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Introduccion

A lo largo de la historia el hombre en su afan de lograr mejores condiciones de vida, ha
usado constantemente su ingenio. Para lograr tal objetivo, ha usado metales que ahora
forman parte de nuestra vida cotidiana, pues desde muy temprano por la mafiana se hace
uso del metal que esta presente en los grifos del agua, en los utensilios de la cocina (tales
como los sartenes, cuchillos, cucharas, etc.), en los medios de transporte (como autobuses,
coches, trenes, aviones, etc.), en las estructuras de los edificios, casas y en las instalaciones
de las industrias como por ejemplo reactores, tanques de almacenamiento, bombas,

tuberias, etc.

Por todo esto se puede decir, sin temor a equivocarse, que vivimos en una civilizacion
basada en el metal y que por lo tanto requerimos que los materiales metalicos, en los cuales
estd basada dicha civilizacion sean estables en la atmosfera terrestre y que sus propiedades
mecanicas y decorativas no sean alteradas durante un periodo prolongado (Genesca J. y
Avila M., 1986).

En la naturaleza los metales se encuentran combinados con otros elementos como el
oxigeno, azufre, cloro o carbono, formando minerales. En esta forma los metales obtienen

un estado de menor energia y por lo tanto son mas estables en la atmdsfera terrestre.

Para que el hombre pueda utilizar los metales en la vida diaria (uso domestico,
industrial, etc.) necesita separar los metales de los deméas elementos con los que se
encuentra combinado en la naturaleza. Para realizar dicho proceso se invierten grandes

cantidades de energia ya sea térmica, eléctrica o de cualquier otro tipo.

Una vez que el metal es extraido, y se encuentra libre posee una elevada energia por lo
que tiende a estabilizarse reaccionando con el medio ambiente que lo rodea para regresar a
su forma original, a este fendmeno se le conoce como corrosién. Se puede decir, como
una generalizacion, que cuanto mayor haya sido la cantidad de energia suministrada en la
extraccion de un metal a partir de su mineral, mayor sera la tendencia a combinarse con

otros elementos para regresar a su forma anterior (Genesca J. y Avila M., 1986).

Cuando el metal reacciona con el medio ambiente se forman algunos compuestos sobre

su superficie, como los éxidos; estos compuestos por lo general son fragiles, de mal aspecto
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y facilmente desprendibles), originando una transformacion continua del metal al repetirse
periddicamente el proceso de oxidacion. Sin embargo, existen diversas formas por las
cuales un metal o aleacién deja de ser til a consecuencia de su inestabilidad frente al

medio que lo rodea.

El metal puede disolverse lentamente y llegar a transformarse totalmente en otra especie
(corrosion uniforme); o bien bajo ciertas condiciones se pueden formar grietas y romperse
catastrofica y stbitamente al estar sujetos a un medio agresivo y a un esfuerzo mecénico
moderado. También pueden sufrir de fatiga con la consecuente pérdida de resistencia
cuando son sometidos a esfuerzos periddicos (corrosion por fatiga) o fragilizarse

stbitamente y ser inoperativos (fragilidad por hidrégeno).

Los metales también pueden ser atacados por microorganismos de manera localizada
formando asi pequefios agujeros profundos que avanzan rapidamente, llegando a perforar
gruesas secciones de estructuras metalicas, haciendolas deficientes en sus propiedades
mecénicas e inutilizandolas por completo (Corrosién Microbioldgica) (Genesca J. y Avila
M., 1986).

Es entonces cuando todos los conocimientos que se tienen sobre la lucha contra la
corrosion deben ser aplicados para que un metal o aleacion perdure durante periodos largos
en servicio, sin transformarse rapidamente en formas combinadas, con el fin de evitar

pérdidas econdmicas e incluso de vidas humanas.

A veces los dafios causados por la corrosion pueden ser muy amplios, por ejemplo, la
reparacion de la falla de un oleoducto de crudo resultante de problemas de corrosion interna
0 externa. A parte del costo inherente de la sustitucion del tramo de tuberia dafiada, se debe
tener en cuenta el dafio causado por el aceite derramado al terreno, el posible paro de la
refineria y los consiguientes problemas de desabastecimiento que puede llegar a ocasionar.

Por lo tanto los problemas ocasionados por la corrosion se dejan sentir en tres vertientes:
1) Economica (pérdidas directas e indirectas)

2) Conservacion de recursos (agotamiento de las reservas naturales)
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3) Seguridad humana (fallos fatales en medios de transporte, corrosion de bidones
que contienen residuos radioactivos, escapes en tuberias de refrigeracion de plantas

nucleares, etc.) (Genesca J. y Avila M., 1986)

Un ejemplo de esto es lo sucedido en Guadalajara en abril de 1992 cuando explot6é una
alcantarilla causando la muerte de 215 personas y los costos estimados fueron de 75

millones de délares (ver figura 1). (http://www.corrosion-doctors.org/Localized/sewer.htm)

Figura 1. Dafio de la alcantarilla. (Foto de José M. Malo, Instituto de Investigacion Eléctrica,
México)

La importancia econémica de la corrosion microbioldgica es grande ya que se ha

estimado que alrededor del 10% de los casos de corrosion son atribuibles a la actividad

microbiana.

Numerosas industrias se ven afectadas por problemas de corrosion microbiolégica como
la industria quimica, extractiva del petroleo, del papel, de la alimentacion, aeronautica,

naval, etc.

En México, la empresa mas afectada es Petrleos Mexicanos (PEMEX) debido a que
mantiene en operacion un sistema de ductos terrestres de alrededor de 54 mil kilémetros y
dos mil kilémetros mas localizados en zonas submarinas por donde transporta petroleo

crudo, gas natural, gas amargo, gas dulce, gasolinas, diesel y otros productos refinados, los
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cuales se encuentran sometidos a altas temperaturas y presiones, asi como a factores
ambientales (cambios climaticos, lluvias, salinidad), a lo cual se suma una intensa erosion
causada por los propios componentes de lo hidrocarburos. Estos componentes son el acido
sulfhidrico (H,S) y el bidxido de carbono (CO,) contenidos en los hidrocarburos, los cuales
paulatinamente debilitan las paredes de los tubos que, a su vez, estan sometidos a
considerables esfuerzos mecanicos debido a la presion generada para bombear el fluido;
ademas, se han encontrado microorganismos (14 nuevos tipos de bacterias desconocidas
por la literatura cientifica que podrian contribuir a la corrosion del acero) (Greenpeace,
2005, IMP s.f.).

Las tuberias marinas enfrentan un problema mas severo, pues el mar es el habitat de
cepas bacterianas que solas o en consorcio forman colonias altamente corrosivas y éstas
pueden llegar a perforar un ducto a una velocidad de un centimetro por afio. En el suelo
hay también bacterias corrosivas con iguales consecuencias, a lo que debe afadirse que
algunos suelos en que se entierran los ductos contienen elementos muy salinos que son de
igual medida corrosivos. Por ejemplo en la sonda de Campeche en donde se tienen
detectados problemas de corrosion microbioldgica y salinidad, ya se han identificado cerca

de 20 cepas bacterianas distintas causantes de corrosion (Los caminos del petréleo, 2000).

Cerca de la mitad de los ductos tienen mas de 30 afios de operacion, por lo que en los
ultimos afios se han registrado varias catastrofes en los estados de Tabasco, Tamaulipas,
Veracruz y Campeche. Se tienen datos de que PEMEX es el responsable del 57% de las
emergencias ambientales a nivel nacional con sustancias peligrosas (1,470 desastres
ambientales de 1997 al 2001), siendo Veracruz el nimero uno con 502 desastres,
Campeche con 419 y Tabasco con 391. En estos tres estados es donde ocurre el 88% de
los desastres ambientales a nivel nacional (Greenpeace, 2005). Ademas se atribuye el 50%
de los casos de corrosion en las tuberias de conduccion subterrdneas a la corrosion
provocada por microorganismos; lo mismo ocurre con la mayoria de los problemas
detectados en los circuitos de refrigeracion, cascos de barcos, tanques de almacenamiento

de combustibles, etc.
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El hierro y el acero, el aluminio y sus aleaciones, el cobre, el zinc, el plomo y sus
aleaciones son los metales mas susceptibles de ser atacados por microorganismos. Los
microorganismos que participan cominmente en estos procesos son bacterias aerobias y
anaerobias, hongos y microalgas, aunque sin duda las bacterias anaerobias son las mas
importantes (Otero Huerta E.,1997). Las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) pertenecen al
grupo de las bacterias anaerobias y en recientes revisiones se ha enfatizado el incremento
de la importancia de éstas como organismos claves en los problemas de corrosion, asi como
en la ecologia microbiana, biodeterioro y biodegradacion. Estas bacterias se conforman por
varios generos y especies, variando la habilidad de influir en el deterioro del metal, por lo
cual resulta importante reportar el género y especie de las bacterias involucradas en los
problemas de corrosion. Se puede decir que el orden apropiado para evaluar el riesgo de la
corrosion causada por las BSR dentro de un ambiente determinado es establecer el tipo de

bacterias presentes y estudiar su fisiologia y actividad metabdlica (M. J. Feio et al., 1998).

El presente trabajo tiene como proposito determinar el efecto del consorcio de
microorganismos en el cual estan presentes bacterias sulfato reductoras en la corrosion de
metales. Para realizar este estudio se utiliz6 una muestra obtenida de un gasoducto de

PEMEX que transporta gas dulce del centro petroquimico Atasta hasta Cd. Pemex.
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> Determinar la presencia de Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) en la muestra obtenida
del interior de un gasoducto de PEMEX.

> Determinar lacinéticafisiolégica del consorcio de microorganismos obtenido.

» Aidlar las bacterias sulfato reductoras.

> Determinar lavelocidad de corrosion.

» Andizar el dafio causado por el consorcio.
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1. Corrosion

La Corrosion es un deterioro que sufre una substancia (usuamente un metal) o sus
propiedades debido a la reaccién que tiene con su ambiente. De acuerdo con la Asociacion
Naciona de Ingenieria de la Corrosion (NACE), la corrosion es la deterioracion de un
material de construccion o sus propiedades como resultado de la exposicion a ambiente.
(S.W. Borenstein, 1994)

Para que se lleve a cabo la corrosion de un metal en un ambiente acuoso se debe contar
con 4 elementos basicos que son:

» Un anodo

» Un catodo

» Un electrolitoy

» Un flujo de corriente (circuito)

donde el &nodo es el &rea del metal corroido, el cétodo es el érea del metal no corroido,
el electralito es el liquido en donde esta sumergido dicho metal y € circuito es € flujo de
el ectrones que hay entre los dos el ectrodos.

Cuando un meta es expuesto a un ambiente acuoso la corrosién ocurre casi
inmediatamente ya que en ese entorno se encuentran reunidos |os cuatro elementos bésicos.
En algunos casos los microorganismos participan en el proceso de corrosion de manera
directa o indirecta, acelerando la velocidad de corrosiéon y por lo tanto incrementando el
dafio en el sistema (Figura 2).

Para poder comprender, resolver y mitigar los problemas ocasionados por la corrosion
sobre un metal o sus aleaciones se necesita tener conocimientos de la quimica del agua,
metalurgia, electroquimicay microbiologia.

La quimica del agua permite conocer e contenido de oxigeno, gas carbonico (CO,) y
otros elementos como: iones metaicos, nitrogeno, fosforo, azufre, hierro, manganeso,
calcio, etc., que pueda contener el agua; la metalurgia nos sefialaré las caracteristicas de los
metales 0 aleaciones; la electroquimica explicard el mecanismo de la corrosion y la
microbiologia proporcionard una descripcion fisiologica y morfologica de los distintos
microorganismos que producen corrosion en los metales (J. Chantereau, 1985;
S.W.Borenstein, 1994).

10
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SUPERFICIE
CATODICA

Figura 2. Corrosién acuosa en presencia de microorganismos. Tomado de: Explosion Rik
Reduction Chemical Munitions trough Corrosion Enhancemente, 1999. pag. 16

2. Corrosion Causada por Microorganismos

La corrosion puede ser ocasionada por factores no bioldgicos y/o factores bioldgicos.
Cuando se trata de factores bioldgicos la corrosion es conocida como: Corrosién
influenciada por microorganismos o Corrosion causada por microorganismos, la cual
se define como una corrosion iniciada o acelerada por microorganismos (S.W.Borenstein,
1994).

La corrosion causada por microorganismos incluye todo un fendmeno de destruccion en
el cua éstos pueden actuar directamente o por medio de las sustancias provenientes de su
metabolismo, desempefiando un papel importante a acelerar un proceso ya establecido o al
crear las condiciones favorables para que se produzca dicho fendmeno (J. Chantereau,
1985).

