UNIVERSIDAD DE CHILE )
FACULTAD DE CIENCIAS FISICAS Y MATEMATICAS i
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA QUIMICA'Y BIOTECNOLOGIA

ESTUDIO EXPERIMENTAL DE LA CINETICA DE CORROSION DEL
HORMIGON MEDIANTE ACIDITHIOBACILLUS THIOOXIDANS

MEMORIA PARA OPTAR AL TITULO DE INGENIERA CIVIL QUIMICAE
INGENIERA CIVIL EN BIOTECNOLOGIA

MARIA LORETO RODRIGUEZ GUZMAN

PROFESOR GUIA:
BLANCA ESCOBAR MIGUEL

MIEMBROS DE LA COMISION:
LEANDRO HERRERA ZEPPELIN
FRANCISCO GRACIA CAROCA

SANTIAGO DE CHILE
2017



RESUMEN DE LA MEMORIA PARA OPTAR AL
TITULO DE: Ingeniera Civil Quimica e Ingeniera Civil en
Biotecnologia

POR: Maria Loreto de las Mercedes Rodriguez Guzman
FECHA: Abril 2017

PROFESOR GUIA: Blanca Escobar M.

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Biohidrometalurgia del Departamento de Ingenieria Quimica y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas de la Universidad de Chile.

El objetivo principal de este estudio experimental fue determinar el efecto del metabolismo de bacterias
azufre-oxidantes en la corrosion del hormigon influenciada por microorganismos (MIC).

La motivacién se enmarca en la disminucién del impacto ambiental de los proyectos de infraestructura, al
aumentar la durabilidad de las estructuras de hormigon, previniendo la componente bacteriana de la
corrosion.

El hormigon es el sistema constructivo mas utilizado y extendido en la actualidad, por lo que el impacto de
la corrosion de éste es importante en los analisis de costos de distintos proyectos, principalmente en cafierias
de hormigon, represas hidroeléctricas y plantas de tratamiento de aguas servidas.

En la literatura se encuentran estudios que muestran la presencia de Acidithiobacillus thiooxidans en
hormigén corroido sin embargo no existen estudios experimentales que busquen estimar la influencia de la
actividad bacteriana en el proceso de corrosion.

En la primera etapa, se aislaron e identificaron bacterias desde hormigon corroido, utilizando técnicas de
cultivo bacteriano y CARD-FISH, encontrandose presencia de las bacterias azufre oxidantes A. ferrooxidans
y A. thiooxidans

En la segunda etapa, se realizaron cultivos A. thiooxidans con azufre y cemento endurecido como sustratos,
midiendo la concentracion en el medio de cultivo de sulfatos por turbidimetria y de ion calcio por absorcion
atémica, pudiendo concluir que existe una componente bacteriana de la corrosion que acelera el proceso
puramente electroquimico, cuya cuantificacion no fue parte de este estudio.
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1. INTRODUCCION

1.1  ASPECTOS ECONOMICOS

El hormigon es el sistema constructivo méas extendido y utilizado en Chile y el mundo. En 2013, la
produccién mundial del cemento subi6 cerca del 3% en comparacién con el afio previo, con un total de
3,6%10° Ton en total (Federacion Interamericana del Cemento, 2013), a pesar de la desaceleracion
econémica mundial.

Segun datos del Instituto del Cemento y Hormigon de Chile (ICH), se produjeron durante el afio 2013 (%),
7,4*10° m® de hormigén en Chile (Instituto del Cemento y del Hormigon de Chile, 2013), siendo el pais de
Sudamérica con mayor produccién per capita 556 [kg/persona] (Asociacién de Productores de Cemento ,
2015).

Acumulado a marzo de 2015, el consumo aparente de cemento aumento 2,2% en Chile. Este volumen esta
destinado a cubrir las necesidades de crecimiento de la industria nacional y los distintos sectores que la
conforman, siendo aquellos que utilizan mas intensivamente el hormigén, la industria de la construccion de
viviendas y retail, la mineria y las obras civiles en general: maritimas y portuarias, viales y sanitarias. Todas
estas industrias presentan un crecimiento del consumo per capita de hormigdn de un 25% desde 2010, por
lo que se espera que la demanda de hormigén se mantenga al alza (Instituto del Cemento y del Hormigon
de Chile, 2013). Por ejemplo, el presupuesto nacional para obras publicas aumenté un 11,8% para el afio
2015. Estas obras representan la principal fuente de consumo del hormigon producido en Chile (Direccion
de Vialidad , 2014).

Como se observa en la Figura 1.1 Gréfico del Producto Interno Bruto versus demanda de cemento la
demanda por cemento y, por consiguiente, de hormigén, aumenta en forma acoplada al crecimiento del
producto interno bruto del pais. Esto se debe a que, a medida que aumenta el PIB, se generan mayores
necesidades de industrias, transporte e infraestructura. Al mismo tiempo, en la vivienda se empiezan a dejar
de lado sistemas constructivos rudimentarios como la madera y otras poco eficientes como la albafiileria
(por el uso intensivo en mano de obra) para actualizarlos, priorizando y haciendo esfuerzos en mejorar su
productividad, que en el caso de construir con hormigon, se obtiene con la disminucién en reparaciones y
restauraciones, la optimizacion del uso de mano de obra y el aumento de la velocidad constructiva.

1 Ultimo dato disponible, previo a la discontinuidad permanente de la publicacion del indicador

1
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Figura 1.1 Gréfico del Producto Interno Bruto versus demanda de cemento (ICH, 2011)

1.2  MARCO TEORICO
1.2.1 El Hormigdn

El hormigdn es actualmente el material de construccion mas sustentable que existe, si se le compara a los
otros métodos constructivos disponibles, como la madera o la albafiileria, debido a su larga vida util (80
afios), lo que compensa el gasto energético y las emisiones de CO; asociados a su fabricacion (Ochsendorf,
y otros, 2011). Estas caracteristicas lo promueven como el sistema constructivo mas eficiente y durable, sin
embargo, puede presentar fallas debido a la degradacion de su matriz producida por corrosién bacteriana
(Microbiologically Influenced Corrosion, MIC).

En Chile, el hormigdn se introduce como método constructivo a comienzos del siglo XX. Debido a la
bonanza econdmica producida por los réditos que habian dejado la guerra del salitre y la expansion territorial,
las salitreras por el norte y la ocupacion de la Araucania y Patagonia por el sur, el estado impulsa grandes
inversiones en obras publicas.

El puente Quillota es la primera obra de hormigén armado hecha en Chile (Rojas, 2006), construida por la
Compafiia Holandesa de Obras de Concreto Armado, empresa pionera en Chile en la utilizacion de esta
técnica. El puente, inaugurado en 1908, se encuentra sobre el estero Marga Marga, en la ciudad de Vifa del
Mar y continla operativo hasta el dia de hoy, como se observa en la Figura 1.2
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Figura 1.2 Fotografias del Puente Quillota, a comienzos de siglo XX y en la actualidad (Basulto, 2013)

El hormigoén consiste basicamente en una mezcla de dos componentes: agregados y pasta aglomerante. La
pasta aglomerante est4d compuesta de cemento y agua, la que se une a los agregados, normalmente arena y
grava (piedra triturada, piedra machacada, piedras) creando, al endurecerse, una masa similar a una roca.
Este endurecimiento ocurre debido a un conjunto de reacciones quimicas llamadas de hidratacion, por la
intervencion de H;O, las que se describen mas adelante.

El cemento, componente principal del hormigdn, se obtiene a partir de la molienda conjunta de clinker y
yeso. El clinker es un mineral artificial que esta principalmente compuesto por silicatos de calcio, algunos
aluminatos de calcio y ferroaluminatos de calcio, los cuales poseen caracteristicas hidrdulicas, es decir,
reaccionan al estar en contacto con el agua. Las fases mineraldgicas del clinker son (Taylor, 1990):

e (Cs3S: 3Ca0-SiOy: silicato tricalcico: Alita (50-70%)

e (C,S: 2Ca0-SiOy: silicato dicalcico: Belita (15-30%)

e C3A: 3Ca0-AlO;: aluminato tricalcico(5- 10%)

e C4AF: 4Ca0-AlO,-Fe;0,: ferroaluminatotetracalcico (5-15%)



Cada una de estas fases mineraldgicas presentan las siguientes reacciones quimicas al entrar en contacto con
agua, en el proceso de fragiie o endurecimiento (Taylor, 1990):

Para el silicato tricalcico:

2(3Ca0 - Si0,) + 6H,0 — 3Ca0 - Si0, - 3H,0 + 3Ca(0H), (1.1)
Para el silicato dicalcico:

2(2Ca0 - Si0,) + 4H,0 — 2Ca0 - 2Si0, - 2H,0 + 2Ca(0H), (1.2)
Para el aluminato tricélcico:

2(3Ca0 - Al,03) + 12H,0 - 4Ca0 - Al,05 - 4H,0 + 2Ca0 - Al,03 « 8H,0 (1.3)

3Ca0 - Al,05 + 12H,0 +Ca(OH), — 4Ca0 - Al,05 - 13H,0 (1.4)
Para el ferroaluminatotetracalcico:
4Ca0 - Al,05 - Fe,05 + 3Ca(OH), + 23H,0 — 4Ca0 - Al,05 - 13H,0 + 3Ca0 - Fe, 05 - 13H,0 (1.5)

Las estructuras de hormigdn presentan estos compuestos mineraldgicos hidratados, los que le confieren sus
propiedades de dureza y resistencia.

1.2.2 La Corrosion

La corrosion es un fendmeno natural que se define como el deterioro de una sustancia, ya sea por pérdida
de masa o por pérdida de sus propiedades, producto de la interaccion con su entorno (Koch et al., 2010). En
el caso del hormigén, la pérdida de masa y las reacciones asociadas a la corrosion provocan la pérdida de
su resistencia y durabilidad, pudiendo llegar a presentar dafios estructurales con altos costos en
infraestructura.

La formacion de compuestos producto de la actividad bacteriana en la superficie del hormigon, genera
aumentos de volumen que producen tensiones internas que a su vez pueden provocar fracturas e inciden en
la pérdida de resistencia y fallas estructurales en la edificacion con hormigén. Por ejemplo, la formacién de
CaS04-2H,0 conduce a un aumento de volumen de aproximadamente 124% (Parande, 2006) que debilita
la estructura de cemento. Y mas destructiva aun, es la produccién de etringita 3Ca0-Al,03-CaS04-12H,0 o
3Ca0-Al;03-3CaS04-31H,0, la cual genera una expansion de volumen significativamente mayor con
estimaciones que van desde 227% (Parande, 2006) a 700% (Monteny J, 2000).

La formacidn de estas fases mineralogicas conduce al agrietamiento interno y picaduras del hormigén, lo
cual aumenta el area de superficie de reaccion y facilita una mejor penetracion de la humedad, acido y
microorganismos en la estructura de hormigon, profundizando el dafio.
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1.2.3 La Corrosion Inducida por Microorganismos (MIC)

La corrosion influenciada por microorganismos o MIC (del inglés Microbiologically Influenced Corrosion)
es el término utilizado para el fendbmeno en el que se inicia y/o acelera la corrosion por las actividades de
los microorganismos (Javaherdashti, 2008). Es un tipo de corrosion que puede ser muy perjudicial para casi
todos los materiales de ingenieria. Este término puede inducir a error, dando la impresion de que son sélo
microorganismos los capaces de influir en la corrosion. De hecho, la contaminacion biolégica, un término
mas general, puede ser utilizada para estudiar tanto los crecimientos microbioldgicos como macrobiol6gicos
que suceden en las superficies que presentan corrosion, teniendo efectos promotores o inhibidores de la
corrosion.

Teniendo en cuenta que el término “microorganismo” en realidad se refiere a bacterias, cianobacterias, algas,
liquenes y hongos, algunas de las definiciones para MIC son las siguientes (Javaherdashti, 2008):

e MIC es un proceso electroquimico por el cual los microorganismos pueden ser capaces de iniciar,
facilitar o acelerar reacciones de corrosion a través de la interaccion de los tres componentes que
conforman este sistema: metal, solucién y microorganismos.

o MIC se refiere a la influencia de los microorganismos que se adhieren a la interfaz material/acuoso
(biofilm) en la cinética de la corrosion.

La presencia de microorganismos no es el tnico requisito para el desarrollo de MIC. Son necesarios ademas
los siguientes elementos:

Una fuente de energia,
una fuente de carbono,

1

2

3. un donante de electrones,
4. un aceptor de electrones, y
5

agua

Lo que se puede deducir de las definiciones antes mencionadas es:

1. MIC es un proceso electroguimico.
2. Los microorganismos son capaces de afectar el alcance, la gravedad, y el curso de la corrosion.

3. Ademas de la presencia de microorganismos, para la aparicion del MIC se requiere una fuente de
energia, una fuente de carbono, un donador de electrones, un aceptor de electrones, y agua.

En este trabajo nos centraremos en el estudio de la corrosién producida indirectamente por la actividad
bacteriana a través de la produccion de acido sulfurico y su posterior reaccion con el cemento endurecido.



1.2.4 Etapas de la Corrosion Mediada por Microorganismos del Hormigén

La corrosion mediada por microorganismos del hormigdn se puede dividir en 5 etapas, las que se diferencian
entre si por las bacterias involucradas, los sustratos utilizados y el producto resultante de la actividad
bacteriana (Wells, 2009), como se esquematiza en la Figura 1.3:

Proceso de corrosion influenciado

por microorganismo (MIC)

Produccion anaerdbica de H,S por Bacterias
Sulfato Reductoras

Difusion de H,S a fase gaseosa y
condensacion en la superficie

Neutralizacidon abidtica por la alcalinidad de
la superficie

Produccién aerdbica de H,SO, por Bacterias
Azufre Oxidantes en la superficie

Pérdida de masa por reaccion del H,SO,
con carbonatos y silicatos

Figura 1.3 Esquema de las etapas de Corrosion Mediada por Microorganismos

El hormigon es un material alcalino, en donde el H.S es mas soluble que en agua. EI H.S se disuelve sobre
la superficie del hormigon expuesto. Alli serd convertido en H,SO4 por bacterias quimiolitoautétrofas
sulfoxidantes neutréfilas y posteriormente acidofilas.

Bacterias
H,S + 20, quimiolitoautétrofas 1,50, (1,6)
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Este acido sulfarico (H.SO.) acidifica progresivamente el hormigon y lo disuelve formando yeso
(CaS04-2H,0) y etringita (3Ca0-Al;03:CaS0O4-12H,0 0 3Ca0-Al;03-3CaS04-31H,0) los que se expanden
provocando la formacion de fisuras y picaduras hasta debilitar la integridad estructural del hormigén y
conducir a eventuales fallas y posible colapso (Biczok, 1981).

