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RESUMEN.

El presente trabajo es una investigacién de la corrosién microbiolégica por tres
diferentes métodos electroquimicos, Pendientes de Tafel (Tf), Resistencia a la
polarizacién (Rp) y Ruido Electroquimico (Re) y su observacién utilizando Microscopia
Electronica, mediante un disefio de experimento que permite evaluar la corrosion que
ocurre sobre acero estructural 1010 en una solucién de agua de mar sintética con
medio de Barrs modificado para una mezcla de microorganismos anaerobios (32).

El disefio del experimento permitié evaluar por espacio de siete semanas:

1.- El crecimiento bacteriano por medio de densitometria dptica en tres celdas, en
condiciones de anaeroblosis (atmésfera de nitrégeno).

2.- El pH.

3.- La temperatura.

4.- Mediante una celda “blanco” (sin microorganismos) comparar como afecta la
presencia de los microorganismos, la corrosién del acero 1010.

5- El estudio comparativo, de la corrosién microbiologica, por tres diferentes
métodos electroquimicos, en una misma celda.

6.- Evaluar el efecto de las medidas continuas de Rp a).- una medida por semana por
slete semanas, coh un total de siete medidas por electrodo b).- con medidas al
principio y al final del experimento (una medida la primera semana y una medida la
ultima semana, con un total de dos medidas por electrodo).

7 .- Evaluar el efecto de las medidas continuas de Tf (slete en total), con las medidas
de principio y final (dos en total)

8.- Comparar el método de Ruido electroquimico para la evaluacién de la corrosion
del acero estructural 1010, con los métodos convencionales de Tfy Rp.

9.- Evaluar el comportamiento del acero estructural 1010 en presencia y ausencia de
microorganismos por la técnica de Re.

10.- Comparar el comportamiento del acero estructural 1010 y el platino por la
técnica de Re.

11.- Determinar el efecto fisico, sobre el acero, de las medidas continuas de Rp y Tf
con medidas de principio y final, mediante Microscopfa Electrénica.

12.- Observar el tipo de colonizacién que ocurre sobre el acero, por parte de la
mezcla de microorganismos anaerobios.

Las conclusiones mas relevantes del presente trabajo son que:

a.- Para todos los casos (cuatro electrodos por celda, por tres celdas, total de doce
electrodos) hubo un incremento de la corrosién en el acero.

b.- Para las medidas de Tf y Rp hubo mas corrosién en la celda que contuvo los
microorganismos.

c.- En los electrodos de las celdas en donde se midié Rp se encontré un significativo
incremento de la corrosién en los electrodos de las celdas con microorganismos
respecto a los electrodos de las celdas sin microorganismos.



d.- las medidas de Tf no demuestran un gran efecto de la presencia de los
microorganismos sobre la corrasion del acero 1010 debido, probablemente a que
dicha técnica, que utifiza sobrepotenciales muy elevados respecto a Rp, afecta la
biopeticuia.

e.- Las observaciones por Microscopia Electrénica, muestran que las medidas de Tf
dafian por si mismas, la estructura del acero analizado, las medidas de Rp lo afectan
en mehor proparcion.

f- Por Microscopia Electrénica se observa que existe la conformacién de un
‘consorcio” entre las bacterias anaerobias y la mezcla de otros microorganismos
(hongas por ejemplo) que permiten a las bacterias anaerobias estar “bajo cubierta” de
la posible presencia de oxigeno.

g-- La técnica de Ruldo Electroquimico define lo que es un proceso de corrosion del
que no lo es, sin provocar ningtn tipo de alteracion sobre el material de estudio.



1.- INTRODUCCION.

La corrosion metélica es el desgaste de las superficles expuestas al medio ambiente
reactivo, el producto del desgaste son sustancias quimicas de mayor estabilidad que
el metal original ( un metal generalmente es obtenido a partir de sales minerales de
elevada estabilidad a las cuales hay que suministraries energla para obtener el
metal). E! costoso gasto energético que se invierte para la obtencion del metal, se
recupera por los maitiples usos que se dan a dicho metal (baste mirar nuestro entorno
para verificar lo anterior). Ahora bien, la corrosion al atacar al metal y al devolverio a
su condicion original genera pérdidas economicas, entre mas rapido el metal se
corroa, menor provecho se obtlene de dicho metal y mayores son las pérdidas.

Uno de los mecanismos de la corrosién, poco estudiado en nuestro pais pero de
gran relevancia, es la corrosion microbiolégica (41) es decir, el desgaste de los
metales, mediado por microorganismos, mecanismo que a primera vista pareciera
una mera curiosidad cientifica, pero que profundizando en la literatura resulta ser uno
de los mecanismos més importantes de la corrosién, por ejemplo en la industria
petrolera (9, 11,14, 36, 37). Los estudios realizados a la fecha sobre este fenémeno
y presentados en la fiteratura Internacional son amplios y profundos, pero poco
concluyentes, porque la Investigacién en este campo de la corrosién involucra
diversos desafios, dentro de los que se pueden mencionar (24):

a.- Formacion de grupos multidiciplinarios de trabajo con especialistas en temas tales
como microbiologfa, electroquimica, quimica analitica, fisica y matematicas. Los
especialistas en microbiologia y electroquimica deben ser los encargados del disefio
fundamental del experimento, el quimico analitico debe ser ef encargado de procurar
la generacion de las condiciones experimentales Gptimas para la obtencién adecuada
de datos (datos congruentes y estadisticamente representativos), las dos Ultimas
areas deben de proveer los especialistas necesarios para poder interpretar
matematicamente los resultados obtenidos.

b.- Desarrolio de modelos experimentales de trabajo que permitan obtener resultados
congruentes , repetibles y aplicables (la mayorfa de la literatura al respecto relata
casos anecddticos o sélo describe situaciones histéricas o bien relatan que es un
estudio “microbiologico” pero en el trabajo experimental se olvidan de los
microorganismos) y que ademds se puedan efectuar preferentemente en un
laboratorio sin gran equipamiento.

¢.- Procurar las condiclones de laboratorio al estudio de la corrosién microbiolégica
que permitan extrapolar los resultados obtenidos a la corrosién en campo.



2.- ANTECEDENTES.

2.1.- Produccidn de Acero.

El arrabio o hierro de fundicién se produce a partir del mineral de hierro, piedra caliza
y carbdn en un alto homo. El arrabio o hierro de fundicion, producto no refinado del
alto horno, contiene aproximadamente 4% de carbono, 2% de silicio, huellas de azufre
y hasta 1 % de fosforo y manganeso. El azufre es probablemente la impureza mas
perjudicial, puesto que hace quebradizo el acero, por tal motivo se le debe de eliminar
en las operaciones de refinacion.
La mayor parte del hierro de fundicién se refina para obtener el acero, mediante el
quemado de las impurezas, para dejar cantidades pequefias y controladas de
carbono. La Eliminacién de impurezas se puede efectuar en un hormmo bésico de
oxigeno, en un horno de hogar abierto o en un homo eléctrico. Los procesos de
fabricacion de acero mas conocidos se muestran en la tabla 2.1

PROCESO

MATERIAS PRIMAS

CARACTERISTICAS

Acero basico
al oxigeno

Arrabio fundido, Chatarra
Oxigeno, cal.

Se obtiene rapidamente (20 min. en
un hormmo de 200 toneladas) baja
inversion de costos de operacion.

Acero de  hogar
abierto basico.

Piedra caliza, arrabio,
Chatarra, oxigeno.

Menor velocidad (6 a 12 horas segun
el volumen de inyeccién de oxigeno),
obtencién de acero con recubrimiento
interno silicio y contenido de fosforo.

Acero Bassemer

Arrabio, aleaciones con
C, Si, Mn, oxigeno

Proceso rapido ( 8 a 10 toneladas en
20 minutos), obtencién de acero poco
uniforme.

Acero Eléctrico

Arrabio de alta calidad y
compaosicién bien
conocida Oxido de hierro
u oxigeno, cal, arena,
espato, elementos de
aleacion.

Proceso rapido, obtencién de acero
con composicion muy especifica de
alta calidad.

Tabla 2.1




2.1.1.- Clasificacion de los Aceros.

Para clasificar los aceros se pueden emplear varios métodos.

2.1.2.- Método de Manufactura.

Este da lugar, al acero bessemer, de hogar abierto, de horno abierto, de hormno

eléctrico, de crisol, etc.

2.1.3.- Uso..

generalmente se refiere al uso final que se le dara al acero; como acero para
méquinas, para resortes, para calderas, estructural o acero para herramientas.

La variedad de aplicaciones para fines de ingenierfa se debe al amplio intervaio de
propiedades fisicas que puede obtener por cambios en el contenido de carbono y en
el tratamiento térmico. las aplicaciones de los aceros al carbono se muestran en la

tabla 2.1.3
~ PORCENTAJE DE CARBONO

0.06-0.1

0.1-0.20

0.20-0.35

0.35-0.45

0.45-0.55

0.60-70

0.70 - 80

0.80-90

APLICACIONES.

Lamina, tira, tubos, clavos de alambre o puntas de
Paris

Remaches, tomillos, partes para cementarse o©
templarse superficialmente.

Acero estructural, placa o palastro, piezas forjadas
tales como eje de levas.

Acero de maquinaria (arboles, ejes, etc.)

Piezas grandes de forja (ciglieflales, engranajes para
trabajo pesado)

matrices para cabezas de pemos y para
estampacion; rieles, tornlilos, picos sierras de cinta.

Matrices y punzones de corte para preparar discos
base, barrenas, perforadores para roca, cinceles de
mano.

Resortes, escariadores, brochaladoras, punzones
pequefios, y matrices de dados.



1.00-1.10 resortes pequefios, herramientas para tomo,
cepilladora, limadora y ranuradora o mortajadora.

1.10-1.20 Brocas, dado para cortar rosca o cojinetes de
terraja.

1.20 - 1.30 limas, asientos o jaulas para bolas, hojas de afeitar.

Tabla 2.1.3

2.1.4.- De Acuerdo a su Contenido de Carbdn.
Los aceros al carbon pueden subdividirse en tres grupos:

a).- De bajo contenido de carbono, DE 0.5 A 0.25 % de carbono, en los que se
requiere una resistencia moderada unida a una plasticidad considerada.

b).- Aceros para maquinaria, 0.30 a 0.556 % de carbono, los cuales pueden tratarse
térmicamente para desarrollar alta resistencia.

¢).- Aceros para herramientas con 0.60 a 1.30 % de carbonho, que pueden tratarse
térmicamente para desarrollar alta resistencia; acero para rieles y resortes.

2.1.5.- Composicién Quimica.

Este método indica, por medio de un sistema numérico, el contenido aproximado de
los elementos Importantes en el acero, es el método de clasificacion mas conocido.

El American lron and Steel Institute (A.1.S.1), ha establecido un sistema normalizado
para la designacién de estos aceros de acuerdo a su composicion quimica. Para
cada acero se usa una cantidad de cuatro o cinco digitos. Los primeros dos nimeros
se refieren a los elementos de aleacién mas Importantes y los dos o tres Uitimos
nameros indican el porcentaje de carbono. Un acero A.1.S.1 1040 es un acero con
0.40 % de carbono sin otros elementos aleantes, un acero A.1.S.l. 4340 tiene 0.40%
de carbono, el 43 indica la presencia de elementos aleantes. De este modo, el
primero de los cuatro digitos es 1 que indica un acero al carbono, 2 un acero al
niquel, 3 un acero niquel-cromo, etc. En los casos de acero de aleacién simple, el
segundo digito indica el porcentaje aproximado del elemento predominante en la
aleacién. Los dos o tres Gitimos digitos indican el contenido de carbono medio dividido
entre 100. (34). En el presente trabajo se eliglé el acero 1010, es decir un acero con
0.10 % de carbono sin otros elementos aleantes que es un acero ampllamente
utilizado en la industria petrolera por su bajo costo y en el cual se han detectado
graves problemas de corrosién influida por microorganismos.




3.- OBJETIVOS.

1.- Diseflar un modelo de trabajo experimental para el estudio electroquimico de la
corrosion microbiolégica.

2.- Determinar la corrosion de acero estructural 1010 en presencia y ausencia de
microorganismos.

3.- Estudiar comparativamente la mejor forma de medir la corrosién microbioldgica de
acero estructural 1010 usando las técnicas electroquimicas de Resistencla a la
Polarizacién, Pendientes de Tafel y Ruido Electroquimico, ademéas de evaluar
mediante Microscopia Electrénica el efecto fisico de la corrosién.

4.- Determinar el efecto de las medidas de Resistencia a la Polarizacién y
Pendlentes de Tafel sobre la corrosion microbioldgica mediante Microscopia
Electrénica.

5.- Evaluar el comportamiento del acero estructural 1010, en presencia y ausencia de
microorganismos, contra el comportamiento del platino, en presencia de una mezcla
de microorganismos anaerobios, por medio de la técnica de Ruldo Electroquimico.

6.- Con la técnica de Ruido Electroquimico generar los atractores correspondientes
para el acero estructural 1010 y platino y su evolucién con el tiempo, asimismo,
efectuar el analisis de sistemas dindmicos que incluyen el calculo de: Dimensién de
Capacidad, Dimensién de Coirelacion y Exponente de Lyapunov y concluir sobre su
aplicacion directa, para evaluar la rapidez de corrosién microbiolégica del acero.



4.- CORROSION.

4.1.- Definicién.

La corrosion metalica es el desgaste que ocurre cuando los metales se exponen al
medio ambiente reactivo. Los compuestos quimicos que constituyen los productos de
tal desgaste son parientes cercanos de los minerales metaliferos que se encuentran
en la corteza terrestre, En otras palabras, las reacciones de corrosion ocasionan que
los metales regresen a sus menas originales.

A temperaturas superiores a 200 0, existe una reactividad significativa de la mayoria
de los metales al aire seco, y la rapidez y magnitud de la reaccién aumenta
progresivamente conforme se incrementa la temperatura.

A las temperaturas en que el agua es liquida, el proceso de corrosion que predomina
es electroquimico; esto es, el desgaste metalico ocurre por disolucién anédica. Asi
ain en aire hamedo, puede formarse una capa muy delgada de agua, quizda como
resultado de la hidratacién de una capa sélida de 6xido, sulfuro o carbonato formada
quimicamente. En esta deigada capa de agua se tiene el disolvente y el electrdlito
necesario para la corrosion electroquimica. Cualquiera que sea el origen del agua, ya
$ea una capa condensada © una masa, los mecanismos basicos de la corrosion son
similares. El metal se disuelve primero como iones y los productos sdlidos pueden o
no formarse mediante una reaccién subsecuente.

A temperatura ambiente, el progreso de la corrosion electroquimica esta determinado
por diversos factores, dentro de los cuales, tiene primordial importancia la naturaleza
de cualquier reactivo oxidante que este presente. La rapidez de corrosion
electroquimica no solo est4 determinada por las propiedades conductoras de las
capas superficiales formadas por el proceso, sino también por factores cinéticos,
tales como la difusion y las reacciones de transferencia de electrones, todos los
cuales, ocurren mas lentamente a bajas temperaturas. El estudio de la corrosion a
bajas temperaturas es entonces un estudio de la electroquimica, ia cinética
heterogénea del electrodo, de la influencia de la temperatura, el pH, la concentracion,
geometria del especimeny la formacion y propiedades de las capas superficiales.
Se han invertido muchos esfuerzos y recursos en el desarrolio de recubrimientos
artificiales que aislen al metal del ambiente o que disminuyan la rapidez de la
corrosion. Algunas veces este objetivo puede alcanzarse, affadiendo inhibidores de la
corrosion, o bien, mediante la adicion de elementos de aleacion al metal.