La Corrosion influenciada por microorganismos (MIC) afecta numerosos sistemas, y
puede encontrarse en cuaquier lugar donde exista un ambiente acuoso; pero no es
exclusivo de los sistemas basados en agua, ya que la corrosion también ocurre en sistemas
de combustibles y lubricacion como se muestraen latabla 1. (Lane Richard A., 2005)

11
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Sistemas/ Aplicacion Componentes/ Areas
Problema

Tuberias / Tanques de Areas de estancado en e

almacenamiento  (agua, interior

aguas residuales, gas y Exterior de tuberias y tanques

aceite) enterrados, especidmente en
ambientes de arcilla himeda

Sistemas de enfriamiento  Torres de enfriamiento
I ntercambiadores de calor
Tangues de almacenamiento

Muelles, malecones y Zonasdonde salpicael agua
otras estructuras acuaticas Areas bgjo lamarea

Tanques de combustible Areas de estancado
de vehiculos

Plantas de generacion de Intercambiadores de calor
energia Condensadores

Sistemas de riego Areas de estancado

Microor ganismos

Aerobios 'y  anaerobios
productores de acidos
Bacterias sulfato reductoras
Bacterias oxidantes de
hierro/manganeso

Bacterias oxidantes de
azufre

Bacterias aerobias y
anagerobias

Bacterias oxidantes de metal
Bacterias formadoras de
limo

Algas

Hongos

Bacterias sulfato reductoras

Hongos

Bacterias aerobias y
anaerobias

Bacterias sulfato reductoras
Bacterias oxidantes de metal

Bacterias anaerobias
Bacterias sulfato reductoras

Tabla 1. Sistemas con problemas persistentes de Corrosion influenciada por microorganismos

12
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3. Microorganismos que intervienen en la corrosion

L os microorgani smos asociados con |os problemas de corrosion estan clasificados como:

» Bacterias anaerobias que producen metabolitos que resultan corrosivos.

» Bacterias aerobias que producen écidos minerales corrosivos.

» Hongos que pueden generar sustancias corrosivas como producto de su
metabolismo, tales como acidos organicos.

» Bacterias capaces de degradar metales y sus aleaciones.

» Bacterias formadoras de limo, que favorecen una concentracion celular en la
superficie del metal afectado.

» Algas.

(http://www.corrosion-dotors.org/Microbial/Introduction.htm)

3.1 Bacterias Sulfato Reductoras

En el grupo de las bacterias anaerobias se encuentran en primer lugar de acuerdo con el
orden de importancia las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR). Estas bacterias son
anaerobias estrictas y no solo requieren de la ausencia de oxigeno para su crecimiento, sino
también necesitan un potencia redox bgo aproximado de 0 a -100mV (Torres, Rocio,
2000). Y suimportanciareside en lareduccion desasimilatoria de |os sulfatos en ambientes
reducidos (anaerobios) tales como sedimentos salinos, lodos anaerobios, ambientes
acuaticos hipersalinos, acuiferos contaminados por hidrocarburos de petréleo y tracto
gastrointestinal del hombre y animales (Jutta Kleillemper, 2000; George T. Macfarlane,
1991).

Las BSR pueden vivir asociadas en superficies solidas o suspendidas en el agua. Las
bacterias adheridas a la superficie son [lamadas bacterias sesiles, cuando estén suspendidas
en e agua se denominan bacterias plancténicas. Generalmente se encuentran formando
parte de consorcios con las bacterias productoras de exopolimeros, las cuaes contribuyen a
la generacion de biopeliculas. Una vez integradas, la biopelicula se convierte en un

micronicho donde el metabolismo de los microorganismos aerobios presentes ocasiona una

13
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disminucién importante del oxigeno, provocando un ambiente anoxico, propicio para €l
desarrollo de las BSR (Ovietta, et al. 2003).

La morfologia de estas bacterias puede ser esférica, ovoide, espiral, forma de bastén, o
forma de vibrio; normalmente miden de 0.4 a 3 um de didmetro, se encuentran aislados, en
pares y rara vez en agregados (Figura 3). Estos microorganismos son méviles o no
moviles, su movilidad se debe a la presencia de flagel os polares o peritricos y/o filamentos.
En su mayoria son Gram negativos, filamentosos y agunos son formadores de esporas los
cuales son Gram positivos. Pocas especies contienen vacuolas de gas (Bergey’'s Manual,
1994).

Figura 3. Diversidad de bacterias sulfatorreductoras a) Desulfovibrio desulfricans b) D. gigas ¢)
D. baculatus d) Desulfomonas pigra €) Desulfotomaculum nigricans f) Desulfotomaculum
acetoxidans (células vegetativas y con esporas). Escalalinea= 10um.

El lactato, piruvato, etanol y en algunos casos malato y fumarato son utilizados como
fuente de carbono y energia asi como el hidrogeno molecular (Hy) (Friedrich Widdel and
Friedhelm Back, 1992).

Las bacterias sulfato reductoras comprenden varios grupos de bacterias que utilizan el
sulfato como agente oxidante, reduciéndolo a sulfuro. Muchos pueden oxidar compuestos
de azufre como sulfitos y tiosulfatos, o azufre elemental. Este proceso se conoce como
metabolismo desasimilatorio, ya que no es asimilado en ningln compuesto organico. Estas
bacterias son distribuidas en varias lineas filogenéticas. Tres de estas lineas son incluidas

entre las proteobacterias en e subgrupo o:

14
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1. Desulfobacteriaceae

2. Desulfovibrionaceae

3. Syntrophobacteriaceae

El cuarto grupo incluye los termdfilos, que tienen su propio phylum
Thermodesulfobacteria.

Otros microorganismos sulfato reductores son incluidos con otras bacterias entre las
Nitrospirae y los Gram positivos Peptococaceae, por gemplo Thermodesulfovibrio y
Desulfatomaculum, respectivamente. También hay un género de la Hechea, capaz de
reducir sulfatos, Hecheacofol obus.

Lafamilia Desulfobacteriaceae contiene varios géneros, entre |os cuales se encuentran:
Desulfotomaculum nigrificans, Desulfobulbus propionicus, Desulfobacter postgatel,
Desulfobacterium autotrophicum, Desulfococcus multivorans, Desulfomonile tredjei,
Desulfonema limicolo y Desulfosarcia variabilis (Friedrich Widdel and Friedhelm Back,
1992, Bergey’s Manual, 1994).

Dentro de la familia Desulfovibrionaceae se encuentran los géneros Desulfovibrio y
Desulfomicrobium, cuyas especies mas representativas son: Desulfovibrio desulfuricans y
Desulfomicrobium baculatum.

También existen otros géneros de bacterias sulfato reductoras pertenecientes a las
arqueobacterias termdfilas capaces de desarrollarse en un intervalo de temperaturas entre
los 65 a 70°C. EI microorganismo mas comun es. Thermodesulfobacterium commune
(Bergey’s Manual, 1994). Estas bacterias ademés de su participacion en la corrosion

también intervienen en la degradacion de hidrocarburos (Jutta Kleilemper, 2000).

3.2 Sulfobacterias

Las sulfobacterias o bacterias oxidantes del azufre se dividen en dos grupos: las
sulfobacterias fototrofas andxicas (sulfobacterias parpuras y verdes) y las sulfobacterias

quimiolitétrofas aerobias conocidas como sulfobacterias sin color.
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3.2.1 Sulfobacteriasfotétrofas anéxicas

Este tipo de bacterias se encuentra en el grupo de bacterias anaerobias que producen
sustancias corrosivas (por g emplo H,SO,). Su morfologia puede ser esférica, de espiral, de
baston o de vibrio; normalmente miden de 0.3 a 6.0 um de diametro; se encuentran aislados
0 en agregados de formaregular o irregular. Son Gram negativos inmdviles o moviles, su
movilidad es por flagelos mondtricos o peritricos (Bergey’s Manual, 1994).

Contienen pigmentos fotosintéticos localizados en la membrana citoplasmética, en los
sistemas de membrana-intra citoplasméaticos o en cromosomas; comunmente todas las
especies contienen bacterioclorofilas y pigmentos carotenoides. Estas bacterias pueden ser
fotoautotrofas o fotoorganoétrofas bajo condiciones anaerobias 0 microaerobias. En
contraste con la fotosintesis oxigénica de la cianobacteria, la fotosintesis anoxigénica
depende de un donador de electrones externo como compuestos de azufre reducido,
hidrégeno molecular (H2) 0 compuestos organicos.

Muchas especies son capaces de desarrollarse como quimioautétrofos o
quimioorganotrofos bajo condiciones aerobias 0 microaerobia, excepto por € género
Chlorobium; pueden utilizar acidos grasos, acidos organicos y/o acoholes como donadores
de electrones o como fuente de energia.

Estas sulfobacterias se pueden encontrar en lugares de tierra hiumeda, ambientes
acuaticos como agua dul ce, agua salada, agua marinay ambientes hipersalinos.

Este tipo de bacterias se encuentran conformadas por las siguientes familias:
Rhodospirillaceae (bacterias purpura de “no sulfuradas’), Chromatiaceae vy
Ectothiorhodospiraceae (bacterias purpuras), Chlorobiaceae (bacterias verdes),
Chlor oflexaceae (bacterias verdes filamentosas) y Heliobacteriaceae, asi como € género
Erythrobacter que es aerobio (ElenaN. Kondratieva, 1992).

Las especies més representativas de cada familia son: Rhodospirillum rubium,
Chromatium okenii, Ectothiorhodospira mobilis, Chlorobium limicola, Heliobacillus

mobilis, Heliobacterium chlorumy Erythrobacter longus.
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3.2.2 Sulfobacterias quimiolitétrofas aerobias

Las sulfobacterias incoloras son del tipo de bacterias aerobias que producen acidos
minerales corrosivos; son Gram negativas, quimiolitotrofas, no contienen bacterioclorofila
y pueden ser quimiolitoautotrofas obligadas o facultativas (Bergey’ s Manual, 1994).

Estas bacterias utilizan el &cido sulfhidrico (H2S) y compuestos reducidos de azufre para
su metabolismo, oxidandolos hasta acido sulfurico (H,SO,4). En algunas especies el azufre
elemental es e producto final de la oxidacion y es almacenado dentro de éstas como
reserva energética (Jean Chantereau, 1985).

Las sulfobacterias incoloras incluyen once géneros que son los siguientes. Sulfolobus,
Acidithiobacillus, Thiomicrospira, Achromatium, Macromonas, Thiobacterium, Thiospira,
Beggiatoa, Thiothrixy Thioploca (Jan W. M. LaRiviére, 1992).

El género Sulfolobus se caracteriza por su morfologia aislada, su crecimiento
estrictamente aerobio, aunque bajo condiciones microaerofilicas puede utilizar Fe** y
MnO,? como aceptores de electrones. Produce &cido sulfdrico y es capaz de oxidar azufre
elemental en un rango de pH de 1 a6y atemperaturas de 55° a 87°C, por lo que se trata de
un género de bacterias termofilicas. La especietipo es Sulfolobus acidocaldarius.

Las bacterias de los géneros Acidithiobacillus y Thiomicrospira son Gram negativas,
pueden ser moviles por tener flagelos polares o ser inmoviles. Su energia la obtienen a
partir de la oxidacion de uno 0 mas compuestos reducidos de azufre como: sulfuros, azufre
elemental y tiosulfato. El producto final de la oxidacién es € sulfato, aunque es posible
gue se acumule azufre elemental en € medio. Las especies tipo de cada género son:
Acidithiobacillus thioparus y Thiomicrospira pelophila respectivamente.

Los géneros Macromonas, Acidithiobacterium, Thiospira y Thiovulum se caracterizan
por ser de tamarfio relativamente grande y por contener azufre intracelular. Las especies
mas conocidas son: Macromonas mobilis, Thiobacterium bovista, Thiospira winogradskyi y
Thiovulum majus.

Las sulfobacterias de los géneros Achromatium, Beggiatoa, Thioploca y Thiothrix son
filamentosas y se caracterizan por ser flexibles y encorvados. Son moviles por

deslizamiento, depositan € azufre internamente en presencia de acido sulfhidrico (H.S) y
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de tiosulfato. Su nutricidn puede ser quimiorganétrofa o quimiolitétrofay se encuentran en
ambientes acuéticos de agua de dulce y agua marina.

Las especies tipo son: Achromatium oxaliferum, Beggiatoa alba, Thioploca schmidles, y
Thiothrix nivea (Bergey’s Manual, 1994).

3.3Bacteriasde Hierro y Manganeso

La morfologia de estas bacterias es diversa la principal caracteristica entre €ellas es la
facilidad con que forman agregados con Oxidos férricos o de manganeso; generalmente los
Oxidos precipitados son evidentes en alguna estructura extracelular como cdpsulas, vainas,
y talos, por lo que también se les conoce como Bacterias que Depositan Metal (MDB en
inglés). La mayoria de estas bacterias no son moviles cuando estan cubiertas por 0xidos,
pero poseen etapas de movilidad, en su mayoria son microaerofilicas aunque algunas se
desarrollan con niveles de oxigeno atmosférico (Bergey’s Manual, 1994).

Las bacterias de hierro oxidan el i6n ferroso (Fe**) aion férrico (Fe*); los géneros que
integran a este grupo de bacterias son: Sderocapsa, Gallionella, Sphaeratilus, Leptothrix,
Crenothrix y Clonothrix. Estas bacterias también participan en la biotransformacién de los
Oxidos de hierro y manganeso ya que son capaces de oxidar iones manganeso a iones
manganicos depositandolos en forma de dioxido de manganeso. Ver figura 4 (SW.
Borenstein, 1994, 1.B. Beech, 1999).

El género Gallionélla se caracteriza por la formacién de apéndices, son Gram negativas,
moviles por flagelo polar, aerobias estrictas y microaerofilicas, quimiolitoautétrofasy solo
utilizan & i6n ferroso (Fe*") como donador de electrones. La especie tipo es: Gallionella
ferruginea.