Esta interaccion se muestra en la Figura 1.4, donde se presentan dichas reacciones:

Neutralizacion Produccion aerdbica de
biética de alcalinidad H.SO_ Bact.

Azufre

Oxidante
COZ +H20 —> H2003 HZS+202 ) sto4

HS-> HT+HS”

Pelicula de
Condensacidn

Aguas servidas

o BRS
0} +org——H S+CO,
Condiciones

anaerabicas

y azufreoxidantes en una cafieria de alcantarillado de hormigdn (Espinosa J., 2010).

l. Produccién de H2S

El hormigon recién instalado presenta un pH alto de entre 12 y 13, el cual es mayor al pH apto para el
desarrollo de bacterias, por lo que el proceso de corrosién no se inicia directamente en este, sino en el agua
que esta en contacto con él. Es aqui donde el biofilm formado por las bacterias sulfato reductoras (BRs), a
partir del SO, presente tanto en cemento como en solucidn, forma HS producto de la descomposicion de
la materia organica disuelta en el acuoso, en condiciones anaerébicas. En estas peliculas las BRS reducen
sulfatos y oxidan el carbono organico biodegradable y, al hacerlo, producen sulfuro de hidrégeno y diéxido
de carbono. La reduccion anaerdbica del Sulfato (Van Hille, Oyekola, & Harrison, 2009) se expone en la
ecuacion (1.6).

Reduccidn anaerobica del Sulfato (Van Hille, Oyekola, & Harrison, 2009):

materia organica + S0;2 28 H,S + 2c0, 1.7
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A partir de una molécula organica como fuente de carbono y donante de electrones, las bacterias sulfato
reductoras producen &cido sulfhidrico, segln se describe en las siguientes ecuaciones:

A partir de lactato,

2C3Hg05 + 6S0;2 - 6C0, + 6H,S + 90, (1.8)

A partir de formaldehido,

2CH,0 + S0;?% > H,S + H,0 + 2C0, si pH < 6,4

2CH,0 + S0;? > HS™ + 2HCO3 + H*sipH > 6,4 (1.9)
También autotréficamante,
3H, + H,S0;% +C0, » HS™ + HCO3 + 3H,0 (1.10)
Genéricamente,
Donante de e~ (materia organica) + S0;2 - HS™ + HCO3 (1.11)

El H,S generado por las bacterias sulfatoreductoras puede existir en solucién, ya sea como molécula o como
iones disociados, en un equilibrio que se describe en la Ecuacion (1.12)

H,SSHS™ + H* (1.12)

La posicién de equilibrio en la ecuacion (1.12) es fuertemente dependiente del pH de la solucién, como se
muestra en la Figura 1.5. En aguas residuales de pH bajo (entre 5 y 6), aumenta la concentracion de H.S
molecular, el cual es poco soluble y por lo tanto se volatiliza a la fase gaseosa aledafia. Luego se condensa
en las paredes de hormigdn de la estructura, en un condensado de pH 12-13, donde vuelve a disolverse, y
se presenta una mayor concentracién de los iones disociados como H* y HS".

o
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Figura 1.5 Fraccion de sulfuro de hidroégeno que existe como molécula en solucion, con respecto a su forma
disociada, en funcion del pH.



El didxido de carbono también se transporta desde la fase liquida a la fase gaseosa, para luego condensarse
en la pared de hormigon, donde se disuelve una porcion en forma de iones de carbonato y bicarbonato
(&cidos débiles).

Los &cidos débiles que se forman en la capa de condensado reaccionan con las especies alcalinas en el
hormigdn, tales como hidroxido de calcio, disminuyendo el pH de la superficie de hormigén en el tiempo.
La duracion de este proceso esencialmente abi6tico no esta bien definida. Las estimaciones van desde unos
pocos meses hasta varios afios (Wells, 2009).i

. Generacién biologica de H2SO4

En presencia de oxigeno, nutrientes y humedad, las bacterias azufre oxidantes como A. thiooxidans pueden
colonizar la superficie del hormigdn cuando el pH es inferior a 6 ( (Javaherdashti, 2008). Durante esta etapa
del proceso de corrosidn, estos organismos producen H,SO4 a través de la oxidacion de H,S, el cual se
difunde en la pelicula de condensado. El acido producido reacciona con la superficie de hormigén para
reducir ain més el pH.

Oxidacion aerébica del Sulfuro

Acidithiobacillus
thiooxidans

(1.13)

H,S + 20, H,S0,

1. Decrecimiento del pH

El proceso de disminucion de pH sobre la superficie del hormigdn tiene 2 componentes: primero es un
proceso quimico (abiético), el cual a medida que comienza a bajar el pH, da paso a la accién bacteriana.
Cuando el pH de la superficie del hormigdn cae a alrededor de 5 0 4, las bacterias azufre oxidantes acidéfilas
pueden comenzar la colonizacion de la superficie del hormigdn. Estas bacterias oxidaran el H,S a acido
sulfarico, pero también pueden oxidar el azufre elemental y el tiosulfato, producto de los residuos organicos
depositados en la superficie del hormigon. Simultdneamente, el H,S gaseoso es oxidado directamente por
el oxigeno presente. Esto provoca una caida del pH superficial a menos de 4 (Wells T. M., 2012).

Oxidacién abiética del Sulfuro

HyS + 20, 2% 1,50, (1.14)



V. Mecanismo de corrosion y pérdida de masa

El acido sulfurico producido por las bacterias azufreoxidantes reacciona con los compuestos de silicato y
carbonato presentes en el cemento del hormigén para formar yeso (CaSOs) a través de las siguientes
reacciones (Wells, 2009):

H,S0, + Ca0 - Si0, - 2H,0 — CaS0, + Si(OH), + H,0 (1.15)
H,S0, + CaC03 — CaS0, + H,CO5 (1.16)
H,S0, + Ca(OH), » CaS0, + 2H,0 (1.17)

Como se indicé anteriormente, la formacién de yeso conduce a un aumento de volumen que debilita la
estructura de cemento y posteriormente, se produce una reaccion entre el yeso formado y el aluminato

tricdlcico dentro de la matriz de cemento para formar etringita mineral (CaO-Al;O3-CaSOs-31H0).

CaSO0, + CaO - Al,05 - 6H,0 + 25H,0 — Ca0 - Al,0 - CaSO, - 31H,0 (1.18)

La formacién de etringita produce una expansién de volumen significativamente mayor que la producida
por el yeso.

Por otro lado, el acido sulfdrico reacciona con silicatos y aluminatos, disolviéndolo con la consiguiente
pérdida de masa del cemento. Los aluminosilicatos reaccionaran, consumiendo iones hidrdgeno, liberando
Al*3, K* y écido silicico (HsSiOs) (Escobar B. , 2008).

Esta reaccion se presenta en la siguiente ecuacion:

. pH<4,5 .
4H* + KAISiz0g (5 + 4H,0 —— K™ + Al*3 4+ 3H,Si0,
(1.19)

H>6
H* + KAISiz0g () + 7H,0 — K* + Al(OH)3 + 3H,Si0,

Estas reacciones conducen al agrietamiento interno y picaduras del hormigdn, aumentando la superficie de
reaccion y facilitando la penetracién de la humedad, cido y microorganismos en la estructura de hormigon.

Durante todo el proceso de corrosion se observa la formacion de una capa blanca y suave (principalmente
yeso) en la superficie del hormigon, la cual se espesa gradualmente con el tiempo. Se ha sugerido que el
efecto de esta capa es proporcionar un medio excelente para el crecimiento bacteriano y por lo tanto acelera
el proceso de corrosion (Verstraete, Vincke, & Boon, 2001).
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1.2.5 Acidithiobacillus thiooxidans

Una de las especies més citadas en los estudios de la corrosion mediada por microorganismo del hormigén
es Acidithiobacillus thiooxidans (Parker, 1945) (Kelly & Wood, 2000) (Milde, Sand, & Wolff, 1983), la
cual es una bacteria Gramnegativa con forma de bacilo, y tamafio de 0,5 x 1,2 [um] aproximadamente,
perteneciente a la familia de las y-proteobacterias, es quimiolitétrofa y su rango de temperatura de
crecimiento va entre los 10°C y los 40°C, por lo que se clasifica como meséfila. Se puede desarrollar en
ambientes de hasta pH 0,5, por lo que es una bacteria acidofila (Rawlings, 1997). Sus rangos 6ptimos de
crecimiento son entre 30-35°C y pH de 2-3,5.

Este microorganismo es capaz de oxidar compuestos de azufre reducido y azufre elemental a sulfato, lo cual
se muestra en la Ecuacion (1.20) (Konishi, Noriaki, & Asai, 1995).

A.thiooxidans

3
S0 4 502 + H,0 ———— H,S0, AG = —150 [Kcal/mol] (1.20)

Esta bacteria azufre-oxidante juega un importante papel en el ciclo del azufre en la biosfera. La capacidad
de los microorganismos para oxidar azufre inorganico se aplica en la industria para la biolixiviacion de
sulfuros de metales béasicos y preciosos de varios minerales y para la eliminacion del azufre de pirita (FeSy)
presente en el carbén (desulfuracion).

En la Figura 1.6, se observa una imagen de A. thiooxidans obtenido mediante microscopia electrénica.

: - L n
Figura 1.6 Imagen de Acidithiobacillus thiooxidans captada con un microscopio electronico (Vergara, 2014)
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1.2.6 Oxidacion de Azufre elemental por A. thiooxidans

Actualmente, el trabajo de la bioinformética sobre el genoma codificado de la A. thiooxidans, ha permitido
construir un modelo aproximado de las vias metabdlicas involucradas en la oxidacién del azufre que lleva
a cabo la bacteria. Mediante esta técnica se puede inferir el cardcter y la constitucién de estas vias,
identificando enzimas, complejos enzimaticos y componentes de cadenas transportadores de electrones
ubicadas en distintos compartimentos celulares (Yin, Zhang, Li, He, & Liang, 2014).

Como se observa en Figura 1.7, el proceso de oxidacion del azufre en A. thiooxidans se iniciaria a partir de
la oxidacion de azufre elemental extracelular (de estructura cristalina ortorrombica Sg), que ingresaria al
espacio periplasmatico por transporte activo de una proteina especial ubicada en la membrana
periplasmatica, la cual activaria el compuesto mediante la ruptura de la configuracién ortorrombica por
grupos tiol de residuos de cisteina, formando un complejo Tiol-Sulfano-atomo de azufre. Este complejo
seria transportado al espacio periplasmatico, donde lo oxidaria la enzima dioxigenasa de azufre (SDO), para
producir sulfito (SOs?) y H,S. Posteriormente, el acido sulfhidrico podria ser convertido a azufre elemental
por la enzima quinona sulfuro reductasa (SQR), ubicada en la membrana citoplasmatica, la que utilizaria
sus quinonas como receptoras de electrones (Sand T. R., 2003).

Maomhrana aviarna

2H H:0 2H
|
vy
.. o » So% » SOf
o W SOR
HaS
2 Cytlox) 2 Cyt{red)
SQR >
P QHZ Mamhrana ritnnlacmatira
Q

Figura 1.7 Modelo bioquimico para la oxidacion de azufre en Acidithiobacillus (Sand T. R., 2003)
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Los atomos de azufre elemental acumulados en el periplasma serian transferidos al citoplasma, en donde la
enzima azufre oxigeno reductasa (SOR) los oxidaria, probablemente utilizando citocromos como receptores
de electrones.

En la Figura 1.8, se presenta un modelo de la oxidacion de Azufre en A. thiooxidans basado en andlisis
bioinforméticos de una seleccion del genoma y se observa que los posibles productos de la reaccion de
dismutacion (%) realizada por la enzima SOR son ion sulfuro, tiosulfato (5.03%) y sulfito (Yin, Zhang, Li,
He, & Liang, 2014).

El sulfuro podria ser convertido a acido sulfhidrico y luego oxidado por la enzima SQR produciendo S°,
mientras que el tiosulfato seria utilizado como substrato de la enzima tiosulfato sulfotransferasa (TST o
Rhodanasa) para producir un &omo de sulfito y uno de azufre elemental. Posteriormente, la proteina
tiolcitoplasmatica (RSH) actuaria como aceptora de un dtomo de azufre para formar el complejo RSSH
sulfato-sulfuro, el cual seria catalizado por el complejo enzimatico heterodisulfuroreductasa (HDR),
regenerando la RSH, lo que produciria una molécula de sulfito.

Luego, el sulfito seria transformado en sulfato (SOs%), por enzimas que no han sido bien identificadas.
Algunas de las enzimas que posiblemente estén involucradas en este proceso son la Fosfo adenosin fosfo
sulfato reductasa (PAPS reductasa) y la Adenilil-sulfato quinasa (APS),

Otra posible via para la oxidacién del azufre, propone que el sulfito periplasmético reaccionaria
espontaneamente con un atomo de azufre para formar tiosulfato, sin la mediacion de enzimas que catalicen
esta reaccion.

La enzima Tiosulfatooxidorreductasaquinona (TQO), ubicada en la membrana citoplasmatica seria la
responsable de la catalisis de tiosulfato a tetrationato, donde la quinona actuaria como receptora de
electrones. La enzima periplasmatica tetrationato hidrolasa (TetH) estaria capacitada para catalizar la
hidrdlisis del tetrationato, generando tiosulfato, sulfato y atomos de azufre elemental.

En cuanto al Tiosulfato, este podria ser catalizado directamente por el complejo de enzimas azufre oxidante
(SOX), para producir sulfato.

El modelo planteado para el sistema enzimatico Sox poseeria tres complejos enzimaticos periplasmaticos:
SoxXA, SoxYZ, SoxB, los cuales oxidan el S;0s* segun el siguiente mecanismo que se describe a
continuacion: (Espinosa J., 2010)

Inicialmente, las proteinas SoxXA catalizarian la transferencia oxidativa y covalente del azufre sulfano
deltiosulfato S,03% (S-SOs%) a la cisteina de una proteina del complejo enzimatico SoxYZ, formando Soxy-
tiocisteina-S-sulfato (SoxYZ-SS-SO37). Posteriormente, el grupo sulfona terminal (-SO3-) es hidrolizado
por el SoxB para producir S-tiocisteina (SoxYZ-S-S) y sulfato SO4*.