4.2.- Formas de Corrosion.

La corrosion toma muchas formas, de las cuales la mas simple es el atague
uniforme, que se caracteriza por el adelgazamiento progresivo y uniforme del



componente metalico. La corrosién uniforme se aprovecha en los procesos de
acabado de metales, en los que mediante un control culdadoso, es posible detener la
corrosion en el punto en el que la superficie metélica atacada tiene una apariencia
atractiva, o ha adquirido una capa deseada de producto de corrosién.

En el ataque en hendiduras, la corrosion se concentra en huecos, ¢ en cualquier lugar
en donde se encuentre una discontinuidad geomeétrica.

La corrosién bimetélica, denominada también *ataque galvénico™ es causada por la
yuxtaposicién de dos o mas metales, que se caracteriza por la disolucién acelerada
del metal mas reactivo, este efecto puede limitarse, por ejemplo, aislando
eléctricamente los dos metales corrosidn en capas (aigunas veces denominada
=gxfoliacion® debido a la cascara en forma de hoja que se forma) se produce por fa
disolucion preferencial de un componente de una aleacion. La lexiviacion de cinc
contenido en latén se llama descincificacion. La lexiviacion del hierro contenido en
fundiciones de grafito laminar se llama grafitacidn.

En cualquiera de estos dos Gitimos casos, el componente retiene su forma exterior,
pero en su interior se convierte en una cascara porosa.

En el ataque por picado , la picadura es un hoyo que se desarrolla de tal manera que
su ancho es comparable o menor que su profundidad. Por lo general es localizado.
Con frecuencia, el picado sucede debajo de una capa del producto de la corrosion, y
de hecho es iniciado debido a una forma de ataque por aireacién diferencial debajo de
la capa. Cuando se presenta, el picado puede provocar la falla repentina en un
componente que de otra manera seria inmune al ataque. Por tanto, es una de las
formas de corrosion mas destructiva. '
El agrietamiento por corrosion bajo tensién, puede considerarse como una forma
especial de ataque en hendiduras, puesto que las grietas que se desarroilan
constituyen una region que perpetia por si misma el ataque localizado.

La segunda forma de fractura de capas se encuentra en el ataque por colisiones
(corrosién-erosién) que es consecuencia de las colisiones de particulas inmersas
dentro de un agente corroyente.

La fragilizacion por hidrdgeno es debida a la interaccion entre una tension de
traccion aplicada junto al hidrégeno disuelto en fa red metalica. Su manifestacion méas
frecuente es el agrietamiento de juntas soldadas y otros aceros endurecidos cuando
quedan expuestos a ambientes que generan hidrégeno como un producto de
corrosion.

Por Glitimo y no menos importante tenemos la corrosion microbjoldgica que se
manifiesta en cualquiera de los tipos de corrosion antes mencionados acelerandolos,
ya sea por que los microorganismos elaboren especies agresivas, tales como
proténes o lones sulfuro, o por que actuen como catallzadores de las reacciones de
corrosion (43).



4.3.- Termodinamica de Jos Procesos de Corrosién.

Los metales poseen tendencias diferentes a corroerse en los diferentes medios,
creando sobre su superficie diversas celdas galvanicas localizadas, es decir, que
algunos metales tienden a ionizarse mas faciimente que otros.

La corrosion es el proceso opuesto a la extraccion del metal de su estado natural en
la que existen como compuestos estables, termodinamicamente hablando, por lo que
el metal regresard a ese estado cuanto mas dificil sea su extraccion, debido a la
corrosion, pero la rapidez con que ocurra dependera de la naturaleza del metal, del
medio, asi como de la magnitud del potencial eléctrico.

El estudio de los cambios energéticos asociados con reacciones quimicas es funcion
de la termodinamica, y en base a estos cambios nos predice si la reaccion va a
ocurrir o no. Por lo que , cuando en el mismo electrdlito tenemos sumergidos dos
metales (uno de aita y otro de baja energia) y se unen por medio de un conductor
metalico, existira un flujo de electrones del nivel de energia mas alto al nivel de
energia mas bajo; este flujo de electrones constituye una corriente eléctrica, medible
si colocamos en serie un amperimetro con la unién eléctrica, asimismo podemos
medir 1a diferencia de potencial entre ios dos metales.

Al realizar una serie de mediciones de potenciales eléctricos de metales en un medio
dado se crea una serie galvanica, en la que los metales mas nobles (potenciales mas
positivos) sufren un minimo de corrosion, mientras que los metales méas activos se
corroen rapidamente. En la practica la medicién de la diferencia de potencial para
cada metal se hace en una solucién en equilibrio con sus propios iones en condiciones
estandar. Estas mediciones de diferencia de potencial se hacen sin el pasc de
corriente. Estas diferencias de potencial es lo que realmente se mide y no los valores
absolutos, debido a que el sistema de medicién es de celda o electroquimico. La
reaccion electroquimica toma lugar en la interfase metal-solucion creando un campo
eléctrico medible, si tomamos como referencia uno de los electrodos. Este electrodo
de referencia debe poseer un potencial estable y conocido. Por convencion se asigna
al electrodo normal de hidrégeno el valor de potencial de 0.000 volts. En condiciones
de que el hidrégeno tenga una fugacidad unitaria y el jon una actividad unitaria, este
electrodo se abrevia como ENH.

4.3.1.- Equilibrio Termodinamico Para Una Reaccién.

La energla libre de Gibbs (G): AG = AH-TAS, es una funcion termodinamica que nos
dice que una reaccion a temperatura y presién constantes es espontanea si la
energia libre del sistema se abate: AG< 0, asimismo predice las condiciones de
equilibrio: AG = 0.

El Equilibrio termodinamico para una reaccion electroquimica es una reaccion en la
que toman parte especies quimicas y cargas eléctricas libres en forma de electrones:
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AG, + ne =0 , en términos de energia.
AGqy + (- nFE) = 0 , en términos de potencial
E=g +(2.303 R7InF ) log (OX)/(RED), Ecuacion de Nemst.

La factibilidad de que la corrosion ocurra nos lo dice la termodinamica, pero no nos
dice que tan rapido ocurrira. La aproximacién termodinamica de la serie electromotriz,
como base Unica para cualquier teoria de la corrosion, tiene grandes limitaciones, ya
que solo torma en cuenta equilibrios electroquimicos, que involucran a los metales y a
sus cationes, es decir que es una reaccion que depende del potencial. Hay otras
reacciones que la serie no toma en cuenta, las cuales estan en término de electrones
de pH o de pOH (42).

4.4.- El Diagrama de Pourbaix (Diagrama de Potenciaf Contra pH).

La informacién termodinamica que describe el comienzo de la formacién de peliculas
pasivas puede presentarse de manera Utll en la forma de un diagrama de fases
isotérmico. El equilibrio de Interés, expresado en la forma de una reducclon, es:

MO + 2H*(ac) +2¢ == Mg + H0
E = Eoxido /metal + (RT/F)Inay+

Considerar que:

(8) = sélido.

(ac) = acuoso.

a = actividad.

au » = actividad de los lones hidrénio.

De manera que las varlables experimentales son el potencial y el pH, los diagramas
para el sistema metallagua se conocen generalmente como los diagramas de
Pourbaix . En el diagrama 1 se muestra el diagrama de Pourbaix para el sistema
Fe/H,O, en el cual se indican las condiciones experimentales de potencial y pH para
las cuales son estables el hierro, sus distintos iones solvatados y dos de los oxidos
principales a 25 ¢C. De este modo, Ia regién de estabilidad del Fe?* est4 limitada por
dos lineas horizontales que representan los equilibrios entre:

a).- Fe/ Fe’* y b).- Fe?'/ Fe*";

y dos lineas inclinadas que representan los equilibrios entre:

¢)-Fe?* ! FesOq4 y d)- Fe*'! FeyOs.
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A 25°C, estos son, respectivamente:

(a) Fe?* +2¢ = Fe.

E =E%+ (RT/F) In (8 Faz+/@ f,,)
= - 0.44 + 0.0295 log(10%1)
=-0.081V.

(b) Fe** + ¢ =Fe*"

E =E"+ (RT/F) In (@ re3+/@ fwg

=+ 0.77 + 0.059 log (10°%/10°
=-0.77V.

)

(c) FesOy +8H"+ 28 =3 Fe’* + 4 H0.

= E% + (RT/2F) In (8 %uer@ 2 rape)
-+ 0.98 - 0.236 pH - 0.088 log (10%)
=4+ 1.51 - 0.236 pH V.

(d) Fe;03 + 6H* + 2¢° =2 Fe?* + 3 H0.

E=E +(RT/2F) IN @5 ss8 Z o)
=+ 0.73 - 0.177 pH - 0.058 log (10%)
=+ 1,08-0.177pH V.

Puede verse que las lineas son horizontales cuando los iones hidrégeno no participan
en el equilibrio y que son inclinadas cuando si lo hacen. Las lineas verticales, tal como
la que separa las regiones de Fe** y Fe;0z , se obtienen cuando no participan
electrones en el equilibrio. En todos los casos, las actividades de todos los iones
excepto H* se toman iguales a 10%. Esto es debido en parte a que aln en el agua
“pura” se tiene trazas de diversas sales y en parte, a que en cualquier circunstancia,
pequefias cantidades de algin metal disueltc producen. iones en el orden de
micromoles; cuando las regiones que indican los limites de estabilidad de las fases
se dibujan tomando esto en cuenta, corresponden con bastante precision, con el
comportamiento de la corrosion observadas para el hierro quien tiende a corroerse
por encima de un potencial de alrededor de -0.6 V.,

El diagrama de Pourbaix se simplifica generaimente en funcién de los dominios del
comportamsento de corrosidh. Las regiones que corresponden con los estados idnicos
estables (Fe Fe** y Fe(OH)3) se llaman dominios de “corrosion™;, las
correspondlentes a los compuestas solidos pasivantes (Fe:O; y Fe3Oy ), se Ilaman
dominios de “pasividad™; mientras que el estado metalico (Fe) se designa como
“inmune”. Tal diagrama simplificado resume el comportamiento de corrosion que
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Diagrama 1

Fe’™

Fe**
|F3304 I
16V
_ Fe’ ‘ Fe(OH)y ————
0 7 pH 14

Diagrama de Pourbaix para el hierro en agua pura a 25°C. Los limites que
separan las distintas regiones de estabilidad de fases representan equilibrios
tergmdinémlco en el cual las actividades de las especies idnicas son iguales a
10

Suceptible a  corrosion  por|
E picaduras

Cotrosion

pH

Diagrama de Pourbaix para hierro en agua de mar a 25°C. Las regiones
individuales han sido omitidas para mayor claridad y se han reemplazado por
dominlos de comportamiento de corrosién.
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puede esperarse para el metal puro, sumergido en agua pura, suponiendo que los
solidos “pasivantes” son realmente protectores (43).
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5.- CORROSION MICROBIOLOGICA.

La Corrosi6n Influida por Microorganismos (CIM) en afios reclentes, en los palses
desarrollados, ha recibido gran atencién por los especlalistas en el area de corrosion,
por el innegable impacto que ha tenido en los diferentes materiales de construccion en
las plantas industriales, y también por el desarrollo de nuevas técnicas
electroquimicas que permiten cuantificar el impacto de los microorganismos sobre los
fenémenos electroquimicos subyacentes en los procesos de corrosion. Existe gran
cantidad de documentacién sobre la CIM en relaciéh a metales expuestos al agua de
mar, agua potable, agua desmineralizada, alimentos, tierra, combustible, plasma
humano, plantas industriales etc. En los procesos quimicos de generacién de
electricidad y combustibles se ha reconocido el grave daflo que propicia la CIM. El
hecho de que de unos 13 affos a la fecha se hayan efectuado mas de 20
conferencias intemacionales que Incluyen el tema da a entender el nivel de relevancia
que ha adquirido, por ejemplo, en la Intemational Conference on Biological Induced
Corrosion, celebrada en Gailthersburg Meryland USA en 1985 estuvieron
representantes de 13 palses presentando 37 articulos referentes al area. (35).

Los microorganismos colonizan cualquier tipa de material de construccién, bajo clertas
condiciones minimas de nutrientes, y producen biopeliculas. Las biopeliculas son
varladas en su composlicién, aunque usualmente Incluyen bacterias, aigas y hongos
sumado a material exopolimérico que proporciona adhesividad e  integridad
estructural a la colonia. En la biopelicula se absorben diversos tipos de materiales
como por ejemplo, metales pesados, particulas inorganicas y los constituyentes
celulares.Las células dentro de la biopelicula crecen, se reproducen y forman colonlas
que provocan anomallas sobre la superficle de colonizacién generando la formacion
de catodos y énodos locales, provocando celdas de aireacién diferenciales. La
biopelicula puede evitar la entrada de oxigeno provocando que se genere una
anaerobiosis dentro de la biopelicula.

Aunque la blopelicula no solamente provoca dafios a la industria, también puede
provocar beneficios, removiendo particulas contaminantes disueltas en agua al fijarlas
en la bilopelicula (por ejemplo en las plantas tratadoras de aguas residuales). Las
blopeliculas pueden también determinar la calidad del agua modificando la cantidad
de oxigeno disuelto o efiminando agentes téxicos. Los microorganismos dentro de las
biopeliculas pueden ser utilizados para recuperar minerales y degradar hidrocarburos
(12). '

El Término de Carrosién Influenciada por Microorganismos se utiliza para designar a
la corrosién resultante de la presencia y actividad de microorganismos dentro de una
biopelicula sobre un material. Los Microorganismos pueden acelerar y controlar la
velocidad de la corrosion mediante diversos mecanismos: Formacién de celdas de
cohcentracién diferencial. Formacion de metabolitos agresivos, tales como sulfuros o
acidos, oxidaclén reduccién de los metales, desactivacién de los Inhibidores de la
corrosion. Las bacterias implicadas en los procesos de corrosion son:
Hierro-oxidantes, Hierro-reductoras, sulfuro-oxidantes, sulfuro-reductoras,
sulfato-reductoras, productoras de 4cido, productoras de amonlaco y productoras de
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hidrégeno. Las bacterias sulfato-reductoras se han encontrado comunmente como fas
responsables de la corrosién en condiciones de anaeroblosls, mediante la produccion
de H,S. Las bacterias depositadoras de metal, especialmente las del género de
oxidantes de hierro, forman depésitos densos de células y lones metélicos, generando
‘celdas de concentracién de oxigeno y por lo tanto corrosién. Las bacterias
exopoliméricas formadoras de acido pueden enlazar iones retalicos de la fase
acuosa incrementando las velocidades de corrosion mediante la generacién de una
reaccion catédica adicional. (19, 21, 29, 44)

5.1.- Métodos de Proteccién y Prevencion.

Los sistemas empleados para prevenir los casos de corrosion causada por
microorganismos deben considerar los aspectos microbiolégico y electroquimico.
desde el punto de vista microbiolgico, se puede atacar el problema desde dos
aspectos fundamentales:

a).- Destruyendo o inhibiendo el crecimiento o la actividad metabdlica de los
microorganismos afiadiendo sustancias bactericidas ¢ bacteriostaticas.

b)- Modificando las caracteristicas del medio donde se desarrollan los
microorganismos (aireacion en el caso de las bacterias anaerobias, cambios de pH
etc).