Las bacterias de los géneros Clonothrix, Crenothrix, Leptothrix y Sphaerotilus son
aerobias, Gram negativas, crecen en cadenas de células filamentosas y se encuentran en
vainas. Las vainas pueden ser de color amarillo hasta café oscuro por los 6xidos de hierro y

manganeso gque son depositados en ellas.
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ia Sphaerotilux
m .
Leptothrix |_u_| Siderocapsa

Figura 4. Morfologia de las Bacterias de Hierro

L as cepas purificadas de estas bacterias son aerobias, quimioheterétrofas porque utilizan
&cidos organicos y azlicares como fuente de carbono. Algunas depositan 6xidos de hierro 'y
manganeso dentro o fuera de su vaina y pueden llevar a cabo la oxidacion de Fe(ll) y
Mn(l1). Las especies mas conocidas de cada género son: Clonothrix fusca, Crenothrix

polyspora, Leptothrix ochracea y Sphaerotilus natans (Bergey’s Manual, 1994).

3.4Bacteriasformadoras de Limo

Las bacterias formadoras de limo son un grupo diverso de bacterias aerobias,
integrado por varios generos, entre los que destacan las bacterias de hierro (por gjemplo
Gallionella), Pseudomonas, Escherichia, Flavobacterium, Enterobacter y Bacillus. Estas
bacterias son importantes en la corrosion porque producen polimero extracelular que forma

una capa en la superficie del metal, que se conoce como limo (Gregory Kobrin, 1993).

19



Generalidades

El crecimiento de los formadores de limo sobre la superficie del metal es en forma de
parches, por lo cual pueden ser buenos eleminadores de oxigeno y crean sitios ideales para
el desarrollo de bacterias anaerobias como las BSR. Ademas contienen varias enzimas
capaces de interceptar y degradar sustancias tdxicas (como biocidas) y convertirlas en

nutrientes para las bacterias (Gregory Kobrin, 1993).

3.5Bacterias reductoras de metal

Estos microorganismos son conocidos como promotores de la corrosion de hierro y sus
aleaciones através de ladisolucién de la pelicula de 6xido metdlico resistente ala corrosion
gue se encuentra sobre la superficie del metal. Lo que ocurre en la capa protectora es la
reduccién de los iones metdlicos, por ejemplo en & acero inoxidable los Oxidos metélicos
se pierden o reemplazan por sus iones metalicos reducidos haciendo menos estable la
pelicula protectora, por lo tanto, disminuye € tiempo de vida Util en e metal y en la
actualidad estas bacterias no son consideradas de gran importancia en la corrosion de
metales.

Existen numerosos tipos de estas bacterias, entre ellas se incluyen los géneros
Pseudomonas y Shewanella que son capaces de reducir 1os éxidos de manganeso y/o hierro
y tienen que ser consideradas en las reacciones que influyen en la corrosion. Esto fue
demostrado cuando se expuso un cultivo de Shewanella putrefaciens en contacto con una
superficie de oxido de hierro y redujo el metal; lavelocidad de la reaccién depende del tipo
de oxido metdlico de lapelicula (Beech I.B., 1999).

3.6Hongos

L os hongos son organismos heterétrofos, aerobios que se desarrollan en medios acidosy

poco humedos. La actividad de éstos se da fundamentamente en presencia de

hidrocarburos de cadenas lineales de 10 a 18 &omos de carbono (querosenos) que sirven de

nutriente a los microorganismos, a través de su metabolismo éstos son degradados a acidos
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organicos como por ejemplo acido citrico, oxalico, gluconico, favoreciendo un descenso en
el pH devaloreshastade 2 a4 en lafase acuosa (Otero Huerta Enrique, 1997).

Habitualmente los hongos actdian simbiéticamente con determinados tipos de bacterias,
principalmente Pseudomonas. El hongo més estudiado es Hormoconis (clasificado
anteriormente como Cladosporium) resinae por su participacion en procesos de corrosion
de materiales metdlicos en contacto con hidrocarburos.

Ademas de Hormoconis resinae, también los hongos de los géneros Penicillium,
Saccharomyces, Aspergillus, Fusariumy Peniophom se encuentran ligados con procesos de
corrosion (Otero Huerta Enrique, 1997, Beech 1.B., 1999).

3.7Algas

Las algas son organismos autétrofos que se desarrollan en presencia de luz y humedad,
gue requieren de compuestos de nitrégeno inorganico para crecer, aungue no son capaces
de fijar N; solo las llamadas “algas azules’ son capaces de fijar nitrégeno, actualmente se
clasifican con las bacterias en el grupo de las cianobacterias. El color de las algas es
determinado por la presencia de clorofilay pigmentos (por ejemplo algas verdes, rojas, 0
cafés). Las algas excretan &cidos organicos y otros compuestos organicos como producto
final de su metabolismo, solo excretan CO, cuando se desarrollan en ausencia de luz (R.
W. Cahn, P. Haasen, E. J. Kramer (edit)).

Su participacion en los procesos de corrosion es gracias a su actividad fotosintética ya
gue propicia el aporte de O, a medio, facilitando la despolarizacion de la reaccion catddica
en procesos de corrosion en las que participa este elemento como reactivo catédico (Otero
Huerta, Enrique, 1997).

Por otra parte, las algas conducen a la formacion de lodos o sedimentos que pueden
favorecer € desarrollo de las bacterias anaerobias (Jean Chantereau, 1985).

Las algas habituamente ligadas a la corrosion son: algas verdes Chlorella, verde-

azuladas Anneystisy diatomeas Diatomea (Otero Huerta, Enrique, 1997).
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4. Formacion de la Biopelicula

Cuando un metal es expuesto a un ambiente acuoso, la corrosion puede iniciar de
manera casi inmediata por la biopelicula que empieza a formarse en la superficie del metal
(Watkins Borenstein S., 1994).

Labiopelicula esta compuesta por células inmovilizadas y por polimeros extracelulares,
Yy sus caracteristicas pueden cambiar con el tiempo (Gregory Kobrin, 1993).

Lapeliculase formaen 5 etapas que se describen a continuacion:

1. Acondicionamiento de la superficie. Es la adsorcion de macromoléculas organicas
inertes a la superficie del metal formando una pelicula delgada; como se muestra en

lafigura5a

Bacterias

Nﬁmu

Acondicionamienio

de la superficie

Figura 5a

2. Adhesién de bacterias pioneras. Las primeras bacterias planctonicas son unidas
entre ellas mismas por la atraccién electrostética y las fuerzas fisicas. Algunas de
estas células pueden adherirse permanentemente a la superficie con su polimero

extracelular. Ver figura5b

Sy

Figura5b
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3. Formacién delimo. Algunas de las bacterias atadas producen polimero extracelular
que sirve parareforzar su unién a metal y también como un sistema de intercambio
de iones para atrapar y concentrar elementos traza a partir del agua. Con la
acumulacién de nutrientes, las células pioneras se reproducen y sus células hijas son
capaces de producir su propio exopolimero, incrementando e sistema de
intercambio en la superficie, de esta manera muy pronto las colonias de bacterias

prosperan. Como seilustraen lafigura5sc

Lo
_ a5
Bacterias @
Sesiles
Exopolimero
Figura5c

4. Segundos colonizadores. Junto a los nutrientes presentes en la red formada por
exopolimeros son atrapados otros microorganismos debido a la fuerza de la
atraccion electrostatica. Estos segundos colonizadores metabolizan |os desechos de
las bacterias pioneras y ademas producen su propio desecho que es metabolizado a

Su vez por otros microorganismos Ver figura 5d.

2

Figura 5d

5. Funcionamiento completo de la biopelicula. La biopelicula madura se comporta
como un tejido vivo en la superficie de la tuberia. Esta pelicula es una comunidad

metabdlica cooperativa hecha de diferentes especies viviendo en un nicho, en donde
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es posible desarrollar una capa anaerobia bajo la biopelicula aerobia. La pelicula
crece engrosandose |0 que permite que se extienda a través de zonas de menor flujo
de la tuberia'y cuando llega a las zonas en donde el flujo es mayor algunas células
son desprendidas, y las areas libres son nuevamente colonizadas por otros
microorganismos y sus exopolimeros son entrelazados con la red de polimeros
existente. Este fendmeno de inestabilidad ocurre cuando las condiciones fisicas del
&rea son inconstantes como se muestra en las figuras 5e y 5f (Gregory Kobrin,
1993).

Desprendimiento de la pelicula

Figura 5e

Colonizacion por otros microorganismos

Figura 5f

El desarrollo de una biopelicula madura puede tardar desde varias horas hasta varias
semanas, dependiendo del sistema y de los microorganismos colonizadores presentes
(Gregory Kobrin, 1993). Por otro lado Susan Watkins Borenstein, describe laformacion de
biopelicula en 4 etapas, ilustradas en lafigura 6.

24



Generalidades

Q
-t 2ot /o

Superficie inerte

Figura 6. Pasos de la formacion de la biopelicula. La formacién es iniciada cuando peguefias
mol éculas organicas empiezan a ser atraidas a la superficie inerte (1) y los microorganismos son
adsorbidos a la capa formada (2) Las células colocan hacia el exterior sus exopolimeros para
alimentarse de la materia organica (3), aumento de la capa (4) Separacion del agua de la pelicula
formada (5), produccion y equilibrio de la capa (Tomado de: ASM Metals Handboork, 1987, Val.
13, Corrosion, ASM International, Metals, Park, OH, p. 492).

Ladiferencia que existe entre ambas descripciones es que en €l primer caso en la etapa 3
se menciona la formacién de limo y Susan Watkins Borenstein no lo menciona en su
explicacion de laformacién de biopelicula.

De acuerdo con Marisol Betancourth (2004) las biopeliculas son organizaciones
microbianas compuestas por microorganismos que se adhieren a las superficies gracias ala
secrecion de un exopolimero. Estas conformaciones microbianas presentan caracteristicas
como heterogeneidad, diversidad de microambientes, resistencia a antimicrobianos y
capacidad de comunicacion intercelular que las convierten en complegos dificiles de
erradicar de los ambientes donde se establecen.

El conocimiento de la interaccion que existe entre los diferentes microorganismos que
componen y habitan una biopelicula, es un area muy estudiada por el momento pues in
vitro se ha visto que a bloquear las moléculas involucradas en la adherencia y
comunicacion celular puede inhibir el desarrollo de ellas.

Las biopdliculas en e campo industria estan implicadas en diversos ambitos
constituyéndose en un enemigo cuando estan involucradas en el bioensuciamiento o en un
aliado cuando se utilizan en bioremediacion. El bioensuciamiento genera la corrosion de
equipos, cascos de barcos, tuberias y de campos petroleros. La corrosion de los metales por

biopeliculas es ocasionada por la actividad metabdlica de consorcios bacterianos formados
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en muchos casos por BSR y por las caracteristicas propias de la superficie del material que
permite su crecimiento. Durante la extraccion y amacenamiento de petroleo las
biopeliculas compuestas por BSR producen grandes cantidades de acido sulfhidrico (H.S) y
hace que €l crudo sea un producto de menor rendimiento. En los oleoductos y en generd,
en todas las tuberias, la formacion de biopeliculas ocasiona taponamiento de filtros y
orificios de estas estructuras produciendo traumatismos al fluido normal.

Biofouling es la contaminacion de un sistema producido por la actividad microbiana de
la biopelicula, mientras que la bioremediacion utiliza las biopeliculas para mejorar las
condiciones de un sistema contaminado (Betancourth, Marisol, 2004).

Los problemas de biofouling afectan econdmicamente a la industria papelera por el
desarrollo de complejos microbianos sobre la maquinariay a las plantas que poseen torres

de enfriamiento, donde todo € sistema puede ser obstruido.

5. Mecanismos de la Corrosién Bioldgica

El mecanismo de la corrosion trata de explicar la participacion de las bacterias més
importantes en este proceso como son: las bacterias sulfato reductoras, sulfobacterias y
bacterias de hierro. En la actualidad e mecanismo de corrosion aceptado esta
fundamentado en la teoria electrénica, esta teoria es en efecto raciona y ofrece una
explicacion satisfactoria en relacion con la mayor parte de los procesos de corrosion (Jean
Chantereau, 1985).

A continuacion se describira brevemente la participacion de cada una de las bacterias
antes mencionadas, para comprender mejor el mecanismo de la corrosion.

» Accion de las bacterias de hierro: estas bacterias obtienen la energia necesaria para su
sintesis a partir de la transformacion de las sales ferrosas en sales férricas. Ahora bien,
en las tuberias de metal ferroso y en un punto de la superficie no protegido, o aterado el
cual se encuentra en contacto con €l agua siempre ocurre un ataque del metal que da

lugar alaformacion de hidroxido ferroso.
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En condiciones normales el hidroxido ferroso en esas tuberias rapidamente se
transforma en hidréxido férrico y en carbonato gracias a oxigeno y a gas carbonico
disueltos, en general, el fendbmeno se detiene ahi, pero cuando estan presentes las
ferrobacterias en el punto en que el metal ha sufrido el atague ocasionan lamovilizacién
de losiones ferrosos y su transformacion en sales férricas. Esto se produce con rapidez
siempre que e medio contenga iones ferrosos, de esta manera se observa la formacion
de densas masas de “herrumbre”’ conteniendo |os cuerpos bacterianos, a esa formacion
sigue la disolucion ininterrumpida del metal (Jean Chantereau, 1985).

