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Introduccién 

Las actividades bioquimicas con las que diferentes organismos contribuyen al 
reciclaje de la materia en fa biosfera son muy diversas. 

Los microorganismos, entre ellos, las bacterias desarrollan actividades bioquimicas 
sorprendentes, tanto por su variedad como por el tipo de reacciones que se efectuan 
en ja biosfera; de hecho, en los ciclos de la materia la parte mas importante, en el 
recictaje de la materia, cuali- y en ocasiones cuantitativamente, las tienen a su cargo 
tos microorganismos. 

Los diversos grupos bacterianos dan cuenta de la formacién de una variedad de 
compuestos organicos e inorganicos que enriquecen {fos diferentes habitats en el 
medio ambiente. Asi, por mencionar algunas de las transformaciones microbianas de 
la materia se puede considerar las siguientes: la produccién de CO, es el resultado 
de la respiracién, proceso at cual contribuyen los microorganismos; en cambio, la 
formacién biolégica del metano es, por el contrario, exclusiva de las arqueas 
metanogénicas. Muchos organismos pueden utilizar tos nitratos, ya sea para asimilar 
el nitrégeno reduciéndolo o para desasimilarlo, obteniendo energia; pero sélo un 
pequerio grupo de bacterias puede fijar el nitrégeno para asimilario. 

Casi todas las bacterias y cianobacterias, asi como un grupo de bacterias 
quimiolit6trofas pueden oxidar los sulfuros, pero solo unos cuantos géneros reducen 
los sulfatos produciendo sulfuros. En fin, fas diversas formas organicas e inorganicas 
de los elementos que se encuentran en el medio y que se representan en los ciclos 
biogeoquimicos esquematicamente, son producto, en gran parte, de ta intervencién 
de las bacterias para beneficio de ellas mismas y de otros organismos, a través del 
reciclaje de la materia. La investigacién de la fisiologia microbiana es muy importante 
para entender su efecto en el medio, favorecer las condiciones en que se lleven al 
cabo los procesos y con ello evitar en éste, la pérdida de sus caracteristicas 
naturales. . 

Sin embargo, algunas actividades dentro de esta red de transformaciones 
ambientales, pueden constituir un factor de dafio aunque no precisamente al 
ambiente, sino a ciertas instalaciones industriales 

Dichas actividades se refieren al metabolismo de las bacterias sulfato reductoras, 
las cuales, reducen desasimilatoriamente el sulfato y otros compuestos oxidados de 
azufre en el medio, produciendo acido sulfhidrico. De manera natural, to anterior no 
constituye un problema, pues aunque se trata de un producto téxico, puede ser 
nuevamente transformado por otros microorganismos a una forma no téxica.
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Sin embargo, en ciertas instalaciones como las variadas de la industria petrolera, la 
formacién de sulfuros es un factor importante en la corrosién de ductos, tanques y 

tuberias, causando un dafio que se traduce. en multiples pérdidas no solamente 

econdémicas. Aunque la industria petrolera no es la Unica que enfrenta tal riesgo, 

ciertamente es la mas importante, por su alcance e importancia econémica. 

Las bacterias sulfato reductoras son particularmente activas en ecosistemas en fos 
cuales la concentracién de sulfatos es alta, ia concentracién de oxigeno es minima o 
nula y es en estos ecosistemas terrestres y acudticos, donde se produce la corrosi6n. 

Ei objetivo de este trabajo, dada ja importancia ecolégica de las bacterias sulfato 
reductoras, ya que nos interesa conocer mejor a este grupo de bacterias y darlo a 

conocer a través de este breve trabajo. Es hacer una revision de ios aspectos 
fisioldgicos, bioquimicos y ecolégicos de estas bacterias y de las técnicas de cultivo 
adecuadas para ellas.
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Capitulo | 

Generalidades. 

Las bacterias sulfato reductoras (BSR) son un grupo de microorganismos gram- 

negativos, que reducen el sulfate. Aunque algunas especies reducen también, el 

hitrato a amonio pero esto es poco comun. Estas bacterias oxidan compuestos 

organices simples como: acetato, formiato, piruvato, lactato, colina, etano!, propanol, 

alcoholes primarios y monéxido de carbono. En algunas especies de BSR el 

metabolismo es también fermentative. Dan lugar a compuestos que constituyen 

sistemas amortiguadores como -SH/H,S y -HCO,/CO,, los cuales protegen a las 

células de valores de pH extremos, mediante la conservacién de energia, aunque 

tradicionalmente para las BSR se han empleado para su crecimiento, tos medios que 

contienen lactato y en menor grado, piruvato o malato como donador de electrones. 

Su crecimiento se lleva a cabo en condiciones estrictamente anaerobias, en un 

medio aicalino y con requerimientos de NaCl de 20 %. También requieren hierro 

como micronutrientes que es utilizado en el medio y sirve como indicador de la 

formacién de acido sulfhidrico debido ai precipitado de color negro del sulfuro de 

hierro, sin embargo, la cisteina inhibe el precipitado de color negro del sulfuro de 

fierro debido a la formacién del dcido sulfhidrico. 

El pH éptimo de crecimiento es de 7.2 a 7.8, pero se pueden encontrar aun pH de 

6.5 28.5 y la temperatura déptima es de 20 a 40 °C aunque algunas son consideradas 

como terméfilas. (2) 

Una clasificacién general de las BSR, con base en la fuente de carbono que utilizan 

se presenta a continuacién. En la Tabla |. 

Entre los géneros mas importantes estan: Desulfovibrio, Desulfotomaculum, 

Desulfomonas, Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfosarcina y Desuifococcus. 

De los anteriores géneros, ios mas importantes que estan involucrados en la 

corrosién del metal y por to tanto las mas dafiinas para la industria petrolera, son tas 

siguientes:
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Tablai Caracteristicas de las bacterias reductoras de sulfato y sulfuro® 

  

Grupo _| Reductoras de sulfato: No oxidan el acetato. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

          

Género DNA (mol % GC) | Género DNA (mol % GC) 

Desulfovibrio 46 - 84 Desulfomicrobium 52-57 
Desulfobotulus 53 Desulfotomaculum 37-48 
Desulfomonile 49 Desulfobacula 42 
Archaeoglobus 41-46 Oesuffobulbus 59 - 60 
Termodesuifobacterium 34 

Grupo il Reductoras de sulfato: Que oxidan el acetato 
Género DNA (mol % GC) _| Género ONA (mol % GC) 

Desuifobacter 45 - 46 Desulfobacterium 41-59 
Desulfococcus 57 Desulfonema 35-42 
Desulfosarcina 51 Desulfoarculus 66 
Desulfacinum 64 Desulforhabdus 52 
Thermodesulforhabdus 51 

Otras reductoras de sulfato (desasimilacién) 
Desulfuromonas 50-63 Desulfurelia 34 
Campylobacter 40-42 
    Arqueas hipertermofilicas 

Con el fin de dar a conocer dos de los géneros mds abundantes y que tienen gran 
importancia en los fendmenos de biocorrosién, se incluyen en tas Tablas Il y IIt que 
describen las caracteristicas de las especies mas representativas de estos dos 
géneros,®) 

Género Desulfovibrio 

Los miembros del género Desulfovibrio no forman esporas, tienen forma de varillas 
curvas, miden 0.5 - 1.0 x 1.0 - 5.0 micras, se presentan como cadenas y tienen 
apariencia de espiral, son gram-negativas, son moviles por medio de un flagelo polar, 
y fluorescen por medio de tuz UV a 365 nm en medio alcalino en el cual se observa 
una fluorescencia roja. 

Se han descrito cinco especies reconocidas: D. desulfuricans, D. vulgaris, D. 

salexigens, D. africanus y D. gigas, con flagelaci6n tipica. Para su crecimiento, como 
fuente de carbono estan incluidos e! piruvato y Ja colina, son resistentes a la 
clorohexidina y su requerimiento de NaCl es del 20%.



os 

Desulfovibrio obtiene su energia por desasimilacién o respiracion en el proceso de 
la reduccién del sulfato, es decir, el sulfato actua como aceptor final de electrones en 
el proceso de respiracion, produciendo H,S. 1.2.18) 

Tabla ll Caracteristicas del género Desulfovibrio. (1.2.19) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

caracteristicas 

especies | desulfuricans vulgaris salexigens africanus gigas 

forma vibrio vibrio vibrio grueso sigmoide espiral 

flagelacion polar (1) potar (1) polar (1) polar lofétrico lofétrico 

esporas negativo hegativo negativo hegativo negativo- 

Tipo. de 
citocromo Cy Cy Cy ¢3,b os 

desulfoviridina positivo hegativo positive positivo positivo 

% de G-C 55.3 +- 1 61.2 4-4 46.14-1 61.2 +-1 60.2 

crecimiento 

con 20 % de positive negativo positive fnegativo negativo 
NaCl 
resistencia a la 

Clorohexidina 10-25 25 1000 2.5 25 
mg/t 
habitat ‘suelo, agua, odo. ‘suelo, agua, lodo | agua de mar, iodo agua salada estuarios, lodo 

tamajfio en 
micras 0.5-1x 3.5 0.5-1x3.5 05x35 0.5 x 5-10 1.2-1x 5-10             
  

Género Desulfotomaculum 

Los miembros del género Desulfotomaculum (antes incluido en éi genero 
Clostridium)(® son moviles, tienen forma de varillas y también son gram-negativas; 
producen esporas, son anaerobios estrictos pero no fluorescen por medio de luz UV 
en medio alcatino. 

Los flagetos en este género son peritricos, en contraste con ja flagelacién polar de 
Desulfovibrio. Son clasificados en el orden Eubacteriales con tres especies: D. 
nigrificans, D. orientis y D. ruminis, estos organismos se asocian, igual que el género 
Desulfovibrio, con el metabolismo del azufre, dahando al metal de tuberias y 
produciendo microincrustaciones. 

Su respiracién es igual a la del género Desulfovibrio, asi como su medio de 
cultivo(t.2.18) 

5
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Tabla ll Caracteristicas del género Desulfotomaculum.(: 2. !9) 

caracteristicas 

especies higrificans orientis cuminis 
forma varilla varilla curva varitla 

flagelacién peritrico peritrico peritrico 

esporas negativo positive positivo 

tipo. de citocromo b b b 

desulfoviridina negativo negativo negativo 

% de G-C 447 417 456 

crecimiento con 20 % 
de NaCl negativo negativo hegativo 
resistencia. a la 
Clorohexidina mgA_ 0.25 0.25 1 

habitat suelo, residuos de suelo ramen de animales 
comida 

tamafio en micras 0.3-0.5x3-6 15x5 0.5x3-6       
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El potencial redox de las BSR (Eh) se encuentra en la regién de -100 mV, asi un 

agente reductor como el ascorbato, fioglicolato, ditionato o sulfuro de sodio, al ser 

afiadidos al medio de cultivo excluyen al oxigeno y mantienen las condiciones bajas 

de (Eh) hasta un valor suficiente que permita el crecimiento de las BSR, (ver 

Tabia IV). 

En las siguientes Tablas se dan los valores E'o de algunos pares redox importantes 

en la bioquimica microbiana. 

