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Resumen

En este trabajo se presenta una investigacién para determinar si el potencial de
proteccién catodica de -950 mV Vs Cu/CuSQy, establecido como criterio normativo
para la proteccion de estructuras metalicas enterradas o sumergidas, es suficiente
en presencia de microrganismos, tales como bacterias sulfato reductoras (BSRs).

Para conocer el efecto de los microrganismos sobre la superficie del acero (API
XL52) protegida catdédicamente, asi como la influencia de los potenciales de
proteccién sobre la colonizacion de la superficie por microrganismos, se realizaron
pruebas fisicas, quimicas, electroquimicas, microbioldgicas y se realizaron analisis
de superficie mediante electrénica de barrido ambiental.

Para cada uno de los experimentos realizados en la celda electroquimica de
evaluacion (CEE), al término de cada prueba, el electrodo de trabajo cubierto con
biopelicula y productos de corrosion, fue analizado mediante Microscopia
Electronica de Barrido Ambiental, a fin de determinar la presencia de
microrganismos en la matriz de la biopelicula. De igual forma, la superficie
metalica se analizé para detectar el tipo de dafio por corrosion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los potenciales de proteccion aplicados y
la alcalinidad generada, no lograron inhibir el crecimiento de los microrganismos
de prueba. Solamente en el potencial de -1100 mV, se observo un pleomorfismo
en la forma de las BSRs. Asi mismo, se observo que en algunos de ellos se
generaron formas de resistencia o de proteccion (endosporas).

Los resultados del analisis de superficie de los electrodos de trabajo, evidencian
dafos por corrosion generalizada y localizada. Por la forma, tamafio y tipo de
corrosion se observl que estos se ven afectados por la densidad de corriente de
proteccion, este efecto se visualiza por la disminucién en la densidad, profundidad
y la morfologia de la corrosion localizada. En este sentido, en los potenciales de
- 850, - 900 -950 mV, se denotd el mayor dafio por este tipo de corrosion; mientras
gue en los potenciales de -1000 a -1100 mV, la corrosién localizada disminuye en
densidad y profundidad.

Palabras clave: Corrosion inducida por microrganismos, proteccion catddica,
bacterias sulfato reductoras
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Lista de simbolos y acr6nimos

pH Potencial de Hidrogeno

PC Proteccion Catodica

BSRs Bacteria Sulfato Reductoras

mV  Milivolts

ip Corriente de proteccion

SPC Sistemas de Proteccion Catddica

V Voltaje

NACE Asociacion Nacional de Ingenieros en Corrosion

NACE RP Asociacion Nacional de Ingenieros en
Recomendadas

DNV RP Det Norske Veritas Practicas Recomendadas
ISO Organizacion Internacional para Estandarizacion
icor Corriente de corrosion

Ecor Potencial de corrosion

E- pH Relacion de Potencial pH

g gramos

| litros

°C Grados Celsius

Epror. Potencial de Proteccion

EPS Sustancia Polimérica Extracelular

NAD Nicotinamida Adenin Dinucled6tido

Corrosion

Practicas
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NADP Nicotinamida adenin Dinucledtido Fosfato
ATP Adenosin Trifosfato

APS Adenosin Fosfo Sulfato

AMP Adenocin Monofosfato

ADP Adenocin difosfato

PP; Difosfato inorganico

PAP Adenocin Fosfo Fosfato

K Constante de disociacion del acido sulfhidrico
Cuzs Contante de ionizacion para el acido sulfhidrico
Ch2s Constante de ionizacion del ion sulfhidrico
Ch2s contante de ionizacion del ion sulfuro

KDa Unidad de Masa Atomica o Dalton

CCF Fraccion Combinada Corrosiva

CIM Microorganismos que Inducen Corrosion

h horas

API Instituto Americano del Petroleo

CR Cepa de Referencia

CM Cepa de Mantenimiento

CT Cepa de Trabajo

Topota-TA Kit para eficientar la clonacién de la Taq polimerasa

DNA Acido Deoxiribonucleico
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RNA Acido Ribonucleico

rDNA Acido Deoxiribonucleico Ribosomal

16s Subunidad de nucleétidos del 32s del ribosoma de los Prokariotes
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa

DNTP’S Dinucleodtidos elementales Adenina- Timina y Guanina —Citocina que se

adhieren, al sitio activo de la DNA polimerasa.

NVZ1 Oligonucleétidos o iniciadores o primers usados para ampliar una regién
enle6s

Tag DNA polimerasa Enzima termoestable aislada del bacilo Thermus aquaticus

gue se utiliza en la replicacion del ADN

QIAgen Equipo utilizado para purificacion rapida del ADN

Fago T4 Bacteridéfago de enterobacterias que se utiliza en la replicacién del ADN
E.coli Nombre de la enterobacteria Escherichia coli

LB + ampicilina + IPTG + X-Gal Medio selectivo para seleccionar bacterias con

plasmido

ECO RI Enzima de restriccion o endonucleasa

PB Pares de Bases

RFLP’S Longitud del Fragmento de Restricciéon Polimorfismo

Hhal Enzima que corta cada 4 pb, fue aislada de Haemofilus haemoliticus.
Progect-1l RPD-1l Base de datos del Programa Ribosomal

NCBI Centro Nacional de Biotecnologia de la Informacién

Fast Prep®. Equipo para lisis de células y tejido celular

pl Microlitros
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BSA Albumina de Suero de Bobino

EDTA Etilen Diamin Tetraacético

PSB Buffer de Fosfato Salino

rpm revoluciones por minuto

TOC Carbén Orgéanico Total

OCP Potencial a Circuito Abierto

km kilémetro

CER Celda de Electroquimica de Referencia
CEE Celda de Electroguimica de Evaluacion
DO Densidad Optica

API XL-52 Especificacion del acero utilizado en el transporte de hidrocarburos
Eh Potencial de oxidacion reduccion

UV Rayos ultravioleta de longitud de onda especifica utilizada para esterilizacion

de superficies

Rp Resistencia a la Polarizacion

EIS Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

MEBA Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental

Dp Densidad poblacional

mpa Milésima de pulgada por afio

Vcorr Velocidad de corrosion

K Constante cuyo valor determina las unidades de velocidad de corrosién

A Area de exposicion a evaluar (cm?)
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o Densidad del metal a evaluar expresado en g/cm?®

T Tiempo de exposicion del metal en el medio (Hs)
B Coeficiente de Stern Geary

Rp Resistencia a la polarizacion

Eq Peso equivalente

Z, Impedancia real (Z")

Z, Impedancia imaginaria (Z"")

EFC Elemento de Fase Constante

Rs Resistencia a la solucion

Rtc Resistencia a la transferencia de carga

Cdl Capacitancia de la doble capa

Cdl-t Elemento de fase constante asociado a la capacitancia

Cdl-p Elemento de fase constante asociado al grado de desfasamiento de las

curvas del diagrama de Nyquist
Rpc resistencia de los productos de corrosion

W Elemento de Warburg del circuito equivalente en procesos controlados por

difusion

W1-T y W1-P Parametros asociados con la capacitancia de la doble capa en el

circuito con elemento de Warburg
Wi Peso inicial
Wf peso final

AW diferencia en peso
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En la presente seccion se muestra una secuencia del estudio, comenzando por
una introduccion a la problematica, hipotesis y objetivos en lo cual se fundamenta
este proyecto de investigacion. La seccidn 2, presenta los antecedentes sobre el
tema y se identifican las principales areas tematicas a considerar. En la seccién 3
describe los métodos experimentales y materiales requeridos para este trabajo. En
la seccion 4 se presenta los resultados y se realiza un analisis y discusion de
estos. En la seccion 5 se lista las conclusiones generales. Las recomendaciones y
trabajos futuros son abordados en la seccion 6. Las referencias que dan soporte al
trabajo de investigacion son presentadas en la seccion 7.

1. Introduccion

El deterioro del recubrimiento anticorrosivo en estructuras enterradas o
sumergidas trae como consecuencia que se incremente el potencial a fin de
satisfacer la demanda de corriente de proteccién. Sin embargo, el incremento
desmedido y sostenido en potencial, puede traer consecuencias graves en el
sistema de proteccion mediante corriente impresa, debido al desprendimiento
catdédico del recubrimiento anticorrosivo por alcalinizacion local y acumulacién de
hidrogeno reducido. La concentracion de hidrogeno puede dar lugar a la migrar
hacia el interior de la red cristalina del metal y ocasionar problemas fisicos en la
estructura de los materiales con pérdidas en la ductilidad. Por otra parte, la
acumulacion del hidrogeno reducido o la forma molecular del hidrégeno, se atrae
del entorno de la tuberia a las bacterias sulfato reductoras por efecto denominado
guimiotactismo. La presencia de estos microorganismos en estos sitios complica la
situacion, ya que modifican el ambiente de la interfase por cambios en pH,
incremento en la movilidad de gases e intercambio de iones del electrolito del
suelo, de esta forma y de manera local se logra perturbar a la proteccion catédica
y ademas, se inducen la corrosion debido a la produccién de acido sulfhidrico

sobre la superficie del metal.
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1.1 Hipotesis de trabajo

Para el presente estudio, se han elaborado una serie de presunciones que en

conjunto ayudan a entender la mecanica de interaccion entre los procesos de PC,

BSRs y efectos sobre el metal.

La corriente que proporciona el potencial de - 950 mMVcucusos, €S
insuficiente para controlar la corrosion localizada inducida por las BSRs.

El efecto de alcalinizacién en la superficie del metal debido a la actividad de
la PC, no es factor determinante para inhibir la actividad de las BSRs.

En los procesos de PC, la actividad de las BSRs incrementa la demanda de
ip-
La utilizacion de hidrogeno molecular por la actividad microbiana, intensifica
la despolarizacion catodica.

Los procesos de corrosion localizada tipo picadura, estan inducidos por la
actividad del sulfuro de hidrégeno biogénico y la inestabilidad de peliculas

de sulfuros de hierro.

1.2 Objetivo general

Determinar si el criterio normativo que fija los - 950 mV cucusos, protege
eficientemente a las estructuras metalicas enterradas o sumergidas, en

presencia de bacterias sulfato- reductoras.

1.2.1 Objetivos especificos

Conformar y caracterizar un consorcio de BSRs mediante técnicas
tradicionales y biologia molecular, que permitan desarrollar las pruebas en
los potenciales de -850, -900, -950,-1000 y -1100mVcuy/cusoa-

Evaluar el efecto existente entre la interrelacién de poblacion de bacterias

sulfato- reductoras y la protecciéon catddica.
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e Conocer la cinética microbiana y fisiologica de la poblacion de bacterias-
sulfato reductoras, a fin de conocer la influencia de potencial de proteccion
sobre la poblacion.

e Determinar el grado y tipo de corrosion que se produzca mediante técnica

gravimétrica y electroquimicas, apoyados en el analisis de superficie.

e Aportar evidencias para apoyar o reconvenir el criterio que actualmente se

ha establecido para los SPC en presencia de BSRs.
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2. Antecedentes

Los microorganismos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, en
donde se han adaptado a su medio ambiente, adquiriendo caracteristicas propias
del sitio. En este entorno, propician condiciones favorables para su desarrollo,
generando mecanismos complejos para la adquisicion de nutrientes. En estos
procesos, los microorganismos hacen asociaciones de simbiosis entre ellos y otros
grupos, desarrollando flujos energéticos o cadenas nutricionales, en donde cada
poblacion se beneficia[l].

Las comunidades de microorganismos se organizan y conforman grados de
especializacion, que estan influenciados por su entorno y los suministros de

fuentes nutricionales contenidas en el suelo para su desarrollo.

El suelo se considera como la capa de espesor variable mas superficial de la
corteza terrestre, que resulta de la descomposicion de las rocas por actividad
atmosférica, accién hidrologica y la reconformacion de los seres vivos. La
extension del suelo estd en contacto dinamico con la atmoésfera; es diverso en
cuanto a texturas, composicion quimica y condiciones fisicas del terreno.
Asimismo, contiene una diversidad muy rica en organismos y microorganismos

(actinomicetos, algas, hongos y bacterias, entre otros).

El estudio de un suelo se hace a través de un corte vertical o bien mediante la
perforacion de este para la obtencion de nucleos; a estos cortes se les conoce
como perfil de un suelo. El perfil exhibe diferentes capas conocidas como
horizontes, las cuales se deben a la actividad biol6gica que degrada a la materia
organica en diferentes niveles, creando matices de color del suelo y llegando

hasta la mineralizacién e incorporacion de la materia inorganica [2, 3].

En el perfil de un suelo, se produce un gradiente de concentracion de oxigeno,
debido a la gran demanda que realizan los organismos y microorganismos que se
encuentran profusamente distribuidos en la franja aerdbica del suelo. De esta

manera, en la parte mas profunda del perfil el oxigeno se agota y escasea,
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generando condiciones de microaerofilia. A las poblaciones de microorganismos
gue se desarrollan bajo estas condiciones se les denominan facultativas, ya que
generan mecanismos alternos de respiracién y dependiendo de las circunstancias,

se activa uno u otro sistema de respiracion.

En la parte profunda e inferior del perfil del suelo, se localiza una franja de espesor
variable de anaerobiosis (ausencia de oxigeno); ésta, también se encuentra en
lagos, lagunas, rios, lechos marinos y aguas sulfurosas y/o termales. Aqui, la
actividad biolégica esta conformada exclusivamente por comunidades de
microorganismos anaerobios, entre los que se encuentran: bacterias nitrato y
nitrito reductores; bacterias reductoras del hierro y del manganeso (archeas),

bacterias sulfato reductoras, entre otras.

Las bacterias anaerobias se caracterizan por su metabolismo y tener receptores
de electrones (e") diferentes a los que se tienen para el oxigeno en la respiracion
aerobia. En el sistema anaerobio, receptor se obtiene a partir de la reduccion del

compuesto o elemento que va funcionar como aceptor final electrones, ejemplo
son los nitratos (NO;) al reducirse su estado de oxidacién cambia a nitritos con

cambio de valencia del nitrdgeno, en las sales inorganicas puede usarse al hierro

(Fe*) y manganeso (Mn*) y en los sulfatos (so27), se utiliza al azufre, entre

otros [1, 4].

El sistema de respiracion anaerobia es menos eficiente que el aerobio para la
obtencién de energia; por tal motivo, el metabolismo y crecimiento de los
microorganismos es mas lento. Sin embargo les permite desarrollarse bajo

condiciones completamente anoxicas.
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2.1 Bacterias Sulfato reductoras (BSRs)

El grupo de bacterias sulfato reductoras, dentro del contexto anaerobio, tiene gran

relevancia en diferentes mecanismos o procesos que involucran a los compuestos

de azufre en la naturaleza, como son los siguientes [5]:

La reintegracion de los sulfatos en el ciclo del azufre,

La alteracion de la geoquimica del agua bajo suelo, debido a la
transformacion de los sulfatos a sulfuros,

La sedimentacion geoldgica por la depositacién masiva de sulfuros,

El saneamiento de cuerpos de agua (en tratamiento o digestores
anaerobios), bajo condiciones andxicas

En procesos de corrosion bajo condiciones libres de oxigeno,

2.2 Caracteristicas fenotipicas del grupo de bacterias sulfato reductoras

Este grupo de microorganismos, en principio estuvo constituido por 5 especies: D.

desulfuricans, D. vulgaris, D. Solexigens, D. gigas y D. africanus. Sin embargo,

hoy en dia se ha visto incrementado notablemente por la incorporacion de otras

bacterias. Las BSRs presentan diversas caracteristicas, tales como:

Tienen formas de vibrios y/o bacilos (en ocasiones llegan a formar cadenas
y filamentos),

Generalmente son Gram negativos,

Su tamafio de varia de 1 a 3 um de largo y 0.5 um de ancho,

Son moviles por flagelo monotrico o lofotricom,

Pueden generar formas de resistencia o esporas,

Pueden ser mesofilicas, termofilicas o termorresistentes, psicrofilicas,
Pueden ser barofilicas y osmofilicas,

Desarrollan caracteristicas alimenticias del tipo: heterotréficas, autotroficas
0 quimiotrdficas,

Crecen en una amplio rango de pH (4 a 10),

Presentan la habilidad de conversién de sulfatos a sulfuro; en esta transicion se

dan varios eventos de o6xido-reduccién, tanto en su entorno como a nivel de
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membrana celular. A la par se establece un flujo de electrones que se utilizan para
generar energia y efectuar su respiracion. El aceptor final de electrones en este
proceso es el sulfuro, que reacciona con los protones de hidrégeno (HY)
circundantes para formar el sulfuro de hidrégeno (H,S), producto que es
expulsado al exterior de la célula[6].

2.3 Filogenia de las Bacterias Sulfato reductoras (BSRs).

Hoy en dia, el grupo de bacterias sulfato reductoras ha sido tratado como un grupo
fenotipico, junto con otras bacterias reductoras del azufre. Para propositos de
identificacion, éstas se encuentran en algunas lineas filogenéticas, debido a
algunas diferencias encontradas y se han incluido tres lineas en el grupo de

proteobacterias:

e Desulfobacteriales
e Desulfovibrionales

e Syntrobacteriales

A este grupo se les agregaron las bacterias termofilas, que tienen la habilidad de
reducir a los sulfatos para disponer al sulfuro como aceptor de electrones; estas

bacterias tienen su propia filogenia denominada termofilobacteria [7].

Al igual que las bacterias sulfato reductoras, hay otros grupos de bacterias que
usan al sulfato como agente oxidante y lo reducen hasta sulfuro. A este tipo de
metabolismo se le conoce como desasimilacidon y consiste en reducir a los sulfatos
hasta sulfuros (S?% ), los cuales funcionan como aceptores de electrones en la
cadena respiratoria. En el transcurso de dicho proceso, se genera la energia

necesaria para la activacion de procesos vitales de los microorganismos.

Por otra parte, se tiene la reduccion de sales minerales (NO3,S0Z~,P0;7) y CO,
para su incorporacién al interior de la célula, como elementos estructurales de la
misma, tales como: carbohidratos, proteinas y lipidos, entre otros compuestos. A

este proceso metabdlico se le conoce como asimilacion.
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2.4 Interrelacion del ecosistema de las BSRs con los procesos de proteccion

catddica aplicada a la infraestructura de transporte.

Bajo el contexto descrito acerca de las caracteristicas de los microorganismos y su
distribucién en el perfil del suelo y zonas lacustres, se presenta una interrelacion
de las bacterias sulfato-reductoras, con las diversas estructuras metalicas
enterradas o sumergidas, utilizadas por las diversas actividades industriales

realizadas por el ser humano.

En este ambito y por seguridad, de manera general todas las lineas de transporte
y distribucion de fluidos se encuentran a una profundidad de por lo menos 1.20 m.
Bajo este ambiente, los sistemas se encuentran expuestos a los efectos de la
actividad del entorno (humedad, gases disueltos, salinidad, pH y microorganismos,

entre otros la aireacion diferencial).

Dado que la longitud de las lineas de transporte es variable, durante su trayectoria
las tuberias pueden estar en contacto con diferentes tipos de suelos, de diversas
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas. Asi, se tiene ambientes que

pueden ser amigables o adversos a los sistemas.

Con la finalidad de proteger a los sistemas de transporte de un medio ambiente
agresivo y extender en lo mayor posible la vida util de las estructuras, éstas se
encuentran protegidas con diferentes tipos de recubrimientos anticorrosivos.
Adicionalmente, se implementan sistemas de proteccion catddica, ya sea

mediante corriente impresa o bien con anodos galvanicos.

Se han desarrollado recubrimientos anticorrosivos de naturaleza organica e
inorganica, que permiten aislar y proteger eficazmente las instalaciones de
transporte y cualquier otra estructura metdlica que esté inmersa en agua o

enterrada, garantizando con esto un menor riesgo de falla, asi como un mayor
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tiempo de servicio. Los recubrimientos mantienen a las estructuras libres de la

agresividad del medio ambiente que les rodea.

No obstante al advenimiento de nuevas tecnologias en recubrimientos aplicados
en sistemas de transporte, en varias regiones del mundo se cuenta con grandes
inventarios en infraestructura de recoleccion, transporte y distribucion de
hidrocarburos que llevan funcionando por varias décadas e inclusive algunas

rebasan el limite en tiempo de vida util.

En gran parte de estos inventarios, el recubrimiento anticorrosivo que fue aplicado,
presenta diferentes grados de deterioro y las anomalias mas comunes que han
sido reportadas consideran la biodegradacion, deformacion, agrietamiento, pérdida
de adherencia y desprendimiento del recubrimiento. Todas estas fallas, llegan a
permitir la exposicion de areas del metal al medio que le rodea, provocando con
esto una condicion mas agresiva del medio ambiente y estableciendo la necesidad
de un ajuste en los parametros de control proporcionados por los sistemas de

proteccion catddica utilizados.

La gran infraestructura de recoleccion, transporte y distribucién de hidrocarburos
existentes en el pais, generalmente se encuentra protegida del entorno con
recubrimientos anticorrosivos del tipo esmaltes de brea de alquitran de hulla,
asfaltenos y cintas plasticas. Estos recubrimientos con el tiempo han sido
deteriorados por diferentes factores ambientales (intemperizacién), lo que

ocasiona que el metal presente contacto con el medio ambiente que le rodea.

2.4.1 Medio ambiente

Se considera al medio ambiente como aquel que rodea parcial o total a un cuerpo
y/o sistema y este puede ser gaseoso (atmoésfera), liquido (agua) y solido (suelo).
El ambiente esta influenciado por factores fisicos, quimicos y biolégicos; estos
pueden interactuar de manera directa o indirecta con el sistema y viceversa,
creandose relaciones sencillas o complejas, ejemplo de ello, son las estructuras

metélicas enterradas y sumergidas que estan sujetas a diversos factores
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ambientales que interaccionan y deterioran las propiedades del sistema de

proteccién anticorrosiva y exponen al ambiente la estructura metalica.

Las anomalias por las cuales un recubrimiento anticorrosivo expone al metal a su
medio ambiente pueden ser de origen o bien por intemperizacién del recubrimiento

durante su vida util.

Las fallas de origen son aquellas que se ocasionaron durante la aplicaciéon del
recubrimiento a la tuberia, siendo las mas comunes: preparacién inadecuada de la
superficie, calidad del recubrimiento y dafios durante el transporte e instalacion,

entre otros.

En la preparacion de superficie y aplicacion del recubrimiento, un elemento que
influye en la falla de un recubrimiento es el polvo y la humedad. El polvo en su
forma, tamafio y contenido es muy diverso; generalmente dentro de este se alojan
pequefas cantidades de gases (O,, CO,, SO, entre otros), particulas de arcilla
hidratadas, sales inorganicas, humedad e impurezas. Cuando estos tipos de
corpusculos quedan entrampados entre la pelicula del recubrimiento y el metal, la
humedad retenida en las particulas del polvo, desarrolla una serie de cambios
tanto fisicos como quimicos entre las particulas, metal y sustrato organico, que
ocasionan un incremento en volumen y pérdida de adherencia del recubrimiento
de manera local. A este fenbmeno se le conoce como ampollamiento y puede

llevarse a cabo en dos formas:

Entre las capas del recubrimiento, logrando desarrollar valores de pH entre 6.5 a
8.0, ademas de hidrdlisis parcial en los grupos ésteres y epoxidos de las resinas,
lo cual ocasiona reblandecimiento, desprendimiento entre las capas Yy

degradacion.

Asi mismo, se presenta un ampollamiento entre el recubrimiento y el sustrato
metdlico, en donde se llega a desarrollar valores de pH que llegan a ser de 3 a 4.

Esta acidez localizada provoca dafios al recubrimiento como a la estructura
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metalica, razon por la cual este tipo de ampollamiento es considerado el mas

riesgoso y coman.

El crecimiento del ampollamiento se origina por las reacciones que se llevan a
cabo al interior del mismo. Esto causa una presidbn osmotica tanto del interior
como del exterior del recubrimiento, originando una pérdida de adherencia y
formando una &mpula o deformacion, debido a cambios en la elasticidad y
permeacion de la malla orgénica del recubrimiento, hasta llegar en ocasiones al

rompimiento del sustrato [8, 9].

La presencia de ampollamiento en los recubrimientos adheridos a estructuras
metalicas, facilita y promueve el intercambio con el medio ambiente y es en esta
etapa cuando se abre una de las posibilidades de migraciéon de microorganismos

del medio entorno hacia la interfase metal — recubrimiento.

La degradacion del recubrimiento por intemperismo es otra de las fallas que se
presenta en la inspeccion de estructuras enterradas o sumergidas, esta es
promovida por factores fisicos, quimicos y biolégicos. La degradacion quimica es
dada por sustancias presentes en el medio que infieren en el deterioro de las
propiedades anticorrosivo, mientras que la degradacién microbiolégica se origina
debido a la capacidad enzimatica de algunos microorganismos del suelo y agua
(hongos y bacterias), para degradar a moléculas complejas presentes en el
alquitran de hulla y los asfaltenos, para obtener moléculas mas sencillas que
pueden ser metabolizadas por estos microorganismos. Para este caso no se tiene
definido cuando un proceso se inicia primero o bien si ambos interactian en

tiempo.

Esta degradacion es lenta pero constante, llegando a consumir gran parte del
grosor original del recubrimiento. Este deterioro ha sido confirmado a nivel
laboratorio como en campo durante la deteccion e inspeccion de anomalias
externas de algunos tramos de tuberia, donde el revestimiento ha perdido gran

parte del espesor original, encontrando capas muy delgadas o solamente vestigios
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de recubrimiento y afectando la superficie del metal [10], este es otra mecanismo

por el cual el medio ambiente circundante se pone en contacto con la tuberia.

Otro tipo de recubrimiento encontrado en gran parte de restauraciones son las
cintas plasticas asfalténicas o de polipropileno; estas presentan mayor resistencia
a la biodegradacion. Sin embargo los aditivos que proporcionan adhesividad y
elasticidad a las cintas, presentan vulnerabilidad al ataque por hongos y algunas
bacterias originando pérdida de adherencia, flexibilidad y endurecimiento de las
cintas. El deterioro en estas partes de las cintas, da lugar también a la posible
accesibilidad del entorno al sustrato metalico.

2.4.2 Efectos suelo-tuberia

Dentro de las fallas que presentan los revestimientos de asfaltenos y alquitran de
hulla son las deformaciones y agrietamientos. Las deformaciones se producen por
adhesion y peso del suelo (soil stress), sobre las capas del alquitran de hulla
durante el proceso de aplicaciéon. Cuando la aplicacion del recubrimiento no se
realiza de manera adecuada, entonces se presentan escurrimientos, dejando
espesores delgados en la parte superior de las tuberias y mas gruesos en las

partes bajas.

Otra interactividad es la deformacion y agrietamiento del recubrimiento, que se
producen por adhesion del suelo al recubrimiento y el deslizamiento horizontal de
la tuberia[1l], a consecuencia de este efecto se provocan irregularidades en el
espesor y genera areas delgadas y agrietamientos, en los cuales se debilita la
proteccion anticorrosiva ante la accion electrolitica del suelo y la actividad
microbiana. Los agrietamientos pueden ser los mas riesgosos, ya que la anomalia
crece en longitud y profundidad, llegando en ocasiones hasta el sustrato metalico,

donde el factor ambiental del suelo puede penetrar e interactuar con la estructura.

Aln y cuando un recubrimiento anticorrosivo es aplicado de manera adecuada,

generalmente se considera que deja un pequefio porcentaje de area descubierta,
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la cual debe ser protegida contra los efectos del medio ambiente, mediante
técnicas complementarias, tales como la proteccién catddica (PC).

El principio de operacion de la PC, establece una serie de pardmetros de control,
entre los que se encuentran la demanda de corriente y el potencial de la estructura
a proteger. Estos parametros dependen en gran medida de la cantidad de
superficie libre expuesta al medio ambiente.

De esta manera, la presencia de fallas en los recubrimientos da lugar a que exista
una mayor demanda de corriente de proteccion, hasta lograr estabilizar los
requerimientos minimos establecidos en el disefio correspondiente. Sin embargo,
los ajustes en el sistema no siempre resultan ser tan sencillos, ya que si no se
tiene un control adecuado, se incurre en el riesgo de generar reducciones
sustantivas de especies quimicas del electrolito del suelo, con desprendimiento de
hidrogeno o bien generacion de iones oxidrilo (OH™), cuando el oxigeno esta

presente.

El complemento de proteccion anticorrosiva se lleva a cabo a través de la PC, la
cual considera dos modalidades: por corriente impresa y/o mediante anodos

galvanicos de sacrificio (magnesio, aluminio y zinc).

2.5 Proteccion catédica

La proteccidn catddica es una técnica que basa su principio en la electroquimica y
consiste en aplicar una corriente eléctrica a una estructura metalica y polarizar su
superficie a fin de que esta funcione como catodo y colocarla en una zona inmune

al fenbmeno de corrosion (-850mVecy/cusoa)-

2.5.1 Modalidades de la proteccion catédica

a) La PC presenta dos modalidades de aplicacién, la primera de ella se realiza
mediante corriente directa, que consiste en una fuente de corriente, rectificador,
estructura metélica a proteger y un anodo, estos elementos conectados

adecuadamente, se aplica la proteccion catdédica mediante corriente impresa.
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b) La segunda modalidad es un sistema sencillo que consiste en colocar camas
anodicas (serie de dnodos galvanicos) en puntos selectivos y que se conectan
eléctricamente a la estructura a proteger (céatodo).

2.5.2 Anodos de sacrificio

Los &nodos de galvanicos tienen la propiedad de ser mas electroactivos que el
hierro (-0.441V), tal es el caso de magnesio (-1.866V), aluminio (-1.67 V) y zinc
(-0.762V), lo que permite establecer que haya una diferencia de potencial a fin de
que el flujo de electrones drenados por los &nodos de sacrificio fluyan hacia la

estructura de acero que requiere ser protegida o funcione como un céatodo.

2.5.3 Desprendimiento catodico

Cuando el recubrimiento comienza a fallar, los parametros de control de la PC
requieren ser ajustados para mantener en operacion al sistema. Sin embargo
cuando los procesos de ajuste de potenciales se prolongan, los sitios donde el
sustrato metalico esta en contacto con la humedad del suelo (electrolito) o lecho
acuoso, la reduccién de las especies quimicas (H*,0, y H,0), reaccionan con
mayor velocidad, de tal manera que los productos no alcanzan a difundir o
reaccionar en su entorno y se acumulan localmente. El hidrégeno molecular
formado, puede generar pérdida de adherencia al recubrimiento alrededor del
dafno; este proceso es comun y se le conoce como desprendimiento catodico del
recubrimiento. Aqui, si el oxigeno esta presente retoma 4e” del flujo corriente de
proteccion catddica, produciendo 4 hidroxilos libres (40H~). Cuando esta reaccién
ocurre, se inicia una saponificacion de los grupos funcionales de la polimerizacién
de la resina del recubrimiento y comienza el ablandamiento o degradacion del
mismo; ademas de alcalinizar la superficie del metal y difundir al medio de manera
local, lo que trae como consecuencia cambios en el pH, pérdida de adherencia y

fragilizacion del recubrimiento [12].

Gran parte de este escenario expuesto, ha sido el comin denominador en las

diferentes fallas por corrosion en lineas de transporte de hidrocarburo [13], donde
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el factor biolégico ha estado presente no solo en los diferentes estudios de campo
[14], sino también en los efectuados a nivel laboratorio [15], y en la mayor parte de
las fallas histéricas por corrosion exterior.

En base en estos hechos histéricos, la NACE ha generado el criterio de los -950
MVcucusos [16], @ fin de satisfacer la demanda de corriente de proteccidn en sitios
criticos, este criterio en principio, fue propuesto solamente bajo consideraciones
termodinamicas, sin tener una sustentacion practica y fue hasta los estudios
hechos [17] que le brindaron un soporte de validacién, este se llevé a nivel
laboratorio mediante ensayos con placas metélicas protegidas con potencial de —
950 mVcucusos Y Sumergidas en contenedores con cieno marino procedente del
mar del norte con y sin bacterias sulfato reductoras, bajo condiciones libres de

oxigeno.

2.5.4 Criterio de los 950 mVcy/cusoa

Hoy en dia, NACE International sugiere aplicar este criterio a través del Standard
Recommended Practice RP0169-02, indistintamente a la eventualidad que se esté
ocasionando la demanda de corriente de proteccidn en el sistema de transporte de
hidrocarburo,  (temperaturas  elevadas, desprendimiento  catdédica  del
recubrimiento, aislante térmicos, encamisados, contaminacion inusual del
electrolito, ataque por bacterias). Este criterio también lo establecen la
normatividad ISO 15589-1 y la DNV-RP-B401 [18]. La aplicacion de esta medida
se debe a que el incremento en -100 a los -850 mV estipulados para proteccion
catddica sea satisfactoria y suficiente para cubrir la demanda de corriente de
proteccion causada por cualquiera de las eventualidades mencionadas, ya que
aleja al acero del potencial natural y lo coloca en una zona mas segura e inmune

al proceso de corrosién, de acuerdo a diagramas potencial — pH [19].

En relacion a lo anterior, se ha dicho que es dificil establecer un criterio de
potencial de proteccion para un sistema 0 una estructura determinada bajo

condiciones especificas, debido a que no se puede medir con exactitud el
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potencial de dicha estructura y por lo tanto no puede determinarse con precision la
demanda de corriente necesaria para su proteccién. En esta parte, se han
establecido diferentes criticas y se han realizado varios estudios para verificar si el
citado potencial es suficiente para brindar proteccion.

Para el caso especifico del “ataque” por microorganismos descrito en citado
estandar (RP0169-02), se han llevado a cabo varios estudios tanto de campo
como de laboratorio estableciendo que el incremento en potencial de -100 mV, es
insuficiente para controlar o mitigar el problema de corrosién microbioldgica y
determinan que el incremento deberia de ser de -200 o -300 mV al potencial de -
850 MVcucusos [14, 20-25].

A este respecto se conoce que el criterio de los -950 mV cuycusos, SOlamente
controla los problemas de corrosion uniforme o generalizada, sin embargo otros
procesos superficiales de la corrosion no son regulados en su totalidad. Pero por
otra parte, el incremento de 200 o 300 mV, como lo indican los diferentes estudios
realizados, podria ocasionar problemas en la adherencia del recubrimiento por la
acumulacion de hidrégeno reducido, este hidrégeno puede ser utilizado como
fuente de energia para las BSRs o bien puede migrar hacia la estructura de la red

cristalina y ocasionar fragilizacion por hidrogeno en el metal.

De acuerdo a lo anterior, hoy en dia no se tienen aun estudios contundentes que
garanticen o desaprueben la interrelacion de las BSRs, la corriente de proteccion
de los diferentes potenciales sobre la poblacion de estos microorganismos y por
otra parte, pese a la aplicacibn de programas de proteccion catddica,
inexplicablemente sigue habiendo fallas por corrosion exterior en sistemas de
transporte de hidrocarburos, donde en algunos casos aun se continua

encontrando la huella de la corrosion microbiolégica.

Dado toda esta secuencia de escenarios y referencias, se propone realizar el
presente estudio a fin de ayudar a conocer y entender la interrelacion entre las
bacterias sulfato-reductoras, la proteccion catddica y el efecto posible en el

deterioro del metal.
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3. Elementos tedricos y experimentales de sustentacion

En la naturaleza son contados los metales que se encuentran en estado
elemental, la mayoria de ellos se encuentran en forma de minerales (metalicos, no
metalicos), esta forma se considerada como la méas estable en la mayoria de los
metales y para regresarlos a su estado elemental, se requiere de varios procesos
metallrgicos y un gran gasto de energia, uno de estos elementos es el hierro
(Fe®).

El hierro es la base principal de los aceros, estos se consideran aleaciones de
hierro carbono, con un contenido de carbono menor al 2%, ademas contienen
diferentes elementos de aleacion a distintos porcentuales de agregacion, los
cuales le confieren propiedades mecanicas especificas para su distinta utilizacion
en la industria. Los productos férreos con mas de 2% de carbono se denominan

Fundiciones de hierro.

Los aceros por su composicion pueden catalogarse en 5 grupos principales:
aceros al carbono (baja, media y alta aleacion), aceros aleados, aceros ultra
resistentes, aceros inoxidables y aceros de herramientas; ademas los aceros por
Su proceso se conocen como: Bessemer, Thomas, horno eléctrico y al crisol. Asi
mismo los aceros por uso se clasifican en: aceros estructurales, acero para
herramientas, aceros para resortes y aceros especiales con alto contenido de

cromo [26].

Los aceros estructurales al bajo carbono, constituyen la base para el acero APl 5L
grado X52. Esta especificacion de metal presenta caracteristicas importantes tanto
en composicion quimica, fisica y mecanica, dentro de las que destacan: elevada
ductilidad, buena soldabilidad, elevados valores de tenacidad y resiliencia
(magnitud que cuantifica la cantidad de energia por unidad de volumen que
almacena un material al deformarse elasticamente debido a una tension aplicada)
a bajas temperaturas, bajo en impurezas y buena aptitud al plegado. Debido a

estas caracteristicas este acero se utiliza en la elaboracién de diferentes
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infraestructuras tales como: vasijas de separacion, filtros, tanques de

almacenamiento, sistemas de transporte de hidrocarburos, entre otros.

Uno de los pardmetros que se ha considerado en la seleccién de materiales
(acero), es que éste ofrezca resistencia a la corrosion, entre otros factores que son
necesarios dentro del criterio de seleccion, tales como: disefio, aplicacion,
funcionalidad, propiedades quimicas y mecanicas, especificaciones de calidad,
disponibilidad costos y beneficios.

Dada la trascendencia de la corrosion en la seleccion de materiales metalicos, es

conveniente conocer su naturaleza y desarrollo de ésta en los aceros.

3.1 Corrosion

La corrosion se define como el deterioro de un metal a consecuencia de una
interaccion electroquimica con su entorno. De manera mas usual, puede
entenderse como la tendencia general que tienen los materiales a buscar su forma
mas estable o de menor energia interna. Siempre que la corrosion esté originada
por una reaccion electroquimica (oxidacion), la velocidad a la que tiene lugar
dependera de alguna forma de la medida de la temperatura, pH, humedad, gases
disueltos, salinidad del ambiente en contacto con el metal y de las propiedades del
metal en cuestion, dicha reaccion siempre se acompafa por una reaccion de

reduccion que retoma los electrones liberados por oxidacion del metal.

La corrosion es conocida como un proceso espontaneo que muestra la existencia
de dos zonas una anddica y otra catddica, ademas de un electrolito. Estos tres
elementos son imprescindibles para que el fenbmeno de corrosién pueda existir,
asi mismo se requiere de un conductor eléctrico entre estas dos zonas, que muy a

menudo suele ser la misma estructura, la via de transferencia de los electrones.

El término de anodo, hace referencia al sitio donde un atomo hierro abandona la
red cristalina del metal y pasa al medio acuoso como ion (Ecuacién 1), en esta

transicion el hierro pierde dos electrones, estos viajan hacia la superficie del metal

47



hacia zonas adyacentes denominada catodo (ubicado en la interfase metal
solucidén), en este sitio se encuentran especies quimicas en estado de oxidacién
(H") que se reducen al tomar los electrones liberados por el hierro (Ecuacion 2). A

esta sucesion de eventos elementales se le conoce como proceso de corrosion.

Las reacciones que se llevan a cabo en la zona de corrosion son de oOxido-
reduccion, ocurren de manera simultdnea y son complementarias, sin embargo
estas pueden describirse en forma separada como reacciones de media celda,
una que se efectia en el anodo (oxidacion) y otra que se lleva a cabo en el catodo
(reduccion).

La reaccidén catddica de media celda, dependera del metal que se oxide y entre en
proceso de corrosion, para este caso, es el hierro del acero de acuerdo a la

siguiente reaccion:

Fe(osélido) — 2e” - ZFe(Zs-’(-)lucién) (1)

Mientras que las reacciones de reduccion que tienen lugar en la interface metal

solucion en el area catodica, pueden variar de acuerdo al medio en que se

desarrolle:
2H" + 2¢e° @ ——> 2H, medio acido (2)
O3 (gas) + 2H20 + 4e™——> 40H~ medio alcalino (3)
O2(gasy +4H"+ 4 ——> 2H,O medios acidos 4)
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De manera general, estas son las reacciones bésicas del proceso de corrosion y
sin olvidar que hay factores que predisponen y favorecen para que este se lleve a
cabo, esto pueden ser de la propia metalurgia de los metales (heterogeneidad de
la superficie), gases disueltos, variedad y concentracion de iones en el electrolito

presencia de microorganismos, asi como factores fisicos.

Dado que los procesos de la corrosion son electroquimicos, estos pueden ser
gradualmente suprimidos cuando al metal se le aplica proteccion catodica
mediante una corriente eléctrica externa, donde toda las zonas anddicas se
reviertan y toda la superficie expuesta al medio se transforme y actué como un

catodo, este proceso es conocido como polarizacion catédica.

En dicho proceso se favorece a la reaccion catodica, debido al flujo de electrones
(e”) en la superficie del metal, que son promovidos por la corriente de proteccion,
facilitan las reacciones de reducciéon del hidrogeno en la interfase metal-solucion
(Ecuacion 2). Mientras que en las zonas anddicas, las reacciones de oxidacion del
hierro son suprimidas, en este estado solamente algunos atomos de hierro logran

oxidarse y pasar a la interfase en estado ionico.
3.2 Fundamento electroquimico de la proteccién catédica

3.3 Diagramas de Evans

Con base a los diagramas de Evans de potencial-corriente que se muestra en la
Figura 1, en el cual se presentan las curvas de las reacciones anodica y catédica
de un metal en contacto con un electrolito, en el punto de intercepcion de estas, se
tiene que en el eje de las abscisas el valor correspondiente a la corriente de
corrosion (icorr), mientras que en las ordenadas corresponde al potencial de
corrosion (Ecorr), €N este punto se considera que ambos procesos de reaccion se
encuentran en equilibrio, si polarizamos catédicamente al sistema hasta Ej,
observamos una disminucién de icor, €n este potencial, se han suprimido gran
parte de las celdas anddica, sin embargo aun quedan algunas celdas activas y por
lo tanto aun hay posibilidad de corrosion, cuando el potencial se desplaza

catédicamente hasta el punto E,, observamos que la densidad de corriente es
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practicamente cero, en este estado, el metal queda completamente protegido vy el

proceso de corrosion queda controlado.

Ec

Potencial
1
IS

c
te Proteccion parcial Ey Qtoq;b
! 9
Ea ;
Eo i Proteccién total E2
I1 lcorr  Densidad de corriente

Figura 1. Esquema del potencial mixto, base electroquimica de la proteccion
catodica.

Bajo este potencial de proteccion se establece que el metal queda en un estado
de inmunidad al proceso de corrosion, esta condicion la establecio Marcel
Pourbaix en sus diagramas Potencial-pH que se muestran en la Figura 2, relativos
a los sistemas metal-agua y metal solucidon acuosa y establece que la

concentracién de iones metalicos debera ser menor o igual a 10° g/l [27].

La postura de estado de inmunidad para un metal a través de los diagramas de
potencial E-pH, ofrecen soporte al conocimiento para el potencial de proteccion,
considerado a este como un parametro de singular importancia para el disefio de

la proteccion catédica.
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Figura 2. Diagrama de Potencial pH del hierro y zona de estabilidad del agua.

3.4 Diagrama de potencial -pH

En estos diagramas contienen informacion termodinamica del comportamiento del
metal en solucién acuosa, para este caso, la relacion que guarda el metal a
diferentes potenciales, donde se observan tres regiones, una de pasivacion en el
cual el metal fue corroido pero por la formacion peliculas o capas estables de
productos de corrosion, el metal pueden alcanzar el estado pasivo, caso tipico es
la capa densa e impermeable de 6xidos de aluminio sobre la superficie y el 6xido

de cromo formados sobre la superficie de los aceros inoxidables.
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Otra region es la de corrosion, aqui en mayor o menor grado el hierro del acero
entra en disolucién para corroerse, esta region esta delimitada por el potencial y el
pH, observando que hay dos zonas, una que se localiza entre 10s -0.600 Venn Y S€
extiende por encima de los 1.6 Veny Y pH desde -2, hasta valores localizados por
debajo de las 10 unidades de pH, la segunda zona se localiza en potenciales
negativos (-0.925 a -0.800V) y pH alcalinos (desde 12 hasta 16).