Desde el punto de vista electroquimico, se pueden emplear varios métodos:

a).- Proteccion catodica, la cual consiste en aplicar una comriente eléctrica al sistema
que se esta corroyendo, y esta se reduce virtuaimente hasta un valor igual a cero,
pudiéndose mantener una superficie metdlica en un medio corrosivo  sin  sufrir
deterioro durante un tiempo indefinido.

b).-Uso de cubiertas protectoras, como recubrimientos metalicos (galvanizado,
cromado, etc), recubrimientos inorgénicos (vidrio, cemento etc.), recubrimientos
organicos (pinturas, resinas, etc).

El estudio de la corrosién influida por microorganismos es muy importante en todo el
mundo y particularmente en México, en donde las condiciones climatoldgicas y sus
extensos litorales favorecen el crecimiento de los microorganismos causantes de la
corrosion (41).
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8.- TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA CORROSION INDUCIDA POR
MICROORGANISMOS (CiM).

La corrosién inducida por microorganismos ha flamado la atencién a cientificos e
ingenieros de la corrosion en afios recientes. CIM se debe a la presencla de
microorganismos sobre una superficie metalica que produce camblos en los tipos de
reaccién electroquimica que se involucran en los procesos de corrosién o en la
velocidad de corrosion. No es sorprendente, por lo tanto, que se haya enfocado la
atencién en las técnicas electroquimicas para estudiar en detalle la CIM.

Las evidenclas parecen sugerir que la presencia de microorganismos sobre la
superficie metalica frecuentemente produce camblos localizados de la concentracion
de alguno de los electrolitos constituyentes, del pH y de los niveles de oxigeno. Para
metales pasivados esos cambios locallzados provocan corrosién en forma de
picadura o por fractura aunque tamblén, como para otros sistemas de corrosién,
existen dificultades en la interpretacién de los datos electroguimicos obtenidos. Adn
con estas dificultades las técnicas electroquimicas han demostrado ser muy Qtiles
para estudios de investigacién en el laboratorio y para propésitos de monitoreo en el
campo, también se tiene claro que mayor informacién y mas detallada se puede
obtener cuando diferentes técnicas se combinan. En el caso especial de CIM,
ademas de utiizar microorganismos también es importante acoplar técnicas
analiticas de superficle (microscopia electrénica de barrido por ejemplo). Se debe
hacer patente que el estudio de fa CIM entrafia, por su misma naturaleza, una gran
complejidad, por que se deben tomar en consideracién, ademéas de los aspectos
electroquimicos, aspectos, la mayorfa de los casos poco reproducibles, tales como:
a).-Microorganismo en estudio.

b).- Pureza de la cepa.

¢).- Actividad biol6gica de la cepa.

d).- Adaptacién de la cepa al medio de cultivo para su estudio.

e).- Aseguramiento de la pureza de la cepa a través de todo el estudio.

f).- Esteriiidad de los medios “blanco” o control. etc.

6.1.- Ei Potencial de Corrosion (PC).

La medida del Potencial de Corrosién (PC), es el analisis electroquimicc mas
sencillo, pero que proporciona cierta informacién. La medida del PC requiere un
electrodo de referencia estable, un voltimetro de alta impedancia y de ser posible un
sistema de captura de datos (Posibles aiteraciones en tas medidas del potencial de
referencia son debidas a la formacion de una biopelicula) La sola medida de PC
puede lievar a falsas interpretaciones, por lo tanto se recomienda, medir de manera
paralela, la Resistencia a fa Polarizacion (Rp). Los cambios de ambos parametros se
pueden interpretar en términos de cambio en las velocidades de las reacciones
parciales anodicas © catodicas, las cuales determinan la velocidad de corrosion.
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Existen datos de PC que se tomaron en acero en presencia de bacterias sulfato
reductoras, que son de muy dificll interpretacion. Diversos autores han explicado que
PC negativos se deben a una reduccién de la velocidad de reaccién catédica y por un
incremento de la velocidad de reaccién anddica (21), las cuales son las dos
posibilidades mas simples que pueden explicar los resultados. De esta manera, se
puede decir que solamente cuando se conoce el mecanismo exacto de CIM, se
pueden utilizar los datos de PC para conocer si existen velocidades uniformes de
corrosion, o corrosién localizada debldo a la presencia de bacterias.

6.2.- El Potenciaf Redox (PR).

El potencial de ¢6xido-reduccion de una solucion, que usualmente se mide con un
electrodo de platino y un calomel como referencia puede ser usado como una medida
de la corrosividad del electrélito. De hecho las medidas del PR se han utilizado para
monitorear el cambio de las propiedades corrosivas de una solucion como resultado
del metabolismo bacteriano. Buena informacion se puede obtener de los procesos de
corrosién bacteriana combinando los datos de PR, PC y Rp. Para el caso de
bacterias corrosivas que existen en tierra la combinacion del PR, y medidas de
conductividad arrojan adecuada informacion.

6.3.- La Resistencla a Ia Polarizacién (Rp).

La principal ventaja de la técnica de Rp es la posibilidad de monitorear la velocidad de
corrosién Instantanea de un metal expuesto a un medio corrosivo (27). Por lo tanto
esta técnica es muy adecuada para detectar los cambios en las velocidades de
corrosion debido a la presencia de bacterias, inhibidores, luz solar, biocidas etc.
Como en los casos anteriores de evaluacion de la corrosién, la interpretacion de los
datos es el punto critico. Rp se define como:

Rp = ( 3E/3i ) i=0.

El valor de Rp puede ser evaluado, por lo tanto, como la pendiente de la curva
Potenclal vs Intensidad de corriente, donde la intensidad de corrosién (icor) es
calculada de Rp como:

icon' = Bl Rp,

donde

B = b, be/ 2.303 (b, + by ).
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Ei céleulo exacto de i para un tiempo dado durante un experimento, requiere, por
lo tanto la medida simuitanea de Rp y las pendientes de Tafel b, , b..
Ejemplo del calcuio, incluyendo los datos se muestra en [a grafica de RP1DS

6.4.- Método de Extrapolacién de Tafel (T1) (1, 8, 28).

La extrapolacion de las rectas de Tafel, anddica y/o catddica correspondientes a una
reaccion de corrosion controlada por transferencia de carga, permite determinar fa
intensidad de corriente de corrosion ( | con ) como se muestra en fa figura TF1FS de la
“Gréafica ejemplo para obtener la rapidez de corrosion.” (pag 68) Ila rapidez de
corrosion puede calcularse mediante RC (mm/afio) = 3223.413 X | ¢, /D donde:

RC = Rapidez de Corrosion.

I cor = Densidad de corriente de corrosion ( A / cm?).

D = Densidad del material en estudio (gramos / cm”).

3223.413 = Peso Equivalente del metal en estudio ( Fe ) entre la constante de
Faraday por el area del electrodo. (30)

Las rectas de Tafel anddica y catddica estan descritas por la ecuacion de Tafel:

n=blogl/lenr 6 n=b(logl-iog con)

siendo v} = sobretension.
b = pendiente.

La ecuacién anterior corresponde 2 la forma general y = bx + a. La representacion
grafica de 1 vs log | es una linea recta de pendiente b y ordenada al origen a. ‘
Las pendientes de Tafel anédica y catddica, by y b: pueden determinarse de las
ramas anddica y catédica de la representacién grafica de n vs log |, que por lo
general se expresa en unidades de mV / década.

La ecuacién de Tafel es una aproximacion de la ecuacién general de una reaccion
electroquimica controlada por el proceso de transferencia de carga. Las curvas de
polarizacién pueden obtenerse en estado estacionario, en condiciones galvanostaticas
o potenciostaticas, polarizando el electrodo hasta potenciales n mayores que RT / F.
Debido precisamente a esta elevada polarizacion aplicada al electrodo de trabajo es
posibie que puedan tener lugar cambios irreversibles, por lo cual este método es de
un valor limitado para propodsitos de control de la corrosion, aunque en diversos
sistemas que presentan corrosion uniforme en medio acido, las velocidades de
corrosion determinadas por esta método presentan una buena concordancia con los
resultados obtenidos por las mediciones de pérdida de peso (18)
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6.5- Espectroscopfa de Impedancia Electroquimica (EIE).

La EIE es una técnica electroquimica relativamente nueva en investigacion de la
corrosion, a la cual se le han encontrado diversas aplicaciones. En esta técnica los
datos de impedancia son graficades como una funcion de la frecuencia de la sefial
aplicada en un punto fijo de trabajo( E,i ) de la curva de polarizacion. En estudios de
corrosion este punto de trabajo, es frecuentemente el potencial de corrosion.
Usualmente, una gran cantidad de intervaios de frecuencia necesitan ser investigados
para obtener completo el espectro de impedancia. En la mayoria de los estudios de
corrosion el intervalo de frecuencias varia de 65 kHz a 10 kHz. Los datos de
impedancia se determinan con un sistema de tres electrodos, aunque es posible
utilizar un sistema de dos electrodos si ambos son del mismo material. Se utiliza un
potenciostato para aplicar el potencial para el cual se necesitan los datos. El tipo de
informacion obtenida por esta técnica difiere de las anteriormente mencionadas, ya
que el sistema en corrosion es analizado en un punto dado de potencial o de
intensidad. Las propiedades del sistema en este punto dado pueden ser
determinados a través del analisis de la dependencia de la frecuencia de Ia
impedancia. Una de las ventajas de la EIE es el hecho de que solo pequefias sefiales
son aplicadas.

Diversos informes se han publicado en los cuales la EIE ha sido usada para el estudio
de CIM. La evaluacion de estos informes es dificil por la forma inadecuada de
presentarios (26 ).

6.6.- Ruidlo Electroquimico { RE)

En las medidas de RE las fluctuaciones de potencial o de corriente se grafican como
una funcién del tiempo de experimentacién. Una de las grandes ventajas de esta
técnica, es que no se aplican sefiales externas para la obtencién de los catos del RE.
En algunos casos el potencial de un electrodo de prueba es medido contra un
electrodo de referencia estable, en otros casos los datos se obtienen de dos
electrodos del mismo material, que se exponen a condiciones experimentales
similares. En principlo, un adecuado analisis estadistico de los datos de RE, puede
proporcionar la informacién relativa a la naturaleza del proceso de corrosion y a la
magnitud de la velocidad de corrosién. Aunque es un hecho que la mayorfa de los
estudios de RE en su interpretacién han sido de manera cualitativa. La frecuencla y la
amplitud de las fluctuaciones, son utllizadas en ocasiones para estimar las
velocidades de corrosién. Los resutados reportados al momento sugieren que esta
técnica en el presente estado de desarrollo es mas aproplada para estudios de
monitoreo que para estudios mecanisticos (26). Una forma Gtil para monitorear la
corrosién es la utllizada por el grupo de Investigadores del Instituto de Ciencla y
Tecnologia de la Universidad de Manchester quienes combinan las medidas de
impedancia y RE en una serle de experimentos para simular tanques de
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almacenamientc de aceite en concreto. Los efectos de las bacterias suifato
reductoras y otras comunidades de microorganismos que provocan corrosion del
concreto y del acero reforzado fueron estudiadas. Los datos de RE se monitorearon
con un microvoltimetro acoplado a una computadora mediante la cual se obtuvieron
1024 lecturas de potencial a intervalos de un segundo. estos datos fueron
transformados a dominios de frecuencla y se les realizé un analisis estadistico. Ei
andlisis de ejemplos como el anterior se concluye que las magnitudes de fluctuacién
del RE dependen de la impedancia total del sistema. Un metal que esta sufriendo
corrosion uniforme es menos ruidoso que un metal pasivado que muestra fracturas
ocaslonales de la pelicula seguido de una repasivasion (17, 26)

8.7.- Dinamica def Caos Determinista y Geometrfa Fractal (método formal de
estudio def RE). (13, 15, 34, 46, 47)

Caos significa un comportamiento aperiédico, aparentemente aleatorlo y muy
semejante al comportamiento que exhiben los sistemas estocasticos.

6.7.1.- Sensibilidad a las Condiciones iniciales.

En 1903 Poincaré habia notado que pequefias diferencias en las condiciones iniciales
puede provocar grandes cambios en el fenémeno final. Asi pequefios errores en
principlo resultaran en un gran error final. Lorentz, redescubre hacfa 1961 la
importancia de este fenémeno en relacién a un sistema determinista no lineal de
ecuaciones diferenciales. Concluye en el llamado efecto mariposa que se refiere a la
dependencia sensible al estado inicial en la solucién de ecuaciones diferenciales ¢ en
diferencias asociadas a la modulacién matematica de un sistema dinamico.

6.7.2.- Sistemas Dinamicos : Afractores.

El analisis de sistemas dinamicos constituye una poderosa herramienta en el estudio
de fendmenos que exhiben un compartamiento aperiddico, como el RE , que no es
facil de predecir mediante un algoritmo simple.

La evolucién de este tipo de sistemas puede representarse graficamente en el
espacio por las variables de estado, el cual es llamado espacio de estado .

6.7.3.- Espacio de Estado.

Espacio matematico abstracta cuyas coordenadas son las variables de estado o las
componentes de un vector de estado.

21



6.7 .4.- Sistema Dinamico.

Sistema cuyo estado cambia con el tiempo t. Es un sistema dinamico discreto si la
variable t es discreta, y es un sistema dinamico continuo si la variable t también lo es.

6.7.5.- Sistema Dinamico Determinista.

Sistema dinamico cuyas ecuaclones de movimiento, parametros y condiciones
iniciales son conocidas y ho son estocasticas o aleatorias.

6.7.6.- Movimiento Cadtico.

Denota un tipo de movimiento que es sensible a las condiciones iniciales. Es un
movimiento para el cual las trayectorias de un sistema que parte de un estado inicial
ligeramente diferente diverge exponencialmente.

6.7.7 .- Atractor.

Es un conjunto de valores de A, con la propiedad de que hay un vecindario de valores
A, tales que, para casl cualquler condiclén Iniclal, el conjunto limite de las érbitas del
sistema es A. Asl, casi cualquier trayectoria en este vecindario de A, pasa
arbitrariamente cerca de cualquier punto A.

6.7.8.- Atractor Extrafio.

Se reflere a un conjunto atractor en el espacio de estado sobre el cual se mueven
érbitas cadticas. Es un atractor que no es un punto fijo, no es un ciclo limite, ni un
atractor cuasiperiddico. Un atractor extrafio, es un atractor en el espacio de estado al
que se le puede asociar una dimensién fractal.

6.8.- Elementos de la Geometrfa Fractal.
6.8.1.- Dimension Fractal.

Dado que un fractal esta compuesto por estructuras semejantes, su longitud no esta
claramente definida y esta medida carece de significado. Es por esto que la
caracteristica fundamental de los fractales es su singular dimensién. Para estos
sistemas dinamicos multidimensionales se puede calcular la dimensién de correlacion,
que esta definida poria variacion de la funcion de correlacion C(R) con respecto a R

(distancia) :
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C(R) = R%
Por lo tanto, la dimension de correlacion es la pendiente de una gréfica de:

InC(R) vs In(R). (15).

6.8.2.- Exponentes de Lyapunov.

Caracterfsticamente, los sistemas caéticos exhiben una dependencia sensible al
estado inicial, en el espacio de estado, esta sensibilidad se manifiesta graficamente
como una amplia divergencla entre trayectorlas adyacentes. el exponente de
Lyapunov (1) es una medida cuantitativa de esta divergencia si A es negativo, las
trayectorias ligeramente separadas convergen v la evolucion del sistema no es
caética, si A es positivo, las trayectorias préximas divergen, la evolucién es sensible
a las condiciones Iniciales y por lo tanto, el sistema es cadtico.