» Accion de las bacterias sulfato reductoras: En 1923, Von Wolzojen Kihr describi6 e
importante papel que desempefian estas bacterias, que mas adelante sera detallado. Las
bacterias sulfato reductoras transforman los sulfatos en acido sulfhidrico, el cua se
combina con las sales ferrosas para dar un sulfuro de coloracion negra, ademas el é&cido
sulfhidrico ejerce una accién corrosiva especid en las tuberias de plomo
independientemente de que éstas se encuentren o no bajo tierra (Jean Chantereau, 1985).

Ver figura?.

BSR= bacterias sulfatoreductoras
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Figura 7. Teoria de la despolarizacion catodica propuesta como mecanismo de la corrosion
microbiana anaerobia (Von Wolzogen Kihr y van der Viugt, 1934)

Estas bacterias ocasionan serios problemas de corrosion al reducir los sulfatos a sulfito y

sulfuro. Cuatro tipos de problemas pueden resultar de la actividad de reducir el sulfato:
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1. Las BSR participan directamente en la reaccién de corrosion y pueden causar
directamente picadura en la base de la biopelicula producida por la colonia
bacteriana.

2. Lageneracion de H,S por parte de las BSR puede incrementar la corrosividad del
agua.

3. Lapresenciade BSR en un sistema originalmente libre de H,S creala posibilidad de
agrietamiento por accién del sulfuro y aparicion de picaduras.

4. La corrosion écida resulta en la formacion de sulfuro de hierro soluble que es un

excelente material de taponamiento.

Debido alaincidencia de los problemas que ocasionan estas bacterias en diversos ramos
industriales en la tabla 2 se muestran varios model os que tratan de explicar el mecanismo

de como las bacterias sulfato reductoras influyen en la corrosion de los aceros.

Procesos/sustancia corrosiva Referencia(s)

Despolarizacion catédica por |a hidrogenasa Von Wolzogen Kihr and van der
Vlugt, 1934; Bryant et al., 1991.

Despolarizacion anddica Salvarezza and Videla, 1984; Daumas
et a., 1988; Crolet, 1992.

Sulfuro Little, et al., 1998.

Sulfuro de hierro King y Wakerley, 1973.

Compuesto de fosforo volatil Iverson y Ohlson, 1983.

Exopolimero con hierro Beech y Cheung, 1995; Beech et al.,

1996,1998, 1999.

Corrosién en forma de grietas, por la presion Edyvean et a., 1998.
inducida por €l sulfuro

Grietas 0 ampollasinducidas por hidrogeno Edyvean et al., 1998.
Tabla 2. Mecanismos sugeridos de la corrosion del metal por las BSR (1.B. Beech, 1999)

Para el control de las BSR se pueden utilizar agentes quimicos, como por gemplo
glutaraldehido solo 0 en combinacidn con sales cuaternarias de amonio, ya que €l consorcio
bacteriano asociado a las BSR le confiere a estas bacterias la capacidad para adaptarse a
través del desarrollo de peliculas resistente a un biocida en particular después de un
prolongado periodo de tratamiento. Por lo tanto en muchos casos la mejor eleccion es la
utilizacién de mas de un biocida (Ovietta, et al. 2003).
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Otras estrategias para € control de estas bacterias es limitar €l acceso de la materia
organica y nutrientes a sistemas, otra es la exclusion de aguas con sulfatos. También se
puede mantener e control creando condiciones ambientales desfavorables para las
bacterias, como seria la oxigenacion del medio, cambiar e pH con &cido Clorhidrico a5 o
también creando una acalinizacion en e agua, ambas soluciones tienen sus inconvenientes,
la acidificacion puede favorecer una corrosion quimica y la alcalinizacion induce la
formacion de precipitados inorganicos no deseados (Torres, Rocio, 2000).

Angell y White (1995) proponen como mecanismos de remediacion e empleo de
molibdato de sodio, ya que tiene una doble accion, actlia como biociday al mismo tiempo
como un inhibidor de la corrosion. También se usa contra la corrosion ocasionada por las
BSR la proteccion catodica del fierro sacrificando dnodos o aplicando una fuerza

electromotriz externa.

» Accion de las bacterias de azufre: Estas bacterias metabolizan € azufre a partir de
compuestos azufrados reducidos y los expulsan a medio ambiente o lo almacenan
dentro de su célula o bien, lo oxidan hasta la formacién de &acido sulfurico. Cuando
almacenan €l azufre ocurre la formacién de lodos, pero cuando oxidan € azufre hasta
&cido sulfurico producen una acidificacién corrosiva modificando el pH del medio (Jean
Chantereau, 1985).

De acuerdo con e mecanismo propuesto por Jean Chantereau, cuando un metal presenta
areas con imperfecciones se forman diferencias de potencial las cuales provocan € paso de
corriente a través del liquido que se encuentra entre esas diferentes partes del metal, en
realidad se forman pequerios elementos primarios.

En las zonas anddicas la corriente pasa del metal al liquido y por e contrario, en las
zonas catéddicas, la corriente pasa del liquido al metal; de este modo se observa una
disolucion del metal en el &nodo y la formacion de hidrogeno en el cdtodo. En condiciones
normales a desprenderse el hidrogeno catddico, permanece suspendido en la superficie del
metal en forma de pelicula'y de este modo crea un potencia de oposicion suficiente para

neutralizar “lapila’; este fenGmeno corresponde ala polarizacion.
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De esta manera a principio se produce una ligera corrosion anédica con disolucién del
hierro en forma de sales ferrosas que pronto se oxidan en saes féricas por efecto del
oxigeno del agua.

Al polarizarse los elementos sin embargo, la corrosion se suspende, en esta etapa del
proceso se observa una ligera capa de herrumbre que no afecta a metal y dicho estado de
equilibrio puede durar mucho tiempo, en tanto que el oxigeno no movilice & hidrégeno
catédico. De hecho, toda sustancia 0 mecanismo que utilice € hidrogeno catddico
despolarizara el sistemay la corrosién ocurrird de nuevo.

Es al llegar a esta etapa cuando intervienen las bacterias de hierro y las bacterias sulfato
reductoras. En la parte correspondiente a anodo las bacterias de hierro obtienen su energia
de la transformacion de sales ferrosas en sales férricas y provocan la formacion acelerada
de herrumbre, con lo cua se rompe en forma continua el equilibrio por despolarizacion
anddicay catodica simultaneamente. Este proceso produce la disolucion contindia del metal
y llega hasta la perforacién del mismo.

En la parte correspondiente a catodo las bacterias sulfato reductoras movilizan el

hidrégeno y provocan una despol arizacion catodica de la siguiente forma:

Reduccién de los sulfatos SOs2+8H — S +4H,0
Disolucion electrolitica del agua 8H,0< 8H"+80H
Despolarizacion anddica AFe— 4Fe +8¢
Despolarizacion catddica 8H" +8 — 8H

Los iones sulfuro van a reaccionar a la atura del ahodo con una parte de los iones
ferrosos puestos en solucién §* + Fe** — FeS.

Otra parte de los iones ferrosos se combinan con los iones oxidrilos Fe** + 2 OH —
Fe(OH),.

En consecuencia se puede escribir de una manera global:

4 Fe+ H,SO,4 + 4 H,O — FeS+ 3 Fe(OH), + 2 H,0O

En lafigura 8 se ilustran todas las reacciones debidas a las bacterias de hierro y a las
bacterias sulfato reductoras, pero las reacciones provocadas por las sulfobacterias no
intervienen directamente en el proceso de corrosion, aunque si modifican e medio
ambiente (Jean Chantereau, 1985).

30



Generalidades

RSy
~\1Q1

0N
S

FERROBACTERIAS J

3Fe(OH),

e+ 6OH

4Fe - 4Fe? + Be

7

ANQDO

Bespolarizacian
anddica

Fe,0, +3H,0

2Fe(0H),

/ M(QH),

ANA
qu imiolitotrofismo

EROBIOSIS
CD

T QOuiminorganotrofismo

CTORES J“—‘—

V

aH,0

CH,CO0H

I SULFATDRREDU
Fe

:9,9,

EH‘ 8e- = 8H

_'\ 777

CATCIDD

Despolarizacion

catodica

Figura 8. Ciclo delaCorrosion Bioldgica. Tomado de: Jean Chantereau, 1985.

Cuando la corrosién ocurre en € interior de las tuberias ademas de la accion de las

ferrobacterias y de las sulfato reductoras, también participan las bacterias que oxidan €

hidrogeno elemental, € representante de estas es Hydrogenomonas flava, la cua es una

bacteria autétrofa

Estas bacterias utilizan el hidrégeno y lo oxidan para obtener de é |la energia para sus

sintesis internas a partir del gas carbénico. Razon por la cual a movilizar € hidrogeno

catédico llega a despolarizar € sistemaya descrito.

Cualquiera que sea € origen de esa despolarizacion, siempre es simultdnea a una

acelerada formacion de herrumbre.  En el punto afectado del metal se forma una especie de

pustula de hidroxido de hierro hidratado que pronto se transformara en una gran vesicula
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mucosa, gelatinosa, que puede llegar a obstruir por completo la luz del conducto s no es
gue antes se produce la perforacion de éste (Figura 9). El hidréxido férrico mas tarde se
transformara en oxido de hierro duro y compacto. Ver la figura 10 (Jean Chantereau,
1985).

Figura 9. Corrosién en € interior de la tuberia. Tomado de: Clarke, Bruce H. Microbiologically
Influenced Corrosion. Fire Protection Engineering, 2001, No. 9, pag. 16
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Figura 10. Corrosion Microbiolégicaen € interior de ductos. Tomado de: Jean Chantereau, 1985.
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6. Métodos para determinar |a velocidad de corrosion

La corrosion causada por bacterias se puede evaluar determinando su velocidad,

mediante el uso de dos métodos: gravimétricosy electroquimicos.

6.1 Técnica Gravimétrica (Pérdida de Peso)

La técnica gravimétrica consiste en determinar |a pérdida de peso que presenta el metal
después de ser expuesto a los microorganismos durante un tiempo determinado. De
acuerdo a estdndar TM-01-77 de la National Association of Corrosion Engineers (NACE)
el tiempo de exposicion suficiente es de 30 dias para observar cambios (Fontana, 1987).

Esta técnica se puede realizar en la industria o en € laboratorio. Cuando se redliza la
técnica en € laboratorio se obtienen varias ventgjas como que es més flexible, menos
expansivay no ocurren modificaciones o interrupciones debido a los procesos de la planta;
aunque es cas imposible ssimular las condiciones exactas de la planta en el laboratorio
(Denny A. Jones, 1992).

El desarrollo de esta técnica consiste en varias etapas.

» Preparacion de las muestras metélicas
» Exposicion de las muestras metélicas
» Limpiezadelas muestras metalicas

» Céculo delavelocidad de corrosion

6.1.1 Preparacion de las muestras metélicas

Las muestras metélicas son fabricadas a partir de una placa patron, disponible para la
construccion de aleaciones comunes. Las muestras son usuamente rectangulares o
redondas. Cada muestra debe ser identificada de manera legible y permanente por medio
de sellos. Enseguida se deben eliminar las impurezas de |a superficie de las muestras con €

fin de gque sean homogéneas (Denny A. Jones, 1992).
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6.1.2 Exposicion de las muestras metalicas

L os métodos y aparatos para montar las muestras en el ambiente corrosivo esta limitado
por la imaginacion del investigador. El contenedor es seleccionado de acuerdo con el
ambiente corrosivo y con €l nimero de muestras. En lafigura 11 se muestra un reactor de
laboratorio tipico que facilita controlar la temperatura, aeracion y flujo de vapor para
prevenir la pérdida de la solucion por evaporacion.

Después de la fabricacion y preparacion de la superficie, las muestras son pesadas,
expuestas a ambiente corrosivo, lavadas para eliminar |os productos de corrosiéon y pesadas
nuevamente para determinar la pérdida de peso. El tiempo de exposicion debe ser el
adecuado para generar suficiente pérdida de peso para que la medicion sea exacta (Denny
A. Jones, 1992).

JU

ft—H

)11
'}
}
o

Figura 11. Matraz para hacer las pruebas de inmersion de las muestras. A, entrada del termdmetro,
B, cubierta de resina del matraz; C, muestras suspendidas (C-1 vapor, C-2 inmersiéon parcial, C-3
inmersion completa); D, burbujeo de gas, E, camara de calentamiento; F, limite del liquido; G,
entrada extra; H, condensador de reflujo (Tomado de D. O. Sprowls, Metals Handbook, Vol 13,
Corrosion, 9th ed, ASM International, Metals Park, OH, pp.222-225, 1987. Reprinted by
permission, ASM International).
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6.1.3 Limpieza de las muestras metalicas
La limpieza de las muestras se reaiza por medio de métodos quimicos y mecanicos, o

por ambos para eliminar |os productos de corrosion.