La otra region que denota este diagrama potencial-pH es el de inmunidad donde el
metal esta resguardado del proceso de corrosion debido a niveles energéticos en
gue se encuentra el metal, esta regidon esta en su mayor parte esta controlada por
el potencial, sin embargo al mismo potencial pero a pH alcalinos el acero alcanza

a corroerse tal como se observa en la Figura 2.

Otra informaciéon de los diagramas son los equilibrios quimicos entre metal

solucion acuosa efectuados a 25°C relacionados a potenciales y pH.

En los diagramas se presentan franjas o lineas formadas entra (A) y (B), en el cual
se indica que por encima de (B), el oxigeno es liberado y por debajo (A), se libera
hidrogeno. Asi mismo la amplitud de la franja indica la estabilidad del agua en

procesos electroquimicos.

Los diagramas potencial-pH también dan informacion para predecir la condicion en
gue se encuentra el metal (Corrosion, pasivacion o inmunidad). Por otra parte
también indican las reacciones oxido-reduccién que ocurren, debido a que cada
linea de los diagramas corresponde a una reaccion quimica, electroquimica o
mixta, ademas y quizds la mas importante es que permiten seleccionar que
cambios pueden realizarse al medio o al potencial del electrodo para controlar la

condicion en que se encuentra.

Estos diagramas potencial-pH, tienen algunos inconvenientes, uno de ellos es que
los diagramas de equilibrios estdn esquematizados y en ocasiones difieren de los

practicos o reales.
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Los metales en el estado pasivo pueden o no estar protegidos, ya que dependen
de las caracteristicas de la capa pasiva y que esta sea densa, impermeable y

homogénea en el area.

Esto indica en que situaciones puede corroerse un metal, pero no indica a qué

velocidad ocurre la transformacion.

Como ya se ha mostrado a través de los diagramas de Potencial-pH y de Evans,
en el que desplazando el potencial de equilibrio del metal hacia potenciales mas
negativos, se puede disminuir y controlar el proceso de corrosion, pero esta debe
superar un determinado nivel de proteccién, en la practica es importante conocer
este nivel, que en teoria corresponde a la polarizacion a circuito abierto del metal.
Sin embargo no se ha establecido con certeza, la polarizacion catédica del metal
hasta potencial circuito abierto debido a que se desconoce el valor del potencial de
la reaccion anddica, ya que al medir el potencial en electrolitos complejos como
son el suelo y el agua de mar, existen en ellos especies susceptible a reducirse,
por lo que el efecto no solo seria del metal, sino también de las especies que se
estan reduciendo y lo que se estaria midiendo es un potencial mixto y no el

potencial del metal.

3.5 Ecuacion de Nernst
Para conocer este nivel de proteccion, se recurre a la ecuacion de Nernst que se

presenta a continuacion [28]:

E=E%+ &nsglog[Me‘”] (5)

Para la reaccién anddica de disolucién del acero (hierro)
Fe® — Fe?t + 2e~ (6)

Sustituyendo el valor de E° (0.44V) y el de n (2) en la ecuacién de Nernst, se tiene
que:

53



E=-044+ g log[Fe?*] (7)
Esta ecuacion utiliza la concentracion o actividad del ion metélico en el medio
agresivo utilizado por Pourbaix en sus equilibrios termodindmicos, donde se
establece que un metal es invariable cuando la actividad de sus iones no llega o
esta por debajo del valor de 107 iones g/l. Este dato presenta cierta justificacion,
debido a que el metal se estad disolviendo, sus iones entran en solucion por
difusion y las concentraciones que se alcanzan son tan pequefias, que el metal
solo sufre un ligero desgaste con respecto al tiempo, esto fue ratificado por la ley
de Fick o de difusion [29].

Con base en el comentario, se toma la concentracién de 10° iones g/l para

sustituirla en la ecuacion de Nerst, quedando como sigue:

Epyor. = —0.44" + (0.0295) log[107] 8)

* Potencial estandar del Hierro (Fe?'/Fe) fue tomado de tablas de potenciales de

reduccion.

Convirtiendo el logaritmo de la concentracion de iones en el electrolito se tiene

que:
Epror. = —0.44 + (0.0295) (—6) (9)
Realizando las operaciones de la ecuacion se tiene que:

Eprot. = —0.617 V.enw  cerrando la cantidad se tienen que Ej.oe, = —0.62V. enn

Este valor permite ubicarse en el limite inferior de la frontera donde el metal se
encuentra en la zona de inmunidad termodinamica. Este valor equivale a
-0.850V.cuicusos

Dado a las dificultades que derivan de la aplicacion de criterios termodinamicos y
cinéticos validados sobre parametros fundamentales y metales puros, se han
desarrollado diversos criterios practicos que han mostrado su validez satisfactoria

en sistemas de proteccién catodica. Esto en base a una gran cantidad de
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desarrollos experimentales en laboratorio y aplicaciones practicas de velocidades
de corrosion en metales expuestos a medios y condiciones diversas y con la
aplicacion de diferentes grados de polarizacion catddica, es como a través de
estos, se ha logrado estimar potenciales minimos para una proteccién adecuada.
Asi de esta manera, se propusieron los criterios de proteccion para el hierro y el
acero, en ambientes aerobios, los potenciales de - 0.850 V cycusos, Mientras que
para entornos anaerobios, se establecié aplicar los - 0.950 V. cycusos.

3.6 Condiciones favorables para el desarrollo de BSRs

Bajo el contexto anterior, las condiciones ambientales anaerobias se caracterizan
por baja concentracion de oxigeno o anodxicos, pH que oscilan alrededor del
neutro, humedad relativas mayores al 70% [30], potenciales redox alrededor de los
-180 mV [31], salinidad moderada. Territorios con estas condiciones se les
consideran riesgosos, debido a la alta probabilidad de hospedar a bacterias
sulfato- reductoras, microorganismos que se les relaciona con un gran historial de
problemas de corrosion bajo dichas condiciones. Motivos por los cuales,
instalaciones metalicas enterradas o sumergidas en estos sitios se les protege

bajo el criterio de los -950mV cy/cusoa.

4. Actividad bacteriolégica en procesos de corrosion

Es del conocimiento general que las bacterias sulfato reductoras se les ha
relacionado en distintos ambitos industriales con problemas de corrosion, donde
han generado pérdidas econdmicas considerables. Es por ello, que estos
microorganismos han sido objeto de diversos estudios, enfocados a cubrir
diferentes topicos de la corrosion, dentro de estos la corrosion exterior, estos

procesos pueden ser vinculados esencialmente con:

e Actividad enzimatica
e Actividad metabdlica

e Produccion de biopeliculas
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4.1 Actividad enzimética —colonizacion de superficies.

Los primeros acercamientos de estos microorganismos a superficies metélicas
protegidas catddicamente es la colonizacion, esta constituyen una atraccion para
las BSRs y otros microorganismos, debido a que migran de su entorno bajo la
influencia del quimiotactismo hacia estas superficies, ya que estas ofrecen
condiciones necesarias para el soporte de vida microbiana, ademas de una fuente

sustentable de hidrogeno.

En el proceso de migracién y colonizacion, las BSRs buscan adherirse a las
superficies del metal, en primera instancia por la produccion de adhesinas y en
segundo orden por la segregacion de sustancias poliméricas (EPS) o
exopolimeros que le sirven de anclaje y matriz de alojamiento al microorganismo,
a este efecto se le conoce como un estado seésil de las bacterias. Bajo estas
condiciones estos microorganismos empiezan a reactivar sus funciones

metabodlicas en su nuevo entorno.

4.1.1 Actividad enzimatica-utilizacién de hidrogeno molecular

Algunas especies de BSRs tienen la facultad de utilizar al hidrégeno exogeno y lo
realizan a través de enzimas deshidrogenasas que se localizan en el periplasma
de la bacteria, estas enzimas remueven y oxidan a la molécula del hidrégeno
(H2/2H"+2¢e") y descargan tanto protones (H") como electrones (e) a un sistema de
coenzimas que se localizan a nivel de membrana citoplasmica [6] [1], Estos
receptores pueden ser fijos o moviles y se encuentran en la forma oxidada tal
como NAD" (Nicotinamida Adenin Dinucleétido oxidado) o NADP*(Nicotinamida
Adenin Dinucleotido fosfato oxidado), estos receptores al momento de
transferencia de carga y masa, pasan a un estado de reduccion (NADH vy
NADPH), bajo este estado quimico, estos transportadores pueden tomar dos vias:
en la primera, el transporte esta direccionado hacia el interior de la membrana y
difundir a diversos puntos del citoplasma para transferir tanto masa como carga en

aquellas reacciones bioquimicas que se les requiera con diversos propdésitos
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celulares. Las moléculas transportadoras recuperan su estado de oxidacion y

pueden retornar a nivel de membrana recargarse nuevamente.

Aqui es importante distinguir la funcion de estos dos transportadores
(NAD*/NADPY), ya que a pesar de que presentan potenciales de reduccion muy
similares, estos operan en distintas funciones en la célula, asi el par NAD*/NADH
funciona en aquellas reacciones redox que generan energia del proceso
catabolico, mientras que el par NADP'/NADPH, opera en reacciones redox
destinadas fundamentalmente a la biosintesis o anabolismo de moléculas

biolégicas [1].

CO, +ATP P> S0
I |
|

+ -
Acetat 3
Ry
e A

Figura 3. Esquema de transporte de Hidrégeno y sulfatos a través de la membrana
celular

Respecto a la segunda via, la actividad enzimatica de la deshidrogenasa es la
fuente tanto de transferencia de masa (H*), como de carga (e") a los receptores
primarios del Hidrégeno (NAD*/NADP®), que generalmente se encuentran fijos en
la membrana, lugar donde el hidrogeno que es oxidado genera un gradiente en

concentracion a nivel de membrana, capaz de activar a las enzimas ATP sintetasa
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(ATPasa), estas enzimas catalizan la reaccion de fosfato inorganico (P) y el
adenosin difosfato (ADP), para generar Adenosin Trifosfato (ATP), compuesto
energético, utilizado por la célula para almacenamiento y transferencia de energia

destinada a procesos de biosintesis organica (Figura 3) [1].

3H" _3H’
\\ /7

~

ATF;,
ADP + P, —> ATP

La generacion de moléculas de ATP se dice que esté influenciada por la diferencia
de potencial entre el donador inicial y el aceptor final y de este diferencial sera el
grado de la energia liberada y transformada en forma de ATP. Para el caso de la
respiracion aerobia, el AG = - 237 kJ; mientras que en la respiracion anaerobia, el
AG = - 146.64 kJ caso especifico, las bacterias sulfato-reductoras, razén por el
cual el metabolismo de estos microorganismo es mas lento y la taza de
reproduccion es mas baja que la aerobia, sin embargo, cuando se usan donadores
de e que favorecer a las moléculas NAD" y NADP®, se dice que se dispone de

suficiente energia para generar ATP [1].

En relacion al flujo de carga (e’) de la segunda via o ruta, es trasladada a un
receptor oxidado (NAD") y se reduce NADH debido a la transferencia de carga,
esta molécula constituye el inicio de una serie de reacciones redox de los
compuestos que componen la cadena respiratoria, donde el transporte de (e’ va
de mayor a menor potencial, finalmente esta cadena descarga a un receptor final
gue es la molécula de azufre, llevandola al maximo estado de reduccion que es el

ion sulfuro (S).

Con base en lo anterior, se evidencia la importancia del sistema enzimatico de la
deshidrogenacion que presentan las BSRs, ya que al interior de la célula
bacteriana, promueven todos los elementos precisos para que se efectlen las
reacciones oxido-reduccién, necesarios para la sintesis organica de biomoléculas

estructurales, para los procesos de respiracion y la generacion de moléculas de
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alto contenido energético. Hacia el exterior de la célula, se promueve la remocion
masiva de hidrogeno catodico en superficies metélicas protegidas [32] [33, 34] [34]
[35], lo que se ocasiona que haya mayor difusion de protones hacia la interfase
para su reduccion, se acelere la reaccién de reduccion del hidrogeno y en
consecuencia se incremente la demanda de corriente de proteccion de manera

local (Figura 5).

4.2 Actividad metabdlica

4.2.1 Consumo de sulfatos y produccién de acido sulfhidrico

Otro mecanismo que relacionan a las BSRs con procesos de corrosion y
despolarizacion catédica [36], es la produccion de sulfuro de hidrogeno (H.S). Este
compuesto es producto de la sulfato reduccibn que efectian estos
microorganismos en la respiracion anaerobia, en la cual utilizan a los sulfatos que
se encuentran en su maximo estado de oxidacion (+6) y los reducen hasta su
minimo estado reduccion (-2), mostrando una capacidad de recepcion de carga de
8e".

En estos microorganismos la reduccion de sulfatos involucra dos rutas que se
llevan a cabo de manera paralela y que se llaman procesos de asimilacion y
desasimilacion de los sulfatos [37]. La ruta de asimilacion o anabolismo la llevan a
cabo estas bacterias y una gran variedad de organismos y la utilizan para
incorporar al azufre inorganico a la sintesis de algunos aminoacidos y proteinas
gue contienen moléculas de azufre (metionina, cisteina y cistina). Mientras que la
desasimilacién de los sulfatos es un proceso exclusivo de las bacterias sulfato-
reductoras y que es utilizada como aceptor de electrones (e) en el proceso

respiratorio.

En el proceso de sulfato-reduccidn, la fuente de hidrogeno (%Hz) es proporcionado

por el sistema enzimatico de hidrogenacion, ya que este sistema le proporciona H*
y electrones (e’) necesarios en el proceso de la sulfato-reduccion. EI mecanismo

de aportacion puede ser interno o externo
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4.2.1.1 Proceso de sulfato-reduccion y ruta de desasimilacion

La sulfato-reduccion se inicia por la activacion de los sulfatos mediante la enzima
ATP sulfurilasa que cataliza él enlace del SO~ con el ATP para formar el
Adenosin-fosfo-sulfato (APS), la parte del sulfato de esta molécula se reduce a
sulfito (S04~ ), esta reduccién es catalizada por la enzima APS reductasa,
liberando al Adenocin Mono Fosfato (AMP), la Ultima fase de conversion de sulfito
(S0%7), a sulfuro de hidrégeno (H,S), aln no esta bien establecido de acuerdo a
Neilands [6], pero segun el trabajo de Madigan [1], ésta etapa esta catalizada por
la enzima sulfito reductasa. El acido sulfhidrico generado gran parte es expulsado
al exterior de la célula, mientras que otra pequefia concentracion es utilizada por

la ruta de la reaccién o ruta de asimilacion.

4.2.1.2 Rutas de asimilacion o metabolicas del azufre.

En la ruta asimilatoria el APS reacciona con el ATP y se le adiciona un fosfato
para formar el PAPS, la formaciéon de este compuesto tiene la funcion de reducir el
sulfato a sulfito y descargarlo, el sulfito al igual es reducido por la enzima sulfito
reductasa y lo transfiere hasta sulfuro de hidrogeno. Solo que aqui este
compuesto (Figura 4), sigue una ruta de biosintesis de aminoacidos que

incorporan al azufre a procesos de biosintesis de algunos aminoacidos y proteinas
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Excrecion Sintesis de comptos organicos
Celular (Cisteina, metionina y otros)
Ec. 11 Ec. 12

Figura 4. Esquemas de reacciones de asimilacion y desamilacion de sulfatos

El proceso de respiracion de las BSRs mediante la reduccion de los sulfatos como
aceptor de electrones, se puede representarse de forma global mediante la

ecuacion 13.

SO2~ + 9H* + 8e~ — HS™ + 4H,0 (13)

4.2.2 Caracteristicas fisicas y quimicas del acido sulfhidrico biogénico

El &cido sulfhidrico (H,S) excretado por las BSRs (Ec. 12), se lleva a cabo en la
fase acuosa de la interfase metal-soma celular de la bacteria, donde la
concentracion de este gas en el medio, dependera de la actividad metabdlica y

densidad poblacional de estos microorganismos sobre la superficie metélica.
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El H,S biogénico se considera bastante soluble, por lo que depende de la
concentracion de gas en disolucion en un determinado tipo y volumen de liquido
(agua), este estd directamente relacionado a la presion parcial del gas en
equilibrio con ese liquido, esto a temperatura constante (ley de Henry) [38].

Con base en dicha ley, la disolucion acuosa del H,S esta relacionada a la presion
parcial del gas en el medio acuoso, donde pueden presentarse varios estados de
disociacion que se describen a continuacion [39]:

Khas
HZ Sgas (Z HZSacuoso (14)
HySacuoso < HS™ + HY (15)
- Ko 2— +
HSacuoso © Sacuoso + H (16)
H,0 < H™ + OH- (17)

Donde K; y K, son contantes de disociacion del sulfuro de hidrégeno.
Ki = 9.632x10°®, en tanto K,= 1.33x10™"

Las reacciones 14 y 15 representan la transferencia del estado gaseoso al liquido
de la molécula de H,S, llevandose a cabo la disolucion y la primera disociacion K;
= 1.039*10, mientras que en la ecuacién 16, se muestra el segundo estado de
disociacion con una K, = 6.43*10%°, el célculo de esta Gltima constante presentd

variabilidad en su resultado, por lo que se muestra un promedio.

En tanto la ecuacién 17 muestra el estado de disociacion de la molécula del agua,

donde se lleva a cabo la disolucién y la disociacién del sulfhidrico.

El grado de disociacion y la actividad de las especies disociadas, depende de la
concentracion del sulfuro de hidrégeno y el pH en el medio acuoso. En la region
acida la molécula del H,S exhibe baja disociacion, mientras que alrededor de la

zona neutral, la molécula presenta una disociacion que va del 47.10 al 96.6 % y en
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la region alcalina, se presenta el mayor grado de disociacién de la molécula del
H.S, tal como se muestra en la Tabla 1 [40].

Tabla 1. Relacion del pH y estado de ionizacién de la molécula de H,S

Estados de oH

ionizacion
4 5 6 7 7.5 8 8.5 9 10

% Chis 999 989 918 529 26 10.1 34 11 0.1

% Chis 01 11 82 471 74 899 966 9899 99.9
% Cg2 - - - - - - - 0.01 0.1

Considerando el estado de disociacion del sulfhidrico y el rango de pH de
crecimiento de las BSRs, el H,S que se libera a la fase acuosa en la interfase
metal-soma de la bacteria-solucion, presenta un rango de disociacion amplio que
pudiera ir de 8.2% hasta 89.9%. Por lo tanto se espera que en dicho rango de pH,

el H,S puede encontrarse en ambos estados, molecular y ionizado.

En relacion a los estados de ionizacién de la molécula de H,S y la interrelacion
con los procesos de corrosion, se han desarrollado varios mecanismos que han
descrito las diferentes formas de interaccion con el metal, por lo que aqui se
presentaran los mecanismos mas cercanos al ambiente de la actividad de las

bacterias sulfato-reductoras.

4.2.2.1 Mecanismos de reaccion del acido sulfhidrico
Uno de los mecanismos esta orientado al uso de la molécula de H,S sin disociarse
para que interactie con las reacciones anddicas de la corrosion del metal. Este

mecanismo se lleva a cabo mediante la formacion de un intermediario (Fe[H2S])ags,
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el cual se forma en el proceso fisico de quimiadsorcion del sulfhidrico sobre la

superficie del metal, de acuerdo al siguiente patrén de ecuaciones:

H2S (gasy + H.O ——> H2S (soin) 18
Fe® + HsS(som)y —> Fe (H2S)ags. 19
Fe(H:S)ass. —> (Fe o H,8)oh, + 2€ 20
(Fe » Hy8)%:, —> Fe”™ + H,S 21

El H,S excretado por las BSRs, en forma de gas, entra en disoluciébn acuosa
(Ec.18), éste viaja bajo la influencia de gradiente de concentracion o difusion a la
superficie del metal, donde la molécula de H,S se adhiere, conforme a la Ec.18.

La molécula del sulfhidrico sin disociarse, inicia el proceso de quimiadsorcion
sobre el metal, con la formacion de un enlace fisico mediante el cual se logra
dislocar al hierro de su estructura y pasa a formar parte del complejo hierro-
sulfhidrico, en su transicion el hierro pierde 2e" y pasa al estado iénico de acuerdo
alaEc.20y 21.

El complejo formado (Fe » H,S)2%. se torna inestable y por lo tanto su transicion
es momentanea y descarga a la molécula de hierro (Fe*") en la solucién y se
recupera la molécula del acido sulfhidrico, éste puede volver a la superficie del

metal e iniciar nuevamente el ciclo (Ec.21).

4.2.2.2 Mecanismos de reaccion del ion sulfhidrico

En referencia al estado ionico del sulfhidrico, se presenta el mecanismo propuesto
por lofa [41], este establece que la molécula de H,S debe de estar ionizada para
interaccionar con la superficie del metal y promover la reaccion anédica del hierro,
esta se inicia a través de una induccidn fisica a la superficie del metal, basandose

en el siguiente patron de ecuaciones.

64



HZS(gas)+ H20 - HZS(Soln.)+ HZO (22)

H,S¢,;m + H,0 — HS™ + H;0% (23)
FeO + HS™ "8 Fe - (HS™)uus (24)
Fe -(HS )aqs ™ Fe(HS)frans + 2€” (25)
Fe(HS)} ans — Fe** + HS™ + H,0% (26)

Este mecanismo se inicia por los pasos 22 y 23, donde la molécula de sulfhidrico
entra en disolucion y dependiendo de las condiciones de pH del medio, la
molécula de acido sulfhidrico puede disociarse, dejando al ion hidrogeno libre y
gue es adsorbido por la molécula del agua, quedando esta momentaneamente con

carga positiva, lo que ocasiona cierta acidificacion al medio circundante.

El ion sulfhidrico biogénico difunde del seno de la solucion, hacia la superficie del
metal, donde el ion sulfhidrico alinea el par de electrones libres hacia la superficie

del metal, quedando esta adsorbida. (Ec.24).

En la ec.25, el ion sulfhidrico induce a una interaccién fisica o la formacién de un
enlace fisico que puede ser capaz de dislocar al hierro de su estructura cristalina e

iniciar la transicion a la fase acuosa.

El complejo formado en la ecuaciones 25 y 26, se torna inestable en medio acido
debido al incremento de H*, liberando al ion ferroso (Fe?") en la fase acuosa,
recuperandose la molécula de H,S, el par de electrones liberados de la oxidacién
del hierro viajan a la superficie del area catddica donde son requeridos por las

especies quimicas gue se estan reduciendo.
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Este proceso puede tornarse también auto catalitico al volver a reiniciar la
secuencia de reacciones dadas, cabe mencionar que estos procesos estan
regulados esencialmente por la concentracion del sulfhidrico en el medio, pH y
temperatura [40, 42].

4.2.2.2.1 Alternativa de la reacciones del H,S, en el &rea catddica

El desarrollo de este mecanismo y por la disociaciéon acuosa de las moléculas de
H,S (Ec.23), se puede contribuir al incremento en la concentracion de especies
oxidadas en la superficie de la region catddica.

El incremento de especies oxidadas (H") en los procesos catodicos, demandan de
mayor cantidad de electrones provenientes de la oxidacion del hierro del area
anoddica (Ec.25), o bien de la corriente de proteccion catodica, asi mismo la
concentracion de protones le confiere a la solucién acuosa de la interfase cierta

acidez.

2H,S + HO —> 2HS + 2H" + H0

[

2H —> H, @

La generacion de hidrogeno molecular (27) puede tener varias funciones, en la
interfase acuosa metal-soma celular, una de ellas, es que lo utilicen las enzimas
deshidrogenasas presentes en las BSRs, como una fuente de energia para
reacciones oxido-reduccion en los procesos vitales. La otra es que el hidrégeno
atomico puede migrar hacia el interior del metal y ocasionar fragilizacion por
hidrogeno, esto dependera del desarrollo de condiciones que sean favorables al
proceso. Pero si la acumulacion de hidrégeno es alta, este puede llegar a
acumularse en la forma molecular sobre la superficie del metal y difundir al exterior
ocasionando problemas de desprendimiento del recubrimiento del metal formando

ampollamiento del mismo.
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El 4cido sulfhidrico biogénico en los proceso de corrosion del metal se forman
diversos productos intermediario que tienen tiempos cortos de formacion y que de
acuerdo a las condiciones prevalecientes pueden transformarse en otros
compuestos mas estables tales como los que se muestran en la siguiente

ecuacion. [43]

Fee (HS )qas — (FeHS)!,, + 2e~

ads.

-~ Feitf + HS (28)

_)(FeS)ads. + H+ (29)

El compuesto intermediario (Fe(HS)*), puede trascender a través de dos rutas que
pueden llevarse a cabo de manera simultanea, la primera es donde se libera el ion
ferroso en la fase acuosa y ion sulfhidrico (Ec.28), el sulfhidrico puede reiniciar el

proceso y tornar auto catalitico al proceso de corrosion.

La segunda ruta esta dada por la Ec.29, en donde el compuesto intermediario
Fe(HS)*, en su inestabilidad en la interfase, se reduce vy libera a un protén de
hidrogeno y el sulfuro de hierro adsorbido en la superficie conduce a la formacion
de una pelicula de producto de corrosion, este en su fase inicial de transicion
produce a la mackinawita, este producto, se vincula con la actividad de las BSRs
[44] [45] [46].

4.2.3 Mackinawita
La mackinawita presenta una estructura tetragonal deficiente en hierro (FeS;_,), se
produce en una fase inicial de transicién de acuerdo a la secuencias de reacciones

gue se presentan en la Ec, 29. La formacién de la mackinawita es favorecida por
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la acumulacion de iones hidrégeno, bajo una concentracion continua del ion
sulfhidrico (HS,,). Ademas estas condiciones promueven que la pelicula de sulfuro
de hierro sea porosa e inestable[47]. La porosidad de la pelicula de mackinawita,
permite que el ion sulfhidrico viaje hasta a la superficie del metal, bajo la influencia
de un gradiente en concentracion, lugar donde el ion sulfhidrico es adsorbido en la
superficie e induciéndose la formacion de un enlace fisico entre este y el &tomo de
hierro (Ecs.24 y 25), esta inferencia, logra dislocar al hierro de su estructura
cristalina y dar lugar a la formacion de un compuesto inestable en transicion
(FeHS)} 4 (Ec.24), en la transicion metal-solucion el hierro se oxida (Ec. 26), los
electrones desprendidos viajan a la superficie metélica donde son requeridos por
las especies en proceso de reduccion (2H'+ 2e/2H, ec.27), mientras que el
complejo formado en la interfase para su estabilizacion descarga al medio
protones de hidrégeno, dando lugar a la formacién de una nueva pelicula de
sulfuro de hierro (mackinawita), el crecimiento y la maduracion de esta segunda
pelicula, genera presion sobre la pelicula vieja de sulfuro, logrando ruptura y
resquebrajamiento de esta, dejandose exhibir la nueva pelicula, pero mas abajo
de la superficie metalica inicial, asi que las peliculas de sulfuros formadas y en
proceso de formacidbn son irregulares, porosas e inestables. La acidez
prevaleciente en el medio y la concentracion de sulfhidrico, facilitan que las
reacciones se repita y se torne ciclico el proceso. En dicho caso, cabe la
posibilidad de generarse estados activo - pasivo del metal, debido a la formacion y
destruccion de la pelicula [48-50]. La secuencia ciclica de dichos procesos logra
gue se favorezca la corrosion localizada del tipo picadura que avanza transversal
a la superficie del metal [42] [48-50].

Fe + HS,,, — Fe - HSy;, — FeHS},, + 2e~
l

FeS,_, (mackinawita) + H* (30)
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Con base a lo descrito, el efecto de la mackinawita se considera como un
mecanismo adyacente de las reacciones de superficie del acido sulfhidrico con el

hierro del acero.

En este contexto, la coexistencia de ambos mecanismos pueden ocurrir en el
proceso de corrosién localizada, ya que los factores que controlan la formacion de
estos productos de corrosion (mackinawita o troilita) se dan en la interfase metal

BSRs (biopeliculas).

En la Figura 5 se esquematiza la compleja interactividad que se lleva a cabo en la
interfase de una superficie metalica protegida catddicamente y la actividad de la
sulfato reduccion, asi como la remocion enzimatica del hidrégeno a nivel de

membrana.

CO, + ATP
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@@@@@@@@
>0 000006 £

" ® 00000°,_
: 0@*0@!0@).@) ;
Q’ ‘8 = < oy

s

ap pnpi/\'lue 10d J9p oy

M L)

S?m
G
3
3
3
3

Figura 5 Esquema que muestra la interactividad en la interfase de una superficie
metélica protegida catddicamente y la membrana celular con la sulfato reduccion y
la remocion enzimatica del hidrégeno.
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4.3 Biopeliculas

Las biopeliculas son estructuras externas que son codificadas genéticamente y
sintetizadas por enzimas, estas estructuras han sido estudiadas en diferentes
areas de la ciencia, ademas se han asociado con problemas de corrosion. Las
biopeliculas se consideran como agregados poliméricos de polisacaridos en que

se encuentran alojados los microorganismos.

La matriz organica estd constituida principalmente de polisacéaridos, de peso
molecular de 10 a 30 KDa (Unidad de Masa Atomica o Dalton), los polisacaridos
pueden ser linéales o ramificados, lineales o con cadenas laterales de disacaridos
0 polisacaridos, a esta serie de compuestos organicos se le conocen como
Sustancias Poliméricas Extracelulares y por sus siglas en inglés como EPS. Los
polisacaridos estan constituidos por monosacaridos que estan formados por la
union de hexosa (CgH1206) y pentosa (CsHi00s). En estos polimeros se
encuentran algunos iones de Ca'", Mg"™" y metales (Fe, Mn, Co y Ni), que le
imparten estabilidad quimica y térmica, a estas estructuras organicas, ademas les

sirven para el intercambio iénico, entre otras [51].

4.3.1 Composicion de las biopeliculas

La composicion de las biopeliculas llegan a ser muy diversas y complejas debidas
a las posibles combinaciones de los polisacaridos, asi como las variaciones en
posicion y tamafo de las ramificaciones y algunas inclusiones proteicas, esto
aunado a que cada microorganismo presente en la matriz, puede contribuir con
polisacaridos con secuencias distintas. Todo esto promueve que el EPS pueda
tener composicion quimica compleja y heterogénea [52]. A este respecto, también
se indica que factores externos (nutrientes, temperatura, pH, edad de las
peliculas, entre otros), influyen en la composicion y cantidad del EPS segregado

[53]. Una composicidén cercana de biopeliculas maduras fue establecida [54, 55].
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Tabla 2. Composicion y rango de concentracion del EPS [54, 55]

Componente % en contenido en EPS
Polisacaridos 40-95
Proteinas <1-60
Acidos nucleicos <1-10
Lipidos <1-40

Otra composicion mas especifica sobre la composicion de las biopeliculas
aisladas de sistemas acuosos fue dada por Jost, [56].

Tabla 3. Composicion y contenidos porcentuales del EPS [56]

Componente % en contenido en EPS
Fe 29
TOC (Total Organic Carbon) 19
Na 10
Proteinas 10
Sustancias Humicas 10
Carbohidratos 7
Acido irénico 4

4.3.2 Funcioén de las biopeliculas

Las biopeliculas sirven principalmente de matriz de anclaje a superficies sdlidas,
alojamiento a los microorganismos huéspedes, brindan protecciéon de factores
ambientales externos y proporcionan un habitat para su desarrollo. Hoy en dia se
conocen otros atributos de estos exopolimeros tales como puentes de

comunicacion, intercambiadores idnicos o agentes quelantes, fuente de nutrientes
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por si mismos o bien por atrapamiento de sedimentos organicos e inorgénico, etc
[57] [58].

La variabilidad en la naturaleza quimica del EPS, le imparten ciertas
caracteristicas fisicas, dentro de estas, destacan la apariencia, consistencia,
adherencia y viscosidad, propiedades que le ayudan a la matriz del polisacérido,
ser una estructura dindmica y tener una arquitectura que le permitan la formacion
de densidades diferenciales, poros y micro canales por el que hay un transporte
convectivo de liquidos y otras sustancias que fluyan en el interior de las
biopeliculas y debido a su viscosidad, se logra atrapar una gran variedad de
particulas de naturaleza orgénica e inorganica que funcionan como complementos
nutricionales de los microorganismos albergados en las redes poliméricas del EPS
[54] [58].

4.3.3 Biopeliculas en los procesos de corrosion
El conocimiento de las biopeliculas ha sido fortalecido por los diversos estudios
realizados, que van desde caracterizacion de sus estructuras hasta la

funcionalidad de las mismas.

A estas estructuras presentes en las biopeliculas de las BSRs, se les ha asociado
con los procesos de corrosion de una manera directa. Esto debido a la presencia
de algunas macromoléculas (proteinas, enzimas algunos nucleotidos), incluidas en
las biopeliculas [50][54, 59], que tienen la facultad de actuar como agentes
oxidantes, formar enlaces fisicos e intercambio idnico. Esto aunado a la actividad
de los microorganismos (actividad enzimatica y procesos de sulfhidracion) que
conducen a modificar las propiedades de las superficies de los metales, que se
ven afectadas en diferente grado, asi mismo generan cambios que facilitan los

procesos de corrosion [60] [61].

La interaccion de las biopeliculas indirectas con la superficie del metal, se originan
por los gradientes fisicos y quimicos que se forman dentro de la biopelicula,

transporte de gases y liquidos a través de los poros y canales de la biopeliculas,

72



que influyen notablemente en la modificacion de las superficies, donde se marcan

y activan pequeias celdas en la interfase de los metales.

Las proteinas y enzimas que estan presentes en las biopeliculas, se indican que
actlian como agentes reductores y que pueden inducir a enlaces fisicos y oxidar al
atomo de hierro, esto puede ocurrir en las biopeliculas bajo condiciones de
aerobiosis y en consecuencia ocurre un cambio en el potencial de corrosiéon donde
este se acerca al potencial de picado en acero inoxidables y aleaciones donde

ocurra pasivacion.

En relacion a las BSRs, se dice que éstas tienen baja injerencia en el cambio del
potencial a circuito abierto (OCP), principalmente por la acidez y la anaerobiosis
gue se desarrolla en la cercania de la superficie del metal y bajo estas condiciones
el potencial a circuito abierto tiende a decaer, debido a este cambio los metales
pasivos y aceros inoxidables pueden lograr su pasivacion. Sin embargo el biofilm
gue desarrollan las BSRs en la superficie de los materiales metalicos bajo
condiciones anaerobias, presentan caracteristicas que coadyuvan a los proceso

de corrosion localizada.

No obstante, estudios recientes sobre aislados del EPS en bacterias sulfato
reductoras indican que las biopeliculas pueden actuar como agentes oxidantes
capaces de aceptar electrones, propiedad que llevdo a aislar y purificar la
biopelicula, una solucién de concentracién conocida de biopelicula, esta soluciéon
fue sometida a pruebas electroquimicas para determinar la posible corrosion
localizada, obteniéndose hasta cinco veces mayor la velocidad de corrosion

respecto a una solucion blanco sin biopelicula de BSRs [62].

Otro estudio de biopeliculas estuvo orientado a la separacién y purificacion de
biopeliculas y fueron sometidos a cromatografias, encontrando una fraccién
denominada CCF (Combinated Corrosiva Fractions of EPS). Presento

caracteristicas que inducen al proceso de corrosivas [60].

Hasta el momento se han descrito de una manera general los diferentes

mecanismos que estan asociados al crecimiento y desarrollo de las BSRs y que
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interaccionan con las superficies metalicas ocasionando dafios por corrosion de

grandes magnitudes economicas en diferentes ramos de la industria.

5. Materiales y métodos
El desarrollo de la parte experimental del presente trabajo fue disefiado para
llevarlo a cabo en tres grandes grupos de trabajo:

e Aislamiento, purificacién y seleccién de consorcios de microorganismos en
campo.

e Identificacion de microorganismos perteneciente al grupo de bacterias
sulfato reductoras, mediante técnicas de biologia molecular.

e Evaluacién de la interrelacion de la actividad de las BSRs sobre los

diferentes potenciales de la proteccion catodica de estructuras metalicas.

5.1 Aislamiento de microorganismos

Es de conocimiento general que el suelo ofrece la mayor variedad de
microorganismos presentes en la naturaleza, en estos nichos ecolégicos los
microorganismos desempefian relaciones complejas de mutualismo, simbiosis,
sinergismo, dentro de una cadena productiva y continua, donde estos no solo se
adaptan al medio ambiente fisico, sino que, por la accidn concertada en los
ecosistemas, adoptan y adaptan al medio geoquimico a sus nhecesidades
biologicas [63].

Conociendo y aprovechando las caracteristicas que ofrecen los microorganismos
nativos y su potencialidad, se opt6é por trabajar con bacterias sulfato reductoras
nativas de campo y no usar cepas de referencia, para ello fue seleccionada una
linea de transporte de gas residual, de diametro de 36” y extension de 92 Km, esta
linea esta protegida con recubrimiento anticorrosivo y proteccién catodica, la
mayor parte de su extension esta sumergida a £ 2.50 m de profundidad, en un

canal de agua dulce que se alimenta del escurrimiento de los pantanos Centla.
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En esta linea en el km 54 + 000, se diagnosticaron anomalias en el exterior de la
tuberia mediante equipo instrumentado, el dafio por corrosion fue asociada a
microorganismos (CIM), este tramo de linea, fue reparada y puesta en operacién
en su momento. Debido a este antecedente, este sitio fue elegido como estacion
de trabajo, para ello fue necesario fijar la ubicacién geografica en el area
(Lat.:18°10°41.78" N y long.:92°17°45.59" O) y realizar un reconocimiento y hacer
un levantamiento fisico y quimico del lugar, asi como la toma de una serie de
muestras del cieno de la parte baja de la periferia de la tuberia (posicién 6h horario
técnico).

Las muestras de cieno acuoso fueron recolectadas en viales de 90 ml, se inyect6
nitrogeno a los viales para lograr las condiciones anaerobicas necesarias, estos
fueron sellados con tapa de neopreno y retapa de aluminio, para su traslado a
laboratorio.

5.1.1 Conformacion de un consorcio de BSRs

El Aislamiento y densidad poblacional de microorganismos del grupo de sulfato
reductoras se llevo a cabo a partir de las muestras recolectadas en campo y este
se llevo a cabo por la técnica de dilucidon por extincidn, usando serie de 6 viales

con 9 ml de medio API*.

a) En la aplicacion y desarrollo de la técnica se usé jeringa de 3 ml estéril,
mediante esta se tomd 1 ml del cieno de la muestra y fue inyectado al primer
vial de la serie de seis unidades, se agitdé perfectamente y con nueva jeringa
estéril, se tomé 1ml y se inoculé al segundo vial de la serie, este se agitd
vigorosamente y con nueva jeringa, fue extraido 1 ml y fue transferido al tercer
vial, este proceso se llevd de igual manera hasta el ultimo vial, donde fue
extraido 1ml y se desecho.

b) Los viales de las diferentes series hechas por la técnica de dilucion por
extincion, se desinfecto la superficie pinchada y fueron selladas con pelicula de

esmalte. Los viales se llevaron a incubacion a + 30°C por periodo de 72 h.
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c)

d)

Después del periodo de incubacién de las diferentes series de viales, se estimo
las poblaciones de bacterias anaerobias y bacterias sulfato-reductoras. De aqui
fueron seleccionados los viales donde el crecimiento y el ennegrecimiento del
medio fueron francos, ademas se realizaron microscopias en fresco y tinciones
de gram. Los medios de cultivo donde se observaron bacilos rectos y curvos
gram negativos fueron separados.

En los viales seleccionados, nuevamente se realizaron diluciones por extincion,
a fin de diluir o eliminar la mayor parte de bacterias anaerobias y fortalecer a la
poblacion de las bacterias sulfato reductoras, este proceso fue repetido las
veces necesarias, hasta lograr un cultivo franco y vigoroso de BSRs en los

cultivos.

5.1.1.1 Purificacion y seleccion de BSRs

5.1.1.2 Método de estrias cruzadas

Este proceso se llevé a cabo con los cultivos seleccionados del proceso anterior y

mediante el método de estria cruzada y tubo rolado [64, 65].

a)

b)

La técnica de estria cruzada, se llevo a cabo en camara de anaerobiosis y
esta consistio en descargar pequefias cantidades de inoculo de BSRs sobre la
superficie del agar API, con asa estéril, se extendid sobre un cuarto superficie
de la placa.

Se esterilizé el asa a la flama y se enfria en el agar, se arrastra el asa tocando
los extremos del estriado anterior y se extendio de la orilla hacia el centro de la
placa en otro cuarto de area de la placa.

Se esterilizé a la flama nuevamente el asa, se enfrido en el agar y repitio el
proceso de estriado en el siguiente cuarto de la placa se tocé el extremo de la
anterior se extendi6 por el area del agar, finalmente se esterilizo, se enfrio y se
toca el extremo anterior y se jal la estria con el asa hacia el centro de la placa.

Este ensayo se realiz6 para cada vial seleccionado.
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d) Las placas con agar API resultantes de estos ensayos, se colocaron en la

misma camara de anaerobiosis con atmosfera de nitrégeno 30°C por 72 h.

5.1.1.3 Método de Tubo rolado

a)

b)

f)

9)

h)

Preparacion de medio de cultivo APl base agar en tubos roscado estériles
manteniéndolos a *+ 42°C (agar liquido).

De cada uno de los viales seleccionados, se agitaron y se tomo6 un pequefio
inoculo con jeringa de aguja larga estériles y fueron transferido y descargados
en tubos roscados con agar liquido.

A todos los tubos inoculados se les remplazé el aire con nitrégeno estéril, se
taparon y fueron sellados perfectamente

Los tubos se colocaron en forma inclinada en el equipo y fueron rolados a
velocidad constante para la homogenizacion del inoculo en el medio hasta la
solidificacion del agar.

Los tubos se colocaron levemente inclinados con la tapa hacia abajo a 30°C
durante 72 h en la incubadora.

Las placas fueron revisadas en la camara de anaerobiosis y fueron separadas
las placas donde se obtuvo un aislamiento de colonias de color negro, este
mismo procedimiento se realiz6 con los tubos rodados.

A las colonias negras se les reviso la morfologia colonial (color, tamario,
forma, elevacion y consistencia).

Se seleccionaron las colonias negras tanto de cajas como de tubos, que
presentaron morfologia similar. Estas actividades se desarrollaron en camara
de anaerobiosis.

Las colonias con morfologia similar fueron transferidas a un solo vial con
medio de cultivo liquido APl y atmosfera de nitrégeno, los viales resultantes
se sacaron de la camara de anaerobiosis y se llevaron a disgregacion en
bafio ultrasénico por 10 minutos para obtener una buena homogenizaciéon de

los indculos en los cultivo.
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j) Los viales fueron transferidos a la cAmara de anaerobiosis para llevar la
extraccion del inoculo y descargarlo en la superficie de placas y llevar a cabo
por triplicado la separacion colonial mediante el uso de estriado en placas con
agar API base, esto con la finalidad de tener menor presencia de bacterias
anaerobias en la poblacion del grupo de BSRs.

k) Las placas estriadas con inoculo fueron colocadas en la misma camara de
anaerobiosis con atmosfera de nitrégeno 30°C por 72 h.

[) Al término del periodo de incubacién, en la misma camara de anaerobiosis,
se revisaron las placas y se ratific6 la morfologia de las colonias de color
negro.

m) Con asa estéril se removieron las distintas colonias negras seleccionadas y
se transfirieron a un vial de 45 ml de medio de cultivo API bajo condiciones
estrictas de anaerobiosis. Este vial fue sometidos por 10 min a bafio
ultrasonico a fin de tener un concentrado de bacterias sulfato reductoras lo
mas homogéneo posible.

n) A partir del concentrado de BSRs, se transfirieron 0.1 ml a tres viales de 50
ml con medio API estéril, estos se llevaron a incubacion a 30 °C con agitacion

para su propagacion masiva (CR, CM, CT.)