2Es un tipo especifico de reaccion redox en la que una misma especie se reduce y oxida a la vez para formar
dos productos con diferentes estados de oxidacion de forma simultanea.
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Luego, el &tomo de azufre del sulfano intermediario (SoxYZ-S-S) seria oxidado por la dioxigenasa azufre
(SDO) para generar SoxYZ-cisteina-S-sulfato (SoxYZ-S-SOs’). Eventualmente, el sulfano terminal de
SoxYZ-S-SOs se hidroliza de nuevo por SoxB, regenerando SoxYZ en el proceso.

Finalmente, se postula una via hipotética de electrones en la cual los electrones generados por las enzimas
SQR, TQO, complejo Sox y HDR, a través de un consorcio de hidroquinonas QH2 se trasfieren a las

oxidasas terminales (BD y bo3) para producir gradiente de protones o al complejo NADH para generar
poder reductivo.

Un resumen de las enzimas involucradas en el proceso de oxidacion bacteriana del azufre se muestra en el
Anexo 2 (Tabla 8.2).

Ss

Mamhrana avtarna

Periplasma

2I:i*

e
bd ubi-ox

PPt 4

S

o )

2H'+ 1 0; H:0
ADP ATP
SO¢ ——PAPSS-XLAPS =2 .50,

6 .
Citnnlaecmna

Figura 1.8 Modelo de la oxidacion de Azufre en A. thiooxidans basado en anlisis bioinformaticos de una seleccion
del genoma (Yin, Zhang, Li, He, & Liang, 2014).
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1.2.7 Fundamentos de la Identificacion de Microorganismos mediante CARD-
FISH

Existen varios métodos que han sido usados para estudiar la diversidad de los microorganismos que
intervienen en un determinado fendmeno, en particular en la corrosion inducida por microorganismos.
Desde la década de los 60s y 70s, la inmunologia nos ha entregado herramientas para identificar ciertas
secuencias diana entre el material genético del microorganismo, a través de la hibridacion de DNA, mRNA
0 anticuerpos especificos. Algunos de los métodos moleculares que se han utilizado para estudiar la
diversidad de bacterias azufreoxidantes son hibridacion DNA/DNA, secuenciamiento de 16S rRNA, PCR
utilizando partidores derivados de la técnica anterior (Pradhan, 2008), e identificacion por medio de T-RFLP
(Morales, 2006).

Una de las técnicas moleculares gue se ha aplicado con més frecuencia en el Ultimo tiempo es la de CARD-
FISH, la cual consiste en la combinacion de la técnica de CARD (Catalyzed Reporter Deposition), con la
técnica FISH (Fluorescence In Situ Hybridization). La utilizacién de CARD-FISH ha permitido estudiar la
ecologia de las comunidades microbianas (plantdnicas en particular), pues permite distinguir un
microorganismo de entre varios en el mismo cultivo, tal como se hace en este estudio.

En la técnica de CARD se polimeriza una molécula de tiramida marcada con un fluordsforo lo que es
catalizado por la enzima HRP (horseradishperoxidase) aumentando la intensidad de la sefial fluorescente,
mientras que en la técnica FISH se identifican determinadas secuencias de DNA por medio de una
hibridizacion especifica de una molécula de rRNA marcada (Pernthaler, 2002).

La hibridacion fluorescente in situ, FISH, se ha convertido en una técnica estandar en microbiologia
ambiental. Méas de 20 afios han pasado desde que esta técnica fue descrita por primera vez (Kubota, 2013).

Como se muestra en la Figura 1.9, la técnica de Hibridacion Fluorescente In Situ se basa en la hibridacién
entre material genético de la célula diana, previamente desnaturalizado (por calor o pH) y una sonda (de
DNA o mRNA) marcada con fluorescencia, la cual permite identificar la existencia de la secuencia buscada.
El ingreso de las sondas a la célula diana es posible gracias a la permeabilizacién previa de la pared o
membrana, la cual debe ser cuidadosamente controlada para no provocar la muerte de las células diana.
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Figura 1.9 Técnica de Hibridacion Fluorescente In Situ (CMG UZ Brussels, Belgium, 2011)

Una de las desventajas de esta técnica radica en la dificultad de detectar material genético en muy bajas
concentraciones, lo cual se logré disminuir hace aproximadamente 15 afios, con la adicion de la técnica de
deposicion por catalizador de una molécula reportera 0 CARD (por sus siglas en inglés Catalyzed Reporter
Deposition) también conocida como Amplificacion de la Sefial de Tiramida.

La técnica CARD consiste en catalizar la fijacion de una molécula etiquetada a la sonda de hibridacion,
mejorando la deteccién o cuantificacion de una determinada secuencia dentro de una muestra mediante la
amplificacion de la sefial de hibridacion. Como se muestra en la Figura 1.10, la enzima HRP (peroxidasa de
rabano picante) adicionada a la hebra-sonda, al momento de hibridar deja expuesto su sitio activo,
reaccionando con las moléculas de tiramida marcadas con fluorsforo que estdn en sus cercanias,
activandolas mediante la pérdida de un electrdn. Para volver a la estabilidad, se une covalentemente a un
compuesto aromatico (tirosina por ejemplo), activando su fluorésforo (como se muestra en la Figura 1.11.
Esta reaccion produce una fijacion y acumulacién de tiramidas fluorescentes en las zonas donde hubo
hibridacion, aumentando la sefial (Mark N. Bobrow, 1989).
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Figura 1.10 Esquema comparativo FISH v/s CARD FISH (Kubota, 2013)

HRP
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Fluorescente Activada de tirosina Unioén covalente
Tiramida-Tirosina

Figura 1.11 Esquema de funcionamiento de la Tiramida y la HRP en la técnica de CARD (Perkin Elmer, 2015)

En resumen, tal como se ve en la Figura 1.12, en la técnica CARD-FISH se utilizan sondas de rRNA
especificas para un determinado microorganismo marcadas con la enzima HRP. Posteriormente se introduce
a la célula moléculas de tiramida marcada con un fluorésforo, de modo tal que al ser polimerizadas por la
enzima HRP; estas emiten luz en una determinada frecuencia de onda. Con esto, se produce una
amplificacion de la sefial, obteniéndose asi una sensibilidad mucho mayor que la obtenida al utilizar solo
FISH (Pernthaler, 2002).
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Figura 1.12 Esquema del método de identificacion de CARD-FISH (Mora, 2010)

Para poder determinar la abundancia relativa de una determinada cepa se realiza una tinciéon con DAPI (4°,6-
diamidino-2-phenylindole), el cual es un fluordsforo que se une al DNA, permitiendo contar las bacterias
totales de una muestra. Un esquema de la tincion con DAPI'y con CARD-FISH se muestra en la Figura 1.13:

Tincion con DAPI Tincion con CARD-FISH

Muestra las bacterias Muestra solo aguellas bacterias
totales en un campo alas que se ha hibridado la
sonda con HRP

Figura 1.13 Esquema de la diferencia de la tincién de una muestra con DAPI y con tiramida posterior a la hibridacion
con sondas de DNA marcadas con HRP (CARD-FISH) (Mora, 2010)
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1.3 MOTIVACION

El envejecimiento de la infraestructura urbana, vial e industrial, es uno de los problemas mas graves que
enfrenta la sociedad de hoy. En las Gltimas décadas, la investigacion y el trabajo de profesionales sobre
corrosion se ha centrado principalmente en nuevas especificaciones técnicas de materiales para la
construccidn, en el disefio de proteccion y control contra la corrosion para las construcciones, ya sean
edificios, puentes, carreteras, plantas, tuberias, tanques, y otros elementos claves de infraestructura (Koch
etal., 2010).

Hoy en dia, a mas de 100 afios de la revolucién industrial, gran parte de las primeras infraestructuras
construidas de hormigén alcanza el final de su vida Util de disefio, por lo que se hace hincapié en mantener
y extender la vida de estos valiosos activos. Es por ello que resulta de vital importancia prevenir la corrosion
bacteriana asociada a la pérdida de resistencia y durabilidad en ambientes &cidos y/o humedos,
(hidroeléctricas, desagiies, mineria).

La motivacion de este estudio se enmarca en la disminucién del impacto ambiental de los proyectos de
infraestructura, al aumentar la durabilidad de las estructuras de hormigoén, previniendo la componente
bacteriana de la corrosién y durabilidad en ambientes acidos y/o humedos (hidroeléctricas, desagies,
mineria), comenzando por el conocimiento de las dindmicas bacterianas asociadas a este fendmeno.

14 DESCRIPCION DEL PROYECTO

El proyecto consiste en el estudio de la dindmica de las bacterias azufre-oxidantes en procesos de corrosion
del hormigdn. Este estudio se realiza en su primera etapa, a partir del aislamiento e identificacion de las
bacterias presentes en hormigdn extraido de estructuras con sefiales de corrosion. En una segunda etapa, se
realiza el analisis de la relacion entre el desarrollo bacteriano, producciéon de acido y el avance de la
corrosion en cemento endurecido.

1.5 JUSTIFICACION

La infraestructura vial y de obras publicas, asi como alcantarillados y redes de suministro sanitario en las
ciudades, requiere a nivel mundial una alta inversion en estructuras de hormigén, cuyas expectativas de
durabilidad y resistencia obligan a un continuo recambio de estas. Por dar un ejemplo, solo en los Estados
Unidos se ha estimado que se requieren entre US$ 20 mil millones y US$ 21 mil millones anuales, solamente
para proporcionar una adecuada infraestructura para agua potable y aguas residuales, sin considerar otras
obras urbanas construidas de hormigén (NACE International National Association of Corrosion Engineers,
2001). También se ha estimado que los costos asociados a la operacién y mantenimiento anual de esta
infraestructura de agua potable y alcantarillado exceden los US$ 31 mil millones y US$ 25 millones,
respectivamente (Koch, 2002).

En este contexto, no es sorprendente observar que la corrosion de estas infraestructuras ha sido un tema de
debate durante décadas en el extranjero, con poco consenso sobre los métodos para el disefio y
especificaciones que permitan satisfacer de manera Optima su durabilidad y resistencia en los distintos y
exigentes medios ambientales a los cuales estan sometidas.
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Por otro lado, se estima que los costos directos anuales asociados a reparacion de estructura vial que ha sido
dafiada por corrosion en Estados Unidos alcanza un total de US$8,3 mil millones, en los que incluyen
US$3.8 millones de dolares para reemplazar los puentes que presentan deficiencias estructurales (fracturas,
falta de resistencia), US$ 2 mil millones para el mantenimiento y los costos de capital de inversién para el
hormigdn de puentes nuevos y US$ 2 mil millones para sus subestructuras de hormigdn (obras méas pequefias
asociadas a grandes infraestructuras como plantas de agua potable o terminales de buses, aeropuertos o
puertos) (NACE International National Association of Corrosion Engineers, 2001). A nivel mundial, se
estima gue el costo de reparar los dafios producidos por la corrosién inducida por microorganismo (MIC)
es equivalente a 1 billion de délares al afio (Wells T. M., 2012)

La falta de mantencion o el mal estado de esta infraestructura produce, ademas de los costos ya mencionados,
altos costos indirectos para los usuarios, tales como congestion vehicular, retrasos en desplazamiento,
dificultades de trafico y pérdida de productividad, los cuales se estimaron tan altos como 10 veces los costos
directos indicados anteriormente producidos por la corrosion.

Se considera también que los ahorros en la produccion de hormigén tienen un alto impacto en el medio
ambiente, debido al alto costo energético y a las grandes cantidades de CO, emitidas por cada tonelada de
hormigén. Se calcula que la razén peso CO, emitido/Peso cemento producido es cercana a 1 (NRMCA,
2012), por lo que aumentar la durabilidad y resistencias de las infraestructuras de hormigoén es hoy también
una necesidad para el cuidado del planeta.

A pesar de estas aparentes desventajas, el hormigon sigue siendo el material constructivo mas utilizado en
el mundo, debido a su accesibilidad en diversos lugares del planeta, a los bajos costos de operacion asociados
a sus estructuras y a su larga vida util, que recientemente fue calculada en méas de 80 afios por el Instituto
Tecnoldgico de Massachusetts (Ochsendorf, y otros, 2011).

Se estima, por ejemplo, que la velocidad de corrosion del concreto en ductos de drenaje puede ser de 1 a 10
mm por afio, lo cual puede reducir el tiempo de vida de estos sistemas a menos de 30 afios en lugar de los
80-100 afios de vida util proyectada (RILEM TC 183-MIB, 2005).
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2. Objetivos

2.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la presencia de bacterias azufreoxidantes en la degradacién del hormigén.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar bacterias desde hormigon con signos de corrosion.
o Identificar las bacterias aisladas
e Estudiar el efecto del H,SO. producido por Acidithiobacillus thiooxidans, sobre el hormigon.

2.3 LIMITACIONES Y ALCANCE

Para la realizacion de este estudio, se consider6 como un indicador del desarrollo bacteriano la produccion
de &cido, la cual fue medida a través de las variaciones de pH de las soluciones y medios de cultivos. Durante
el desarrollo de los cultivos en particular, se consideré la hip6tesis que sefiala que el crecimiento bacteriano
es directamente proporcional a la produccion de acido y la consiguiente disminucién del pH, estimandose
asi el desarrollo bacteriano positivo.

Debido a las limitaciones que implica medir con exactitud los cambios de masa en los materiales corroidos,
en este estudio, se decidié medir la corrosion de forma indirecta, mediante la cuantificacion de iones que se
producen en el proceso de corrosion, estos son el i6n Calcio Ca?* y el ion sulfato SO4%, asumiendo que el
aumento de estos iones en disolucidn dan cuenta del avance de la corrosion.
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3. Metodologia

La metodologia descrita a continuacion se divide en varias secciones que representan las etapas necesarias
para obtener resultados en cada uno de los objetivos especificos sefialados. Estos son aislamiento de
bacterias y su identificacion a partir de muestras corroidas y cultivo de A. thiooxidans con sustrato de
cemento endurecido o mortero (3).