Tabla lV Potencial de par redox de las BSR 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

        

PAR REDOX Eo (V) 

2Ht/H, ~0.41 

§,0,=/HS" + HSO,” 0.40 
Ferredoxina ox /red 0.39 

NAD* / NADH 0.32 
Citocromo c, ox/red -0.29 

CO, / acetato 0.29 

CO, / CH, 0.24 

S0,=! HS" 0.22 

piruvato / lactato -0.19 

HSO,7 HS" a 
Fumarato/succinato +0.033 

Citocromo b ox/red +0.035 

Ubiquinona ox/red 40.115 

Citocromo c,ox /red +0.23 

NO," /NO +0.36 
Citocromo a, ox/red +0.385 

NO," / NO,” +0.43 
Fe / Fez" +0.77 

0,/H,0 +0,82 

NO /N, +1,36 
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Tabla V_ Potenciales E’o de algunos grupos bacterianos. 

  

  

  

  

  

  

  

  

        

E‘o(V) | REACCION EJEMPLOS 
Bacterias homoacetogénicas,anaerobias 

0.29 CO,—*CH,-COO _| obligadas 
Bacterias aerobias facultativas o 

0.27 $° —*HS- anaerobias obligadas. 

Arqueas metanogénicas, anaerobias 
0.24 CO, ~—*CH, obligadas. 

Bacterias reductoras de sulfato, 
0.22 $0,= —+ HS" anaerobias obligadas. 

+0.033 Fumarato ———e» Bacterias aerobias facultativas. 

Succinato 

NO,»NO,”, NO, Bacterias desnitrificantes, | aerobias 

+0.43 N 3 2+ 2" | facultativas. 
2 

Bacterias aerobias facultativas 0 
+0.77 Fe —+ Fe? anaerobias obligadas. 

Bacterias aerobias obligadas, o aerobias 
+0.82 0, —* H,O facuitativas. 
  

En esta Tabla se muestra la posicion intermedia del proceso caracteristico de las 
BSR en comparacién con otros procesos fisiolégicos microbianos. 

 



Capitulo 1l 

Fisiologia y Bioquimica de las bacterias sulfato reductoras 

Aunque las BSR son organismos anaerobios estrictos, y a pesar dei efecto 

inhibitorio del oxigeno, estas bacterias son, en ocasiones, activas en sedimentos 
acuaticos aerobios ya que pueden prosperar en nichos anaerdbicos existentes en 
estos sedimentos. La formacién y existencia de estos micronichos puede explicarse 
porque los procesos respiratorios de !a microflora consumen la totalidad del oxigeno 

disponible, y porque el acido sulfhidrico producido por las BSR, que es un agente 
reductor, reacciona con el oxigeno a temperatura ambiente. 

De esta manera, una vez establecidas las colonias de BSR, pueden protegerse del 
oxigeno por si mismas; no obstante, en un ambiente homogéneo aireado, las BSR se 
tornan inactivas; aunque pueden sobrevivir en aguas que contengan 5 mg/l de 
oxigeno disuelto por muchas horas y aun dias, aunque no pueden multiplicarse. 
Cuando encuentran nuevamente condiciones anaerobias, estas bacterias recuperan 
su actividad.) 

Las bacterias sulfato reductoras son gram-negativas, (fijan el colorante de 

safranina) por lo que constituye una prueba util que forma parte de un cuadro general 
de las pruebas de identificacion para estos microorganismos.©. 2) 

Las BSR prefieren ios valores de pH cercanos a fa neutralidad y en ambientes con 
pH fuera de estos valores, buscan ocupar micronichos en los cuales las condiciones 

se acerquen a fa neutralidad.(®) 

La fisiologia de las BSR no puede entenderse si no es en relacién con otras 
bacterias las cuales estan estrechamente asociada, por lo que aqui se presentan sus 
actividades fisiolégicas en un contexto ecoldgico. 

Utilizacién de diversas fuentes de carbono por las BSR. 

Los sustratos carbonados que pueden ser utilizadas como fuente de carbono y 
electrones por las diversas especies de BSR son variadas. La utilizacién de tactato y 
piruvato es prdcticamente universal por todos los miembros de este grupo de 
bacterias y muchos miembros del grupo | {ver Tabla |), utilizan malato, formato, 
ciertos alcoholes primarios como metanol, etanol, propanol y butanol. También 

algunas especies del género Desulfotomaculum utilizan glucosa, aunque esto es mas 
bien raro entre las BSR.@) 
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Las BSR del grupo [ oxidan su fuente de carbono hasta el nivel de acetato, que 
excretan como producto final. En cambio las BSR del grupo i! pueden oxidar dcidos 
grasos, lactato, succinato y alin benzoato hasta CO, Los géneros Desulfosarcina, 
Desulfonema, Desulfococcus, Desulfobacterium, Desulfotomaculum y algunas especies 
de Desulfovibrio pueden crecer quimiolitotréficamente con H, como donador de 
electrones y CO, como fuente de carbono. Sin embargo, la mayoria de las BSR son 
quimioorganotrofas y utilizan diversos donadores de electrones. (ver Tabla Vi). 

Tabla VI Compuestos del azufre y donadores de electrones para la reduccién 
del sulfato. © 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Compuestos [ Estados de oxidacién 
Estados de oxidacién de los compuestos del azufre mas importantes 

| Organico S (R - SH) -2 
Sulfuro (H,S) 2 

Azufre elemental (8°) 0 
Tiosulfato (S.0,7+) +2 (promedio para S) 
Tetrationato (S,0,*-) +2.5 (promedio para S) 
Didxido de azufre (SO.) +4 

Sulfito (SO,7) +4 
Tridxido de azufre (SO,) +6 
Sulfate (SO,2) +6 

| Algunos donadores de electrones usados para la reducci6n del sulfato 
H, Acetato 

Lactato Propionato 

Piruvato Butirato 
Etanol y otros alcoholes Acidos grasos de cadenas largas 
Fumarato Benzoato 

Malato Indot 

Cotina Hexadecano       
  

Las BSR crecen sintréficamente en asociacién unas con otras que, aunque poseen 
fisiologia y metabolismo diferente, interactuan para un mismo fin que es el equilibrio 
natural de! ecosistema. Estos consorcios estan formados por diversos grupos tréficos, 
(acetogénicos y metanogénicos ademas de las BSR) las cuales llevan a cabo 
diferentes funciones para catabolizar los sustratos organicos.(1®) 
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Las bacterias acetogénicas son praductoras de hidrégeno, al catabolizar acidos 

organicos, este hidrégeno es aprovechado, para la reduccién del sulfato.@ 

El hidrégeno es esencial en la interaccién de las bacterias del consorcio ya que lo 
involucran en un proceso llamado "transferencia de hidrégeno interespecies", por 

ejempto, las acetogénicas tienen un papel importante en este proceso debido a que 
funcionan como productoras cuando fermentan compuestos organicos, y como 
consumidoras cuando crecen autotroficamente. 

De esta manera, ef producto de las acetogénicas es utilizado por las bacterias 

hidrogenotrdficas las sulfato reductoras y las arqueas metanogénicas. 

Las BSR que utilizan acetato lo oxidan completamente hasta CO, y el sulfato es 

reducido a sulfuro seguin la siguiente ecuaci6n. 

Acetato +=S0,+3Ht > 2C0,+H,S+2H,O AG™=-57.5kj/reaccion 

Sin embargo, la oxidacién del acetato no se lleva a cabo a través del ciclo del 
citrato como en ia mayoria de los organismos quimioorganatrofos; en el caso de las 

BSR, el acetato se oxida por una serie de reacciones que constituyen.un ciclo del 
citrato modificado que tiene semejanzas con el ciclo del glioxilato utilizado por otras 
bacterias para la oxidacién del acetato. 

Esta via metabélica que se ha estudiado en Desuifobacter, presenta, ademas de la 
mayoria de las enzimas del ciclo del citrato, una enzima que activa el acetato por 
tioesterificacién con la coenzima A proveniente de succinil CoA, formando acetil CoA; 
Esta ultima entra al ciclo del citrato para llevar a cabo las reacciones normales de 
este ciclo y oxidar el acetato hasta CO,. 

Mecanismos de regulacién del funcionamiento det consorcio. 

Los principales mecanismos son: 
1- Concentracién de sulfato en los sedimentos. 
2- Inhibicién de la metanogénesis por ef aumento de fa concentracién de sulfuro. 

3- Aporte de materia organica al sedimento. 

1. Concentracién del sulfato.- En el caso de los lagos que sufren cambios 

estacionales en la distripucion de sus aguas, el sulfato que se encuentra es variable; 
en tanto que en los lagos estratificados se favorece la deposici6n del suffato y por lo 
tanto el establecimiento de zonas andxicas. 
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En el proceso de seleccién natural los microorganismos sobrevivientes son 
aquellos que desarrollaron la capacidad degradadora y por lo tanto en cualquier 
interaceién con fines de biorremediacién se deben utilizar de preferencia los 
microorganismos autéctonos Por ejemplo; en derrames de hidrocarburos es muy 
dificil la adaptacion de microorganismos exdgenos a un nuevo habitat, 

2. Inhibici6n de la metanogénesis.- La generacién de metano y la reducci6n del 
sulfato son procesos metabdlicos alternos al término. Por lo tanto, ef metabolismo de 
ambas es complementario. El metano sélo es producido en ausencia de sulfato 
disuelto, dicho gas es consumido por fas BSR; principalmente por Desulfovibrio. 

Las BSR Tipo | liberan acetato como producto final del metabolismo para obtener 
energia y las bacterias metanogénicas utilizan el acetato como sustrato produciendo 
metano y CO.. 

Se ha visto que fa interacci6n ecoldgica entre las bacterias sulfato reductoras y las 
metanogénicas en relacién con la concentracién del $0,° es mas compleja, porque 
hay una serie de factores que estan involucrados como mecanismos de control de la 
produccién y consumo de metano.©) 

3. Aporte de materia orgdnica.- Las bacterias sulfato reductoras pueden competir por 
el hidr6geno cuando el sulfato y ef hidrégeno son abundantes y tos sustratos 
organicos limitados. 

En ausencia de sutfato las bacterias respiradoras de sulfato generan hidrégeno a 
partir de la oxidacién de la materia organica. 

Energética. 

El proceso de transporte de electrones de las BSR esta basado en un sistema de 
citocromo en el cual los electrones que provienen del sustrato reducido se transfieren 
al sulfato del adenosin fosfosulfato APS y al sulfito. El citocromo c, de tas BSR no se 
encuentra en otros organismos que utilizan otros aceptores de electrones. En adicién 
al citocromo de las BSR, la cadena de transporte de electrones también incluye 
ferredoxina y flavodoxina. 

Las BSR del Tipo Ill (especies que pueden degradar acetato y otros acidos grasos), 
también contienen un citocramo b, mismos que probablemente esté involucrado en el 
transporte de electrones; el citocromo tipo b esta ausente en las BSR Tipo I, que no 
degradan dcidos grasos. El sistema de transporte de electrones de las BSR se 
muestra en fa Figura 1. 
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Figura 1 Transporte de electrones y generacién de un protén producido por jas BSR. 
Una adici6n externa de hidrégeno es producido por el metabolismo fermentativo 
anaerobio, también es originado por el catabolismo de tos compuestos organicos, 
como lactato y piruvato. APS: Adenosin fosfosulfato; LDH: Deshidrogenasa lactica. 
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El género Desulfovibrio ha sido utilizado como modelo para el estudio del 
metabolismo central del H,. 