5.1.1.4 Clasificacion y asignacion de viales con crecimiento purificado de
BSRs.

Los viales con crecimiento masivo de BSRs, se destinaron en los siguientes

conceptos:

e Consorcio de BSRs de Referencia (CR)
e Consorcio de Mantenimiento (CM)
e Consorcio de Trabajo (CT)
a) El vial con concentrado de BSRs denominado consorcio de referencia (CR) se
mantuvo en proceso de refrigeracion y con programa de 45 dias para

rehabilitacion, mantenimiento y viabilidad de los microorganismos, el desarrollo
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de estas actividades fueron muy estrictos a fin de no contaminarla o perder la
cepa.

b) El consorcio de mantenimiento (CM), se conservdé activo en incubacién
estacionaria, en el transcurso se remplaz6 de medio de cultivo viejo por cultivo
fresco durante periodos de 30 dias, dicho proceso se realizd bajo condiciones
de esterilidad, libre de cualquier contaminante o pirébgeno en el medio de
cultivo de reposicion.

c) A través de la cepa CT, se suministraron los inéculos utilizados para los
ensayos de biologia molecular (CT-A) y electroquimicos (CT-B).

5.2 Caracterizacion biologica del consorcio

El vial CT-A con 50 ml de medio API con BSR, fue destinado para los diferentes
ensayos en la identificacion de microorganismos mediante analisis metagendémico,
usando el kit Topota-TA®.

5.2.1 Caracterizacion biologica por Clonacion del Gen 16S rDNA

Para esta parte del trabajo, se considerd0 conveniente aplicar la técnica de
Clonacion del Gen 16S rDNA, para identificar a los microorganismos implicados
en el consorcio que se utilizé para determinar la interaccion de BSRs sobre los

diferentes potenciales usados para la proteccion catodica en lineas de transporte.

La técnica seleccionada ha sido usada para la elaboracion de esquemas
filogenéticos e identificacion de una gran variedad de microorganismos, debido a
su universalidad y alta conservacidbn en estructura, ya que las secuencias
nucleotidicas del rDNA 16S, se han mantenido constantes respecto al tiempo y en
cuanto a su funcion, esta ademas ofrece confiabilidad debido a las secuencias de
los genes que codifican para el rDNA, asi mismo, esta se encuentran dentro de las
mas altamente conservadas e identificadas). El manejo de la técnica no es

compleja y la confiabilidad en los resultados son aceptables [66].
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|dentificacion de bacterias presentes en el consorcio CT- A, por Clonacion del Gen
16S (rDNA), aplicando el Kit TOPOTA-TA

5.2.2 Extraccion del DNA

a)

b)

d)

A partir del vial CT-A, se extrajo un volumen del cultivo fresco de BSRs y a
partir de éste se colocaron 1.5 ml en tubos eppendorff estériles y se llevaron a
centrifugacion a 10,000 rpm por 3 minutos, este paso se repitié varias veces
hasta que se obtuvo un buen botdn celular.

Al botén celular, se retir6 el sobrenadante y se le agreg6é una solucion PSB
(Buffer de Fosfatos Salino) y EDTA, se pasd a un tubo de rosca resistente
pertenecientes al equipo Fast Prep®.

Los tubos con la suspension celular se llevaron al equipo Fast Prep®, para
llevar a cabo la ruptura mecanica de las células.

Los tubos con la suspension celular rotas se llevaron a centrifugacion a 14,000
rpm, el sobrenadante se transfiere nuevo tubo y se le agrego 125 pl de acetato
de potasio 3M para la precipitacion de proteinas y se volvio a centrifugar a
14,000 rpm, al término de esta, se obtuvo nuevamente el sobrenadante en un
nuevo tubo, a este se le agrego en frio una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico para la precipitacion del DNA, se homogenizo6 lentamente y se dejo
reposar por 5 min, enseguida se centrifugd a 14,000 rpm, por 5 min, al término
se obtuvo el sobrenadante en un nuevo tubo y se le agregé alcohol absoluto y
se dejo reposar a —20°C por mas de 12hrs. (En este paso se obtuvo el DNA
gendmico del consorcio de BSR a partir del vial CT-A.)

Al termino de las 12 Hs de reposo, se centrifugé a 14000 rpm por 10 min, al
finalizar se decanto el sobrenadante y se realiz6 un lavado con alcohol al 70%,
nuevamente se decantd y se dejo secar al aire las hebras de DNA, finalmente
se le agregé 20ul de agua desionizada y se aguarda a — 20°C el DNA

gendémico del CT-A.
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5.2.3 Ampliacion del Gen

a)

b)

d)

Al DNA aislado y purificado fue sometido a la etapa de amplificacion mediante
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Esta técnica fue desarrollada en
1986 por Kary Mullis [67], el cual se fij6 como propdsito obtener un gran
namero copias de un fragmento de DNA, para este caso en particular, fue para
amplificar y tener numerosas copias del gen 16S rDNA del consorcio de BSRs.
La reaccién de la PCR se realiz6 con los siguientes componentes:

Después se colocé al DNA con los reactivos que se indican en la tabla anterior
en orden y concentracion en tubos especiales, estos se llevaron al equipo
termociclador (aparato usado en Biologia Molecular que permite realizar los
ciclos de temperaturas necesarios para una reaccion en cadena de la
polimerasa para amplificacion del DNA. Las condiciones de reaccion incluyeron
una etapa de desnaturalizacion (5 min a 92°C), programandose los 35 ciclos (1
min a 92°C, 1 min a 53°C, 2.5 min a 72°C) y una etapa final de polimerizacion
de 10 min 72°C.

Para verificar que se obtuvo el amplificado se corrié una electroforesis en gel
de agarosa al 1%, se puso un marcador de 1kb de referencia y el tamafio de
los fragmentos del gen amplificado fueron de aproximadamente PM (Peso
Molecular) de 1500 pb (par de bases), considerado como la union por puentes
de hidrégeno de nucleotidos en hebras opuestas de una cadena de DNA o
RNA complementarios).

Cuando se obtuvo la medida especificada del amplificado se corrid
nuevamente otra electroforesis de geles de agarosa, pero ahora con todo el
producto de la reaccion de PCR, en la cual se obtuvo el total de la porcion de

DNA amplificado durante la reaccién.
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Tabla 4, Contenido de reactivos para la amplificacion

Reactivo Cantidad (ul)
Agua 13.3
2.5
Buffer para PCR
MgCl, 1
BSA (Inhib. de la PCR) 1
DNTP’S* 2
OLIGO NVZ1 1
OLIGO NVZ2 1
Taqg DNA Polimerasa 0.2
DNA molde de (BSRs) 3

'Mezcla de deoxinucleotidos de trifosfato: dATP, dCTP, dGTP y dTTP

NVZ1: (5-GCGGATCCGCGGCCGCTGCAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") hacia

adelante

NVZ2: (5-GGCTCGAGCGGCCGCCCGGGTTACCTTGTTACGACTT-3) hacia

atras
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5.2.4 Purificacién del Gen Amplificado

a)

b)

La purificacion de los productos de la PCR, se realiz6 a partir de lo geles de
agarosa del punto anterior y se llevo a cabo con el Kit de QIAgen®, (Este usa
tecnologia avanzada de membranas de silicato para purificar rapidamente DNA
celular total sin usar extracciones orgénicas ni precipitacion con etanol), entre
estos elementos se efectia el lavado elucién y una solucion buffer para
promover la union del DNA a la columna de giro, este mecanismo fue
totalmente automatizado.

Los fragmentos purificados con el sistema QIAgen®, estuvieron listos para su
utilizacion directa en todas las aplicaciones subsecuentes de ligaduras vy
transformaciones, restricciones, etiquetado, transcripciones, marcadores
moleculares. Hecha la primera corrida de purificacion estas estuvieron libres de
impurezas.

En el proceso de purificacion, la porcion amplificada del DNA pudo haberse
perdido y para ello, se confirmé mediante una corrida electroforética en

agarosa. En caso de pérdida del DNA, se vuelve a la etapa 2 de amplificacion.

5.2.5 Ligacion

Verificado la presencia de los amplificados del gen 16S rDNA, se llevo a cabo
el proceso de ligacién o intercepcion del gen 16S rDNA con el plasmido
pCR®2.1-Topo®, utilizando TOPO-TA® Cloning Kit (Invitrogen life
techonologies Carlsbad, CA), este proceso se dej6 en reposo o incubacién por
30 min a Temperatura ambiente.

Para la union de moléculas de DNA, se partié de fragmentos lineales obtenidos
por digestion con enzimas de restriccion en sitios compatibles para la ligacion.
La reaccion se llevd a cabo afiadiendo 3 U de DNA-ligasa del fago T4
(Promega)®, el tampdn de ligacion, asi como las concentraciones adecuadas
del DNA en volumen de 10-15 aforado con H,O. La mezcla de reaccion se
incubd a 15°C durante 12 Hs. Después, se utilizd esta mezcla para transformar

células competentes de E. coli.
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5.2.6 Transformacion

a)

b)

d)

En esta etapa, el proceso consistio en introducir el plasmido (cosmido) con el
inserto (gen 16S rDNA gsr) a células de E. coli competente (células capaces de
recibir DNA extrafio), este paso se realiza por electroporacién

La electroporacion o electropermeabilizacion es un significativo aumento de la
conductividad eléctrica y la permeabilidad de la membrana plasmatica celular
causado por un campo eléctrico aplicado externamente. Es habitual en biologia
molecular la forma de introducir diferentes sustancias a las células, como por
ejemplo sondas moleculares, un farmaco que puede cambiar las funciones
celulares o un fragmento de DNA codificante, como puede ser un plasmido.

La electroporacion se llevo a cabo en un equipo llamado electroporador. La
suspension de bacterias de 50 uL, se mezcl6 con los plasmidos que se quieren
transformar y se dispusieron en una cubeta de plastico o vidrio con electrodos
de aluminio en los costados.

La cubeta se insert6 en el electroporador, se selecciono el voltaje en el equipo
(1800 voltios).

Inmediatamente después de la electroporacion se afiadio 1 ml de medio sock
(glicerol al 10%) a las bacterias de la cubeta y fueron incubadas a la
temperatura Optima de las bacterias durante 1.5 Hs o0 mas, para que después
se les agreg6é medio selectivo LB + ampicilina + IPTG + X-Gal. El inoculo de

bacterias se extendio en placas y fueron incubadas a 37 °C por 20 Hs.

La ampicilina selecciona o permite distinguir a las bacterias a las que se logré

introducir el plasmido, de las que no fue posible introducir el plasmido, las colonias

competentes son sensibles a la ampicilina y con el plasmido adquirieron la

resistencia.

Por otra parte, la IPTG + X-Gal selecciona o diferencia a las células bacterianas

gue no tienen el inserto que fueron coloreadas de color azul, mientras que las

células que lo tuvieron desarrollan un color blanquecino.
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5.2.7 Recuperacion de clonas

a) Las placas con las colonias blanquecinas fueron picadas con palillos estériles
para transferirse a tubos que contenian medio de cultivo LB liquido + 1 pl de
ampicilina.

b) Los tubos se incubaron a 37 °C por 24 Hs. Los tubos que presentaron
crecimiento fueron resistentes a la penicilina y fueron estos microorganismos
donde el inserto del plasmido con la fraccién del DNA tuvo éxito.

c) Los medios con crecimiento positivo, fueron separados en dos tubos, estos
fueron sometidos a centrifugacion, se retir6 parte del sobrenadante y uno de
ellos fue para conservar en glicerol, mientras que el otro se usé para la

obtencion del plasmido.

5.2.8 Obtencion del plasmido

a) El tubo con botdn celular o biomasa, se lleva al equipo mini PREP®, para la
ruptura celular y la extraccion del DNA, el proceso de extraccion fue similar al
gue se desarrollo en el paso (Extraccion de DNA).

b) La purificacion del DNA, se desarroll6 de manera similar al proceso que se
efectud en el paso (secuencia de extraccion de DNA).

c) Al DNA purificado, se le corrio electroforesis en agarosa, para confirmar la

presencia del plasmido en el inserto del DNA purificado.

5.2.9 Recuperacién del inserto

a) En el ADN purificado, se realiz6 una digestidn enzimatica mediante la enzima
de restriccion ECO RI (Unaenzima de restriccion (o endonucleasas de
restriccion) es aquella que puede reconocer una secuencia caracteristica
de nucleétidos dentro de una molécula de DNA y es producida por E.coli) (en
tubos de microcentrifuga, se coloc6 10 ul de DNA, 7 pl de agua, 1 pl de enzima
de restriccion Eco Rl y 2 pl de la solucién tampén 10X para enzimas de

restriccion Eco R1 y mezclar y centrifugar).
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b) Los tubos con el centrifugado, se incubaron durante (12 horas) a 37°C.
c) Se recupera el centrifugado y se corrié una electroforesis en gel de agarosa, en
el cual se verific6 la presencia del inserto, mediante la observacion de 2

bandas cuyos pesos moleculares sumaron 3000pb.

Es conveniente sefialar que una enzima de restriccion (endonucleasas de
restriccion) es aquella que puede reconocer una secuencia caracteristica de
nucleotidos dentro de una molécula de DNA y cortar el DNA en ese punto en
concreto, llamado sitio o diana de restriccion. Los sitios de restriccién cuentan con

4 a 12 pares de bases, con las que son reconocidas.

Los fragmentos de DNA obtenidos por la digestion enzimatica, pueden ser unidos
por la actividad de las enzimas llamadas ligasas. Asi de esta manera
conoceremos el DNA vector, que seria aquel que es capaz de replicarse
independientemente del DNA de la célula anfitriona en la cual crece. Dentro de
este grupo de vectores estan los plasmidos, moléculas circulares de DNA halladas

en las bacterias.

5.2.10 Analisis rflp’s
RFLP’S (Restriction Fragment Length Polymorphism), son enzimas endonucleasas
de restriccidbn que se caracterizan por reconocer sitios del ADN con 4 pares de

bases (pb).

a) El DNA vector recuperado con el inserto de cada uno de los microorganismos
presente en el consorcio.

b) Se realizé una digestién enzimatica con el mismo desarrollo efectuado en el
paso (recuperacion del inserto del inciso a) 8.1, pero con la enzima Hhal
(aislada de Haemofilus haemoliticus) que corta cada 4 pb.

c) El producto de digestién se dispuso en gel agarosa, para tener un patrén de
bandas, esto fue de utilidad ya que sirve para conocer cuéles clonas fueron

iguales, es decir si tuvieron el mismo inserto, o cuales fueron diferentes, el
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resultado que se obtuvo con el nUmero de bandas y se esper6 a que fueran
igual al nimero de microorganismos diferentes que se tuvieron en el consorcio
CT-A

5.2.11 Secuenciacion del inserto

La secuenciacién es una sucesién exacta de letras representando la estructura

primaria de una molécula real o hipotética de un segmento ADN o banda, con la

capacidad de transportar informacion.

Las secuencias de los genes 16S rDNA obtenidas en este trabajo fueron

analizadas a través de CHIMERA-CHECK del Programa Ribosomal Database
Progect-1l RPD-II (http://35.8.164.52/chimera.cqi?su=SSU) [68] [69].

5.2.12 Analisis de la secuenciacion

a)

b)

Cada una de las secuencia fueron asignadas a una jerarquia taxonémica a
través del programa BLAST version 2.2.3 (Altschul, 1997) y con RPD-II
Analysis Tools of Ribosomal Database Project-11 Release [69]. Posteriormente,
las secuencias relacionadas para el gen 16S rDNA, se colectaron en la base
de datos NCBI Taxonomy Homepage (TaxBrowser) y se realizé un andlisis de
alineamiento multiple utilizando el programa Clustal X (20). Asi mismo, para
calcular los sitios informativos parsimoniosos Yy el indice de
transversion/transicion, se utilizé el método a distancias empleando el modelo
de Tamura — Nei. (19) y los resultado de los alineamientos para el nimero de
bases sustituidas entre secuencias pareadas, fueron determinadas con el
programa MEGA2 v.2.1 (35) [70].

Los arboles filogenéticos se construyeron por el [71]. La evaluacion de los
arboles obtenidos se realiz6 mediante 1000 remuestreos, Bootstrap (13). La
similitud se calcul6 a partir de las secuencias variables entre secuencias

pareadas como se muestra a continuacion:

Similitud = {[(No. de nuclétidos,,. )- (No.nucleétidos variables)|(No nucleétidos,,. )} * 10 (31)
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c)

d)

La asignacion taxonémica para establecer el nivel de especie debe de guardar
una similitud mayor del 97.5 %, mientras que la identificacion a nivel de género
se requiere del 95 % con la mejor secuencia relacionada (31) y la similitud
debajo de este valor se posiciona a nivel de familia.

Mediante programas computacionales y de estadistica se realiz6 un andlisis
filogenético de las secuencias para obtener los arboles y sus nombres de los
microorganismos que fueron identificados.

Se realiz6 una Electroforesis en un gel de gradiente desnaturalizante, para
esto, se amplificé la region 3 variable del gen 16S rDNA, el cual se someti6 a
una electroforesis en un gel que presentd una gradiente de acrilamida y de
formamida, se desnaturaliz6 a 60°C, se cargaron las muestras y se dejaron
durante 14 horas a un voltaje de 200 volts, al término de la corrida, se realiz6
una tincion de plata al gel. Esta electroforesis permitio separar moléculas de
DNA con un nucleotido de diferencia, asi mismo ayuddé a conocer el tipo
namero de microorganismos que se tuvieron en el consorcio, mediante las
diferencias del gen 16S rDNA y si una banda una banda fue notable en todos
los consorcios puede indicarse que se tuvo un organismo que fue comun en

todos.

5.3 Preparacion y montaje de las Celdas Electroquimicas experimentales
(CEE y CER).

Las actividades experimentales para las celdas electroquimicas (CEE y CER), se

agruparon y se llevaron a cabo por médulos y se describen a continuacion.

5.3.1 Preparacion y esterilizacion de celdas y medios de cultivo.

a)
b)

A partir de CT-B, se preparé un cultivo joven de BSRs.

En la celda electroquimica se prepararon 800 ml de medio mineral base de
cultivo de Bold modificado (ver anexo 1)" de pH 7.0 + 0.5 y adicionando una
barra magnética de agitacion. Las entradas de la celda (juntas esmeriladas),
fueron lubricadas perfectamente con grasa de silicon, selladas y esterilizadas a
120°C por 15 min.
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c)

d)

e)

Preparacion de medio de cultivo APl modificado en viales (ver anexo 1), en
pilas 6 de unidades para la curva de crecimiento.

Preparacion de medio de cultivo en tubo calibrado, inoculado con una densidad
poblacional conocida de BSRs, determinando la DO (Densidad Optica), para

tener una referencia para que ésta y las demas celdas de evaluacion, la

poblacion inoculada sea constante.
Esterilizacion de la cAmara de transferencia a 120°C por 15 min

5.3.2 Preparacion y acondicionamiento de los elementos y sensores de medicion
de las celdas CEE y CER.

a)

b)

d)

La superficie del electrodo de trabajo de acero al carbon (APl XL-52), fue
preparada hasta lija 600, a fin de remover O0xidos y tener un perfil de anclaje
para una adecuada colonizacion de microorganismos, al término de este
proceso, los electrodos de trabajo fueron lavados a fin de eliminar residuos
metalicos, se desengrasaron con acetona anhidra para eliminar residuos de
grasa y humedad, se flamearon instantaneamente para evitar contaminacion
biologica. Los electrodos se envolvieron con papel especial y se dispusieron en
desecador (hasta alcanzar el peso constante), para determinar su peso.

Se preparo y se esterilizé a 120°C por 15 min, una solucion saturada de cloruro
de potasio (KCI).

El electrodo de referencia (ECS) fue desinfectado con alcohol yodado, mientras
gue el capilar - luggin se esterilizé via seca a 80°C por 1h, la punta de Vcorr se
dispuso en alcohol etilico por 60 min., se mont6 el luggin y se rellend con
solucion saturada y estéril de KClI, todo ello bajo condiciones de esterilidad.

El contraelectrodo de Pt y portaelectrodo, fueron esterilizado via hiumeda a
120°C por 15 min.

Una vez calibrados los electrodos de pH y Eh, se desinfectd la superficie
mediante una solucién de alcohol yodado, estos junto con los electrodos de
trabajo y de referencia, fueron colocados dentro de la campana de flujo laminar

a rayos UV por 30 min.
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1. Tubo de cristal de aislamiento de la varilla de

conduccién y el medio de cultivo

=" 1 2. Varilla metédlica de sujecién y contacto
eléctrico entre el electrodo de trabajo y el
______ . equipo
3______ _____ ” | ——— - 4 3. Arandela de sello hermético entre la tuberia
0.3 cm ___Il:_—:—_.l de cristal y el elemento aislante (tefl6n).
!-s _____ 1_ -__!"_C_TT_'I__}! 4. Elemento aislante (teflon) entre varilla y

elemento de trabajo

Figura 6. Detalle del montaje del electrodo de trabajo

5.3.3 Actividades mixtas para el montaje de las celdas electroquimica.
En este modulo se realizd actividades de naturaleza fisica, electroquimica y

microbioldgica en las celdas.

a) Las celdas electroquimicas con el medio de cultivo estéril, se colocaron en un
area de esterilidad.

b) La incorporacion de cada uno de los elementos a las celdas electroquimicas,
se realizo bajo condiciones estrictas de esterilidad y de anaerobiosis.

c) El electrodo de trabajo se colocé a una altura media de la columna del medio.

d) El electrodo de referencia acoplado a la extensién de luggin, se incorporo a la
celda, colocando que la punta vicorr se mantuviera aproximadamente a 3mm
de la cara lateral del electrodo de trabajo.

e) El electrodo auxiliar de platino fue colocado a la altura del electrodo de trabajo
y del lado opuesto al electrodo de referencia.

f) Los electrodos de pH y de Eh, fueron colocados en el seno del medio de cultivo
y adyacente al electrodo de trabajo.

g) La punta de la camara de transferencia fue colocada a la altura media de la

columna del medio cultivo.
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h)

)

K)

El difusor de nitrogeno fue colocado cerca de la barra de agitacion. En la
corriente de alimentacion de nitrdgeno se colocé un filtro de 0.20 um de poro,
para prever contaminacion al medio de cultivo.

Fueron selladas cada una de las uniones de las celdas con los diferentes
elementos de medicion mediante parafilm, a fin de asegurar la hermeticidad en
cada punto.

Las celdas con sus elementos fueron montadas en una parrilla de agitacién, se
inicio la remocion de oxigeno del medio de cultivo con nitrégeno, asi mismo se
comenz6 la medicién de Eh. La nitrogenacion fue suspendida en las celdas
cuando se alcanzo los -380 mV de Eh.

En forma paralela a dichas actividades, en el potenciostato (Solartron 1280B)
se programo el protocolo para cada una de los barridos a realizar (Rp, EIS, Pc
Y Ip).

Se verifico el funcionamiento del potenciostato con la dummycell, efectuandose

curva de calibracion.

m) Se cambid a protocolo de proteccion y se fijé el potencial a —850 mV¢y,cyso, »

las celdas CEE y CER, se dejaron en reposo por un término de 12 h, con la

finalidad de asegurar la esterilidad del medio cultivo, celdas y los elementos.

n) La celda electroquimica de evaluacion cargada con el medio de cultivo y con

todos los elementos de medicién (Fig.7), se dejaron en reposo por término de
12, a fin de verificacion del estado de esterilidad del medio de cultivo y la celda

en general.
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Figura 7. Celda electroquimica de evaluacion (CEE) y sus elementos de
monitoreo, después de 24h de haber sido inoculada.

Elementos de la celda electroquimica de evaluacion y referencia:

NogahkwNpE

Electrodo de trabajo

Contraelectrodo de platino

Electrodo de referencia

Electrodo de pH

Electrodo de Eh

Camara de transferencia

Difusor de nitrégeno (entrada y salida)
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5.3.4 Programacion de pruebas y determinaciones via humeda en la CEE a

potencial de —850 mV ¢y, cyuso, -

Si el aseguramiento de esterilidad del medio y la celda electroquimica se llevaron

a cabo con éxito, se continud con el programa de actividades, que a continuacion

se describen:

a)

b)

f)

g9)

h)

)

Preparacion del inoculo de BSRs. En una celda del espectrofotometro con
solucién salina estéril, se fue adicionando con jeringa estéril el concentrado
de BSRs procedente del vial CT-B, hasta alcanzar la densidad Optica
seleccionada que contiene aproximadamente (10° cels./ml).

El inoculo de microorganismos preparado fue depositado en la camara de
transferencia y llevado al seno del cultivo al interior de la CEE bajo
condiciones de esterilidad y anaerobiosis.

Homogeneizado el inoculo de BSRs en la celda de evaluacion, se procedio
a realizar las primeras mediciones programadas.

Se suspendio la PC al electrodo de trabajo y se dejo estabilizarse por lapso
de 10 a 15 min, a fin de retornar al potencial de corrosion (Ecor).

Se cambi6 de protocolo al potenciotato para llevar a cabo los barridos de
Rp y EIS, este proceso se llevo tres veces al dia y cinco dias a la semana.
Al término de cada barrido, se cambio en el set up al protocolo de PC y ip,
procedimiento que se mantuvo los 30 dias de pruebas excepto los 10 o 15
min de reposo para alcanzar el potencial de corrosion (Ecor.).

Las lecturas de pH y Eh se realizaron cada 24h, a fin de registrar cualquier
cambio en el medio que pudieran dafiar al crecimiento de las BSRs.

Las determinaciones de SOZ~, H,S, Fe?*, Alcalinidad y densidad poblacional
(Dp), se programaron llevarlas a cabo cada 72 h. La densidad poblacional
se llevé a cabo mediante el método de extincion por dilucion.

La reposicion de medio de cultivo con incremento en la concentracion de
sulfatos, fue programado llevarlos a cabo 48 h.

La duracién del desarrollo experimental para cada potencial de proteccion,
fue de alrededor 30 dias. El montaje de la celda de evaluacién con sus

elementos se muestra en la Figura 7.
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5.3.4.1 Tratamiento de los electrodos de trabajo al término de los ensayos.
Al final de cada una de las pruebas tanto de las celdas CCE y CER, se retiraron
los electrodos de trabajo para llevar a cabo las siguientes actividades:

e Analisis de superficie en fresco mediante Microscopia Electronica de
Barrido Ambiental MEBA.

e Descarga biolégica de los electrodos de trabajo.

e Lavado fisico y quimico de los electrodos de trabajo

e Determinacion del peso de los electrodos de trabajo después de someterlos
a peso constante.

e Andlisis de superficie libres de bioensuciamiento mediante MEBA.

La limpieza fisica y quimica de los electrodos de trabajo de cada una de las
pruebas se llevd a cabo en base a lo establecido en el ASTM - G 1- 03 y la
limpieza quimica se aplicé la designacion C.3.1 de la tabla Al.1 (procedimiento

para la limpieza quimica y remocion de productos de corrosion) [72].

5.3.5 Programacion de pruebas y determinaciones de via humeda en CER a
diferentes potenciales programados.

Para la serie de pruebas en CER, se siguio el mismo protocolo que en CEE, en el
cual hubo un aseguramiento de esterilidad del medio y celda electroquimica y si
este se llevé a cabo con éxito, se continu6é con el programa de actividades, que

consistio con el desarrollo de las siguientes actividades:

a) Las lecturas de pH y Eh se realizaron cada 72 h, a fin de registrar cualquier

cambio en el medio de cultivo debido a la actividad de la PC.

b) Las determinaciones de Fe?*y alcalinidad se programaron llevarlas a cabo cada

72 h ala semana.
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c) No se realizaron actividades microbiol6gicas en este set de pruebas.

5.3.5.1 Tratamiento de los electrodos de trabajo
Al término de cada una de las pruebas de las celdas CER, se retiraron los
electrodos de trabajo para llevar a cabo las siguientes actividades:

e Andlisis de superficie en fresco mediante Microscopia Electronica de
Barrido Ambiental MEBA.

e Descarga biolégica de los electrodos de trabajo.

e Lavado fisico y quimico de los electrodos de trabajo

e Determinacion del peso de los electrodos de trabajo después de someterlos
a peso constante.

e Anadlisis de superficie libres de bioensuciamiento mediante MEBA.

La limpieza fisica y quimica de los electrodos de trabajo de cada una de las
pruebas se llevd a cabo en base a lo establecido en el ASTM - G 1- 03 y la
limpieza quimica se aplico la designacion C.3.1 de la tabla Al.1 (procedimiento

para la limpieza quimica y remocién de productos de corrosion) [72].
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6. Resultados y discusién

6.1 Resultados de la caracterizacion del consorcio de BSRs, usando la
técnica de Clonacion del Gen 16S rDNA.

En el anexo de este trabajo, se presentan los arboles filogenéticos, en la pp 1779
en la Figura 2, se exhiben los clones p-m13F y t-M13F con un 99% de similitud a
Desulfovibrio desulfuricans (AF354664), mientras que en la Figura 3 de la pp
1780, se muestran los clones g y s con una semejanza del 100% a Clostridium
perfringens (M69264).

En la pp 1782, en la Tabla 1, contiene la secuencia bacteriana del 16S rRNA
obtenida de los diferentes consorcios evaluados, entre estos se encuentra la
muestra 14 (ES) perteneciente al consocio de BSRs aislado del exterior de la linea
de transporte. En esta tabla presentan los clones representativos, el patrén de
RFLP, la relacion filogenética ( la especie mas cercana en la bases datos del
GenBank), % de similitud y grupo microbiano de afiliacion [73].

Con base a la informacion descrita en el parrafo anterior se indica la identificacion
de las dos especies de microorganismos que fueron Desulfovibrio desulfuricans y

Clostridium perfringens y que se denominan en el presentes trabajo como BSRs.

En lo referente a los diferentes ensayos que se llevaron a cabo para determinar la
interrelacion existente entre las BSRs con los diferentes potenciales de proteccion
catddica, se fijo el propoésito de ordenar y procesar la informacion experimental, en
su forma y secuencia en que fue encausada, a fin de facilitar el analisis e

interpretar la informacién mediante representaciones en tablas y graficas.

Los resultados de los parametros determinados tanto en la CEE, como en la CER,
estuvieron en funcion a cada uno de los potenciales establecidos, por tal motivo se
manejaran dos grupos de resultados (con BSRs y sin BSRs) para un solo

potencial de los programados.

Por otra parte, la informacion que se generé durante el desarrollo experimental, se

consideré que fue demasiada, sin embargo necesaria, debido a que a través de
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ella se logré conocer que los procesos biolégicos no fue perturbado por la carencia
de nutrientes u otro factor que pudo haber incidido, ademés de esta manera se
registraron posibles cambios en el medio de cultivo, generados por la corriente
eléctrica de la proteccion catddica aplicados al electrodo de trabajo y ésta de qué
forma impactan en la actividad de las BSRs.

Por tal motivo, de la informacién generada en el transcurso de la experimentacion,
se considerd conveniente seleccionar y procesar la informacién que se originé en

el inicio de prueba, la generada en los dias 5, 10, 15, 20, 25y 30 dias.

Por otra parte, a fin de analizar el comportamiento y trascendencia de los
parametros de la celda electroquimica de evaluacion y de referencia se mostraran
de manera comparativa en tablas y gréficos.

6.2 Potencial de proteccién de — 850 mV ¢y cuso,

Los resultados de la Celda Electroquimica de Evaluacion (CEE), como los de la
Celda Electroquimica de Referencia (CER), se han agrupados en parametros

Fisicos, bacterioldgicos, quimicos, electroquimicos y analisis de superficie.

6.2.1 Parametros Fisicos

Los parametros fisicos estuvieron conformados por mediciones de pH y Eh en las
dos celdas de evaluacion (CEE y CER), a fin de detectar algun cambio significativo
en el medio que afectara el desarrollo y desempefio de las BSRs en el sistema de

evaluacion.

6.2.1.1 Comportamiento de pH

Dentro del programa experimental, todas las pruebas desarrolladas se llevaron a
cabo a condiciones normales de presion y temperatura, esto debido a que las
condiciones que requieren reproducir se llevan a cabo bajo estas condiciones pero

con ausencia de oxigeno.
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En este sentido,se le dio seguimiento a este pardmetro durante la prueba, a fin de
registrar cambios significativos en pH en el medio de cultivo, debidos a la actividad
de las BSRs o0 bien a las posibles reacciones que hayan ocurrido en la superficie
del electrodo de trabajo debido a la proteccion catddica.

Generalmente las reacciones que se atribuyen a la actividad de la PC, son tres

reacciones de reduccion:

2H* + 2e~ - 2H - H, 31
0, + 2H,0 + 4de~ — 40H" 32
02(9) + 4H+ + 4e” - 2H2 33

Dado que el oxigeno es el iniciador de las reacciones 32 y 33, estas pueden
quedar descartadas, de llevarse a cabo en las celdas experimentales (CEE y
CER), debido a que estas estuvieron bajo condiciones libres de oxigeno, por lo
gue solo la primera reacciéon de reduccion fue la factible de llevarse a cabo o algun
otro compuesto capaz de reducirse que estuviera presente en ambas celdas

experimentales.

Por lo tanto, las especies quimicas que estuvieron disponibles en la solucién
fueron los iones hidrogeno y que pudieron reducirse bajo la influencia del flujo de
electrones de la corriente de proteccion (ip), ya que dicha reaccion solo requiere
del estado i6nico del hidrégeno. Esta reaccion también pudo regular la ligera

acidez desarrollada en el medio.

Respecto a la actividad de las BSRs, en algunas rutas metabdlicas, generan
expulsiones de iones hidrégeno al exterior de la célula, creando cierta acidez
entorno a las células y seria una de las fuentes que estaria contribuyendo al
abastecimiento de iones hidrogeno a la interfase de la solucion (medio) para la
reduccion del mismo, en este sentido si la concentracidén de protones es alta en la
interfase estos pueden migrar al seno del medio y llegar a contribuir, por otra parte
se debe considerar que hay microorganismos en el seno del medio (planctonicos)

gue también pueden contribuir con la aportacion de protones que ayuden de
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mantener al pH en el rango registrado durante la experimentacién, esto también
explicaria la diferencia en pH entre los sistemas con y sin BSRs. En el grafico de
la Figura 8, se presenta el comportamiento del pH, registrado en el medio de
cultivo de las celdas electroquimicas (CEE y CER) que fue registrado durante el
desarrollo de las pruebas.

7.00 +
6.90 T4
6.80 +

6.70 +

pH

6.60
6.50 +
6.40

6.30 +

6.20 —4H—H—+—+—"+—"~+—"+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—++++11

«=g==CEE-BSRs CER Sin BSRs Dias de prueba

Figura 8.Comportamiento del pH en el tiempo en el medio de cultivo a - 850
MVcuicusos

El comportamiento del pH en el seno del medio de CEE, oscil6 de 6.53 a 6.87,
teniendo pequefas variaciones al inicio de la prueba y se mantuvo en alrededor de
6.8 durante la prueba, mientras que este parametro en la CER, se mantuvo
alrededor de los 6.89 durante la prueba. El pH en la CER se mantuvo ligeramente

por arriba del desarrollado en la CEE.
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6.2.1.2 Comportamiento del potencial redox (Eh).

El potencial redox es un valor relativo al punto “0” del electrodo normal de
hidrégeno u otro electrodo secundario como el de plata (Ag/AgCl), que permite
conocer la capacidad de oxidacién o reduccion de un medio o sistema dado.

En la naturaleza el potencial redox (Eh), regula el comportamiento de reacciones y
compuestos quimicos en suelo y cuerpos de aguas naturales, en este sentido,
sucede algo similar en el entorno del microorganismos como al interior de los
mismos, donde muchas de las reacciones que se llevan a cabo estan sujetas a un

régimen redox.

Dado la importancia que reviste este pardmetro, se considerd importante llevar a
cabo un registro del potencial redox (Eh) en las celdas electroquimicas, para
determinar si las condiciones ambientales en dichos sistemas presentaron las
condiciones minimas necesarias para el desarrollo de las BSRs, esto debido a que
en estudios realizados, determinaron que estos microorganismo se desarrollan
mejor en ambientes anaerobios con potenciales de Oxido-reduccion (Eh) que
van de -150alos-350 mV. [74]

El medio de cultivo se ambientd en las celdas experimentales (CEE y CER) desde

el inicio con potenciales a redox de — 290 y — 299 mV respectivamente.

El comportamiento del Eh en la CER al inicio tuvo un comportamiento irregular, sin
embargo posteriormente durante la prueba mantuvo una fuerte tendencia a la
reduccion que se alcanzé potenciales de Eh de hasta — 295 mV. Al final de la
prueba. Las modificaciones en Eh, posiblemente estuvieron sujetos a algunos
cambios fisicoquimicos en el medio de cultivo, debido al potencial aplicado al
electrodo de trabajo, ya que como se conoce que la corriente de proteccion puede
modificar las constantes solubilidad de algunas especies presentes en el medio de
cultivo, no obstante el Eh en la celda, se logré recuperar su condicion inicial
(Figura 9).

En tanto en la CEE, se presenta el comportamiento que tuvo este parametro, en el

cual se observa un pico debido a la disminucién que se tuvo en Eh (decae el
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potencial de - 290 hasta -117 mV), en el séptimo dia de prueba, un segundo pico
se localizé en el doceavo dia bajando solamente a - 223.7 mV (Figura 9), estos
decaimientos probablemente estuvieron relacionados con a la reposicion del
medio de cultivo que pudieron contener residuos de oxigeno, ya que del dia 12 en
adelante la curva tendié a disminuir de forma paulatina hasta el final de la prueba
los — 447.6 mV. A excepcion de los primeros dias de prueba, se puede establecer
gue las condiciones fueron propicias para la actividad de las BSRs.

Eh (mV)
3

-500 S e e e e e e S L S e e s e e e e e
1 3 7 9 11 14 16 18 20 22 24 26 29 31 33 35
Dias de prueba

==¢—=CEE-BSRs CER- Sin BSRs

Figura 9. Comportamiento del Eh en el tiempo en el medio de cultivo a - 850
mMV.cucusos

Las condiciones ambientales que se lograron en la CEE, fortalecieron el
crecimiento de las BSRs en el sistema, en donde el electrodo de trabajo se

mantuvo a - 850 mV.cycusos €n todo el transcurso de la prueba.

En el grafico de la Figura 10, se presenta el comportamiento de la densidad
poblacional de las BSRs acoplado a los registros de potencial redox, en estos se
observan dos zonas en la cual hay vinculacion de ambos parametros de
evaluacion, la primera region se observa en los primeros dias de prueba, donde el

Eh disminuye y la poblacién baja, aqui el intervalo de tiempo es corto y el efecto
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se observa ligeramente desfasado, sin embargo, en la segunda regiébn que

comienza el dia 12 de prueba, se observa que a medida que el Eh tiende a ser

mas negativo, la poblacion de BSRs presenté mayor crecimiento celular, este

efecto extrinseco es el que se describe en la literatura antes referida .

Dp. (BSRs/ml)
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1.0E+00

11 14 19 24 28 31 33 35

Dias de prueba

BSRs en CEE —¢—FEh en CEE

-50

-100
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Figura 10. Relacion de condiciones de Eh y densidad poblacional de BSRs en el

tiempo a -850 mV.cycusos

6.2.2 Parametros Bacteriologicos

Dentro de los parametros que se consideraron en la experimentacion de este

estudio fueron la densidad poblacional de las BSRs, concentracion de iones

sulfato y concentracion de sulfuro de hidrégeno en el medio. El primer parametro,

estd asociado con la viabilidad y el nUmero de microorganismos presentes en el

sistema, mientras que el segundo y tercer parametro, se consideran como un

indicador de la actividad metabdlica, debidos que estan relacionados directamente

con los procesos respiratorios y metabdlicos de estos tipos de microorganismos.
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6.2.2.1 Densidad poblacional (Dp)

Para lograr unos de los objetivos de este estudio, fue el mantener por tiempos
prolongados la viabilidad y vitalidad de los microorganismos en el sistema, a fin de
establecer en parte el posible dafio de la corriente eléctrica de los potenciales de
proteccién sobre las BSRs y por otra parte, determinar si la actividad metabdlica y
enzimatica de los mismos, afecta a los procesos de la PC y para ello fue necesario
mantener hasta por 30 dias el crecimiento de estos microorganismos. Esto se
logr6 mediante el uso de cultivo continuo que consistié en remplazar un volumen
de medio de cultivo viejo, por el mismo volumen de cultivo fresco o nuevo, con una
concentracion adecuada de sulfatos; ademas de determinar el comportamiento de
la Dp el sistema mediante el método de dilucién por extincion, todo esto bajo

condiciones estrictas de anaerobiosis.

Los resultados obtenidos del comportamiento de la densidad poblacional de las
BSRs en la CEE, se muestran en la Figura 11, en este grafico se observa la
trascendencia que presentaron las BSRs durante el desarrollo de la prueba, al
inicio de la prueba, la poblacibn manifestd un crecimiento con tendencia
exponencial, sin embargo después del dia 4 de prueba, ésta presentd una
disminucion de la densidad, llegando practicamente a la fase inicial de Dy, este
comportamiento posiblemente fue influenciado por varios factores, el primero esta
relacionado con la disminucion en Eh en el medio, ya que éste registré una caida
en este lapso de tiempo y pudo haber afectar a la poblacion de microorganismos.
La segunda, se relaciona con el agotamiento de sulfatos o algun otro elemento
nutricional en el medio, que dio lugar a un decaimiento en la tasa de crecimiento

de las BSRs en el sistema.
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Figura 11. Densidad poblacional en el tiempo de BSRs en CEE a — 850mV¢y, /cyso,

No obstante, después de este periodo la poblacion logro recuperarse y mantener
su tasa de crecimiento hasta el final de la prueba, en este ultimo periodo no se
observa perturbacion alguna por algun efecto extrinseco en el sistema, por lo que

se espera que su actividad metabdlica haya funcionado correctamente.

Dado que el comportamiento de la densidad poblacional se llevo en el seno del
medio de cultivo de la CEE, en donde se encuentran inmersos los sensores de
medicién y dentro de ellos esta el electrodo de trabajo protegido con un potencial

de — 850mV¢y,cuso,, €Ste ofrece una superficie aproximada de 6.016 cm?, que fue

colonizado desde el inicio de la prueba por las BSRs, esto en parte, debido a la
naturaleza sésil de estos microorganismo y en parte al quimiotactismo debido a la
generacion de moléculas de H, que se produce por el proceso de reduccion de
especies quimicas a consecuencia de la corriente de la PC y que son

aprovechadas por estos microorganismos como fuente de energia.

En este mismo contexto, se sabe que en estas superficies los nutrientes llegan ser
mayores a las establecidas en el seno del medio o de la solucion. En
consecuencia la densidad poblacional de BSRs deben de ser en nimero diferente

a la monitoreada en el seno del medio de cultivo en la CEE [1].
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Por otra parte, se conoce que la colonizacion de superficies soélidas por
microorganismos, generan polisacéaridos (EPS), estos polimerizan y forman
verdaderas mallas o redes donde se alojan y se adhieren dichos microorganismos
al metal, bajo estas condiciones estos forman racimos o micro colonias dentro de

las peliculas.

6.2.2.2 Bioconversion de sulfatos a acido sulfhidrico

La actividad metabdlica de las BSRs esta sujeta a las condiciones ambientales,
disposicién de nutrientes y concentracion de iones SO;~ en el medio de cultivo o
en solucion, asi mismo esta relacion estad moderada por la actividad respiratoria y

metabdlica de estos microorganismos.

La ruta que incorpora y activa a los SO;~ se lleva a cabo a nivel de membrana
celular y se llama desasimilacion de sulfatos. La activacion de los sulfatos se
realiza por la enzima ATPsulfurilasa, formando un complejo denominado adenosin
fosfo sulfato (APS), las reducciones intermediarias (sulfitos) las controla la enzima
APS- reductasa y la parte que conducen a la produccién de S%, se controla por la
sulfito- reductasa. Este sistema enzimatico esta acoplado a otro sistema
denominado hidrogenasas que remueven e incorporan a moléculas de H; tanto a
nivel de membrana como al interior de la célula, los hidrégenos son oxidados por
esta enzima que actia como agente reductor y donadores de e en el proceso

respiratorio, proceso descrito en el marco teérico.