3.1 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS DESDE HORMIGON CORROIDO

Para el desarrollo de esta etapa, se realizaron los siguientes experimentos:

3.1.1 Aislamiento de bacterias desde hormigén corroido

Para obtener una poblacion de bacterias factible de ser identificada posteriormente mediante el método de
CARD-FISH, se procedi6 al cultivo de muestras obtenidas desde testigos de hormigén extraidos de
estructuras que presentaban sefiales evidentes de corrosidn. Las caracteristicas de las muestras utilizadas se
detallan en la Tabla 3.1:

Tabla 3.1.Caracteristicas de las muestras de hormigdn con signos de corrosion

Muestra Procedencia Granulometria Peso [g]
Central Termoeléctrica  Baja (0,25 mm promedio
M1 ) 19,98
Norte Grande aproximadamente)
, Central Termoeléctrica  Alta (0,5 mm promedio
Ml . 19,84
Norte Grande aproximadamente)
Pavimento yacimiento  Baja (0,25 mm promedio
M2 X ) 20,07
minero Zona Central aproximadamente)
, Pavimento yacimiento  Alta (0,5 mm promedio
M2 X . 65,39
minero Zona Central aproximadamente)

a) Materiales y Equipos

e 4 matraces Erlenmeyer de 250 [mL]

e 90 [ml] de Medio basal estéril por cada matraz (de composicion 6 [g/L] de (NH4)2SOs, 0,2 [g/L] de KClI,
1 [g/L] de KoHPO,-3H-0, 1[g/L] MgSO4-7H,0, 0,02 Ca(NO3).-4H,0, pH ajustado a 4.0 con H,SO4
concentrado)

e 10 [ml] tetrationato potésico (K2S4O0s) 0,1M estéril (mediante filtracion por membrana 0,22 [um]) por
cada matraz

% Mortero: Material obtenido de la mezcla de arena, cemento y agua.
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e 10 [g] de muestra por cada matraz

e Agua destilada esteéril

e Probeta de 100 [ml]

e Pipeta de 10 [ml]

e Micropipeta de 500 [ul]

e Puntas pléasticas para micropipeta de 500 [pl]
e Tubos Falcon de 10 [mL]

e pH-metro Jenco modelo 1671, con electrodo de vidrio
e Balanza PRECISA1620C

e Balanza PRECISA XB22A

e Shaker ambiental a 30°C y 100 RPM

b) Disefio del experimento

El experimento se realiz6 utilizando 4 matraces esterilizados previamente de 250 [ml], dos de los cuales
tenian boca ancha para poder introducir los trozos sin moler de hormigén. En cada matraz se introdujeron
90 [ml] de Medio basal (pH 4.0 ajustado con H.SO. concentrado), 10 [ml] de Tetrationato 0,1M y 10 gramos
de muestra (excepto aquellos matraces con trozos de hormigon). El contenido, peso y pH inicial de cada
matraz se muestra en laTabla 3.2

Tabla 3.2. Condiciones iniciales matraces de cultivo

Matraz Muestra Peso [g] inri)nl:_i|al
M1 Central Termoeléctrica Norte Grande— Granulometria baja 229,22 7,70
M1’ Central Termoeléctrica Norte Grande— Granulometria alta 275,10 6,56
M2 Pavimento yacimiento minero Zona Central — Granulometria baja 236,88 7,91
M2’ Pavimento yacimiento minero Zona Central — Granulometria alta 307,79 7,51

Los matraces fueron incubados en shaker ambiental a 100 RPM (R=40[cm]) y 30°C; se repuso el agua y se
controlé el pH cada 7 dias durante 7 semanas.

El procedimiento de reposicion de agua y toma de pH consistio en pesar los matraces a T° ambiente, calcular
el agua evaporada, adicionar agua estéril, agitar y dejar reposar. Luego se extrajeron 5[ml] de medio con
micropipeta a un tubo Falcon de 10 ml, en el cual se determind el pH de la solucién.

Al estar en contacto con la solucion del medio de cultivo, el cemento actia como buffer subiendo el pH de
la solucion. Los pH registrados son mayores a los pH en que se desarrollan las bacterias azufreoxidantes y
muy superiores al rango de pH 6ptimo, por lo que se ajusté semanalmente el pH de la solucion con acido
sulfdrico concentrado, hasta llegar a un pH entre 4 y 5. Esto se realiza durante 4 semanas. Luego de este
periodo, la produccién bacteriana logra que el pH disminuya en la solucion.
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3.1.2 Recuento directo de células plancténicas

El nimero de microorganismos desarrollados durante el asilamiento de bacterias desde hormigdn corroido,
se determiné mediante recuento directo al microscopio.

a) Materialesy equipos

Microscopio marca Nikon, modelo Labophot

Camara Neubauer mejorada Merienfeld, de 0,2 mm de profundidad, para recuento de células.
Micropipetas de 20[uL].

Puntas para micropipeta.

Mechero.

Etanol.

b)

Procedimiento

1.

2
3.
4.
5

Limpiar con etanol la zona donde se trabaja.

Encender el mechero.

Tomar 8 [uL] de la muestra.

Colocar la muestra sobre la camara de recuento de 0,2 mm de profundidad.

Posicionar la cAmara de recuento para ser observada en el microscopio con un aumento ocular de
10x y un objetivo de 40X.

Contar las células presentes en cada cuadro de la camara, en al menos 5 cuadrados. Si hay baja
densidad celular se cuenta en los cuadrados grandes y si hay alta densidad se cuenta en los cuadrados
pequefios.

Se promedia el nimero de células por el nimero de cuadrados cuantificados y este valor se
multiplica por 1,25x10° o 2,00x107 segln se haya realizado el conteo en cuadrados grandes o
pequefios, respectivamente.

El valor obtenido corresponde a la concentracion aproximada de “células/mL” de la muestra.

3.1.3 Identificacion de las Bacterias por CARD-FISH

Materiales y Equipos
Acromopeptidasa 60[u/mL]
Agarosa 0,2%

Agua DD (destilada y desionizada)
Citifluor 5,5 partes [v/v]

DAPIL [pg/mL]

Dextran sulfato 10%

DNA de esperma de salmon 0,5 [mg/mL]
Etanol al 96%

Formaldehido al 37%

tRNA de E.Coli 0,5 [mg/mL]
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e Formamida 55%

e HCI 0,01 [M]

e Lisozima 10 [mg/mL]

e NaCl [mg/mL]

e SDS 0,02%

e Solucion Denhardt 5%

e Sondas de rRNA marcadas con HRP 50 [ug/uL]
e Tiramida Cy3

e Tris—HCI (pH7,5) 0,1 [M]

e Triton X-100 0,05%

o tRNA de E.coli 0,5 [mg/mL]

e VectaShield 1 parte [v/v]

e Filtro policarbonato, poro de 0,2 pm

o Estufa

e Horno de hibridacion marca Stuart Scientific

e Microscopio de epifluorecencia marca Zeiss, equipado con los filtros de 365nm y 546nm

b) Sondas utilizadas

Se escogieron las sondas de hibridacidn para las bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus
thiooxidans, dado que en la literatura se indica que son las dos bacterias predominantes en ecosistemas de
corrosion (Okabe, Odagiri, Ito, & Satoh, 2006) (Sand W. , 1987)

e (A.ferrooxidans):GGA CTT AAC CCA ACA TCT CA (Bustos, 2005)
e (A. thiooxidans):AAG AGG AGC CTA CGT CTG A (Bustos, 2005)

3.1.4 Protocolo para el tratamiento de células en suspension

Este protocolo se basa en otro descrito hace catorce afios (Pernthaler, 2002), al cual se le realizaron algunas
modificaciones, principalmente en cuanto a los volumenes que se utilizaron (Escobar B. , Técnica
modificada de CARD-FISH, 2010).

a) Traspaso de células desde una suspension a un soporte
Esta etapa del protocolo permite traspasar las células suspendidas en la solucién a un soporte, que en este
caso es un filtro de policarbonato.

1. Centrifugacion a 1000 [RPM] de 6 ml de solucién de cultivo, para separacion de células
plancténicas de restos minerales.

2. Fijacion celular de 5 ml de suspension con al menos 106cel/ml con formaldehido al 4% por 1 hora
en hielo.

Filtrado en membrana de policarbonato.

4. Se sugiere evaluar un trozo de filtro con DAPI 1 pg/ml para asegurarse de la presencia de las células
en la concentracion deseada (10* a 10°).
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Sumergir el filtro en agarosa al 0,2% a 37°C, por ambas caras. Dejar secar sobre un vidrio de reloj
a 35°C durante 10 min. El bafio del filtro en agarosa protege la integridad de las células a lo largo
del proceso.

Deshidratar el filtro en etanol al 96%, por 1 minuto a temperatura ambiente.
Dejar secar al aire.

b) Permeabilizacion de células e inactivacion de peroxidasas

1. Incubar el filtro en una placa Petri pequefia con 1 ml de lisozima (10 mg/ml en 0,05M EDTA, 0,1
M Tris-HCI, pH 7,5), por 60 min a 37°C.

2. Lavar con agua DD, por 1 min.

3. Incubar el filtro en una placa Petri pequefia con 1 ml de acromopeptidasa por 30 min a 37°C (60
U/ml en 0,01 M NacCl, 0,01 M Tris-HCI pH 8).

4. Lavar con agua DD por 1 min.

5. Incubar el filtro en una placa Petri pequefia con 1 ml de HCI 0,01 M, por 10 min.

6. Lavar el filtro con agua DD, 2 veces, por 1 min.

7. Deshidratar el filtro en etanol al 96%, por 1 minuto a temperatura ambiente.

8. Dejar secar al aire.

Hibridacion

1. Cortar los filtros en secciones de 5x5 mm aproximadamente.

2. Bloquear las secciones de filtro con Solucién Denhart 5x por 15 min.

3. Depositar entre 2 a 4 secciones en un tubo microcentrifuga (eppendorf) de 0,2 ml.

4. Mezclar con 200 pl de buffer de hibridacion (0,9 M NaCl, 20 mMTris—HCI [pH7,5], 10% dextran

sulfato p/v, 0,02% p/v SDS, 55%v/v formamida, Solucion Denhardt 5x, 0,5mg/ ml de DNA de
esperma de salmon, 0,5mg/ ml de tRNA de E.coli) y 2ul de sonda de DNA marcada con HRP (se
repite este paso para cada sonda, en este estudio: A. thiooxidans y A. ferrooxidans, seguin se muestra
en la Tabla 3.3)

Tabla 3.3. Guia de hibridaciones
Muestra  Procedencia  Hibridado con sonda de

1 M1 A. ferrooxidans
I M1 A. thiooxidans,
2 M1’ A. ferrooxidans
2 M1’ A. thiooxidans,
3 M2 A. ferrooxidans
3 M2 A. thiooxidans
4 M2’ A. ferrooxidans
4 M2’ A. thiooxidans
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5. Incubar los filtros a 35°C por 2hr, en horno de hibridacion.
6. Lavar filtros con agua DD a 37°C por 10 min.

d) Revelado y observacion
1. Remover el exceso del liquido con papel filtro.

2. Traspasar los filtros a placas Petri.
3. Incubar filtros en 1 ml de PBS 1x con 0,05% de Triton X-100, por 15 min.
4

Incubar filtros en mezcla de sustrato de tiramida (1 parte de tiramida Cy3 en 10 partes de buffer de
amplificacién, solo lo necesario para cubrir la superficie brillante de la seccion, aproximadamente
10 [uL] por seccion), por 10 min, en la oscuridad.

Incubar filtros en 10 [mL] de PBS 1x con 0,05% de Triton X-100, por 15 min en la oscuridad.
Lavar con agua DD, por 1 min.

Lavar con etanol al 96% por 1 min.

Secar al aire.

© © N o O

Tefir con DAPI 1 [ug/mL] para evaluar al microscopio.
10. Colocar una seccion del filtro sobre un portaobjeto.

11. Cubrir las secciones de filtro con Mountant (5,5 partes de Citifluor, 1 parte deVectaShield, 0,5 partes
de 1x PBS con DAPI de concentracion finall [pg/mL]).

12. Colocar un cubreobjeto sobre el filtro, y agregar una gota de aceite de cedro.

Una vez que se tienen los trozos de filtro tefiidos con las distintas sondas, se procede a la evaluacién del
mismo, utilizando un microscopio de epifluorescencia con un aumento de 1000x (objetivo 100x y ocular
10x). Para la identificacion y determinacion del porcentaje de las células totales que corresponde a cada
cepa se realiza lo siguiente:

e Recuento de las células totales presentes en una seccién del filtro utilizado. Para esto se evalla el filtro
utilizando un filtro de luz UV con una longitud de onda 365nm, que permite ver las células que han sido
tefiidas con DAPI (fondo azul; las células se ven azul brillante).

o Para el recuento de células especificas la misma seccién del filtro se evalta utilizando un filtro de luz
UV con una longitud de onda 546nm, por medio del cual se podra determinar la cantidad de células que
han sido tefiidas con Cy3 (fondo rojo, las células se ven rojo brillante). En esta etapa es necesario fijarse
que las células que se estan contando estén también presentes al observar la seccion del filtro para DAPI.
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3.2 CULTIVO DE A. THIOOXIDANS EN MEDIO DE CULTIVO CON CEMENTO ENDURECIDO

3.2.1 Preparacion Inoculo

El cultivo de indculos utilizados fue realizado en dos matraces agitados a 200 [RPM] y una temperatura de
30°C, usando A. thiooxidans sobre azufre en perlas de diametro entre 2,36 y 3,32 [mm].

A continuacion se detallan las metodologias utilizadas para el cultivo de bacterias en matraces, basadas en
una técnica estandarizada para cultivos de A. thiooxidans en el laboratorio de Biohidrometalugia del
Departamento de Ingenieria Quimica y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Fisica y Matematicas de
la Universidad de Chile (Escobar B., 2012).

Durante el desarrollo de este experimento, se utilizé agua desionizada para las soluciones, para obtener
mediciones de ion Ca?* sin perturbaciones.

3.2.2 Obtencion de perlas de azufre

a) Materialesy equipos

e Azufre p.p.a. marca Merck.

e 8[L] de Agua desionizada.

e Estanque de vidrio de 10 [L].

¢ Plato agitador/calefactor marca Sybron modelo SP18420.

e Agitador vertical Janke&Kinkel modelo RW20.

o Paleta tipo hélice de 4 palas, de acero inoxidable.

e Medidor de temperatura (termocupla) marca Chy modelo (W) 502.
e Vasos de precipitado de 50 [mL].

e Manto Calefactor eléctrico con regulador de voltaje ROMI modelo TDGC-0.
e Tamices tipo Tyler marca Endecotts Ltd.

o Papel Filtro.

e Colador para filtracion.

e Campana de extraccion.

e Soporte metalico para el agitador.

b) Obtencidn de perlas de azufre
1. Instalar el estanque con el agitador vertical y su paleta sobre el soporte metélico.

2. Agregar agua desionizada a dicho contenedor.

3. Regular una agitacién suficientemente fuerte para que exista un torbellino dentro del estanque que
se extienda hasta su base.

Encender el manto calefactor a 100 [V] de potencial.

Instalar el medidor de temperatura.

Regular la potencia para que el manto calefactor alcance los 90°C.

En paralelo, pesar 15 [g] de azufre en polvo en cada vaso de precipitado de 50 [mL].

© N o 0 &

Al alcanzar los 90°C, introducir un vaso de precipitado por vez en el manto calefactor, cuidando
que la termocupla se sitle al centro de la masa interna de azufre.
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10.
11.