Siendo el hidrégeno un elemento importante en la reduccién del sulfate, se han 
hecho numerosas investigaciones con el fin de dilucidar los mecanismos por los 
cuales las células bacterianas transportan el hidrégeno para formar el H,S’ que 
resulta como producto final. Se ha propuesto un modelo que se describe a 
continuacién, para explicar la evolucién det H, en las células de las BSR. 

Descripcién del modelo de la ruta det hidrégeno en el crecimiento de Desulfovibrio vulgaris. 

Widdel y Hansen,(2) proponen un modelo de la ruta del hidrégeno, que se refiere a 
la evolucién del hidrégeno a través de la membrana de ta célula; este modelo 
asume la existencia de dos mecanismos simultaneos de transporte de electrones. 
(ver figura 2). 

EI primer mecanismo es semejante al modelo del ciclo del H,,() en lo que respecta 

a la evolucién y consumo de H,. 

En el segundo mecanismo, los electrones son transportados directamente de un 
donador a un aceptor con la participacién del hidrégeno. 

En condiciones controladas, ios autores@) combinaron cinética y 

termodinamicamente el experimento de! crecimiento de Desulfovibrio vulgaris, en 
lactato en presencia o ausencia del sulfato. Se estima que un resultado del 48% de 
electrones transportados de lactato a sulfato implicaba la produccién de hidrégeno e 

indicaban que el ciclo del hidr6geno es fundamental en el proceso de Desulfovibrio 
vulgaris. 

Zinder, en 1993,) demostré que fa conversién anaerébica de compuestos 
organicos complejos tiene un papel muy importante en la regulacién del hidrdgeno; 
el H, consumido es esencial para mantener concentraciones bajas de él, mismas que 

son necesarias para la transformacién completa de material organico a metano y 
didxido de carbono, suponiendo un consorcio microbiano. 

La estimulacion de fos organismos productores de hidrégeno es 
termodinamicamente factible porque el hidr6geno es consumido inmediatamente e 
indican que las concentraciones altas de H, inhiben el crecimiento de organismos 

sintréficos resultando la incompleta degradacién de materia orgdnica y la 
acumulacion de dcidos organicos, y que la estabilidad de una comunidad 

microbiolégica anaerdbica depende de los balances coexistentes de los productores 
de hidrégeno y de los consumidores de! mismo. 
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Las BSR pueden usar el hidrégeno como un donador de electrones, sin embargo, 
las hidrogenasas catalizan la reduccién de los protones moleculares 
reversiblemente. (! 

El hidrégeno juega un papel central muy importante en la actividad metabdlica de 
muchas especies de Desulfovibrio. Se conocen al menos tres mecanismos en los que 

asi sucede y son los siguientes:(!2) 

1°-El H, puede servir como un donador externo de electrones, cuando la fuente de 

hidrégeno es la adecuada y el aceptor de electrones se encuentra presente. 

2°-Et H, acta como un donador de electrones siendo transportado entre especies 

durante ei crecimiento sintréfico por un consumidor de hidrégeno, tal como los 
metanogénicos. 

3°-El H, es simultaneamente producido y consumido por muchas especies de 

Desulfovibrio, durante la degradacién de compuestos organicos, en presencia de 

sulfato. 

Muchas especies de Desulfovibrio tienen la habilidad de funcionar de las dos 

maneras, como productores de hidrégeno y como consumidores, 0 en combinacion, 
dependiendo det medio ambiente que se encuentren. 

En medios anaerdbicos, sin la presencia de sulfato, las especies de Desulfovibrio, 
pueden actuar como productores de hidré6geno usando productos de fermentacion 
semejantes al lactato y etanol como sustitutos energéticos. 

Desulfovibrio puede tener la habilidad de intercambiar rapidamente su metabolismo 
en respuesta a los cambios del medio ambiente; por lo tanto se dice que las BSR son 
dominantes en medios donde el sulfato es escaso. 

Raskin, en !996@4) demostré en el laboratorio con reactores de cama de biofilm que 
la mayor parte de BSR sobreviven en ausencia de sulfato, por otra parte, la 

persistencia de las BSR en ausencia de sulfato implica una alternativa en la 
desasimilacién metabolica de la reduccién del sulfato a un metabolismo que tiene H, 

centrales; éste modelo experimental nos dice que en los intercambios rapidos del 

metabolismo de D. vulgaris de las comunidades microbioldgicas, los mecanismos de 

cinética y termodinamica son suficientes para la evolucién del hidrégeno."2) 

Bases bioquimicas de 1a ruta del hidrégeno, 

EI papei del H, durante la degradacién del lactato por algunos miembros de! género 

Desulfovibrio en presencia de sulfato ha sido debatido desde 1981. 
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Odem y Peck,@) proponen el modelo ciclico def H,, en el cual el hidrégeno es 
requerido durante et transporte de electrones de un donador organico al aceptor, 

asi, ef H, es simultaneamente producido y consumido observandose una rapida 
acumutacién de H,. Posteriormente se vio que el H, no es un intermediario 
obligatorio, sino que es producido sélo como un mecanismo de control redox y que el 
transporte de efectrones se hace directamente a través de la membrana. 

Estos experimentos han recibido mucho apoyo y actualmente se examinan las 
consecuencias de tener dos diferentes mecanismos de transporte en funcién 
simultaneamente. La existencia de un doble mecanismo de transporte puede explicar 
la capacidad de muchas especies de Desulfovibrio de adaptarse rapidamente a una 
gran variedad de condiciones ambientales.12 

Caracteristicas més importantes del modelo de Widdel y Hansen, 1991,(22) 

El modelo implica ta oxidacién incompleta de lactato a acetato, que tiene lugar en el 
citoplasma. En la oxidacién de dos moléculas de lactato, se forman dos moléculas de 
acetato, con 8 protones y 8 electrones, en adicién, a tos resultados de ésta 
transformacién, se genera ATP por fosforilacion a nivel del sustrato. (ver figura 4) 

Los electrones generados durante la oxidacién del lactato siguen dos rutas 
diferentes: la primera ruta sigue el paso 1 y 2, (ver Fig. 2). 

La oxidacién del hidrégeno en el periplasma y el subsecuente transporte de 
electrones son realizados en ta célula por el paso 2 contribuyendo a la formacién del 
protén necesario para la generacién de ATP, es decir, utilizado en el transporte de 
electrones y en la fosforilacién oxidativa. 

El Segundo electrén transportado por el mecanismo de! paso 3 no requiere de 
hidrdégeno como intermediario. 
Se supone que la conservacién de energia ocurre por la traslocacién del protén 
durante el transporte de electrones. 

Et modeto asume fa presencia de dos actividades separadas la del hidrégeno activo 
y su evolucién respectivamente. Esta suposicién es consecuencia de la identificacién 
de los 3 tipos diferentes de hidrogenasas en !a especie de Desulfovibrio vulgaris y de 
su diferente actividad catafitica. 

La reduccién del sulfato a acido sulfhidrico ocurre en el citoplasma e implica el 
consumo dé un ATP. 

La produccién de formiato a partir de H, + CO, es una posible reaccién de la 

especie Desulfovibrio por la actividad de !a formiato deshidrogenasa. 
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n 
En la fig. 2 se presentan las bases bioquimicas del modelo de Widdel y Hansent@2) que 
es, de acuerdo con la actual comprensién de su bioquimica, el mecanismo de 
transporte de protones de Desulfovibrio vulgaris.“ 
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\ interacciones del medio ambiente. 

h-ev = hidrogenasa de evolucion 
h-up = hidrogenasa de utilzacion 
oss = bisulfito reductasa 
ecp = proteina transportagora de electrones 

Figura 2 Modelo de Widdel y Hansen?) propuesto para ta actividad catabdlica de 

Desulfovibrio vulgaris. 
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Los caminos 0 pasos presentados en el modelo de la Fig. 2 explican la versatilidad 
de muchas especies de Desulfovibrio al adaptarse rdpidamente a ios cambios de 
medio ambiente. 

El modelo que propone se realizé utilizando 3 diferentes medios. 

1°- Cuando el medio contiene lactato + suffato, por los tres caminos se obtiene 
actividad simulténea de las deshidrogenasas. 

2°- En ausencia de lactato u otros sustratos orgdnicos, muchas especies de 

Desulfevibrio pueden usar el H, sdlo como donador de electrones en el paso 2. 

3°- En ausencia del aceptor de electrones sélo es posible la primera reaccién del 
pasol. 

Las estrategias bioenergéticas de los dos principales géneros de bacterias sulfato 
reductoras, Desulfovibrio y Desulfotomaculum son fundamentalmente diferentes. En el 
caso de Desulfovibri, ef pirofosfato (PPi), producido durante ta formacién del adenilil 
sulfato (APS), a partir del suifato y ATP, se hidroliza a ortofosfato (Pi), por una 

ATP + =SO,-———-> APS + PPi 

PPi+H,O ——> — 2Pi 

Mediante este proceso, la energia quimica de! pirofosfato no se conserva, de modo 

que para obtener un rendimiento neto de ATP durante ef crecimiento con lactato y 
sulfato, Desulfovibrio debe llevar a cabo la fosforilacién acoplada a la transferencia de 
electrones, es decir, utilizando e! gradiente de protones que se forma en el exterior 
dela cua. 

En cantreste, Desulfetomaculum conserva la energia de enlace del pirofosfato 
Producide por la ATP-sulfurilasa, por medio de la enzima acetato: PPi transferasa y la 
subsecquente formacién de ATP por fa acetato cinasa: 

Acatato+PPi ———> aceti! fosfato+Pi 

Acetil fosfatotADP —————® acetatotATP 

Estas reacciones permiten a Desulfotomaculum utilizar el PPi como fuente de 

energia, cuando crece con lactato y sulfato. La conversi6n de APS (adenosin 
fosfosulfate), a sulfito por medio de la APS reductasa requiere la adicién de dos 
electrones. 
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APS+2e- _._, AMP+ SO, 

La posterior reduccién del suifito a sulfuro, requiere la accién de fa sulfito 

reductasa, tritionato reductasa, y tiosulfato reductasa para reciclar al sulfito. 

Por lo tanto, el metabolismo de Desulfovibrio, bajo una atmdsfera de hidrogeno, 

combina la fosforilacién y el transporte de electrones por medio del citocromo Cc. 

Ya que la energia requerida para activar el acetato y ef rendimiento en ATP a 

través de este ciclo del citrato modificado son practicamente iguales, Desulfobacter ha 

resuelto este problema utilizando una enzima capaz de acoplar la sintesis de ATP 

con una fosforilacién a nivel de sustrato a partir de acetil-CoA (via acetil-P), durante 

la formacién del citrato (ver Fig. 3) La formacién de ATP adicional en esta forma, 

permite el crecimiento de Desulfobacter. 