Para un mapa especifico unidimensional dado por : X o+ 1 = T (Xo), la velocidad

promedio de divergencia por iteracién n definida por exponente de Lyapunov, puede
calcuiarse mediante la expresién :

A=dim (1) =™ loge P(X)
noe i=0

Para mapas h-dimensionales, existen 77 exponentes de Lyapunov en virtud de que la
divergencia puede ocurrir para cada eje. En tales casos se define un volumen inicial
promedio 1 - dimenslonal como :

V= VO e (7&‘4» 12+........+1n)n

6.8.3.- Entropia de Kolmogorov.

La Entropla de Koimogorov, o K, es una medida importante para el estudio de
sistemas dindmicos no lineales. Cualitativamente, K permite distinguir sistemas
regulares e irregulares: K es cero en sistemas periédicos, finita y positiva en
sistemas cadticos e infinita en sistemas aleatorios.

D. Farmer (13) da la siguiente definicion ce entropia: Considere un sistema dinamico
con P grados de lipertad. Suponiendo que el espacio de fase P- dimensional se
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divide en cajas de tamafio ¢ y que existe un atractor cuya trayectoria X(t) se
encuentra en la vasija de atraccion, si el sistema se mide a intervalos regulares de
tiempo t, entonces, la probabilidad de que X (t = t) visite la caja iy, X (t =2 t) visite la
cajab,......... y X (t = dt) visite la caja ig ,es p (Is.....l¢ } luego entonces, la entropia de
kolmogorov se define como:

K=lim fim Im(t/dt) 3 pdy..ke)inp.g)
to0 o0 0w 1.4

el conjunto de entroplas Renyi de orden q introducen la nocién de entropias
generalizadas K'? las cuales se definen como (36) :

KO= jim fim Wm{1/dt)(1/gDinE p9 (...k)
tyo &30 doo i1.id

De todas las cantidades K@, K, es la mas simple de calcular a partir de una serle de
tiempo, la cual tiene las sigulentes propledades :

1-K 20,

2-K <K,

3.- Ky es infinita para sistemas aleatorlos y
4.- K= 0 para sistemas cadticos.
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6.9.- Microscopla Ejectronica de Barrido (MIEB).

La microscopia electrénica, ho es una técnica electroquimica de estudio de la
corrosién microbiolégica, pero es una herramienta auxiliar muy potente en el estudio
de dicha corrosion y de cierta manera imprescindible. Sus principales caracteristicas
son; En el microscopio electrénico de barrido, se produce un rayo delgado de
electrones que viaja en una columna a alto vacio; el rayo es enfocado sobre Ia
muestra por varios lentes electromagnéticos y la superficie de la muestra es barrida
punto a punto con el haz de electrones por medio de bobinas de barrido forméndose
un rastreo como el que se observa en un televisor. Al chocar los electrones en fa
superficie de la muestra, se producen electrones secundarios los cuales son
recogidos por un colector y conducidos a un amplificador. La capacidad del
amplificador determina el potencial del electrodo modulador del tubo de rayos
catddicos (TRC), la corriente es convertida en sefial de voltaje. El generador que
opera las bobinas de barrido esta también conectada a las placas deflectoras de
TRC. la sefial de voltaje es empleada para medular la brilantes en el TRC
sincronizada con el movimiento del haz electrénico, o sea que esenciaimente, la
brillantes de un punto es controlada por la comriente que llega al colector. Los
electrones secundarios que emergen de cada punto de la superficie del espécimen
son caracteristicos de la superficie de este punto por lo tanto Ia corriente recibida de
cualquier punto esta determinada por las caracteristicas de Ia superficie.

Cualquier cambio en la composicion, textura o topografia en el punto en donde
chocan los electrones en la superficie, provoca variaciones en la corriente electrénica
que flega al colector y modifica la brillantes del TRC. La imagen del MEB es
construida punto por punto y no toda al mismo tiempo, como en el caso del
microscopio electronico de trasmision (MET).

Las muestras para ser observadas al MEB deben de cumplir con ciertas
caracteristicas como son: conservar la estructura interna fo mejor posible, no
contener dentro de su estructura, moléculas de agua, resistir el haz de electrones, ser
capaces de emitir electrones secundarios. Las muestras que pueden ser observadas
en el MEB, en donde se observa la microestructura de superficie, son mas grandes
que las que se utilizan en el MET (0.5 mm). Es importante sefialar que ademas de las
muestras biolégicas también se pueden observar sdlidos en polvo, metales, polimeros
etc, el (nico requisito es cuidar que las muestras cumplan con las caracteristicas
anteriormente seffaladas. Para obtener las muestras bioldgicas libres de moleculas
de agua, ademas de la deshidratacién con alcoholes en concentraciones ascendentes
se procede al desecado en punto critico. Todos los liquidos tienen un punto critico el
cual es definido como aquel punto o momento en el que a una temperatura y una
presion en particular para cada liquido, éste se encuentra simultaneamente en
estado liquido y gaseoso, de tal manera que no hay tension superficial. Si un material
acuoso es llevado a su punto critico y la temperatura es sostenida en este punto, el
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gas puede liberarse hasta llegar a una presion atmosférica, evitando asl los efectos
de la tension superficial sobre el material biolégico. El freon, el biéxido de carbono
etc. son ideales para la desecacién a punto critico, ya que estas sustancias tienen
una temperatura critica dentro del intervaio de 19.7 a 36.5 ° C, y una presién critica
entre 432 y 1072 psi. Para utilizar estos fiuidos es necesario liquidos entre la solucién
acuosa y estas, generalmente se interponen acetona, alcohol, acetato de Amilo etc.
El biéxido de carbono tiene un punto critico de 31 ¢ Cy 1072 psi con la gran ventaja
de ser barato y de facil adquisicién.

6.8.1.- Evaporacion al Vacio y lluvia de iones.

El objeto de cubrir una muestra por medio de evaporacién o ionizacion de metaies es
prevenir o reduclr apreciablemente las cargas eléctricas sobre la superficie del
espécimen, en esta forma se evita la distorsién de la imagen vy adquieren
conductividad para el haz de electrones, ademas de aumentar la emision de
electrones secundarios; que se traduce en una reduccién del dafio causado al
espécimen por el bombardeo de electrones. Un recubrimiento ideal consiste en una
pelicula uniforme sobre la superficle del espécimen, de tal manera que sea una
réplica exacta de la superficle que cubre, para lograr esto es importante seleccionar
cuidadosamente el metal y el tiempo en el que se expone el material conductivo a la
muestra. El material mas recomendable para el recubrimiento de una muestra es oro-
paladio, la pelicula de esta aleacién es mas uniforme y muestra menos granulaciones
y fracturas en la superficie, por lo que pueden llevarse a cabo trabajos de mayor
resolucion que con oro exclusivamente.

6.10.- Cuantificacién de Microorganismos.

Existen numerosos métodos que permiten establecer el nimero de microorganismos
en una muestra dada. Los resultados de este tipo de ensayos tienen multiples
aplicaciones, se pueden utilizar por ejemplo, para efectuar el seguimiento de la
dinamica poblacional de un cultivo, como es nuestro caso. En general los ensayos de
cuantificacion microbiana se agrupan en meétodos directos y métodos indirectos, con
los primeros se determina la cantidad total de microorganismos (vivos y muertos), con
fos segundos se cuantifica Gnicamente jos microorganismas vivos (25).

Métodos Directos.- Médiente éstos se establece la poblacién total de
microorganismos existentes en una muestra. Tienen la ventaja de ser rapidos, sin
embargo, a través de ellos es imposible diferenciar a las células vivas de las muertas,
ios métodos son: turbidimetria, microscopia y contadores electronicos.

Turbidimetria.- En una suspension microbiana, la cantidad de microorganismos esta
directamente relacionada con la turbiedad o densidad Optica de la misma e
inversamente relacionada con la cantidad de luz que pasa por la misma. De este
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modo, se puede precisar con bastante exactitud el numero de microorganismos
presentes en una suspensién mediante la determinacién de la turbiedad, para ello se
emplean nefelémetros o espectrofotémetros.

La suspensién microblana se deposita en una celda, se dirige una fuente de luz
constante hacla la suspension (luz incidente) y mediante una celda fotoeléctrica se
registra la intensidad de luz trasmitida, que sale de la celda.

Los resultados se comparan con una curva estandar construida con una suspension
testigo de concentracién celular conocida, por ejemplo la escala de McFarland, la que
se basa en la mezcla de concentraciones crecientes de cloruro de barlo con
concentraciones decrecientes de éacido sulfirico, obteniéndose un precipitado de
sulfato de bario en cantidades diferentes. La turbidez producida por cada mezcla ha
sido calibrada para aproximar un clerto nimero de bacterlas por unidad de volumen.
En otras palabras, la turbiedad que resulta de agitar bien una de estas mezclas, se
aproxima a la turbledad producida por un clerto nimero de bacterias en suspension.
La metodologfa es util con suspensiones de densidad microbiana baja y con cultivos,
en donde los microorganismos soh unicelulares, caracteristicas que les permiten
mantenerse suspendidos y distribuidos homogéneamente. (33)

Metodologla.

Material.

1.- 10 celdas bausch and Lomb.

2.- 1 pipeta de 1.0 ml.

3.- 1 pipeta de 10 mi.

4 .- 1 espectrofotémetro Baush and Lomb.
5.- Solucién de clorura de bario al 1 %.
6.- Acido Sulfarico al 1 %.

Método.

a).- Escala de MC Farland.

a1.- Identificar los tubos con claves indicadas en la tabla 4.1.

a2.- Con la pipeta de 1 ml, agregar a cada uno de los tubos, el volumen de cloruro de
bario indicado en la tabla.

a3.- Con la pipeta de 10 ml, agregar a cada tubo los volimenes correspondientes de
acido sulfarico.

a4.- Con el espectrofotémetro determinar la absorbancia de las diferentes mezclas.
{teniendo previamente callbrado el aparato).

a5.- Graficar las lecturas, colocando en el eje de las abcisas los valores de
absorbancia y en las ordenadas el nimero aproximado de bacterias representado.

B).- Lectura del problema.
b1t .- Identificar los matraces que contienen diferentes volimenes de medio de cultivo.
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b2.- Proceder a determinar la turbidéz con el espectrofotémetro.

b3.- Calcular el nimero de microorganismos / ml que existen en cada matraz,
interpolando las lecturas obtenidas en el inciso b2 en la gréfica obtenida con la escala
de Mc Farland.

El Método de Mc farland cuantifica tanto las bacterias vivas como las muertas. Este
meétodo de conteo es efectivo cuando se trabaja con cultivos que todavia no alcanzan
la parte final de su fase logaritmica, ya que antes de llegar a este punto el nimero
de bacterias muertas en el cultivo es despreciable. Sin embargo, este método se
vuelve inexacto conforme aumenta el nimero de organismos muertos durante fa fase
critica del cultivo.

Tabla 4.1 Escala de Mc Farland.

_ Clave del Cloruro de Acido No Aprox de Absorbancia

Tubo Bario Sulfirico Bacterias
1 0.1 99 300 0
2 0.2 9.8 600 12
3 0.3 9.7 900 15
4 04 9.6 1200 17
5 0.5 95 1500 18
6 0.6 84 1800 32
7 0.7 93 2100 36
8 0.8 9.2 2400 44
9 0.9 9.1 2700 47
10 1.0 9.0 3000 60
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7.- METABOLISMO DE LOS MICROORGANISMOS.

7.1.- Fuentes de Energla de los Microorganismos.

Los microorganismos muestran una gran diversidad de procesos metabdlicos para
obtener energia. En la figura 1 se muestran los tipos basicos de matabolismos para
obtener energia.

TODOS LOS MICROORGANISMOS.

Energia Quimica Energia por luz.

Quimiétrofos Fotdtrofos.

Litétrofos organdtrofos.

Figura 1.~ Clasificacién de organismos en términos de como obtienen energia.

Gran variedad de microorganismos utilizan compuestos organicos como fuente de
energia, a estos se les denomina Organotréfos, cierto tipo, exclusivamente
procariotes usan, compuestos inorganicos como fuente de energia, a estos se les
denomina Litotrofos. Una gran variedad de organismos, llamados fototrofos, utilizan la
luz como fuente de energia (fotosintesis), obviamente, aqui se incluyen las plantas
verdes, aungue también una gran variedad de microorganismos, tanto procariotes
como eucariotes. Por quienes realizan el proceso de fotosintesis, se puede definir
dos tipos, la efectuada por microorganismos procariotes y eucarictes y (a efectuada
por un grupo especial de bacterias (moradas y verdes).

Los organismos que utilizan compuestos quimicos inorganicos o luz como fuente de
energlia son capaces de crecer en ausencia de compuestos orgéanicos, utilizando, por
ejemplo bidxido de carbono como Unica fuente de carbono. El término autétrofo (que
se autoalimenta) es aplicado a organismos capaces de obtener todo el carbon para
sus necesidades de fuentes inorganicas.
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A causa de que los humanos y otros animales requieren de carbdn organico, ia vida
de la blosfera, depende de la actividad de los organismos autétrofos.

7.2.- Respiracién Anaerdbica.

En el proceso de la respiracién aerobica, el oxigeno molecular sirve como un aceptor
de electrones externo, aceptando los electrones de acarreadores tales como el NADH
(nicotinamida adenina dinucledétido) por medio de una cadena de transporte, una gran
variedad de aceptores de electrones, se pueden usar en vez del oxigeno, en cuyo
caso se denomina respiracion anaerdbica.

En la mayoria de los casos, las fuentes de energia usadas por los microorganismos
para efectuar la respiracion anaerdbica, son compuestos organicos, pero diversos
organismos litotroficos son también capaces de efectuar este proceso. También se
ha discutido que los aceptores de electrones son compuestos inorganicos, pero
también diversos compuestos organicos pueden efectuar la misma funcién. La
mayoria de los organismos que efectian la respiracién anaerdbica son procariotes y
las transformaciones quimicas que realizan durante su proceso de generacion de
energia, frecuentemente tiene gran relevancia ecoldgica o industrial.

Las bacterias que llevan a cabo la respiracion anaerdbica generalmente poseen
sistemas de transporte de electrones que contienen citocromos. Sus sistemas de
respiracion son analogos a los de los microorganismos aerobios. En algunos casos
se puede dar en un mismo microorganismo tanto la respiracion aerobia como la
anaerobia. Para esta situacion si existe oxigeno en el medio la respiracién aerobia es
la mas favorecida, y solamente se da la respiracién anaerébica cuando no existe
oxigeno. Algunos microorganismos son totaimente incapaces de utilizar el oxigeno
como aceptor de electrones, a estos microorganismos se les denomina anaerobios
obligados. A causa de que el sistema oxidorreductor O,/H,O es el sistema més
oxidante al que puede acceder el microorganismo, se obtiene mas energia cuando se
utiliza como aceptor al oxigeno sobre cualquier otro sistema. Otros aceptores
electrénicos ademas del O; son Fe**, NO3 y NO2.

7.3.- Metahollsmo Asimilativo y desasimiiativo.

Compuestos Inorganicos tales como NOj, 3042‘ y CO, son reducidos por diversos
organismos con fuentes de nitrégeno azufre y carbono. El producto final de tales
reducciones son grupos amino, grupos sulfhildrilo y compuestos organicos de
carbono. Bien se sabe que todos los organismos necesitan fuentes de N, S, y C para
su desarrollo. Cuando un compuesto inorganico tal como NOy, SO y CO; es
reducido para utilizarlo como nutriente se dice que esta siendo asimilado y el proceso
de reducciénh se llama metabolismo as:milativo Aqui se debe notar que el
matabolismo asimilativo de NO3, SO4% y CO, es diferente del uso de estos
compuestos como aceptores de electrones para obtener energia. Para distinguir
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estas dos clases de procesos de reduccién, el uso de estos compuestos como
aceptores de electrones para la obtencion de energia se lHama metabollsmo
desasimilativo.