12.

13.
14.
15.

Encender la campana de extraccion.
Cambiar el voltaje del manto a 80 [V] cuando la temperatura del mismo vuelva a ser 90°C.

Monitorear visualmente el cambio de estado del azufre (sélido a liquido), situacién que se alcanza
tipicamente cuando la temperatura interna se encuentre entre los 128°C y 132°C.

Una vez que el azufre se funde, verter rdpidamente el contenido sobre el agua desionizada en
agitacion, obteniendo asi las esferas o perlas de azufre debido al cambio repentino de temperatura.
Para evitar problemas de rapida solidificacion del azufre, se utiliza como respaldo el plato
agitador/calefactor a alta T°.

Filtrar la solucién para separar las perlas de azufre del agua destilada.
Secar el filtro con la perlas de azufre a 30°C por 24 horas.

Utilizar los tamices para separar por granulometria las perlas de azufre, entre los 2,36 y 3,32 [mm]
de didmetro.

3.2.3 Esterilizacion de las perlas de azufre

Con el fin de eliminar microorganismos no deseados poblando las perlas de azufre previamente sintetizadas,
se realiza el siguiente procedimiento de esterilizacion:

a) Materiales

e Matraz Erlenmeyer.

e 100 [mI]Medio de Cultivo Basal (0,4 [g/L] de (NH4).SO4, 0,4 [g/L] de MgSO4-7H.0O y 0,056 [g/L] de
KH.PO,4) a pH 2,3, ajustado con HCI, no estéril (para no interferir con las mediciones de ion sulfato
S04 se utiliz6 acido clorhidrico en vez de &cido sulfurico para ajustar pH)

o 3 [g] de perlas de azufre.
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b)

Esterilizacion de Azufre
1. Colocar el azufre masado en el matraz, y 100 [mL] de MC 2,3 (proporcién del 3% p/v).

2. Cerrar el matraz con una tapa de gasa y algodon.
3. Colocar el matraz en una olla tapada, sin presion y que contenga un litro de agua destilada, por
media hora luego de haber alcanzado la ebullicion del agua.

4. Para eliminar las esporas de hongos que pudiesen haber sobrevivido a la primera esterilizacion, se
debe dejar enfriar por 24 horas, cambiar el medio de cultivo del matraz y repetir el paso 3.

3.2.4 Cultivo de in6culos en matraces sobre perlas de azufre

Materiales y equipos

2 matraces Erlenmeyer de 250 [ml], con tapdn de algodén, esterilizados previamente

8 [ml] de indculo puro de A. thiooxidans con una poblacion aproximada de 108 [células/ml], previamente
ambientada a las perlas de azufre elemental a usar en este estudio.

12 [g] de perlas de azufre elemental, con didmetro entre 2,36 y 3,32 [mm].

700 [mI] Medio de Cultivo Basal (0,4 [g/L] de (NH4)2SO4, 0,4 [9/L] de MgSO4-7H.0 y 0,056 [g/L] de
KH2PO,) a pH 2,3.

Shaker giratorio ambiental, a una agitacion de 200 RPM y calefaccionado a 30°C.

pH-metro Jenco modelo 1671, con electrodo de vidrio.

6 tubos Falcon de 10 [mL].

Micropipeta de 5 [mL].

Puntas plasticas para micropipetas.

Unidad de filtracion Millipore estéril

Filtro membrana Millipore, poro 0,22 [um]

Matraz Erlenmeyer de 50 [ml]

Preparacion de los cultivos
1. Preparar cada matraz, en condiciones estériles, con la siguiente configuracion:

3 [g] de perlas de azufre.
80 [mL] de Medio Basal pH 2,3
20 [mL] de indculo previo.

2. Tapar cada matraz con tapones de gasa y algodon.

3. Disponer los matraces en el agitador calefaccionado para el crecimiento de las bacterias a su
temperatura 6ptima.
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¢) Seguimiento y Control
Para controlar los parametros de seguimiento de los matraces, se deben extraer alicuotas de 5 ml, siguiendo
el siguiente protocolo:

1. Pesar los matraces y reponer el agua evaporada debido al efecto de mantener los cultivos a 30°C.
2. Extraer 2 [ml] de sobrenadante a un tubo Falcon.

3. Reponer el volumen extraido con MC 2,3.

4. Pesar cada matraz y anotar dicho valor para la siguiente toma de muestra.

5. Almacenarlos nuevamente en el shaker.

Para medir pH de cada matraz, se debe seguir el siguiente procedimiento:

1. Calibrar el pH-metro a temperatura ambiente.

2. Extraer 2 [mL] de la muestra obtenida.

3. Colocar cada alicuota en un tubo Falcon.

4. Medir el pH de cada muestra, sumergiendo el electrodo del pH-metro al interior del tubo.

d) Filtraciény concentracion
Para ser utilizados como inéculos, se debe concentrar las bacterias presentes en el sobrenadante, siguiendo
el protocolo descrito:

1. Filtrar el sobrenadante.

2. Resuspender las bacterias adheridas al filtro en 22 [mI] de MC 2,3, en un matraz de 50 [ml]
previamente estéril.

3. Realizar conteo con 2 ml de la resuspension.

3.2.5 Colonizacion de perlas de azufre con A. thiooxidans

Se prepararan los matraces en forma estéril con 3 [g] de perlas de azufre, 90 [mL] de Medio Basal y el
indculo de bacterias para los experimentos, y una solucion de Timol para los controles. Se colonizaran las
perlas de azufre de cada matraz con A. thiooxidans durante una semana, previo a la incorporacion del
cemento para el cultivo.

a) Materialesy equipos

e 6 matraces Erlenmeyer esterilizados previamente, de 250 [ml].

e 600 [mI]Medio de Cultivo Basal (0,4 [g/L] de (NH4)2SO4, 0,4 [g/L] de MgSO4-7H.0 y 0,056 [g/L] de
KH,PO,) a pH 2,3, ajustado con HCI (para no interferir con las mediciones de ion sulfato SO4? se utilizd
acido clorhidrico en vez de &cido sulfarico para ajustar pH)

e 60 [qg] de perlas de azufre.

e 15 [ml] de inéculo concentrado.

e 10 [mI] Solucion de Timol en etanol al 2% p/v.
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La configuracién de los matraces se muestra en la Tabla 3.4

Tabla 3.4. Configuracion de matraces.

Medio de Cultivo

Matraz Inéculo Azufre [g] oH 2, 3 [ml]
10 [ml] de indculo concentracion 3x107
Muestra 1 [bacterias/ml], proveniente de T1. 3 %0
10 [ml] de indculo concentracion 3x107
Contramuestra 1 [bacterias/ml], proveniente de T1. 3 %0
. . 0
Control 1 10 [mlI] Solucién de Timol en etanol al 2% 3 90
p/v
10 [ml] de indculo concentracion 3x10°
Muestra 2 [bacterias/ml], proveniente de T2. 15 %
10 [ml] de indculo concentracion 3x10°
Contramuestra 2 [bacterias/ml], proveniente de T2. 15 %
. . 0
Control 2 10 [mlI] Solucion de Timol en etanol al 2% 15 95

p/v

Se mantuvieron los matraces en shaker a 30°C durante una semana, midiendo pH cada dos dias, hasta
alcanzar un valor menor a 2. Alcanzado este pH se prosiguié incorporando 10[g] de cemento molido
esterilizado en cada matraz, y se comenzd a medir la actividad bacteriana a través de la toma de pH, calcio
en solucion y sulfatos:

b) Seguimiento y Control
Para controlar los parametros de seguimiento de los matraces, se deben extraer alicuotas de 5 ml, siguiendo
el siguiente protocolo

1. Pesar los matraces y reponer el agua evaporada debido al efecto de mantener los cultivos a 30°C.
2. Extraer 5 [ml] de sobrenadante a un tubo Falcon.

3. Reponer el volumen extraido con Medio de Cultivo Basal pH 2,3.

4. Pesar cada matraz y anotar dicho valor para la siguiente toma de muestra.

5. Almacenarlos nuevamente en el shaker.

Para medir pH de cada matraz, se debe seguir el siguiente procedimiento

1. Calibrar el pH-metro a temperatura ambiente.

2. Extraer 2 [mL] de la muestra obtenida.

3. Colocar cada alicuota en un tubo Falcon.

4. Medir el pH de cada muestra, sumergiendo el electrodo del pH-metro al interior del tubo.
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3.2.6 Preparacion de probetas de mortero de cemento Portland

Materiales y equipos

500 [g] Cemento Portland Nacional (NCh 148 Of.68 Cemento - Terminologia, clasificacion y
especificaciones generales, 1968) (Caracterizacion en ANEXO3)

255 [g] Agua destilada

1.500 [g] Arena Normalizada segun (NCh 157. Of 67, 1967)

Mezcladora segun (NCh 157. Of 67, 1967)

Balanza

Moldes segin (NCh 157. Of 67, 1967)

Procedimiento

1. Mezcla de materiales segin (NCh 157. Of 67, 1967)

2. Llenado de moldes y compactacion segun (NCh 157. Of 67, 1967)

3. Fraguado en camara hiumeda a 23°C y 90% de humedad por 24 horas
4. Desmoldado

3.2.7 Esterilizacion de muestras de cemento

Materiales y equipos

2 matraces Erlenmeyer de 250 [ml].

60 [g] mortero de cemento Portland endurecido y molido
Placa Petri estéril

Papel de aluminio

Balanza PRECISA 1620C

Para esterilizar las muestras de cemento:

5. Preparar 6 paquetes de papel de aluminio con 10 [g] de cemento molido cada uno y cerrar
cuidadosamente.

6. Colocar 3 paquetes en cada matraz.

7. Poner los matraces en una olla tapada, sin presién y que contenga un litro de agua destilada, por
media hora luego de haber alcanzado la ebullicién del agua.

Dejar enfriar por 24 horas.

9. Para eliminar totalmente los microorganismos que pudiesen estar presentes y sus esporas, se debe
repetir 2 veces esta operacion.

33



a)

b)

a)

3.2.8 Medicion de Sulfatos en solucion por turbidimetria

Materiales y equipos

BaC|2' 2 Hzo.

Cloruro de sodio (NaCl) de concentracion 240 [g/L] en solucion, con HCI al 0,3%.
Glicerina 1:1 con agua desionizada.

Agua desionizada.

Espectrofotometro UV-visible, marca Agilen, modelo 8453.

Software computacional ChemStation UV-visible.

Computador.

Matraces aforados de 25 [mL].

Procedimiento
En un matraz aforado agregar agua des-ionizada hasta alcanzar la mitad del volumen del contenedor.

Agregar 1 [mL] de la solucion de biooxidacion a medir.
Agregar 2,5 [mL] de glicerina 1:1. Agitar.

Agregar 1,25 [mL] de NaCl 240 [g/L]. Agitar.

Aforar a 25 [mL] con agua desionizada. Agitar.
Agregar 0,075 [g] de BaCl.-2 H0.

Agitar durante un minuto.

© N o a ~ w DR

Medir concentracion en espectrofotémetro UV-visible a 500 [nm] contra blanco, cada un minuto
hasta completar 3 mediciones. Esta medicidn es llevada a cabo por el software instalado en el
computador.

9. Finalmente se obtiene un promedio de concentracion de sulfato con 3 valores entregados por el
equipo.

3.2.9 Medicion de ion calcio por espectrofotometria absorcion atdmica

Preparacion solucion matriz

Para preparar 2 [L] de soluciéon HCI 0,11M + 0,5%KCI + 0,5% LaCl,

Equipos y Materiales:

Equipo de absorcion atdbmica 1100 B de Perkins Elmer, con lampara de catodo hueca de Na/K.
Matraz de aforo de 2 [L]

10 [gr] KCI

10 [gr] de LaCl,

16 [mL] HCI al 37% en agua desionizada.
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c) Preparacién de material

Ambientar 8 matraces de aforo de 100 [mL] con solucién de HNO; 0,3M y luego enjuagar 3 veces con agua
desionizada.

d) Preparacion de estandares
A partir de un titrisol de calcio, el cual se diluye en 1 litro de solucién de HNO3 0,3 M, en agua desionizada,
para generar un patrén de 1000 ppm de Ca?*.

A partir de este patron se realizan diluciones segln el esquema que se muestra en el Anexo 6, generando
patrones de 1, 5, 10, 20, 50, 100 y 200 ppm.

Con estos patrones se construye una curva la cual sera utilizada por el equipo para calcular la concentracion
de calcio en las muestras a medir.

Una vez cargada la curva, se procede a medir cada muestra, en el equipo de absorcion atémica.
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4. Resultados y Discusion

4.1 AISLAMIENTO DE BACTERIAS DESDE HORMIGON CORROIDO

Como se indic6 en la descripcion metodoldgica, para el aislamiento de bacterias a partir de hormigoén
corroido, se realiz6 el seguimiento del desarrollo bacteriano a partir del monitoreo de la variacion de pH en
el medio de cultivo.

Los resultados de estas mediciones se muestran en la Figura 4.1y Figura 4.2. Las tablas de datos con las
que se construyeron estos graficos se muestran en el Anexo 1 (Tabla 8.1. pH Cultivos de muestras de
hormigdn corroido).

9,5
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8,5
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6,5 ‘ efll=Muestra

6,0 B = granulometria

alta
5,5
5,0
0 2 4 6 8
tiempo [semanas]

Figura 4.1Gréfico de la evolucidn de pH en medio en cultivo para el aislamiento de bacterias desde hormigon
corroido proveniente de testigo obtenido en una Central Termoeléctrica del Norte Grande
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Figura 4.2 Gréfico de la evolucion de pH en medio de cultivo para el aislamiento de bacterias desde hormigén
corroido proveniente de testigo obtenido desde pavimento de un yacimiento minero de la zona central.
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Del analisis de estas variaciones de pH se observa que durante las dos primeras semanas de cultivo, el pH
tendio al alza, manteniéndose constante entre las semanas 3 y 4, para comenzar a bajar recién en la semana
5, estabilizandose hacia el final del experimento en pH = 5,5 — 6.

Las alzas de pH iniciales fueron debido al consumo de H* provocado por la disolucion de los silicatos
presentes en el cemento, segln las siguientes ecuaciones:

. PH<4,5 .
4H* + KAISi30g (s + 4H,0 — K* + Al*® 4+ 3H,Si0,

pH>6 (4.1)
H* + KAlSiz0g (5) + 7H,0 — K* + Al(OH)3 + 3H,Si0,

Este aumento del pH afect6 el crecimiento bacteriano, haciéndolo mas lento, pues el medio de cultivo estuvo
la mayor parte del tiempo a un pH superior al adecuado para el desarrollo de acidofilas, que son el tipo de
bacteria que se espera identificar (Okabe, Odagiri, 1to, & Satoh, 2006) (Sand W. , 1987), por lo que
semanalmente se adicion6 acido sulfurico concentrado hasta alcanzar un pH de 4 a 5, hasta la semana 4 de
cultivo.