Los otros géneros de BSR del grupo II que utilizan el acetato como fuente de carbono 

no lo hacen por el sistema del ciclo det citrate modificado sino por medio de una via 

llamada via de la acetil-CoA, originalmente encontrada en bacterias 

homoacetogénicas en la que se produce el acetato a partir de CO, Este sistema lo 

utilizan las BSR, aparentemente por reacciones a la inversa del ciclo de la acetil-CoA, 

para oxidar el acetato. 

Sin embargo, los sulfuros (*S) y sulfitos ("SO,), no se producen solamente por la 

reduccién del sulfato mediada por APS, sino también a través de una variedad de 

otros compuestos azufrados tales como el tritionato, tiosulfato y bisulfito. E! sulfito 

puede ser producide por a reduccién del tiosulfato por una dismutacion. Una 

tiosulfato reductasa en unién con el citocromo c,, reduce el tiosulfato a sulfito ef cual 

a su vez, es también reducido a H,S 0 puede ser reciclado a tiosulfato por via de una 

enzima estrechamente asociada con la enzima que cataliza la reduccién dei bisulfito 

para transformario en tritionato. 

La enzima bisulfito reductasa es en realidad una desulfoviridina cuyo Unico 

producto de la reduccién del bisulfito es el tritionato. 

Por lo tanto, es posible que sean utilizados en el medio ambiente varios 

compuestos inorganicos azufrados para producir sulfite y de éste, el sulfuro toxico y 

corrosivo. 

El hidrogeno puede ser reemplazado por numerosos compuestos organicos, 

siempre y cuando el sulfato este presente en el medio. Esto significa que las BSR 

pueden utilizar los productos de otras fermentaciones como e! lactato, malato o 

piruvato, como donadores de electrones e hidrogeno. Cada uno de estos compuestos 

orgdnicos, se oxida hasta acetato y CO,, y el poder reductor generado en esta 

oxidacién, es utilizado para ia reduccién del sulfato a sulfito. 
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Figura 3. Mecanismos en ta oxidacion del acetato a CO,, de las BSR que utilizan el 
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En el caso del lactato como donador de hidrégeno, el paso mas importante de su 
oxidacién es la utilizacién del piruvato (ver Fig. 4). El piruvato sé descarboxila como 

se indica en el esquema y forma acetil fosfato y CO,, liberando hidrégeno. La anterior 

es una reaccién que se encuentra también en muchas otras bacterias cuyo 

metabolismo es fermentativo. Esta reaccién es catalizada por la ferredoxina 
oxidoreductasa. Otra enzima, la acetato cinasa finalmente produce acetato y una mol 

de ATP, por fosforilacién a nivel de sustrato, del ADP. 

Los hidrégenos liberados durante los dos primeros pasos de la ruta, son utilizados 
para ia reducci6n del sulfato. El balance de ATP es muy similar al de la reduccién del 

sulfato utilizando directamente hidrogeno como donador de electrones. 

Comparacién entre ta reduccién asimilatoria y la desasimitatoria del sulfato. 

La mayoria de las bacterias y muchos otros microorganismos son capaces de 
reducir el sulfato con fines biosintéticos, es decir, de reducirlos en forma asimilatoria, 

al contrario de las BSR. En todos estos microorganismos se encuentra el sistema 

enzimatico de la ATP sulfurilasa -descrito mas arriba-, y que cataliza ta activacion del 

sulfato uniéndolo al ATP dando lugar al APS. 

Sin embargo, para la reduccion asimilatoria del sulfato es necesario fosforilar la 

porcién adenilato del APS esterificando un nuevo fosfato con el “OH de! carbono 2! 

de fa ribosa (ver la Fig. 4), lo que da tugar al PAPS, fosfoadenosinfosfosulfato y soto 

en ésta forma los microorganismos pueden reducir e! sulfato a sulfito y 

posteriormente a ion “HS para asimilarlo sintetizando los aminoacidos azufrados.©) 

El acetato formado a partir de lactato o piruvato es utilizado con fines asimilatorios, 

es decir, para el crecimiento del microorganismo; las células utilizan acetato en un 

70% para su anabolismo y el 30% restante, proviene del CO). 

En resumen, las principales reacciones de la reduccién del sulfato son: 

$0,=+ATP ATP sulfurilasa APS+PPi 1 
—_—_ 

PPi+H,O Pirofosfatasa 2Pi 2 
OY 

APS+2e- APS reductasa AMP+ SO, 3 
Sn 

4-El sulfato es activado por el ATP y forma el nucledtido de adenosin-5'- fosfosulfato 

(APS, ver Fig. 5 y 6), la enzima que activa la reaccién es ATP sulfurilasa. 
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Figura 4 Reduccion de sulfate con lactato como donador de hidrogeno. Las reacciones estan explicadas en el texto 
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2-E1 pirofosfato (PPi) es hidrolizado a ortofosfato por la pirofosfatasa. 

3-El APS es entonces reducido por ia APS-reductasa con los electrones del 
hidrégeno, (via hidrogenasa), hidrolizando el enlace P-S con una adenosin 
monofosfatasa; y el azufre queda oxidado como suifito. En la formacién del sulfito 

(FSO), participa un citocromo c, de muy alto potencial redox (- 250 mV). (18.20 

Ademéas de utilizar el sulfato como aceptor de electrones, muchas BSR pueden 

crecer utilizando nitratos (“NO,), como aceptor de electrones o bien, pueden utilizar 

ciertos compuestos orgdnicos para obtener energia por fermentacién si no esta 
presente el sulfato ni otros aceptores de electrones alternos. 

Algunas BSR como Desulfovibrio y Desulfobacter pueden fijar el N2. 

Remocién de metales por BSR. 

Las BSR pueden reducir también una serie de elementos metalicos por lo que se 
ha utilizado esta capacidad bioquimica para remover metales de efluentes 

industriales. 

Esta propiedad esta siendo utilizada para realizar la reduccién de los metales por 
células inmovilizadas, en un proceso biotecnoldgico. 

Las células microbianas pueden inmovilizarse con objeto de reatizar las reacciones 
de reduccién y aplicarias a la biorremediacién por ejemplo en un reactor bioldgico de 

columna, como en el caso del experimento, que a continuacion se describe para 

remover ef uranio y et molibdeno, en un proceso continuo por medio de reducciones 
enzimaticas. Llevado a nivel de laboratorio, donde se demuestra la reduccién 
desasimilatoria de fas BSR células de D. desulfuricans, inmovilizadas en gel de 
poliacrilamida, se montaron en los reactores de columna, con agua para cada uno de 

Jos metales uranio y molibdeno, conteniendo donadores de electrones como lactato y 

formiato. 

La concentraci6n inicial del molibdeno es de 10 mg/l y del uranio es de 5 mg/l la 
permanencia del material en la columna es de 24 a 36 horas. Encontrandose que en 
la columna de molibdeno con lactato o con formiato, como donadores de electrones 

alcanzan una eficiencia de remocién del metal del 99 %, donde el molibdeno que era 
soluble (Mo-V1) pasa de un compuesto reducido a un compuesto insoluble (Mo-IV). 

De igual manera sucede con e! uranio, este alcanza una eficiencia de remoci6n del 
metal del 98 %, que pasa de un compuesto soluble (U-VI) a un compuesto 
insotuble(U-IV) esto se lleva a cabo en la fase de reducci6n enzimatica. 

Los resultados indican que la reduccién enzimatica de! molibdeno y del uranio es 
realizada por las células inmovilizadas de D. desulfuricans. Y se pueden utilizar, como 

un método viable para remover molibdeno y uranio de agua contaminada, en 
reactores de flujo continuo.(4) 
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En investigaciones recientes) se ha demostrado que D. desulfuricans, reduce y 
precipita al uranio, cromo, molibdeno y  selenio por medio de reducciones 
enzimaticas, 
La precipitacién de! metal por la reduccién desasimilatoria, se utiliza como un posible 
método para remover los contaminantes del agua en un reactor bioldgico. 
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Capitulo ili 

Aislamiento y cultivo de las BSR. 

Los requerimientos nutricionales de las BSR pueden ser simples 0 complejos; sin 
embargo, debido a que fas BSR dependen de otras bacterias para obtener 
nutrimentes esenciales como el H, en su habitat, fos medios de aislamiento; incluyen 
un amplio rango de nutrimentos para aumentar las probabilidades de que puedan 
crecer en ellos. La mayoria de las BSR, requieren de factores de crecimiento 
adicionales como trazas de metales, cloruro de sodio, cloruro de magnesio, 
aminoacidos, vitaminas, extracto de levadura y agentes reductores. Por lo tanto para 
su aislamiento y cultivo de mantenimiento, se prefieren los medios complejos, esto 
facilita la deteccién de contaminantes. 

Para el aislamiento de cepas de BSR encontradas en fa naturaleza es mejor 
agregar nutrimentos extraidos del habitat del inoculo. 

Con objeto de crecer y reproducirse las BSR, deben tomar del medio de cultivo 
todas tas sustancias que requieran, porque las utilizan para la sintesis de sus 
materiales celulares y también para la generacién de energia. 

Los procedimientos para la preparacién de los medios de cultivo de las BSR, y los 
cultivos de transferencia, se hacen bajo una atmésfera libre de oxigeno, para esto se 
utiliza nitrégeno, hidrégeno, didéxido de carbono o mezclas de ellos. 

Es muy importante controlar el pH de los medios de aislamiento y cultivo de las 
BSR, ya que la mayoria crecen a un pH cercano a la neutralidad, entre 6.5 a8.5, pero 
su pH dptimo es de 7.2 a7.8. 
El rango de temperatura éptimo de crecimiento de las BSR, es de 20°C a 40 °C, 
siendo por esto mesofilos, aunque algunos son consideradas como terméfilos.2.5) 

Medios de cultivo especificos para BSR 

Los medios de cultivo siguientes, denominados A, B y C, son especificos para las 
BSR.@ 

Para el medio de cultiva A- Se usan frascos de vidrio con tapén de goma (viales), 
los cuales se llenan completamente y se les extrae el aire asépticamente; se 
esterilizan a 121° C por 15 min, después de !a esterilizacion se guardan en un lugar 
fresco, para utilizarlos cuando se requieran. 
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Et medio de cultivo B.- Es usado cuando se requieran Jotes grandes, se preparan de 
10 a 20 litros por lote, no contiene agentes reductores; se esteriliza a 121°C por 60 
min. Se almacena en un lugar fresco y con una atmdésfera anaerobia lograda con una 

mezcia de gases (80% N, / 20% CO,), (Ver en el Protocolo 1, la descripcién y 

enumeracién de los métodos usados en el medio de cultivo C Posgate.), que son 
especificos para los géneros, Desulfovibrio y Desulfotomaculum, por la presencia del 
tioglicolato no puede crecer otro tipo de BSR. Se prefiere el medio de cultivo de 
Pfenning.(25) 

En el medio de crecimiento ©.- Se utiliza el "método de dilucién" (ver Fig. 7), para los 

géneros Desulfovibrio y Desulfotomaculum. Los componentes de los medios de cultivo 
A, By C. se encuentran en la Tabla Vu. 

Desde el punto de vista fisiol6gico, son mas apropiadas las soluciones isotonicas y 

ademas de que contienen iones. 