El metabolismo asimilativo y desasimilativo es muy diferente. En el metabolismo
asimilativo solo se reduce suficiente compuesto { ya sea de NO3, SO o COy) para
satisfacer las necesidades nutricionales del microorganismo, los dtomos reducidos al
final del proceso quedan dentro como macromoléculas. En el metabolismo
desasimilativo una gran cantidad de aceptores de electrones son reducidos, y el
producto reducido es excretado al medio. Una gran variedad de organismos llevan a
cabo el metabolismo asimilativo (varias bacterias, hongos, algas y plantas
superiores) solo una pequefia variedad de microorganismos efectGan el metabolismo
desasimilativo (todos los procariotes).

7.4.- Sulfato Reduccién.

Diferentes compuestos de azufre inorganico son importantes receptores de
electrones en la respiracién anaerdbica. Los sulfatos, la forma méas oxidada del
azufre, se encuentra frecuentemente en agua de mar y es utilizado por las bacterias
sulfato reductoras en su metabolismo, el producto final de la sulfato reduccion es el
H>S, un producto natural de gran relevancia en la naturaleza. Aqui es importante
distinguir los procesos asimilativos y desasimilativos de la sulfato reduccién por los
microorganismos. Diversos organismos (plantas superiores, algas, hongos y diversas
bacterias) utilizan el sulfato como fuente de azufre para su biosintesis Pero la
habilidad de utilizarlo como un aceptor de electrones, para el procesc de generacion
de energia esta restringido a un grupo especial de bacterias anaerobicas estrictas,
las bacterias sulfato reductoras.

7.4.1.- Bioquimica de la Sulfato Reduccién.

La reduccion del SO,% a H,S es un proceso, que involucra 8 electrones y procede
bioquimicamente a través de diversos estados intermediarios. Los lones sulfato
primeramente son activados por medio de un Adenosina Trifosfato ( ATP). La enzima
ATP suffurilasa cataliza la union del ion sulfato al fosfato del ATP, generando la
formacion de adenosina fosfosulfato (AFS), en la reduccion desasimilativa, el sulfato,
pasa a sulfito (803 ), enh la reduccion asimilativa, otro fosforo se aftade al AFS para
formar fosfoadenosina fosfosulfato (FAFS) y entonces el sulfato se reduce a sulfito
como en el primer caso, en los pasos subsecuentes de reduccién estos proceden
faciimente. En la reducciéon asimilativa de sulfato, el H,S formado se convierte en
azufre organico en la forma de aminoacidos, en la reduccién desasimilativa de
sulfatos, el H;S se secreta. Los microorganismos sulfato reductores son susceptibles
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a los efectos téxicos del H,S, pero en el medio en donde se desarrollan,
generalmente hay suficientes lones hierro, que eliminan del medio homogéneo el H;S
formando FeS, que es un precipitado de color negro.

7.4.2.- Produccién de ATP por las Bacterias Suifato Reductoras.

Las bacterias sulfato reductoras llevan a cabo un transporte electrénico basado en el
sistema de citocromos, los electrones de la fuente de energia transfieren los iones
sulfato a AFS. El citocromo de las bacterias suifato reductoras es un tipo Unico,
denominado citocromo ¢; , este citocromo no se encuentra en otros microorganismos
que utilizan aceptores de electrones diferentes a los lones sulfato. Otros
acarreadores electrénicos en la cadena de transporte de electrones de las bacterias
sulfato reductoras incluyen ferredoxina y flavodoxina. El sistema de transporte
electrénico se muestra en las figuras 2y 3.

En el transporte electronico en las bacterias sulfato reductoras el hidrégeno (Hp) ,
directamente del medio amblente o via donadores orgéanicos de electrones, transfiere
los electrones a la enzima hidrogenasa, la cual esta situada en fa membrana en
asociacion con el citocromo c3 . Debido al arreglo espacial de los componentes del
transporte de electrones en la membrana, cuando el H, se oxida, los protones (H")
permanecen fuera de la membrana, mientras que los electrones son transportados a
través de la membrana. Mediante este sistema, la diferencia de potencial de
membrana es utifizada para la sintesis de ATP. En el citoplasma, los electrones son
utilizados en la reduccion del AFS.

7.4.3.- Crecimiento de las Bacterias Suifato Reductoras Sobre Acetato.

Diversas bacterias sulfato reductoras son capaces de crecer utilizando
exciusivamente el acetato como fuente de energfa, muchos de estos microoganismos
son de origen marino. Estos organismos oxidan completamente los acetatos a CO; y
reducen el sulfato a HzS :

CH;COO + SO4% + 3H" ———n 2CO; + HpS + 2H:0
AG? = -63 kJ/reaccion

Se conocen dos mecanismos bioquimicos para la oxidacion de acetatos por bacterias
suifato reductoras, el ciclo modificado del &cido tricarboxilico (TCA) y el camino de
aceti-Coenzima A. Organismos como el Desulfobacter usan el TCA ya que contlene
una enzima ja cual primero activa el acetato por reaccién con succinfl-Coenzima A
para producir succinato y acetil Co-A, el cual entra al TCA y se oxida hasta CO;
(figura 4). Como el par oxidorreductor SO.> / SOs% tiene un potencial bajo, se
requiere de una energia de activacién para este primer paso en la reduccién de
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Figura 2.- Transporte electrénico y generao16n de una
fuerza motriz en una bacteria sulfato reductora, provocado
por hidrogeno externo proveniente del metabolismo de
una fermentacion anaerobia o generado por el catabolismo
de compuestos organicos tales como el lactato.
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Figura 3.- Complemento de la figura 2. El sulfato se reduce a sulfito
mediante el paso del ATP a APS y la liberacién de fosforo inorganico.
El Sulfito se reduce a acido sulfhidrico a través de la oxidacién de
hidrégeno, liberandoiones hidrégeno que salen de la membrana por
estar cargados. (7)
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CO2

Figura 4.- Mecanismo de la oxidacién de acetato a CO2 en

bacterias sulfato reductoras que usan el ciclo del acido citrico
para la oxidacion del acetato. La coenzima A es reciclada a
través de la interaccion con succinil-coenzima A y acetato.

La citrato liasa forma el citrato.
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sulfato. Esta energia requerida genera un problema especial para los organismos
sulfato reductores que utilizan el acetato, ya que el ATP producido por la oxidacién del
acetato via TCA, es el requerido para la activacién de sulfato para formar AFS (y el
consiguiente sulfito). para mantener una produccién neta de ATP, y por lo tanto su
metabolismo, a partir del acetato, las bacterias sulfato reductoras utilizan una enzima
especial para el TCA (Desulfobacter utiliza la enzima citrato fiasa) (figura 4). Este
ATP adicional hace posible el crecimiento de las bacterias sulfato reductoras.
Diversas bacterias sulfato reductoras oxidantes de acetato no usan el TCA sino que
emplean la via de acetil-CoA para la oxidacién de acetato. Esta via sirve para oxidar
el acetato a CO; con algunas reacciones diferentes a las del TCA empleando la
enzima mondxido de carbono deshidrogenasa ( 5, 7).

En el ciclo del TCA, los grupos acetilos pasan a formar CO, e hidrégeno, los
electrones generados entran a cadena respiratoria. Este proceso es efectuado en
una serie de reacciones consecutivas ciclicas, en cada uno de los ciclos, una
molécula de acetato (dos atomos de carbon) entran por condensacién con una
molécula de acido oxaloacético (cuatro dtomos de carbén) para formar el acido
citrico (seis atomos de carbén), el cual es degradado para producir dos moléculas de
CO2 vy el acido succinico (cuatro atomos de carbdn), que es oxidado a &cido
axaloacético, con el que se puede Iniciar otro ciclo. El TAC es un sistema catalizado
doblemente, en cada paso del ciclo, una enzima catallza la reaccién, pero ademas,
cada una de las moléculas intermediarias cataliza la utilizacién de mas moléculas de

acetato. (23)

7.4.4.- Problemas de Corrosién Asociado con Microorganismos.

La corrosion de metales por picadura desarrollado bajo condiciones estrictamente
anaerdbicas involucra a bacterias sulfate reductoras como por ejemplo el
Desulfovibrio desulfuricans. En las picaduras se encuentra FeS. La cuestién es
aclarar cual es el mecanismo exacto de la corrosién metélica por las bacterias sulfato
reductoras, auhque se entiende, que la carrosién esta ligada al metabolismo de las
bacterias que reducen el sulfato a H,S o a FeS.

El desarrolio de biopeliculas sobre las superficies metélicas generan las condiciones
anaerdbicas ideales para el crecimiento de las bacterias sulfato reductoras
estrictamente anaerobicas. Estas condiciones se alcanzan cuando las biopeliculas
alcanzan un grosor que varia de 10 pm a 100 ym. La teorfa mas aceptada, es la
teoria de la depolarizacion catédica (figura 5). La oxidacién neta del metal es
catalizada por la actividad de la bacteria sulfato reductora. En el énodo el metal es
polarizado por la sallda del ion Fe?, los electrones liberados del anodo, reducen los
protones (H") del agua a hldrégeno molecular (M) en el céatodo. EI hidrégeno
molecular es eliminado de la superficle metalica por la bacterla sulfato reductora
(depolarizacién catédica). El producto final es el H,S, el cual se combina con el Fe?*
para formar Fe$S el cual se acumula en la superficie del metal.

La corrosion anaerdbica del hierro se puede resumir como sigue:
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Reccion anddica:

1T —1 T X
Disoclacién del agua:

8H,0 ---——> 8H" +8 OH

8H" +8¢ ———>4H
Depolarizacién catodica :

4 H; + SOy ———> S* +4H0

La presencia de sustratos orgénicos (donadores de electrones) ayuda en la
produccion de suifuro adicional. La enzima hidrogenasa de las bacterias sulfato
reductoras, la cual elimina hidrégeno catodico, esta relacionado con la iniciacién del
poceso de biocorrosion y su actividad es un buen indicador de la biocorrosion.

Las bacterias sulfato reductoras pueden ser controladas, controlando la cantidad de
sustrato o sulfato, cambiando las condiciones por aireaci6n o cambiando el pH ©
aftadiendo biocidas adecuados (4).
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Figura 5. Diagrama de las racciones incidentes a la corrosion
causada por las bacterias sulfato reductoras.
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8.- MATERIAL Y METODOS.

8.1.- Efaboracién de las Celdas de Trabajo.

Con el fin de estudiar la corrosion microbiolégica en anaerobidsis y que se pueda
determinar; potencial, intensidad de corriente, pH, temperatura y crecimiento
microbiano por turbidimetria, se elaboraron celdas de la siguiente manera:
Vasos de precipitado de 600 mi se les corta la parte superior, para acoplarles un
tapén de hule de 8.5 cm de diametro. A 3cm del borde superior se le hace una salida
con un tubo de 1 cm del diametro, al cual se le adapta con una manguera, una celda
para espectrofotémetro Bausch and Lomb, al tapén de hule se le hacen &
perforaciones para acoplarles, siguiendo el orden mostrado en el figura 7.

1.- Entrada de nitrégeno. (con un tubo con fibra de vidrio estéril)
2.- Termometro.

3.- Electrodo de Referencia de Calomel.
4 - Probeta de acero 1010.

5.- Electrodo auxiliar de grafito.

6.- Salida de nitrdgeno.

7.- Celda para medida de turbidez.

8.~ Potenciostato.

9.-Computadora.

10.- Medio de cuitivo.

11 -Electrodo de vidrio.

8.2.- Elaboracién de fas Probelas.

Varilla de acero 1010 cuadrada de /16 pulgadas (4.8 mm) se corta en probetas de 6
mm cada una, 12 de los cortes se perforan con una broca de 1/16 de pulgada, en la
perforacién se une a un alambre de cobre, que es la conexion de la probeta con el
potenciostato, la probeta con la unién del alambre de cobre se coloca en una jeringa
de plastico de 1cm de diametro y 3 mi de capacidad, a la que previamente se le sello
la punta. Asi preparada la jeringa se le agrega una mezcla de de resina (araldita
Ciba-geigy) procurando que cubra toda la probeta, incluyendo el alambre de conexion
que se encuentra expuesto, se deja por 24 horas y se quita la jeringa (coh un esmeril
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Figura 8.- probeta de acero 1010
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se elimina la punta y por alli se saca la probeta) la varilla se pule con lija de agua del
nimero 220 y finalmente del nimerc 500 (fandell) y se limpla con acetona. Esta
operacién se repite con todas las probetas que sean necesarias para los ensayos.
(figura 8)

8.3.- Estructura de Trabajo y Nomenclatura.
Se hicieron las determinaciones de Tf, Rp y RE de acuerdo con el cuadro siguiente:

CELDA| CELDA Il CELDA i
(Blanco, sin micoorganismos)  (con microorganismos) (ruido electroquimico)

SEMANA Tf1 Tfis Rp1 Rpis Tf2 Tf2s Rp2 Rp2s REB REA REP

1 X X X X X X X X X X X
2 X X X X X X X
3 X X X X X X X
4 X X X X X X X
5 X X X X X X X
6 X X X X X X X X X X X

Tf1 = Determinacion de la Pendiente de Tafel (T1) de la celda 1 la primera y sexta
semana.

Tf1s = Determinacion de la Pendiente de Tafel (Tf) de la celda 1 semanaimente.

Rp1 = Determinacion de la Resistencia a la Polarizacién (Rp) de la celda 1 la primera
y sexta semana.

Rpls = Determinacion de la Resistencia a la Polarizacion (Rp) de la ceida 1
semanalmente.

T#2 = Determinacion de la Pendiente de Tafel (Tf) de la ceilda 2 la primera y sexta
semana.

Tf2s = Determinacion de la Pendiente de Tafel (TT) de la celda 2 semanalmente.

Rp2 = Determinacién de la Resistencia a la Polarizacién (Rp) de la celda 2 la primera
y sexta semana.

Rp2s = Determinacién de la Resistencia a la Polarizacion (Rp) de la celda 2
semanalmente.

REB = Ruido Electroquimico del Blanco ,con acero 1010, sin microorganismos.

REA = Ruido Electroquimico de Acero 1010, con microorganismos.

REP = Ruide Electroquimico de Platino (con microorganismo)

Las lecturas de Tf y Rp se tomaron en dos diferentes probetas, en la misma celda,
para poder evaluar el efecto de las medidas continuas ( 6 medidas, una cada
semana) sobre la medida al inicio y al final (dos medidas), sobre ia corrosion de los
electrodos.El pH la Absorbancia y la temperatura se midieron en las tres celdas
durante seis semanas.
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8.4- Determinacion de las Pendlentes de Tafel. (38, 39, 40, 42)

Mediante el montaje presentado en la figura 7 se mide fa intensidad obtenida al
aplicar un sobrepotencial de = 300 mv a partir de los diferentes potenciales de reposo
de las probetas problema, cada ceida contuvo cuatro probetas, dos para medir
pendientes de tafel, y dos para medir Resistencia a la Polarizacion. Los datos se
capturan en computadora por medio de la interfase rs-232. Dichos datos de
sobrepotencial vs logaritmo de la intensidad se grafican obteniéndose los datos de
regresion de las rectas:

8 = b logaritmo (1) +K, catodica, ( pendiente catédica “b” )

donde: 3 = sobrepotencial.
b = pendiente catodica.

| = intensidad de corriente.
K = Constante de regresion.