A partir de la semana 3 aproximadamente, esta alza comienza a ser contrarrestada, una vez que las bacterias
presentes en el cemento corroido dejan su estado de latencia y su metabolismo aumenta, produciendo una
cantidad de &cido sulfarico suficiente para compensar el aumento de pH producido por la disolucion de
silicatos.

A partir del comportamiento del pH en el tiempo, es posible identificar las etapas del crecimiento bacteriano,
los cuales presentaron la misma duracion para cada uno de los cultivos, como se muestra en la Figura 4.3.

Estas etapas fueron:

i.  Fase Lag: entre las semanas 1y 2, las bacterias presentes en el hormigén se encuentran en estado
de latencia, adaptandose al nuevo medio de cultivo.
ii.  Fase exponencial: entre las semana 4 y 8 se observa una baja considerable del pH debido al aumento
de la produccion de acido, producto del crecimiento exponencial de las bacterias.
iii.  Fase estacionara: desde la semana 8 y hasta el fin del experimento se observa una estabilizacion del
pH en el medio, lo que se debe a que la poblacion bacteriana entra en su fase estacionaria de
crecimiento.

En resumen, para los 4 cultivos se tienen las siguientes duraciones por cada fase de crecimiento:

Tabla 5. Duracién fases de crecimiento bacteriano

Matraz Dias

Fase lag 14
Fase exponencial 21
Fase estacionaria 21
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Figura 4.3 Estimacion de las fases de crecimiento bacteriano en gréficos de evolucién de pH en cultivos para
aislamiento de bacterias desde hormigdn corroido.

A partir de los datos obtenidos y debido a la similitud en el comportamiento de las curvas graficadas, es
posible concluir que la granulometria no es un factor determinante en el desarrollo bacteriano, por lo que se
descarta como factor determinante de éste y se postula describir los cambios de pH asociados a este
crecimiento bacteriano a través de la aproximacion polinomial que se muestra en la Ecuacion (4.2):

y = —0,03x* + 0,55x3 — 3,54x2 + 8,59x + 1,89 (4.2)
Que describe la curva que se muestra en la Figura 4.4:

Esta ecuacion permite caracterizar las 3 fases del crecimiento bacteriano antes descritas, fase lag, fase
exponencial y fase estacionaria. Esta relacion constituye una buena aproximacién del comportamiento de
las bacterias desarrolladas, pues aunque no predice con exactitud el pH de las muestras en funcion del tiempo,
permite determinar en cual de estas fases de crecimiento se encuentra el cultivo.
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y=-0,0291x* + 0,5468x% - 3,541x? + §,5973x +1,8929

R*=0,9183
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Figura 4.4 Aproximacion polinomial de crecimiento bacteriano de cultivos de hormigon corroido y las fases del

crecimiento bacteriano que describe.

Estos resultados son concordantes con los obtenidos en otras investigaciones sobre el efecto bacteriano en
la corrosion del hormigén, como las que se describen a continuacion:

1.

Yousefi et al, 2014 en “Accelerated biodegradation of cured cement paste by Thiobacillus species
under simulation condition”, como se muestra en la Figura 4.7, la linea continua (CATO)
corresponde a los pH medidos en un cultivo de cemento con A. thiooxidans, experimento muy
similar al planteado en estudio, cuya diferencia radica en la aceleracion del proceso a través de un
sistema continuo, que permitio disminuir el efecto de consumo de protones debido a la disolucion
de aluminosilicatos, permitiendo mantener pH menores en el medio de cultivo, propiciando el
crecimiento bacteriano. Podemos observar que el comportamiento de la curva es muy similar al
obtenido en los cultivos de muestras con corrosion de este trabajo, pudiendo identificar las fases del
crecimiento bacteriano, con un aumento del pH inicial correspondiente a la fase lag, luego una
rapida disminucion en la fase exponencial y por ultimo, y debido al sistema continuo de recambio
de medio, en la fase estacionaria se vuelve a pH altos pues no se mantiene una poblacion
significativa de bacterias sobre el sustrato.

Perfil de pH cultivos:

——CATO —=ATO —8-CM2 CM2: (medio+ cemento)

ATO: (medio+A. thiooxidans)
CATO:(medio+A.
thiooxidans+cemento)

(5]
1
4

(Yousefi et al, 2014)

Tume (day)

Figura 4.5 Perfil de pH en experimento de Yousefi et al, 2014
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Okabe, Odagiri, Ito & Satoh, 2006 en “Succession of Sulfur-Oxidizing Bacteria in the Microbial
Community on Corroding Concrete in Sewer Systems”. En esta investigacion se analizaron los pH
superficiales de muestras de hormigon de alcantarillados. tal como se puede apreciar en la Figura
4.76. Al analizarse in situ, no se observa la fase de latencia de las bacterias, pero es posible observar
la baja de pH asociada a la fase exponencial y la posterior fase estacionaria a partir del dia 100 del
estudio, estable alrededor de pH 2.

pH

14 T | T 0

A ™ R

12

-
o

Perfil de pH en la superficie de
muestras de hormigdn expuestos a
atmosfera de alcantarillado (Okabe,
Odagiri, Ito, & Satoh, 2006)

10

=] (-]
e Y
Q (=]
Weight loss (%)

|

............ - ¥ RV "

Figura 4.6 Perfil de pH en experimento de Okabe et al, 2006

Sand W, 1987 en “Importance of Hydrogen Sulfide, Thiosulfate, and Methylmercaptan for Growth
of Thiobacilli during simulation of concrete corrosion”. En el grafico que se observa en la Figura
4.7, se muestran las mediciones de pH del agua superficial de probetas de cemento Portland
mantenidas en una camara con condiciones de humedad y concentracion de H.S aptas para el
desarrollo de una mezcla de bacterias azufre oxidantes (T. thiooxidans, T. intermedius, T. novellus
y T. neapolitanus) con las que fueron inoculadas por rocio. Debido al disefio experimental, que
contemplaba una preparacién previa del indculo, no se observa la fase lag dentro del experimento.
Ademas, ya existia un fendmeno abi6tico de baja del pH por la exposicidn al &cido sulfhidrico. Es
posible observar la fase exponencial (desde pH 9 a 5 en una primera etapa), similar a lo ocurrido en
la fase exponencial de el experimento de este estudio) y luego una nueva baja hasta a pH 2, donde
se mantiene constante en lo que corresponde a la fase estacionaria del crecimiento bacteriano.

log N

L0 Perfil de pH en cultivos de células azufre
X oxidantes en cemento Portland (Sand W. ,
i 1987)

s - 6

123 [ [ilzBl |23
1

~
(]

T
100 200 days

Figura 4.7 Perfil de pH en experimento de Sand, 1987
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A partir de los cultivos obtenidos en este trabajo, fue posible obtener una poblacion bacteriana que permitio
la posterior identificacion de las bacterias A. ferrooxidans y A. thiooxidans presentes en la muestra, mediante
el método de CARD-FISH.

4.2 CUANTIFICACION DE BACTERIAS PLANCTONICAS.

Se realizo un recuento directo de bacterias plancténicas para evaluar si la poblacién bacteriana era suficiente
para realizar las pruebas de CARD-FISH.

El efecto de la disolucién de los silicatos en el aumento del pH incidié en la baja velocidad de desarrollo
bacteriano, lo que tuvo un impacto en la poblacidn final.

Las concentraciones obtenidas se presentan en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Concentracion celular en matraces

Concentracion bacteriana

Matraz Muestra [células/mL]
M1 Central Termoeléctrica Norte Grande— Granulometria baja 5x10°
M1’ Central Termoeléctrica Norte Grande— Granulometria alta 108
M2 Pavimento yacimiento minero Zona Central — Granulometria baja 10°
M2’ Pavimento yacimiento minero Zona Central — Granulometria alta 106

Luego de 7 semanas de cultivo, y habiendo disminuido el pH hasta =5,5, las concentracién de
microorganismo en suspension es de alrededor de 108 [células/mL]. Esta baja poblacion se puede explicar
por el arrastre de bacterias en los solidos precipitados en el fondo de los matraces de cultivo
(presumiblemente CaSQ,), pues es normal que los microorganismos se unan a estos sélidos y precipiten en
el cultivo. Este fendmeno es comdn observarlo en los cultivos de A.ferrooxidans en Fe(ll) donde las
bacterias precipitan unidas a los compuestos de jarosita (Escobar B. , 2015).

Las concentraciones presentes en cada uno de los matraces son adecuadas para la realizacion de los ensayos
de CARD-FISH. A través de una inspeccidn visual, el cambio de color de estos matraces daba cuenta de la
accion de bacterias azufre-oxidantes (Figura 4.8)
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MatI’aZ Ml Matraz Ml ?
Central Termoeléctrica Norte Grande— Central Termoeléctrica Norte Grande—

Granulometria baja Granulometria alta

Matraz M2 Matraz M2’
Pavimento yacimiento minero Zona Central — Pavimento yacimiento minero Zona Central —
Granulometria baja Granulometria alta

Figura 4.8. Matraces de cultivos para aislamiento de bacterias desde hormigdn corroido.

En las fotografias de observacion y recuento de bacterias que se muestran a continuacion es posible observar
que se encuentran 1 o 2 bacterias por campo, siendo la muestra de M1’ (Figura 4.9(a)) la que presenta mayor
poblacion.
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(a) Matraz M1. (b) Matraz M1’

(c) Matraz M2 (d) Matraz M2’

Figura 4.9 Microfotografias que muestran los microorganismos observados para recuento directo en una celda de
Neubauer de las distintas muestras.
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4.3 IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS POR CARD-FISH

Para la identificacion de las bacterias aisladas desde los cultivos de testigos de hormigdn que presentaban
corrosion, se realizé la prueba de CARD-FISH con sondas para A. ferrooxidans y A. thiooxidans.segun se
muestra en la Tabla 4.7.

Se escogieron las sondas de hibridacidn para las bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus
thiooxidans, dado que en varios estudios se muestra que los principales microorganismo presentes en
hormigon corroido son del tipo Thiobacillus (Verstraete, Vincke, & Boon, 2001) (Milde, Sand, & Wolff,
1983) (Kelly & Wood, 2000) (Okabe, Odagiri, Ito, & Satoh, 2006).

o (A ferrooxidans):GGA CTT AAC CCA ACA TCT CA (Bustos, 2005)
e (A.thiooxidans):AAG AGG AGC CTA CGT CTG A (Bustos, 2005)

Tabla 4.7. Guia de hibridaciones

Muestra Matraz d‘? Procedencia de la Hibridado con sonda de
Procedencia muestra
1 M1 Central Termoeléctrica A ferrooxidans
Norte Grande
1’ M1 Central Termoeléctrica A thiooxidans
Norte Grande
2 M1’ Central Termoeléctrica A ferrooxidans
Norte Grande
> M1’ Central Termoeléctrica A thiooxidans
Norte Grande
3 M2 Pa\_/lmento yacimiento A ferrooxidans
minero Zona Central
3 M2 Pa\_/lmento yacimiento A thiooxidans
minero Zona Central
4 M2’ Pa\_/lmento yacimiento A ferrooxidans
minero Zona Central
4 M2’ Pavimento yacimiento A thiooxidans

minero Zona Central

La técnica de CARD-FISH permite identificar y cuantificar la poblacién de una determinada especie
presente en una muestra, diferenciandola de las poblaciones de otras bacterias, cuando se utiliza la tincion
con DAPI y luego la hibridacion. En el caso de este estudio, debido a la baja poblacién de microorganismos
presentes en la suspension de aislamiento, se utiliza la tincion con el marcador fluorescente DAPI para
verificar previamente la presencia de bacterias en la muestra, y la técnica de CARD-FISH fue utilizada
solamente para identificar a los microorganismos aislados, no siendo posible su cuantificacion.

A continuacion se pueden observar las imégenes obtenidas de la tincién con DAPI de los filtros y las
imagenes resultantes del método de CARD-FISH correspondiente a cada una de las hibridaciones para cada
una de las muestras.
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Del andlisis de estas imagenes se puede deducir que existia una escasa densidad de bacterias azufre-
oxidantes, lo cual seria debido al bajo desarrollo bacteriano producto de alto pH que presentaron cada uno
de los medios de cultivo

Adicionalmente, la identificacion de las bacterias azufreoxidantes se vio dificultada por la baja densidad de
bacterias en solucion, al crecer éstas adheridas al material cultivado (hormigdn endurecido) y a los minerales
precipitados (sulfato de calcio) producto de la corrosion.

Por otro lado, no es posible concluir que la granulometria del material utilizado en el cultivo de aislamiento
haya tenido una influencia importante en el crecimiento bacteriano.

4.3.1 Microfotografias de tinciones DAPI y CARD-FISH a una muestra de Central
Termoeléctrica Norte Grande — Granulometria Baja (Matraz M1)

@) Tefidas con DAPI (b) Hibridada con sonda de A.ferrooxidans

(c) Hibridada con sonda de A. thiooxidans.
Figura 4.10 Microfotografia que presenta las bacterias de la muestra del matraz M1
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En estas imagenes correspondientes al CARD-FISH realizado a las muestras provenientes del Matraz M1
del cultivo de asilamiento, el cual corresponde a una muestra de hormigoén corroido extraido desde una
Central Termoeléctrica del Norte Grande, es posible apreciar la presencia tanto de bacterias A. thiooxidans
como de A. ferrooxidans, siendo mas numerosa la presencia de este ultimo. (3 A. thiooxidans en la Figura
4.10 (c) versus 4 T. ferrooxidans encontrados en la Figura 4.10 (b)).

4.3.2 Microfotografias de tinciones DAPI y CARD-FISH a una muestra de Central
Termoeléctrica Norte Grande — Granulometria Alta (Matraz M1°)

@) Tefidas con DAPI (b) Hibridada con sonda de A.ferrooxidans.