Solucién de Ringer - Locke. Composicion salina isot6nonica: NaCl 0.9 %; CaCl, 0.024 

%; KCI 0.042 %; NaHCO,; 0.10 - 0.03 %; Glucosa 0.10 - 0.2 %. 

Protocolo 1. i mes6filos. Método de dilucién. ) 

*Se utiliza un medio de resistencia de una solucién anaerébica de Ringer (después 

de preparada la solucién se le pasa una corriente de gas anaerdbico de 80% de N. y 

20% de CO,). 

*Bromuro de cetil-trimetilamonio, (CTAB) como surfactante. 

*Medio de enumeracién (Posgate, medio C, con agar purificado 15 g/l). 
“*Parafina de cera estéril, (a una pastilla de cera fundida a 60°C, afiadir tres partes de 

parafina liquida). 
*Frascos con tapén de rosca. 
*Pipetas Pasteur estériles. 
“Bafio de agua a 40 °C. 
*Bafio de agua a 4 °C. 
*Tubos de vidrio de (15 cm por 1 cm), con tapon de goma, y una rejilla o gradilla. 

Procedimiento. ‘ 

14- Si él inoculo es sélido o semisélido, obtenido dei suelo, de heces o del sedimento, 

se prepara por duplicado 10 tubos para dilucién de la muestra. En una sotucion 

anaerébica de Ringer, se afiade 0.01 mg/ de surfactante CTAB, y se agita 

suavemente por 15 minutos, este paso no es necesario para muestras liquidas, 

cultivos puros 0 de agua. 
2- Se hace una serie de 10 tubos para dilucién, conteniendo c/u 9 mi de medio de 

crecimiento estéril fundide a 40 °C. 
3- Una vez inoculado el tubo se invierte, se enfria rapidamente y se transfiere 1 mi al 

siguiente tubo. 
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Figura 7 Procedimiento por el método de dilucion; (1) La dilucion inicial de la muestra 

solida, se prepara en un medio anaerdbico de una solucion de Ringer. (2) La dilucion 
en el agar se mantiene a una temperatura de 40°C, los tubos son cubiertos con un 
bafio de agua fria, v se incuban a la temperatura deseada. (3) Después dei crecimiento 
de las BSR, se rernueve una sola colonia, usando una pipeta Pasteur estéri!l, y sé 
resuspende en 1 mi de solucion anaerdbica de Ringer, la dilucién se agita y se incuba. 

(4) Confirmacién del cultivo puro. (5) La colonia pura es transferida a un medio liquido 
adecuado para la cepa de BSR a estudiar.(2) 
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4- Inmediatamente después, el tubo se inocula, se sella herméticamente, y se vierte 

sobre la superficie del medio una capa de 2 cm de parafina, con el fin de evitar el 
acceso de aire en la columna del agar y se cierra con el tapon de goma. 
5- Se incuba a una temperatura de 28 a 37 °C, por 2 semanas, dependiendo de Ia 
temperatura éptima de la bacteria. 
6- Después de 24 horas de incubaci6n se extrae todo el aire que se formé en el tubo. 
7- Terminado e} tiempo de incubacién de las 2 semanas, se cuentan las colonias 
negras en la dilucién apropiada y se calcula su poblacién, con el cuenta-colonias y 
anotar la diluci6n correspondiente. 
8-Para el aisiamiento de cultivo puro de BSR, se corta el tubo con una lima y se 
remueve el agar se separa una colonia con la pipeta Pasteur estéril, sé resuspende 
en 1 mf de solucién anaerdbica de Ringer, y se agita para ser transferida. 
9- Si microscépicamente es homogéneo, se transfiere la colonia a un nuevo medio 
de cultivo tiquido y se controla que sea puro. (Ver Protocolo 2). 
40- Se mantiene el cultivo puro contenido en el medio de cultivo liquido, si hay 
crecimiento rapido de BSR en tos cultivos liquidos después de 4 a 6 dias de 
incubacién, se almacena a 5 °C, y dependiendo de fa cepa, se transfiere a un nuevo 

medio de cultivo por 2 a 3 meses, después de éste tiempo se hace una resiembra 
para mantenerlas vivas.@ 

Protocolo 2, Valoracién de cuttivo pyro (2) 

*Placas con agar nutritivo conteniendo glucosa y peptona. 
“Agar de peptona -giucosa +0.05% (w/v), sulfato de amanio ferroso (pH 7.0 a 7.6). 
*Tubos de ensayo con tapén de goma de (15 por 1 cm). 
*Pipetas Pasteur estéril. 
“Baio de agua a 40 °C. 
“Bafio de agua a 4 °C. 

Prugbad inacién aerbbi 

1-Placas con agar nutritivo. 

2-Incubar a 30°C. 
3-No debe haber crecimiento. 

Pi atitati inacién ana 

1- Asépticamente, distribuir 5 mi. de agar estérit de peptona y glucosa, conteniendo 

sulfato de amonio ferroso dentro de cada uno de los tubos. 
2- Se enfria a 40 °C. 
3- Se hace una serie de diluciones, con la pipeta Pasteur del cuitivo de prueba. 
4- Se pone en bajio de agua fria, e incubar a 30°C. 
5- La observacién de colonias negras, después de 4 dias, indica la presencia de 
BSR. . 
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Procedimiento del protocolo 2. 

El examen microscépico proporciona informacion sobre la forma, tamafio y 
movilidad de {a célula. La formacién de esporas en el género Desulfotomaculum, se 
distingue facilmente de otras BSR. No nos indica si es una o mas especies de BSR. 

Los géneros Desulfovibrio y Desulfotomaculum, Se distinguen facilmente por su 
membrana lipidica specifica, por lo tanto pueden ser marcados por 
inmunofiuorescencia. En la observacién, las BSR fluorescen con un color rojo ladritlo 
bajo la luz de UV a 365 nm. Esta prueba es util para diferenciar entre los géneros 
Desulfovibrio y Desulfotomaculum, donde el género Desulfovibrio, fue positive y el 
género Desulfotomaculum, negativo. 

El género Desulfovibrio se valora rapidamente por la prueba de desulfoviridina, ef 
procedimiento implica hacer una centrifugacién con mas o menos 15 mi. de un cultivo 
de BSR y resuspendiendo, en un volumen minimo de medio restante, una porcién de 
la suspensién se observa al microscopio, con una gota de NaOH 2M.2) 

Los medios de cultivo que se recomiendan en Bergey 's Manual of Systematic 
Bacteriology.) Son practicamente iguales a fas anteriores. Y no se sefialan como 
exclusivas para Desulfovibrio. 

Y se indica el siguiente procedimiento; 

Generalmente se utiliza para el aislamiento de tas especies del género Desulfovibrio. 

Se prepara una solucién de reserva del medio A, con salinidad apropiada, 25 ml de 
agar al 1%, ascorbato de sodio 0.01 % y ticglicolato de sodio al 0.01 %. Se esteriliza 
a 121°C durante 5 min, el medio no debe ser almacenado después de su 

esterilizacion, el pH debe ser de 7.5 y se distribuye 4 mi del medio de cultivo en cada 
tubo de 10 por 150 mm, y se mantiene una temperatura de 40°C. Con una pipeta 
Pasteur estéril, se inocula de 1 a 6 tubos esterilizados, se cierra y se debe evitar que 
se moje, se incuba a 30 °C después de 4 a 5 dias se observa que en el 4° y 5° tubo, 
hay crecimiento positive de colonias negras de BSR, se rompe ef tubo, y se toman de 
2.a3 colonias con la pipeta Pasteur estéril, se resuspende en unas gotas de solucién 
salina, y se observa fa suspensién celular en e! microscopio, si la suspensién es 

aparentemente pura, se incuba una parte de ia suspension en el medio liquido A y se 
afiade un agente reductor que es de Na,S. 

Se usa la suspensién sobrante para repetir !a prueba con una pipeta Pasteur 
estéril, la cual se utiliza para comprobar si son cepas puras. 

Nota: el tioglicolato se esteriliza por filtracién. 
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El medio A, se debe hacer de rutina, para mantener los cultivos puros. En e) medio B, por ser fisioldgicamente estable, se investiga la poblacién por medio de su 
metabolismo. El medio C, se utiliza para mantener el crecimiento de algunas 
especies de poblaciones libres de sulfuro, asi como Para diagnosticar ta poblacién en 
los pozos petroleros.()) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Tabla Vil Componentes de los Medios de crecimiento, enriquecimiento, 
enumeracién y aislamiento de las BSR.(2 : 

Medio Postgate() 

Reactivos g / 1. A B ¢c 

KH,PO, os 0.5 0.5 
Cas, 10 

Na,SO, 45 1 
NH CL 1.0 1.0 1.0 
MgSO,.7H,0 2.0 0.06 2.0 

CaCl, . 6H,0 0.06 1.0 

Lactato de sodio 3.5 6.0 35 

Citrato trisodico 0.3 

Extracto de fevadura 1.0 1.0 1.0 

FeSO, . 7H,0 0.5 0.004 0.5 

Ascorbato 0.4 0.1 

Tioglicotato 041 0.1 

Agar purificado ” 15.0 

Agua de la lave 1000 ml 1000 mi 

Agua destilada 1000 mi 

pH 7.0a7.5 75 76 

Notas contiene precipitado medio fimpio 

Uso enriquecimiento y lote de cultivo de enumeracién 
crecimiento de cultivos mayor capacidad 

puros       
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Tabla Viil_ Medio de cultivo para las especies del género Desulfovibrio.) 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Reactivos g/ 1. A B c 

KH,PO, 05 05 05 

NH CL a) 7.0 10 

CaSO, 1.0 

Na,SO, 45 

MgSO,.7H,0 2.0 2.0 

Lactato de sodio 3.6 3.5 

Piruvato de sodio 3.5 

CaCl, .2H,0 0.06 ot 

MaCl, 16 

FeS0,. 74,0 05 0.004 0.004 

Extracto de fevadura 1.0 1.0 1.0 

Citrate de sodio 03 

Agua destilada 1000 1000 1000         
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Tabla IX Resultado de crecimiento con sustratos especificos para BSR, de los 
géneros Desulfovibrio y Desulfotomaculum. 

  

  

  

  

  

    

Género Desulfovibrio. 

especies desutfuricans vulgaris satexigens africanus gigas 

“medio de 
crecimiento A,B,C A,B,C ABC ABC A,B,C 
piruvato sin Positive hegativo negativo negative negative 
suifato 

cotina sin Positive negativo negativo negativo negative 
sulfato 
malato y positive negativo negative negativo negativo 
sulfato 
acetato y negativo negativo negativo negative negativo 
sulfato               

Género Desulfotomaculum. 

  

  

  

  

    

especies nigrificans orientis cuminis 

*medio de crecimiento A,B,C A,B,C A,B,C 

piruvato sin sulfato negative negativo positive 

acetaio y sulfato negativo hegativo negativo 

formiato y sulfato hegativo hegativo         

Otros medios de cultivo 

Medio de crecimiento para BSR marinas. 

oe 

El medio de crecimiento de las cepas marinas, de los géneros. Desulfovibrio y 

Desulfotomaculum, tienen requerimientos variados porque son bacterias anaerobias 
estrictas, y utilizan 20 gf de NaCl y 3 g/l de MgCl, que son afadidos alternando agua 

de mar y de la Ilave. Cuando el medio es acido el pH se ajusta con una solucion de 

NaOH 2 M esterilizado. 
El pH éptimo es de 7.2 a 7.8 y la temperatura optima de incubacion es de 20 a 40 °C. 