En dicho proceso involucra la transferencia de hasta de 8 e” que son utilizados en
la reduccion de los SO2~ hasta sulfuro, en esta secuencia de 6xido reduccion, la
acumulacion de iones hidrégeno generan una concentracion de protones (H")
conocida como fuerza motriz proténica, capaz de inducir a la enzima ATPasa para
llevar a cabo la sintesis de ATP celular [1]. La reaccion global de reduccion de

sulfatos se da por la ecuacién 13.

En la Figura 12, se muestra el comportamiento de la concentracion de SO;~ y de
H,S con respecto al tiempo, en este grafico se observa que la curva de los

sulfatos, en principio presenté una fuerte inestabilidad debida principalmente a los
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intercambios de cultivo viejo por nuevo que se realizaron en la CEE, ya que en
cada reposicion lleva una concentracion de sulfatos adicional. Por lo que en dicha
Figura se aprecia que a altas concentraciones de sulfatos, el tiempo de residencia
de estos fue muy corto debido a la alta actividad microbiana, ademas el consumo
de sulfatos es mayor y la concentracién retorna a estado basal (360 mg/l), esta
eventualidad se repite hasta los dias 13 y 15 de la prueba. Después de este
periodo el comportamiento se modera y tiende a homogeneizarse, este
comportamiento posiblemente se debi6 a una estabilidad metabdlica de estos
microorganismos, ya que los intercambios de medio se sostuvieron bajo programa
en el transcurso de la prueba. Esto a fin de que los sulfatos en el medio no
representan un factor limitante en el proceso bildgico de las BSRs.

En tanto que la curva de produccion de H,S, la concentracion del ion sulfhidrico en
principio fue baja pero con una ascendencia continua y constante y es hasta los
dias 18 y 20 donde la produccion de sulfhidrico se hizo constante posiblemente
debido a un decaimiento en concentracion de sulfatos, ya que después se
incrementa los sulfatos en el medio e inmediatamente la concentracion de
sulfhidrico se incrementa, al final de la prueba la produccion de sulfhidrico

practicamente se volvio constante.

Parte del acido sulfhidrico que se valora en esta prueba, proviene de bacterias
planctonicas que se encuentran en el seno del medio y parte de la concentracion
de sulfhidrico proviene de BSRs sésiles que se encuentran adheridas a la

superficie del electrodo de trabajo.

La cantidad de &cido sulfhidrico determinada por la metodologia no se considera
total, ya que esta determina solo las moléculas que estan libres, ya que parte del
sulfhidrico reacciona con el ion Fe?* presente en el medio, para formar un
precipitado de color negro. En la region de la interfase y en las biopeliculas el
sulfhidrico producido por bacterias sésiles se utiliza en la retroalimentacion de
reacciones ciclicas de superficie de naturaleza anddica como catddica y
solamente una parte del sulfuro de hidrégeno, es liberado al medio bajo un

gradiente diferencial en concentracion. Esto podria explicar la diferencia en
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concentracion determinada entre la reduccién de sulfatos y la produccién de

sulfuro de hidrégeno. Esta diferencia se puede apreciar en la Figura 12.
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Figura 12. Bioconversion de SO;~ a H,S por BSRs en el tiempo durante la prueba

en CEE a

- 850 mV, /CuSO,

6.2.3 Parametros quimicos

Los parametros considerados para el monitoreo en esta parte experimental del

estudio, fueron la concentracién del ion ferroso (Fe®) y la alcalinidad desarrollada

en el medio de cultivo durante el transcurso de la prueba. El primer parametro,

registra cualquier concentracion de hierro en el medio a consecuencia de

oxidaciones que puedan llevarse a cabo en la superficie del electrodo de trabajo.

Mientras que la proteccion catddica, puede generar cierta alcalinidad en el medio

debido a la reduccién de especies quimicas, produciendo cambios en pH,

concentracion de HCO3 y la probabilidad de afectar la viabilidad y el numero de

microorganismos presentes en el sistema [75].
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Figura 13. Comportamiento de la alcalinidad en el tiempo en los sistemas CEE y
CER a - 850 mV¢ycuso,

6.2.3.1 Alcalinidad

La alcalinidad en un sistema esta dado por su capacidad para neutralizar acidos o
aceptar protones y esta regulada por diferentes especies (HCO;, CO5~, OH) que
pueden estar presentes en el sistema y de acuerdo a la concentracion que
predomine de dichas especies, seria el tipo de alcalinidad que se esté

desarrollando en el sistema [76].

Para este caso en CEE y de acuerdo al pH registrado, se estaria indicando que el
predominio, se encuentra como sigue HCO; >> C02~, donde los iones
bicarbonatos son los que regularon al sistema seguidos de posibles y pequefias
concentraciones de H,C0s;)/CO3~ . Generalmente en estos sistemas se
encuentran pequeiiisimas concentraciones del precursor como de la especie

subsecuente del ion bicarbonato predominante.

El acido carbonico precursor del ion bicarbonato, pudo haber procedido de la
actividad metabdlica de los microorganismos en el sistema, pero considerando el
pH desarrollado en el medio, la produccion de este acido solo fue momentanea,

transfiriéndose todo a bicarbonatos con liberacién de protones (HCO; + H*) en el
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sistema (CEE), lo cual dio lugar a que se mantuvieron el pH en los registros
presentados y bajo este esquema, la alcalinidad generada fue promovida por el
ion bicarbonato [76].

La alcalinidad que se registré en la CER, fue mucho menor que la desarrollada en
la CEE (Figura 13), esto posiblemente se origind debido a que en CER no se tuvo
actividad metabdlica, por lo tanto solo se registré la alcalinidad generada por los

iones bicarbonatos en el sistema.

6.2.3.2 Hierro (Fe?")

Se propuso evaluar al ion ferroso (Fe?*) en el transcurso de las pruebas llevadas
a cabo a potenciales de - 850mV¢y, /cys0, €N los dos sistemas de evaluacion (CEE y
CER), a fin de determinar la eficiencia de la PC en presencia y ausencia de BSRs,
ya que este ion procede de la primera de oxidacion del hierro liberado de la

estructura cristalina de la superficie del metal (Electrodo de trabajo).

En el proceso de montaje de los elementos de las celdas electroquimicas de
evaluacion y de referencia, los electrodos de trabajo se mantuvieron sumergidos
en el medio de cultivo (exento de Fe?*), por el término de 45 a 90 minutos sin
proteccion catddica, lapso de tiempo necesario para ambientar a la celdas con
nitrégeno hasta obtener las condiciones de Eh iguales o mayores a los -350 mV

establecidos para mantener las celdas libres de oxigeno.

Los electrodos de trabajo de ambas celdas al momento de sumergirlos en el
medio de cultivo (Electrolito) se revistieron con una carga circundante negativa, lo
gue trajo a consigo una reorientacion de las moléculas de agua del medio, iones
solvatados vy libres que estuvieron presentes en el limite de fase del electrolito,
este arreglo molecular gener6 un exceso de carga, lo que promovié a que en el

limite de fase se desarrollara una fuerza o campo eléctrico.

En este sentido y dada la heterogeneidad que presentan las superficies de los

metales, donde la estructura cristalina de algunos atomos de hierro muestran
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diferentes grados de estabilidad, en el cual los &tomos con mayor energia residual
presentan mayor inestabilidad, estos &tomos son propensos a oxidarse y perder
electrones, los electrones fluyen en respuesta al campo eléctrico formado en la
interfase metal-electrolito y los iones metalicos de las estructuras cristalina pasa a

la fase del electrdlito, este paso se considera lento [77].

Trasponiendo dichas eventualidades a los sistemas de evaluacién, donde la
superficie del metal sumergida, fue factible que se activaran momentaneamente
generando microceldas anddicas y catodicas, en las cuales el flujo de electrones
generados en las reacciones de oxidaciéon y fue de la misma magnitud al flujo de
electrones consumidos por la reacciones de reduccién de especies en la interfase
liquida, en consecuencia se establecid una diferencia de potencial (Ecor), que
permitiera un flujo neto de electrones de las zonas anddicas a las catodicas,
propiciando que dichas reacciones de superficie se alejara del equilibrio y con ello
se creara un proceso de corrosion. Esto debido a que las reacciones suscitadas
en cada zona no estuvieron limitadas y en consecuencia el proceso fue continuo,
de tal manera que el sistema pudo alejarse de su equilibrio y el metal en zonas

anodicas entrara en disolucion libre.

Dicho proceso pudo haber ocurrido en la superficie de los electrodos de trabajo,
mientras que se logré adquirir las condiciones ambientales de anaerobiosis en

ambas sistemas evaluacion.

Los sistemas de evaluacion bajo condiciones de anaerobiosis, a los electrodos de
trabajo se les aplico el potencial de proteccion de — 850 mV¢y cyso,. €N €ste
proceso, ocurrié un barrido mediante flujo de corriente o electrones en toda la
superficie metalica, polarizando de manera paulatina para que todas las zonas que
actuaban como anddicas, revertirlas a catddicas de tal forma que toda la superficie
de evaluacion se transformara en catodo, a este proceso se le conoce como
barrido catédico (Polarizacion catodica) y puede variar de acuerdo al potencial

aplicado.
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En la aplicacion del potencial, se realizé un barrido catodico de la superficie, en la
cual se rebaso a la zona de inmunidad establecida para hierro en los diagramas
potencial-pH, quedando mas catddica que la zona de inmunidad, en esta
situacién, la superficie de los electrodos quedaria inmune al proceso de la
corrosion durante el periodo de la prueba.

Bajo este escenario, se recuerda que el sistema CEE fue inoculada con BSRs,
mientras que el sistema CER permanecio sin microorganismos bajo condiciones
de esterilidad y anaerobiosis durante la prueba. En la CEE, los microorganismos
se desarrollaron tanto en el seno del medio como en la superficie del electrodo de
trabajo, en esta parte, se hace hincapié en los diferentes mecanismos que
incidieron en el proceso de desestabilizacion de la corriente de proteccion y en
consecuencia la oxidacion y liberacion del ion Fe?* en algunos puntos de la

superficie de los electrodos de trabajo.

Dentro de estos mecanismos, en su fase inicial, esta el proceso de colonizacion
gue alteraron a los fendmenos de superficie del metal y posiblemente las lineas de

flujo de corriente de la PC.

En la fase intermedia, estan los mecanismos de despolarizacion catddica
promovidos por el sistema enzimatico que remueve los hidrégenos reducidos y los
transporta a nivel de membrana y al interior de la célula para diversas funciones

metabdlicas de las BSRs.

Asi mismo en esta fase, también se encuentra la actividad del H,S que interactiua
como molécula o como ion sulfhidrico (HS") en los mecanismos de corrosion del
metal o bien en procesos catddicos por la generacion de H”, ya descritos, o bien
como sulfuro de hierro (mackinawita), que en conjunto con el ion sulfhidrico
interacttan y aceleran los procesos de corrosion localizada del tipo picadura,

mismos que fueron también descritos con anterioridad en el marco tedrico.

En fase terminal, se encuentra la produccién y acumulacién de biopeliculas de
EPS que dan lugar a la formacion de barreras permeables y heterogéneas que

pueden permitir la transferencia parcial o total de sustancias o iones del medio al
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interior de las biopeliculas y del interior de estas hacia el exterior o al seno del
medio. Dentro de este proceso de transporte se encuentra la liberacion de algunos
gases tales como H,, H,S, CO,, asi como iones Fe?*. Estos iones fueron
monitoreados en el transcurso de la prueba como una manifestacion de un

proceso de oxidacion en la superficie del metal.

En la Figura 14, se muestra la trascendencia del ion ferroso Fe?*, tanto en CEE
como en la CER, en esta ultima se observa que la mayor parte de los valores
registrados estan por debajo de la unidad, mientras que los valores registrados en
la CEE, los valores en concentracion del ion ferroso fueron en ligeros incrementos
en cuanto transcurrié la prueba, alcanzando el maximo nivel al final de esta, este

comportamiento guarda una similitud con los registro de la produccion H,S.

Es muy probable la existencia de una interrelacion de parametros que manifiestan
una incidencia en la desestabilizacion de la densidad de corriente de la PC y en
consecuencia en los procesos de corrosion del electrodo de trabajo protegido.

FeZ* (mg/l)

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

. Dias de prueba
== CEE-BSRs &~ CER-Sin BSRs

Figura 14. Variacion de la concentracion de Fe?* referente al tiempo en el medio,
debido a la oxidacion del acero API XL-52, en CEE y CER a - 850 mV¢y cuso,
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En la Figura 15, se esquematiza la distribucion de la corriente de proteccion sobre
la superficie metélica protegida, asi mismo, se dejan ver las diferentes peliculas
gue componen al grosor de la capa. Esta se considera heterogénea, de espesor
variable y que estd compuesta por una matriz polimérica de polisacaridos con
diversos depdsitos de sulfuros de hierro. En la parte superior se muestra una
superficie vista en fresco mediante Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental
(MEBA), donde se alcanza a observar los somas de algunas BSRs que se
distinguen por ser bacilos cortos de forma recta o curvos, asi mismo se aprecia la

discontinuidad de la capa con algunos relieves de sulfuros de hierro.

Debido a la alta actividad en el interior de las biopeliculas se transfieren a la
solucion o medio cultivo algunos productos metabdlicos y de oxidacion como H,S,

CO, y Fe?"; que fueron monitoreados en el transcurso de la prueba.

Figura 15. Esquema de un electrodo de trabajo, en el que ilustra en parte las
lineas de flujo en el area protegida y la acumulacion de diferentes capas de
biopeliculas (EPS) y la heterogeneidad de la superficie.
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Hasta el momento, se ha argumentado como la superficie protegida del metal
pudo haber sido oxidada y entrar como ion divalente (Fe**) al seno de la solucién,
sin embargo no se tiene la informacion de la cinética con la que transcurrio dichas
eventualidades, es por ello que en esta parte del estudio, se enfocara a determinar
con que velocidad la superficie del metal del electrodo de trabajo se estuvo
oxidando tanto en la celda de evaluacion como en la celda de referencia (CEE y
CER). Para ellos se utilizaron tres técnicas de evaluacién, gravimétrica y dos
electroquimicas: la Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) y la
Resistencia a la Polarizacion (Rp).

6.2.4 Parametros electroquimicos
Dentro de los parametros de medicion de la velocidad de corrosion se incluyo a la
técnica gravimétrica, debido a la informacion que proporciona acerca del proceso

de corrosion.
6.2.4.1 Técnica gravimétrica

6.2.4.1.1 Determinacion de la velocidad corrosion del acero APl XL-52 protegido
con - 850 mVcyicusos €N los sistemas CEE y CER.

La técnica gravimétrica, basa su principio en determinar la pérdida de metal por
procesos de corrosion de manera uniforme, al interactuar el electrodo de trabajo
con su medio ambiente durante el periodo de prueba, la relacion entre pérdida de
material respecto al tiempo, nos determina una velocidad de corrosion (Veorr), que
generalmente se considera como un promedio de los procesos que se llevaron a
cabo en la superficie de evaluacion. Esta relacion se da tanto en milésimas de

pulgada por afio (mpa) o bien de milimetro por afio (mmpa).

6.2.4.1.2 Calculos para determinar velocidad de corrosion.
Para calcular la velocidad de corrosion por esta técnica, se aplica la siguiente
ecuacion [78] [72].
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_ AWXK (34)

V. =
CoTT. T AuTxD

Dénde:

Veorr = Velocidad de Corrosion

K = constante cuyo valor determina las unidades de V¢ a usar, ver Tabla 5.

Tabla 5. Valores de K

Valor de | Unidades de V¢orr
k

3.4510° mpa (milésimas de pulgada por
afo)
8.76 10" mpa (milimetros por afio)
AW = Diferencia de peso del E; (peso inicial- peso final)
A = Area del electrodo de trabajo
T = Tiempo de prueba

D = densidad del metal (7.86 g/cm®)

Los datos experimentales que se obtuvieron para la CER y CEE, se presentan en
la Tabla 6.

Tabla 6. Velocidad de corrosion (Vcor) mediante técnica gravimeétrica a — 850 mV.

Wi Wi DW Areg Densidgd Tiempo Vcorr Vcorr
(@) (9) (9) (cm?) (g/cm”) Hs (mpa) _ (mma)

Celda Electroquimica de Referencia

5.3929 5.3905 0.0024 6.01615 7.86 672 0.2606 0.0066

Celda Electroquimica de Evaluacion

5.0660 5.0581 0.0079 6.01615 7.86 840 0.6867 0.0174

La velocidad de corrosion detectada por esta técnica fue relativamente baja, ya
gue en ambos casos estuvieron por debajo de la unidad de corrosién, sin embargo
la velocidad de corrosion para el electrodo de trabajo en la CEE, puede indicarse

gue se tuvo hasta un 62 % en velocidad de corrosion por encima del valor

115



registrado en el electrodo de trabajo de la CER. Esta relacion puede ser atribuida

a la actividad de las bacterias sulfato-reductoras en el sistema.

Por otra parte, la velocidad de corrosion registrada por esta técnica, se considera
como un promedio de las eventualidades de corrosion ocurridas en la superficie
del electrodo de trabajo, que estuvo protegido con - 850 mVcycusos, por lo tanto, la
pérdida de material con respecto al tiempo se considera que se llevd a cabo de
forma longitudinal a la superficie y no transversal como sucede con la corrosion

localizada, es decir que se asume corrosion generalizada o uniforme.

6.2.4.2 Resistencia ala polarizacién Lineal (Rp)

En un sistema en cual fluye cierta corriente bajo un potencial, se van generando
alteraciones entre las partes que se constituye el sistema (electrodo/electrolito),
provocando disminucion del potencial entre un punto y otro, e incrementando la
resistencia al transporte de masa y en consecuencia el de transferencia de carga,
el grado de incremento de la resistencia de este fendmeno en la superficies, es

medido por esta técnica.

La técnica de Resistencia a la Polarizacion Lineal (Rp), se utilizé para determinar

la velocidad de corrosion del acero APl XL-52, en presencia y ausencia de BSRs.

La R, se considera una técnica de bajo campo, ademas es complementaria y
ampliamente utilizada en estudios de corrosion, ya que se caracteriza por su
rapidez, sencillez y seguridad. Esta se realiza con una amplitud de barrido de -30
a 30 mV, con velocidad de barrido de 0.1667 mV/seq.[79], esta se considera no
destructiva y la perturbacion al sistema es minima, debido a que se encuentra

desfasado fuera del potencial del equilibrio o de Eco [80].

6.2.4.2.1 Resultados de la Polarizacion Lineal en CEE y CER a -850mVcyicusoa-

La R, se determin6 mediante la pendiente de la curva, considerada como la
medida directa de la resistencia que ofrece la interfase metal biopelicula - BSRs-
medio de cultivo al paso de la corriente. Con el valor de la pendiente se calcul6 la

corriente de corrosion (i.,,) mediante la siguiente ecuacion (Stern and Geary).
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Célculos para determinar velocidad de corrosiéon

. B
lcorr = R—p , donde: 35

i.orr = Densidad de corriente de corrosion en el sistema
Rp = Resistencia de polarizacion
B = El coeficiente de Stern Geary (0.026V)

El coeficiente de Stern and Geary asume en su aplicacion reacciones de corrosion
controladas por activacion, ademas esta relacionado con las pendientes de Tafel

mediante la siguiente relacion.

b,*b
B = —2—<— Donde: 36
2.303(bg+b.)

b,y b., son las pendientes anddicas y catodicas de Tafel

B = Constante de Stern-Geary

La velocidad de corrosion estuvo relacionada con la densidad de corriente (izorr ),

mediante la siguiente ecuacion.
L
Veorr = K % E,, donde: 37

K  constante que define las unidades de velocidad de corrosion.
6 Densidad del hierro del electrodo de la muestra 7.86 (g/cm?®)
Eq; Peso equivalente del hierro 27.92 (9)

Usando la ecuacion 35 y aplicandola a los resultados de R, se obtuvo la
informacion de icorr, asi mismo estos datos fueron aplicados a la ecuacién 37 para

obtener los datos correspondientes de V,,,,., que se visualizan en la Figura 16. El
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La aplicacién de la ecuacion y la constante de Stern-Geary, asume que las
reacciones de 6xido reduccion en las interfases metal medio, en las dos celdas de

evaluacion se esta llevando a cabo por procesos de activacion.

Los resultados de la conversion de R, a V- se presentan en la Figura 16, de la
celda electroquimica de evaluacion y de la celda electroquimica de referencia, que

fueron registrados durante el desarrollo experimental.

6.2.4.2.2 Celda electroquimica de evaluacion (CEE)

En la Figura 16, se muestran los resultados de las velocidades de corrosion en
milésimas de pulgada por afio (mpa), obtenidas en los electrodos de las celdas
electroquimicas de evaluacion y de referencia, observando que laV,,,, en CEE
vario desde 0.456 hasta 5.912 mpa, mientras la V,,- en la CER, practicamente se
mantuvo constante ya que la variaciones durante el desarrollo de la prueba fueron
minimas (1.014 a 0.786 mpa).

7.0 -

5.0 -

4.0 -

Vcorr (mpa)

2.0 -

10 )

0.0||||||||||||||||||||||||||||||||||

1 3 5 7 9 11 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Dias de prueba

Rp de CER ==#==Rp de CEE

Figura 16. Comportamiento de la V., en el tiempo sobre el acero APl XL-52 en
CEE Yy CER, a - 850 mVcuicusoa.
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6.2.4.2.3 Celda electroquimica de referencia (CER)

En la CER, se mantuvieron todas las condiciones ambientales similares a la CEE,
asi como la aplicacion del potencial de — 850 mVcycusos al electrodo de trabajo,
solo que sin BSRs.

Los registros en velocidad de corrosion estuvieron alrededor de la unidad, durante
todo el periodo de prueba, esto a pesar que se mantuvo la proteccién catddica. La
V.. detectada, posiblemente se debi6 a la actividad de algunas especies
guimicas presentes en la formulacién del medio de cultivo o bien a la probable
inestabilidad de compuestos organicos en presencia del potencial aplicado.

6.2.4.2.4 Celda electroquimica de evaluacion (CEE)

En las primeras 48 h, la velocidad de corrosion fue baja (0.704 mpa), esta
velocidad estuvo mas influenciada por el efecto del medio de cultivo, que por la
funcidon de las BSRs, ya que esta se inicia por la colonizacion de las superficies y
en esta estancia la actividad enzimatica y metabdlica aun no se ven reflejados en

los procesos de corrosion del electrodo de trabajo.

Sin embargo después de las 48 h de prueba, se registré un incremento subito en
velocidad de corrosién (5.912 mpa), este puede relacionarse con la actividad
enzimatica y produccion de sulfuro de hidrégeno que se llevdo a cabo en la

superficie del metal.

A esta altura de la prueba, es probable que la colonizacién de la superficie se ha
totalizada y logrado su estabilizacion, los microorganismo bajo esta circunstancia
tienden a optimizar su crecimiento, en la que probablemente el metabolismo y la
actividad enzimatica fueron continuas, logrando mayor movilidad electrolitica en la
superficie y en los procesos de corrosion, en esta situacién es muy probable que
la generacion de biopeliculas fue escasa y discontinua permitiendo sin dificultad

alguna el trafico electrolitico.
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Posterior al incremento en velocidad de corrosion, sobrevino un descenso de la
misma, esta disminucion puede ser atribuida a dos factores, el primero que esta
vinculado a una escasez de nutrientes y sustratos (S0Z~) en el medio, lo que trajo
consigo un descenso en la actividad celular y esta repercuti6 en la dinamica
enzimatica y metabdlica de las BSRs, esta situaciébn es probablemente la que
haya inferido en la V¢or, (0.567 mpa). El otro factor que pudo haber ocurrido y
contribuido en la disminucion del proceso de corrosibn de este periodo y
subsecuentes, fue la formacion de biopeliculas sobre la superficie del metal,
donde estas a pesar de ser porosas o discontinuas (heterogéneas), dificultan en
diferente grado al transporte de especies quimicas que participan en las
reacciones de reduccion que se llevan a cabo en la interfase, asi como
transferencia de algunos iones (Fe?*) y otros componentes metabdlicos (H,S) de

los microorganismos en las biopeliculas.

De esta manera la obstaculizacion del flujo idénico o corriente idnica afecta al
circuito de corriente de la proteccion catodica, por lo que esta pudo haberse
afectada en aquellos sitios donde la densidad de las biopeliculas fue mayor y

proteger aquellas areas donde el espesor de la biopelicula fue escasa o delgada.

6.2.4.2.4.1 Actividad de los sulfuros

Por otra parte, de manera inherente al proceso de colonizacion, el crecimiento
produce aglomeracion celular o formacion de colonias sobre pequefas areas del
metal, en dicha estancia se generan microambiente con saturacion de sulfuro de

hidrogeno que acidifica localmente la interfase entre las BSRs y el metal.

En este escenario, los sulfuros de hierro formados en la superficie del metal
exhibieron diferentes grados de estabilidad, los sulfuros cuya pelicula es
adherente, densa, continua y uniforme, llegan a pasivar la superficie del metal y
disminuir los procesos de corrosion, sin embargo hay sulfuros cuya pelicula es
inestable, amorfa, discontinua y permeable, que ocasiona serios problemas de
corrosion localizada, ya que esta en su proceso de formacion permite la difusion
del ion sulfhidrico (HS™) hacia el metal, donde éste reacciona con el metal y se

forma una nueva pelicula con las mismas caracteristicas que la anterior, que al
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crecer se expande y ejerce cierta presién sobre la pelicula inmediata superior
haciendo que esta se fragilice y se destruya, esta secuencia puede tornase ciclica,
si las condiciones de concentracion del sulfhidrico y pH persisten en el medio,

dicho mecanismo conduce a la formacion de corrosion localizada.

En el desarrollo de este tipo de corrosion, la pérdida de material se considera muy
baja debido a que el proceso de corrosidn ocurre en areas muy pequefas, pero su

avance es transversal a la superficie de la estructura.

Estas diferentes actividades posiblemente contribuyeron en cierto grado a
ocasionar dafio por corrosion localizada a pesar que las velocidades de corrosion

obtenidas fueron bajas.

6.2.4.3 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS).

La Espectroscopia de Impedancia Electroquimica es una técnica utilizada en
estudios de corrosion y en otras areas de la ciencia. Esta se basa en la aplicacion
de un pequefio estimulo en potencial sinusoidal (E) de baja amplitud a un
electrodo, midiendo su respuesta en corriente sinusoidal (I), pero desfasada y con

amplitud proporcional al modulo de la impedancia a diferentes frecuencias.

Aunque existe la posibilidad de aplicar una pequefia sefial en corriente y medir la
respuesta en potencial en el sistema. Asi, los equipos electrénicos usados
procesan las mediciones de potencial - tiempo y corriente - tiempo, dando como
resultado una serie de valores de impedancia correspondientes a cada frecuencia

estudiada, denominados espectros de impedancia [81].

6.2.4.3.1 Resultados de la Impedancia electroquimica en CEE a -850mVcy/cusoas-

La EIS se utilizd para determinar los procesos de oxido-reduccién que se llevaron
a cabo en la interfase metal-biofiim-BSRs-medio de cultivo, las mediciones de
impedancia se realizaron a diferentes tiempos durante el transcurso de la
experimentacion, los datos obtenidos se presentan en el diagrama de Nyquist de

la Figura 17 y corresponden a la CEE, para el potencial de -850mVcy/cusoa-
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Figura 17. Variacion de la impedancia en el diagrama de Nyquist a diferentes
tiempos, determinadas sobre el acero APl XL52 en la CEE, a -850mVcycusos

6.2.4.3.1.1 Diagrama de impedancias de Nyquist

En el diagrama de Nyquist de la Figura 17, se muestran los diferentes espectros
de impedancia obtenidos en el transcurso del desarrollo experimental, en esta
misma, se observa que las curvas con mayor impedancia correspondieron a los
dias 1, 25 y 30, respectivamente. Mientras que las impedancias de menor

magnitud, se alcanzaron en los dia 5, 10, 15y 20 de prueba.

En este set de pruebas, la impedancia con mayor magnitud fue la del dia 1, donde
su comportamiento estuvo influenciado por las condiciones iniciales de la prueba

(ausencia de especies agresivas, pH cercano al neutro y anaerobiosis).
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Respecto a las impedancias registradas los dias 5, 10, 15 y 20, se puede indicar
que fueron menores a los 1000 ohms.cm™ y ademas mostraron un incremento en
magnitud durante este periodo de prueba. Este comportamiento puede
relacionarse con una colonizacién de la superficie, alto desarrollo celular con

actividad enzimética y metabdlica, asi como la generacién de biopeliculas.

Mientras que las impedancias de los dias 25 y 30 pueden llegar a ser mayores a la
impedancia del dia 1 y estas estuvieron influenciadas por una densificacion,
estabilizacibn y maduracién de las capas de biopeliculas, que en conjunto
dificultaron en mayor medida al transporte de especies electroliticas del seno de la
solucion al interior de las peliculas y del interior de las mismas hacia el seno de la
solucién, ocasionando mayor impedancia de acuerdo al diagrama de Nyquis de la
Figura 17.

Con los datos experimentales de la Figura 17, se inicio la simulacibn numérica
mediante el programa Zview 2®, para determinar el circuito eléctrico analogo al
sistema fisico que se tuvo a nivel de interfase, lugar donde se llevé a cabo el
proceso de corrosion. El arreglo del circuito que se obtuvo para esta serie de
pruebas se presenta en la Figura 18, éste presento tres componentes identificadas

como: Rs, R y Ca.

Rs. Cal
I Ric
\YAYAAY

Figura 18. Circuito Equivalente para simular los datos Nyquist para el sistema de
corrosion en la CEE.

Dado que el circuito equivalente asemeja en detalle a la interfase metal solucién
(medio de cultivo), es necesario conocer los caracteristicas y la funcionalidad de

los elementos que lo componen.
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- La Rs, relaciona la caida 6hmica existente entre el electrodo de trabajo y
de referencia debida al medio de cultivo (resistencia de la solucion).

- La R simula los procesos de las reacciones de oxidacion y reduccion que
se llevan a cabo en los limites de la superficie del electrodo y del medio de
cultivo (solucion), asi como las funciones de transferencia de carga y

masa que se involucran en el proceso.

- La Cq es la capacitancia de la doble capa formada en los limites de las
fases del metal y el liquido, esta trabaja en la acumulacién de cargas y
descarga del capacitor en funcion de la frecuencia y la influencia de un
potencial. Para el estudio, en vez del capacitor se utilizé a un elemento de
fase contante (EFC), considerado como un componente del circuito que
modela el comportamiento de la doble capa que actia como un capacitor

imperfecto.

El elemento de fase contante presentd dos variables, identificadas como Cgqg.71Yy
Ca-p; la primera esta asociada con la capacitancia, mientras que la segunda, se

relaciona con el angulo de desplazamiento de las impedancias de Nyquist.

En el simulador los electrones producto de las reacciones de oxidacion-reduccion
llevadas a cabo en la superficial del metal, fluirdn a través del elemento que
presente menor resistencia y en consecuencia menor caida de potencial. En este
sentido, si la corriente circula por la Ry, se dice que el sistema es resistivo y por lo

tanto la interfase estara activa, permitiendo el paso de corriente.

Cuando la Ry adquiere valores mayores de impedancia, la corriente circulara por
Ca. entonces la corriente se le denominara capacitiva, pero cuando existe
acumulacion de cargas, en ambos lados del capacitor, la transferencia de carga en
la interfase tiende a ser lenta y llegar a ser pasiva, en consecuencia se produce

baja velocidad en las reacciones redox del sistema.
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6.2.4.3.1.2 Diagrama de ajustes

Por otra parte y a fin de conocer los parametros del circuito equivalente, se
realizaron varios ajustes a los valores obtenidos de cada uno de los parametros
del circuito respecto los datos de las curvas de impedancia del diagrama de
Nyquis (Figura 17). El mejor ajuste entre ambos sistemas se presenta a manera
de ejemplo en la Figura 19, en esta se presentan en la parte inferior del grafico los
datos del ajuste de cada uno de los elementos del circuito. ElI semicirculo
incompleto Corresponde a los datos experimentales, mientras que el semicirculo

completo corresponde al ajuste hecho por el simulador.

Ajuste en base a Circuito Equivalente de CEE a -

4000 850MV

— FitResult

-3000 —

-2000 —

e /:/a) = R ™S
d RecCar \
-1000 —

L \\\\\

/ |

Z" (Omhs/cm2)

0 | | | \
0 1000 2000 3000 4000
Z' (Omhs/cm?2)

Variables de ajuste:
Rs=  0.23139
Cdl-T= 0.0002161
CdI-T= 0.90866
Rtc= 3493

Figura 19. Ajustes a los valores de los elementos del circuito Randles, a las curvas
de impedancia del dia 1 de prueba.

6.2.4.3.1.3 Datos de los elementos de Ajuste

El proceso de ajuste realizado para cada una de las curvas correspondientes a las
determinaciones de impedancia que se llevaron a cabo en el transcurso de la
prueba efectuada a -850 mMVcycusos. LOS ajuste en todos los casos fueron

apropiados y los valores obtenidos se presentan en la Tabla 7.

125



Tabla 7. Datos de ajustes a los parametros del circuito equivalente para las
diferentes pruebas de impedancia realizadas en la CEE a — 850mVcy/cusoas-

Transcurso de la prueba en dias

Datos del
ajuste: 1 5 10 15 20 25 30
Rs (Q.cmz) 0.23139 0.32998 0.62381 0.3465 0.37251 0.31913 0.18449
CdI-T (farad) 0.0002161 0.0003918 0.000991 0.000996 0.000302 0.000984 0.000126
CdI-P 0.90866 0.90047 0.9402 0.9504 0.9441 0.868 0.86152
Rtc (Q.cm?) 3493 374.7 624 843 785.3 3111 3470

En relacién a los valores correspondientes a la resistencia de la solucién (Rs)
exhibidos en la Tabla 7, comprenden los valores de resistencia que se registraron
en el medio de cultivo. Estos valores se consideran de baja magnitud,
manteniendo una ligera variacién de 0.1844 a 0.62381 ohm-cm?, en estos se
observan algunos altibajos durante la prueba variaciones, posiblemente
influenciados por reposicion de ingredientes al medio y la presencia de
microorganismos en el medio. Dada la baja resistencia de los valores, estos no
fueron objeto para reducir el transporte del seno de la solucién a la interfase

activa.

Los parametros (Cg.r ¥ Cqrp) proporcionados por el circuito equivalente estan

asociados con la capacitancia a nivel de interfase.

Los valores obtenidos de la simulacion para la Cq.1 fueron de magnitud pequefa,
sin embargo estos en el transcurso de la prueba, presentaron algunos altibajos en
sus valores durante la prueba, sin embargo se mantuvieron dentro del orden de
0.000126 a 0.000996 farads. Los valores de parametro se asocian con la

capacitancia y caracteristicas morfoldgicas de las peliculas formadas.

En tanto que la Cq.p, presentd un comportamiento mas homogéneo cuyos valores
estuvieron del orden de 0.85664 a 0.95024, con pequefias variaciones a lo largo
de la prueba, este parametro se le relaciona con el angulo de desfasamiento del
diagrama de Nyquist, ademas proporciona informacion del estado fisico de la

superficie del metal, tal como la rugosidad de la superficie.
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El parametro de Ry esta vinculado a los movimientos de transferencia de carga y
masa, que se estuvieron desarrollando a nivel de la interfase activa que
administraron a los procesos de oxido-reduccién implicados durante el transcurso
de la prueba. Ademas este parametro se relaciond con la formacion, movimiento y
deterior de peliculas sobre la superficie del metal, entre otros fendmenos que se

involucran en el proceso.

6.2.4.3.1.4 Datos de Resistencia a la polarizacion, corriente corrosién y velocidad
de corrosion.

En la Tabla 7, se presentan datos relacionados con este parametro (Ri), en los
cuales se observa que la mayor magnitud de este grupo de pruebas, se presento
al inicio (3493 ohms+cm?) para el dia 1, la alta impedancia determinada a este
tiempo de prueba, se asocia mas a la influencia de las condiciones de carga de las
celdas (ausencia de especies agresivas para el metal, pH cercano al neutro y

anaerobiosis).

Mientras que el valor de menor magnitud (374.7 ohmsecm?) se presenté al dia 5, y
se mantuvieron en el orden de las centenas hasta dia 20, este periodo se
relaciona con alta actividad metabdlica y enzimatica de las BSRs, asi como un
crecimiento heterogéneo de las peliculas de polisacaridos (EPS) en el entorno,
caracteristicas que incrementaron la afluencia de electrolitos del seno al interior de

las biopeliculas e interfase.

En las dos Ultimas lecturas de Rtc se registrd un incremento sustancial en este
parametro, resultando mayores a los 3000 ohmsscm?, este comportamiento se
asocia a la densidad y maduracién de las biopeliculas sobre el metal, en la cual se
presentd una disminucion del transporte idénico hacia el interior de las peliculas y
hacia el exterior de las misma, repercutiendo directamente en las reacciones a

nivel de interfase.

Por otra parte, tomando en consideracion que la Z, comprende a las componentes

(RsyR) y que la R, demarca el limite en baja frecuencia a las impedancias en el
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diagrama de Nyquist, entonces puede establecerse las siguientes relaciones que

se marcan en la ecuacion (ec.38)

Zr = Ry + Ry; porlotanto R, = Ry — R (38)

En este sentido, debe considerarse que la Rs se mantuvo mas o menos uniforme
durante el proceso y que la magnitud de esta con respecto a la Ry fue pequenia,
por lo tanto, la aportaciéon fue baja y por consiguiente, puede guardarse la
siguiente igualdad.

De esta forma, los datos de impedancia y de R pueden relacionarse con la con

los procesos de corrosion mediante la Ry.

6.2.4.3.1.4.1 Célculos de corriente de corrosion y velocidad de corrosion
La R, puede referirse con la densidad de corriente de corrosion mediante la

ecuacion de Stern- Geary. [82]

. (bg*b¢) Ai B
[ = ————— = — 40
corr 2.3 (bg+tb:) AE Ry (40)

Doénde:

b, bc son las pendientes de Tafel de las reacciones anddicas y catddicas de

corrosion de manera respectiva.

Ai Diferencial de corriente de corrosion

AE Diferencial del potencial de corrosién

B Constante de Stern and Geary
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6.2.4.3.1.5 Datos de Ry, icorrs Veorr
Con base al seguimiento de las relaciones de ecuaciones propuestas y el uso de

las ecuaciones 7 y 40, se calcularon los datos de i.or Yy Vcorr que se presentan en

la tabla 8.

Tabla 8. Valores de iconr Y Veorr procedentes de los parametros de ajuste del
circuito equivalente, para CEE a — 850mVcycusoa.

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de 1 5 10 15 20 25 30
Datos:
B)p (Q.Cm 3529.768 374.370 623.376 842.635 784.627 3110.681 3469.815
Izc)orr (A' cm 7.366E-06 6.945E-05 4.171E-05 3.085E-05 3.314E-05 8.3583E-06 7.49319E-06
Veorr (m pa) 0.5595 5.2759 3.1684 2.3439 2.5172 0.6349 0.5692

En base a los parametros presentados en las Tablas 7 y 8, se contemplan
diferentes escenarios en donde a través de la R, se observa como al inicio de la
prueba, esta registré la mayor lectura (3529.768 ohms+cm?) y esta relacionada con
las condiciones que prevalecieron en el momento de la prueba (ausencia de
especies quimicas, anaerobiosis total y proteccion del metal), sin embargo se
obtuvo una V¢ 0.5595 mpa. El efecto de resistencia a la polarizacion y la Veorr

detectada obedecen primordialmente a las condiciones iniciales de prueba.

Para el dia 5 de prueba, se observa una disminucion en la R, hasta (374.370
ohmsecm?), y dado que este parametro guarda una relacién inversa con la Vcor, €n
la que se detectd el mayor valor de corrosion registrado (5.2759 mpa) para este
conjunto de pruebas. Los valores en R, como los de corrosion para este punto de
evaluacion, se relacionan con los procesos de colonizacion de la superficie del
metal por bacterias sulfato reductoras, produccion tanto enzimatica como de acido

sulfhidrico y la generacion de biopeliculas heterogéneas de EPS.

Los valores subsecuentes de R, al dia 5, muestran un incremento gradual, hasta

dia 20. Este comportamiento de esta variable se asocia con la actividad
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enzimatica y metabdlica de estos microorganismos en la superficie del metal,
formacion de estructuras poliméricas de biopeliculas, asi como el crecimiento

amorfo y heterogéneo de las mismas.

Respecto a la V¢or €n este periodo de tiempo, se mantuvo entre 0.5595 a 5.2758
mpa. En el periodo de 20 al 30, la velocidad de corrosion disminuye notablemente
bajando de 2.5172 a 0.5692 mpa. Es notorio como la formacién y crecimiento de
biopeliculas sobre la superficie, disminuye el transporte i6nico y perturba al

proceso de corrosion en la interfase.

Las lecturas de resistencia a la polarizacién para los dias 25 y 30 logran valores
maximos en este parametro. En este lapso de tiempo, las biopeliculas se
conformaron de manera progresiva en barreras y logran mayor estabilizacion. En
esta situacion, estas barreras permitieron que el transporte de intercambio de
iones fuera mas lento, esto hizo que se afectara la disponibilidad de especies

guimicas que puedan reducir en el limite de fase, afectando sustancialmente a la

lcor de las reacciones de 6xido-reduccion de la interfase metal solucion (Tabla 8).

Es interesante como la variable de Rp se fue moviendo respecto al funcionamiento

progresivo de las BSRs durante el desarrollo experimental, y en consecuencia

como se afectaron a los datos de icor Y Veorr.-

6.2.4.3.2 Resultados de la Impedancia electroquimica en CER a - 850 mVcycusoa-
Con relacion a los resultados de la impedancia electroquimica obtenidos en la
celda electroquimica de referencia (CER), se muestran de manera grafica a través

del diagrama de Nyquist en la Figura 20.
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Figura 20. Variacion de la impedancia en el diagrama de Nyquist a distintos
tiempos, determinadas sobre el acero APl XL52 en CER -850mVcy/cusoa-

6.2.4.3.2.1 Diagrama de impedancias de Nyquist

En este grafico se presentan las diferentes curvas de impedancias que obtuvieron
de la influencia medio de cultivo hacia el electrodo de trabajo en el transcurso de
la experimentacion para CER. Asi mismo, se observa el comportamiento de esta
variable respecto al tiempo; cdmo en los primeros 5 dias, se presenta un ligero
incremento en impedancia, respectos a la inicial, a los 10 y 15 dias se logran las
maximas impedancias registradas para esta prueba (3200 a 3500 ohmsscm?), en
el lapso del 20 a los 25 dias de prueba, los valores de impedancia bajaron hasta
los 1700 ohms.cm?, pero al dia 30 la impedancia volvié a incrementarse llegando

cerca a los 2000 ohmsecm?.
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Los valores de impedancia y la variacién de estos en el transcurso de la prueba,
revelan la presencia de una pelicula con diferentes eventualidades de reacomodos
sobre la superficie del metal.

Por otra parte, con base a las impedancias mostradas en la Figura 20 y mediante
el circuito equivalente que se muestra en la Figura 18, se realizaron los ajustes
necesarios a los valores obtenidos en cada uno de los parametros del circuito con
respecto a cada una de las curvas de impedancia obtenidas durante la
experimentacion y que se presentan en la Figura 20.

6.2.4.3.2.2 Diagrama de ajustes

En la Figura 21 y a manera de ejemplo, se exhibe el ajuste de los parametros del
circuito equivalente respecto a las diferentes impedancias obtenidas y presentadas
en la Figura 20. Asi mismo se presentan los valores obtenidos durante la
simulacion. El ajuste logrado para los diferentes parametros del circuito fue
adecuado para todas las impedancias de la prueba.

