacterias sulfato-
reductoras se aplico la técnica de Tincion Negativa, para
Microscopia Electronica de Transmision (M.E.T.) [12], a
fin de observar las caracteristicas propias de las células
bacterianas tales como: forma, tamafio, presencia de
esporas y numeros de flagelos. Para la formacion de la
biopelicula se sometieron muestras a una solucion
inoculada con Bacterias Sulfato-Reductoras de la
estacion 11, durante 24 horas a una temperatura de 37 °C,
la cual se prepard afadiéndole a 220 ml del medio basal
Postgate 25 ml del cultivo puro de BSR ya aisladas. Se
obtuvieron las unidades formadoras de colonias por ml

(ufc/ml), siguiendo la técnica de diluciones decimales
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seriadas desde (10" hasta 107%). Para observar la
microestructura de la biopeliculas por MEB se procedi6 a
métodos convencionales de fijacion con glutaraldehido al
2,5% post fijacion con tetradxido de osmio al 1% (0O0y),
deshidratacion con etanol de 50 % al 100% de
concentracion, secado con punto critico y finalmente
cubiertas con cromo. Para observar la morfologia de
ataque las muestras fueron sumergidas en una solucion
de HCl al 20 % y luego limpiadas con agua destilada de
manera de remover los productos de corrosion. Estas
observaciones se realizaron utilizando un MEB

HITACHI modelo S-800.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas fisico-quimicas de las aguas de las
estaciones seleccionadas se indican en la tabla 1.

Las bacterias sulfato reductoras estan usualmente
asociadas con la corrosion metalica y no con el deterioro
del concreto, por lo tanto la seleccion de las aguas de las
estaciones I, II y III para esta investigacion se
fundamentd en las caracteristicas fisico-quimica
asociadas con la corrosion del acero (pérdida de hierro
hacia el medio) y con una mayor actividad microbiana la
cual se relaciond6 con la presencia de nutrientes

especificos (sulfatos) presentes en las aguas.

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimica de las aguas de
las estaciones evaluadas.

Caracteristicas Estaciones
Fisicoquimicas I 11 111
T (°C) 26 26 25,4
pH 7,65 7,75 8,09
Salinidad
(S %) 36,55 35,95 30,8
Sulfato
(mg/L) 3220 2602 2339
Cloruros
(mg/L) 20,96 21,16 18,14
Hierro
(mg/L) 0,46 0,41 0,36
S6l. Totales 57552 | 46816 | 38.244
(mg/L)
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Como resultado del aislamiento de las BSR se pudo
comprobar un crecimiento bacteriano planctonico de
100.000 bacterias/ml en las muestras de las estaciones I y
Il y de 1.000.000 bacterias/ml en la mutra de la estacion
I, 1a cual fue la seleccionada para la realizacion de los
ensayos siguientes, figura 1. Este crecimiento bacteriano
es evidenciado por el ennegrecimiento del agua y
sedimento, asi como por el olor caracteristico a sulfuro
de hidrogeno (H,S), el cual se produce generalmente, por
la descomposicion anaerdbica de compuestos organicos
que contienen azufre o por la reduccion bacteriana del

sulfato.

Fig. 1. Crecimiento de BSR en las aguas marinas
canalizadas.

En la tabla 2, se muestra una interpretacion de los
resultados obtenidos relacionando el factor de dilucion
con el crecimiento de BSR. Este crecimiento bacteriano

ocurri6 durante un periodo de 21 dias.

Tabla 2. Interpretacion del crecimiento bacteriano de
las BSR en colonias de BSR/ml.

. Factor de Interpr@as:ién del
Estaciones dilucion crecimiento
(BSR/ml)
I 1:100.000 10.00-100.000
I 1:100.000 10.000-100.000
11 1:1.000.000 100.000-1.000.000

En la figura 2, se presentan micrografias por la técnica
de tincion negativa de las bacterias sulfato reductora,

obtenidas mediante MET.
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Fig. 2. Micrografias de transmision por tincion
negativa de BSR con forma de bacilo y flagelo
polar, células de formas ovoides y vibrioides,

Se puede observar que estas bacterias presentan
caracteristicas morfologicas bien definidas como son:
bacilos rectos y/o curvos cuyas medidas varian entre
0,40 a 0,63 pm de ancho y de 1, a 1,4 um de largo,
moviles por flagelacion polar. Estas células pueden
encontrarse separadas o en pareja, con formacion de
esporas, caracteristicas ¢éstas de bacterias sulfato
reductoras del género Dusulfovibrio siendo favorecidas
por la concentracion de sulfato nutriente que favorece el
crecimiento bacteriano como se puede observar. Cabe
destacar que a pesar de ser esta una técnica que permite
observar la morfologia de la célula bacteriana, se hace
necesario la aplicacion de pruebas bioquimicas
diferenciales para determinar género y especie de la
bacteria sulfato reductora encontradas e inclusive para

indicar el grupo (13).
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En la figura 3 se muestran micrografias tomadas por
MEB de las biopeliculas desarrolladas sobre las varillas

de refuerzo durante 24 horas de manera comparativa.