3 = -a logaritmo () + K, anddica (pendiente anddica™a”).

donde: 3 = sobrepotencial.
a = pendiente anodica

| = intensidad de corriente.

K = Constante de regresion

E! punto de interseccién de las dos rectas (c) es el logaritmo de la intensidad de
corrosién. Con el antilogaritmo obtenemes la “I” de corrosién en milimetros por afio y
aplicando la ecuacion:

Rc=3223.43 (lcorr X P.EYD. . (a) (30)

RC = 11575.2275 X | com vovurveriirncniiinieinieniecniens (b) 31)
b logaritmo (1) + K, = -a logaritmo (1) + K, ........ (c)

donde:

Rc = Rapidez de Corrosion en milimetros por afio.

Icorr = intensidad de corrosion.

P. E. = Peso Equivalente del metal en estudio en g * eq/ mol.
D = Densidad de} metal en estudio en g/ml.
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Cuatro de las graficas experimentales obtenidas, se presentan en el anexo |, (a.
Inicio se incluye la grafica ejemplo para obtener la Rc) el resumen de los datos
obtenidos de las 16 graficas experimentales que incluye la rapidez de corrosién para
cada probeta se muestra en el cuadro | y I (paginas 53 y 54).

8.5.- Determinacitén de fa Resistencia a ia Polarizacién.

Mediante el mismo montaje y la misma metodologfa, pero en una probeta diferente de
acero 1010 se obtiene la Resistencia a la Polarizacién (Rp) aplicando un
sobrepotencial de 2 10 mv a partir del potencial de repose, graficando potencial como
una funcién de la intensidad obtenemos una ecuacion del tipo y = mx + b donde m =
pendiente = | de corrosion. Aplicando las formulas:;

Rc =322343 (lcorr X P.EYD.....cccccoiniiiinninnne, (@) (30)

Re =11575.2275 X | corr vvveverrinirninicirieece i (b) (31)

se obtiene la Rc en milimetros por afio. Cuatro de las graficas experimentales se
presentan en el anexo |l, (al inicio se incluye la grafica ejemplo para obtener la Rc ) el
resumen de los datos obtenidos de las gréficas experimentales que incluye la rapidez
de corrosion para cada probeta se muestra en el cuadro |y Il

A cada celda se le mide pH, Temperatura y Absorbancia.

La descripcion anterior se aplica para dos celdas diferentes:
Celda 1 conteniendc medio de cultivo estéril en anaerobiosis (agua de mar sintética

con medio de Barrs modificado) (32)

Celda 2 conteniendo medio de cultivo estéril en anaerobiosis (agua de mar sintética
con medio de Barrs modificado). mas 2 mi de medio de cultivo conteniendo una
mezcla de microorganismos anaerobios, sin caracterizar, obtenidos en “campo” (de
tuberias petroieras de Pemex que presentaban corrosién) de una semana de
crecimiento.

Cada celda contuvo cuatro probetas, dos para medir Pendientes de Tafel, y dos para
medir Resistencia a la Polarizacion.
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8.6.- Determinacién de Ruido Electroquimico.

Mediante el mismo montaje y la misma metodologia se tomaron fecturas de potenciai
como una funcion del tiempo, dos mil lecturas, tomando una lectura por segundo, esto
por medio de una computadora personal. Las lecturas se tomaron de acuerdo al
siguiente orden;

a.- De acero 1010 en la celda | , REB = Ruido Electroquimico del Blanco, sin
micoorganismos.

b.- De acero 1010 en la celda I , REA = Ruido Electroquimico de Acero, con
microorganismos.
c.- De platino en Ia celda ili REP = Ruido Electroguimico de Platino, con
microorganismos.

Se tom6 una lectura para cada electrodo por semana, por seis semanas.

Seis graficas experimentales obtenidas de Potencial medido como una funcion del
tiempo se presentan en el anexo IlI. Al inicio se incluye la grafica de Ruido
electroquimico de acero, (REA i) con valores sucesivos de 2000 datos a 400 y de
400 a 50 para apreciar el nivel de ruido que se esta midiendo. Asimismo, tomando
como ejemplo ruido electroquimico del platino (REP 44), Ruido electroquimico del
blanco (REB 44) y Ruido electroquimico del acero (REA 44) y eliminando la
interferencia de fondo, se da el nivel de ruido, medido para cada celda del segundo
1000 al segundo 1025. Seis de los atractores generados con el ruido elecroquimico,
se presentan en el anexo IV, al principio se muestran las tablas con los resultados
del calculo del coeficiente de Lyapunov (2) a partir de la Dimensién Fractal D)yla
Dimension de correlacion (An) y las graficas de Rapidez de corrosion de TF1 vs 3 de
Ruido electroquimico del blanco; de Rapidez de corrosion de TF2 vs & de Ruido
electroquimico del acero; de Rapidez de corrosion de RP1 vs A Ruido electroquimico
del blanco y Rapidez de corrosion de RP2 vs 2 de Ruido electroquimico de Acero.
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9.- ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Anterior al ensayo se observé el estado original de una de las probetas (fotos 1 y 2);
de una de las celdas, posterior a las seis semanas de estudio de la corrosion, se
toman las cuatro probetas y se marcan de la siguiente manera:

a.- Probeta limpia de microorganismos trabajada con Rp Inicio y fihal.
b:- Probeta limpia de microorganismos trabajada con Tf inicio y final.
c.- Probeta con microorganismos trabajada con Rlp semanal.
d.- Probeta con microorganismos trabajada con Tf_semanal.

l.- Las probetas libres de microorganismos (se lavaron con agua corriente y se
limpiaron con un cepillo dental) se observaron directamente al microscopio
electrénico.

Il.- Las probetas con microorganismos se sacan del medio de cultivo, se colocan por
una hora en glutaraldehido al 2.56% se enjuaga con agua destilada y se procede a
deshlidratarios, colocandolos en refrigeracién por una hora, en un amortiguador pH =
7.2 por dos horas en frio, se seca y coloca en etanol 70%, 80%, 90% y absoluto (15
minutos cada uno) se seca la muestra y se observa al microscopio.

9.1.- Efectos def Método Electroquimico de Andalisis Sobre la Estructura del
Acero 1010.

En las fotos 1 y 2 (anexo V) se puede apreciar el estado original de las probetas de
acero 1010, previas a cualquier ensayo (45X).

En la foto 3 se puede observar la probeta que se utilizd como blanco, sin
microorganismos ni ensayo (45X), en la foto 4 se observa la misma probeta a 100X.

En las fotos 5 y 6 se observan las probetas posteriores al ensayo de 6 semanas por
la técnica de pendiente de Tafel (en ellas se puede observar una profunda
modificacién en la estructura de la supetficie de la probeta) (45X).

En ias fotos 7 vy 8 se observan las probetas posteriores al ensayo de 6 semanas por
la técnica de Resistencia a la Polarizacion, la superficie iniclalmente homogénea
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ahora se aprecia con modificaciones en su estructura sin ser tan pronunciadas como
en la téchica de Tf, {45X).

En las fotos 9 y 10 se puede apreciar el estado original de la probeta previa a
cualquier ensayo (1000X).

En las fotos 11 y 12 se observan las probetas posteriores al ensayo de 6 semanas
por la técnica de Resistencia a la Polarizacion, la magnificacién de 1000 aumentos
permite apreciar con claridad la corrosion sobre la probeta, (1000X).

Enla foto 13 se puede apreciar la vista del centro de una probeta posterior al
ensayo de 6 semanas por la técnica de Pendlente de Tafel a 45X, aunque el centro
se dafia, el daffo no es tan pronunciado como eh las orillas. En la foto 14 se aprecia
el detalle de ia foto 11 (1000X).

En las fotos 15 y 16 se observan las probetas posteriores al ensayo de 6 semanas
por la técnica de Resistencia a la Polarizacién en donde se puede apreciar la
colonizacién por parte de la mezcla de microorganismos de la probeta (45X).

9.2.-Téchica de Resistencia a la Polarizacién.

En la foto 17 la probeta analizada por la técnica de Rp, se puede apreciar la
formacion de una “capa” semifracturada y en la parte superior de ésta, filamentos,
aparentemente de hongos (2000X).

En la foto 18 de la misma probeta se enfoca una de estas “capas® que presenta un
orificio, por donde se puede apreciar en la parte inferior, la colonizacién bacteriana,
por su estructura fisica parece ser Desulfovibrio Desulfuricans (300X) en la foto 19
(3000X) y 20 (3500X) se aprecian detalles de la foto 18.

En la foto 21 se aprecia otra zona de la misma probeta donde se observa la “capa”
rota, bajo ella otra capa también rota y por Gitimo la colonizacion rotunda por
Desulfovibrio Desulfuricans (300X) en la foto 22 (1000X) y 23 (3000X) se aprecian
detalles de la colonizacion.
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9.3.-Técnicas de Pendientes de Tafel.

En la foto 24 analizada por la técnica de Tf (1000X) se puede apreciar un modo
diferente de colonizacién, probablemente debido al tipo de fécnica utilizada para el
analisis, se logran apreciar microorganismos (aparentemente Desulfovibrio
Desulfuricans) pero aislados, unidos a un sustrato, con formacién de sales cristalinas
a su alrededor. En la secuencia de fotos 25 (2000X) 26 (3000X) y 27 (4500X) se
aprecian detalles de la colonizacion.

En la foto 28 (2000X) se aprecia algo similar a la foto 24 (colonizacién no muy

diseminada y formacion de sales cristalinas), en la foto 29 (4500X) se aprecia en
detalle la foto 28.
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10.- RESULTADOS.
10.1.- Determinacién del Crecimiento Bacterfano por Turbidimetria.

Elaboracién de una curva patron:

Se trabaja experimentaimente el siguiente cuadro:

Tubo BaCl2 1% Hy 8Os 1% Ay

1 0.1 9.9 021

2 0.2 9.8 0.35

3 0.3 9.7 0.53
4 0.4 9.6 0.68
5 0.6 9.4 0.90
6 0.7 9.3 0.975
7 0.8 9.2 1.2

8 0.9 9.1 1.5

Las medidas se realizaron a una longitud de onda de 600 nanometros, en un
espectrofotometro Bausch and Lomb modelo Spectronic 20 con celdas de la misma
marca, como blanco se utilizé agua destilada .
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Resultados de la determinacion del crecimiento bacteriano por turbidimetria

Diagrama 2.- Curva patrén de absorbancia vs nimero de tubo por el método de
Mc Farland.

Tubo absorbancia .
1 0.21
2 0.35
3 0.83 (5L
4 068 | g
5 09 | &
6 1218 |
7 15 §
«©
ol /
a . , ,
0 2 4 6
No de tubo
Resuitado regresion
Constante 0.0562345
Error de estim. Y 0.056664
Coef. determinac.(r?) 0.987558
Tamafio de la muestra 7
Grados de libertad 5
Coeficiente(sy X 0.151624
Error coef. X 0.007611
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10.2.- RESUMEN DE DATOS COMPLEMENTARIOS (pH, Absorbancia y
Temperatura).

En la siguiente tabla se presenta un resumen de los datos obtenidos de las tres
celdas trabajadas con respecto a pH (diagrama 3), Temperatura “T” (diagrama 4) y
Absorbancia *A” (diagrama 5).

CELDA! CELDA I CELDA 1l}

Semana pH A T°C pH A T°C pH A T°C
1 90 06 25 93 07 25 86 01 25
2 93 01 25 8.0 01 25 86 05 25
3 8.7 04 26 8201 25 8.2 08 25
4 78 .08 23 9.0 .18 25 84 15 23
5 8.0 .06 24 90 .12 24 87 18 24
6 78 04 24 86 .16 24 84 18 24
7 .06 A7 1

8 .04 .05 .05

52



10.3.- Cuadro |

Resumen de resultados de Rapidez de corrosion (Rc) en milimetros por afio para el
acero 1010 obtenidos por las técnicas electroquimicas de Pendientes de Tafel y
Resistencia a la Polarizacion, considerando primero ( [ ), las celdas en las que solo se
tomaron dos lecturas (en la semana 1 y la semana 6) y segundo ( Il ) las celdas en

las cuales se tomaron lecturas semanales.

I.- Lecturas de Iniclo y Final.

Pendientes de Tafel

Celda |.- RC inicial (TF1A)
{Blanco) RC finat (TF1F)
Celda 11.- RC Inicial (TF2A)
(Prueba) RC final (TF2F)

Resistencia a la Polarizacion

Celda |.- RC iniclal (RP1A)
(Blanco) RC final (RP1F)
Celda II- RC Inicial (RP2A)
(Prueba) RC final (RP2F)

milimetros por afio

0.0002
4.9

0.14
5.22

0.59
5.46

4.78
195.22

.- Lecturas semanales(considerando sélo lecturas inicial y final)

Pendientes de Tafel milimetros por afio
Celda 1.- RC Inicial (TF1AS) 0.09
(Blanco) RC final (TF1FS) 6.5
Celda 11- RC inicial (TF2AS) 0.19
(Prueba) RC final (TF2FS) 5.44
Resistencia a la Polarizacion

Celda | .- RC iniclal (RP1AS) 0.59
(Blanco) RC final (RP1FS) 8.8
Celda Hi- RC inicial (RP2AS) 1.2
(Prueba) RC final (RP2FS) 175.0
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CUADRO [1.-Cuadro resumen de [a metodologia matematica para determinar Re

PENDIENTESDETAFEL (TH] T T ..
T |cELbAl (BLANCO) e
Ty Rapidez de | Coeficiente de
o . _ilogaritmo de __{Corrosién(Rc) | Liapunou(})
TH recta catédica|recta anédica |intensidad  |intensidad  |mm/afio REB
A 0.078X-1.215 [0.069X-0.32 -8.0018.16x10-7 0.009445 0.215
AS [0.16X-1.52  10.16X+0.144 -5.11]7.83x10-6 0.090631 0.215
BS 0.155X-1.133 [0.27X+0.156 -3.03/9.27x104 10.72976
CS 0.244X-137 [0.165X-0.106 3.08{8.12x104 9.308677 0.409
DS 0.199-1.21  |0.05X-0.347 -346[3.42x104 395.975 0.9
ES 0.265X-142  |0.42X+0.81 -2.96[1.00x10-3 12.59005 0.033
FS 0.303X-1.474 [0.086X-0.209 -3.25/567x104 6.568173 0.188
F 0.171X-0.998 [0.075X-0.168 -3.37/4.24x104 4912115 0.138
CELDAI (PRUEBA)
Rapidez de  |Coeficiente de
Logaritmo de Corrosién(Rc) {Liapunov()
T2 recta catédica |recta anédica lintensidad intensidad mm/afio REA
A 0.215X-1.84 [0.134X+0.05 4.913{1.22x10-5 0.141515 0.161
AS 0.158X-1.457 |0.265X+0.57 4.79]1.62x10-5 0.1876883 0.181
BS 0.299X-1.457 [0.523X+0.86 282111 51x10-3 1747283
cs 0.3058X-1.58 |0.62X+1.165 -2.985/1.084x10-3 1254665 0.28
DS 0.445X-1.997 [0.743X+1.5 -2.844)1 14x10-3 13.1804 0.9
ES 0.373X-1.897 |0.467X+0.956 -3.3064x104 4.646251 0.14
FS 0.46X-2.1412 |0.504X+1.06 -3.328{4.60x10-4 5430049 0.168
F 0.439X-2.076 |0.473%X+0.97 2334514 51x104 §.225805 0.188
RESISTENCIA ALA POLARIZACION (Rp)
CELDA | (BLANCO) Nomenciatura.
n Pendiente Pendiente A SEMANA 1
Rpt anédica(ba) |Catédica(bc) Rp Re REB AS SEMANA1
A 0.069 0078 13575 0.5922 0.215/BS SEMANA?2
AS 0.159 -0.158 1811.34 86.3 0.215|CS SEMANAY
BS 6.27 -0.155 52.91 34.61492 DS SEMANAL
CcS 0.165 -0.244 53.08 4331914 0.409|ES SEMANAS
DS 0.06]  -0.199 87.46 3842649 0.9|FS SEMANAS
ES 042 -0.285 37.32 06.83342 0.033|F SEMANA 6
FS 0.0867] 0303 69.39 $.803666 0.188{S=Lecturas
F 0.0756] = -0.171 124.7 5468982 0.183|semanales.
''''' Ay F=Lectura
i=babe/2.3(ba |bc)Rp semana 1y
CELDAII  [(PRUEBA) semana 6
‘Rp2 Pendiente (ba) Pendiente (bc)]  Rp Re REA
A 0.134 -0.251 302.53 4.782 0.161
AS 0265  -0.158 1660.02 1.205128 0.161
BS 0523 -0.299 61.28]  57.33%64] B
c§ T 082 03058 97.63 31.10592 028
oS~ | 0.743 0.445 122.08 4573576 09
ES 0467 -0.373 15517 60.10264 0.14
FS 0.504 046 151.18 175.4063 0.168
F 0473 0439 157.38 195.2234 0.188
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_DIAGRAMA 3

DE LAVARIAGION DEL pH DURANTE EL ESTUDIODELA

CELDAI

VARIACION DEL pH VS TIEMPO

VARIACION DEL pH VS TIEMPO

N 4
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IDIAGRAMA

REPRESENTACIO!

i
IGA DEL CRECIMIENTO BACT|
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11.- DISCUSION Y CONCLUSIONES.