La informacion obtenida de la adecuacion o ajustes para todas las curvas

correspondientes a CER, se presenta en la Tabla 9.
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Ajuste en base al C.E de CER del dia 5 a -850mV

-1500

—— FitResult

-1000 —
Dato de ajuste:
Rs= -0.50249
CdI-T = 0.00032845
- CdI-P = 0.89318

N [ Rtc= 1192

Frec = 0.007253287|
Z'=1195.6
Z"=-29.55

500 SN Fase = -1.416
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Figura 21. Ajustes de valores del circuito equivalente a los datos de la curva de
impedancia del dia 5 en CER.

6.2.4.3.2.3 Datos de los elementos de Ajuste
La informacién obtenida de los ajustes realizados mediante el circuito equivalente,
respecto a las impedancias obtenidas en el transcurso de la prueba, se presenta

en la Tabla 9.

Tabla 9. Datos de ajustes a los parametros del circuito equivalente a partir de las
impedancias realizadas en CER a — 850mVcycusoa-

Transcurso de la prueba en dias

variables del
circuito 1 5 10 15 20 25 30
equivalente
Rs (ohms-cmz) 0.0432 -0.50249 -0.11495 0.49368 0.49365 0.11184 0.7668
CdI-T (Farads) 0.0003354 0.00032845 0.00032948 0.00030444 0.0004724 0.0005637 0.0004325
Cdl-P 0.9072 0.89318 0.943 0.9103 0.943 0.9012 0.941
Rtc (ohmsecm?) 1163 1192 3991 3683 1763 1674 2572
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En esta Tabla de datos, se puede ver la resistencia de la solucién (Rs), en la que
no presenta cambios significativos en magnitud, ya que estas oscilaron de 0.0432
a 0.49365 ohmsecm?y con la presencia de valores negativos. Dicha variabilidad
posiblemente estuvo influenciada por cambios en el medio de cultivo. Por otra
parte dicho valores debido a su magnitud, no presentaron obstaculo para que se
llevara a cabo el transporte de masa del seno de la solucion a la interfase metal-

medio, por lo cual no se tuvo inferencia en los procesos de corrosion.

Por otra parte, la magnitud de la Rs no presenté influencia en los valores de la Rtc
cuando estos fueron sustraidos para obtener los valores de Rp en las diferentes

curvas de impedancia.

En tanto que los parametros relacionados con la capacitancia de la doble capa
(Cart y Carp), para el primero sus magnitudes oscilaron de 0.0003044 a 0.0005637
farads, mientras que el segundo parametro varié de 0.89318 a 0.943, dada dichas
cifras se puede indicar que no presentaron variaciones trascendentales en sus

valores.

En relacion a los valores registrados para la Ry, estos presentaron algunas
variaciones interesantes, ya que en las primeras tres lecturas registran
incrementos irregulares, posteriormente las lecturas siguientes presentan una
disminucién también irregular, finalmente en la dltima lectura, se logra ver una
tendencia de incremento en magnitud de este parametro. Este comportamiento
esta indicando de la formacion y reacomodamiento de alguna posible pelicula de

material inorganico formada en la superficie del material.

6.2.4.3.2.4 Datosde Ry, Loorrs Veorr

En la tabla 10, se presenta la informacion de iy ¥V V.o, que fueron deducidas

a partir de la resistencia a la polarizacion (Rp) y la relacion de Stern-Geary

(ec.40)[83, 84]. Mientras que los calculos de la V. Se utilizé la ecuacion 37.
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Tabla 10. Valores de icor Y Veorr procedentes de los parametros de ajuste del
circuito equivalente, en CER a -850mVcy/cusoas-

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de

1 5 10 15 20 25 30
Datos:
Rp (Qecm?) 1162.957 1192502  3991.115  3682.506  1762.506  1673.888  2571.233
leorr (A* cm?) 2.2357E-05 2.1803E-05 6.5145E-06 7.0604E-06 1.4752E-05 1.5533E-05 1.0112E-05
Veorr (Mpa) 1.698343  1.656265  0.494874  0.536346  1.120620  1.179947  0.768153

En relacion a los datos que se presentan en la tabla anterior, se presenta la

interrelacion hecha para obtener los parametros de proceso de corrosion. En estos
se puede indicar que a medida que se incrementa la R, disminuye tanto la iy,

como la V-, este movimiento esta en funcion al transporte de masa y de carga
gue hacen que las reacciones sean lentas y la velocidad de corrosion disminuya

tal como se aprecia en los valores que se presentan la Tabla 10.

De acuerdo a los valores registrados, se indican que se presentaron dos periodos
en los que la velocidad de corrosion fue alta para la prueba y estos fueron los
primeros 5 dias y posteriormente del 20 al 25. En el primer periodo la velocidad de
corrosion registrada posiblemente estuvo influenciada a las condiciones iniciales
de prueba, donde vestigios de especies agresivas estuvieron incidiendo en dicho
proceso. Mientras que en el segundo periodo, es posible que la velocidad de
corrosion estuvo asociado con algun reacomodo o desprendimiento de pelicula de

la superficie del metal.

6.2.4.3.2.5 Relacion del comportamiento entre CEE y CER

Por otra parte y con la finalidad de conocer el desempefios de los
microorganismos sobre la superficie metélica protegida catédicamente con — 850
MVcucuso, S€ conjuntaron la informacion de las dos celdas de evaluacion (CEE y

CER), a fin encontrar diferencias en los procesos de corrosion.
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Para tal fin en la Tabla 11, se presentan los valores de R, y Vcor de ambos
sistemas, esto a fin de comparar comportamientos en estas variables en presencia

y ausencia de BSRs.

Tabla 11. Comportamiento de los parametros de Ry y Veorr €N l0S Sistemas de
evaluacion CEE Yy CER a - 850mVcuy/cusoas.

Transcurso de la prueba en dias

ajustedeDatos:] 1 | 5 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30

CER |Rp (Q-cmz) 1162.957 1192.502 3991.115 3682.506 1762.506 1673.888 2571.233
Veorr (Mpa) 1.698343 1.656265 0.494874 0.536346 1.120620 1.179947 0.768153

CEE | Rp (Q-cmz) 3529.768 374.370 623.376 842.635 784.627 3110.681 3469.815
Veorr (Mpa) 0.5595 5.2759 3.1684 2.3439 2.5172 0.6349 0.5692

En relacion a los valores de R, de CER y CEE que se presentan en dicha Tabla,
puede indicarse que en ambos sistemas de evaluacion se evidencia la formacion
de peliculas sobre la superficie del metal pero de origen diferente, ya que la
pelicula en CER, se forma posiblemente de material fino que precipitdé y se fue
depositando y adhiriendo a la superficie del metal formando finas peliculas.
Mientras que las peliculas formadas en CEE, se iniciaron por una colonizacion por
microorganismos y estos segregaron polisacaridos conformando las biopeliculas,
estas fueron heterogéneas, y presentaron crecimiento, movimientos, maduracion,
entre otras caracteristicas. Por estas cualidades la afectacion a R, fue diferente en

mecanismo y magnitud, para los dos sistemas de evaluacion.

En relacion al parametro de V¢, Se observa que este fue mayor en el sistema
CEE que en CER, ya que este parametro oscilo de 0.5595 hasta 5.2759 mpa en
CEE, mientras que en CER, la velocidad de corrosién vario de 0.494874 a
1.698343 mpa.

En la celda de evaluacion el maximo valor de V¢ Se registro el dia 5y los valores
de este parametro fueron disminuyendo hasta el final de la prueba. Este
comportamiento se asocia con los procesos de colonizacion, crecimiento celular,
actividad enzimatica y metabdlica, asi como la generacion de las primeras

biopeliculas que se caracterizaron por ser permeables, amorfas y heterogéneas.
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Estas eventualidades que se dieron sobre la superficie protegida del electrodo de
trabajo promovieron que el transporte de carga y masa fuera mas activo y las
velocidades de reaccion a nivel de interfase no presentaron alguna restriccion,
motivo por el cual se dio el proceso de corrosion en el lapso del dia 5 al dia 20. Sin
embargo, después del 20 y hasta el dia 30, la V.o descendid, esto posiblemente
se debi6 a que estas alturas de la prueba, el grosor de las capas de las
biopeliculas haya aumentado, debido a la incorporacién de microorganismos y
productos de corrosion en las intercapas, volviéndose mas densas y compactas
(proceso de maduracion), lo que trajo como consecuencia, que el transporte
electrolitico del seno de la solucién a la interfase y de la interfase a la solucién
haya disminuido, reflejandose en una caida de la velocidad de corrosion.

Respecto a este parametro (Veor) €n la CER el comportamiento fue mas
homogéneo, ya que solamente se tuvieron dos periodos en donde la velocidad de
corrosion fue mayor, el primero se tuvo del dia 1 al dia 5 alcanzando 1.6983 mpa,
esta V¢ registrada estuvo dada por las condiciones de montaje de la celda,
donde posiblemente reminiscencias de alguna especie agresiva reacciono,

provocando la corrosion registrada.

El segundo periodo en que la corrosion ascendio a 1.17995 mpa, fue del 20 al 30.
Esta velocidad en corrosion posiblemente estuvo asociada algin movimiento o

ruptura de la pelicula formada.

Es notorio el comportamiento de la velocidad de corrosion en los dos sistemas de
evaluacion, en la cual se ve la influencia de BSRs sobre los procesos de corrosion
y refleja la deficiencia de la proteccion catddica para el control de la corrosion en el

sistema.

6.2.4.4 Corriente de proteccion (ip)

Otra prueba disefiada para este estudio fue la corriente de proteccién para cada

uno de los sistemas de ensayo CEE y CER.
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6.2.4.4.1 Descripcion del comportamiento de i, en CEE a - 850 mVcycusoa

Esta prueba se basé en el registro de la corriente suministrada a los electrodos
trabajo de cada una de las celdas de evaluacién, cuando se aplicé un potencial de
- 850 mVcucusos, dado que los sistemas son similares y solamente se diferencian
por la presencia o ausencia de BSRs en el sistema, asi que cualquier variacién
registrada en demanda de corriente sera atribuida a la actividad bacterioldgica.

En la Figura 22, se muestra de manera grafica el comportamiento de la corriente

de proteccion (i,) que se aplico al electrodo de trabajo de cada celda (CEE y

CER), durante el transcurso de las pruebas, se observé que en CEE el suministro
de corriente al sistema por el potencial de proteccion se inicié con 2.0E-05 pAscm™

y presenté algunos altibajos hasta el dia 18, de aqui en adelante la i, decae

paulatinamente hasta el término de la prueba.

Los movimientos que tuvo este parametro en el transcurso de la experimentacion,
se relacionan con la actividad que tuvieron las BSRs, ya que el potencial de
proteccidon suministro la corriente necesaria solamente para proteger la superficie
del electrodo, pero si la actividad microbiana a través del sistema enzimatico y
metabolico removié mayor cantidad hidrégeno reducido en el limite de la interfase,
entonces se logro generar una despolarizacion momentanea, que fue cubierta con
mayor suministro de corriente o flujo de electrones, motivo por el cual se haya
registrado estas variaciones en demanda de corriente durante la experimentacion,
asi mismo se observa una disminucién paulatina de este parametro en la tercer
semana, esta disminucion obedece a la formacion, crecimiento de biopeliculas y
depdsitos de sulfuros y otros sedimentos que en conjunto disminuyen el transporte

de masa y flujo de corriente e incremento en la la R y Rp en el sistema.
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Figura 22. Comportamiento en el tiempo de la corriente de proteccion en la CEE y
CER a - 850 mVcuicusoa

6.2.4.4.2 Descripcion del Comportamiento de i,, en CER a - 850 mVcucusoa

Por otra parte, con respecto a la curva de la i, en la CER, esta estuvo oscilando
entre los 0.02 a los .04 mA=cm™, encontrandose por debajo de la curva presentada
por la CEE, este parametro mostr0 también una leve variabilidad en su
comportamiento en el transcurso de la experimentacion, esto posiblemente fue
debido a la formacion de una pelicula de sedimentos sobre la superficie del
electrodo que ocasiono pequefios ajustes en la demanda de corriente por la

actividad quimica del sistema, al final de la prueba, se manifesté una tendencia de
incremento, esta demanda en i, posiblemente se debi6 a un proceso de

corrosion, originado por algan movimiento o rompimiento de la posible pelicula

formada.

6.2.5 Andlisis de superficies expuestas a — 850 mVcy/cusos
El andlisis de superficie y los barridos se realizé6 mediante Microscopia Electronica

de Barrido Ambiental (MEBA), este tipo de microscopia permite observar
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directamente a los microorganismos “in situ” sin dafiar tanto a los microorganismos
como a las biopeliculas y los productos de corrosion que se formaron en la

superficie del electrodo de trabajo.

Se realizaron dos tipos de andlisis, el primero se aplicé al electrodo recuperado de
cada experimentacion a fin de observar BSRs, biopeliculas y productos de
corrosion en la superficie del biopelicula formada.

El segundo analisis se practicé a la superficie del electrodo para determinar grado
y tipo de dafio de la superficie, para ello fue necesario retirar depésitos y lavar
guimicamente la superficie de los electrodos de trabajo.

6.2.5.1 Analisis de superficie de biopeliculas, BSRs y productos de
corrosion sobre el electrodo de trabajo en la CEE.

El andlisis de superficie in situ se llevdo a cabo a través de varios barridos a
diferentes amplificaciones, a fin de encontrar evidencias de estructuras de
biopeliculas como la que se presenta en la Figura 23, en la que se alcanzan
apreciar los cumulos elevados de porciones de biopolimero y que en su interior y
alrededor se alcanzan a distinguir algunos somas de BSRs. En la Figura 24, es un
barrido que llevé a cabo a 3000 X, en la cual se denota la morfologia basica del
microorganismos (bacilos curvos y rectos de 3 a 6 um), los camulos o densidades
de estos y ademas en la base o fondo se observa una capa “sélida” de sulfuros y

el agrietamiento que da idea del grosor o profundidad de la biopelicula.
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Figura 24. Muestra morfologia de microorganismo y presencia productos de
corrosion.
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6.2.5.2 Analisis de superficie dafiada por corrosion del electrodo de trabajo
de la CEE.

En las Figuras 25 y 26, se muestran dos amplificaciones del area dafiada por
corrosion localizada, en la primera (Fig. 25) se tom6 a 300x, a fin de tener una
mayor visualizacion del area dafiada, mientras que en la Figura 26, se presenta
una amplificacion de 1000x, en esta se aprecia tanto el grado y forma de corrosién
que presento la superficie del electrodo de acero APl XL52, protegido con - 850
MV.cuicusoa Y que estuvo inmerso en medio de cultivo con BSRs por un periodo de

30 dias de prueba.

(‘.

> . ) IRG ¥ 4
v AccV  Spot idagn Det WD |’—{ 100 pm
26.0kv 5.0 3800x SE 10.0 CEE a-850mV, Darios por Corr.

W

” +/
S DT e R

Figura 25. Muestra el dafio por corrosién de la superficie del metal expuesta a —
850 MVey/cusos
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Figura 26. Dafo por corrosion localizada de la superficie expuesta a — 850
MVey/cusos

6.2.5.3 Analisis de superficie del dafio por corrosion al electrodo de trabajo
de la CER.

En la Celda electroquimica de referencia solamente se presentan las imagenes de
la superficie del electrodo de Acero API XL52 que estuvo inmersa en medio de
cultivo y protegido con — 850mVcycusos. Debido a la ausencia de BSRs en el

sistema, no se considerd conveniente el analisis in situ.

En las Figuras 27 y 28, se muestran dos amplificaciones de las areas que
estuvieron expuestas al medio de cultivo por un periodo de 30 dias, en
amplificacion de 300x se observa las ralladuras del lijado y pequefios puntos de
indicios de posible corrosion localizada. En la amplificacién de 1000 x, se observa
las ralladuras acompafiadas por corrosion generalizada que se distingue por
zonas poco profunda, asi mismo se diferencian puntos de corrosion localizada que

No prosperaron.
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Figura 28. Superficie con zonas con corrosion generalizada sin dafio por corrosion
localizado
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6.3. Potencial de proteccion de — 900 mV ¢y, cyso,

La informacion experimental de la celda electroquimica de evaluacion (CEE),
como de la celda electroquimica de referencia (CER), han sido agrupados en
parametros fisicos, bacteriolégicos, quimicos, electroquimicos y analisis de

superficie.

6.3.1 Parametros Fisicos

Los parametros fisicos estan compuestos por las mediciones de pH, y Eh que
fueron registrados tanto en CEE como en CER, a fin de detectar algin cambio
significativo que afectara el desarrollo y desempefio de las BSRs en el sistema de

evaluacion.

6.3.1.1 Comportamiento del pH

En el gréfico de la Figura 29, se presenta los registros de pH en funcion del tiempo
en el medio de cultivo de las celdas CEE y CER, evaluado durante el desarrollo de
la prueba, a fin de registrar cambios significativos en pH inherentes a la actividad
de las BSRs o bien al generado debido a las posibles reacciones de superficie que
hayan ocurrido por la proteccion catédica sobre el electrodo de trabajo, estas

fueron descritas en el set experimental del potencial de 850 mVcyicusoa-
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Figura 29. Comportamiento del pH referente al tiempo en el medio de cultivo a
- 900 mV.cucusos

En la CEE, se observa que el pH del medio no presentd gran variacion, ya que
este oscilo de 6.90 a 7.1, excepto por una la ligera disminucién ocurrida entre el
dia 3 y 7, que pudo haber estado influenciado por el crecimiento subito de la
poblacién de BSRs que ocurrio en ese periodo de tiempo, aunque en el pH no se
vio reflejado en toda su intensidad, esto debido a que el medio de cultivo puede

interactuar como una especie de amortiguador para este parametro.

En relacion a esta variable en las celdas, se observa que en la CEE este
parametro se mantuvo en la zona acida, con el desarrollo de ligeramente acidez.
La acidez detectada posiblemente fue generada por la actividad microbiana,
debido al dioxido de carbono, bicarbonato, sulfhidrico, entre otros iones que

pueden aportar cierto grado de acidez.

En tanto que el pH en la CER, mostro una tendencia hacia la zona alcalina, esto
debido al posible efecto de la actividad de la proteccion catddica sobre el electrodo
de trabajo, esta alcalinizacion ha sido reportada en la literatura debido a la posible
formacion de iones oxhidrilo, con subsecuentes reacciones de precipitaciones de

carbonatos [85].
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6.3.1.2 Comportamiento del potencial redox (Eh).

En este set de pruebas efectuadas a -900 mV, se indicé que el ambiente donde se
desarrollaron las BSRs, se caracterizO por ser proveedor de electrones al
electrodo normal de hidrégeno conociéndose como media celda con potencial

redox negativo.

La importancia de este parametro radica en la regulaciéon de muchos compuestos
qguimicos presentes en cuerpos de agua naturales, asi mismo sucede en el
entorno de los microorganismos como al interior del mismo, donde gran parte de

las reacciones que llevan a cabo estan sujetas a un régimen de esta naturaleza.

En relacion a lo anterior, el Eh se considerd de gran interés llevar a cabo registros
de potencial redox (Eh), a fin de conocer las condiciones ambientales en las
celdas experimentales para que estas fueran favorables al desarrollo de las BSRs.

Las celdas experimentales (CEE y CER), fueron ambientadas desde el inicio con
potenciales redox de — 425 y — 418 mV respectivamente. Durante los primeros 15
dias en la CEE, el potencial Eh se fue incrementando hasta alcanzar los — 523
mV, posteriormente tendio a volver a su origen, manteniendo al medio de cultivo
dentro del rango de 418 a 454 mV. Motivo por el cual se consideré que las
condiciones en las celdas de evaluacién fueron propicias para el desarrollo de las
BSRs.

Mientras que las condiciones redox en la CER, se tuvo una tendencia a la baja en
los primeros dias de prueba, alcanzando un minima (-235 mV), no obstante
después se logro recuperarse, manteniéndose alrededor de los 400 mV hasta el
final de la prueba, este comportamientos en potencial redox se muestran en la

Figura 30.
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Figura 30. Comportamiento del Eh en relacion al tiempo en el medio de cultivo a
- 900 mV.cucusos

6.3.2 Parametros Bacteriologicos

6.3.2.1 Densidad poblacional (Dp)

En este set de pruebas se logr6 mantener mas homogéneo la densidad
poblacional de BSRs, ya que esta se inicié con crecimiento logaritmico que se
mantuvo durante los primeros 7 dias de prueba, al octavo dia se detecté una ligera
caida influenciada por el agotamiento de nutrientes, ya que esta después del
noveno dia, se logré restablecer la densidad poblacional, posteriormente se
alcanz6 un equilibrio en la densidad de microorganismos y esta se mantuvo hasta
el final de la prueba, punto en el cual la poblacibn de microorganismo bajé

ligeramente, tal como se puede apreciar en la gréafica de la Figura 31.

Es importante sefalar que en todos los registros de la densidad poblacional de
BSRs que se llevaron a cabo en el transcurso de la prueba, no se logré detectar
dafio alguno sobre la poblacion de BSRs debidas al potencial de -900 mVcy/cusos

aplicado al electrodo de trabajo durante la prueba.

En este grafico se incorpord la curva de Eh, con la finalidad de visualizar la

interdependencia del desarrollo de BSRs con respecto a las condiciones de (Eh).
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Por otra parte, se aplico la técnica de cultivo continuo [86], con el propdsito que la
curva de crecimiento se mantuviera durante la prueba en fase log de crecimiento,
esto se logré guardando un equilibrio entre el desarrollo de microorganismos y la
reposicion de nutrientes al sistemas, cuidando siempre entre otros factores al pH,
Eh y la hermeticidad del sistema.

1.0E+11 0

1.0E+10 -+

1.0E+09 + T -100

1.0E+08 -+
7 LOEO7 + T -200
R fw g
T 5
g 1.0E+04 —+ 1 400

1.0E+03 -+

1.0E+02 —+ + -500

1.0E+01 -+

1.0E+00 —_— -600

0 3 8 13 17 22 27

BSRs en CEE  ==¢==FEh en CEE Dias de prueba

Figura 31. Relacion de condiciones de Eh y Densidad poblacional de BSRs en el
tiempo a - 900 mVcuwcusoa.

6.3.2.2 Bioconversion de sulfatos a acido sulfhidrico

Es de conocimiento comun que el ion sulfato es un compuesto que se encuentra
con mayor estado de oxidacién, por lo tanto de menor energia y el de mayor
estabilidad de la serie de compuestos de azufre. Por lo anterior, las BSRs para su
incorporacion tienen que activarlo y para ello utilizan a un sistema enzimatico que
lo conducen a subsecuentes estados de reduccion hasta alcanzar la maxima
reduccion (S%), esta actividad se lleva a cabo a nivel de membrana celular en
concordancia con el sistema enzimatico de hidrogenasas que se encargan de
transportar al hidrégeno que actia como proveedor de electrones en los diferentes
estadios de reduccion del azufre. Al término de la cadena respiratoria el ion sulfuro

reacciona con parte de los protones acumulados, para formar al ion sulfhidrico
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(HS) o bien al sulfuro de hidrégeno (H.S) que es expulsados al exterior de la
célula. La otra parte de la acumulacion de iones hidrégeno a nivel de membrana,
origina gradientes en concentracion conocida como fuerza motriz proténica, capaz

de inducir al sistema enzimético ATPasa para llevar a cabo la sintesis de ATP [1].

En este sentido el proceso de la sulfatoreduccion se involucra en la transferencia
de hasta 8 e’, que son utilizados en la reduccion de los SO;~ de acuerdo a la

reaccion global que se presenta en la ecuacién 30.
S0?~ + 9H* + 8e~ — HS™ + 4H,0 30

En algunos estudios de la microbiologia [1] [87], se toma a la velocidad de
respiracion como una medida y un parametro indicador de la actividad celular, asi
el consumo de oxigeno evidencia la actividad bacteriana y la vez un indicador en
los sistemas aerobicos, para este estudio el parametro indicador fue el consumo
de sulfatos que manifiesta la actividad metabolica de las BSRs. En la Figura 32, se

muestran las concentracion de SOZ~ y H,S con respecto al tiempo.

La curva de sulfatos compuesta por diferentes grados de concentracion,
manifiesta una tendencia de consumo de sulfatos extraordinario, lo cual refleja una
actividad metabdlica eficiente de las BSRs en la celda CEE, esto a pesar de las
reposiciones programadas de cultivo viejo por nuevo al sistema, que no lograron

satisfacer totalmente la demanda sulfatos por la poblacion.

Generalmente en desarrollos microbianos existe una relacién entre crecimiento y
consumo de sustratos y para este caso se nota que a mayor poblacion mayor es el

consumo de sulfatos.

Generalmente se indica ([4, 34, 88]) que hay una relacién estrecha entre la
reduccion de sulfatos con la produccién de sulfhidrico, sin embargo esta relaciéon
no es tan estrecha, ya que parte de los sulfatos son usados para satisfacer la
demanda de azufre estructural de la célula y la otra la utiliza como un receptor
electrones en la cadena respiratoria. No obstante, en el grafico 32 la produccion

de sulfhidrico es muy irregular pero se observa una tendencia en incrementar su

150



concentracion en el medio, esto a pesar que parte del sulfhidrico producido es
captada por el hierro en una reaccion de precipitacion.

Con base en los datos de los pardmetros registrados (Dp, SOZ~ y H,S), a lo largo
del desarrollo experimental, no se logré detectar alguna discontinuidad debida a la
injerencia del potencial (-900 mVcu/cuso,), €sto se puede apreciar en las Figuras 31
y 32.
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Figura 32. Bioconversion de SO;~ a H,S por BSRs referente al tiempo en que la
prueba se llevo a cabo a - 900 mViy, /cyso,

6.3.3 Parametros quimicos

Los parametros considerados en este esquema, fueron la alcalinidad y la
concentracién del ion ferroso (Fe®"). La alcalinidad registrada puede proceder de
la actividad de los microorganismos por de las BSRs y la generada por la PC

aplicada al electrodo de trabajo.

La alcalinidad fue considerada debido a que en la proteccion catédica, puede
generar cierta alcalinidad en la superficie protegida y difundir en el entorno donde
se aplica, esta alcalinidad se genera debido a la reduccion de especies quimicas

presentes en el sistema o por cambios en el pH hacia la zona alcalina [89].
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En base al potencial aplicado, la alcalinidad puede tornarse severa y afectar la

viabilidad y el nimero de microorganismos presentes en el sistemal[1].

En relacién al ion ferroso (Fe®), se consideré este parametro a fin de registra
cualquier concentracion de este ion en el medio a consecuencia de posible
oxidaciones que puedan llevarse a cabo en la superficie del electrodo de trabajo
protegido catddicamente y con base a su presencia, tener evidencia de la
eficiencia de la proteccién o de la influencia de las BSRs.

6.3.3.1 Alcalinidad

Como ya se ha comentado que la alcalinidad esta en funcion del pH en el sistema
y en base a este se conoce la especie o0 las especies quimicas que estan
regulando el grado de la alcalinidad en el sistema CEE. Para este caso y de
acuerdo a esta variable, el pH promedio registrado en este sistema fue de 6.96. En
base a este valor, se puede indicar que el ion bicarbonato (HCO3 ) fue la especie

guimica que regulo al pH en la celda.

La alcalinidad generada en la CEE y que se muestra en la Figura 33, se observa
gue en la mayor parte de la curva, presenta incrementos moderados en su
concentracion, esto posiblemente se debié a la liberacion de CO, debido por la
actividad metabdlica, el dioxido de carbono soluble y reacciona con el agua para
formar acido carbonico (H.CO3), este es muy reactivo e inmediatamente reacciona
y se transforma con algunas sales del medio, dando lugar a diferentes
bicarbonatos (sodio, potasio, calcio e inclusive con hierro), ademas el ion
bicarbonato funcioné como un regulador o buffer de pH. En este sentido, fue el
bicarbonato quien promovié la alcalinidad en el medio. La alcalinidad generada por
la actividad microbiana no presento algun efecto que ocasionara problemas sobre

el crecimiento de la densidad poblacional de BSRs.
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Figura 33. Comportamiento de la alcalinidad en el tiempo en los sistemas CEE y

Por otra parte, en la curva de CER- sin BSRs, se observo una fuerte alcalinizacion
desde el principio debida a la proteccion de los -900 mVcu/cuso, al electrodo de
trabajo, la alcalinizacion en el sistema posiblemente se debiéo al consumo de
restos de oxigeno presentes en el sistema y consumidos por reacciones catodicas,
dando lugar formacion de iones oxhidrilo en el sistema de acuerdo a la reaccion

gue se da a continuacion:

2H,0 + 0, + 4e~ — 40H~- (32)

Sin embargo la formacién de estas moléculas en el sistema es momentanea ya
gue estas en presencia de bicarbonatos del medio neutralizan la actividad de los

iones oxhidrilo, formando iones carbonato de acuerdo a siguiente reaccion.

HCO; + OH- - H,0 + CO%" (41)
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En base al pH local (7.22) los iones carbonatos permanecieron en solucion, ya que

estos precipitan en pH de 10. [85].

De acuerdo a los resultados de este parametro en ambos sistemas (CEE y CER),
la alcalinidad desarrollada en la CER fue ligeramente mayor a la desarrollada en
CEE, sin embargo en la celda CEE, no se observé alguna disminucion en la
densidad poblacional por dafios de dicha alcalinidad.

6.3.3.2 Hierro (Fe®)

La propuesta de evaluar al ion ferroso (Fe?*) en el transcurso de las pruebas
llevadas a cabo a potenciales de - 900 mVc, cuso, €N los dos sistemas de
evaluacion (CEE y CER), a fin de conocer el control de los procesos de corrosion
por la actividad de la PC en presencia y ausencia de BSRs. Considerando que
este ion procede de la primera de oxidacion del hierro liberado de la estructura
cristalina de la superficie del metal, que permanecio protegido catédicamente en el

transcurso de la prueba.

En la Figura 34, se muestra los resultados del andlisis del ion ferroso tanto en la
CEE como en CER durante el desarrollo experimental, en la curva CEE- Fe, en
principio la concentracion de este ion fue muy similar al liberado en la CER, sin
embargo después del octavo dia, se incrementé la concentracion del Fe?ty
ascendio de 0.65 hasta 1.95 mg/l, diferenciandose notablemente de la curva de
referencia, del onceavo dia hasta el dia 27, el incremento del ion ferroso fue en
constante incremento. Del 27 hasta el término de la prueba, la concentracion del
ion ferroso se mantuvo constante (3.7 mg/l). En tanto que en la CER la evaluacién
de este ion se mantuvo ligeramente por encima del valor de la unidad (1.15 mg/l),

hasta que finalizé la prueba.

Las diferencias en concentraciones de este ion en ambas celdas (CEE y CER),
estuvo dado por las diferentes estancias de la actividad directa e indirecta de las
BSRs, sobre la superficie del acero APl XL 52, las cuales estuvieron protegidas

con el potencial de - 900 mV¢,cus0,- El proceso de desestabilizacion de la PC por
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la actividad de las BSRs, ya fueron dadas y comentadas tanto en marco tedrico

como en la discusion de resultados del set de pruebas correspondiente a -850 mV.

FeZ* (mg/l)

1 4 5 7 8 11 13 15 19 25 27 29
== CEE-Fe o CER-Fe dias de prueba

Figura 34. Variacién en la concentracién de Fe** en el tiempo en los sistemas CEE
y CER debido a la oxidacion del acero API XL-52 protegido a - 900 mV¢, cuso,

Hasta el momento, se han revisado los diferentes parametros fisicos
(ambientales), quimicos y microbiolégicos en que estuvieron expuestos los
electrodo de trabajo que fueron protegidos con - 900 mV, a continuacion se
presentan las diferentes pruebas que fueron utilizadas para determinar el posible
dafno y la velocidad en la que ocurrieron en la superficie del acero API XL 52 por la

inferencias de dichos factores.

6.3.4 Parametros electroquimicos

6.3.4.1 Técnica gravimétrica

Esta técnica es utlizada para determinar la velocidad de corrosion que
presentaron los electrodos al ser sumergidos en el medio de cultivo con y sin
microorganismos y no esta contemplada dentro de las técnicas electroquimicas,

pero proporciona soporte de la tendencia de los procesos de corrosion.
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6.3.4.2.1 Calculos para determinar velocidad de corrosion.

El calculo de la velocidad de corrosion por esta técnica se llevo a cabo aplicando
la férmula de la ecuaciéon 34 y aplicando los datos fisicos correspondientes al
electrodo de trabajo (Et). Los datos de corrosion obtenidos se presentan en la
tabla 12.

Tabla 12. Velocidad de corrosion Vqor mediante técnica gravimétrica -900mV.

Wi wf AW Area Densidad  Tiempo  Vcorr Vcorr
(9) (9) (9) (cm?) (g/cm®) (Hrs) (mpa) (mma)

Celda Electroquimica de Referencia (CER).

5.5031 5.5006 0.0025 6.01615 7.86 840 0.2171 0.00551

Celda Electroquimica de Evaluacion (CEE).

5.0564 5.0513 0.0051 6.01615 7.86 792 0.4698 0.01193

La velocidad de corrosion detectada por esta técnica fue relativamente baja, ya
gue en ambos casos estuvieron por debajo de la unidad de corrosién, sin embargo
la velocidad de corrosion para el electrodo de trabajo en la CEE, puede indicarse
gue se tuvo hasta un 46% en velocidad de corrosion por encima al valor registrado
en el electrodo de trabajo de la CER. Este valor porcentual puede ser atribuido a la

actividad de las bacterias sulfato-reductoras en el sistema.

Por otra parte, la velocidad de corrosién registrada por esta técnica, se considera
como un promedio de las eventualidades de corrosion ocurridas en la superficie
del electrodo de trabajo, que estuvo protegido con 900 mVcycusos. POr esta razon,
la pérdida de material con respecto al tiempo, se llevé a cabo de forma longitudinal
a la superficie y no transversal, es decir que dicha la técnica solo registré corrosion

generalizada o uniforme.

Dentro del ambito de evaluacion del impacto a la superficie del electrodo de
trabajo por la actividad microbiana, se utilizé la técnica de Resistencia a la
polarizacion Rp y la Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS), aunada

con analisis de superficies mediante MEBA.
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6.3.4.2 Resistencia ala Polarizacion Lineal (Rp).

A fin de determinar los cambios que se estuvieron llevando a cabo en la interfase
metal-biopelicula-BSRs-medio de cultivo, se considero a la técnica electroquimica
de Rp para determinar la velocidad de los procesos de oxidacidn y reduccion en
dicha interfase en los electrodos de ambas celdas experimentales (CEE y CER).

La técnica de Ry consiste en la aplicacion de un sobre potencial, respecto al
potencial de equilibrio, lo suficiente pequefio para no alterar al sistema, pero el
necesario (+20 mV), para conocer el comportamiento de los procesos de corrosiéon
en la superficie del electrodo. Esta técnica es complementaria y ampliamente
utiizada en diferentes estudios de corrosion y su aplicacibn depende del

conocimiento de sus caracteristicas.

6.3.4.2.1 Resultados de la Polarizacion Lineal en CEE y CER a -900mVcycusoa-
Mediante la pendiente de la curva (potencial- corriente), fue determinada la Ry,
considerada como la medida de la resistencia que ofrece la superficie de metal al

paso de la corriente.

6.3.4.2.1.1 Célculos para determinar velocidad de corrosion

Los valores obtenidos de la pendiente (Rp), se aplican en la ecuacion 35, para
calcular la densidad de corriente de corrosion (i, ), considerando el coeficiente

Stern-Geary.

Los datos de i.,,, ) obtenidos en la ecuacion 35, se sustituyen en la ecuacién 37,

para obtener la velocidad de corrosion (Veor) €n cada una de las lecturas que
fueron obtenidas en el transcurso de la prueba y que se presentan en forma

grafica en la Figura 35.
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Figura 35. Comportamiento de la V.- en el tiempo sobre el acero APl XL-52 en
CEE Yy CER, a -900 mVcuicusoa.

6.3.4.2.1.2 Celda electroquimica de evaluacion CEE

En la Figura 35, se muestran los resultados de las velocidades de corrosion en
milésimas de pulgada por afio (mpa), obtenidas en los electrodos de las celdas
electroquimicas de evaluacion y de referencia, observando que la V,,,,- en CEE
vario desde 0.182 hasta 3.602 mpa, mientras la V,,,.- en la CER, la variacion se dio
0.0733 hasta 0.6410 mpa, se registré velocidades de corrosion por debajo de la

unidad.

6.3.4.1.2.3 Celda electroquimica de evaluacion CER

El electrodo que se expuso en la CER, estuvo bajo condiciones anaerobiosis
extremas, pH cercano al neutro, ausencia de especies quimicas (CO,, H,Sy Oy) y
solo se presentan algunas sales minerales (cloruros, sulfatos, etc), que
posiblemente estuvieran incidiendo en la oxidacién de la superficie y promover la
baja corrosion registrada. De estas sales las que pudieran aceptar electrones y
reducirse bajo ciertas condiciones, son los cloruros de acuerdo al siguiente par de

ecuaciones.
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Fe — Fe?t + 2e~ (1)
2Cl7 + 2 - (L, (42)

En relacion a la V.- en la CEE, esta registro baja velocidad de corrosion por esta
técnica, posiblemente fue debido la formacion temprana de biopelicula y capa de
sulfuros sobre la superficie del metal, lo que ocasioné cierto trastorno en el
transporte de carga y masa a través de la interfase y en consecuencia
disminuyeron las reacciones oxidacién y reduccion del proceso de corrosion,
reflejando toda esta actividad en la V,,,,. determinada, sin embargo después del
dia 25, la magnitud de este parametro cambio de 0.193 a 3.602 mpa, este cambio
posiblemente se debi6 a un reacomodo de las capas, originando una posible
apertura que facilito el movimiento de masa y carga a través de la interfase,
provocando incremento en velocidad de las reacciones redox del proceso de

corrosion.
6.3.5 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS).

6.3.5.1 Resultados de la Impedancia Electroquimica en CEE a - 900
mVcu/cusos-

La técnica de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica fue utilizada para
determinar los procesos de 6xido-reduccidon que se llevaron a cabo en la interfase
metal-biofilm-BSRs, esta se aplico para conocer y determinar las impedancias que

se realizaron a diferentes tiempos durante el transcurso de la experimentacion.

6.3.5.1.1 Diagrama de Nyquist
Los datos obtenidos de impedancia se presentan en el diagrama de Nyquist de la

Figura 36.

159



2000

1500
E
s}
[ ]
(%]
£
S 1000
N

500
O L T T T T
0 500 1000 1500 2000
Z (Ohmse cm?)

—&—inicio ——5dias 10 dias —*— 15dias —¥— 20 dias 25 dias 30 dias

Figura 36 Diagrama de Nyquist en el tiempo muestra las Impedancia determinadas
sobre el acero API XL52 en la CEE a -900 mVcucusoas-

En la Figura 36, se muestran las diferentes magnitudes de impedancia que se
obtuvieron a lo largo de la experimentacion, en esta se puede observar que la
impedancia de inicio se localiza por arriba de la impedancia del décimo dia, por
debajo de esta, se localiza las impedancias del dia 10, 5 y 15; por arriba de esta

se encuentran las impedancias del dia 30, 25 y 20. La localizacion esta por orden

de magnitud.

Por otra parte, se puede observar que las primeras cuatro curvas presentan
achatamiento debido al desfasamiento del angulo de fase, las tres curvas que se
muestran por arriba de la curva del primer dia, no se alcanza apreciar esta

caracteristica, debido a la magnitud que presentan.
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Por otra parte, con base a las impedancias mostradas en la Figura 36 y mediante
el circuito equivalente que se muestra en la Figura 18, se realizaron los ajustes
necesarios a los valores obtenidos en cada uno de los pardmetros del circuito con
respecto a cada una de las curvas de impedancia obtenidas durante la
experimentacion y que se presentan en la Figura 37.

6.3.5.1.2 Diagrama de ajustes

En la Figura 37 y a manera de ejemplo, se exhibe el ajuste de los elementos del
circuito equivalente respecto a la impedancia obtenida el dia 1 y presentada en la
Figura 36, en la misma se presentan los valores obtenidos en la simulacion. El
ajuste de los elementos del circuito con las demas impedancias fueron los
apropiados y similares a los que se presentan en la Figura 37, los valores de estos

ajustes se muestran en la Tabla 13.

El semicirculo incompleto corresponde a los datos experimentales, mientras que el

semicirculo completo corresponde al ajuste hecho por el simulador.

Ajuste en base a C.E de CEE a -900mV

-2300

—— datos del dia 1 a -900mV de CEE.tx{
— FitResult

-1300

Z" (Ohms/cm2)

-300 |/

4
| [

0 1000 2000

Datos de ajuste:

Rs= 1.871 Z' (Ohms/cm2)
CdI-T=0.0003632

CdI-P=0.90364

Rtc= 2120

Figura 37. Ajustes a los valores de los parametros del circuito equivalente a datos
de la curva de impedancia correspondiente al dia 1 de prueba
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6.3.5.1.3 Datos de los elementos de Ajuste

Del proceso de ajuste realizado para cada una de las curvas correspondientes a
las impedancias realizadas en la CEE, los valores obtenidos se presentan en la
Tabla 13.

Tabla 13. Datos de ajustes a los pardmetros del circuito equivalente para las
pruebas realizadas a de la CEE a — 900mVcy/cusoas-

Transcurso de la prueba en dias

Datos del

ajuste: 1 5 10 15 20 25 30
Rs (Q.cm'z) 0.871 0.50018 0.6602 0.6682 0.6873 0.7174 0.6993
CdI-T (farad) 0.0003163 0.0006046 0.0008893 0.000998 0.000464 0.000994 0.000988
Cdl-P 0.89464 0.90951 0.923 0.906 0.891 0.90046 0.9085
Rtc (Q.cm'z) 2132 1944 1803 1670 8664 17953 16751

Con relacion a los valores correspondientes a Rs mostrados en la Tabla 13, se
consideran de baja magnitud, respecto a la Ry, su comportamiento se mantuvo del
orden de 0.50018 a 0.871 ohms.cm?, registrando al inicio una variacién y después
se mantuvo con ligeros incrementos. Esta variabilidad en la Rs posiblemente
obedezca al programa de reposiciones de nutrientes durante la prueba o bien a la
presencia de microorganismos en el seno de la solucion y de sulfuros. No
obstante, estas variaciones no presentaron influencia para que se llevaran cabo

las reacciones de 6xido-reduccion en la interfase activa.

Los parametros (Cg.r ¥ Cqrp) proporcionados por el circuito equivalente estan
asociados con la capacitancia a nivel de interfase, los valores obtenidos de la
simulacién para la Cg.t fueron muy bajos, sin embargo los primeros 15 dias de
prueba, presentaron un incremento notable y solo el 20, se observé un
decremento, no obstante las dos dltimas lecturas lograron reubicarse y se
mantuvieron con leves cambios hasta el final de la prueba. Este parametro se

coliga con algunas propiedades eléctricas y morfolégicas de las peliculas.
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El otro parametro del capacitor (Cq.p), presentd un comportamiento homogéneo,
ya que practicamente no presentaron variaciones a lo largo de la prueba, ademas
proporciona informacién del estado fisico de la superficie del metal, tal como la
rugosidad de la superficie.

En relacién a la Ry al inicio de la prueba fue alta (2132 ohms.cm?), ésta esta
asociada a las condiciones iniciales de la prueba, mientras que los valores
obtenidos del 5, 10 y 15. Estos valores disminuyen respecto al valor inicial, esta
disminucién facilito el movimiento iénico, dando lugar a las reacciones de 6xido-
reduccion en la interfase metal soluciébn, motivada por la colonizacion de
superficies, crecimiento de bacteriano, actividad enzimatica y metabdlica, asi

como la generacion de biopeliculas.