6.1.4 Calculo dela velocidad de corrosion

Lavelocidad de corrosion en milipulgadas de penetracion por afio (mpy en ingles) puede
ser calculada a partir de la siguiente formula:

Vel. Corrosion = (K x W)/(A x T x D) en donde:

K es una constante de conversién de unidades (3.45 x 10°)
T es e tiempo de exposicion en horas
A esel dreaen cm?
W eslapérdida de peso en gramosy
D esladensidad del metal en g/cm®
(ASTM G1-90)

La velocidad de corrosion en el érea de ingenieria frecuentemente es reportada como
unidad de penetracion por unidad de tiempo. También es reportada como unidad de
perdida de peso por unidad de area por unidad de tiempo, las unidades utilizadas mas
frecuentemente son miligramo por decimetro cuadrado por dia (mdd), esta forma de
reportar la velocidad es utilizada algunas veces en e &rea de investigacion. Para la
conversion de unidades se empleala siguiente formula de acuerdo con Denny A. Jones:

1 mpy = 1.44 (mdd)/gravedad especifica

6.2 Técnica Electroquimica (Resistencia a la Polarizacion)
Dos métodos son disponibles para medir la velocidad de corrosién por polarizacion
electroquimica:

» Extrapolacion de Tafel

» Resistenciaalapolarizacion
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El método de la Resistencia a la polarizacion es e mas importante, debido a que tiene
mayor utilidad en €l areade investigacion (Denny A. Jones, 1992)

El método de Resistencia a la polarizacion presenta varias ventgjas sobre la Técnica
gravimétrica (pérdida de peso) ya gque solo requiere de pocos minutos para determinar la
velocidad. Ademas se pueden obtener mediciones semicontinuas que son muy Utiles en los
estudios de cinética 0 en e monitoreo de procesos de plantas. Las mediciones de
polarizacién no son destructivas y pueden ser repetidas numerosas veces para medir
consecutivamente la velocidad en la misma muestra (Denny A. Jones, 1992).

Este método se puede aplicar debido a que en presencia de un medio acuoso, la
corrosion es de naturaleza electroquimica. Tal corrosion es un proceso espontaneo que
denota la existencia de una zona anddica, una zona catodica y un electrolito, siendo
imprescindible la presencia de estos tres el ementos para que este tipo de corrosion pueda
existir, asimismo requiere contacto eléctrico entre la zona anddicay la catédicay que exista
un potencial eléctrico entre las dos zonas (anodo y catodo) (Genesca Joan, 1986).

La zona anddica también conocida como anodo describe aguella porcion de la
superficie metdlica en donde tiene lugar la corrosion y en la cual se liberan electrones como
consecuencia del paso del metal en forma de iones al electrolito. En esta zona se llevan a
cabo |as reacciones de oxidacion del metal, por g emplo:

M(solido) —» M™+ne (1)

La zona catédica (conocida como catodo) es la porcion del metal en la cua los
electrones producidos en el @nodo se combinan con determinados iones presentes en el
electrolito. Las reacciones catodicas (de reduccion) mas comunes en presencia de agua son:

2H" + 26 —— Hy(gas) (2)
Ox(gas) + 2H,0 + 4& —— 40H (medio alcalino)  (3)
Oy(gas) + 4H" + 4 — 2H,0 (medio &cido)  (4)
En esta zonala corriente eléctrica sale del electrolito paraentrar a metal, como seilustra

en lafigura 12, cerrando €l circuito eléctrico através de un conductor metalico externo.
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Conductor
Ll Ll
Il |I o Il |I
Anodo Catodo
—
lones Metalicos (M+y  Electrolito

Figura 12. Direccion del flujo de corriente entre un anodo y un cdtodo en una celda de corrosion.
Tomado de: Brondel Denis, Edwards Randy, et al, Corrosion in the Oil Industry

El electrolito es el medio acuoso en € cual esta sumergido el metal, en caso de que el
metal se encuentre expuesto a ambiente, el electrolito sera el agua de condensacion de la
atmosfera.

Cuando las condiciones mencionadas arriba se cumplen la corrosion del metal se llevaa
cabo, en la figura 13 se muestra la direcciéon del flujo de corriente en la tuberia y las
reacciones que se llevan a cabo en e anodo y céatodo, pero 1o que se quiere es medir la
velocidad alacual ocurre el proceso.

Para medir la velocidad de corrosion de un metal se requiere conocer otros términos
como: la energia potencial de un metal, que es la energia que poseen todos los metales
antes de corroerse y de acuerdo con €l valor de la energia potencial de cada metal sera la
tendencia a que un metal se oxide. A la enumeracion de estos potenciales (energia
potencial) se le conoce como Serie Galvanica, en donde el arreglo de los metales depende
del electrolito seleccionado; existe otra serie |lamada “Serie electromotriz de potenciales
estandar de electrodo” en donde las condiciones de medida son mas rigidas, ya que se
toman en cuenta los valores de temperatura, de presién y de concentracion de los
electrolitos.

Cuando un metal es corroido existe una intensidad de corriente en e proceso anddico
(reaccion 1) y otra intensidad de corriente en el proceso catédico (reacciones 3 y 4); estas
intensidades son iguales entre si e iguales a la intensidad de corrosion (icorr) cuando no

existe ninguna influencia externa; dentro de este equilibrio eléctrico el metal se corroe a un
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potencial caracteristico de su naturaleza 'y de la del medio conocido como Potencial de

corrosion (Ecorr)-

2H +2¢ & HET F£2++2H20‘-=

2H, + O, = 2H,0 Fe(OH),;+2H"

Electrolito {agua)

Figura 13. Direccién del flujo dentro de la tuberia. Tomado de: Lesson 19.

La intensidad de corrosion (icorr) €S Una magnitud eléctrica que puede usarse como
medida de la velocidad de corrosién (Andrade, 1991).

Concluida la explicacién de los parametros mas relevantes, el siguiente paso es explicar
el fundamento del método de Resistencia ala Polarizacion (Rp).

Cuando un metal se esta oxidando, posee un Potencial de corrosion (Ecorr) conocido y a
causa de la electroneutralidad de la materia, los procesos de oxidacion y reduccion se
compensan y externamente no se aprecia ninguna corriente porque como las intensidades
de corriente anodica (i) y catédica (ic) son de distinto signo se anulan y la intensidad de

corriente de corrosion (icrr) NO Se puede medir directamente:
ia= lic] = Tcorr (5
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Por lo que es necesario romper e equilibrio por alteracion del sistema con una
perturbacion, por ejemplo, imposicion de un potencia distinto a de corrosion, obteniendo
unaintensidad externa global:

iT=la-[icl (6)

Ambas magnitudes it o intensidad neta que se mide y e potencia aplicado (su
diferencia con el potencia de equilibrio define la polarizacion n) se encuentran
relacionados entre si por laley cinética de Butler-Volmer:

. anF -BnF
IT = lcorr [eXp ? n—exp RT lj] (7)

La representacion gréfica de esta expresion se hace graficando una curva de polarizacion
(i/E) intensidad de corriente (i) Vs potencia E.
Ahorabien, e método de resistencia a la polarizacion consiste en la ssimplificacion de la
ecuacion 6 de Butler-Volmer, siempre que las polarizaciones sean muy pequefias.
Asi para e caso limite en que n— 0y teniendo en cuenta que, en € limite para x—0,
g=1+x y €=1-X, laexpresion de Butler-Volmer se transforma en:
BnF anF

iT = lcorr +
! (&7 Rr " 6)

De donde, considerando los vaores de las pendientes de Tafel, de acuerdo a las

siguientes ecuaciones:

_ 2303RT
T T aR (9
BNF (10)
Cabe escribir:
1 dit PaBe dir
O S B S T T e e
b e &
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dy AE
dir Al

A través de lamedidadel cociente

La pendiente de la curva de polarizacion para E—Ecr, Se llega a la determinacion de
i corr-

Como la pendiente de la curva de polarizacién tiene las dimensiones de una resistencia,
el méodo es conocido como “Resistencia de polarizacion, Rp”. De este modo, la
expresion ssimplificadade laicor €s:

. B
T TR W

Donde € valor de la constante B puede variar entre limites relativamente estrechos y su
valor es accesible por distintos procedimientos, ya sea clculo experimenta de la
pendientes de Tafel o empiricamente por comparacion con datos obtenidos a partir de
pérdidas de peso (Andrade, Ma. Carmen, 1991).

7. Microscopia Electronica

En la microscopia electronica se pueden observar particulas pequefias (0.2um) como
virus o estructuras internas de la célula. El microscopio electrénico utiliza un haz de
electrones en vez de luz, los cuaes vigjan através de ondas. El poder de resolucion de este
microscopio es muy grande en comparacion con e poder de resolucion de los microscopios
de luz, contraste de fase, y fluorescente. El mejoramiento de la resolucion es debido a que
lalongitud de onda de los electrones es aproximadamente 100,000 veces mas corta que la
longitud de onda de la luz visible ElI microscopio electronico utiliza lentes
electromagnéticos en lugar de lentes de vidrio, para enfocar € haz de €electrones en el
espécimen. Existen dos tipos de microscopio electronico: € de transmision (TEM) y el de
barrido (SEM) (Madigan, et al., 2000).
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7.1 Microscopio Electronico de Transmision

El Microscopio Electronico de Transmision (TEM) utiliza lentes electromagnéticas para
controlar lailuminacion, e enfoque y los aumentos. La muestra es colocada en unargjilla
de cobre. El haz de electrones pasa a través del espécimen y después a traves de las lentes
electromagnéticas del objetivo, e cual amplialaimagen. Finalmente, los electrones son
enfocados por las lentes el ectromagnéticas de un proyector sobre una pantalla fluorescente
o una placa fotografica. Laimagen final, llamada micrografia electronica de transmision,
aparece con zonas claras y oscuras debido a nimero de electrones absorbidos por las
diferentes areas del espécimen.

En la préctica este microscopio puede resolver puntos tan proximos como 2.5 nm, y
ampliar un objeto de 10,000 a 100,000 veces. Debido a que varios especimenes
mi croscopicos son muy delgados, el contraste entre sus ultraestructuras 'y € fondo es débil
y ese contraste se puede mejorar mediante el uso de tinciones que absorben |os electronesy
producen una imagen mas oscura en la region teflida. Las sales de varios metales pesados
como plomo, osmio, tungsteno y uranio son usados en las tinciones. Estos metales pueden
ser fijados en e espécimen (tincion positiva) o usados para incrementar la opacidad del
campo que rodea el espécimen (tincidn negativa). Latincion negativaes Util para el estudio
de especimenes muy peguefios como particulas viraes, flagelos bacterianos y moléculas de
proteinas.

En adicion a la tincion positiva y negativa el microorganismo puede ser observado
mediante la técnica de sombreado. En este procedimiento el metal pesado como €l platino
y €l oro son rociados en un angulo de 45° de manera que golpea a microorganismo por un
lado, en donde e meta se acumula y € é&ea no sombreada a lado opuesto del
microorganismo deja atrés de s un érea clara como sombra. Esto le da un efecto
tridimensional a microorganismo y provee de una idea genera sobre su morfologia y
tamario.

El microscopio €eectrénico de transmision tiene ato poder de resolucion y es
extremadamente Util para analizar las diferentes capas de los microorganismos. Sin
embargo tiene algunas desventgjas. Debido a que los electrones tienen un poder de

penetracion limitado, solamente una seccion delgada del microorganismo (arededor de
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100nm) puede ser estudiada efectivamente. Entonces el microorganismo no tiene un
aspecto tridimensional. En adicion, el microorganismo puede ser fijado, deshidratado y
observado bajo vacio para prevenir e esparcimiento de los electrones. Estos tratamientos
no solamente matan a microorganismo, sin0 que también causan arrugamiento y
distorsion, de manera que a veces pueden aparecer como estructuras adicionales conocidas
como artefactos (Madigan, et al., 2000).

7.2 Microscopio Electronico de Barrido

El microscopio electrénico de barrido (SEM) soluciona el problema de seccionar la
muestra, y provee unavistatridimensiona del espécimen.

Este microscopio tiene un cafidon de electrones que produce un haz de electrones
(Ilamado haz primario de electrones) que sirve para enfocar, estos electrones atraviesan
lentes electromagnéticas y son dirigidos sobre la superficie del espécimen. El haz primario
de electrones arranca nuevos electrones de la superficie de la muestra y estos electrones
secundarios son transmitidos hasta un colector de electrones, amplificados y utilizados para
formar unaimagen sobre una pantalla o sobre una placa fotografica.

El microscopio electrénico de barrido es especialmente Gtil en el estudio de estructuras
superficiales de células intactas y virus. En el estudio de la corrosion ayuda a andlizar el
dafio causado por las bacterias y determinar € tipo de corrosion. En la préctica puede
resolver puntos tan proximos como 20 nm y suele aumentar |0s objetos de 1,000 a10,000 x
(Madigan, et al., 2000).
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IV. Materiales y Métodos
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Para el estudio de la corrosion de un gaseoducto de PEMEX se realizaron las siguientes
actividades:
1. Muestreo
2. Aislamiento de bacterias sulfato reductoras
3. Estudio de la cinética de un consorcio de bacterias presentes en el gaseoducto
4

. Determinacion de la velocidad de corrosion

o1

. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

1. Muestreo

Las muestras utilizadas en este estudio se tomaron de un gaseoducto de PEMEX que
transporta gas dulce del centro petroguimico Atasta hasta Cd. Pemex para bombeo
neumatico. El gaseoducto mide 36 pulgadas de diametro y 92 km de longitud y fue
construido en 1980, el mismo opera a una temperatura de 40°C.