(c) Hibridada con sonda de A. thiooxidans
Figura 4.11 Microfotografia que presenta las bacterias de la muestra del matraz M1’

Estas imagenes corresponden a las microfotografias obtenidas de la tincion DAPI y el CARD-FISH
realizado a la muestra proveniente del matraz del cultivo de aislamiento M 1°, que también contenia muestra
extraido desde el mismo testigo de hormigon con signos de corrosion obtenido de la Central Termoeléctrica
del Norte Grande, pero con una granulometria mayor. Se observan sefiales de hibridacion A. ferrooxidans
y A. thiooxidans, con una frecuencia similar en ambas imagenes (Figura 4.11 (b) y (c))
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4.3.3 Microfotografias de tinciones DAPI y CARD.FISH a una muestra Pavimento
yacimiento minero Zona Central — Granulometria baja (Matraz M2)

@ Tefiidas con DAPI (b) Hibridada con sonda de A.ferrooxidans.

(© Hibridada con sonda de A. thiooxidans.

Figura 4.12 Microfotografia que presenta las bacterias de la muestra del matraz M2

Las imagenes de la Figura 4.12corresponden a la tincion con DAPI y al CARD FISH de la muestra del
matraz del cultivo de aislamiento M2, con hormigdn corroido obtenido desde el pavimento de un yacimiento
minero de la zona central del pais. De la tincion con DAPI se observa una escasa presencia de bacterias
Figura 4.12 (a) y baja hibridacion del CARD-FISH, con sefiales difusas de A. ferrooxidans Figura 4.12(b)
y solo una sefial de A. thiooxidans Figura 4.12(c).

4.3.4 Microfotografia de tinciones DAPI y CARD-FISH a una muestra de
Pavimento yacimiento minero Zona Central — Sin moler (Matraz M2”)
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@) Tefiidas con DAPI (b) Hibridada con sonda de A.ferrooxidans.

O
O

O

© Hibridada con sonda de A. thiooxidans.

Figura 4.13Microfotografia que presenta las bacterias de la muestra del matraz M2’

Finalmente, estas microfotografias corresponden al andlisis de las muestras provenientes del matraz del
cultivo de aislamiento M2’, del mismo origen que M2 (con hormigdn corroido obtenido desde el pavimento
de un yacimiento minero de la zona central del pais), pero que se cultivo sin moler. En ellas se observan 4
bacterias de la microfotografia de la tincion con DAPI Figura 4.13 (a) y sdlo una A. ferrooxidans Figura
4.13 (b). Ademas se aprecia una sefial difusa de A. thiooxidans Figura 4.13 (c).
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4.4 CULTIVO DE A. THIOOXIDANS EN CEMENTO ENDURECIDO PARA EL ESTUDIO DEL
EFECTO DE SU METABOLISMO SOBRE EL HORMIGON.

4.4.1 Preparacion de Inoculo de A. thiooxidans

Previamente, a objeto de generar una poblacion bacteriana de una concentracion adecuada para el cultivo
experimental sobre cemento endurecido (Mortero), se generd un inéculo de A. thiooxidans a partir de
cultivos permanentes que se mantienen en el Laboratorio de Biohidrometalurgia.

Para hacer seguimiento al crecimiento bacteriano se utilizé el descenso del pH como indicador. Las
mediciones obtenidas en los matraces de crecimiento de indculo se muestran en el Anexo 4

3 3
2,5 2,5
2 N\ 2 A
T
5 15 — : S 1,5
1 1
0,5 0,5
Matraz T1 Matraz T2
0 0
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 o 1 2 3 4 5 6 7 8
tiempo [semanas] tiempo [semanas]

Figura 4.14. Evolucién de pH en la preparacion de indculo de A. thiooxidans

En estos gréaficos de la Figura 4.14 se observan las fluctuaciones de pH en el tiempo producto del crecimiento
bacteriano, las bajas de pH se deben a la oxidacién de azufre elemental en acido sulfarico por el metabolismo
bacteriano y las subidas se deben al recambio del medio de cultivo que se realizé periédicamente para no
inhibir el crecimiento bacteriano por baja de pH inferior al pH apto para A. thiooxidans. En forma global
esta reaccion se representa por la siguiente ecuacion estequiométrica (Konishi, Noriaki, & Asai, 1995):

A. thiooxidans

25° 430, 4+ 2H,0 ———— 2(H,50,) AG = —150 [kcal/mol] (4.3)

Luego de 7 semanas, fue posible obtener 100 [mL] de in6culo en cada matraz, con una poblacién bacteriana
de densidad 3x 107 [bacterias/mL] para el matraz T1y de 3x 10° [bacterias/mL] para el matraz T2.
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4.4.2 Determinacion de pH en cultivo de A. thiooxidans con cemento endurecido.

En la Figura 4.15 se puede apreciar la evolucién del pH en el medio de cultivo de cada uno de los matraces
inoculados con A. thiooxidans. Los matraces de control contenian una solucion de Timol en etanol al 2% en
vez de indculo bacteriano. Las tablas de datos con las que se construyeron estos graficos se muestran en el
Anexo 8 (Tabla 8.6).
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Figura 4.15 Evolucion de pH en medio de cultivo de A. thiooxidans en cemento endurecido para las muestras 1y 2.

Se observa que inmediatamente después de agregar el cemento endurecido al matraz con un medio de cultivo
de pH < 2, se produce una disolucién de silicatos, con un gasto de protones que provoca el aumento del pH.
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Esta reaccién de disolucion sigue la siguiente estequiometria de reaccion:

i pPH<4,5 i
4H* + KAISi30g (s + 4H,0 — K+ + Al*3 + 3H,Si0,

pH>6 (4-4)

H* + KAlSi30g () + 7H,0 — K+ + Al(OH); + 3H,Si0,
Esta subida de pH sera contrarrestada por la produccion de 4cido de la oxidacion bacteriana del azufre,
generando fluctuaciones en el pH por la contraposicion entre un fenémeno y el otro, dependiendo de la fase
del crecimiento bacteriano de A. thiooxidans en que se encuentre el cultivo.

La diferencia inicial de pH entre los experimentos inoculados con bacterias (entre pH 7 y pH 9) y los
controles (alrededor de pH 11), se debe a la diferencia de pH entre los indculos (alrededor de pH 1,5) vy la
solucion de timol en etanol (pH =~ 7), los cuales al entrar en contacto el medio de cultivo con el cemento,
cambian el pH de este, el que rapidamente vuelve a subir, quedando alrededor de pH 11 para todos los
matraces. Entre la semana 0 y la semana 3 aproximadamente, en que la poblacién bacteriana se encuentra
en su fase de latencia, la disolucién de silicatos con el consiguiente consumo de protones tiene una tasa
mayor que la biogeneracion de H,SOs, por lo que el pH de la solucion aumenta. Entre la semana 4y la 8 se
observa un descenso sostenido del pH, que corresponderia a la fase de crecimiento exponencial de las
bacterias, donde la tasa de produccion de acido es mayor al consumo de protones por la disolucion del
cemento. A partir de la semana 9 se observa una estabilizacion del pH en el medio de cultivo, lo que se
corresponde con la fase estacionaria del crecimiento bacteriano.

Cabe destacar que los pH iniciales medidos en los medios de cultivo en cada matraz, estuvieron por sobre
el pH al cual se desarrollan las A. thiooxidans (desde pH 6 apréximadamente), lo que constituy6 el principal
factor de retardo del desarrollo bacteriano al comienzo del experimento.

4.4.3 Determinacion de concentracion de sulfatos en cultivo de A. thiooxidans con
cemento endurecido.

En Figura 4.16 Evolucion de la concentracion de sulfatos y pH en solucion en medio de cultivo de A.
thiooxidans en cemento endurecidose presenta la variacién en la concentracion de ion sulfato y la variacion
de pH en el tiempo para cada experimento. Cada experimento esta compuesto por un matraz de muestra y
uno de contramuestra, ambos inoculados con 10 [mL] de A. thiooxidans, ademas de un control que contiene
10 [mL] de timol en metanol al 2%. Para el primer experimento se utilizo una concentracion de A.
thiooxidans de 3x10’[bacterias/mL] y 3x10° [bacterias/mL] para el segundo.

Al comparar las concentraciones de los matraces de control con aquellos que fueron inoculados con A.
thiooxidans, se observa que la concentracion inicial de sulfatos es menor en los matraces de control y se
mantiene relativamente constante hasta la semana 4, momento en el cual empieza a subir, hasta equiparar
las concentraciones de los otros matraces hacia el final del experimento.

La diferencia inicial de sulfatos, se explica por la accién de las bacterias que han colonizado previamente
las perlas de azufre en el huevo matraz.
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Figura 4.16 Evolucidn de la concentracién de sulfatos y pH en solucién en medio de cultivo de A. thiooxidans en
cemento endurecido

En los matraces que fueron inoculados con bacterias, se observan oscilaciones en las concentraciones de
sulfato, que luego se estabilizan alrededor de las 2000 ppm aproximadamente. A partir de la semana 6, que
es cuando se alcanzan estas concentraciones, se observa que en los matraces se produce la precipitacion de
un polvo blanco, con caracteristicas de color y textura de yeso o sulfato de calcio. En las fotografias de la
Figura 4.17 se puede observar este precipitado en los matraces.
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Figura 4.17. Fotografias matraces del Cultivo de A. thiooxidans en medio de cultivo con cemento
endurecido.
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La estabilizacion de las concentraciones de sulfato en solucion, a pesar del avance de la corrosién observable
en los matraces, se debe a su precipitacion en forma de sulfato de calcio. Las solubilidades del CaSO4
reportadas en la literatura para soluciones acuosas multicomponentes (que incluyen H.SO., MgSO., HCI,
entre otros, ademas de CaSO4) a 25°C, oscilan entre las 1500 y las 2500 ppm (Azimi V., 2010) (Dutrizac,
G, & V.G., 2007), segun la variacién de las concentraciones de las otras componentes de la solucién.

En este experimento no fue posible determinar todos los otros componentes presentes en el cemento
endurecido, ni sus concentraciones, por lo que no se pudo corroborar tedricamente el comportamiento de la
concentracion de sulfato de Calcio y su solubilidad, la que es fuertemente dependiente de las
concentraciones de los otros iones presentes en la solucion.

En los matraces de control se observa un aumento paulatino y lento de la concentracion de SOs*y una
disminucion del pH, ambos parametros finalmente se estabiliza en los mismos niveles de los matraces con
bacterias. No se descarta una posible contaminacion de estos experimentos, lo que sin embargo, no fue
corroborado en una inspeccion al microscopio. Dado el comportamiento de los sulfatos, se sostiene que
estos comportamientos se deben a reacciones meramente quimicas dentro de la solucion, las que fueron
favorecidas y aceleradas por el recambio de medio de cultivo, producto de la reposicion del volumen retirada
para realizar las mediciones.

Para explicar los resultados obtenidos hacia el final del experimento, se plantean que existe una componente
meramente quimica del proceso de corrosion, provocada por el pH de la solucién y la interaccién con la
acidez del medio de cultivo que disuelve los minerales constituyentes del cemento endurecido, liberando a
la solucion los sulfatos presentes en este.

La diferencia de velocidad entre la disolucion de sulfatos de los matraces inoculados con el matraz de
control, se explicaria porgque existe una componente bacteriana que acelera este proceso.
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4.4.4 Determinacion de la concentracion de Ca%* en cultivo de A. thiooxidans con
cemento endurecido.

En este estudio, como un parametro que diera cuenta de la corrosion del cemento endurecido, la pérdida de
masa Yy con la consecuente transferencia a la fase liquida, se realizo el seguimiento de la concentracion de
ion calcio en solucién en el medio de cultivo de cada uno de los matraces para evaluar el avance de la
corrosion producida por la biogeneracion de H,SO, a través de la oxidacion de azufre mediada por A.
thiooxidans.

En la Figura 4.18 se muestran la evolucion de las concentraciones de ion Calcio en disolucion, medida
mediante absorcion atdmica, para cada uno de los matraces del experimento.
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Figura 4.18 Evolucion de la concentracion de ion calcio en solucion y pH en medio de cultivo de A. thiooxidans en
cemento endurecido
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Se observa que las concentraciones de calcio en solucién son menores en los dos matraces de control, aunque
la curvas en ambos graficos tienen un comportamiento similar, que luego de una subida inicial, se mantienen
relativamente estables entre las 30 y 40 [ppm], con minimas fluctuaciones y con un leve aumento al final.

Esta estabilizacion de las concentraciones de calcio se explica, como se dijo anteriormente, por la
precipitacion en forma de sulfato de calcio de los iones sulfato y los iones calcio en solucién producto del
acido producido por las bacterias y su efecto disolviendo los compuestos calcicos presentes en el cemento.

Las reacciones involucradas en el mecanismo de corrosion del cemento por &cido sulfurico en este proceso
se muestran a continuacion (Monteny J, 2000):

Ca(OH), + H,50, - CaSO0, - 2H,0 (4.5)
3Ca0 - Al,05 - 12H,0 + 3(CaS0, - 2H,0) + 14H,0 - 3Ca0 - Al,04 - 3CaS0, - 32H,0  (4.6)

Ca0 - Si0, - 2H,0 + H,S0, - CaS0, + Si(OH), + H,0 (4.7)

La evaluacién del avance de la corrosion del cemento endurecido, en el desarrollo de este experimento, se
vio limitada por la dificultad de medir el total de iones Ca?* generados en el proceso corrosivo, debido al
exceso de H,SO4 y a su precipitacion en forma de sulfato de Calcio, pudiendo sélo establecerse la diferencia
entre el tiempo que demoraron los experimentos con bacterias y los controles sin bacterias, en alcanzar las
concentraciones de saturacion.

Debido a que no se conocian con certeza los otros compuestos presentes en el cemento endurecido ni sus
concentraciones (minerales metalicos y no metalicos), no fue posible realizar una especiacion y balance de
masa por elemento que permitiera conocer la cantidad total de Calcio en el sistema.

Por consiguiente, tampoco fue posible determinar teéricamente la cantidad de iones Ca?* liberado al medio
de cultivo producto del proceso corrosivo, a partir de las concentraciones medidas en solucién, pues las
solubilidades tanto del ion Ca?* como del SO.> son fuertemente dependientes, ademas del pH, de las
concentraciones de los otros iones en la solucion, por ejemplo Magnesio, Manganeso, Fierro y Niquel entre
otros. (Azimi V., 2010)
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5. Conclusiones

Se realiz6 un estudio de la cinética de la corrosion mediada por microorganismos sobre el hormigén.

En muestras de hormigbn que presentaban inicialmente corrosion, se obtuvo desarrollo de bacterias
azufreoxidantes luego de contactarlo con un medio de cultivo estéril a 30°C durante 7 semanas. Este
desarrollo bacteriano fue constatado a través de la baja de pH del mismo medio, y luego verificado por
observacion al microscopio.

Las bacterias aisladas se identificaron utilizando la técnica de CARD-FISH, como A. ferrooxidans y A.
thiooxidans, probando la hipotesis inicial de la intervencion de bacterias azufreoxidantes en el proceso de
corrosion.