Generalmente cuando un microorganismos coloniza una superficie, el entorno se
empieza a modificarse, el transporte iGnico y otros elementos comienzan ser mas
activos. Por lo que esta fase en tiempo y forma se caracterizO por ser muy

dinamica.

Con relacion a los valores de Ry obtenidos del 20 al 30, estos comienzan a
incrementarse notablemente, llegando al final de la prueba con valor elevado de
(16751 ohms.cm?). Como ya se ha mencionado estos valores estan asociados con
el crecimiento celular en las intercapas, incremento en densidad y espesor de las
biopeliculas, proceso conocido como maduracion de la capa de biopeliculas. Este
proceso trae como consecuencia reduccion sustancial en los procesos de
transporte y en consecuencia abatimiento de las reacciones de Oxido-reduccion en

la interfase.

Por otro lado y a fin de obtener la R,, se consideré a la ec. 40, para relacionar la
informacion de impedancia con los procesos de corrosién ocurridos en el limite de
fase, ademas se presenta la informacion que se desprende de la interrelacion de
la Rp con la icor (€C.40) y la Veor Se obtuvo aplicando la ec.37, los datos se

presentan en la Tabla 14.
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6.3.5.1.4 Datos de Resistencia a la polarizacion, corriente corrosion y velocidad de

corrosion.

Tabla 14. Valores de icor Y Veorr procedentes de los parametros de ajuste del
circuito equivalente, para CEE a — 900mVcycusoa-

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de
J : 1 5 10 15 20 25 30
Datos:
Rp (Q°cm'2) 2130.129 1943.511 1802.3398 1699.332 8663.313 17952.283 16750.301
lcorr (A Cm'z) 1.2206E-05 1.3378E-05 1.4426E-05 1.5575E-05 3.0012E-06 1.4483E-06 1.5522E-06
Veorr (Mpa) 0.92722072 1.01625928 1.07673602 1.18316772 0.22798435 0.11001942 0.11791429

Con base a la informacion que se muestra en la Tabla 14, se observa la relacion
inversa que guardan los parametros de icor ¥ Veor respecto a la R, En este
sentido cuando la Ry alcanza valores bajos, la corriente de corrosion, asi como la
velocidad de corrosion se incrementan, esto debido a la facilidad que las capas de
biopeliculas en ese momento, permiten al transporte de masa y de carga hacia la
fase activa y que no delimitaron a los procesos de 6xido-reduccion que se llevan a

cabo en dicha fase.

La velocidad de corrosion registrada se observa que esta fue baja y se dio desde
al inicio, pero esta se incrementd en los primeros 15 dias de prueba y alcanza su
maximo valor al quinceavo dia. Posteriormente se presenta una disminucion subita
gue se mantuvo hasta el final de la prueba. Estas velocidades en corrosion

estuvieron relacionadas a los procesos microbianos descritos.

6.3.5.2 Resultados de la Impedancia electroquimica en CER a - 900 mV
Cu/CuS0O4-

Respecto a la informacion que se obtuvo de los ensayos de la prueba de
Espectroscopia de Impedancia Electroguimica en la celda electroquimica de
referencia (CER), se muestran de manera grafica a través del diagrama de Nyquis

en la Figura 38.
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Figura 38. Variacion del diagrama de Nyquist en el tiempo, muestra las
Impedancia determinadas sobre el acero API XL52 en CER a — 900mVcu/cusoa-

6.3.5.2.1 Diagrama de impedancias de Nyquist

En el diagrama de Nyquist de la Figura 38, se muestran las diferentes
impedancias que se registraron durante los 20 dias de prueba. La curva de la
impedancia del inicio de la prueba (dia 1), se localiza por arriba de la curva
correspondiente al dia 20, en orden progresivo, se ubican las impedancias de los
dias 5, 10 y 15. En este sentido, la impedancia de menor valor se obtuvo para el

dia 20, mientras que el valor maximo de impedancia se obtuvo para el dia 15.

Por otra parte, en base a las impedancias mostradas en la Figura 38 y mediante el

circuito equivalente que se muestra en la Figura 18, se realizaron los ajustes
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necesarios a los valores obtenidos en cada uno de los pardmetros del circuito,

ajustandose a cada una de las curvas de las impedancias.

6.3.5.2.2 Diagrama de ajustes

En la Figura 39, se presenta a manera de gréfico el ajuste entre ambos sistemas
(parametros del circuito equivalente e impedancias), asi mismo se presentan sus
valores. La informacion obtenida de la adecuacion o ajustes para todas las curvas

correspondientes a CER, se presenta en la Tabla 15.
Los ajustes realizados en las demas impedancias, presentaron ajustes adecuados

y similares a los de la Figura 39.

Ajuste en base al CE del dia 1 a -900mV

-7500

— FitResult

-5000 —

4 Rs =-2.192

CdI-T = 5.9254E-5
Cdl-P = 0.89854
-2500 - Rtc = 15711
Frec. = 100
/ Z'=2.5015

/ Z"=-39.163
/ Fase = -86.345

0 2500 5000 7500

Figura 39. Ajustes de valores del circuito equivalente a los datos de la curva de
impedancia del dia 1 en CER.

6.3.5.2.3 Datos de los elementos de Ajuste
En la Tabla 15, contiene la informacion de obtenida de los ajustes realizados a los
elementos del circuito equivalente, respecto a las impedancias obtenidas en el

transcurso de la prueba.
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Tabla 15. Datos de ajustes a los parametros del circuito equivalente a partir de las
impedancias realizadas en CER a — 900mVcycusoa-

Transcurso de la prueba en dias

variables del
circuito 1 5 10 15 20 25
equivalente
Rs (Qecm2) -2.192 -2.192 - 0.8483 -1.265 0.53957 0.115
Cd-T 5.9254E-5 5.2628E-5 6.0032E-5 6.178E-5  0.000103E-5  0.000361
Cdl-P (Farads) 0.89854 0.91232 0.90633 0.92334 0.87917 0.8413
Rtc (Qecm?2) 15711 26031 19406 46798 7993 119640

En la resistencia de la solucion (Rs) que se presentan en la Tabla 15, se puede
indicar que fueron pequefios respecto a los valores obtenidos para la Ry, sin
embargo presentaron ciertas variaciones que pudieron estar atribuidos a cambios

en el medio, pero que no infirieron en los procesos de transporte.

En tanto que los valores de relacionados con la capacitancia de la doble capa, sus
magnitudes registradas no presentaron cambios trascendentales y estuvieron
oscilando en Cg.r de 5.2628E-5 a 35.295E-5 farads. Mientras que para el

parametro Cgy.p, €ste se mantuvo entre 0.8413 a 0.92334.

En relacion a los valores registrados para la Ry, estos presentaron variaciones
significativas que van desde 7993 hasta 119640 ohms.cm™, observando que estos
valores tuvieron una tendencia a incrementar la Ry del sistema, con excepcion de
los valores obtenidos los dias 10 y 20, que tuvieron una disminucién en sus
registros respecto los valores que les precedieron. Los incrementos obedece a la
posible formacion de una pelicula fina, compacta y que se fortalecio hasta el final
de la prueba y en consecuencia los resultados altos en la Ry, en tanto que los
valores que tuvieron decrementos, probablemente se debieron algin reacomodo

de las peliculas y que cedieron pase al transporte de masa y carga en la interfase.

6.3.5.2.4 Datos de Ry, icorrs Voorr
Por otra parte, se presenta la informacion de i ., ¥ V., que fueron deducidas a
partir de Rp y la relacion de Stern-Geary (ec.40), mientras que laV,,,.,- se obtuvo

aplicando la ec. 37, los registros se presenta en la Tabla 16.
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Tabla 16. Valores de i.,, ¥ V., Procedente de los parametros de ajuste del
circuito equivalente en CER a — 900mVcycusoa-

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de
1 5 10 15 20 25 30

Datos:
Rp (Qecm?) 15713.192 26033.192 19406.8483 46799.265 7992.46043 119639.885 -
leorr (A-cm'z) 1.6547E-06 9.9873E-07 1.3397E-06 5.56E-07 3.2531E-06 2.1732E-07 -
Veorr (Mpa) 0.12569691 0.07586852 0.10177334 0.04220365 0.24712036 0.01650871 -

En base a la informacién que se presenta en la Tabla 16, se puede indicar que los
valores de Rp parten de una cifra elevada que se obtuvo al inicio de la prueba,
ademas se guarda proporcionalidad con los valores de Ri. Esta alta resistencia a
la polarizacion se debe a la posible formacién de una capa fina y compacta que se
formé sobre la superficie del metal, teniendo como consecuencia valores de
icorr Y Veorr Muy bajos, estos se pueden aprecia en la citada Tabla. La formacion
y las caracteristicas de la pelicula descrita posiblemente se ocasiono por la
desnaturalizacion paulatina de algun compuesto organico, que al precipitar sobre

la superficie se conformd dicha pelicula.

6.3.5.2.5 Relacion del comportamiento entre CEE y CER
Relacionando los valores que se obtuvieron en la celda de evaluacion como de la
celda de referencia, se presentan los datos a manera de comparacion de ambos

sistemas en la Tabla 17.

Tabla 17. Comportamiento de los parametros de Rp, icorr V Veorr de ambos
sistemas de evaluacién CEE y CER a — 900mV¢y/cusoa-

Transcurso de la prueba en dias

a’gzﬁs‘?e 1 5 10 15 20 25 30
CER |Rp (Q-cm'z) 15713.192 26033.192 19406.8483 46799.265 7992.46043 119639.885 -
Veorr (Mpa) 0.12569691 0.07586852 0.10177334 0.04220365 0.24712036 0.01650871 -
CEE |Rp (Q-cm'z) 2130.129 1943.511 1804.3398 1699.332 8663.313 17952.283 16750.301
Veorr (Mpa) 0.92722072 1.01625928 1.07673602 1.18316772 0.22798435 0.11001942 0.11791429
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En esta Tabla se presenta la informacion que se determind en cada celda (CEE y
CER), con la finalidad de comparar el comportamiento de las variables de Ry y
Vcorr de cada celda, observando la funcién inversa de estas.

Con relacion a la velocidad de corrosion entre ambos sistemas se observa una
gran diferencia marcada por la actividad de las BSRs, ya que los registros de Vcor
fueron diferentes en cada una de las etapas de desarrollo de estos
microorganismos. Ya que en la celda de referencia este parametro tuvo baja
actividad y solo se observé una disminucion paulatina en los valores de la Vcor.
(0.1257 a 0.01651 mpa).

6.3.6 Corriente de proteccion (i)

La demanda de corriente de proteccion, se realizd6 mediante la medicion de la
corriente que demanda el sistema en evaluacion cuando se aplico un potencial de
proteccion al electrodo de trabajo. El seguimiento de este parametro se realizo
para conocer la necesidad de corriente proteccion frente a la actividad de la
poblacional de BSR, asi mismo, esta necesidad de corriente se hizo en ausencia

de estos microorganismos.

En la Figura 40, se muestra de manera grafica la demanda de corriente de

proteccion (i,,.:) que presentaron en ambas celdas de evaluacion (CEE y CER).

6.3.6.1 Descripcion del comportamiento de ipen CEE

En el desempefio de las pruebas se observa algunos altibajos en corriente que
posiblemente obedecen a demanda o consumo de corriente por el sistema y a los
diferentes grados de reposicion de flujo de electrones por el potencial aplicado,

tendiendo a estabilizar al sistema CEE.

Estos altibajos registrados pueden estar relacionados con los movimientos de
electrones debidos a la reduccion de especies en la interfase y las constantes
remociones de hidrégeno o depolarizacion catddica hecha por el sistema

enzimatico de esto microorganismos.
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Figura 40. Comportamiento de la corriente de proteccion en el tiempo en la CEE y
CER a — 900mVcy/icusos

6.3.6.2 Descripcion del comportamiento de ipen CER a —-900 mV cy/cusos

Por otra parte, con respecto a la curva de la iy, en CER, la demanda de
corriente para mantener el potencial de -900 mV fue muy pequefia, motivo por el
cual fue necesario ampliar el rango del eje a fin de observar su comportamiento,
este fue con tendencia catédico en la mayor parte de prueba, pero al final del
ensayo presentd una pequefa incremento tal como se observa en la Figura 40.

Esta demanda en i,,,,;, posiblemente se debié a una ruptura o reacomodo de la

capa o de la pelicula formada sobre la superficie del electrodo.

6.3.7 Andlisis de superficies expuesta a — 900mV.cy/cusos

El analisis de superficie y los barridos que se realizaron a la superficie del
electrodo de trabajo, se llevo a cabo mediante Microscopia Electronica de Barrido
Ambiental (MEBA), este tipo de microscopio permite observar directamente a los

microorganismos “in situ” sin dafiar tanto a los microorganismos como a las
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biopeliculas y productos de corrosion que se formaron en la superficie del
electrodo de trabajo.

Se realizaron analisis a la superficie tanto al electrodo de evaluacion como de
referencia, en el primero el andlisis se hizo a fin de observar BSRs, biopeliculas y
productos de corrosion en la superficie de las biopeliculas formado.

En el electrodo de referencia se realiz6 el andlisis con el propdésito de determinar
el grado y tipo de dafio ocasionado por el medio de cultivo a la superficie protegida
con -900 mV, expuesta al medio de cultivo sin microorganismos, para ello fue
necesario retirar los depésitos y lavar quimicamente la superficie de los electrodos
de trabajo.

6.3.7.1 Analisis de superficie de biopeliculas, BSRs y productos de
corrosion del electrodo de trabajo de la CEE.

El analisis de superficie in situ se llevd a cabo a través de varios barridos a
diferentes amplitudes, a fin de encontrar evidencias de estructuras de biopeliculas
como la que se presenta en la Figura 41, la imagen del barrido de un campo
amplificado a 2000x, en €l se alcanza apreciar la ruptura de la pelicula superficial
posiblemente de sulfuros, en la que deja ver alguna estructura blanquecina
posiblemente de la biopelicula, asi mismo en la vecindad se alcanzan a observar
los somas de BSRs (4 a 7 um) y algunos otras estructuras. En la Figura 42 se
presenta la imagen del barrido de un campo amplificado a 4000x, en el cual se
denota la morfologia basica de los microorganismos, estructuras finas de cimulos

de biopeliculas y la heterogeneidad de su forma y distribucion.
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Figura 42. Muestra morfologia de microorganismo y presencia productos de
corrosion.

6.3.7.2 Analisis de superficie dafiada por corrosién del E; de la CEE.

En las Figuras 43 y 44, se muestran las imagenes del barrido de dos campos, la
primera presenta una magnificacion a 300x del area dafiada por corrosion
localizada, a fin de observar el tipo y la densidad del dafio ocasionado por

corrosion localizada. En tanto que en la segunda imagen presenta una
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magnificacion de 4000x en la que se aprecia la corrosion tipo picadura cuyo
didmetro oscila de 7.23 a 7.44 um, en el cual se observa la corrosion en diferentes
avances de penetracion, asi mismo en areas adyacentes la superficie limpia del
metal tipico de la corrosion localizada

= X \

§ i \"1.
B ¥ %) i

\

Shren v
TN > X L e v A%
#AccV Spot Magn Det WD ]—1 100 pm

250kv 35 300x SE 104 CEEa-900mV, Danos por Corr.
- / e . ol N S S

A

AccV SpotMagn Det WD F——— 5ym
25.0kv 35 4000x SE 104 CEEa-900mV, Dafos por Corr.

Figura 44. Dafio por corrosién localizada de la superficie
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6.3.7.3 Anadlisis de superficie del dafio de la superficie del E; de la CER.

De la Celda electroquimica de referencia (CER), solamente se presentan las
imagenes de la superficie del electrodo de Acero API XL52 que estuvo inmersa en
medio de cultivo y protegido con — 900 mVcycusos. Debido a la ausencia de BSRs
en el sistema, por lo que no se considerd conveniente el andlisis in situ de la

superficie protegida.

AccV Spot Magn  Det WD F————— 100 m
26.0kv 4.0 300x SE 10.4 CERa-900mV, Dafios por Corr.

Figura 45. Superficie sin dafio aparente por corrosion
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Figura 46. Superficie con zonas con corrosion uniforme y generalizada

En las Figuras 45 y 46, se muestran las imagenes del barrido de dos campos, la
primera presentd una magnificacion a 300x del area expuesta al medio de cultivo,
a fin de observar algun tipo de dafio por corrosion, la superficie analizada presenta
algunas ralladuras producto de la preparacion de superficie inicial, asi mismo
algunos pequefios puntos y la mayor parte de la superficie sin dafio por corrosion
localizada, solo se alcanza a preciar un ligero desgaste por corrosion uniforme. La
segunda imagen presenta una magnificacion de 3000x, se analizé campo debido a
gue se alcanzaba la definicion de algunos puntos, sin embargo la amplificacion
presentada se observa que la superficie esta libre de corrosion tipo picadura y de
corrosion localizada, sin embargo se denota un ligero desgaste por corrosion

uniforme, sobre todo en los contornos de las lineas de lijado.
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6.4 Potencial de proteccion de — 950 mV ¢y, cyso,

Los resultados obtenidos de la celda electroquimica de evaluacion (CEE), como
de la celda electroquimica de referencia (CER), se han ordenado en parametros
fisicos, bacteriol6gicos, quimicos, electroquimicos y analisis de superficie.

6.5.1 Parametros Fisicos

Los parametros fisicos comprenden las mediciones de temperatura, pH, y Eh que
se registraron tanto en la CEE como en la CER, a fin de detectar algin cambio
significativo que afectara el desarrollo y desempefio de las BSRs.

Dentro de los factores fisicos que se registraron en los sistemas, se encuentra la
temperatura, considerada como temperatura ambiental, esto debido a que los
procesos que se quieren reproducir se llevan a condiciones normales de presion y

temperatura de campo.

6.3.1.1 Comportamiento de pH

Dado que este parametro proporciona el indice de la actividad y la concentracion
de los iones de hidrégeno en el seno del medio de cultivo o solucion y ademas la
injerencia en los procesos de corrosion, en consecuencia la importancia de
conocer el comportamiento durante el transcurso de la prueba. Con esta filosofia

se llevo a cabo un seguimiento que se ilustra en la Figura 47.
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Figura 47. Comportamiento del pH respecto al tempo en el medio de cultivo a
- 950 mVcuicusos

En el gréfico de la Figura 47, se presenta los registros de pH en el medio de
cultivo contenido en las celdas CEE y CER, a fin de detectar cambios significativos
en pH inherentes a la actividad de las BSRs 0 bien a las posibles reacciones de
superficie que hayan ocurrido por la proteccion catodica sobre los electrodos de

trabajo.

En la CEE, el pH practicamente se mantuvo con pequefas oscilaciones en el
transcurso de la prueba (6.92 a 7.19), este rango se consideré Optimo para el
desarrollo de estos microorganismos. Por otra parte, cambios subitos no se
tuvieron, esto posiblemente se debié a la actividad descrita para el ion

bicarbonato.

En tanto que el pH en la CER, se desarrollé con una tendencia orientada a la
alcalinidad, esto debido al posiblemente influenciado por la actividad de la
proteccion catédica sobre el electrodo de trabajo, esta alcalinizacién detectada, se
ha reportada en la literatura debido a la formacién de iones carbonatos u oxhidrilo

con consecuentes reacciones de precipitaciones de carbonatos, sin embargo para
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el estudio posiblemente se formaron estos iones pero reaccionaron con los iones
bicarbonatos para formar compuestos de carbonatos de acuerdo a reacciones
descritas sobre este caso. La formacion de estos iones dificilmente precipitan
debido a que se mantuvieron en solucién por el pH desarrollado (6.25 a 7.24.

6.3.1.2 Comportamiento del potencial redox (Eh).

En el set de pruebas efectuadas para los -950 mV, se puede indicar que el
ambiente en el cual se desarrollaron las BSRs, presento caracteristicas con poder
oxidacion o con posibilidad de ceder electrones al electrodo normal de hidrégeno,

forma conocida como media celda con potencial redox negativo.

La importancia de este parametro se extiende en varios ambitos en los cuales se
moderan muchos compuestos quimicos presentes tanto en la atmésfera como en
cuerpos de agua naturales, asi mismo en el entorno de los microorganismos como
al interior de estos, donde grandes partes de las reacciones que llevan a cabo

estan sujetas a un régimen redox.

El ambiente propicio para el desarrollo de las BSRs es alrededor de los — 380 mV,
por lo que se considerd importante llevar a cabo registros de potencial redox (Eh)
en el transcurso de la prueba, para conocer que las condiciones en las celdas

experimentales fueron favorables para el desarrollo de dichos microorganismo.

Las celdas experimentales (CEE y CER), desde el inicio fueron ambientadas con
potenciales redox de — 442 y — 421 mV respectivamente. En la CEE, este
pardmetro durante los primeros 7 dias, el potencial se incrementd hasta alcanzar
los — 470 mV, posteriormente tiende a su origen y se mantuvo en el rango de 400
a 418 mV en el medio de cultivo, por lo que las condiciones redox fueron propicias
para el desarrollo de las BSRs. Mientras que en la CER, las condiciones redox
presentaron una tendencia a la baja en los primeros dias, alcanzando un minima
(-235 mV), no obstante después logré su recuperacion y se mantuvo en alrededor
de los 400 mV hasta el final de la prueba. Dichos comportamientos del potencial

redox se muestran en la Figura 48.
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Figura 48. Comportamiento del Eh en funcion al tiempo en el medio de cultivo a
- 900 mV.cuicusos

6.3.2 Parametros Bacteriologicos

6.3.2.1 Densidad poblacional (Dp)

Dentro de este set de pruebas se considerd incluir a la densidad poblacional de
microorganismos, este parametro se inicidé con un crecimiento logaritmico que se
alcanz6 en los primeros 7 dias de prueba, después se mantuvo solo con algunas
variaciones en el crecimiento de las BSRs durante la prueba, estas variaciones
posiblemente estuvieron influenciadas por la falta de nutrientes o por las

reposiciéon de medio de cultivo nuevo por viejo (técnica de cultivos continuos).

Con base a la curva de crecimiento la Dp, no presentd ninguna inflexion en su
curva poblacional que estuviera asociado al potencial aplicado (- 950mVcycusos) O

bien a la alcalinizacion generada por dicha proteccion.

En el grafico de la Figura 49, se presenta el comportamiento de D, durante la
prueba y se acompafa por la curva de E;, a fin de determinar de alguna

irregularidad que viera afectado al crecimiento de BSRs.
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Figura 49. Densidad poblacional de BSRs en relacion al tiempo en CEE a — 950
MVcuicusos

6.3.2.2 Bioconversion de sulfatos a acido sulfhidrico

Como ya ha sido comentado anteriormente, que en la respiracion de las BSRs
intervienen enzimas que logran la activacion y llevar a cabo las reducciones
sucesivas de los sulfatos y transferirlo hasta sulfuro (S?), de manera conjunta, otro
sistema enzimatico (hidrogenasas), suministran al hidrogeno como fuente de
donacion de electrones, necesarios para las diferentes reducciones de los
sulfatos. De este proceso, se produce el ion sulfhidrico (HS") o bien sulfuro de

hidrogeno (H,S), que son excretados por las BSRs al exterior.

En consecuencia a esta serie de actividades enzimaticas, se forma un alto
gradiente en concentracion protones de hidrogeno que son utilizada para la

activacion de la enzima ATP asa que cataliza la formacion de ATP[1].

En actividades de la Microbiologia, se ha tomado a la respiracion de como un
parametro indicador de la actividad celular, asi la velocidad con la que se consume
de oxigeno es evidencia de la funcion vital y de la cantidad de microorganismos

aerobios presentes en el sistema. De la misma manera, se practica en la parte
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anaerobia donde el consumo de sustratos como el sulfato se utiliza como

parametro indicador de la vitalidad y cantidad de BSRs en el sistema en estudio.

En la Figura 50, se muestran las concentracion de SO2~ y H,S con respecto al
tiempo. La curva de sulfatos compuesta por las diferentes concentraciones
registradas, manifiesta una alta actividad en la celda debida al consumo
extraordinario de sulfatos, lo cual refleja una actividad metabdlica vigorosa de las
BSRs en la celda.

Parte de esta respuesta sobre el consumo de sulfatos, se debi6 a las reposiciones
programadas de cultivo viejo por nuevo al sistema que cubrieron la demanda

sulfatos por la poblacion de BSRs durante la parte experimental.

Como se ha mencionado de la interrelacion de parametros en el sistema, aqui se
manifiesta una estrecha relacion entre el consumo de sulfatos, la produccion de

acido sulfhidrico en el sistema y la densidad poblacional (D).

En relacion a la curva de acido sulfhidrico, se observa que después del séptimo
dia, registr6 su maxima concentracion en el medio, este parametro decae y se
mantuvo oscilando entre los 116 a los 156 mg.I™, hasta el término del ensayo. En
el monitoreo de este parametro se esperaria registrar igual o similar concentracion
gue la de sulfatos, sin embargo existen diferentes factores intracelulares como

extracelulares que intervienen y modifican esta relacion.

En base a los parametros registrados (Dy, SO;~ y H2S), a lo largo del desarrollo
experimental, no fue posible detectar alguna discontinuidad debida a la injerencia
del potencial de proteccion de los -950 mVcucusos aplicados al electrodo de
trabajo. Dichos comportamientos de sulfatos y sulfhidrico se pueden apreciar en

la Figura 50.
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Figura 50. Bioconversion de SO;~ a H,S por BSRs durante la prueba en CEE a
- 950 T’lV.Cu/Cuso4

6.3.3 Parametros quimicos

Los parametros considerados en este esquema, fueron la alcalinidad y la
concentracion del ion ferroso (Fe?"). La alcalinidad registrada durante el desarrollo
de las pruebas, se determiné para diferenciar su origen e injerencia en la inhibicion

celular.

La aplicacién de la proteccion catddica, genera cierta alcalinidad en el entorno
donde se aplica y esta se produce debido a las reacciones de reduccion de
especies quimicas presentes en el sistema, la alcalinidad producida puede
ocasionar cambios en pH y pasar de una zona &cida a zona alcalina, con

posibilidad de afectar la viabilidad y el nUmero de microorganismos en el sistema.

En relacion al ion ferroso (Fe?"), se consideré importante incluir a este parametro a
fin de registra cualquier concentracién de hierro en el medio a consecuencia de
posibles oxidaciones que pudieron llevarse a cabo en la superficie del electrodo de

trabajo que estuvo protegido catédicamente a -950 mV.cu/cusoas-
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La presencia y la deteccion progresiva de la concentracion de este ion en el
medio, proporciona sustentacion y evidencia de la eficiencia de la PC y la
influencia de las BSRs en el sistema de proteccién.

6.3.3.1 Alcalinidad

Como ya se ha explicado en los sets de pruebas anteriores que la alcalinidad esta
en funcién del pH en el sistema y en base a este, se conoce la especie o las
especies quimicas que estan regulando dicho parametro en el sistema. Para este
caso y de acuerdo al pH promedio registrado en la CEE fue de 7.14, para este
valor en pH se puede indicarse que el ion bicarbonato (HCO3 ) es el que reguld la

alcalinidad en el sistema.

El comportamiento de la alcalinidad en el medio, en los primeros 6 dias de prueba
se alcanzé la maxima concentracion, después del séptimo dia, este parametro
comienza a regularse y permanece oscilando ligeramente hasta el término de la

prueba.

La alcalinidad registrada en los primeros 6 dias, estuvo influenciados por el
crecimiento de las BSRs en el medio, ya que estos microorganismos durante su
desarrollo liberaron CO,, este compuesto es soluble y reacciona para formar acido
carbdnico (H,CO3), este a su vez reaccionar con algunas sales para formar el
bicarbonato correspondiente. Es en esta fase donde el ion bicarbonato funciona

como un moderador o buffer de pH y promueve cierta alcalinidad al medio.

Por otro lado la alcalinidad generada por el sistema de proteccion catédica no

afecto a la densidad poblacional de BSRs.
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Figura 51. Alcalinizacion del medio por actividad de BSRs y proteccion catodica
sobre el acero API XL52 a - 950. mV¢y, cuso,

Los registros de este parametro en la CER se muestran en la Figura 51, la prueba
se inicié con una alcalinidad de 380 mg/l, esta se mantuvo con ligeros incrementos
en el valor de alcalinidad, sin embargo al dia 20 se registré un ascenso ubicarse
por arriba del nivel de concentracion que se venia registrando. Después del dia
21, la alcalinidad se mantuvo constante hasta el final de la prueba. Esta actividad

en alcalinidad es derivada directamente de la actividad de proteccion de la PC.

Por otra parte, la alcalinidad desarrollada en la CEE fue mayor que la desarrollada
en CER, sin embargo este parametro no influyo en el desarrollo de la densidad

poblacional de las BSRs.

6.3.3.2 Hierro (Fe*")

En la Figura 52, se presentan los registros del andlisis del ion ferroso tanto en la
CEE como la CER en el desarrollo experimental, en la curva Fe-CEE, en su
generalidad este parametro mostro dos facetas, en la primera se presenta una de
incrementos hasta el dia 7 (aproximadamente 48 mg/l), los registros subsecuentes

practicamente permanecen constantes hasta el dia 14.
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La segunda faceta comenzé a partir del 16 y se inicia con incrementos irregulares
gue se extiende hasta el dia 27 de la prueba, en este punto se logra determinar la
maxima concentracion del ion ferroso (aproximadamente 134 mg/l), las lecturas

finales de la concentracion del ion ferroso presentaron una declinacion.

En la curva de la CER, en los primeros 15 dias de prueba, mostré ligero
incremento en la concentracion de este ion (aproximadamente 48 mg/l de Fe?*),
los registros posteriores practicamente permanecieron constantes hasta el término

de la prueba.

De manera general se observa que la celda que presenta a las BSRs, presento los
registros con mayor concentracion del ion ferroso (1.34mg/l). Mientras la celda con

menor contenido de este ion fue la de referencia (0.48 mg/l de Fe?*).

Las diferencias en concentraciones de este ion en ambas celdas (CEE y CER),
estuvo dada por las diferentes estancias de actividad directa e indirecta de las
BSRs, sobre la superficie del acero APl XL 52, las cuales estuvieron protegidas

con el potencial de - 950 mVcy cuso,- En la medida que se dieron la actividad

microbiolégica y el proceso de desestabilizacion de la PC, se fue liberando y

registrando la concentracion de este ion (Fe?").

En el caso de la CEE, el registro de la concentracion de este ion estuvo siempre
supeditado al ion libre, ya que parte de este ion reacciono con el sulfuro de
hidrogeno del medio, sin embargo da idea de la intensidad en que el hierro

estructural es oxidado y pasa a solucion.
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Figura 52. Variacion de la concentracién de Fe®* respecto al tiempo en el medio,
debido a la oxidacion del acero API XL- 52, en CEE y CER a - 950 MV cuso,

Se han revisado los diversos parametros fisicos (ambientales), quimicos y
microbiolégicos en que estuvo expuesto el electrodo de trabajo que fue protegido
con -950 mV, a continuacion se presentan las diferentes pruebas que fueron
utilizadas para determinar el posible dafio a la superficie del acero APl XL 52 por

injerencia de dichos factores.

6.3.4 Parametros electroquimicos

6.3.4.1 Técnica gravimétrica

Esta técnica se utiliza para determinar la velocidad de corrosién que presentaron
los electrodos al ser sumergidos en el medio de cultivo con y sin microorganismos,
la diferencia de pérdida de peso que se registrd se considera un promedio de las
eventualidades que interactuaron con la superficie del metal durante el periodo

experimental.
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6.3.4.2 Célculo para determinar velocidad de corrosion

El calculo de la velocidad de corrosion por esta técnica se llevo a cabo aplicando
la férmula de la ecuacion 34 y aplicando los datos fisicos correspondientes al
electrodo de trabajo (Et). Los datos de corrosion obtenidos se presentan en la
Tabla 18.

Tabla 18. Velocidad de corrosion sobre el acero APl XL 52 mediante técnica
gravimétrica protegido con — 950mVcuycusoa.

Wi wf AW Area Densidad Tiempo  Vcorr Vcorr
(9) (9) (9) (cm?) (g/cm®) (Hrs) (mpa)  (mma)

Celda Electroquimica de Referencia (CER).

5.2388 5.231 0.0007 6.01614963 7.86 648 0.0078 0.0020

Celda Electroquimica de Evaluacion (CEE)

5.3748 5.3715 0.0033 6.01614963 7.86 696 0.3459 0.0088

La velocidad de corrosion determinada por esta técnica fue relativamente baja, ya
gue en ambos celdas estuvieron por debajo de la unidad de corrosion, sin
embargo la velocidad de corrosion para el electrodo de trabajo en la CEE, puede
indicarse que se tuvo hasta un 68% en velocidad de corrosion por encima del valor
registrado en el electrodo de trabajo de la CER. Esta relacion puede ser atribuida

a la actividad de las bacterias sulfato-reductoras en el sistema.

Por otra parte, la velocidad de corrosién registrada por esta técnica, se considera
como un promedio de las eventualidades de corrosion ocurridas en la superficie
del electrodo de trabajo, que estuvo protegido con 950 mVcycusos- ASi mismo, la
pérdida de material con respecto al tiempo, se considera que se llevé a cabo de
forma longitudinal a la superficie y no transversal, es decir solo registré corrosion

generalizada o uniforme.

Dentro del ambito de evaluacion del impacto a la superficie del electrodo de
trabajo por la actividad microbiana, ademas se utilizaron la técnica de Resistencia
a la polarizacion Rp y la Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, aunada
con analisis de superficies mediante Microscopia Electronica de Barrido Ambiental
(MEBA).
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6.3.4.2 Resistencia de Polarizacion Lineal (Rp).

Con el propésito de determinar los cambios que se estuvieron llevando en la
superficie del metal, se consideré conveniente utilizar la técnica electroquimica de
Rp a fin de conocer la velocidad de los procesos de oxidacion y reduccion en la
superficie en los electrodos de ambas celdas experimentales (CEE y CER).

6.3.4.2.1 Resultados de la Polarizacion Lineal en CEE y CER a -950 mVcycusoa-
Los valores registrados por esta técnica durante el periodo de prueba para las dos
celdas, fueron sometidos a tratamiento transferencias y conversiones que se

muestran a continuacion.

6.3.4.2.1 Calculos para determinar velocidad de corrosion
Mediante la ecuacion 35 y considerando el coeficiente de Stern-Geary, se

aplicaron los valores de Ry, para calcular la corriente de corrosion (i.opr )-

Los datos de (i, ) Obtenidos en la ecuacion 35, fueron sustituidos en la
ecuacién 37, para obtener la velocidad de corrosion (Vo) €n cada una de las
lecturas que fueron obtenidas en el transcurso de la prueba y que se presentan en

forma grafica en la Figura 53

En la Figura 53, se presentan los resultados de la conversion de R, a V,,,- tanto
de la celda electroquimica de evaluacién, como de la celda electroquimica de

referencia, valores que se obtuvieron durante el desarrollo experimental.
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Figura 53. Comportamiento de la V¢orr €n el tiempo sobre el acero APl XL-52 en
CEE y CER a - 950 mVcuicusos

6.3.4.2.2 Celda electroquimica de evaluacion CEE

Las velocidades de corrosion obtenidas mediante esta técnica se presentan en la
Figura 53, observando que la V,,,, en el electrodo de trabajo de la CEE vari6
desde 0.390 hasta 3.01 mpa, a pesar del comportamiento irregular, se observa

una tendencia de incremento en este parametro hasta el final de la prueba.

6.3.4.2.3 Celda electroquimica de evaluacion CER

El electrodo expuesto en la CER, estuvo bajo condiciones anaerobiosis extremas,
pH cercano al neutro (7.14), ausencia de especies quimicas (CO,, H,S y O,). Sin
embargo se logré detectar velocidad de corrosion bajo este estado, donde
posiblemente algunas compuestos puedan reducirse y aceptar los electrones de la

oxidacion.

En relacién a laV,,,, en el electrodo de la CEE, esta fue muy irregular debido a
gue en parte mostré una tendencia de incremento en corrosion, aunque esta en
ocasiones los incrementos fueron cortos o largos e inclusive algunas veces con

decrementos. Esta irregularidad seguramente se debié a la inestabilidad los
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sulfuros formados o bien al comportamiento de las biopeliculas que de alguna
manera ocasiono ciertas perturbaciones en el transporte de carga y masa a través
de la interfase, disminuyendo las reacciones oxidacion y reduccion del proceso de
corrosion que ocurrieron en el sitio. Reflejando toda esta actividad en el

comportamiento de la V,,,- determinada.

6.3.4.3 Espectroscopia de Impedancia electroquimica (EIS).

La técnica Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, consiste en aplicar una
perturbacién sinusoidal de potencial eléctrico de frecuencia variable al material
estudiado y registrar su respuesta en corriente dentro de la celda electroquimica.

6.3.4.3.1 Resultados de la Impedancia electroquimica en CEE a -950mVcy/cusoas-

Con base en lo anterior, se midieron los espectros de impedancias que se
realizaron a diferentes tiempos durante el transcurso de la experimentacion. Los
datos obtenidos se presentan en el diagrama de Nyquist de la Figura 54,

correspondientes a la CEE.
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Figura 54. Variacion de las impedancias en el diagrama de Nyquist en el tiempo,
determinadas sobre el acero APl XL52 en la CEE a -950 mVcyicusoa

6.3.4.3.1.1 Diagrama de Nyquist
En la Figura 54, se muestran las diferentes magnitudes de impedancia que se

registraron a lo largo de la experimentacion y en estas se puede observar que la
impedancia de inicio, fue la que presentd el valor mas alto de impedancia y se
asocia principalmente a las condiciones iniciales de prueba, seguido por las
mediciones hechas a los 5 y 10 dias, registrando impedancias por arriba de los
1500 ohms.cm? y por Gltimo las registradas los dias 26, 15 y 20, respectivamente
gue son las curvas que presentaron las menores impedancias (< a los 1500

ohms.cm?). La descripcién se realizé en el orden de la magnitud de la impedancia.
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6.3.4.3.1.2 Diagrama de ajustes

Por otra parte, con base a las impedancias mostradas en la Figura 54 y mediante
el circuito equivalente que se muestra en la Figura 18, se realizaron los ajustes
prudentes a los valores obtenidos en cada uno de los parametros del circuito
respecto a cada una de las curvas de impedancia obtenidas durante la
experimentacion y que se muestran en la Tabla 19 y a manera de ejemplo se
presenta de manera grafica los ajustes correspondientes al dia 1 en la Figura 55.

Ajuste en base a C.E de CEE a -950mV del dia 1

-1500
— FitResult

-1000 —

Z" (Ohms/cm2)
T

-500 — 4

0 500 1000 1500

Datos de ajuste: Z' (Ohms/cm?2)
Rs= 0.34507

Cdl- T= 0.00023716

Cdl-P= 0.939

Rtc= 2800

Figura 55. Ajustes de valores a los valores de los elementos del circuito
equivalente a los datos de la curvas de impedancia del dia 1 en CEE.

6.3.4.3.1.3 Datos de los elementos de Ajuste
Respecto a los ajustes de los elementos del circuito de la Figura 18, con las
curvas de impedancias restantes, se consideran que fueron adecuados y solo se

presentan los valores obtenidos de la adecuacion para cada una de las curvas en

la Tabla 19.

192



Tabla 19. Datos de ajustes a los parametros del circuito equivalente a partir de las
impedancias realizadas en CEE a — 950mV.cy/cusoas-

Transcurso de la prueba en dias

variables del circuito

equivalente 1 s 10 L 20 25
Rs (Qs«cm?) 0.34507 0.47586 0.38298 0.28948 0.72903 0.8772
CdI-T(Farads) 0.0002372 0.0005994 0.0009439 0.000634 0.000516 0.000416
Cdl-P 0.939 0.938 0.9432 0.92344 0.86043 0.7972
Rtc (Q-cm?) 2800 1447 1442 810 1200 815.2

En relacion a los pardmetros presentados en la Tabla 19, se puede indicar que la
variacién en Rs fue pequefia con respecto a los registros obtenidos para R. Estos
oscilaron entre 0.28948 y 0.8772 ohms.cm™. Las variaciones registradas pueden
estar asociadas varios factores como la reposicion de medio de cultivo, presencia
de microorganismos y formacién de nuevas especies tales como ion ferroso (Fe®")
y sulfuro de hidrégeno (H.S). No obstante estas variaciones en Rs no fueron

significativas para ser obstaculo al transporte.

Con respecto a los parametros de capacitancia, estos tuvieron también ciertos
movimientos en Cgq.r los cuales presentaron tendencia al incremento en los
primeros 10 dias de la prueba (de 0.0002372 a 0.000943 farads), después del 10,
este parametro tendieron a disminuir hasta el final de la prueba, llegando hasta
416 farads. En tanto que el parametro Cqy.p, €St0oS Se mantuvieron practicamente
sin variacion en los primeros 15 dias de prueba, después de este dia, las lecturas

registradas presentaron una ligera disminucién hasta al final de la prueba.

En relacién a los resultados en Ry, se puede observar que sus valores comienzan
a disminuir desde su inicio (2800 ohms.cm?) hasta el dia 15, obteniéndose el valor
méas bajo de la R (810 ohms.cm?), después de este dia se mantuvieron en

promedio a los 1000 ohms+cm? hasta el final de la prueba.
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6.3.4.3.1.4 Datos de Resistencia a la polarizacién, corriente corrosion y velocidad
de corrosion.

Una vez obtenida la informacion de Rtc, se realiz6 las interrelaciones entre este
parametro y la Rp, a fin de obtener mediante calculos la informacion de
lcorr ¥ Veorr Mediante la relacion de Stern-Geary (ec.40) y la ec. 37 para la
velocidad de corrosion. Los resultados de esta serie de aplicaciones, se presentan
en la Tabla 20

Tabla 20. Valores de icorr Y Veorr procedentes de los pardmetros de ajuste del
circuito equivalente, para CEE a — 950mV.cucusoa-

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de
J : 1 5 10 15 20 25 30
Datos:
Rp (Q-cm'z) 2799.6549 1446.5241 1441.617 809.710 1199.271 814.3228 --------eeeeee-
lor (A*cm™®)  9.2869E-06 1.7974E-05 1.8035E-05 3.211E-05 2.168E-05 3.1928E-05 -----nmeemmex-
Veor (Mpa) 0.70547971 1.36541084 1.37005856 2.43926649 1.64691699 2.42545061 ----------ex--

En base a los resultados presentados en la tabla 20, se observa una relacion
reciproca e inversa entre R, y la corriente de corrosion y la velocidad de corrosion,
en esta relacion se conjuga las diferentes etapas de desarrollo de la actividad
bacteriana durante el periodo de prueba, en los cuales se facilitdé el transporte de
masa y de carga en diferente grado, logrando afectar a los procesos de Oxido-

reduccion que se estuvieron llevando en la superficie del metal.

La velocidad de corrosion registrada, comienza a manifestarse a los 5 dia
(1.36541 mpa), y se logra un maximo a los 15 dias de prueba de 2.5670 mpay se
mantiene hasta el final de la experimentacién excepto por la lectura del dia 20
donde V.o disminuyé a 1.6469 mpa. Al respecto, se puede indicar que los
resultados en V¢ Se ven ligeramente desfasados en tiempo, ya que en
potenciales de - 850 y -900mVcycusoa la corrosion ocurrié en primeros quince dias
de prueba, tiempo en el cual ocurrieron una serie de eventualidades que
propiciaron el proceso de corrosién. En este set experimental el proceso de

corrosion se dio en este lapso de tiempo, pero la corrosion con mayor intensidad
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se alcanz6 en los dias 15 y 25, esta situacion posiblemente se debié a movimiento
o desprendimiento de las peliculas de biofim, que permiti6 que el movimiento
electrolitico y de carga se llevara a cabo sin restriccion alguna.