El gas transportado es un gas residual obtenido de un proceso petroquimico el cual se
somete a un proceso de endulzamiento para eliminar el acido sulfhidrico mediante lavados
con dietiletanolamina (DEA) o MEA, posteriormente se deshidrata en su totalidad para
evitar la formacion de hidratos de carbono y por Gltimo se pasa a plantas criogénicas en
donde a través de la aplicacion de bajas temperaturas y presion se licua y se separan los
gases tales como heptano, hexano y pentano. Estos gases se condensan y posteriormente se

licua el etano quedando como gas residual Unicamente el metano.
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2. Aislamiento de Bacterias Sulfato Reductoras

El aislamiento de las bacterias sulfato reductoras se realizo por medio de tres métodos:
a) El primer método consiste en aislar a las bacterias sulfato reductoras a partir de la
muestra, la muestra es inoculada por estria en cajas petri que contienen agar APl R38 e
incuban en jarra de anaerobiosis a 37°C durante 5 dias.

b) En el segundo método las bacterias son aisladas utilizando agar Postgate E y se incuban
en jarra de anaerobiosis a una temperatura de 37°C durante 5 dias.

c) El tercer método se realizo en dos etapas que se describen a continuacion:

Etapal. Se utilizan medios liquidos de enriquecimiento como son el medio APl y el medio
Postgate B, recomendados por Postgate. (Postgate, 1979)

Etapa 2. Se utiliza el medio selectivo Postgate E.

Procedimiento: la muestra se inocula en los medios enriquecidos APl y Postgate B e
incuba a 37°C durante 48 horas. A continuacién se hacen diluciones (hasta 10™°) e inocula
de cada dilucion en el medio selectivo Postgate E en el cual las bacterias sulfato reductoras
producen colonias negras, debido a la formacién de sulfuro ferroso. Para este aislamiento se
utilizan tubos de 15cm x 1cm para evitar la aerobiosis (Postgate, 1979).

Las colonias negras aisladas se extraen con una pipeta Pasteur estéril, después de cortar
los tubos asépticamente a la altura de la colonia y depositan en un vial con el medio API, e
incuba a 37°C durante 48 horas.

Transcurrido el tiempo de incubaciéon se realiza una inspeccién microscopica para
verificar la pureza del cultivo y ademas se determina la presencia de contaminantes
aerobios y anaerobios (Postgate, 1979).

Los contaminantes aerobios se determinan inoculando el cultivo puro en cajas petri con
agar nutritivo e incubando a 37°C durante 48 horas en condiciones aerobias. La presencia
de colonias después de haber transcurrido este tiempo indica una contaminacion por
microorganismos aerobios (Postgate, 1979).

Para la deteccion de los contaminantes anaerobios se hacen 5 diluciones en solucion
isotonica a la cual se afiade nitrdgeno para eliminar el oxigeno presente. De las diluciones

se inocula en agar peptona-glucosa adicionado de una solucion estéril de sulfato ferroso
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amoniacal al 0.5%. El pH se ajusta entre 7 - 7.6 y el medio se distribuye en 5 tubos estériles
de 15 x 1 cm. La incubacion se realiza a 37°C durante 4 o 5 dias. El cultivo se considera

puro si no aparecen colonias blancas después del periodo de incubacion (Postgate, 1979).

3. Estudio de la cinética de un consorcio de bacterias presentes en

el gaseoducto

Para determinar la cinética del consorcio se hizo la curva de crecimiento del mismo y se
determind el consumo de iones sulfato y la generacion de acido sulfhidrico. Ver el

diagrama 1.

3.1 Curva de Crecimiento

La curva de crecimiento del consorcio se construy0 monitoreando la proliferacion
celular en dos viales de 100 ml sellados herméticamente y burbujeados con nitrégeno
gaseoso mediante el uso de una aguja, con la finalidad de obtener condiciones anaerobias,
el vial contiene el medio Postgate C; uno de los viales contenia un clavo desengrasado con
acetona previamente. La incubacion se realiz6 a 37°C con agitacion a 30 rpm durante 3
dias. La densidad dptica se midi6 a 660 nm en un espectrofotometro HACH tomando

muestras cada 3 horas (Feio, Maria J., 1998).
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Consorcio de BSR
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Diagrama 1

Para determinar el consumo de iones sulfato (SO,*) el consorcio se inoculé en las

mismas condiciones sefialadas anteriormente.

técnica espectrofotometrica,

Los iones sulfato se detectaron mediante

la cual consiste en precipitar los sulfatos contenidos en el

medio Postgate C con cloruro de bario (BaCl,) y determinar la turbidez ocasionada por la

formacién del sulfato de bario (BaSO,). La medicion se realizo a una longitud de onda de

480 nm tomando lecturas cada 4 horas durante 72 horas (Manual HACH, 1998).
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3.3 Determinacion de la produccion de Sulfuros

Para determinar la produccién de iones sulfuro (S*) el consorcio se inocula en las
mismas condiciones sefialadas anteriormente. Los iones sulfuro (S*) son determinados
potenciometricamente mediante el uso de dos electrodos: un electrodo selectivo de ién
sulfuro y uno de referencia (electrodo de calomel). Los potenciales se miden en milivoltios
(mV). Se utiliz6 un multimetro digital modelo MUL-040 marca STEREN.

Procedimiento:

Del vial que contiene el cultivo se toma una muestra de 2 ml cada 4 horas durante 72
horas. A la muestra se le adiciona un volumen igual de buffer antioxidante de sulfuros
(SAOB), con la finalidad de elevar el pH a niveles alcalinos y garantizar que todos los
sulfuros presentes se encuentran en forma de ion sulfuro y ademas retardar la oxidacion del
mismo por medio del &cido ascorbico contenido en la solucion buffer SAOB. A
continuacion se agita con la ayuda del vortex y se deja reposar de 3 a 5 minutos. Después
de transcurrido este tiempo, se sumergen ambos electrodos en la muestra y se toma la
lectura cuando el potencial se estabiliza. Por Gltimo se determina la concentracion del ién
sulfuro interpolando el potencial registrado en la curva de calibracion (ASTM D4658-92).

A continuacién se describira como se forma la curva de calibracion:

3.3.1. Preparacion de la solucién patron

Para preparar la solucion patrén se pesan aproximadamente 100 g de sulfuro de sodio
hidratado (Na,S 9H,0) y disuelven en 100 ml de agua destilada. La solucion se agita y deja
reposar durante la noche. De esta solucion saturada se toma 1 ml y se adicionan 50 ml de

buffer SAOB y se ajusta a 100 ml con agua destilada en un matraz volumeétrico.

3.3.2. Determinacion de la concentracion de sulfuro de sodio en la solucion patron
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La concentracion de Sulfuro de Sodio en la solucion patron es determinada mediante
titulacion potenciométrica, de la siguiente manera:

Tomar 50 ml de solucidn patrén de sulfuro de sodio, adicionar 25 ml de buffer SAOB y
25 ml de agua destilada. Titular con una solucion de nitrato de cadmio 0.1 M vy utilizar el
par de electrodos para detectar el punto final de la titulacion.

Calcular la concentracion de sulfuro de sodio mediante la formula sefialada en la norma
ASTM D4658-92:

S= (volumen en ml de la sol. de nitrato de cadmio 0.1 M consumidos) x (64.12)

S = cantidad de sulfuro de sodio en mg/I

3.3.3. Preparacion de las soluciones estandar

Las soluciones estandar se preparan en matraces volumétricos de 100 ml de la siguiente

forma:

» Solucion Estandar A: tomar 5 ml de la solucion patron, 45 ml de buffer y aforar a 100 ml
con agua destilada.

» Solucién Estandar B: tomar 1 ml de la solucion patron, 50 ml de buffer y aforar a 100 ml
con agua destilada.

» Solucién Estandar C: tomar 2 ml de la solucion estandar A, 50 ml de buffer y aforar a
100 ml con agua destilada.

» Solucién Estandar D: tomar 1 ml de la solucién estandar A, 50 ml de buffer y aforar a

100 ml con agua destilada.
Las concentraciones de las soluciones estandares estan dadas en mg/l y son calculadas a
partir de la concentracién de sulfuro de sodio determinada por la titulacion de la solucién

patron.

3.3.4. Preparacion de la curva de calibracion
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La curva de calibracion se prepara sumergiendo el par de electrodos en cada solucion
estandar empezando con la concentracion mas diluida, tomando lectura cuando el potencial
se estabiliza. Con los datos obtenidos se construye la grafica en papel semilogaritmico,
graficando las concentraciones del ion sulfuro en la escala logaritmica y los potenciales
registrados en la escala lineal. (ASTM D4658-92)

4. Determinacion de la Velocidad de Corrosion

Para determinar la velocidad de corrosion causada por el consorcio se utilizaron dos
métodos. El primer método determina la pérdida de peso del metal después de ser expuesto
al consorcio durante 30 dias. El segundo método determina la velocidad de corrosion
midiendo diariamente durante 30 dias la resistencia a la polarizacion (Rp) que presenta el

metal.

4.1 Pérdida de Peso

La pérdida de peso es un método gravimétrico que sirve para determinar la velocidad de
corrosion.

Para desarrollar este experimento se realiza un tratamiento previo a las muestras de
metal; este tratamiento consta de varias etapas descritas a continuacion:
Etapa 1. Marcar las muestras metalicas con numeros.
Etapa 2. Eliminar las impurezas de la superficie del metal. La eliminacion de éstas se hace
por medio de un desgaste de la superficie con lijas de varios grosores empezando con las de
mayor a menor grosor. En seguida las muestras son lavadas con agua destilada, enguajadas
con acetona, y secadas. Por ultimo son almacenadas en desecadores durante 24 horas.
Etapa 3. Determinar las dimensiones y el peso de las muestras metélicas. Las dimensiones
de las muestras son medidas por medio de un vernier y pesadas en una balanza analitica
(ASTM G1-90).
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Terminado el tratamiento previo de las muestras, se procede a iniciar el experimento, él
cual consiste en sumergir 3 muestras metalicas en un matraz erlenmeyer de 500 ml que
contiene medio Postgate C, en seguida se inocula el consorcio, se burbujea gas nitrégeno y
finalmente se cierra herméticamente para evitar el intercambio de gases (nitrogeno-
oxigeno). El matraz se incuba a temperatura ambiente (20-22°C) durante 30 dias. ElI medio
se renueva cada 7 dias.

Como testigo se utilizan 3 muestras iguales a las anteriores que se sumergen en el
mismo medio, sin inocular los microorganismos e incubar en las mismas condiciones.

Transcurrido el tiempo de incubacién las muestras son extraidas y sometidas a una
limpieza quimica con el propdsito de eliminar los productos de corrosion presentes en su
superficie. Esta limpieza consiste en sumergir las muestras en una solucion de acido
inhibido* durante 5 minutos, posteriormente se sumergen en una solucion de bicarbonato de
sodio saturada, se enjuagan con agua de la llave y tallan con un cepillo con cerdas no
metalicas. Finalmente se enjuagan nuevamente con agua, después con acetona, se secan y
posteriormente se almacenan en el desecador durante 48 horas.

Finalmente las muestras se pesan para determinar la peérdida de peso y calcular la
velocidad de corrosion por medio de la siguiente formula:

Velocidad de Corrosion = (Kx W)/(A X T x D)

En donde:

K = constante (3.45 x 10°)

T = tiempo de exposicion en horas
A = 4rea en cm?

W = perdida de peso en gramos y
D = densidad del metal en g/cm®
(ASTM G1-90)

*Ver apéndice

4.2 Resistencia a la Polarizacion

La Resistencia a la Polarizacion (Rp) es una técnica electroquimica que sirve para

determinar la velocidad de corrosion. Consiste en medir diariamente el valor de Rp que
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presenta el metal expuesto al consorcio en el medio Postgate C incubado a temperatura
ambiente (20-22°C) durante 30 dias.
Para medir la resistencia a la polarizacion se requiere de:
a) un potenciostato marca GIL, modelo AC conectado a una computadora
b) un capilar (conocido como Luggin) que contiene solucion saturada de Cloruro de potasio
(KCI) para conectar el electrodo de referencia con el medio
c) una celda electroquimica (matraz de bola de 1L)
d) un difusor
e) 3 electrodos que son: un electrodo de trabajo (muestra del metal), un electrodo de
referencia (electrodo de calomel) y un electrodo auxiliar (electrodo de grafito)
(ASTM G5-94)
La figura 14 muestra el equipo necesario para realizar la medicion de la Resistencia a la

polarizacion.
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Figura 14 Reactor de pruebas electroquimicas

El procedimiento para realizar este experimento se describe a continuacion:

» Preparacion del electrodo de trabajo:
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La muestra de metal recibe un tratamiento previo igual al que recibieron las muestras de
la prueba de pérdida de peso con el fin de eliminar las impurezas y obtener una superficie
homogénea.

» Preparacion del medio Postgate C y de la solucién saturada de KCI.

» Esterilizacion del medio, de la solucion saturada de KCI, del electrodo auxiliar y del
difusor.

» Preparacion del capilar: Llenar en condiciones de asepsia el capilar con la solucién
saturada de KCI, evitando que en el interior queden burbujas de aire e insertar el
electrodo de referencia.

» Preparacion de la celda con sus aditamentos:

Colocar en condiciones de asepsia los electrodos de trabajo y auxiliar, el capilar y en
seguida inocular el consorcio, burbujear gas nitrégeno y sellar con cinta parafilm las

conexiones para evitar el intercambio de gases del interior al exterior y viceversa.

» Mediciones de la resistencia a la polarizacion:

Verificar que el circuito formado en la celda se encuentre cerrado midiendo el potencial
de corrosion con un multimetro. En seguida conectar los 3 electrodos al potenciostato y
medir el valor de Rp cada 24 horas y calcular la velocidad de corrosion con la siguiente
formula:

Velocidad de Corrosion = icor * F

En donde:

p

leor=
Rp * area

B = Constante
Rp = Resistencia a la polarizacion
F = factor de conversion (mpy)

Es necesario hacer un testigo siguiendo el mismo procedimiento pero sin inocular los
microorganismos e incubar en las mismas condiciones.