En la segunda etapa de este estudio fue posible observar, mediante el cultivo de A. thiooxidans en cemento
endurecido como sustrato, una aceleracion del proceso de corrosién bacteriano de 4 semanas, en
comparacion con las muestras de control sin bacterias.

Debido a la inestabilidad de los compuestos que se escogieron como indicadores del proceso de corrosion,
los iones Ca?* y sulfato, sélo se pudo apreciar cualitativamente el efecto de las bacterias A. thiooxidans sobre
la corrosion del hormigén.

Mediante este estudio fue posible determinar que en un ambiente acuoso de pH <7 ya es posible observar
el proceso de corrosion bioldgica en el hormigén, como resultado de la oxidacion de azufre por bacterias
azufre oxidantes, ya sea desde azufre elemental, como de compuestos organicos de azufre reducido.

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los ultimos datos publicados en la literatura
cientifica relativa a este tema.

Es posible concluir que para aumentar la durabilidad de las estructuras construidas de hormigon, se deben
controlar los factores que favorezcan el desarrollo bacteriano, estos son:

¢ Disminuir el contenido de azufre tanto del cemento como de los agregados (arena, grava y piedras),
ya sea oxidado como sulfato o reducido con sulfuro, limitando el sustrato de las bacterias que lo
metabolizan, evitando el inicio y desarrollo del proceso de biocorrosion.

e Mantener alto el pH (> 9) de los efluentes que estén en contacto con las estructuras de hormigdn,
inhibiendo el desarrollo bacteriano.

Por Gltimo, se proponen algunos puntos a considerar para el desarrollo de un nuevo disefio experimental.
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6. Recomendaciones

Se entregan a continuacion una serie de recomendaciones con respecto al disefio experimental y analisis de
los productos del metabolismo bacteriano resultantes de su ejecucion, con el objetivo de mejorar los
resultados y conclusiones obtenidas en un futuro estudio:

6.1 PARA EL AISLAMIENTO DE BACTERIAS DESDE HORMIGON CORROIDO

Se recomienda:

e Considerar un medio de cultivo que sea capaz de compensar el efecto del aumento del pH producto del
consumo de H* por la disolucion del cemento durante el cultivo.

e Disminuir el tiempo de cultivo o realizar varias pruebas de CARD-FISH en distintos tiempos, para
encontrar el momento de mayor presencia de bacterias

e Considerar una mayor gama de microorganismo a ser identificados y sus posibles interacciones con las
bacterias aca estudiadas, por ejemplo, hongos.

6.2 PARA EL DESARROLLO DE A. THIOOXIDANS EN MEDIO DE CULTIVO CON CEMENTO
ENDURECIDO

e Conocer y considerar en el disefio experimental las constantes de solubilidad de cada uno de los iones
involucrados, tanto los que se producen por la disolucion quimica del cemento, como aquellos productos
del metabolismo bacteriano, y la interaccién entre estos.

e Considerar para el disefio experimental y para el andlisis de los productos presentes en el medio de
cultivo, la capacidad del cemento de consumir protones, produciendo un aumento del pH que afecta el
desarrollo bacteriano. Una manera de controlar esto es trabajar con tamafios de particulas mayores,
disminuyendo la superficie de cemento expuestas al medio, favoreciendo la colonizacion de las bacterias
en su superficie.

e Considerar y contabilizar la cantidad y tipo de iones que son traspasados al matraz de cultivo junto con
el indculo de bacterias, los que distorsionan las mediciones de iones posteriores.

e Considerar otro medio de medicion de corrosion y pérdida de masa del cemento, que no implique la
medicién de iones, debido a su dificultad técnica y a sus multiples distorsiones, las que se ven en el
presente trabajo. Por ejemplo, un andlisis gravimétrico de la cantidad de cemento presente en cada
tiempo de medicion. La complejidad de este método radica, entre otros puntos, en que se requerird de
un matraz de experimento por cada tiempo que se requiera medir, pues las muestras deben ser secadas
y por lo tanto, no pueden continuar con el proceso de cultivo.
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e Analizar todos los compuestos presentes una vez terminado el experimento, incluidos los compuestos

del mortero (para comparar con la concentracion inicial y verificar su pérdida de masa), y los s6lidos
precipitados.

Para ambos casos, se recomienda generar una configuracion que asemeje mas a las condiciones reales de

las estructuras de hormigon, en las cuales hay flujos acuosos con material organico y bajo pH, lo que
compensa la subida de pH y potencia el desarrollo bacteriano.
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8. Anexos

8.1  ANEXO 1: PH CULTIVOS DE MUESTRAS DE HORMIGON CORROIDO

Tabla 8.1. pH Cultivos de muestras de hormigdn corroido

Semanas
Matraces Muestras
1 2 4 5 6 7
M1 Central Termoeléctrica Nor.te Grande— Granulometria 7.7 90 8 7 7 65
baja
M1’ Central Termoeléctrica Na?lr[;e Grande— Granulometria 6.6 8.9 65 6 6 6
M1G Central Termoeléctrica Norte Grande— Sin moler 70 85 85 75 8 7
M2 Pavimento yacimiento minero _Zona Central — 79 94 8 6 65 6
Granulometria baja
M2’ Pavimento yacimiento minero Zona Central — Sin 75 90 8 6 6 6

moler

8.2 ANEXO 2: ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA OXIDACION DE AZUFRE EN

A. THIOOXIDANS

Tabla 8.2. Enzimas involucradas en la oxidacion de azufre en A. thiooxidans (Yin, Zhang, Li, He, & Liang, 2014)

Abreviacion Nombre enzima Ubicacion Reaccion
SDO Azufre dioxigenasa Periplasma S°—S0s*
. Membrana 0
SQR Sulfuro quinonareductasa Citoplasmatica H,S— S
. . . Membrana 9 9
TQO Tiosulfatoquinonaoxidoreductasa Citoplasmética S2034— S406
) . . S406>—S,03%
TetH Tetrationato Hidrolasa Periplasma +50.2+ S0
Sox Complejo enzimatico azufreoxidante Periplasma $,03%7— SO42+ S°
HDR Heterosulfuroreductasa Citoplasma RSSH—RSH+ SOz*
0 2-
SOR Azufre oxigenasareductasa Citoplasma S— I;;S):ZS 07+
TST Tiosulfato azufre transferasa o Citoplasma 5,04 —> SO+ S°
Rhodanasa
PAPS . . 2.
Fosfoadenosinfosfosulfatoreductasa Citoplasma S:03*— PAPS
reductasa
APS quinasa Adenilil-sulfato quinasa Citoplasma PAPS—APS
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8.3  Anexo3: CARACTERIZACION QUiMICA CEMENTO

Caracterizacién segin (NCh 148 Of.68 Cemento - Terminologia, clasificacion y especificaciones generales,
1968) de cemento utilizado:

Ensayos Realizados Unidad Resultados Requisitos segln
NCh148.0f1968

Peso Especifico g/ml 3,12 >13,00 g/ml

Superficie especifica cm?/g 4100 No aplica

Agua de consistencia normal * % 28,50 No aplica

Tiempos de fraguado

Inicial h:min 01:50 > | 00:45 h:min

Final h:min 02:30 <1 10:00 h:min
Expansion en autoclave % 0,03 <1 1,00 %
Resistencias mecénicas

Flexion a 3 dias kgf/cm? 57 No aplica

Flexion a 7 dias kgf/cm? 72 > |45 kgf/cm?

Flexion a 28 dias kgf/cm? 82 > | 55 kgf/cm?

Compresion a 3 dias kgf/cm? 337 No aplica

Compresion a 7 dias kgf/cm? 414 > | 250 kgf/cm?

Compresion a 28 dias kgf/cm? 555 > | 350 kgf/cm?
Pérdida por calcinacion % 1,7 <130 %
Contenido de SO3 % 2,78 < 14,00 %
Residuo insoluble % 0,5 <|15 %
Contenido de MgO % 2,2 <|5,0 %
Contenido de Mn,0s % - No aplica
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8.4  ANEXO 4: PH PREPARACION DE INOCULO DE A. THIOOXIDANS

A continuacién se presentan los pH medidos durante la generacion de un inoculo de A. thiooxidans.

Las bruscas subidas de pH se deben al cambio de medio de cultivo sobrenadante realizado a los matraces,
para evitar la inhibicion del crecimiento bacteriano por estar expuestos a un pH menos a 1,5

Tabla 8.3. Mediciones de pH en la preparacion de inoculo de A. thiooxidans

Horas

Matraces i i
24 48 72 ambio 10 Cambio 168

de medio de medio
T1 1,9 1,37 1,2 2,39 1,67 1,38 2,29 1,33 Concentracién
de bacterias e
T2 1,88 1,36 1,27 2,39 161 1,36 2,26 1,43 inoculacion de
cultivo

8.5 ANEXO 5: COLONIZACION DE PERLAS DE AZUFRE CON A. THIOOXIDANS

El seguimiento del crecimiento bacteriano durante la colonizacion de las perlas de azufre se realizé a través
de la medicién de pH del medio de cultivo, asumiendo que la oxidacion de azufre elemental genera acido
sulfarico, lo que provoca una baja en el pH. Estas mediciones se observan para cada uno de los matraces en
la Tabla 8.4. pH Medio de Cultivo colonizacion de perlas de azufre.

Tabla 8.4. pH Medio de Cultivo colonizacién de perlas de azufre.
pH Medio de Cultivo
Matraz Muestra 24 [h] 72[h] 120 [h] 168 [h]

C1l Muestra 1 24 215 195 1,36
C1" Contramuestral 2,3 2,1 1,95 1,36
CicC Control 1 2 2 2 2
C2 Muestra 2 229 214 215 1,6
C2' Contramuestra2 2,29 2,12 2,07 1,52
c2C Control 2 2 2 2 2

La diferencia entre la serie de matraces C1, C1’ y C1C, y la serie C2, C2’, C2C, es que los primeros fueron
incubados en 3 gramos de azufre, mientras los segundos con 1,5 gramos solamente. Una vez que los pH en
el medio de cultivo de los matraces fueron inferiores a 2, se procedio a introducir el cemento previamente
molido y esterilizado para estudiar su degradacion.
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8.6

ANEXO 6: CONFIGURACION EXPERIMENTAL CULTIVO DE A. THIOOXIDANS EN

CEMENTO ENDURECIDO

La configuracion de los matraces en el experimento de cultivo de cemento endurecido (punto 4.4) se muestra

en la siguiente tabla:

Tabla 8.5. Configuracion de matraces

Matraz Inéculo pH inicial | Peso inicial
=] 10 [ml] de inéculo concentracién 3x107 2,4 232,63
/A [bacterias/ml], proveniente de T1.

, Gl

Muestra 1
10 [ml] de indéculo concentracion 3x107 2,3 223,1
ﬁ [bacterias/ml], proveniente de T1.
Cl" ‘
Contramuestra 1
7 10 [mI] Solucién de Timol en etanol al 2% p/v 2,0 230,06
J 010\ .
Control 1
10 [ml] de indculo concentracion 3x10° 2,29 214,16
‘Zj [bacterias/ml], proveniente de T2.
/ /CZ \
Muestra 2
| 10 [ml] de inéculo concentracion 3x10° 2,29 218,62
SN [bacterias/ml], proveniente de T2.
// CZ’
Contramuestra 2
10 [ml] Solucién de Timol en etanol al 2% p/v 2,0 236,27

N

A
c2C

A

Control 2
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8.7  ANEXO 7: CONFIGURACION DE MATRACES CURVA DE CALIBRACION DE [CA%*]

|
5mL 10 mL 20 mL
o | o |
S50ppm * 100 ppm 200 ppm_
10 mL 10 mL 10 mL
| o | |

P

( 5 ppm\ < 10 ppm_} (20 Ppm>

10 mL

Figura 8.1. Esquema de diluciones de Titrisol para patrones de Ca?*
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8.8 ANEXO 8. DATOS EXPERIMENTALES CULTIVO DE A. THIOOXIDANS EN CEMENTO

ENDURECIDO
Tabla 8.6 Evolucion de pH en medio de cultivo de A. thiooxidans en cemento endurecido.
Matraz Dlas
14 21 28 35 42 49 56 63 70 77
C1 7,61 112 698 6,16 609 584 589 56 515 52 536 527
Cilp 8,83 1062 72 635 6,23 587 578 594 519 543 547 544
CcicC 6,94 1074 74 748 652 666 68 697 591 558 574 595
C2 8,08 1143 756 766 69 664 6,16 635 584 57 579 552
C2p 11,06 1099 775 83 736 6,73 641 64 6,1 583 591 5,68
c2Cc 6,73 106 799 885 793 725 7,06 653 628 592 6,02 597

Tabla 8.7. Medicion de la concentracion de sulfatos en solucién en medio de cultivo de A. thiooxidans en cemento

endurecido
Matraz Semanas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Cl 1946,4 2047,8 1946,4 1997,1 2030,8 1651,8 2054,6 2084,5 1966,0 2082,3 2036,1 2074,0
Clp 23249 2183,0 2324,9 2277,6 2048,4 1811,2 21456 2103,9 2062,8 2076,3 2088,6 2091,8
CiC 8333 789,6 833,3 8114 1460,5 1503,5 1860,5 1691,1 1891,1 2280,2 2016,4 1778,3
C2 2807,0 1865,1 2336,0 2336,0 2217,9 1841,1 2049,8 2291,0 2247,8 2128,4 2051,5 2158,8
C2p 2448,5 1939,7 2448,5 2278,9 24152 1884,2 1996,3 1909,5 2208,7 2219,0 1908,8 2152,0
C2C 826,4 409,7 82064 6875 1101,8 1516,2 1741,2 1797,6 1716,7 1688,8 1818,2 1582,7
Tabla 8.8. Concentracion de ion Calcio en solucién [ppm]
Matraz Semanas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
C1 21,64 29,29 36,09 36,49 4047 39,2 37,96 36,57 34,93 34,33 32,13 37,72
Clp 20,15 23,37 29,69 31,87 3184 289 3154 32,24 33,33 31,08 3538 4344
CiC 21,33 28,19 32,62 36,03 41,6 3911 36,18 33,48 32,63 34,03 29,39 34,92
C2 34,62 39,81 32,07 41,05 50,03 51,88 42,83 41,35 43,08 42,53 40,08 46,55
C2p 31,97 2856 2857 37,69 4151 34,17 32,66 29,75 30,46 30,22 29,15 36,48
C2C 13,68 14,08 18,06 24,24 32,34 33,36 30,72 28,05 2534 2563 24,65 27,32
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