6.3.4.3.2 Resultados de la Impedancia electroquimica en CER a -950mVcycusoa-

6.3.4.3.2.1 Diagrama de impedancias de Nyquist

Con respecto a la informacién que se obtuvo de los ensayos de Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica en la celda electroquimica de referencia (CER), en la
Figura 56 se muestran las lecturas de impedancias tomadas en el transcurso de la

prueba mediante los diagramas de Nyquist.
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Figura 56. Variacion de las impedancias en el diagrama de Nyquist en el tiempo,
determinadas sobre el API XL52 en CER a -950 mV.cycusoa
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En la Figura 56 se presentan las diferentes impedancias que fueron registradas en
el transcurso de la prueba. Al inicio de la prueba se determiné un valor cercano a
los 2000 ohms.cm?, en tanto que las demds lecturas tuvieron un incremento
progresivo de impedancia, tal como se puede apreciar en el citado gréafico. Para la
lectura inicial se ha argumentado que la impedancia esta asociada con las
condiciones iniciales de la prueba (pH cercano al neutro, ausencia de especies
agresivas y condiciones de anaerobiosis total), mientras que las impedancia
sucesivas éstas estuvieron relacionadas con la posible sedimentacion de material
degradado sobre la superficie del metal, conformando peliculas sobre la superficie
del metal, que promovieron impedimento para el transporte de masa y carga a
nivel de interfase y por lo tanto disminucion sustancial de los procesos de

corrosion.

6.3.4.3.2.2 Diagrama de ajustes

Con base a las impedancias mostradas en la Figura 56 y mediante el circuito
equivalente que se mostro en la Figura 18, se realizaron los ajustes necesarios a
los valores obtenidos en cada uno de los parametros del circuito, respecto a cada
una de las curvas de impedancia obtenidas durante la experimentacién. En la
Figura 57, se presenta a manera de ejemplo uno de los ajustes realizadas. Para

este caso se muestran los ajustes a la curva de impedancia del dia 1(inicio).
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CdI-P = 0.94145
Rtc = 1943
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Figura 57. Ajustes de valores del circuito equivalente a los datos de la curva de

impedancia del dia 1 en CER

6.3.4.3.2.3 Datos de los elementos de Ajuste

La informacion obtenida de los ajustes del circuito para cada una de las curvas de

las impedancias de la Figura 56 fue similar al presentado en la Figura 57. Los

datos se presentan en la Tabla 21.

Tabla 21. Datos de ajustes a los parametros del circuito equivalente a partir de las

impedancias realizadas en CER a — 950mV.cu/cusoa-

Transcurso de la prueba en dias

variables del circuito

. 1 5 10 15 20 25
equivalente
Rs (Q.«cm?) 0.77509 2.951  0.95478 8.422 8.971 3.664
0.0003919 3.6401E-5
CdI-T (Farads) 0.0003273 0.00037408 9 0.00023006 7.7559E-5
Cdl-P 0.94145 0.93116 0.9323 0.93801  0.89006  0.80234
Rtc (Q-cm?) 1943 3549 5293 43734 54926 124430
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Los datos de Rs que se presentan en la Tabla 21, se puede ver, que se
presentaron algunas pequefias variaciones en el transcurso de la prueba, pero
gue estas no fueron significativas, estos movimientos pueden relacionarse con
presencia de microorganismos, iones ferroso y sulfhidrico en el medio. Las
variaciones en Rs, no presentaron obstaculo alguno para el movimiento iénico del

medio.

En relacion a los valores que se asocian con la capacitancia de la doble capa,
para los valores de Cg.r en los primeros 10 dia tuvieron ligeros incrementos
ascendentes (32.73E-5 a 39.199E-5 farads), mientras que del dia 15 al dia 25 los
valores tuvieron un descenso mas prolongado (23.006E-5 a 8.64E-5 farads). Los
valores de esta variable, estan asociados con los efectos capacitivos y con lo que
ocurren en la superficie del metal, tales como fendmenos de adsorcion y

desorcion.

Con respecto a la Cgq.p, SUS magnitudes registradas no presentaron cambios
trascendentales y estuvieron oscilando entre 0.80234 a 0.94145, esta variable se

asocia con el grado el grado de rugosidad, porosidad y otros fendmenos fisicos.

En relacion a los valores registrados para la Ry, estos presentaron variaciones
significativas que van desde 1943 hasta 124430 ohms.cm™, observando que estos
valores tuvieron una tendencia a incrementar la R del sistema, en las tres ultimas
lecturas se observa un elevado incremento del valor (124430 ohms.cm™). Los
incrementos obedecen a la posible formacion de pelicula delgada que se fue
compactando hasta el final de la prueba y como consecuencia los resultados altos
valores en la R¢. La formacion de peliculas altamente densas dificulta al transporte

de carga y masa a nivel de interfase y por lo tanto a la velocidad de corrosion.

6.3.4.3.2.4 Datos de Ry, icorrs Veorr
En la En la Tabla 22, se presenta la informacién de i., v V.. Que fueron
deducidas a partir de Rp y la relacion de Stern-Geary (ec.40), mientras que la

Vcorr se obtuvo a partir de la ec. 37, los resultados se presentan en dicha Tabla.
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Tabla 22. Valores de i.,, ¥ V., Procedente de los parametros de ajuste del
circuito equivalente en CER a — 950mV.cyccusoa-

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de

1 5 10 15 20 25 30
Datos:
Rp (Qecm?) 194222491  3546.049 5292.04522 4365578 54917.029 1244426.34 -

leorr (As cm™®)
Veorr (Mpa)

1.3387E-05 7.3321E-06 4.913E-06 5.9557E-6 4.7344E-07 2.0893E-08 -
1.01692637 0.55698602 0.37322049 0.45242571 0.03596516 0.00158716 -

Con relacién a los resultados que se presentan en tabla de datos anterior, se
observa un incremento en la R, paulatino en los primeros 15 dias, después de
este dia se incrementa los valores de este parametro, siendo notable el
incremento al final de la prueba, esto debido a la compactacion de las capas de
sedimentos inorganicos sobre la superficie, que dificulta el transporte de especies

electroliticas hacia el interior de dichas capas.

6.3.4.3.2.5 Relacion del comportamiento entre CEE y CER
Relacionando los valores que se obtuvieron en la celda de evaluacion como de la
celda de referencia, se presentan los datos a manera de comparacion de ambos

sistemas en la Tabla.

Tabla 23. Comportamiento de los parametros de Rp, i.orr V Veorr de ambos
sistemas de evaluacién CEE y CER, con potencial de -950 mV.cycusoa-

Transcurso de la prueba en dias

At pE 1 5 10 15 20 25 30
Datos:
CER |Rp (Q-cm'z) 1942.22490 3546.049 5292.04522 4365.578 54917.029 1244426.34 -
Veorr (Mpa) 1.01692637 0.55698602 0.37322049 0.45242571 0.03596516 0.00158716 -
CEE |Rp (Q-cm'z) 2799.65493 1446.52414 1441.61702 553.71052 977.2134 8151.1228 16838.902
Veorr (Mpa) 0.70547971 1.36541084 1.37005856 3.56702584 2.02115498 0.24231014 0.11729386
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En esta Tabla se presenta la informacion que se determiné en cada celda (CEE y
CER), con la finalidad de comparar el comportamiento de las variables de Ry y
Vcorr de cada celda, observando la funcion inversa de estas.

En relacion a los datos de Ry, en la cual nos indica el comportamiento y las
caracteristicas de las peliculas y capas que se formaron en la superficie de cada
electrodo en ambas celdas. Sin embargo los datos en CER, se tornaron
demasiados elevados, esto posiblemente se debid a la naturaleza y compactacion
de la posible pelicula que se formé por la depositacién de particulas finas sobre la
superficie del metal a lo largo de la prueba, las peliculas formadas presentaron
alta resistencia al transporte i6nico y en consecuencia a las reacciones de

superficie.

En relaciéon a los datos de Rp obtenidos en CEE, los valores se apegan mas a las
diferentes etapas de desarrollo y actividades que tuvieron las BSRs en el
transcurso de la prueba, donde después del dia 20 de ensayo se elevd esta
variable debido a la maduracion y densificacion de las capas de biopeliculas
formadas de exopolisacaridos, sin embargo al final de la prueba se registra una
disminucién de este parametro, esto debido a la movilidad o heterogeneidad de las

peliculas formadas sobre la superficie del metal.

En relacion a la velocidad de corrosion se puede indicar que esta estuvo sujeta a
al comportamiento de Rp, en ambas celdas de evaluacion, resultando que en CER
la velocidad de corrosion fue baja y vario de 0.00169 a 1.01693 mpa, obteniendo
el valor mas alto al inicio de la prueba, con disminucion hasta el final de la prueba

donde se alcanz6 el valor minimo de corrosion.

En relacion a este parametro en CEE se observa que se incrementé desde el
inicio hasta el dia 15 donde alcanzé su maximo nivel (2.4393 mpa) después de
este dia, la velocidad de corrosién presentd una disminucion al dia 20, después
logra recuperarse y registrarse una velocidad similar a la del dia 15 (2.4254 mpa).
Este parametro se relacion6 y se ajusto a las diferentes etapas de desarrollo y

actividad de los procesos microbianos registrados sobre la superficie del metal.
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En base a estos resultados que se han analizados se denota la actividad de las
bacterias sulfato reductoras en los proceso de corrosion que ocurrieron en la

superficie del metal protegido con - 950mV cycusoas-

6.3.4.4 Corriente de proteccion (i)

La demanda de corriente de proteccion, se basa en medir la corriente requerida
por unidad de area del electrodo en evaluacién cuando se aplica un potencial de
proteccién. El seguimiento de este parametro se realizé para conocer la necesidad
de corriente proteccion frente a la actividad de la poblacional de BSR y en
ausencia de estos microorganismos (CEE y CER).

6.3.4.4.1 Descripcion del comportamiento de i,en CEE
En la Figura 58, se exhibe de manera grafica la corriente de proteccion (ip) que

presentaron ambas celdas de evaluacion (CEE y CER), durante el desempefio de
las pruebas, se observo que las magnitudes registradas en cada sistema fueron
diferentes, ya que en CEE el suministro de corriente por la PC presenté dos
facetas, la primera se present6 del dia 1 al dia 14, en se observa que la corriente
gue suministra el potencial no fue suficiente y por lo tanto el suministro fue en
constante crecimiento. La otra faceta esta compuesta por una fuerte demanda de
corriente ocurrida del 15 al dia 17 y de este dia al dia 27, se logra estabilizar con
ligeros altibajo en suministro de corriente, manteniéndose en esta hasta el final de
la prueba. Los movimientos que tuvo este parametro en el transcurso de la
experimentacion, se relacionen con la actividad de las BSRs, ya que el potencial
de proteccién suministré la corriente necesaria para llevar a cabo cualquier
reaccion de reduccidon de especies quimicas (molécula de hidrégeno) en el limite
de la interfase. En base a este indicador, cuando las moléculas de hidrégeno
reducido se retiran con mayor frecuencia, ocasiona gque se incremente la corriente
de proteccion. Estos retiros o barridos de hidrogeno lo realizan las BSRs en la

interfase.
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Figura 58. Comportamiento de la corriente de proteccion en el tiempo, en los
sistemas CEE y CER, a — 950 mV. cucuso4

6.3.4.4.2 Descripcion del comportamiento de i,en CER.

Por otra parte, con respecto a la curva de la i, en la CER, la demanda de corriente

para mantener el potencial de -950 mV fue muy pequefia, motivo por el cual fue
necesario ampliar el rango de su eje a fin de observar su comportamiento, este

tuvo pequefias variaciones en los primero 13 dias, después en la mayor parte de
prueba presentd una estabilizacion en la i, hasta el final del ensayo, tal como se
observa en la Figura 58. Esta tendencia en la curva fue en decremento de la
demanda de ip, posiblemente se debié a una homogeneidad del ensuciamiento y

depositacion de particulas organicas e inorganicas sobre la superficie del metal

protegido.

6.3.4.5 Andlisis de superficie expuestas a 950 mV.cy/icusoas-
El andlisis fisico y quimico de superficies es bastante extenso debido a que
muchos fendmenos que ocurren tienen lugar en superficies. Para el estudio resulta

importante esta parte, debido a que a nivel de superficie ocurre la PC en la que se

202



establece una corriente de proteccion, en esta misma, se lleva a cabo los

procesos de colonizacién de BSRs y que pueden interactuar con estos procesos.

El andlisis de superficies estad orientado a la observacién de microorganismos,
capas de biopeliculas, depoésitos de sulfuros y otros tipos de sedimentos. Asi
mismo observar la morfologia de las BSRs y posibles dafios por corrosién que

ocurrieron en dicha superficie.

El analisis de superficie se hizo a través de los barridos hechos a diferentes
amplificaciones de la superficie de los electrodos de trabajo, llevados a cabo
mediante Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental (MEBA).

En el electrodo de referencia, se realizdé el analisis MEBA con la finalidad de
determinar el grado y tipo de dafio ocasionado a la superficie por el medio de
cultivo. Para el electrodo de evaluacion el analisis MEBA se llevd a cabo para
observar BSRs, biopeliculas y depoésito de materiales

6.3.4.5.1 Analisis de superficie de biopeliculas, BSRs y productos de
corrosion del electrodo de trabajo de la CEE.

En las Figuras 59 y 60 se muestra imagenes que se obtuvieron en los barridos que
llevaron a cabo a 1500x, en la cual se distingue un relieve diagonal, en la parte
bajo, se alcanza a observar una planicie de biopelicula conteniendo gran cantidad
de somas de microorganismo, mientras que en el alto relieve se distinguen las
capas de sulfuros, asi como la dispersion de microorganismos sobre la superficie

de dichas capas, asi como algunos cumulos de polisacéaridos.

En la Figura 59, se muestra imagenes que se obtuvieron en los barridos que
llevaron a cabo a 4000x, en la cual se observa una ruptura de la capa de sulfuro,
dejando entrever en su interior una gran cantidad de microorganismos de forma
bacilar, ligeramente curvos de tamafio de 4 a 7 um, asi como pequefios

florecimientos de polisacéaridos.
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AccV SpotMagn Det WD F————— 20pm
30.0kv 5.0 1500x GSE 9.9 CEEa-950mV, Biopeliculas.

Figura 59. Muestra ruptura y pliegue de la biopelicula y somas de
microorganismos

AccV SpotMagn Det WD F———— 5ym
30.0kV 5.0 4000x GSE 9.9 CEE a-950mV, Biopeliculas

Figura 60. Muestra morfologia de microorganismo y sobre posicién capas de
sulfuros

6.3.4.5.2 Andlisis de superficie dafiada por corrosién del E; de la CEE
En las Figuras 61 y 62, se presentan las imagenes del barrido de dos campos, en

la primera imagen se realiz6 a una magnificacion de 300x del area dafiada por
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corrosion localizada, a fin de observar la densidad y el tipo de dafio ocasionado
por este tipo de corrosion. En tanto que la segunda imagen correspondié a un
barrido realizado a 6000x y que muestra el dafio por corrosion localizada del tipo
picadura cuyo diametro fue de ~ 5.11um. No se logra observar su profundidad
debido a la acumulacién de productos de corrosion en su interior. En amabas
imagenes muestran corrosion uniforme debido a la atenuacién de las ralladuras en
la preparacion de la superficie del electrodo de trabajo.

Figura 61. Muestra el dafio por corrosién uniforme y localizada de la superficie
expuesta al medio.

205



AccV  Spot Magn DTN e—
250kv 50 6000x SE 99 CEEa-950mV, Dafos por Corr
3 -y . 2

Figura 62. Dafo por corrosion localizada de la superficie expuesta al medio.

6.3.4.5.3 Andlisis de superficie del electrodo de la CER dafiado por corrosion
En la Celda electroquimica de referencia (CER), solamente se presentan las
imagenes de la superficie del electrodo de Acero APl XL52 que estuvo inmersa en
medio de cultivo y protegido con — 950 mVcycusos. Debido a la ausencia de BSRs
en el sistema, no se considerdé conveniente realizar el analisis in situ de la
superficie protegida y por lo que solamente se aplico la limpieza y el tratamiento

guimico.

En las Figuras 63 y 64, se muestran las imagenes que se obtuvieron del barrido de
dos campos. La primera imagen (Figura 63) se obtuvo a una amplificacion de
300x, a fin de tener una mayor area de revision para encontrar dafios por
corrosion, en esta superficie solo se observan las ralladuras del preparado de la
superficie, asi mismo se alcanzan a distinguir pequefios puntos en la mayor parte

de la superficie.
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AccV SpotMagn  Det WD 1 100 m
250kv50 300x SE 9.8 CERa-950mV,Dafios por Corr

—

Figura 63. Superficie sin dafio aparente por corrosion al medio.

En la imagen de la Figura 64, se presenta un barrido a 1000x, esta se realizé para
verificar que los puntos observados a 300x no fueran de corrosion localizada. En
esta imagen se observa nuevamente la huella del preparado de superficie con
diferente profundidad, solo se puede apreciar una ligera corrosién uniforme pero

no se observar corrosion localizada.
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Figura 64. Superficie con zonas con corrosion generalizada al medio.

6.4. Potencial de proteccion de — 1000 mV.¢ycuso,

La informacion experimental de las celdas CEE y CER, han sido ordenadas para
su estudio en parametros fisicos, bacteriolégicos, quimicos, electroquimicos y

analisis de superficie.

6.4.1 Parametros Fisicos

Los parametros fisicos estan conformados por las mediciones de pH, y Eh que
fueron registrados tanto en la CEE como en la CER, a fin de detectar algun
cambio significativo que afectara el desarrollo y desempefio de las BSRs en el

sistema de evaluacion.

6.4.1.1 Comportamiento del pH
En la Figura 65, se muestra la trascendencia del pH en el medio de cultivo en las
celdas electroquimicas de evaluacion y de referencia, a fin de registrar cambios

significativos en pH inherentes a la actividad de las BSRs o bien al generado
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debido a las posibles reacciones de superficie que hayan ocurrido por la
proteccién catodica sobre los electrodo de trabajo y que fueron descritas en el set
experimental del potencial de 850 mVcycusoa.

En el citado grafico, se muestra el comportamiento del pH en el medio de cultivo
de las celdas electroquimicas. Observando que la curva de pH perteneciente a la
CEE, se mantuvo oscilando entre 6.63 a 6.78 durante la prueba, manteniéndose
debajo del area de baja acidez, el desarrollo de este pardmetro se considera que
esta dentro del parametro del rango propicio para el crecimiento de estos

microorganismos.

En tanto que el pH registrado en la CER, mostro cierta actividad que se inici6 en la
zona de ligera alcalinidad, manteniendo ciertos altibajos hasta el dia 12, después
del dia 13 al 14, se presenta una ligera elevacion en el valor de pH, después de
esta eventualidad, se logra estabilizar en la zona de ligera alcalinidad
manteniéndose en este estado hasta el final de la prueba. Este comportamiento
puede ser asociado con los procesos de alcalinizaciéon generado en el entorno de

la superficie protegida por la PC.

Por otra parte, cambios significativos no se tuvieron, esto posiblemente debido a
gue algunos ingredientes del medio de cultivo pudieron actuar como especies

amortiguadoras de pH.

7.5 7.5
000 000 1L 745
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+ 7.4
7.1 + y + 7.35
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6.1 ——ttt++—+—+—+——— 11— 7
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—@=pH - CEE  —o—pH - CER
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Figura 65. Comportamiento del pH respecto al tiempo en el medio de cultivo a
-1000 mV.cucusos

6.4.1.2 Potencial redox (Ep).

La importancia de este parametro se extiende a varios ambitos, en los cuales se
moderan muchos compuestos quimicos presentes tanto en la atmdsfera, cuerpos
de agua naturales, asi como en el entorno de los microorganismos y al interior de
los mismos. Donde gran cantidad de reacciones que se llevan a cabo estan

sujetas a un régimen redox.

Las celdas experimentales (CEE y CER), se ambientaron en su inicio con
potenciales Eh de — 418 y — 407 mV respectivamente. En la CEE, este parametro
presentd algunas oscilaciones (-400 a -428), no obstante, el rango aseguroé las
condiciones ambientales para el buen desempeiio de estos microorganismos en el

sistema durante el periodo de prueba.

En la CER, las condiciones de Eh, en su inicio fue de -330 mV, pero al cuarto dia
se logro la estabilizacion, aunque este presentd ligeras oscilaciones en sus
registros (£ 418.2 mV), en el transcurso de la prueba. En esta celda no se logro
detectar ninguna perturbacion externa y solamente se tuvo injerencia debidas a la

aplicacion de la PC. Dichos comportamientos se muestran en la Figura 66.
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Figura 66. Comportamiento del Eh en funcién al tiempo en el medio de cultivo a
- 1000 mV.cucuso4

6.4.2 Parametros bacteriolégicos

6.4.2.1 Densidad poblacional (Dp)

La densidad poblacional de BSRs para este set de pruebas, se mantuvo en
crecimiento exponencial de estos microorganismos hasta el sexto dia en el cual se
alcanz6 la D, maxima. Después se aprecia un decremento en poblacion
influenciado probablemente por la demanda de nutriente, ya que las lecturas de
los dias 24 y 26, se logra la mayor D, de la prueba, después de estos dias se
registra un decaimiento que posiblemente estuvo influenciado por dos factores, el
primero por la competitividad por los nutrientes debido a la alta densidad de
microorganismos y el otro por la escases de nutrientes y la acumulacion de

detritos celulares en el sistema.

Revisando los registros que componen al grafico de la Figura 67, se puede
apreciar que la densidad poblacional registrada, en ninguno de los puntos
evaluados, las BSRs se vio afectadas por el potencial de proteccion de -1000 mV

cuicusoa aplicado al electrodo de trabajo.

Respecto a la curva de En que se acopl6 para observar cierta corresponsabilidad
entre este parametro y la Dy, debido a que a cuando se alcanza el crecimiento
exponencial de estos microorganismos, se obtuvo el mayor ambiente reductor, asi
mismo, antes de finalizar la prueba el E, baja y la D, decae ligeramente, sin
embargo hay otros factores que posiblemente presentaron mayor injerencia en el
comportamiento de la densidad poblacional tal es caso de los nutrientes o bien el

exceso de poblacién y la acumulacién de detritus celulares.
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Figura 67. Relacion de condiciones de E;, y Densidad poblacional en el tiempo de
BSRs a -1000 mV.cucusos

6.4.2.2 Bioconversidon de sulfatos a acido sulfhidrico por BSRs

Como ya se ha indicado, que en el proceso de respiracion de las BSRs intervienen
enzimas que logran activar a los sulfatos para iniciar la reduccion, mientras que
otro sistema enzimatico (hidrogenasas) suministran hidrogeno como donador de
electrones, los cuales son usados para las diferentes reducciones de los sulfato y
como resultado se produce por una parte al ion sulfhidrico (HS") o bien sulfuro de
hidrogeno (H.S), que son excretados al exterior de la célula y por otra parte, la
acumulacion de iones hidrogeno (H") a nivel de membrana, originan gradientes

gue inducen al sistema enzimatico ATPasa para llevar a cabo la sintesis de ATP

[1].

En el campo de la microbiologia se ha tomado a la respiracion como un parametro
indicador de la actividad celular, asi en sistemas aerobios el consumo de oxigeno
es evidencia de la actividad celular aerobia. Mientras que el consumo de nitratos,
sulfatos, entre otros, se han tomado como parametros indicadores vitales de los
sistemas anaerobiosis. Para el caso particular de las BSRs, se ha usado a los

sulfatos como indicador de la actividad celular.
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En la Figura 68, se muestran las concentracion de SO2~ y H,S con respecto al
tiempo. La curva de sulfatos compuesta por las diferentes concentraciones
registradas, revela buena actividad de estos microorganismos en la celda, debida
al consumo extraordinario de sulfatos, reflejando un metabolismo eficiente de las

BSRs en la celda.

Gran parte del mantenimiento en crecimiento en fase log fue motivado por las
reposiciones programadas de cultivo viejo por nuevo al sistema, que cubrieron las
necesidades basicas de sulfatos y nutrientes por la poblacion de BSRs. En la
curva de sulfatos en varios puntos de monitoreo se logré6 mantener un residual de

sulfatos en el medio lo que origino mantener a la poblacion activa.

Respecto a la curva de acido sulfhidrico, se observa que al sexto dia, se registré
su maxima concentracion en el medio, posteriormente este parametro se mantuvo
en constante incremento en la produccion de sulfhidrico hasta el dia 19, y de aqui
al término del ensayo los registros en concentracion se mantuvieron mas o menos

constantes.

En base a los parametros registrados en (D,, SO2~ y H,S), a lo largo del desarrollo
experimental, no se logré detectar alguna discontinuidad de estos, debida a la
injerencia del potencial de -1000 mV¢y,cuso,. ESto también puede apreciar en las

Figuras 67 y 68.
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Figura 68. Bioconversion de SOZ~ a H,S por BSRs durante la prueba en el sistema

6.4.3 Parametros quimicos
En este esquema se consideraron solo dos parametros, alcalinidad e ion ferroso
(Fe?"). La alcalinidad, puede tener dos origenes, la asociada a la actividad de las

BSRs y la generada por la actividad de la PC aplicada al electrodo de trabajo.

La alcalinidad fue considerada, debido a que la proteccion catédica, genera cierta
alcalinidad en el medio donde se aplica, debido a la posible reduccion de especies
guimicas (0,), obteniendo radicales libres de OH" y en consecuencia el pH puede
moverse hacia la zona alcalina y posiblemente afectar la viabilidad de

microorganismos presentes en el sistema.

Otro los parametros de interés al trabajo fue el ion ferroso (Fe?"), se considero
registrar su presencia y evolucién en el medio de las celdas, ya que su
procedencia de este es el metal y cualquier incremento en concentracion nos
relaciona a un proceso de desgaste por corrosidn que esté ocurriendo en la
superficie del electrodo de trabajo, que esta protegido catddicamente y de esta
manera tener evidencia del proceso de corrosion, y en consecuencia de la

influencia de las BSRs sobre la proteccion catddica.
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6.4.3.1 Alcalinidad
Como es de conocimiento que la alcalinidad esta en funcion del pH en el sistema y
en base a este, se conoce la especie o las especies quimicas que estan regulando

este pardmetro en el sistema.

La alcalinidad generada en la CEE y mostrada en la Figura 69, esta se inicié con
incremento alto en concentracion, posteriormente estos incrementos disminuyeron
en contenido de alcalinidad hasta el final de la prueba. Cabe mencionar que en
esta celda se registro indiscriminadamente tanto la alcalinidad generada por el
propio crecimiento como la producida por la PC aplicada al electrodo de trabajo.

La alta alcalinidad registrada en los primeros dias, estuvo influenciado por el
crecimiento exponencial de las BSRs, ya que estos microorganismos en su
desarrollo pueden liberar CO,, y este al reaccionar con el agua y las sales, se
producen los bicarbonatos correspondientes, es en esta fase donde el ion
bicarbonato funciona como un regulador o buffer de pH y promueve cierta
alcalinidad al medio, asimismo este parametro es regulado por la actividad

microbiana del sistema.

Por otra parte, no se observé alguna afectacion por la alcalinizaciéon del medio,

gue ocasionara problemas sobre la densidad poblacional de BSRS.
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Figura 69. Comportamiento de la alcalinidad respecto al tiempo en los sistemas
CEE Y CER a - 1000 mV¢, /cyso,

Por otra parte, el comportamiento de este parametro en la CER, se muestran en la
Figura 69, en el cual la alcalinidad presento una concentracion de 740 mg/l y su
trascendencia en el transcurso de la prueba, solo se registraron ligeros

incrementos en concentracion de alcalinidad del medio hasta el final de la prueba.

Del grafico se observa que la alcalinidad desarrollada en la CEE fue mayor que la
desarrollada en CER, sin embargo este parametro tuvo influencia en el desarrollo

de la densidad poblacional de las BSRs.

6.4.3.2 Hierro (Fe*")

Uno de los propdsitos en esta serie de pruebas es evaluar al ion ferroso (Fe?*) en
el transcurso de las pruebas llevadas a cabo tanto en CEE como en CER, a
potenciales de - 1000mV¢, cys0, @ fin de conocer la influencia de las BSRs sobre
la actividad de la PC, ya que esta suministra un flujo de electrones y suprime a los

electrones procedentes de la oxidaciones del metal.

Respecto a lo anterior se presupondria no encontrar iones de hierro y en caso de
determinar su presencia estas permanecerian invariables en su concentracion

durante la prueba, sin embargo sus registros tanto en la CEE como CER, estas
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tuvieron incrementos en concentracion tal como se muestran en forma grafica de

la Figura 70.

En la Figura 70, se muestra los resultados del analisis del ion ferroso tanto en la
CEE como la CER, ambas curvas presentan comportamiento similar, difiiendo
solo en concentracion donde la concentracion del ion hierro oscilo de 0 a 1.22
mg/l, mientras que en CER este se encontrdé desde 0 a 0.44 mg/I.

Las diferencias en concentraciones de este ion en ambas celdas (CEE y CER),
estuvo regulado por la actividad directa e indirecta de las BSRs, sobre la superficie
del acero API XL 52, las cuales estuvieron protegidas con - 1000 mV¢y, cuso, - En la
medida que se dio la actividad microbiolégica y el proceso de desestabilizacion de
la PC, se fue dando la contribucion de electrones procedentes de la oxidacion del
hierro, este flujo de electrones fueron incorporadas a la demanda por el sistema y
la transferencia del ion ferroso a la fase acuosa se fue dando durante este
proceso. El ion ferroso (Fe?*) liberado fue el que se estuvo registrando en ambas

celdas de evaluacion.

Para la CEE, el registro de la concentracion de este ion estuvo siempre supeditado
al ion libre, ya que parte de este ion reacciona con el sulfuro de hidrogeno del
medio, sin embargo da idea de la intensidad en que el hierro estructural se esta

oxidando y pasar a solucion.
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Figura 70. Variacién en la concentracion de Fe”* en el medio debido a la oxidacion
del acero API XL-52 protegido a - 1000 mVc¢y /cuso,

Hasta el momento, se han evaluado revisado los diversos parametros fisicos,
guimicos y microbiolégicos en que estuvieron expuestos los electrodos de trabajo
y protegidos con - 1000 mV. A continuacion se presentan las diferentes pruebas
programadas para determinar y evaluar el posible dafio a la superficie del acero

API XL 52 por injerencias de dichos factores.

6.4.4 Parametros electroquimicos
Aunque la técnica gravimétrica no esta contemplada en el dominio de la
electroquimica, esta se consider6 necesario utilizarla como una medida

complementaria para el estudio.

6.4.4.1 Técnica gravimétrica

Esta técnica se utiliza para determinar la velocidad de corrosién que presentaron
los electrodos al ser sumergidos en el medio de cultivo con y sin microorganismos,
la diferencia de pérdida de peso que se registrd se considera un promedio de las
eventualidades que interactuaron con la superficie del metal durante el periodo

experimental.
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6.4.4.1.1 Calculo para determinar velocidad de corrosion

El calculo de la velocidad de corrosion por esta técnica se llevo a cabo aplicando
la férmula de la ecuacion 34 y aplicando los datos fisicos correspondientes al
electrodo de trabajo (Et). Los datos de corrosion obtenidos se presentan en la
Tabla 24.

Tabla 24. Velocidad de corrosion sobre el acero APl XL 52, mediante técnica
gravimétrica protegido con — 1000mVcy/cusos

Wi wf AW Area Densidad Tiempo  Vcorr Vcorr
(9) (9) (9) (cm?) (g/em®)  (Hrs)  (mpa)  (mma)

Celda Electroquimica de Referencia (CER).

5.0545 5.0542 0.0003 6.01614963 7.86 840 0.0261 0.00060

Celda Electroquimica de Evaluacion (CEE)

5.3748 5.3715 0.0033 6.01614963 7.86 696 0.3459 0.0088

La velocidad de corrosion determinada por esta técnica para este set de pruebas
fue relativamente baja, ya que en ambos celdas estuvieron por debajo de la
unidad de corrosién, sin embargo la velocidad de corrosion para el electrodo de
trabajo en la CEE, puede indicarse que se tuvo hasta un 92.45% en velocidad de
corrosion por encima del valor registrado en el electrodo de trabajo de la CER.
Esta relacion puede ser atribuida a la actividad de las bacterias sulfato-reductoras

en el sistema.

Por otra parte, la velocidad de corrosién registrada por esta técnica, se considera
como un promedio de las eventualidades de corrosion ocurridas en la superficie
del electrodo de trabajo, asi mismo, la pérdida de material con respecto al tiempo,
se supone que se llevd a cabo de forma longitudinal a la superficie y no

transversal, es decir solo se contempla corrosion generalizada o uniforme.

Por otro lado, dentro del &mbito de evaluacion del impacto a la superficie de los
electrodos de trabajo por la actividad microbiana, ademas se utilizaron la técnica
de Resistencia a la polarizacion Rp y la Espectroscopia de Impedancia
Electroquimica (EIS), aunada con andlisis de superficies mediante Microscopia
Electrénica de Barrido Ambiental (MEBA).
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6.4.4.2 Resistencia de Polarizacion Lineal (Rp).

Con el propésito de determinar los cambios que se estuvieron llevando a cabo en
la superficie del metal, se consider6 conveniente utlizar a la técnica
electroquimica de R, para conocer la velocidad de los procesos de oxidacion y
reducciéon en la superficie de los electrodos de trabajo de las celdas
experimentales (CEE y CER).

Como ya ha sido mencionado, la técnica de R, consiste en la aplicacion de un
barrido de potencial, cercano al potencial de equilibrio, lo suficiente pequefio para
no alterar al sistema, pero lo suficiente para conocer el comportamiento de los

procesos de 6xido reduccidn llevados a cabo en la superficie del electrodo.

6.4.4.2.1 Resultados de la Polarizacion Lineal en CEE y CER a -1000mVcycusoa-
La Rp, se determin6 como la medida de la resistencia que ofrece la superficie

metalica en proceso corrosion al paso de la corriente.

6.4.4.2.2 Calculos para determinar velocidad de corrosion
Con el valor de la pendiente de la curva (Rp), se calculo la corriente de corrosion

(icorr), Usando la ecuacion 35 y considerando el coeficiente de Stern-Geary.

Los datos de i.or, fueron aplicados a la ecuacion 37 para obtener la velocidad de

corrosion en cada uno de los puntos de los ensayos. Estos datos se encuentran

graficados en la Figura 71.

En dicha Figura, se observa el comportamiento de V,,,, determinada en ambas
celdas de evaluacién, donde esta variable fue mayor en CEE, que la registrada en
CER.
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Figura 71. Comportamiento de la V,,,.,- en el tiempo, sobre el acero APl XL- 52 en
CEE Yy CER, a-— 1000mVCu/Cuso4.

6.4.4.2.3 Comportamiento de la V,,,,, en CEE/CER

La velocidad de corrosion registrada en el electrodo de trabajo de la CEE, tuvo
una variacion de 0.3175 hasta 1.9062 mpa, mientras que la V., en el electrodo
de la CER, la oscilacion fue de 0.26393 hasta 0.78232 mpa. A pesar de que los
datos en velocidad de corrosion registrados en CEE tuvieron un comportamiento
irregular, se observa que en la mayor parte de las regiones del grafico, los valores

de corrosion estuvieron por arriba delos valores registrados en CER.

De acuerdo al grafico la V..., en el electrodo de la CEE, esta tuvo un
comportamiento muy irregular, ya que se dieron eventos donde el transporte de
carga como el de masa estuvieron activos y dieron lugar a incrementos en el
proceso de corrosion (V.,.-), pero cuando se form6 alguna biopelicula en la
superficie, dicho transporte se vio obstaculizado y se increment6 la Ry y por lo
tanto disminuyo laV,,,... Este comportamiento se vio reflejado hasta el final de la
prueba pero con diferentes intensidades. En este grafico se puede observar que
los dia 28 y 30, disminuyé notablemente la R, y se incremento la V., a estas

alturas de la experimentacion, adonde comunmente la biopeliculas son estables y
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densificadas, se logré una caida en Rp, dando lugar a incremento en corrosion,
este movimiento estuvo reflejado por desprendimientos de las capas de peliculas
de los polisacéridos, dando lugar a espacios [52], que comunican con la superficie
y propiciando una comunicacion del electrolito con la superficie metélica,
ocasionando que las reacciones de superficie se restituyan y los procesos de

corrosion vuelvan a su nivel.

La sucesion de eventos descritos y registrados por el comportamiento de la V.,
también pueden apegarse al mecanismos de HS™/Fe,,,S que ha sido descrito,
donde la mackinawita formada sobre la superficie del metal, se realiza generando
una pelicula o matriz porosa e inestable, que permite difundir al interior de esta al
ion sulfhidrico que reacciona con la estructura del metal, formando una nueva
pelicula de mackinawita, esta al crecer ejerce presion sobre pelicula vieja,
fragilizandola y la rompe. Esta sucesion de eventos pueden volverse ciclicos, si las
condiciones de pH y tension de sulfhidrico no cambian, lo que se permite que se
den eventos de formacion y disolucién de peliculas (activo pasivo), ocasionando

corrosion localizada del tipo picadura.

En relacién a los resultados en CER, se puede indicar que la velocidad de
corrosion registrada estuvo por debajo de la unidad y que estuvo controlada por la
corriente proteccidon o bien por escases de especies quimicas que pudieran

reducirse en la interfase.

6.4.4.3 Espectroscopia de Impedancia electroquimica (EIS).

La técnica Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, consiste en aplicar una
perturbacién senoidal de potencial eléctrico de frecuencia variable al material
estudiado y registrar su respuesta en corriente dentro de la celda electroquimica,
de aqui se puede indicar que la impedancia es un cociente de la relacion potencial
aplicado y la intensidad de la corriente medida a la salida, teniendo en cuenta que
la impedancia varia con la frecuencia del potencial aplicado y que esta es

caracteristico para materiales y sistemas electroquimicos.
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6.4.4.3.1 Resultados de la Impedancia electroquimica en CEE a 1000mVcuycusos-
Con base a lo descrito anteriormente, se determinaron los espectros de
impedancias que se realizaron a diferentes tiempos durante el transcurso de la
experimentacion. Los datos obtenidos se presentan en el diagrama de Nyquist de
la Figura 72 y que corresponden a la CEE.

6.4.4.3.1.1 Diagrama de Nyquist

En base en el diagrama de Nyquist, se puede indicar que la curva con menor
impedancia, se presentd al primer dia de prueba, mientras las subsecuentes se
fueron incrementando con respecto al tiempo en que se tomaron las lecturas, este
orden se encontrd hasta el dia 25, la impedancia del dia 30, no esté bien definida,

sin embargo puede estar por debajo de la impedancia del dia 15.
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Figura 72. Variacion de las impedancias en el Diagrama de Nyquist, determinadas
sobre el acero API XL52 en CEE a -1000mVcycusoas-

6.4.4.3.1.2 Diagrama de ajustes

Por otra parte, con base a las impedancias mostradas en la Figura 72 y mediante
el circuito equivalente que se muestra en la Figura 18, se realizaron los ajustes
convenientes a los valores obtenidos en cada uno de los parametros del circuito,
respecto a cada una de las curvas de impedancia obtenidas durante la
experimentacion. A manera de ejemplo se presenta en la Figura 73, el ajuste de
los elementos del circuito con respecto a la curva de impedancia del dia 1, asi

mismo se presentan los valores obtenidos en dicho ajuste.

Por otra parte el ajuste de los elementos del circuito a las demas curvas de

impedancia no se presentan, pero el ajuste logrado es similar al que se presenta
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en la Figura 73. Los datos que derivaron de esta operacion se presentan en la
Tabla 25

Ajuste en base a C.E de CEE a -1000mV del dia 1

-10000
— FitResult

-7500 [~

-5000 —

-2500 /

0 ! !
0 2500 5000 7500 10000

Datos de ajuste: Z' (OhmS/cm2)
Rs= 2938

CdI-T= 0.49179

CdI-P= 0.91135

Rtc= 8691

Z" (OhmS/cm2)

Figura 73. Ajustes a los valores de los elementos del circuito equivalente a las
curvas de impedancia al dia 1 de prueba.

6.4.4.3.1.3 Datos de los elementos de Ajuste
La informacion obtenida de la adecuacidon o ajustes que se llevaron a cabo para
cada una de las curvas, tuvieron un ajuste similar al de la Figura 73, los datos de

cada ajuste, se presentan en la Tabla 25.

Tabla 25. Datos de ajustes de los parametros del circuito equivalente a partir de
las impedancias realizadas en CEE a -1000mVcycusoa-

Transcurso de la prueba en dias

variables del
circuito 1 5 10 15 20 25 30
equivalente
Rs (Qe«cm?) 2.938 2.382 2.257 2.018 1.984 2.45 2.191
CdI-T(Farads) 0.00049179 0.000469 0.000944 0.000999 0.000899 0.000964 0.0050706
Cdl-P 0.91135 0.80652 0.87654 0.9031 0.8972 0.883 0.85349
Rtc (Qecm™) 8691 11042 10759 13720 22357 46686 18402

225



Con relacién al pardmetro Rs que presentan en la Tabla 25, se observa que los
valores registrados tuvieron una variacién de 1.984 a 2.938 ohms+cm? considerada
de bajo valor respecto a los de Ry, en estos valores se aprecia una tendencia a
disminuir hasta el dia 20, después de este dia esta variable presenta un ligero
incremento respecto a los valores anteriores y al final disminuye ligeramente
respecto al anterior. Este movimiento en la disminucion de este parametro
posiblemente se debié a la generacion de sulfuros y la precipitacion de sulfuro
ferroso en el medio y al final de la prueba.

Con respecto a los parametros de capacitancia (Cgq.7), €ste parametro se mantuvo
con ligeras variaciones durante la prueba y solamente al dia 30 se elevo hasta
0.00507 farads, esta variable puede relacionarse con el crecimiento de las
biopeliculas. En relacion a los valores registrados en Cg.p, estos tuvieron una
variacion ligeros altibajos durante la prueba de 0.80652 a 0.91135. Este parametro
se relaciona con procesos del estado fisico de la superficie y otros efectos que ya

se han indicado con anterioridad.

Con respecto a la variable R en el sistema, refleja la actividad que se estaba
llevando a nivel de interfase en el momento que se realizaron las lecturas. El
orden cronoldgico de sus registros fueron en principio con incrementos paulatinos
hasta el dia 15, después de este dia y hasta el dia 25 esta variable se incremento
notablemente llegando hasta 46686 ohms+cm? del 25 al dia 30 la R disminuyo
hasta 18402 ohmsecm?. En los primeros quince dias de prueba donde los
incrementos fueron irregulares, se asocian con la colonizacion y crecimiento
bacteriano sobre la superficie, ademas la formacion heterogéneas de las primeras
capas de biopeliculas, en esta etapa las biopeliculas el grosor aun es bajo, lo que
permite que los electrolitos fluyan del seno del medio a la superficie del metal y
viceversa del metal al seno del medio, permitiendo que las reacciones de 6xido

reduccion se lleven a cabo con baja restricciones.

226



6.4.4.3.1.4 Datos de Resistencia a la polarizacion, corriente corrosion y velocidad
de corrosion.

Por otra parte y utilizando la informacion de la Ry, se realizé la transferencia de
datos de R a Rp y mediante la ecuacion de Stern-Geary se obtuvo la informacion

de iy, lOS valores obtenidos de este parametro fueron sustituidos en la ec.40,

para obtener la variable de Vg

Los datos de icorr se sustituyen en la ec. 37 para obtener la informacién de la Vcorr

gue se presentan en la Tabla 26.