Por ultimo se grafican la velocidad de corrosion de ambos experimentos contra el

tiempo para observar el comportamiento de la velocidad en ambos.
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5. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

La microscopia electronica de Barrido es utilizada para analizar el dafio que causan los
microorganismos en la superficie del metal asi como para ver la morfologia de los mismos.

A continuacion se describe el procedimiento para analizar las muestras del metal:

Las muestras son lavadas con buffer de Cacodilato 0.15M a pH 7.4, en seguida se fijan
con una solucién de Glutaraldehido al 2%, se dejan reposar 1 hora, después se lavan 3
veces con el mismo buffer esperando 10 min. entre cada lavado. Se fijan nuevamente con
solucion de OsO4 al 2% y se dejan reposar 3 horas, se lavan 2 veces con el buffer y se
deshidratan utilizando soluciones de alcohol-agua en varias concentraciones. Después son
secadas por medio de la técnica de secado a punto critico, finalmente las muestras son
ionizadas con oro y se observan al microscopio.

Para observar la morfologia de los microorganismos se utilizé un cultivo en medio API
de 24 horas de incubacion. En un tubo con el fijador de glutaraldehido al 2% se vierten 10
gotas del cultivo, se agita suavemente durante 30 minutos. Después se centrifuga a 3000
rpm durante 3 min, se lava 3 veces con buffer de cacodilato 0.15 M a pH 7.4, después se
fijan con solucion de OsO4 al 1%, se centrifuga en las mismas condiciones y se lava 3
veces con el mismo buffer y después se deshidrata con soluciones de alcohol-agua a varias
concentraciones. Después se seca con oxido de propileno, por Gltimo se ioniza con oro y

se observa al microscopio.
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V. Resultados y Discusion
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1. Muestreo

La muestra estudiada fue obtenida del proceso de limpieza que se realizo en € interior
de un gasoducto de PEMEX que transporta gas dulce del centro petroquimico Atasta hasta
Cd. Pemex.

Este gasoducto mide 36 pulgadas de diametro y 92 km de longitud, fue construido en
1980 y opera a un temperatura de 40°C.

Para la determinacion de BSR se siguid la Norma APl RP-38 en la cual se especifica la
preparacion del medio de cultivo paralas BSR y lainoculacion de las mismas.

La muestra se cultivd en viades que contenian medio APl R-38 nitrogenado para
mantener |as condiciones de anaerobiosis y se incub6 a una temperatura de 37°C. Después
de 24 horas €l medio presenta una coloracion negra debida a la produccion de sulfuro de
hierro, lo cual indica el desarrollo de |as bacterias sulfato reductoras.

La muestra se conservd por medio de resiembras en medio APl R-38 cada mes,

incubando a 37°C.

2. Aislamiento de Bacterias Sulfato Reductoras

El aisamiento de las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) se realizé por medio de 3
métodos descritos en € capitulo anterior.

L os resultados obtenidos en los tres métodos demuestran que no fue posible aidlar alas
bacterias sulfato reductoras porque se trata de microorganismos que forman un consorcio
como se comprobd por medio de un andlisis por microscopia electronica de barrido en
donde se observan varios tipos de microorganismos. bacilos largos y aislados, bacilos

curvos agrupados formando circulosy aislados y bacilos cortos. Ver figura 15.
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Figura 15. Consorcio de bacterias presentes en e gasoducto.

De acuerdo con Iwona B. Beech estos consorcios de bacterias asociadas a la corrosion
de metales se encuentra integrado por bacterias productoras de acido (BPA), bacterias
sulfato reductoras (BSR) y bacterias metanogénicas, ya que los acidos que producen las
BPA les sirven como nutrientes a las BSR y a las metanogénicas. Dowling et a. (1992)
compararon la velocidad de corrosion en presencia y ausencia de bacterias acetogeénicas,
Eubacterium limosum y la mezcla de BSR (Desulfovibrio sp. y Desulfobacter spp.);
encontraron que la velocidad de corrosion en presenciade E. limosumy BSR es mayor.

También se ha encontrado en la biopelicula de metales corroidos un consorcio integrado
por bacterias que depositan metal y bacterias sulfato reductoras (Beech B. Iwona and
Gaylarde Christine C. 1999).
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3. Estudio de la cinética de un consorcio de bacterias presentes en

el gasoducto

Para el estudio de la cinética del consorcio de bacterias sulfato reductoras se empled €l
medio de Postgate C por varias razones:

» Contiene una pequefia cantidad de hierro para evitar la formacion de sulfuro de hierro
(FeS) ya que le proporciona un ennegrecimiento a medio y esto interviene en la
determinacion de la densidad Optica.

> Contiene citrato de sodio que es un agente quelante que incrementa la solubilidad del
hierro.

> Contiene iones de Mg, NH;" y PO,> que forman una sal doble insoluble de caracter
alcalino contrarrestando la acidez producida por € acido sulfhidrico (H2S). (Postgate,
1979)

> Lacomposicion del medio es ssimilar ala empleada por Maria J. Feio (M. J. Feio et al.,
1998), ya que ambos medios de cultivo emplean lactato de sodio como fuente de
carbono, extracto de levadura, sulfuro de hierro (FeS) en pequefia porcion y se
encuentran presentes los iones Mg?*, NH4" y PO,%.

Para determinar la curva de crecimiento del consorcio de las bacterias presentes en el
gasoducto se utilizé € medio de Postgate C con y sin clavo. Los viaes se incubaron a
37°C con agitacion a una velocidad de 30 rpm. La proliferacion celular se midié en un
espectrofotometro HACH tomando lecturas de densidad Optica a 660 nm cada 3 horas, 10s
resultados obtenidos se muestran en latabla 1.

L os resultados sefialados en latabla 1 son €l promedio de 5 experimentos y demuestran
gue e crecimiento de las bacterias es mayor en el via gue contiene € clavo, debido a
potencial redox (E;) obtenido; porque de acuerdo con Postgate (1979) el medio de cultivo
debe tener un potencial redox arededor de -100 mV para que las condiciones sean
favorables para el desarrollo de las bacterias sulfato reductorasy e clavo funciona como un
agente reductor. Otros agentes reductores que se podrian adicionar son la ditionita de
sodio, € tioglicolato y el ascorbato (Padilla Viveros América, 1999). (Ver gréfical).
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Al hacer la grafica de proliferacion celular (Densidad éptica a 660nm) contra tiempo se
observa que al inicio la velocidad de crecimiento de las bacterias es lento debido a la
adaptacion a medio, después se incrementa la velocidad de crecimiento de manera
exponencial porque el hierro gue se encontraba en forma insoluble se empieza solubilizar
por la presencia del agente quelante, que en este medio es € citrato de sodio (Ver gréfica
1). Los resultados obtenidos de la curva de crecimiento son similares a los obtenidos por
otros investigadores que estudiaron la cinética de crecimiento de bacterias sulfato
reductoras en un medio de cultivo donde la fuente de carbono y donador de electrones era
lactato y como aceptor de electrones el sulfato y las condiciones de incubacion son
similares. (M. J. Feio et al, 1998y LOpez- Jiménez, 2001)

Para complementar el estudio de la cinética de crecimiento de estas bacterias se
determino e consumo de sulfatos (SO,*) vy la produccién de sulfuro (S¥). Los resultados
se muestran en latabla 1 y se observa que la produccion de sulfuros es lenta en las primeras
horas y después aumenta de manera exponencia (ver grafica2). Asi mismo el consumo de
sulfatos es lento en un principio y después aumenta de la misma forma en que se producen
los sulfuros. Las gréficas del consumo de sulfatos 'y produccion de sulfuros es congruente
con la grafica de crecimiento, es decir, que si la velocidad de crecimiento es lento en un
principio esperamos que la produccion de sulfuros sea lenta a igua que € consumo de

sulfatos.
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Tabla 3. Cinéticadel consorcio de bacterias

Fecha

10/06/2002

11/06/2002

12/06/2002

13/06/2002

Hora

09:00
11:00
13:30
15:00
17:00
10:30
13:00
15:00
17:00
18:00
11:00
12:00
13:00
16:00
13:00
16:00

Tiempo
(hr)
0
2
4.5
6
8
255
28
30
32
33
50
51
52
55
76
79

D.O.
Clclavo

0.076
0.100
0.107
0.119
0.123
0.139

0.259
0.350
0.413
0.332

0.351
0.363

0.354
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D.O.
S/clavo

0.104
0.113
0.118
0.138
0.138
0.120

0.133
0.149
0.162
0.149

0.148
0.120

0.146

Sulfatos
(mmol/L)

32
31.8
31.6
31.7
30.8
27.8
25.5
23.8
22.2
20.3

6.8

5.7

4.6

2.2

0.5

0.2

Sulfuros
(mmol/L)

0
0.2
0.4
0.3
1.2
4.2
6.5
8.2
9.8

11.7
255
26.3
27.4
29.8
315
31.8
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Gréfica 1. Cinéticade crecimiento del consorcio de bacterias presentesenel  gasoducto.
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Gréafica 2. Cinéticade consumo de sulfatosy produccion de sulfuro de las bacterias presentes en €
gasoducto.
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4. Determinacion de la Velocidad de Corrosion
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4.1 Pérdida de peso

Para determinar la velocidad de corrosion causada por €l consorcio de bacterias
presentes en el gasoducto por el método de pérdida de peso, los experimentos fueron
realizados en matraz erlenmeyer sellado y manteniendo las condiciones anaerobias
constantemente. Cupones metalicos fueron utilizados para este propdsito. Se sumergieron
3 cupones metdlicos en un matraz erlenmeyer de 500 ml que contenia medio Postgate C,
pesados previamente, enseguida se inoculé e consorcio, se burbujed nitrégeno para
mantener |las condiciones favorables para €l desarrollo de las bacterias sulfato reductoras y
finalmente se sell6 herméticamente para evitar €l intercambio de gases. El matraz se
incubd a temperatura ambiente (20-22°C) durante 30 diasy € medio se renovo cada 7 dias.

Los cupones metdlicos sumergidos en e medio inoculado, fueron comparados con los
sumergidos en los medios sin inocular, utilizados como controles. La velocidad del fluido,
la temperatura, la presencia de oxigeno y iones ferrosos son factores importantes para la
formafisicay formacion de la biopelicula.

Al terminar el tiempo de incubacion las muestras se extrgjeron, se sometieron a una
limpieza quimica para eliminar los productos de corrosion presentes en la superficie y
finalmente se pesaron para determinar la pérdida de peso y calcular la velocidad de
corrosion por medio de la siguiente formula:

Velocidad de Corrosion = (K x W)/(A x T x D)

En donde:

K = constante (3.45 x 10°

T = tiempo de exposicion en horas
A = &reaen cm?

W = perdida de peso en gramosy
D = densidad del metal en g/cm®
(ASTM G1-90)

Las unidades en que se expresa la velocidad de corrosion son en milipulgadas de
penetracion por afio (mpy).

L os resultados obtenidos se muestran en la tabla 2. Los datos demuestran que aun en

ausencia del consorcio se presenta corrosion en € cupdn metalico debido a que e proceso
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de corrosion es de naturaleza electroquimica y a encontrarse €l metal en un ambiente
acuoso la corrosion es de manera casi inmediata debido a que los 4 elementos bésicos:
anodo, cétodo, electrolito y flujo de corriente necesarios estan presentes. (Capitulo dos).

También se observa que la velocidad de corrosion es mayor en los experimentos que
contienen el consorcio de bacterias debido a varios factores:

» A que € proceso biolégico generamente se lleva a cabo por peliculas de
microorganismos adheridas a metal (biofilms), estas peliculas estan compuestas por
una microbiota heterogénea que abarca comunidades aerdbicas, microaerofilicas y
anaerobias como se muestraen las figuras 19 y 20.

» La velocidad de corrosion aumenta debido a los microorganismos presentes; la
explicacion mas aceptada se basa en la teoria de la despolarizacion catddica de von
Wolzogen Kihr y van der Vlugt: €l metal se polariza en el agua por la pérdida de sus
iones positivos, mientras se establece un equilibrio, € hidrogeno molecular liberado
permanece en la superficie metdlica. Este hidrégeno entonces es utilizado como
substrato por las bacterias sulfato reductoras que |o remueven de manera permanente a
través de su oxidacion con e sulfato (despolarizacion catédica), por lo tanto se
presenta una oxidacion neta del meta. S ademas en e medio estan presentes
compuestos orgéanicos como donadores de electrones continua la sulfato reduccién que
conduce a formar més &cido sulfhidrico, asi que todo e hierro ferroso (Fe*") puede
precipitar como sulfuro ferroso (FeS). Como se explico en € capitulo 2 tema 5. Ver
figura4 (Capitulo 2).

» También aumenta la velocidad de corrosion debido a la presencia de la enzima
hidrogenasa presente en las bacterias sulfato reductoras por que cataliza la oxidacion

del hidrégeno, activando |a despolarizacién catddica (Rongjun Zuo, 2004).

Tabla 4. Datos obtenidos de la velocidad de corrosion por pérdida de peso.