De acuerdo a observaciones hechas por otros autores (6 ) en el trabajo realizado, no
se establecieron condiciones especiales para provocar una corrosion acelerada,
considerando que estas condiciones pudiesen provocar alteraciones en los resultados
que Impidan su extrapolacién a condiciones de campo. Aunque el uso de técnicas
electroquimicas convenclonales (Resistencia a la Polarizacién y Pendientes de Tafel)
pueden modificar los resultados por las elevadas sobretenclones que se provocan
sobre las probetas, por lo que al igual que ellos ( 6 ) se sugiere profundizar en la
técnica de Ruido Electroquimico, que practicamente no perturba al sistema de
medida, Otros autores ( 45 ) seffalan que todos los sistemas de laboratoric que se
utilizan para hacer seguimiento de la corrosion influida por microorganismos siempre
son menos agresivos que las condiciones de campo. Estas discrepancias segun
Mansfeld, ( 27 ) son debidas a que los estudios no se realizan en el lugar adecuado,
estrictamente, bajo la biopelicula, aspecto que en el presente trabajo si se cubri6 (los
estudios de microscopla electrénica realizados, muestran un elevado crecimiento de
Desulfovibrio desulfuricans bajo la biopelicula y las medidas tomadas para el estudio
de la corrosion fueron exclusivamente del acero 1010 expuesto a la biopelicula).
Aunque cabe seflalar que se han estado desarrollando( 22 ) métodos cada vez mas
finos para medir parametros asociados con la corrosion a nivel de interfase
biopelicula-solucion-metal, conforme estas metodologias se vayan refinando y los
disefios de los experimentos sean més confiables, se obtendran resultados mas
reproducibles que ayudaréan a conocer mejor los fenomenos involucrados en el
proceso de la corrosién microbioitgica.

El disefio de la celda mostrada en la figura 7, cumplié con varios requisitos que
permiten definir con claridad la posible repeticion de las condiciones experimentales,
estas son: :

a.- La celda puede mantenerse en anaerobiosis.

b.- se pueden tomar lecturas de pH, temperatura, potencial, intensidad y turbidez sin
aiterar las condiciones de trabajo (la celda es un recipiente aislado) parametros que
al ser medidos en el experimento, permiten reproducirios en futuros ensayos y
eliminar su efecto.

¢. -El tamafio de la celda permite contener suficiente medio de cultivo para permitir un
estudio de 6 a 7 semanas (la representacion grafica del crecimiento bacteriano por
turbidimetria muestra que el maximo de turbidez en las celdas Il y lil se alcanza
alrededor de la sexta semana).

d.- Se pueden tener 4 probetas en la misma celda, para su estudio simuitaneo.

e.- El diseflo permite su facil transporte.

f.- Se lograron condiciones de completa esterilidad en el medio de la celda blanco.

g.- Si fuera necesario, es posible agregar al medio de estudio nutrientes y hacer toma
de muestras, sin contaminar el sistema.

h.- Se puede seguir visualmente el comportamiento del medio de cultivo e inclusive las
modificaciones que le van ocurriendo a las probetas durante el estudio.

58




i~ Es un disefio econémico.

Las observaciones realizadas por Microscopla Electrénica, demuestran
experimentalmente la existencia de un “consorcio” entre los microorganismos, que
incrementa la rapidez de corrosioén del acero (secuencla de fotografias 17.18,19, 20,
21, 22 y 23) el microorganismo que se encuentra presente de manera mas difundida
es el Desuffovibrio desulfuricans, micoorganismo anaerobio, que no se ve afectado
por el oxigeno gracias a la formacion de una “capa” protectora formada
probablemente por hongos (foto 17). La Microscopia Electronica es una herramienta
complementaria al método electroquimico de eleccion, pero impresindible, puesto que
gracias a ella se puede clarificar visuaimente lo que ocurre con las probetas, y como
es la colonizacién microbioldgica de las mismas.

Respecto a la mejor forma de medir la corrosion microbiolégica, ia técnica de Ruido
Electroquimico debe ser la técnica de eleccion, si se cuenta con las herramientas
mateiméticas suficientes para interpretar los datos, esta eleccion se basa en que es
un método de obtencién de datos que no perturba al sistema de medida, las técnicas
de Tfy Rp afectan tanto a las probetas como al biosistema, aunque por el momento,
tanto 'a técnica de Rp como de Tf son las Gnicas que nos muestran datos concretos
sobre fa Rec. En el cuadro | del resumen de resultados se puede observar que
independientemente de Ia técnica electroquimica aplicada (Rp y Tf) en el estudio, en
todos los casos existe un incremento de la corrosion en funcion del tiempo, y la
corrosion es mayor cuando existe la mezcla de microorganismos, notando que en el
estudio por Rp el incremento de la corrosion al finalizar el estudio de 6 semanas es
muy elevado con respecto a las Pendientes de Tafel en presencia de
microorganismos. Esta diferencia probablemente sea debida a que la medida de Tf
afecta la formacion de la biopelicula, elemento que es de gran relevancia para la
corrosion microbioldgica. Cabe mencionar que en las graficas del diagrama 5
(representacion grafica del crecimiento bacteriano por turbidimetria, pag 57), el
maximo de turbidez se alcanza en la semana 6, donde se detecta por Rp la maxima
rapidez de corrosion, para un futuro ensayo serfa interesante evaluar la rapidez de
corrosion a tiempos mayores de 7 semanas, donde disminuye la turbidez debido
probablemente a la muerte de los microorganismos, esperando una disminucion de la
rapidez de corrosién. Los analisis efectuados, para refacionar el Ruido Electrogquimico
(RE) con la rapidez de corrosion (anexo ill) nos muestran que el nivel de ruido
(eliminando la interferencia minima de fondo) tiene una relacion directa con la rapidez
de corrosion, evaluada por las técnicas de Ty Rp, ya que el RE promedio del platino
en presencia de la mezcla de microorganismos fue de 0.0001 mV (REP44), el RE del
acero sin la mezcla de microorganismos, en valores absolutos fue de 0.00285 mV
(REB44) y el RE del acero en presencia de microorganismos, en valores absolutos,
fue de 0.0377 (REA44). El calculo matematico del coeficiente de Liapunov (), a
partir de “D” (embeding Dimension), de la “An” (dimension fractal) y de ‘A
(dimension de correlacion) y sus graficas correspondientes con rapidez de corrosion
{(anexo 1) no muestran una relacion matematica sencilla, situacion que induce a
profundizar méas en el caiculo matematico.

Sugerencias operativas para obtener mejores resultados.
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Las ceidas equipadas para el estudio de la corrosién microbioldgica deben estar
completamente estérlles, pero no pueden ser esterilizadas por el método
convencional de autoclave porque se puede dafiar el cableado de los electrodos y los
mismos electrodos (vidrio, calomel) y las probetas pueden sufrir oxidacién por lo que
se sugiere esterilizar las celdas ya equipadas, manteniéndolas por espacio de tres
dlas en un medio ambiente saturado en fenol, posterior a lo cual se debe realizar una
prueba de esterilidad para la celda, esta observacion es especialmente importante
para la celda blanco.

Para mantener anaerobiosis en las celdas se burbujea nitrégeno en ellas, hay que
asegurar que el nitrégenc esté estéril para lo cual hay que colocar un flitro antes de
la entrada del nitrégeno al medio de cultivo de las celdas.

El medio de cultivo elegido para el estudio de la corrosién microbiolégica no debe
formar ningln tipo de precipitado, ya que afecta las medidas de turbidez.

Para las medidas de la turbldez se deben utilizar celdas bausch and lomb calibradas.

Para el andlisis por microscopia electrénica de las probetas, se sugiere observarias
primero mediante un microscoplio estereoscépico a 40 aumentos y elegir las zonas de
mayor interés para su observacién al microscopio electrénico cada una de las zonas
elegidas a 300, 1000 , 2000 y 4500 aumentos.

Para la elaboracién de las probetas hay que tener cuidado en que las medidas sean
las adecuadas al recepter o contenedor en el microscopio electrénico y de ésta
manera, evitar manipulaciones que puedan dafiar las muestras.

Es convenlente que para este tipo de estudios se forme un equipo de investigacién de
al menos un electroquimico y un microbidlogo.
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ANEXO |



log inten potencial _[TFIFS  ‘Grafica ejemplo[para obtener Ih rapidez de cdrrasion(Re) |
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-3.30103 -0.561 INTENSIDAD
-3.5228787 -0.548

-4 -0.535 CATODICA ™

-3.5228787 -0.508 esultado regfesion

-3.30103 -0.496 {Constante -1.4742647

-3.09691 -0.483 [Error de estin]. Y 0.0031474
-2.9208188 -0.47 [Coef. determipac.{r’) 0.99685631
-2.8239087 -0.458 [Tamafio de lajmuestra 14
-2.7447275 -0.445 |Grados de fibdriad 12
-2.6771807 -0.432
-2.6197388 -0.419 [Coeficiente(s) X -0.3026422
-2.585028 -0.408 [Error coef. X 0.00450617

-2.552842 -0.393 I/ANODICA
-2.5228787 -0.38 Resultado regfesién

-2.49485 -0.367 |{Constante -0,2091433
-2.4814861 -0.355 [Error de estim]. Y 0.00671564
-2.455932 -0.342 |Coef. determifac.(r*) 0.9507398
-2.4436975 -0.329 [Tamafio de lajmuestra 7
-2.4202164 -0.316 [Grados de libdrtad 5
-2.4089354 -0.303
-2.3872161 -0.29 [Coeficiente(s) X 0.0867314
-2.3767507 -0.277 [Error coef. X 0.00852894
-2.3565473 -0.265
-2.3467875 -0.252
-2.3372422 -0.239
~2.3279021 -0.226
-2.3098039 0.213

230108 0.201 ]
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E

X=1.265/-0.389

Donde X=-3.25

antilog de -3.25—.000567

Intensidad de Corrosién=0.000567 i

H

s RC(mm/ano)=3223 413XP E. X | corr/D_y 3223413

X P.E/D=11575.2275

Entonces Rc=11575.2275 X 0.000567 =6.57

1

i

TFIFS

P

POTENCIAL

3.2 -3

LOG INTENSIDAD
v

0.1 1

024

031

0.4 4

05+

08 1

097

08+

T

n = Sobretensién.

325

Rc Rapldez de corrosnén en mm / afio] -

T
]
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[TF1A T 1 I |
Pendiente de Tafel. Celda 1. Semana A
Potencial de Reposo -.52 V
0.2
i 0
g orf
2
W -04 -
o]
a
-06
g 08 -
3 -1 . — L 1 A
3 -85 [ -6.8 -5 4.5 -4 -3.6
Log de Intensidad
!
CATODICA
esultado regfesién
Constante -1.2146406
Error de estim. Y 0.00862308
Coef. determiiac.(r’) 0.93528978
Tamafio de la ppuestra [
Grados de fibdriad 4
Coeficiente(s)| X -0.0783233
rror coef. X 0.01030003
IANODICA
esultado regfesién
Constante -0.3190295
Error de estin. ¥ 0.00830567
Coef. determinac (%) 0.83754167
Tamafio de la muestra 8
Grados de fibertad 6
Coeficiente(s)| X 0.06910615
Error coef. X 0.00728187
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[TF1F I I t 1 L

Pendiente de Tafel. Celda 1. Semana F
Potencial de Reposo -.369 V

0.2
- 0
<
g -2t
w
5 04t
[« 9
D8 -
-08 : A :
-4 -35 -3 -25
Log de Intensidad
erCATOD‘CA |
esuktado regfesion
Constante -0.997611
(Error de estim. Y ~0.00304 123
Coef. determinac.(r’) 0.99313138
Tamafio de la muestra ]
Grados de Ebdriad 7
Coeficlente(s)|X -0.170979
[Error coef. X 0.00537434
ANODICA
esukado regfesidn
Constante | -0.1664374
Error de estin]. Y 0.01016792
Coef. determifac.(r’) 0.90402733
Tamafio de la muestra 8
Grados de libdrtad [
Coeficiente(s)X 0.07558413
Error coef. X 0.01005398
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[TF2A

[

[

l | |

Pendiente de Tafel. Celda 2, Semana A

Potencial de Reposo -.5 V

POTENCIAL
o & &
o Fo »

\
Q
o

_—t I

.
.

o

=]

4.5 -4
Log de intensidad

CATODICA

Resulado reg|

esidon

-1.838547

Y

Constante
ﬁor de estim.

0.01070312

Coef. determi

ac.(r’)

Tamafio de la

muestra

0.84318548
1

Grados de libdrtad

1

Coeficiente(s)

-0.2508615

Error coef X

0.0185518

ANODICA

Resuftado reg

esian

Constante

0.05136868

Error de estim.