4000 - Fe
Mn

Fig. 3. Micrografia por MEB mostrando los aspectos
morfolégicos de la biopeliculas de BSR sobre de
las superficies evaluadas de acero de refuerzo.

Puede observarse una pelicula de aspecto homogéneo con
presencia productos de corrosion asociados a la presencia
de microorganismos. Igualmente se presentan
biopeliculas de masa muy densa mezcladas con posibles
sulfuros de hierro (EDX de la figura 3) y sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) que es producido por
los mismos microorganismos, formando una matriz
adherente en donde estos quedan atrapados y comienzan
a organizarse en colonias con diferentes requerimientos
metabodlicos. Estas multiples capacidades metabdlicas
permiten el establecimiento de microorganismos pioneros
y el desarrollo posterior de los demas consorcios
metabolicos, es entonces cuando el sistema microbiano
establecido en equilibrio dindmico puede inducir
corrosion localizada, en muchos casos por bacterias
sulfato reductoras (BSR) entre otros y por las

caracteristicas activas del acero en medio acuosos.
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En la figura 4 se muestran micrografias las cuales
reflejan caracteristicas de la morfologia del dafio tomadas
mediante el MEB, para las muestras de cabillas de
refuerzo expuestas a medio de cultivo de BSR por 24

horas decapadas.

250 unj .

Fig. 4. Micrografias donde se observa la morfologia del
dafio tomada por MEB en los muestras de acero de
refuerzo expuesto por 24 horas a medios de cultivos
inoculados con BSR. Mag.100 X

Se observa de manera general un dafo localizado, con
presencia de microhoyuelos, del orden de 0,2 a 4 um
producido por el sulfuro biogénico. Este compuesto
precipita al combinarse con metales pesados y forma, en
la mayoria de los casos, una pelicula negra de sulfuro de
hierro (FeS), que puede producir pérdidas localizadas de
metal denominadas picaduras, ocasionadas por la
actividad de las bacterias sulfato-reductoras (BSR),
mayoritariamente microorganismos anoxigénicos
estrictos y que se consideran los principales agentes
productores de biocorrosion, El analisis realizado en los
puntos indicados en las superficies (Fig.5) revelo la
presencia simultdnea de los elementos Mg, Si, Mn, Ca,
Si, Al, y Cl, en puntos cuya morfologia hizo suponer la

presencia de sales provenientes del medio Postgate
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modificado, las cuales posibilitan  reacciones

electroquimicas intensas.

3000
2506 — o 15000 —
Fe 0
2000 < K Fe
Fe 10000 —
1500 - M, Mn
Fe
Ll B 5000-{ f Mg Mn
g S As;.su e
0 . et A ] 0 2 T T
1 5 1 0 5 10
kel keV

Fig. 5. Micrografias por MEB de una muestra de acero
de refuerzo expuesto a un medio inoculado con BSR
mostrando productos de corrosion superficie como lo
indica su microanalisis quimico por EDS.

Asi mismo el microandlisis quimico por EDS indicé la
presencia de Sy Fe, lo cual permite sugerir la formacion
de un sulfuro de hierro, Fe,S,., el cual resulta ser
catddico con respecto al acero. La actividad metabolica
de estas bacterias causa acumulacion de sulfuro hacia la
superficie del metal. Esta es una particular evidencia de
que la superficie esta cubierta con una biopelicula como
se presento en las micrografias analizadas. El suministro
de oxigeno disminuye bajo la masa bacterial durante el
crecimiento de bacterias sobre una superficie de hierro.

La respiracion celular dentro de la biopeliculas establece
regiones anodicas y catddicas sobre la superficie del
metal, promoviendo el flujo de eclectrones (14). Las
biopeliculas causan el biodeterioro del metal al modificar
la interfase solucion-metal y afectar las interacciones de

la superficie del metal y el ambiente (15).

(\]
(\]



Figueroa de Gil, et al.

CONCLUSIONES

Por la conformacion de productos locales y heterogéneos
se detectd la presencia de bacterias sulfato reductoras
utilizando como sustrato al acetato y como donadores de
electrones al benzoato, propianato, piruvato y etanol, con
oxidacion completa hasta CO.

En las cabillas de acero, utilizadas como refuerzo en los
pilotes, que sirven de base a unidades habitacionales tipo
palafito, en presencia de BSR se desarollan biopeliculas
y corrosion localizada.

El acero experimentd un dafio localizado, con presencia
de microhoyuelos, producido por sulfuro biogénico,
dadas las condiciones experimentales del estudio.

El analisis obtenido por M.E.B. de las muestras después
de ser expuesta al medio inoculado con BSR, confirman
que efectivamente las bacterias o consorcios microbianos
influyen en la corrosion del acero de refuerzo con la

presencia de sales y oxidos.
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