Para muchas especies, e! fierro es incluido en los medios, que lo utilizan como 
nutriente y al mismo tiempo como indicador en la formacién de HS, observandose un 

precipitado de color negro que es formado por los iones ferrasos, asi como un olor 

penetrante a huevo podrido. 
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Estos microorganismos utilizan ios sustratos (acetato, formiato, piruvato, lactato, 

colina, etanol, propanol, alcoholes primarios y mondxido de carbono) como nutrientes 

para la sintesis de su material celular. 

Asi como el sulfato es un aceptor teminal de electrones, de esta misma manera lo son 

el tiosulfato, sulfito, tetrationato y el azufre elemental.(1. 2) 

i crecimient s BSR. 

Se utiliza ef medio de Pfenning.@) El cual es mas complejo en su preparacion y 

requiere mas tiempo de incubacién, dependiendo del donador de electrones usado, 

asi como la cepa de BSR a estudiar. 

Enumeracién de BSR, 

Se realiza por diferentes métodos, con estricta anaerobiosis para la poblacién 

viable de BSR, ya sea de cultivos puros o mezclas de cultivos. 

Por cuenta en placas, niimero mas probable en tubos, (se hacen diluciones y se 

incuba). 

Identificacién de BSR. 

Cada uno de fos siguientes métodos pueden aplicarse para el estudio de cultivos 

puros 0 para ecosistemas individuales. 

Los cultivos puros de BSR, inicialmente son evaluados por analisis microscépico, 

aunado a la determinacién cualitativa de la produccién de sulfuro (formacién de un 

precipitado negro), ya que el medio contiene sulfato asi como iones ferrosos. El 

método de placas es en un medio anaerébico, y se usa para determinar la ausencia 

de contaminantes.@) 

Andlisis por sequimiento de huella radioactiva en la reduccion del sulfato.@) 

La técnica para el seguimiento radioactivo, se utiliza para determinar la estructura 

de una molécula 0 parte de ellas, por medio de isétopos radioctivos, en este caso el 

isdtopo usado del azufre es; (5). 

En un andlisis por seguimiento de huella radioactiva en fa reduccién del sulfate, se 

lleva a cabo con una solucién de 38S - SO,=, en la muestra, se incuba a temperatura 

ambiente, la muestra fluye a través de un aparato de destilaci6n de sulfuro 

radioactivo, (ver Fig. 8). En el cual se encuentran dos trampas, la primera contiene 

acetato de zinc que forma un precipitado de sulfuro de zinc y la segunda esta 

constituido por cloruro de cadmio que se utiliza para determinar el sulfuro en la 

muestra que quedé atrapada en él. °S, la muestra cambia de incolora a color 

amarillo. 
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La porcién del material radioactivo es convertida a 3S - S= el cual se utiliza para 
determinar 61 % de la reduccién del sulfato. 

La determinacion del porciento en la reduccién del suffato se hace por medio de la 
siguiente ecuacién: 

[SO,-] x *®S-S* x 1.06 

4 = mol de SO,= reducido / mi. de muestra / dia 

§-SOFxtxd 

[SO,=]: Concentracién inicial de sutfato. 

38S - S: Diferencia que da la cantidad del sulfuro radioactivo atrapado. 
1.06: — factor de radioactividad entre *S y ¥S, y la radioactividad del 

sulfato ®S - SO = 

t tiempo de incubacidn en dias. - 
d: factor de dilucién en 1 ml de muestra. 

is imétrica de HS, 

Ef método para medir ei H,S, se basa en la desasimilacién metabdlica y Ia 

reduccidn del sulfato e implica el uso de electrodos selectivos de sulfuro, técnicas de 
cromatografia de gases y de técnicas espectrofotométricas.@ 

in quimis ih 

La desaparicion del sulfato en el material biol6gico ocasionado por el paso del 
tiempo, puede usarse como un indice de la actividad de las BSR. La medicién del 
sulfato se realiza con agua de mar y el sedimento, por formacién de un precipitado de 

sulfato de bario. Si el pH de la solucién se encuentra bajo, se trata con una solucién 
de EDTA, se filtra y se disuelve el exceso de EDTA con una soluci6n de MgCl. 

Mediciones de BSR en el io ambiente a través del uso de fluorescencia 

Se analizan muestras de diferentes ambientes por medio de una enzima especifica 
constitutiva, que transforma el sulfato a acido sulfhidrico. 
Esta enzima importante es la sulfito reductasa. El cofactor de esta enzima, absorbe la 

luz a 605 nm. 
Es critico el detectar en los campos petroleros, que la enzima sulfito reductasa se 
encuentra bajo varias condiciones ambientales. La sulfito reductasa es una enzima 
constitutiva producida por las BSR con un crecimiento normal. La densidad 
bacteriana y las mezclas de cultivos bacterianos en las peliculas que se forman 
(biofilm) se pueden medir facilmente por medio de fluorescencia.(') 
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Capitulo IV 

Ecologia. 

Seguin se sefialé en el capitulo anterior, las BSR se encuentran en ambientes 
anaerobios, en el suelo, el agua y sedimentos, asi como en sistemas de depuracién 
de efluentes, en un consorcio con otras bacterias. 

Entre estas bacterias se presenta una relacién de sinergismo en la cual, unas 
bacterias aportan e! H, requerido por las BSR para la reduccién del sulfato; a su vez, 
las bacterias sulfate reductoras pueden presentar una competencia por el H, con 
otras bacterias o arqueas para la metanogénesis. 

Sin embargo estas no son las unicas interacciones de las BSR en el medio, ademas 
de las ya sefialadas, existen otras posibilidades de relacién en las que las BSR 
pueden verse inhibidas, como se ver mas adelante. 

Ya que de la actividad de las BSR en el medio depende un efecto deletéreo en 
Ciertos ambientes, es decir, su participaci6n en fendmenos de biocorrosién y sus 
consecuencias, en esta parte trataremos en particular la intervencién de las bacterias 
sulfato reductoras en la biocorrosién. 

Las BSR juegan un papel importante en las reacciones de mineralizacién en los 
Ciclos del nitrégeno, carbono y azufre; este ultimo es el mas importante ya que la 
Produccién de acido sulfhidrico facilita el crecimiento de un consorcio de 
microorganismos (acetogénicos, bacterias tiosulfate reductoras, metanogénicos, otras 
arqueas), logrando en ocasiones una mineralizacién total de la materia organica ylo 
una eficiente depuracién de aguas residuales. 

Adherencia e incrustacién 

Un aspecto muy importante de estes bacterias es la formacién de 
microincrustaciones en superficies metdlicas provocando con ello la corrosién que 
dafia tos sistemas de distribucién por ejemplo: de hidrocarburos en la industria 
Ppetrolera. 

La corrosi6n ocasiona problemas operacionales que afectan la continuidad de} 
servicio e incrementan e! costo de mantenimiento y rehabilitacién de pozos, bombas, 
tuberias, y plataformas, asi como det carbén, aceite y gas en la industria 
petrolera.(1. 2. 5} 
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Los microorganismos y especialmente las bacterias tienen la propiedad de 
adherirse a las superficies del material que los rodea. Lo anterior es debido al! tamario 
pequefio de ellas, aunados a fuerzas de tensién superficial, ademas depende de una 
serie especifica de eventos que se basan en las caracteristicas del sustrato que se 
coloniza; es por ello que a las BSR se les facilita formar incrustaciones en superficies 
metalicas causando cambios 0 alteraciones en el metal. 

Formas de adherencia bacteriana. 

Las formas de adherencia bacteriana pueden ser: 

*Adherencia temporal (bacterias deslizantes). 

*Adherencia especifica irreversible (unidn a superficies especificas). 

*Adherencia no especifica irreversible (cualquier superficie). 

El mecanismo molecular sugiere la presencia de factores de adhesion celular que 

se expresan en la superficie de la célula y promueven la interacci6n entre ésta y el 
sustrato formando una estructura denominada biopelicula o biofilm, la cual constituye 
una verdadera pelicula que cubre la superficie del material sobre el que se adhieren 

las células y le confiere estabilidad al sistema impidiendo la difusién de particulas. 

La adhesién esta determinada por las interacciones entre los receptores de las 

adhesinas (proteinas especificas), la biosintesis de carbohidratos, la secrecién de 
exopolisacaridos que se utilizan para promover la agresiOn célula-célula y el 
secuestro de nutrientes. La carga comin de grupo repele uno a otro en la interaccién 
célula-sustrato debido a las repulsiones tipo Van der Walls; sin embargo a una 
distancia de 2 a 3 nm se da !a atraccién, en el que las interacciones hidrofébicas 
superan a las fuerzas electrostaticas y tanto las adhesinas como el sustrato 
interactuan provocando que las adhesinas formen fuertes enlaces con tos residuos 
glicoprotéicos de la superficie o de receptores celulares. (4) 

La colonizacién microbiana en el biofilm depende de las caracteristicas de las 
bacterias, asi como de la interfase del fluido y del sustrato. Las superficies que 

presentan sitios de enlace, son favorables energéticamente para interactuar con las 
células, moléculas o elementos favoreciendo e! medio ambiente la colonizacién 
microbiana, asi como Ja temperatura, pH, salinidad y nutrientes.4 

El biofilm esta constituido por una estructura dentro de Ja cuai tas células se 
dispersan y la mayoria del carbono organico es retenido como sustancia organica 

polimérica extracelular actuando como revestimiento semipermeable y ademas 
funciona como reserva potencial de nutrientes para las bacterias que !o habitan. 

Dentro dei biofilm existe una constante competencia entre el consorcio de 

microorganismos que lo componen. 
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En un biofilm joven se encuentran de 25 a 30 cepas bacterianas diferentes 
teduciéndose a 5 0 menos cepas en la etapa de maduracién, éste proceso de 
maduracién lleva también a una estratificacién de! biofilm, cuyas capas interiores 
revisten condiciones anaerdbicas, en el caso de las BSR estas capas entran en 
contacto con fa superficie inerte generando procesos de corrosién por la formacién 
de sulfuro de hidrégeno y/o dcidos organicos. 

Por fo tanto, la compleja relacién simbidtica entre las numerosas especies 
bacterianas existente es de gran utilidad para el proceso anaerdébico en el tratamiento 
de agua asi como para la biorremediacién de suelos y acuiferos,(®) 

Recientemente se ha publicado,® que en nuestro pais se utilizaran las BSR en 
digestores de las aguas residuales de una empacadora de alimentos del mar y de 
una industria textil en la cual se lleva a cabo actualmente la biodegradacion de 
colorantes con magnificos resultados. 