Experiment Cup6n Area Tzotal Peso perdido Tiempo Vel. Corr.
0 (cm?) (9) (hr) (mpy)
1 6.8512 0.0125 1968 0.4069
Testigo 2 7.0284 0.0134 1968 0.4252
3 6.9102 0.0146 1968 0.4712
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4 6.9102 0.0376 1968 1.2136
Prueba 5 6.9102 0.0176 840 1.3309
6 6.4327 0.0239 1128 1.4457

Laformacion de la biopeliculay el andlisis de la corrosién se determinaron mediante el

uso de microscopia electronica de barrido (MEB) que mas adel ante se detallara.

4.2 Resistencia a la Polarizacion

La Resistencia a la Polarizacion (Rp) es una técnica electroguimica que sirve para
determinar la velocidad de corrosion. Consiste en medir diariamente el valor de Rp que
presenta el metal expuesto a consorcio en el medio Postgate C incubado a temperatura
ambiente (20-22°C) durante 30 dias. En este experimento se utiliz6 como control €l metal
sumergido en e medio Postgate C, incubado en las mismas condiciones.

El procedimiento de este método se describié mas detalladamente en el capitulo 3.

Laveocidad de corrosién se calcul6 empleando la siguiente formula:

Velocidad de Corrosion = icor * F

En donde:

Rp * é&rea
B = Constante
Rp = Resistencia ala polarizacion

F = factor de conversion (mpy)

Los resultados de la velocidad de corrosion del experimento control se muestran en la
tabla 3. Los datos obtenidos del control demuestran que la velocidad de corrosion al inicio
de la prueba es ata, puede ser debido a cambio del potencial que sufre e metal para
determinar la Resistencia a la polarizacion (Rp), pero después la velocidad de corrosion

varia muy poco, se puede decir que en general se mantiene constante y ademés la velocidad
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de corrosion es baja 'y similar a la determinada por € método de perdida de peso. (Ver
grafica 3)

En cambio, los resultados de la velocidad de corrosion que presenta €l metal expuesto al
consorcio de bacterias es mayor (ver tabla 4) y ademas se incrementa conforme transcurre
el tiempo porgue e crecimiento del consorcio de bacterias también aumenta, es decir, la
velocidad de corrosion aumenta conforme aumenta la reproduccion de las bacterias, ya que
también se empieza a formar la biopelicula sobre la superficie del metal, es por eso que de
repente se registran valores bajos y altos en lavelocidad de corrosion. (Ver grafica4).

Otra de las causas por las que se registren valores bgjos y atos en la velocidad de
corrosion es que cambian constantemente € pH, la concentracion de oxigeno e hidrogeno
asi como la composicion de los electrolitos alrededor de la picadura que se encuentra
debgjo de la biopelicula (Borenstein 1994).

Tabla5. Datos obtenidos de la medicion de la Resistencia ala polarizacion (control)

Dia TIZ:T:)DO Rp icorr V(?J“g:g;r
1 0.000 488 1.19997E-05 5.5016
1 0.166 452 1.29554E-05 5.9397
2 24.583 3001 1.9513E-06 0.8946
2 24.666 3464 1.69049E-06 0.7750
3 48.083 2656 2.20477E-06 1.0108
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48.166
71.416
71.500
99.333
99.416
144.583
144.666
171.383
171.500
196.716
196.833
220.633
220.733
238.116
238.233
336.116
336.250
363.850
363.996
387.016
387.133
404.766
404.900
503.216
531.283
531.400
552.450
552.583
578.716
624.100
624.216
376.416
676.533
695.683
695.816
722.783
722.916

3285
3474
3500
3946
3756
3293
3154
4802
4726
4764
4101
4600
4666
4442
5421
4822
5093
4497
4509
4659
4535
5007
5129
3217
5049
4972
5101
5079
4972
5173
4818
4852
5028
4979
5343
4727
4650
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1.7826E-06
1.68562E-06
1.6731E-06
1.484E-06
1.55907E-06
1.77827E-06
1.85664E-06
1.21946E-06
1.23907E-06
1.22919E-06
1.42791E-06
1.27301E-06
1.25501E-06
1.31829E-06
1.08022E-06
1.2144E-06
1.14979E-06
1.30217E-06
1.2987E-06
1.25689E-06
1.29126E-06
1.16953E-06
1.14171E-06
1.82028E-06
1.15981E-06
1.17777E-06
1.14798E-06
1.15295E-06
1.17777E-06
1.132E-06
1.21541E-06
1.2069E-06
1.16465E-06
1.17611E-06
1.09599E-06
1.23881E-06
1.25932E-06

0.8173
0.7728
0.7671
0.6804
0.7148
0.8153
0.8512
0.5591
0.5681
0.5636
0.6547
0.5836
0.5754
0.6044
0.4953
0.5568
0.5271
0.5970
0.5954
0.5763
0.5920
0.5362
0.5234
0.8346
0.5317
0.5400
0.5263
0.5286
0.5400
0.5190
0.5572
0.5533
0.5340
0.5392
0.5025
0.5680
0.5774
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Tabla 4. Datos obtenidos de la medicion de la Resistencia a la polarizacion en presencia del

coNnsorcio bacteriano

Dia Tiempo(hr)

1
1
2
2
3
3
7
8
8
9
9

13
13
14
14
15
15
16
16
20
20
21
21
23

0.000
3.000
21.483
21.633
39.166
39.283
137.200
165.733
165.850
186.466
186.583
282.116
282.233
310.433
310.550
329.666
329.783
357.366
357.483
454.266
454.383
475.866
475.983
525.950

Rp
4676
4752
2371
2443
5378
5634
778
289
866
695
462
490
756
643
647
995
626
276
303
258
226
158.5
230.8
404.5

icorr

1.29114E-06
1.27049E-06
2.54635E-06

2.4713E-06
1.12261E-06

1.0716E-06
7.76014E-06
2.08906E-05
6.97158E-06
8.68689E-06
1.30679E-05
1.23212E-05
7.98596E-06

9.3894E-06
9.33135E-06
6.06772E-06
9.64439E-06
2.18746E-05
1.99254E-05
2.34007E-05
2.67141E-05
3.80908E-05
2.61585E-05
1.49256E-05
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0.5920
0.5825
1.1674
1.1330
0.5147
0.4913
3.5578
9.5778
3.1963
3.9827
5.9913
5.6490
3.6614
4.3048
4.2782
2.7819
4.4217
10.0289
9.1353
10.7286
12.2477
17.4636
11.9930
6.8430
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Grafica 3. Velocidad de Corrosion del Control
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Grafica4. Velocidad de corrosion del metal expuesto a consorcio de bacterias
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5. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Lamicroscopia electrénica de Barrido (MEB 0 SEM en inglés) se utilizo paraanalizar €l
dafio que causan los microorganismos en la superficie del metal asi como para ver la

morfologia de |os mismos.
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Para andlizar €l deterioro que sufre el metal a ser expuesto al consorcio bacteriano se
emplearon cupones metélicos expuestos a consorcio en medio Postgate C incubado a
temperatura ambiente durante 30 dias. Después de transcurrido ese tiempo las muestras
son tratadas para poder obsérvalas al microscopio (Procedimiento descrito en el capitulo 3).
También se analizo un cupon sin exponerse a consorcio, como control.

La figura 16 muestra la superficie del metal del control, en ella se observa que la
superficie no presenta ninguin dafio, solo presenta ralladuras debidas a tratamiento que se le
dio a metal antes de realizar el experimento.

L2

'l

Figura 16. Superficie del metal.

El dafio que causan los microorganismos en el metal se muestra en las figuras 17, 18 y
19. Enlafigura 17 se observalaformacion de la biopelicula formada por el consorcio que
contiene bacterias sulfato reductoras, esta biopelicula se compone en su mayoria de
exopolimero extracelular. En la fotografia se observa e desprendimiento de la biopelicula

y € desgaste que causa en la superficie del cupon comparada con la figura 16 se observan
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cavidades formadas por € consorcio. La formacién de la biopelicula es similar a la que
reportan Xiang Y. Zhu, John Lubeck and Johmn J. Kilbane (2003) y Zoibet Duqgue, (2004).
El dafio provocado en el metal es similar al que muestran los autores Iwona B. Beech and
Christine C. Gaylarde (1999).

i P e
] L .

Figura 17. Biopeliculaformada en la superficie del metal.

En lafigura 18 se observa que la biopelicula que formo el consorcio bacteriano presenta
una forma amorfa parecida a la que reportan lwona B. Beech and Christine C. Gaylarde
(1999), Robert Jeffrey and Robert E. Melchers (2002), Santana Herndndez Francisco J. y
Ferry Ann Else (2003).
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El consorcio bacteriano provoca picaduras en la superficie del metal como se observa en
la figura 19, este dafio es similar al reportado por otros autores como Iwona B. Beech and
Christine C. Gaylarde (1999).

El dafio que provocan las bacterias sulfato reductoras (BSR) es mayor que el provocado
por otros microorganismos, segun lo reportd Zoibet Duque, Eduardo Chicote (2004); es por
es0 que se observa en la figura 19 varias picaduras sobre la superficie del metal, ya que el
consorcio contiene BSR y son similares alas imagenes del dafio que muestran estos autores

en su trabagjo.

Figura 18. Biopeliculaformadaen la superficie del metal.

o
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Figura19. Acercamiento delabiopelicula

Para observar la morfologia del consorcio que contiene bacterias sulfato reductoras se
utilizd un cultivo en medio API de 24 horas de incubacion, el cual recibié un tratamiento
especial descrito en € capitulo 3 para obsérvalo a microscopio electronico de barrido
(MEB).

En las figuras 15, 20, 21 y 22 se observa que el consorcio esta integrado por diferentes
bacterias, se observan varios tipos de microorganismos. bacilos largos y aislados, bacilos

curvos agrupados formando circulosy aislados y bacilos cortos.
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Figura 20. Consorcio de bacterias presentes en el gasoducto.
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Figura 21. Acercamiento del consorcio.

:
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Figura 22. Acercamiento del consorcio.

Este consorcio se presume que contiene bacterias sulfato reductoras (BSR) por que
cuando se inoculan en medio API-R38 o Postage B, los cuales contienen hierro en su
formulacion paraindicar la produccion del i6n sulfuro indicativo de la presenciade BSR, €
medio se ennegrecia. Y ademés al observar la figura 23 y comparar las formas de vibrio
que reporta Iwona B. Beech en la biopelicula formada por bacterias sulfato reductoras, las

formas son semejantes.
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AL

Figura 23. Acercamiento del consorcio.
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Conclusiones

Bacterias sulfato reductoras (BSR) estan presentes en la muestra.

Las BSR no se pudieron aislar debido a que formar parte de un consorcio.

La cinética de crecimiento del consorcio presenta tres fases de desarrollo: la fase de

adaptacion donde el crecimiento eslento, lafase exponencia y lafase estacionaria.

En cuanto a consumo de sulfatos y produccion de sulfuro, se observa que conforme se

consumen |los sulfatos, la produccion de sulfuro es mayor.

Este consorcio se encuentra integrado por diversas bacterias ya que en la microscopia
electronica de barrido se observan varias morfologias: bacilos largos y aislados, bacilos
curvos agrupados formando circulos y aislados y bacilos cortos. Por lo cual se puede
suponer que este consorcio pueden estar presentes bacterias del grupo Desulfovibrio y/o

Desulfotomaculum.

El consorcio aceleralavelocidad de corrosion en e metal.
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ﬂeéncﬁce

Medio Postgate E

Composicion por litro

KH,PO, 05g
NH,CI 1g
NaSO4 1g
CaCl, 6 H,0 1g
MgCl, 7 H,0 29

L actato de sodio 35¢g
Extracto de levadura 19
Acido ascorbico 01g
Acido tioglicdlico 0.1g
FeSO, 7 H,0 05g
NaCl 159
Agar 2049
pH 7.6

Medio Postgate B

Composicion por litro:

KH,PO, 05¢
NH4CI 1lg
CaS0O, 19
MgSO, 7 H,O 29

L actato de sodio 35¢
Extracto de levadura 19
Acido ascorbico 01g
Acido tioglicdlico 0.1g
FeSO, 7 H,0O 059
NaCl 15¢
pH 7.0-7.5
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ﬂeéncﬁce

Medio Postgate C

Composicion por litro:

KH,PO4 059
NH,CI 1lg
NaSO4 45¢g
CaCl2 6 H20 0.06g
MgSO, 7 H,O 0.069g
Lactato de sodio 69
Extracto de levadura 19
FeSO, 7 H,O 0.004 g
Citrato de sodio 7 H,O 0.3g
NaCl 159
pH7.5+0.2

Medio APl RP 38

Composicion por litro

L actato de sodio 60% 8.0ml
Extracto de Levadura 20g

Acido ascorbico 029
MgSO, 04¢9
K,HPO, 0.02g
Fe(NH3)2(S0,), 6H,0 0.2¢g
NaCl 10.0g
NaxSO3 04g
Azul de metileno 0.2ml
Agua destilada 1000 mi

Soluciéon Buffer Antioxidante de Sulfuros

Composicion por litro
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ﬂeéncﬁce

NaOH 80¢g
Acido ascorbico 35¢g
EDTA disodico 679
Aguadestilada 1000 ml
Acido Inhibido

Composicion por litro

HCIl conc 1000 mi
Sb,03 209
SnCl, 309

Agar Nutritivo

Composicion por litro

Peptona de gelatina 509
Extracto decarnederes 3.0g
Agar 15.09g
pH 6.8+ 0.2
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