Y

0.00222508

Coef. determigac.(r*}

0.99738873

Tamaho de la

muestra

11

Grados de fibdrtad

]

Coeficiente(s)

X

0.13376963

Error coef. X

0.00228155
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[TF2F T ]

l

[

[

Pendiente de Tafel. Celda 2.Semana F

E DE REP-6
0.2
g
5
o 02
2
w -04 |
2
Q st
08
_1 A Iy A i
-4.5 -4 -35 -3 -25 -2
Log de intensidad
i
CATODICA
esulkado regtesion
Constante | -2.0762106
rror de esting. Y 6.01004741]
Coef. determigac.(r") 0.97406342
Tamafio de fa muestra 17
Grados de fbdriad 15
Coefliciente(s)| X -0.4395015
rror coef. X 0.01351729
ANODICA
jﬁesulado reglesion
Constante | 0.97543478
Error de esting. Y 0.01250249
Coef. determiac.(r’) 0.97581531
Tamafio de la muestra 21
Grados de ibqrtad 19
Coeficiente(s)| X 0.47282303
Error coef. X 0.01706965
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GRAFICA EJEMPLO PARA DBTENER LARAPIDEZ DE CORRUSION {Re)
INTENSIDAD [POTENCIAL |RP1DS

-0.0012 -0.621
20012l 2219 |Resistencia a la Polarizacion. Celda 1
-0.0012 -0.616 Potencial de Reposo -.52 V
-0.0011 0.615
-0.0011 0614 02
-0.0011 -0.612
-0.0011 -0.611 0

-0.001 -0.61 g

-0.001 0608 5 45)

-0.001 -0.607 5

-0.001 -0.606 =

-0.001 0605 ©Q 04r
-0.0009 -0.604
-0.0009 0602 08} M
-0.0009 -0.601
-0.0009 -0.6 08 \ .
-0.0008 -0.598 ) - 0 1 2
-0.0008 -0.597 Miésimas
-0.0008 -0.5%4
-0.0008 -0.593
-0.0008 -0.592 Resukado regfesion
-0.0008 -0.581 [Constante -0.523878
-0.0007 -0.59|Error de estin]. Y 0.00423474
-0.0007 -0.588 |Coef. determihac .(r*) 0.99485224
-0.000 -0.587 [Tamafio de fa imuestra 159
-0.0007 -0.585 |Grados de fbertad 157
-0.0007 0.584
-0.0008 -0.583 [Coeficiente(s) X 87.4594083
-0.0006 -0.582 |Error coef. X 0.49716996
-0.0008 -0.58
-0.0006 -0.579] | corr=(a) (4)/2.303(Rp)(a | ¢) donde:
-0.0008 -0.578 | | corr=intensidad de corrosién en mm/afio
-0.0006 -0.577| a=pendiente anédica(en el Ejemplo de la TF 1DS que es 0.05)
-0.0006 -0.575| c=pendiente|catodica{en ellejemplo de la[TF1DS que eg-0.139)
-0,0005 -0.574 |[Rp=Resistencja a la polarizatién{pendiente|de la grafica gotencial contrg
-0.0005 -0.573 lintensidad en pl ejemplo de RP1DS que es B7.4594) asi qlie:
-0.0005 -0.571 [1 corr =(0.05) -0.199)/2.303{87 4594)(0.05}0.199)=0.000332
-0.0004 -0.571Si Re = 1 corr{X 11575.275 entonces:
-0.0005 -0.568 [Rc=0.000332 X 11575.275 =3.8426
-0.0005 -0.567 IR¢ = Rapidez|de corrosién ep mm/afio = 3 8426
-0.0004 -0.588
-0.0004 -0.565
-0.0004 -0.564
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-0.0004 -0.562
-0.0004 -0.561
-0.0004 -0.56
-0.0003 -0.558
-0.0003 -0.557
-0.0003 -0.556
-0.0003 -0.554
-0.0003 -0.553
-0.0003 -0.552
-0.0003 -0.551
-0.0002 -0.549
-0.0002 -0.548
-0.0002 -0.547
-0.0002 -0.546
-0.0002 -0.544
-0.0002 -0.543
-0.0001 -0.542
-0.0001 -0.54
-0.0001 -0.539
-0.0001 -0.538
-0.0001 -0.538
-0.0001 -0.535
-0.0001 -0.534
-0.0001 -0.533
0 -0.531

¢ -0.53

0 -0.529

0 -0.528

¢ -0.526

0 -0.525

1 -0.524

0 -0.522

0 -0.521
0.0001 -0.52
0 -0.518
0.0001 -0.517
0.0001 -0.516
0.0001 -0.514
0.0001 -0.513
0.0001 -0.512
0.0001 -0.511
0.0002 -0.509
0.0002 -0.508
0.0002 -0.507
0.0002 -0.505
0.0002 -0.504
0.0002 -0.503
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0.0003 0502
0.0003 05
0.0003 0489
0.0003 -0.498
0.0003 -0.496
0.0003 0495
0.0003 0494
0.0003 0492
0.0004 -0.491
0.0004 -049
0.0004 0.489
0.0004 0487
0.0004 -0.486
0.0004 0485
0.0004 0483
0.0005 0482
0.0005 0481
0.0005 043
0.0005 0478
0.0005 0411
0.0005 0476
0.0005 0474
0.0005 20473
0.0006 0472
0.0006 0471
0.0008 0469
0.0008 0468
0.0008 04867
0.0008 20485
0.0007 0464
0.0007 0483
0.0007 0461
0.0007 -0.46
0.0007 -0.459
0.0007 -0.458
0.0007 0456
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RPIA ]

r

-

l

r

Potencial de Reposo -.55 V

Resistencia a la Polarizacion. Celda 1. Sem. A

0.2
0
e
<
% 02+
o
O -04 +
o
06 r—
-08 S .
-0.1 0 0.1 02 0.3
Mildsimas
Intensidad
Resultado regtesién
Constante -0.4538574
{Ervor de estini. Y 0.01600155
Coef. determibac.(r’) 0.93284599

Tamafio de la jnuestra 171
Grados de fbdriad 169
Coeficlente(s)| X 5081.95729
Error coel. X 104338274
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[RPYF l | [ T I
Resistencia a la Polarizacion. Celdat Sem F] —————
Potencial de Reposo -.369 v/ T
02 —
0
g -02 —_—
w —
5 | — ]
a — ]
-06 -
-0.8 . —_—— ]
-2 -1 0 —_— ]
Miiésimas _— ]
Intensidad — ]
Resukado regfesién
Constante -0.538372
Error de estim, Y 0.009537116
Coef. determitac.(i) 0.93881935
Tamafio de fa muestra 44
Grados de libdrtad 242
Coeficiente(s)[ X 124.7016
ror coef. X 0.85239202
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[RP2A I I i l. !

Resistencia a la Polarizacién. Celda 2 Sem A
Potencial de Reposo -.53 V

02
0
-l
<
QO 02 r
z
w
P—
O -04
a
0.6
.0.8 L L - - i
-0.2 i 0.2 04 a8 083
Intensidad (milesimas)
Resultado regtesion
Constante -0.4536486
‘Error de estim]. Y 0.05384224
Coef. determiac.(r) 0.5371333
Tamafio de la muestra 221
Grados de Hbdriad 219
Coeficlente(s)| X 302 5323837
[Error coef. X 189774298
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[RP2F |

| f

l

l

Resistencia a Ia polarizacion. celda 2 Sem F.
Potencial de Reposo -.636 V

0.2
- 0
<
(2) 0.2
w
5 04
a
N LW‘
-0.8 + .
-t 0.5 Q 05 1 15
Mlilésimas
Intensidad
esultado regfesion
Constante ~—-0.6034031
rror de estiny. Y 0.00551971
Coel_determinac.(r) 0.99615684
Tamafio de Ta jnuesira 249
rados de fibdrtad 247
Coeficiente(s)| X 157 365117
Error coef. X 0.62192808
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TIEMPO(SEG)

POTENCIAL

TIEMPO (SEG)

b

-0.5655 14~

-0.66552
-0.58554
-0.58558
-0.58558

-0.5858
0.66562
-0.56584
-0.58668
0.56568

-0.5857

&
o
>
&
v

L 4
&
@
&




Ruldo Electroquimico del Platino en presencia de mictoorganismos

POTENCIAL

0.008 +

REP44

TIEMPO

|

[ 1
REP44 DE 1000 A 1025 MENOS .0008

(NIVEL DE RUIDO)
0.0009 1E-04
0.001 0.0002
0.001 0.0002
0.0011 0.0003
0.0009 1E-04
0.0012 0.0004
0.0009 1E-04
[ 0.001 0.0002
0.001 0.0002
0.0008 1E-04
0.0007 -0.0001
0.001 0.0002 )
0.0012 0.0004
0.001 0.0002
0.0008 {E04
0.0008 )
0.001 0.0002
0.0011 0.0003
0.0008 ) -
0.0008 0
0.0008 0 _,_
0.001 0.0002
70,0008 - E— §
0.001 0.0002
T79.0008 T, § A S —
0.0000,  1E-04 -
Promedio JEG [
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POTENCIAL

TIEMPO

T

| Lo ]
REB44 DE 1000 A1025 MAS 045 (NIVEL DERUIDO) |~

-0.4531

-04523

-0.4527

04513

-0.4523

04524

04515

-0.4502

04513

-0.4522

-0.4512

-0.4514

-0.4506

-0.4515

-0.4513

-0.4511

-0.4513

-0.4509

-0.4513

000285 3
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Ruido Electroquimico de Acero en presencia de Micrdorganismos

REA44

g
:
g i
!
TIEMPO
1 : 1] .
REA44 DE 1000 A 1025 MAS 0.26(NIVEL DE RUIDO)
-0.28 0.02
""""""""" -0.2719 -0.0118
-0.2648 -0.0048
0.2674 -0.0074
-0.2629 0.0029
-0.2699 -0.0099
0.2725 -0.0125
0.2647 00047
-0.2753 -0.0153
02726 20.0126
-0.2304 -0.0204
-0.2895 -0.0295
-0.2861 0.0261
-0.2878 -0.0278
"""" -0.2926 -0.0326
-0.2918 -0.0318
-0.2823 -0.0223
-0.2959 -0.0358]
-0.2967 -0.0367 i
02882, -00392 -
TTTTT03025] 0.0425
0.3035] " 0.0435
- JOVS: IO I ——
T A e | B —
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Ruido Electroquimico del Platino Semana3
REP33

POTENCIAL

TIENPO

Ruido Electroquimico del Platino Semana 4
REP44

POTENCIAL

TIEMPO
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! i i :

Ruido Electroquimico del Blanco Semana 1
REB11

" N

0.5932 + t + —+ + +
400 B00 BOO 1000 1200 N 1800 2000

Ruido Electroqufmico del Blanco Semana 4
REB44

£0.25 et + et + —t- + —— 4
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1600 2000

TIEMPO
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Ruido Electroquimico de Acero Semana 4
REA 44

0 + —t + + + 4
200 400 800 900 1000 1200 1800 2000

"
y

005 +

019

0.15 4

POTENCIAL
=
N

0.25 4

Ruido Electroquimico de Acero. Semana 1
REA11

+ — " " 1

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

POTENCIAL
=]
8

0.57 4

-0.571 4

0572 +

TIEMPO(SEG)
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‘Coeficiente de| TF4(blanco)REB ~
Corrosién(Rc) iLiapunow(d) | 045 -
mm/aflo REB |
0.009445] 0.215 0.4 1
0.080631] ~0.215 sy~ \ |
9398677 0409 0s ] ]
1259005 0.033]| _ n
- 6.568173 0.188) | § - e e
A5 01881 & o021 -
Q.15 4 T
011 .
005 4 —
0 4 + —+ 4 + t + 77
0 2 4 6 Re 8 10 12 14
Rapidez de  |Coeficiente de
Corrosién(Re) |Liapunov() |
mm/afio REA 09 + TF2(prueba)REA -
0.141515 6,161 r A L
0.137688 0.161
12.54665| 0.38 1
13.1804] 0.9 -
4.646251 0.14 -
5439049 0168 | & N
~sameos| odes | ot 0 /| L
1 0 + + + : — |7
0 2 4 g Re g 10 12 14
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Rapidez de
Corrosién(Re) Liapt
mm/afio  'REB
05922,

| 48319141 )
38438 T
© 96.83342,
| 8.808666/
5468982

Relacion entre Rp y coeficiente de Liapunov |~

Liapunov

Rp1({blanco)REB

Rp2(Prueba) REA

H')é) Téﬁ

200

95



reb1 ; i ] ] i

Ruido Electroquimico del Blanco. Semanat
(Atractor} REB1

: 4 s N g

04952 04505 05946 -0.5948 05044 05042 -0.504 -0.5020 0503648 R =903

-0.5842 +
05044 T
-0.6848 +
0.5048 +

0885 +

0.5062 L

rebd

Ruido Electroqufmico del Blanco Semana 4
(Atractor) REB44

t t t —t

.
0.51 -0.48 -0.47 -0.45 0.43 0.41 039 0B7 |-

+

041 W
0.43 +
.45 4
0.47 +

049 +

051+

96



rep3

i B i

Ruido Electroquimico del platino Semana 3
{Atractor) REP3
0.03

Ruido Electroquimico del Platino Semana 4
(Atractor) REP4

-0.008

97




REAL. .

-0.572

Ruido Electroquimico dei Acero
{Atractor) REA1
+ + —+- + — + + 0585
0871 -0.57 -0.569 -0 568 -0 567 0 5686, -0.485

{Atractor) REA4

+ t —+

0.28 02 -0.15

01

*O

—e

005 +
0.1 4
015 +
02+
0.25 4
03 4

0.3% [-

044

e — 5 JV [ S I
Ruido Electroqufmico del Acero Semana 4. ’ T

98



ANEXOV



Las siguiente serie de fotografias fueron tomadas por el T.A. Rodolfo Robles Gémez en el
Laboratorio de Microscopia electronica de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn.

En las fotos 1 y 2 se puede apreciar el estado original de las probetas de acero 1010
previas a cualquier ensayo (45X)
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En la foto 3 se puede observar la probeta que se utilizé como blanco (45X), en ia
foto 4 se observa la misma probeta a 100 X
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En las fotos 5 y 6 se observan las probetas posteriores al ensayo de 6 semanas por
la téenica de Pendientes de Tafel (45X)
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En las fotos 7 y 8 se observan las probetas posteriores al ensayo de 6 semanas por
ta técnica de Resistencia a la Polarizacion (45 X)
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En las fotos 9 y 10 se puede apreciar el estado original de la probeta previa a
cualquier ensayo (1000X).
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En las fotos 11y 12 se observan las probetas posteriores al ensayo de 6 semanas
por la técnica de Resistencia a la Polarizacion (1000X)



13
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En la foto 13 se puede apreciar la vista del centro de una probeta posterior al ensayo
de 6 semanas por la técnica de Pendientes de Tafel (45X), en la foto 14 se aprecia el
detalle de la foto 13 (1000X)
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En las fotos 15 y 16 se observan las probetas posteriores al ensayo de 6 semanas
por la técnica de Resistencia a la Polarizacién (45X)
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En la foto 17 a la probeta analizada por Resistencia a la Polarizacion, se le aprecia la
formacion de una “capa” semifracturada y en la parte superior de ésta, filamentos
aparentemente de hongos (2000X)

En la foto 18 de la misma probeta se enfoca una de estas “capas” que presenta un
orificio, por donde se puede apreciar, la colonizacion bacteriana (300X)
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En la foto 19 (3000X) y 20 (3500X) se aprecian detalles de la foto 18.
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En la foto 21 se aprecia otra zona de la misma probeta donde se observa la “capa”
rota y bajo ella la colonizacion rotunda por Desulfovibrio Desulffuricans (300X), en la
foto 22 (1000X) y 23 (3000X) se aprecian detalles de la foto 21.
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En la foto 24 analizada por la técnica de Pendiente de Tafel (1000X) se puede
apreciar un modo diferente de colonizacién, se logran apreciar microorganismos
(aparentemente Desulfovibrio Desulfuricans) pero aislados, unidos a un sustrato, con
formacién de sales cristalinas a su alrededor.
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En la secuencia de fotos 25 (2000X), 26 (3000X) y 27 (4500X) se aprecian detalles
de la foto 24.



En la foto 28(2000X) se aprecia algo similar a la foto 24 (colonizacién no muy
diseminada y formacién de sales cristalinas)
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En la foto 29 (4500X) se aprecia en detalle la foto 28.
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