Ecolégicamente, los microorganismos en el ambiente acuatico asi como el terrestre 
tienden a adquirir un mayor grado de estabilidad mediante una condicién de equilibrio 
dindmico, e! cual esta condicionado al sistema biolégico, que tiene la capacidad de 
recirculacién optima de materiales, con una minima pérdida de energia, lo cual se ve 
afectada por el tiempo y factores fisicoquimicos, sin embargo, si sé autorregula, 
puede alcanzar en un corto periodo una condicién optima de equilibrio. Pero cuando 
hay una modificacién en los factores fisicoquimicos y biolégicos, se desencadena una 
serie de reacciones, rompiéndose asi la capacidad de autorregulacién, provocando la 
eliminacion, transformacion o.desintegracion de! equilibrio del sistema ecolégico. 

Cuando el medio terrestre 0 acudtico se contamina por ejemplo, con hidrocarburos, 
la concentracién de! contaminante esta en funcién del tiempo en que se permita su 
acumulaci6n y su tratamiento restaurador.©.% 

Las reacciones bioquimicas que se desencadenan durante la degradacién de la 
materia organica incluyen tanto procesos aerobios como anaerobios, ya que en 
ambos sucederr una serie de transformaciones capaces de descomponer la materia 
organica en diferentes grados; por ejemplo, en ambientes acuaticos y terrestres tiene 
lugar una autodepuracién constituida por los procesos de digestién, asimilacién y 
metabolismo del compuesto organico promovidog por los microorganismos, es decir 

por medio de la actividad microbiana se transforman en compuestos diferentes, 
pudiendo algunos ser completamente degradados, de forma tal que se cumple con la 
primera ley de ta termodinamica, también cuando la transformacién tlega hasta la 
generacion de bidxido de carbono y metano se habla de una completa mineralizacién 

Se reitera que en el caso de ja industria petrolera, ta actividad bacteriana ocasiona 
humerosos problemas en acueducios y tanques, ademas de taponamientos, 
corrosion, tuberculizacién en cafierias y tanques e incrementos de sulfuros debido a 

la actividad de las BSR, por mencionar sdlo algunos de los problemas mas comunes; 
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asimismo, en plantas de gas, refinerias y petroquimicas, !a actividad bacteriana 
puede causar pérdida en la transferencia de calor, por afectar a los intercambiadores 
de calor y tos condensadores. 

En estudios recientes('3) se detecté que en el fondo de los tanques cargueros se 
encontraba una excesiva corrosién por picadura en un tanque nuevo de sélo dos 
afios y sé diagndstico como"influencia de corrosién microbiolégica," (MIC). 

La concentracién de BSR fue muy alta, de 100,000 a 10,000,000 de células / ml, en 
el sedimento del tanque, se realizaron pruebas en el laboratorio, usando biocidas 
especificos para un consorcio microbiolégico aislado del fondo del tanque carguero. 
Los resultados no fueron buerios, entonces procedieron a cambiar el casco del 
tanque poniéndole, doble casco, encontrandose nuevamente picadura mayor de 
2mm / afio. 
La excesiva corrosién presentada en instalaciones de la industria det petrdteo es del 
orden de 4 a 5 veces mayor por afio, causada por las BSR que por el consorcio de 
microorganismos que tienen efecto corrosivo en el metal. Estas bacterias contaminan 
el petréleo crudo, asi como el agua de inyeccién, pozos, tanques y tuberias. 

En los sitios donde ocurren derrames de hidrocarburos que no son atendidos 
inmediatamente, la flora microbiana presente en el suelo 0 en acuiferos, se somete a 
un proceso de seleccién natural, en él, los microorganismos sobrevivientes son 
aquellos que desarrollaron la capacidad degradadora, por lo que es mejor utilizar la 
flora autéctona del sitio, en lugar de agregar microorganismos exdgenos para tratar 
los derrames, por que es muy dificil 1a adaptacién de microorganismos a un nuevo 
habitat.6. 9 

Biocorrosién. 

La corrosién se define como "el ataque destructivo de un metal por reacciones 
quimicas 0 electroquimicas con su ambiente." (11, 18) 

La biocorrosi6n o (corrosién microbiolégica) es el ataque destructivo de un metal 
por medio de microorganismos. 

En la biocorrosién los procesos que la originan son de naturaleza electroquimica, 
pero se ven favorecidos por la actividad de los microorganismos, la biocorrosién 
puede hacerse en presencia de oxigeno (aerdébia) o en ausencia de él (anaerobia), 
como resultado de la actividad de las BSR. 

La corrosién microbioldgica es reconocida como una de fas principales causas de 
corrosion en los metales y el acero, originada por las BSR.(11. 17, 18) 

En la industria petrolera, como se ha mencionado con anterioridad, !a actividad 
bacteriana ocasiona numerosos problemas e incrementa los costos de mantenimiento 
y rehabilitaci6n de su infraestructura en contacto con esta problematica. (11. 18) 
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La corrosi6n del sustrato (metal, acero, etc.) involucra un agotamiento gradual del 
material, como el agrietamiento debido a la octusién, por las células microbianas, de 
la corriente eléctrica que se genera por contacto entre metales o en los electrolitos de 
una solucién fisiol6gica asi como las fuerzas de rozamientos y friccién, en accién 
concertada con las enzimas degradadoras de! metal. (11. *8) 

El deterioro resultante de !a actividad biolégica y la produccién del biofilm conducen 
a la formacién de microincrustaciones en ta superficie metatica, que se asocia con la 
corrosion. 

Técnica para medir el porciento de fa corrosién (18) 

En esta técnica es de suma importancia e! peso, fa superficie, y el tiempo de 

exposicién en la muestra a estudiar, haciendo fas mediciones antes y después de la 
prueba. 

534 W (mg) 
% de corrosi6én (mpy) = —_ << 

D (gm / cm?) A (pulg.? ) x t (horas) 

534 = Constante 

W_ = Pérdida de peso 
D = Densidad de la muestra 
A = Area de la muestra 
t | = Tiempo de exposicién 

mpy = mm. de penetracién por afio, se convierte a (mg por dmz2 por dia), por lo tanto 
mpy = mdd x 1.44/D. de hierro 
La densidad det hierro es de = 7.87; mdd x (0.183) = mpy. 

/ 
Se estima que las BSR son responsables de mas de! 77% de la corrosién 

microbiolégica y tomando en cuenta su metabolismo anaerobio estricto asi como su 
habitat y forma de vida, se da por hecho que en las BSR se encuentran las proteinas 
de pared celular especificas para adherirse, que interacttian de manera tal, que se 
induce el fenémeno de corrosién sobre las superficies metalicas. 

En la biocorrosién también se encuentra un consorcio de microorganismos formado 
por: 

Bacterias acetogénicas; Thiobacillus ferrooxidans; bacterias _ tiosulfato 
reductoras; bacterias metanogénicas y otras arqueas. 
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Papel de las BSR en los procesos de corrosion 

Existen 5 hipdtesis,“'. 1 para explicar el papel de las BSR en los procesos de 

biocorrosién: 

*. La despolarizacién bacteriana del catodo. 
*. La corrosién por iones de sulfuro. 

*. La corrosién galvanica debido a ta formacién de un biofilm de suffuro de fierro. 

*. La produccién de fésfore corrosivo y volatil. 

*. La formacion de azufre elemental.(®) 

Teoria de la Despolarizacin catédica.(''. 18) 

La teoria de la despolarizacién catédica de Von Wolzogen Kuhr y Vander Vlugi('®) 

esta basada en la actividad metabdlica de las BSR. Los microorganismos pueden 

promover la corrosién por la accién de agentes oxidantes, por to tanto los productos 

metabélicos 0 provenientes de la actividad con el metal, dan como resultado el 

proceso de oxidacién, los electrones, son removidos del fierro y éste queda en 

solucion. 

M ———_—_ M2 + 2e- 

El crecimiento de fa biomasa microbiana contribuye a iniciar el proceso de 

corrosion. La corrosién anaerobia, postula que las BSR activan y utilizan el H, 

(removiendo electrones), y acelerando la reaccion. 

2Ht + 2e ~____» H, 

%O,+ HO + 2 ——* 20H" 

La remocién dei hidrogeno molecular es polarizada por la hidrogenasa bacteriana 

con la transformacién del sulfato a sulfuro. 

SO,- + H, —> Ss + 4H,0 

Y la formacién de los productos de corrosién. 

Fee + $= ———» FeS (anodo) 

Fez + OH- > Fe(OH), (catodo) 

Reaccién global. 

4Fe + SO, + 4HO —” FeS + 3Fe(OH),  +2(0H) 
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Corrosién por iones de sulfuro. 

La corrosi6n del metal por iones de sulfuro es debido a la adicién de iones ferrosos, 
resultando una produccién de sulfuro de fierro. Esto se lleva a cabo en la corrosion 
anaerdbica relacionada con la concentracién en el medio de iones ferrosos; si ta 
concentracién de fierro es grande, la corrosién del metal es grande, por ejempto: es 
de (1250 mg/dm? x dia), estos resultados se obtuvieron en condiciones anaerébicas 

en un filtro con un cultivo marino de Desulfovibrio, en donde los iones de sulfuro son 
removidos por la accién de iones ferrosos, resultando en la formacién del sulfuro de 
fierro.(11, 18) 

Corvosi Anica debido a la formacién del biofilm de sulfuro de fierro.( 1. 18) 

En una celda galvanica, la corrosi6n se presenta cuando dos metales diferentes 
estan en contacto o conectados por medio de un conductor eléctrico, los que son 

expuestos a una solucién conductora, y con un medio de cultivo apropiado, para el 
’ crecimiento de las BSR. 

En este caso, el sulfuro de fierro que se forma como una pelicula sobre la superficie 

del metal, es producido por !a actividad metabdlica de las BSR, el sulfuro de fierro en 
los cultivos procede a solubilizar al fierro y por lo tanto aumenta la corrosién, la 
primer pelicula formada sobre el metal es ef compuesto llamado mackinawite (FeS,_ ,). 

Durante la corrosi6n microbiolégica, se forma un mineral tetragonal de sulfuro de 

fierro Mackinawite (FeS,. ,), generalmente es el principal producto que causa la 

corrosi6n del metal propiciado por las BSR. Es inestable arriba de 150°C, este 

mineral es formado durante el proceso de corrosidn con la consecuente produccién 
de acido sulfhidrico. Este mineral no se encuentra normalmente en ta biosfera.(17) 

Produccién de f6sforo corrosivo y volatil, 

En una investigaci6n reciente,() se demostré que la corrasién que se observa de 
color negro, es producida por el fierro amorfo, e indica que los agentes corrosivos 
fueron ocasionados por fa produccién de fésforo volatil, aunados a la actividad 
metabdlica de las BSR, asi como por la formacién del sulfuro de hidrégeno.( 11. 18) 

Formacién de azufre elemental, 

Quimicamente, et azufre se produce en el suelo, pozos petroleros, asi como 
también es formado por el H,SO, y HS en el agua desmineralizada, en condiciones 

aerébicas o anaerébicas; en éste caso, se debe a la actividad metabdlica de las BSR, 
la produccién del sulfuro de hidrégeno, que se oxida bioldgicamente formando el 

azufre elemental.(11. 18) 
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Control microbiolégico de ta produccién de H,S por BSR. 

Los productos de reducci6n del sulfato (HS, HS~ y S=) frecuentemente contaminan 

el petrdleo, y la fuente de estos sulfuros es generalmente, debida al metabolismo de 
las BSR. 

La toxicidad y las propiedades corrosivas del sulfuro son responsables de numerosos 
problemas en la industria petrolera, como ya se ha mencionado anteriormente; por 
ejemplo: en la recuperacién secundaria de petrdleo, el agua es tratada con biocidas 

como el glutaraldehido, para controlar el crecimiento de las BSR en depdsitos, pozos 
y tuberias. 

Dado que las BSR son anaerobios estrictos, la aireacién en el torrente de la 

columna se utiliza para inhibir la produccién de H,S; sin embargo estas medidas son 

de efectividad limitada, porque las BSR se encuentran adheridas en la superficie con 
otras bacterias, aglomeradas en un gel de polisacaridos mediante el cual, las BSR se 

encuentran protegidas del medio ambiente. Ya que ni los biocidas ni el oxigeno 
logran penetrar al gel y es dificil que se inhiban las bacterias. 

La produccién de H,S no se puede prevenir; pero la acidez del agua puede ser 

tratada por métodos fisicoquimicos. Por ejemplo; la produccién bioquimica de H,S por 

las BSR esta sujeta al control biolégico, en este caso, Ticbacillus denitrificans, que es 
un autétrofo anaerobio facultativo, se utiliza para reducir fa concentracién de los 
compuestos de sulfuro. 

El control microbiolégico, arriba mencionado quita el H,S del medio ambiente 

utilizando un cultivo de una cepa silvestre de Tiobacillus denitrificans. 

La especie de denitrificans oxida estequiométricamente el H,S producido por las 

BSR, hasta sulfato, por lo tanto baja la concentracién y previene la formacién de 

H,S.09) 

Principales_métodos para la _prevenci6n de ta corrosién. Se ha recurrido a la 
proteccién catédica, el uso de biocidas e inhibidores, asi como la aplicacién de 

cubiertas protectoras. Esta ultima es una pelicula formada por un material que se 
aplica como pintura, generalmente metalica, constituida por fosfatos o cromatos. 

La proteccién catédica no es muy eficiente para evitar la influencia de las BSR, 
porque utiliza un potencial de corrosién de -300 a -700 mV, y al estudiar ja eficiencia 
de la proteccién catédica contra el crecimiento de las BSR se observa que el 

potencial requerido para inhibirlas es de -880 mV, ademas la aplicacién de este 
voltaje produce H,, que promueve el crecimiento de las BSR.(t#. 18) 
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Métodos de identificacién de BSR para problemas de incrustacién, taponamiento y formacién 
de biofilm. 

Las causas biolégicas 0 no biolégicas que originan los procesos de incrustacién, 
formacién de! biofilm y finatmente corrosién, no se distinguen facilmente, ya que en la 
mayoria de los casos existe una interaccién entre tos diversos factores que se deben 
considerar solo para determinar fa influencia del factor biolégico. 

Una de estas técnicas consiste en utilizar anticuerpos especificos que actuan con 

una enzima constitutiva de las BSR (la adenosin-5'-fosfosulfato reductasa) que si 
esta presente en la muestra provoca desarrollo de color en la solucién, proporciona la 
cantidad de BSR presentes.@ 

Para las bacterias relacionadas con la precipitacién de fierro, existen diversos 

medios de enriquecimiento y técnicas para la observacién directa de estas bacterias 
en muestras de agua. Un método accesible y de facil ejecucién, para obtener 

muestras de bacterias adheridas a superficies, es el método del portaobjetos 
sumergido el cual consiste en colocar varios portacbjetos sumergidos dentro del 
pozo y dejarlos por un tiempo considerable. El autor® encuentra que con 7 dias de 
exposicién se puede colectar un buen material, transcurrido el tiempo de exposicién; 
el portaobjetos se retira, se seca y se fija a la flama se tifie con cristal violeta al 0.1%; 

y en el examen microscépico se buscan bacterias filamentosas. 

Otro método simple de realizar es una variante de ia prueba de estabilidad relativa 
que se utiliza para estudios de contaminacién organica, en aguas superficiales. 

Se agrega colorante azul de metileno a un matraz que contiene la muestra de agua; 
los microorganismos presentes en la muestra agotan el oxigeno disponible debido a 
su metabolismo respiratorio. Las deshidrogenasas liberan hidrégeno, y son fijadas 

por el colorante reduciéndolo a su forma incalora; el tiempo transcurrido para que el 
coloranie se decolore esta relacionado con la concentracién det material organico 
presente.@) 

Técnicas utilizadas en perforaciones petroleras con problemas de diocontaminacién 
(formacién det biofilm) y biocorrosién. 

Las siguientes etapas: deben realizarse cuidadosamente. 
*Obtencidn de la muestra en forma adecuada. 
*Conservacion de la muestra desde el momento de su obtencién hasta su 
procesamiento. 
*Utilizacion de recipientes y materiales adecuados, medios de cultivo apropiados y 
examenes microscépicos para identificacién especifica. 
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La calidad de los medios de cultivo es determinante. En el manejo de tos 
microorganismos ya sea por sus caracteristicas de aislamiento, identificacién o de 
conservacién. 

Es importante considerar que la toma de la muestra ocupa un lugar primordial, ya que 
una muestra mal tomada lievara a falsos resultados. 

Para el estudio bacteriolégico se deben de considerar de antemano todos y cada uno 
de los elementos necesarios conforme el tipo de muestra que se vaya a analizar y 
considerar si las muestras seran analizadas “in situ" o se colectaran y se enviaran a 
un laboratorio para ser analizadas. 

Muestras de agua bombeada. 

Cuando la muestra es analizada "in situ" es necesario que se recolecte en un 

frasco de vidrio transparente (vidrio borosilicatado preferentemente) de boca ancha y 
estéril de 200 a 250 mi de capacidad. 

El frasco se destapa evitando tocar con las manos la tapa y la boca del frasco y se 

lena a 2/3 partes de su volumen total. Se tapa, los andlisis se deben practicar no 
mas de 2 horas después de obtenida la muestra. Si fuera necesario procesarlas 
dentro de fas 24 horas, las muestras se deberan colocar en un contenedor y 
refrigerarias, manteniendo ta temperatura de 4°C aproximadamente, evitando 
pérdidas o derrames en su traslado. 

Muestras de incrustaciones 0 tubércutos 

Las muestras deberan ser retiradas o extraidas de las tuberias o bombas; para 

desprenderlas de Ja superficie, se utiliza una pequeria espatula que debera flamearse 
con alcohol evitando tocar con ios dedos el material recogido. 

Si Ja muestra no se analiza “in situ" se recolectara en un frasco de vidrio estéril con 

una humedad relativa elevada, una vez recibida la muestra en el laboratorio, se toma 
una porcién de 10g y se coloca en un mortero estéril, se homogeniza agregando 
agua destilada estéri! para lograr una suspensién, se inocula una alicuota de la 

muestra en dos diferentes medios de cultivo, (de los medios descritos) y otra alicuota 
se prepara para la observaci6n microscépica. 

Cuando la muestra se analiza “in situ" es posible reducir los resultados falsos 
negativos sobre todo en el caso de las BSR, ya que por su anaerobiosis estricta son 
las mas afectadas por la oxigenaci6n de la muestra. 

Los grupos bacterianos que suelen estudiarse en las muestras arriba descritas 
desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo son los siguientes: 

*Bacterias aerobias totales (BAT). 

“Bacterias precipitantes, no oxidantes del hierro (BPNM). 
*Bacterias sulfate reductoras (BSR). 
*Bacterias precipitantes y oxidantes del hierro (BPOM). 
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Analisis cuantitativos. 

Se usa la técnica de “dilucién por extincién", la cual consiste en inocular una serie 
de frascos, con tapon de rosca cada uno de 9 mi con medio de cultivo cuya 
composicion esté de acuerdo al grupo bacteriano que se requiera cuantificar. 

Procedimiento. 

Se obtiene | ml de la muestra usando una jeringa desechable, de 1 6 2 mi de 
capacidad y se inocula el primer frasco, sin retirar la aguja se agita, se invierte y se 
retira 1 ml que se inocula en el segundo frasco y se procede igual que con el anterior. 
Con una nueva jeringa, se retira 1 ml de! frasco nimero 2 previamente agitado y se 

inocula el frasco numero 3 y asi sucesivamente, utilizando una nueva jeringa para 
cada frasco. 

La manifestacion de crecimiento bacteriano es la turbidez del medio de cultivo que se 

compara con un frasco testigo que no se ha inoculado. Ya que se inocularon los 
frascos se rotulan, se incuban a 35°C durante 5 dias efectuando lecturas diarias para 

observar aquellos que manifiesten desarrollo positivo. Los resultados se expresan 
como bacterias / ml. 

Analisis cualitativos. 

En este caso se utilizan frascos con tapon de rosca de 20 - 25 ml de capacidad que 
contengan 10 ml del medio de cultivo apropiado. 
Se extrae una muestra de agua con jeringa desechabie estéril de 10 ml de capacidad, 
se eliminan las burbujas de aire que pudieran quedar y se inoculan los frascos 
empleando en este caso la misma jeringa.© 
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Conclusiones. 

Las bacterias sulfato reductoras son anaerobicas estrictas que reducen el 
sulfato y se encuentran en suelo, agua y lodo. 

De los siete géneros reportados de BSR solo dos son jas que se encuentran 

frecuentemente: Desulfovib:io y Desulfotomaculum. 

De los dos géneros arripa mencionados el Desulfovibrio es el mas 

abundante. 

Las BSR son dificiles de cultivar, asi como él mantenerlas viables, porque 
sus requerimientos nutricionales dependen de otras bacterias el H, es esencial 

en su habitat. 

Las bacterias sulfate reductoras, juegan un papel importante en las 
reacciones de mineralizacién en los ciclos del nitrogeno, carbono, fésforo y 
azufre. Este ultimo es el mas importante ya que la produccién de acido 

sulfhidrico facilita el crecimiento de un consorcio de microorganismos. 
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El significado ecologico de la interaccién metabdlica de las bacterias sulfato 
reductoras se debe a que existen asociaciones mutualistas y antagdénicas, 
entre estas y otras bacterias del consorcio. 
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4 Varias especies de Desulfovibrio, han mostrado ta capacidad de ser tanto 

productoras como consumidoras de H,. El hidrégeno es producido solo 

como un mecanismo de contro! redox. 
TS
R 
W
e
 

om 

& 
La existencia de un doble mecanismo de transporte segun Widdel y we 

Hansen, puede explicar la capacidad de muchas especies de Desulfovibrio, 
para adaptarse rapidamente a variaciones de las condiciones ambientales. 

Las BSR en especial el género Desuifovibrio, son responsables de la 
corrosi6n en instalaciones industriales, por la formacién de 
microincrustaciones en superficies metalicas. 
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La importancia econdémica de la biocorrosién en la industria petrolera es 
primordial porque los indices de corrosién de! metal y el acero en condiciones 
anaerdbicas en presencia de BSR son extremadamente aitas por lo tanto se 
concluye que es un problema potencial que se debe atacar de inmediato. 
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