Tabla 26. Valores de i o, Y Vcorrr Procedentes de las interrelaciéon de la
transferencia de carga y la resistencia a la polarizacion, para CEE a -
1000mVcucusoa-

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de
JDatOS_ 1 5 10 15 20 25 30
Rp (Q°Cm‘2) 8688.062 10997.618 10367.73 9487.982 36498.016 19762.55 18399.809
leorr (Ae Cm-z) 2.9926E-06 2.3641E-06 2.5078E-06 2.7403E-06 7.1237E-07 1.3156E-06 1.4131E-06
Veorr (Mpa) 0.2273349 0.17959341 0.19050455 0.20816858 0.05411526 0.09994196 0.10734349

En base a los resultados presentados en la tabla 26, se observa que cuando la R,
se mantuvo en el orden de los 8000 a los 10000 ohmsecm?® hasta el dia 15 de la
prueba, del 15 al dia 20 esta variable presentd un incremento sustancial (36498
ohmsscm?), para que del 20 al término del ensayo la R, descendié hasta los 18402
ohmsecm?. El comportamiento inicial de este parametro es peculiar al desarrollo de
las capas de biopeliculas y el incremento observado al dia 20, es muy probable
gue se deba al incremento en la densidad de las biopeliculas. La disminucién en el
valor la Rp, suele suceder que haya habido desprendimiento o reacomodo de las
capas de las biopeliculas, dando lugar el adelgazamiento del espesor en algunas
zonas de la superficie, donde evidentemente facilito el movimiento de iones de

carga de las reacciones de corrosion en la interfase.
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Los procesos de corrosion en la interfase dependera de varios factores y uno de
ellos es el transporte de especies quimicas hacia la interfase y este estara
supeditado por las caracteristicas y naturaleza fisica y quimica de las peliculas
gue se formen sobre la superficie del metal y en consecuencia dicho factor
afectara a la velocidad de corrosion.

En este sentido, la velocidad de corrosion registrada, se considera que fue baja,
sin embargo presento ligera oscilacién en su comportamiento, donde al inicio (dia
01), se manifesté la mayor velocidad de corrosién (0.22733 mpa), seguido en
orden de magnitud la del dia 15, 10, 5 en los cuales la velocidad de corrosion fue
disminuyendo.

En esta informacion se observa el periodo en la cual se detectaron los procesos
de corrosion (01 al dia 15); asociadas a la colonizacion, actividad enzimatica y
metabolica. Asi mismo, el periodo del 20 al 30 que se caracterizo por las altas
resistencias, debido a la estabilizacion y maduracion de las capas de las

biopeliculas de los microorganismos.

Es importante destacar que la corrosion registrada se encontro bastante atenuada,

posiblemente por actividad de la PC en el sistema.
6.4.4.3.2 Resultados de la Impedancia electroquimica en CER a -1000mVcycusoa-

6.4.4.3.2.1 Diagrama de impedancias de Nyquist

En relacion a la informacion que se obtuvo de la prueba de Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica en la celda electroquimica de referencia (CER), se
presentan en la Figura 74 mediante diagramas de Nyquist, las impedancias

tomadas en el transcurso de la prueba.
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Figura 74. Variacion de las impedancias en el Diagrama de Nyquist, determinadas
sobre el acero API XL52 en CER, a -1000 mV cuycusos

En esta Figura se muestra las diferentes magnitudes de las impedancias
registradas, estas tuvieron un comportamiento irregular, debido a que la mayor
impedancia se presentdo al dia 15, seguida por la registrada el dia 1, la
subsecuente fue la del dia 10, continuada por la del dia 20 y finalmente la menor

impedancia se registré el dia 5.

Esta heterogeneidad en la impedancia posiblemente se debi6 a la inestabilidad de
la pelicula que se estuvo formando en la superficie del electrodo de trabajo, lo que

también repercutié en la resistencia a la transferencia de carga (R).
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6.4.4.3.2.2 Diagrama de ajustes

Por otra parte, en base a las impedancias mostradas en la Figura 74 y mediante el
circuito equivalente que se muestra en la Figura 18, se realizaron los ajustes
necesarios a los valores obtenidos en cada uno de los elementos del circuito,
respecto a cada una de las curvas de impedancia obtenidas durante la

experimentacion y que se presentan en la Figura 75.

En la Figura 75, se presenta a manera de ejemplo el grafico con los ajustes entre
ambos sistemas (elementos del circuito equivalente e impedancias), asi mismo en
la misma figura se presentan sus valores. Los ajustes para las demas impedancias

fueron similares al presentado en la Figura 75.

Ajuste en base a CE de CER a -1000mV del dia 1

-15000
— FitResult

-10000 -~ Rs =2.535

CdI-P = 7.6653E-5
CdI-T = 0.91526
Rtc = 14245

Frec. = 10000

Z' =2.6558

Z" =-0.38951
Fase = - 8.4061

-5000 f \\

Figura 75. Ajustes de valores del circuito equivalente a los datos de la curva de
impedancia del dia 1 en CER.
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6.4.4.3.2.3 Datos de Ajuste a los elementos del circuito

En la Tabla 27, se presenta la informacion obtenida de la adecuacion o ajustes
hechos a los elementos del circuito, respecto a cada una de las curvas
correspondientes a CER.

Tabla 27. Datos del ajuste a los parametros del circuito equivalente a las
impedancias correspondientes a la CER a -1000mV. cu/cusoas-

Transcurso de la prueba en dias

variables del circuito
equivalente 1 ° 10 15 20 25
Rs (Qs«cm?) 2.536 2.637 2.707 2.632 2.694 -
0.0001114 0.0001257 i
CdI-T(Farads) 7.6653E-5 8.7318E-5 6 0.00012291 6
CdI-P 0.91576 0.92476 0.87037 0.74745 0.88123 -
Rtc (Q-cm?) 14245 10368 13963 14453 11125 -

En relacion a la variable Rs, esta tuvo poca variacion en el transcurso de la
prueba, ya que sus valores oscilaron entre 2.533 a 2.707 ohmsscm™, presentando
un diferencial de 0.171 ohms.cm™, esto indica que el medio no presento cambios
significativos que reflejen problemas de transporte electrolitico en este sistema.
Algunos autores ([90]), asocian a la Rs a la resistencia de la solucion electrolitica y

la transferencia de carga en la red cristalina.

Con respecto a los valores obtenidos de la capacitancia de la doble capa, las
magnitudes registradas en Cgq.1, variaron de 7.6653E-5 hasta 12.576E-5 farads,
estos valores guardaron un orden incremental desde el inicio y hasta el final de la

prueba.

En tanto que los valores de Cq.p, €Stos mantuvieron un comportamiento irregular,
ya que los dos primeros valores presentan un ligero incremento, mientras que los
valores subsecuentes muestran una disminucidén con respecto a su antecesor y en
la lectura final se observa un ligero incremento, tendiendo a recuperar el valor
inicial. Esta variable presentd un diferencial entre el valor mas alto y el mas bajo

de 0.17731; ademas se indica que este parametro se relaciona con el angulo
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desfasamiento del eje real del diagrama de Nyquist y con la altura del semicirculo
asi como fendmenos de rugosidad y porosidad.

En relacion a los valores de Ry, presentan también un comportamiento irregular,
esto debido a que el valor registrado al comienzo de la prueba fue alto, valor que
se asocia a las condiciones iniciales de la prueba, mientras que los registros
posterior a esta lectura (del 5 al dia 15), presentaron un incremento y del dia 15 al
20 tuvo un descenso. Este comportamiento puede relacionarse a la posible
formacién de pelicula que se gener6 por la precipitacion de particulas sobre la
superficie del electrodo de trabajo a lo largo de la prueba.

6.4.4.3.2.4 Datos de Ry, icorrs Veorr
Por otra parte, se presenta la informacion de i ., ¥ V., que fueron deducidas a

partir de Rp y la relacion de Stern-Geary (ec.40), mientras que laV,,,,- se obtuvo

aplicando la ec. 37, los registros se presenta en la Tabla 28.

Tabla 28. Se presentan los Valores de i, ¥ V.o procedente de los parametros
de ajuste del circuito equivalente en CER a -1000 mV. cucusoas-

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de
JDatos_ 1 5 10 15 20 25| 30
Rp (Q'Cmfz) 14242.464 29615.3229 39886.5514 41286.7657 31778.0171 - -
fcorr (Ae cm'z) 1.82553E-6 8.77924E-7 6.51849E-7 6.29742E-7 8.18176E-7 - -
Veorr (MpPa) 0.1386768 0.0666918 0.0495179 0.0478386 0.0621530 - -

Con base a la relacion inversa que guardan los parametros de Rp Y icorr Y Veorr
se observa, que la Ry, desde el inicio al dia 15, presento un incremento sostenido
pero al dia 20 el valor de R, bajo tuvo un comportamiento irregular. Generalmente
se asocia con las condiciones iniciales de la prueba. El incremento en esta

variable posiblemente se debié a conformacion paulatina de una capa particula
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finas. La disminucién en lectura al final de la prueba posiblemente se debi6 a una

posible ruptura de la misma.

Los valores de i.o ¥V V.orr, l0S valores que exhibieron estas dos variables fueron
bajos en todo el transcurso de la prueba y muy probablemente estuvieron
influenciados por la falta de especies agresivas en el sistema y en parte por el
control de la corrosion promovido por el potencial de -1000 mV respecto a la celda

de Sulfato de cobre.

6.4.4.3.2.5 Relacion del comportamiento entre CEE y CER

Con la finalidad de establecer una relacion entre los dos sistemas en evaluacion
(CEE y CER) y determinar como se mueven estos parametros frente a la ausencia
y presencia de la actividad de estos microorganismos, se presentan sus datos en
la Tabla 29.

Tabla 29. Comportamiento de los parametros de Ry, icorr ¥ Veorr €nl0S
sistemas de evaluacion CEE y CER a — 1000mV.cy/cusoa-

Transcurso de la prueba en dias

ajustedeDatos:] 1 | 5 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30

a2
CER | Rp (Q-em™) 14242.464 29615.3229 39886.5514 41286.7657 31778.0171 - -
Veorr (Mpa) 0.1386768 0.0666918 0.0495179 0.0478386 0.0621530 - -

CEE | Rp (Q-cm?
P (Qrem?) 8688.062 10997.618  10367.73  9487.982 36498.016 19762.467 18399.809

Veorr (Mpa) 0.2273349 0.17959341 0.19050455 0.20816858 0.05411526 0.09994196 0.10734349

En base al andlisis de Ry, se puede establecer que las lecturas fueron mayores
para la CER, esto nos da idea de la naturaleza fisica de la pelicula delgada y
altamente compacta formada por deposicion de particulas finas en el transcurso
de la prueba. Dadas las posibles caracteristicas fisicas de la pelicula, explicaria
las altas impedancias que fueron registradas, que dieron lugar fuertes
restricciones al transporte y en consecuencia la escasa corrosiéon que detecto,

debido a la lentitud con que se dieron las reacciones de 6xido reduccion.
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Con respecto a la informacion de R, que se obtuvo en CEE, se observa que los
registros fueron menores a los determinados en CER, dicha diferencia
posiblemente se debi6 a la naturaleza organica de las biopeliculas (EPS), siendo
estas hidrofilicas, heterogéneas. Estas peliculas logran madurar y estabilizarse
con respecto al tiempo a las condiciones prevalecientes en el sistema de

evaluacion.

En relacion a la informacion que se obtuvo en los dos sistemas de evaluaciéon se
denota rapidamente que los datos de este parametro fueron mayores a los
presentados en la celda de referencia, notandose su actividad e injerencia de los
microorganismos tanto en los procesos de corrosion como en el sistema de

proteccion catodica.

En el andlisis de estos datos de velocidad de corrosion que fue registrado en las
dos celdas de evaluacion, se deja ver en ambos sistemas el control que ejercio la

PC sobre la velocidad de corrosion.

6.4.4.4 Corriente de proteccion (ip)

La demanda de corriente de proteccion (ip), se basa en medir la corriente

requerida por unidad de area de los sistemas de evaluacién, cuando se aplica un
potencial de proteccion. El seguimiento de este parametro en el transcurso de la
prueba, se realiz6 a fin de conocer la necesidad de corriente proteccion frente a la
actividad de la poblacional de BSR, asi como en ausencia de estos

microorganismos (CEE y CER).

6.4.4.4.1 Descripcion del comportamiento de i,en CEE
En la Figura 76, se muestra de manera grafica la demanda de corriente de
proteccion (i,) que presentaron ambas celdas de evaluacion (CEE y CER),

durante el desempeiio de las pruebas. En la CEE, la trascendencia de la curva de
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l, , se observo algunos movimientos ciclicos (suministro, estabilizacion,
suministro), esto movimientos se deben a la necesidad de cubrir la demanda de
flup de electrones requerida por la actividad enzimética, metabdlica y

posiblemente por las reacciones de los sulfuros (HS/Fex+1S) en el sistema.

6.3.4.4.2 Descripcion del comportamiento de i,en CER.

En tanto que la curva perteneciente al E;de la CER, se observa que la tendencia
es plana y no se manifiesta cambios significativos ni demanda de corriente,
indicando que la corriente suministrada fue suficiente y constante para controlar el

proceso de corrosion en la superficie de dicho electrodo.
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Figura 76. Comportamiento de la corriente de proteccion en el tiempo en los
sistemas CEE y CER a — 1000 mVcuy/cuso4

Por otra parte, con respecto a la curva de la ip en la CER, para mantener el

potencial de -1000 mVcycusos, la corriente proteccién fue muy pequefia motivo por
el cual fue necesario ampliar el rango de su eje a fin de ver su comportamiento,
este fue en la mayor parte de prueba de tendencia catddica y al final del ensayo

presentd un pequefio incremento o tendencia catodica, tal como se observa en la
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Figura 76. Esta tendencia en la curva fue en decremento de la demanda de iy,
posiblemente se debié a una homogeneidad del ensuciamiento deposicién de
productos organicos o inorganicos sobre la superficie del metal protegido.

6.4.4.5 Andlisis de superficie expuesta a - 1000 mV.cu/cusos

El andlisis fisico de superficie se considera extenso y profundo, debido a que una
gran cantidad de fenbmenos que ocurren, tienen lugar en superficies, para el
estudio resulta de interés de manera sencilla conocer como actda y aplica a nivel
de superficie la PC, asi mismo como actdan los microorganismos en los procesos

de colonizacion y como impactan la actividad y metabolismo a las superficies.

6.4.4.5.1 Andlisis de superficie de biopeliculas, BSRs y productos de corrosion

Con base a lo anterior, el andlisis de superficie se orientdé a la observacion de
microorganismos desarrollados en la superficie del electrodo de trabajo, atreves
de las diferentes capas o biopeliculas y sulfuros formados en la superficie. Asi
mismo observar la morfologia de los posibles dafios por corrosién que ocurrié en

dicha superficie.

El andlisis de superficie y los diferentes barridos realizados a la superficie de los
electrodos de trabajo de las celdas CEE y CER, se llevaron a cabo mediante

Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental (MEBA).

En el E; de la CEE, el andlisis a la superficie consisti6 en observar BSRs,
biopeliculas y productos de corrosion en la superficie de las biopeliculas formadas,

asi como el tipo y forma del dafio por corrosion.

Mientras que en el E; de la CER, este solo consistio en determinar el grado y tipo
de dafio ocasionado por el medio de cultivo a la superficie protegida con -1000 mV
cucusos4., para ello fue necesario retirar los depdsitos o ensuciamiento y lavar

guimicamente la superficie de los electrodos de trabajo.
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Para la celda de evaluacion (CEE), se realizaron dos sesiones de microscopia, la
primera se llevé a cabo a para observar el crecimiento de BSRs y biopeliculas. El
segundo para observar posible dafio por corrosion.

Andlisis de superficie in situ de biopeliculas, BSRs y productos de corrosion sobre
el electrodo de trabajo de la CEE (Fig. 77 y 78).

Figura 77. Imagen que muestra ruptura de capa y somas de microorganismos
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Figura 78. Muestra morfologia de microorganismo y capas de sulfuros.

El andlisis de superficie in situ se llevd a cabo a través de varios barridos a
diferentes amplitudes, a fin de encontrar evidencias de estructuras de biopeliculas
0 capas como la que se presentan en la Figura 77, la imagen corresponde a un
barrido de un campo amplificado a 1500x, en la que se alcanza apreciar al fondo
una capa con diferentes cuarteaduras debido a deshidratacion, asi como algunos
pequefios cumulos de biopeliculas y en forma dispersa o en grupo algunas somas

de microorganismos.

En la Figura 78, muestra la imagen del barrido que se llevé a 2500x, en la cual se
aprecia al fondo ruptura de capa de posibles sulfuros, en su superficie una gran
cantidad de microorganismos, mostrando forma y tamafio bien definida de las
BSRs (bacilos cortos y curvos y otros rectos de + 3 um), asi como alguna
estructura blanquecina posiblemente de la biopelicula y algunos hoyos en la

biopelicula.
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6.4.4.5.2 Andlisis de superficie dafiada por corrosion del electrodo de trabajo de la
CEE.

En las Figuras 79 y 80, se presentan las imagenes del barrido de dos campos, la
primera presenta una magnificacion a 300x del area dafiada por corrosion
localizada, esta amplificacion fue tomada a fin de observar el tipo y la densidad del
dafio ocasionado por este tipo de corrosion, a este respecto, se observan algunos
dafios de morfologia irregular y poco profundos, ademas se observan algunos
puntos de corrosion localizada de diferente magnitud. En tanto que en la segunda
imagen corresponde a un dafio por corrosién localizada tipo picadura cuyo
didmetro fue irregular, con una magnificacion de 4000x. Se logra observar en la
parte izquierda parte del relieve de la pared de la “picadura” con dos oquedades
opuestas, asi como su profundidad alcanzando a observar parte fondo, ya que en
ella se alcanza a apreciar la formacion de otra cavidad con acumulo de productos

de corrosion.
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Figura 80. Morfologia y tipo de dafio por corrosion localizada

6.4.4.5.3 Analisis de superficie del dafio de la superficie del electrodo de trabajo
de la CER.
La Celda electroqguimica de referencia (CER), solamente se presentan las

imagenes de la superficie del electrodo de Acero APl XL52 que estuvo inmersa en
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medio de cultivo y protegido con — 1000 mVc¢ycusos- Debido a la ausencia de BSRs
en el sistema, no se considerd conveniente realizar el analisis in situ de la
superficie protegida y por lo que solamente se aplicé la limpieza y el tratamiento

quimico.

- >
" Iy LT
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AccV Spot Magn  Det WD —- 50 pm

2 250kv50 500x SE 10.3 CERa-1000mV, Dafios por Corr.
o

AccV Spot Magn

BOKVE0 3000

Figura 82. Superficie con zonas con corrosion generalizada
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En las Figuras 81 y 82, se presentan las imagenes del barrido de dos campos, la
primera presenta una magnificacion a 500x, esta se hizo con el propdésito de tener
mayor area para observar algun tipo de dafio por corrosion, esta imagen solo se
observé las lineas de la lija atenuadas por el proceso de corrosién uniforme asi
mismo se alcanzan a definir algunas areas de desgaste y la formacién de algunos

puntos de posible dafio localizado.

La imagen de la Figura 82, presenta una magnificacion de 3000x de la superficie
analizada y a fin de definir si lo observado en la amplificacién anterior podria ser
dafio por corrosion localizada, sin embargo, a esta resolucion se definié que los
puntos carecen de profundidad alguna, por otra parte, se alcanzaron a ver cuspide
y valles evidenciando de un posible desgaste por corrosion uniforme vy

generalizada.

6.5. Potencial de proteccion de — 1100 mV ¢y, cyso,

Los resultados obtenidos de las celdas experimentales CEE y CER, han sido
ordenados en parametros fisicos, bacterioldégicos, quimicos, electroquimicos y

analisis de superficie, a fin de lograr un analisis objetivo de ellos.

Los parametros fisicos comprenden las mediciones de temperatura, pH, y Eh que
se registraron en ambas celdas (CEE y CER), a fin de detectar algin cambio
significativo que pudiera afectar el desarrollo y desempefio de las BSRs en el

sistema de evaluacion.

6.5.1 Parametros Fisicos

Dentro de las medidas fisicas registradas se encuentra la temperatura, a esta se le
considero en toda la experimentacion como temperatura ambiental, esto debido a
gue los procesos que se quieren reproducir en las celdas se llevan a condiciones

normales de presién y temperatura de campo.
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6.5.1.1 Comportamiento del pH

Este parametro se considera importante en la naturaleza, ya que en base a este
los microrganismos pueden ser clasificados como aciddfilos, neutréfilos y
alcaldfilos debido a los microorganismos tienen cierta predileccion a este

ambiente.

En la Figura 83, se muestra el comportamiento del pH en el medio de cultivo de
las celdas electroquimicas de evaluacion y de referencia.

7.2 7.2
7.1 - - 7.1
o
7.0 - - 7.0
6.9 - - 6.9
T
Q gg | ¢ - 685
6.7 - - 6.7
6.6 - - 6.6
6.5 T T T T T T T T T T T T T T T 6.5
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
—o—pH - CEE pH - CER dias de prueba

Figura 83. Comportamiento del pH respecto al tiempo en el medio de cultivo a
— 1100 mV.cucusoa

En el grafico de la Figura 83 se presenta las lecturas de pH en el medio de cultivo
contenido en las celdas CEE y CER. Se dio seguimiento al monitoreo de este
parametro, con el propésito de detectar cambios significativos en pH inherentes a
la actividad de las BSRs o0 bien a las posibles reacciones de superficie que hayan
ocurrido debido a la actividad de la proteccion catédica sobre el electrodo de

trabajo.

El pH en la CEE practicamente se mantuvo con pocos cambios, el mas

significativo es el registrado al final de la prueba, donde se acerca cambia de la
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region &cido a la region de ligera alcalinidad. No obstante el pH 6ptimo para el
desarrollo de estos microorganismos se encuentra en esta region. Por otra parte
cambios subitos en pH no se tuvieron, esto porque no existieron causas que los
ocasionaran o bien debido a que algunas sales minerales (NaHCO3) que pudieron
regular dichos cambios en pH.

El pH en la CER, tuvo un comportamiento algo extrafio, ya que su tendencia en
pruebas anteriores era migrar de la region acida a la alcalina, esto por las posibles
reacciones que se tuvieron a nivel de superficie debidas a la actividad de la PC
sobre el E;, sin embargo, en esta prueba se observa que al dia 3, cruza de la
region de alcalinidad ligera a la region de acidez ligera y se permanece del 9 hasta
el dia 25 en esta region, del 26 en adelante, se logra la migracion de este
parametro a la regién de alcalinidad ligera (Figura 83).

6.5.1.2 Comportamiento del potencial redox (Ep).
Las BSRs para su desarrollo requiere necesariamente de condiciones anéxicas o
libres de oxigeno y para fue necesario generar las condiciones reductivos de al

menos — 150 mV de E;, a los medios de cultivo de las celdas de evaluacion.

En relacion a lo anterior, las celdas experimentales (CEE y CER), se ambientaron
en su inicio con potenciales redox — 399.6 y — 320.0 mV respectivamente. En la
CEE, este parametro presentd algunas oscilaciones, posiblemente debidas a las
reposiciones de cultivo que se hicieron en el transcurso de la experimentacion, no
obstante el valor de En que se establecio, asegurd el desarrollo y buen desempefio

de estos microorganismos en el sistema.

En la CER, las condiciones redox, en su inicio comenzaron en -320.0 mV, este
pardmetro presento fuertes cambios en parte del transcurso de la
experimentacion, ya que se registraron medidas hasta de — 63 mV (ver grafico),
esto se debi6 muy probablemente alguna interrupcién en la anaerobiosis y por
ende posible entrada de oxigeno al sistema, ya que al ser consumido el oxigeno,

el sistema de anaerobiosis y E; se restablecieron después del dia 20, logrando
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qgue al cierre de la prueba, se haya logrado recuperarse el sistema CER (- 370
mV.). Esta perturbacion en redox o E;, probablemente repercutira en los procesos
de corrosion en la superficie del electrodo de trabajo, esto a pesar del sistema de
proteccién por PC.

El comportamiento del Eh en la CER, podria ser notoria la pérdida de anaerobiosis
y la posible entrada de oxigeno, que reacciono de acuerdo al pH registrado (6.72),
bajo este esquema el oxigeno pudo haber reaccionado de acuerdo a la ecuacién
42

O, +4H" +4e - 2H,0 (43)

El comportamiento tanto en el sistema CEE como en CER, se presenta en la
Figura 84.
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Figura 84. Comportamiento del E;, en relacion al tiempo en el medio de cultivo a
- 1100 mV.cucusoa

6.5.2 Parametros bacteriolégicos

6.5.2.1 Densidad poblacional (Dp)
La densidad poblacional de BSRs para esta serie de pruebas, se mantuvo en
crecimiento de manera exponencial hasta el décimo dia de prueba llegando a una

Dp, maxima, después de este periodo, la densidad poblacion presenté algunas
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irregularidades en la densidad poblacional debidas a la demanda de nutrientes o
bien a la sobrepoblacion de microorganismos, ya que bajo estas circunstancias no
solo presentdé competencia nutricional si no también efecto por acumulacion de
detritos celulares con presencia liso enzimas que actian sobre la poblacion en
general. No obstante, la poblacién persistié con tendencia al crecimiento hasta el

final de la prueba.

Por otra parte, En revision a los registros de la densidad poblacional de BSRs en
el gréfico de la Figura. 85, se apreciar que no se vio afectada por el potencial de

proteccién de -1100 mV cycusoas-

Respecto a la curva de Eh de la celda CEE, se observa cierta correspondencia
entre estas dos variables, debido a que a cuando se alcanz6 el crecimiento

exponencial, se obtuvo el mayor ambiente reductor.

1.E+12 -386
LE+11 + » /".
1.E+10 + /.\ / g T -388
1.E+09 -+ " - T 330
L]
1.E+08 | + 392
= 1.E+07 | 8o
g -t : + -394 o
> 1.E+06 | / z
[0} 4 _ —
S 1E+05 + * N 396 =
%] 0 w
g 1.E+04 | o N + -398
1.E+03 | o o oy 1 400
1.E+02 | o P
LE+01 + 4 ¢ ¥ 7 402
1.E+00 —tt—t—t—t -404
1 3 6 9 10 15 16 17 20 21 22 24 27 31
«=fi==BSRs ==0==FEh Dias de prueba

Figura 85. Relacion de condiciones de E; y densidad poblacional de BSRs
referente al tiempo a -1100 mV.cucusos

6.5.2.2 Bioconversion de sulfatos a acido sulfhidrico por BSRs
En los procesos de respiracion de las BSRs intervienen enzimas que indujeron la

activacion de los sulfatos para el proceso de reduccidon y enzimas hidrogenasas
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que suministran hidrégeno como donador de electrones para las mdultiples

reducciones del sulfato.

Como resultado del procesos de respiracion, se produce en parte, ion sulfhidrico
(HS") o sulfuro de hidrogeno (H.S), que es excretado al exterior de la célula. Por
otra parte, la acumulacion de iones hidrégeno (H") a nivel de membrana, originan
gradientes en concentracién de H*, conocida como fuerza motriz proténica, capaz

de activar al sistema enziméatico ATPasa para llevar a cabo la sintesis de ATP.

Por otra parte, en el campo de la microbiologia se ha tomado a la respiracién
como un indicador de la actividad celular, asi el oxigeno se convierte parametro
indicador de la actividad celular en sistemas aerdbicos y en anaerobiosis y en
especial para el grupo de BSRs, se considera que los sulfatos se toman como
parametro indicador de la actividad de este grupo de microorganismo.

En la Figura 86, se muestran las concentracion de SOZ~ y H,S con respecto al
tiempo. En la curva de sulfatos compuesta por las diferentes concentraciones
registradas, la concentracion de 350 mg/l disminuye al octavo dia, después de
este dia la concentracion tiende a ser asintotica hasta el final de la prueba. Dicho
comportamiento se asocia con una actividad vigorosa de la actividad metabdlica

de estos microorganismos en la celda.

En base a las primeras lecturas de SO;~ y funcionaron como una retroalimentacion
para la programacion de la reposicion de cultivo nuevo por viejo, sin embargo las
reposiciones rayaron en el limite de carencia de nutrientes como se muestra en la

Figura 86.

Respecto a la curva de acido sulfhidrico, la produccion de sulfhidrico presenté una
produccion subita en los primeros tres dias de prueba (120 mg/l), a los 10 dias se
alcanza la maxima concentracion detectada (160 mg/l), esta concentracion
permanece constante hasta el dia 16. Al dia 20 se presentd deflexién en la
concentracion (100 mg/l). Del 22 al 30 la concentracion (122mg/l), se hizo e

asintotico.

247



El comportamiento de la curva de sulfhidrico estuvo sujeto al metabolismo de las
BSRs y la reposicion de nutrientes, ya que deflexion del 16 al 20, se debi6 a la
reposicion de medio al sistema. La falta de nutrientes en sulfatos tuvo
repercusiones tanto en la actividad enzimatica como metabdlica en las BSRs.

Por otra parte, revisando la trayectoria de los parametros registrados (Dy, SO;~ Yy
H,S), a lo largo del desarrollo experimental, no se logré6 detectar alguna

discontinuidad de estos, debida a la injerencia de los -1100 mV¢y, cyso, -
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Figura 86. Bioconversion de SO;~ a H,S por BSRs durante la prueba a - 1100
mV.cu/cuso,

6.5.3 Parametros quimicos

Respecto a este punto, la alcalinidad como la concentracién del ion ferroso (Fe?"),
fueron considerados de interés para el estudio. El primero es por los comentarios
expresados que la alcalinidad generada por la aplicaciéon de la PC, inhibe o limitan
a las poblaciones de microorganismos dentro de estos a las BSRs a colonizar

superficies protegidas.
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El ion ferroso (Fe?"), fue considerado ya que el registrar su presencia y evolucién
de su concentracion en el medio de cultivo en las celdas, nos da evidencia que se
esta llevando a cabo el proceso de corrosion en las superficies de los electrodos

de evaluacion.

6.5.3.1 Comportamiento de la alcalinidad

Como se ha comentado anteriormente la alcalinidad esta en funcion de la
presencia de ciertos iones (HCO3,C03%y OH™) en solucién y el predominio y
grado, estad en funcién a la concentracion estas en la solucion y el pH es una

medida global de estas.

La alcalinidad en la CEE, puede tener dos origenes, la asociada a la actividad de
las celular y la generada por la actividad de la PC aplicada al electrodo de trabajo.

La alcalinidad generada en la CEE y mostrada en la Figura 87, esta se inicio con
incremento alto en concentracion (600mg/l) y posteriormente se tuvo ligeros
incrementos en concentracion en alcalinidad hasta el final de la prueba (1600
mg/l), donde se mantuvo practicamente sin cambios. Cabe mencionar que en esta
celda se registro indiscriminadamente tanto la alcalinidad generada por el propio

crecimiento como la producida por la PC aplicada al electrodo de trabajo.

La alta alcalinidad registrada en los primeros dias, estuvieron primordialmente
influenciado por el crecimiento exponencial de las BSRs, ya que estos
microorganismos en su desarrollo pueden liberar CO,, este se solubiliza y
reacciona con el agua para formar acido carboénico (H.CO3), este reacciona con
algunas sales del medio, e inclusive con hierro para formar el bicarbonato
correspondiente, es en esta fase es donde el ion bicarbonato funciona como un
regulador o buffer de pH y promueve cierta alcalinidad al medio, asimismo este

parametro es regulado por la actividad microbiana del sistema.

De la informacion analizada, no se ha observado alguna afectacion extrinseca que

ocasione problemas a la densidad poblacional de BSRs.
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Figura 87. Comportamiento de la alcalinidad referente al tiempo en los sistemas
CEE y CER a-1100 mV_, cyso,

En esta serie de pruebas pertenecientes al potencial de proteccion a 1100 mV, se
puede observar que la alcalinidad de la CEE se localiza por encima de la
alcalinidad de la CER, esto es posible si se considera por una parte, que la
alcalinidad registrada en CEE, comprende a la alcalinidad generada por la
actividad metabdlica y la generada por la PC y por otra parte, de considerarse el
comportamiento de pH registrado, ya que este transito de la parte alcalina hacia la
acida a la alcalina en la parte final de la prueba. Posiblemente la contaminacion
registrada en la celda de referencia, influyo a que la alcalinidad asociada a la

actividad a la PC permaneciera por debajo de la asociada a las BSRs.

Respecto a los registros de alcalinidad perteneciente a la CER y que se muestran
en la Figura 87. Este parametro vario de 610 a 880 mg/l de alcalinidad y durante
su trascendencia no se detectaron cambios significativos en el medio, inducidos
por la actividad de la PC. Sin embargo se observa que dentro del periodo del dia 8
hasta el 20 la alcalinidad aparentemente se mantuvo estable y por debajo de los
valores determinados para la alcalinidad en CER, subiendo ligeramente al final de

la prueba.
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6.5.3.2 Hierro (Fe*")

Uno de los propdsitos en esta serie de pruebas es evaluar al ion ferroso (Fe?*) en
el transcurso de las pruebas llevadas a cabo en CEE y CER, a fin de evidenciar y
evaluar de manera indirecta la posible oxidacion del metal protegido con -1100

MVew/cuso, -

En relacién a lo anterior, se presentan los registros de CEE y CER en el gréfico de
la Figura 88, ambas curvas presentan comportamiento diferente y distante entre
las concentraciones de este ion en ambas curvas, ya que en la CEE la variacién
de fue de 0.0 a 2.17 mg/l, mientras que en CER esta variacion fue de 0 a 0.45 mg/I

de ion ferroso, estos a pesar de la posible contaminacion ambiental a la celda.

La diferencia en concentracion de este ion en ambas celdas (CEE y CER), puede
relacionarse con las diferentes estancias de la actividad de BSRs, de manera
directa e indirecta sobre la superficie del acero APl XL 52, las cuales estuvieron

protegidas con - 1100 mV¢y,/cyuso,- EN la medida en que se fue dando la actividad

microbiolégica, se inicid el proceso de desestabilizacion de la PC, bajo este
concepto, se fue dando la contribucion de electrones procedentes de la oxidacion
del hierro, para cubrir la corriente faltante y ser incorporada al flujo de la corriente
de proteccion, durante este proceso se liberaron atomos de hierro de la estructura
cristalina y pasaron a la solucion como ion ferroso, cuya presencia en el medio se
fue registrando la concentracion de este ion (Fe?*) en las celdas, dando lugar a

las curvas presentadas en la Figura 88.

La curva perteneciente a la CEE, se observa un incremento sustancial en los
primeros 16 dias de prueba, mientras que el resto de la prueba los incrementos
fueron bajos con tendencia a ser asintéticos, esta curva se relaciona o se alinea

con el comportamiento de la densidad poblacional registradas para las BSRs.

Para la CEE, el registro de la concentracion de este ion siempre estuvo

relacionado al ion libre, ya que parte de este ion reacciona con el sulfuro de
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hidrégeno en el medio, sin embargo da idea de la intensidad en que el hierro

estructural se est4 oxidando y pasando a solucion.

En contraste con la curva del ion ferroso perteneciente a la CER, se observa que
aunque se registran incrementos en concentracién estos son sumamente bajos, 1o
gue da idea que el proceso de corrosion en la superficie del electrodo de trabajo
estuvo controlado por la PC aplicada, esto a pesar de las irregularidades

registradas en Eh y pH.
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Figura 88. Variacion de la concentracién del Fe®* referente al tiempo en el sistema
CEE debido a la oxidacion del acero API XL52 protegido a -1100 mV¢y, cyso,

Hasta el momento, se han evaluado y revisado los diversos parametros fisicos
(ambientales), quimicos y microbiolégicos en que estuvieron expuestos los
electrodos de trabajo y protegidos con -1100mVcycusos. A continuacion se
presentan las diferentes pruebas programadas para determinar y evaluar el

posible dafio a la superficie del acero API XL 52 por injerencias de dichos factores.

252



6.5.4 Parametros electroquimicos

Dentro de las técnicas a utilizar para determinar el posible dafio por corrosién a los
electrodos expuestos al medio con microorganismos y sin ellos, esta la técnica
gravimétrica, aunque esta no esté dentro del dominio del campo de la

electroquimica, sin embargo se consider6 complementaria su informacién.

6.5.4.1 Técnicagravimétrica

Esta técnica fue utilizada para determinar la velocidad de corrosion que se
presenta en la superficie los electrodos al ser sumergidos en medio de cultivo con
y sin microorganismos, la diferencia de pérdida de peso registrada se consideré un
promedio de las eventualidades que interactuaron con la superficie del metal

durante el periodo experimental.

6.5.4.1.1 Calculo para determinar velocidad de corrosion
La velocidad de corrosion, se llevo a cabo aplicando la férmula de la ecuacion 34 y
aplicando a esta los datos fisicos correspondientes al electrodo de trabajo (E).

Los datos de corrosion obtenidos se presentan en la Tabla 30.

Tabla 30. Velocidad de corrosion en el acero APl XL 52, mediante técnica
gravimétrica protegido con — 1100mV.cy/icusos

Wi wWf aw Area Densidad Tiempo  Vcorr Vcorr
(@) (@ ) (em)  (g/em®) (Hrs) (mpa) (mma)

Celda Electroquimica de Referencia (CER).

5.4849 5.4846 0.0003 6.01614963 7.86 840 0.0261 0.00060

Celda Electroquimica de Evaluacion (CEE)

5.1229 5.1222 0.0007 6.01614963 7.86 744  0.0686 0.002

Para esta serie de pruebas, la velocidad de corrosién determinada por esta técnica
fue sumamente baja, ya que en ambos celdas las velocidades obtenidas
estuvieron por debajo de la unidad de corrosion, sin embargo la velocidad de
corrosion para el electrodo de trabajo en la CEE, se determind que se tuvo hasta
un 61.95% en velocidad de corrosion por encima del valor registrado en el

electrodo de trabajo de la CER, en consecuencia se puede establecer que dicho
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porcentaje es atribuida a la actividad de las bacterias sulfato-reductoras en el

sistema.

Por otra parte, la velocidad de corrosion registrada por esta técnica, es considera
como un promedio de las eventualidades de corrosion ocurridas en la superficie
del electrodo de trabajo y se conoce que la pérdida de material con respecto al
tiempo, se llevé a cabo de forma longitudinal a la superficie y no transversal, es

decir que solo contempla corrosion generalizada o uniforme.

Continuando con la evaluacion del impacto a la superficie del electrodo de trabajo
por la actividad microbiana, se utilizaron la Resistencia a la polarizacién Rp, la
Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) y el analisis de superficies
mediante Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (MEBA), en este sentido

se tiene el uso de la siguiente técnica.

6.5.4.2 Resistencia a la polarizacion lineal (Rp).

La técnica de R, consiste en la aplicar un sobre potencial, respecto al potencial de
equilibrio, lo suficiente pequefio para no alterar al sistema, pero lo suficiente para
conocer el comportamiento de los procesos de 6xido reduccion en la interfase del

electrodo.

La Rp, se determiné como la medida de la resistencia que ofrece la interfase metal
biopelicula- BSRs- medio de cultivo al paso de la corriente. La corriente resultante
es graficada en funcion al barrido de potencial realizado, de esta relacion

Potencial- corriente, se determina el valor de la pendiente.
6.5.4.2.1 Resultados de la Polarizacion Lineal en CEE y CER a -1100mVcycusoa-

6.5.4.2.2 Calculos para determinar velocidad de corrosion
Con el valor de la pendiente de la curva (Rp), se calculo la corriente de corrosion

(icorr), usando la ecuacion 35 y considerando el coeficiente de Stern-Geary.

Los datos de i.or, fueron aplicados a la ecuacion 37 para obtener la velocidad de
corrosion en cada uno de los puntos de los ensayos. Estos datos se encuentran

graficados en la Figura 89.
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En este grafico, contrasta los resultados en V,,,,. determinada en ambas celdas,
mostrando que la V,,,, en CEE fue menor que la registrada en CER. En este
sentido la velocidad de corrosion tuvo un comportamiento muy irregular y amplio
gue oscilo de 0.43845 a 3.0276 mpa en CER. Mientras que en CEE, el
comportamiento de la velocidad de corrosion fue mucho mas baja y homogénea,
ya que sus valores se ubicaron en una variacibn mas estrecha, y esta varioé de
0.26393 a 0.78232 mpa.

3.5 3.5
3.0 f ? + 3
25 + o + 25
20 + 2 +2
B )
E£15 + J| + 15 g
s ¢l :
S 10+ 3 +1 8
s, >
0.5 | M 105
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== Rp - CEE o= Rp - CER Dias de prueba

Figura 89. Variacion de la V¢ €n el tiempo sobre el acero APl XL-52, en CEE y
CER a—-1100mVcuy/cusoa.

6.5.4.2.3 Causas de incremento en velocidad de corrosion en CER

El electrodo expuesto en la CER, estuvo bajo condiciones anaerobiosis no muy
seguras, debido a que se registraron valores de Eh cercanas a los -100 mV, esto
fue indicativo de una posible contaminacion o pérdida de la anaerobiosis, asi
mismo el pH registrado fue ligeramente acido (= 6.72), no se descarta la presencia
de especies quimicas tales como CO,, y O,. La posibilidad de contaminacion del
medio por microorganismos del medio externo, da lugar a la presencia de CO;
como producto metabdlico de su actividad y la presencia de esta especie podria
justificar la ligera acidez detectada en el medio. Por otra parte, la entrada de
oxigeno a la celda, fue detectada por la disminuciéon del Eh que se mostré en su

grafico, en caso de haber tenido este caso, entonces fue posible en que se
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desarrollara la ecuacion 42. Esta ecuacion bajo condiciones de acidez, se
consume 4e” que pudieron ser aportados por la corriente de proteccion o bien
aportados por la estructura metalica, asi mismo esta reaccion requirié de 4H", para
finalmente formar agua. Ambas fuentes pudieron haber impactado a la superficie
del E; de la CER, motivo por el cual se registraron valores de V., mayores a la
unidad, como se puede apreciar en la Figura 89.

6.5.4.2.4 Celda de evaluacion CEE

Con respecto a la V,,, en el electrodo de la CEE, esta fue homogénea sin
manifestar alguna peculiaridad en sus registros, esto posiblemente fue debido a
gue los procesos de transporte tanto de carga como de masa a través de la
interfase fueron lentos y en consecuencia se manifestaron en valores bajos de
V.- €n el sistema, pero también existidé la posibilidad de la polarizacion de la
corriente de la proteccidn catodica sobre el E..

Dado que en la V,,, no se logré percibirse cambios significativos, es muy probable
gue el mecanismos de HS™ /Fe,,,S que ha sido descrito, haya sido el que logro
dar origen a la corrosion localizada del tipo picadura. En este sentido el proceso la
velocidad de corrosion se torna baja, y la pérdida del material también es baja,
debido al desgaste que ocurre es transversal al espesor y no horizontal a la

superficie.

6.5.4.3 Espectroscopia de Impedancia electroquimica (EIS)

La técnica Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, consiste en aplicar una
sefal senoidal de potencial eléctrico de frecuencia variable al material estudiado y
registrar su respuesta en corriente dentro de la celda electroquimica, de aqui se
puede indicar que la impedancia es un cociente de la relacidon potencial aplicado y
la intensidad de la corriente medida a la salida, por lo tanto tomando en
consideracion que la impedancia varia con la frecuencia del potencial aplicado y

gue esta variacion es caracteristica para materiales y sistemas electroquimicos.
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6.5.4.3.1 Resultados de la Impedancia electroquimica en CEE a -1100mVcycusoas-
Con base en lo anterior, se midieron los espectros de impedancias que se
registraron a diferentes tiempos durante el transcurso de la experimentacion.

Los datos obtenidos se presentan en el diagrama de Nyquist de la Figura 90,

correspondientes a la CEE.

6000

5000 -

IN

o

o

o
Il

-Z” (Ohms cm?)
w
o
o
o

2000 -

1000 -

04 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Z’ (Ohms cm?)

—o—Inicio de —{—5 dias —n—10 dias 15 dias
—X— 20 dias —O— 25 dias —+— 30 dias

Figura 90. Variacion de la impedancia en el diagrama de Nyquist, registradas
sobre el acero APl XL52 en CEE, a -1100mV.cycusoa

6.5.4.3.1 Diagrama de Nyquist

En la Figura 90, muestran las 7 curvas de impedancia con diferentes magnitudes
gue se obtuvieron a lo largo de la experimentacion, las cuales se incrementaron
gradualmente en el transcurso de la prueba, de esta manera la menor impedancia

se presentd en el dia 1 (7701 ohms.cm™), mientras que la mayor se dio a los 30
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dias de prueba (120021 ohms.cm™). En la tabla 31, a través de la resistencia a la

transferencia de carga, se presenta dicha distribucion.

6.5.4.3.1.1 Diagrama de ajustes mediante el circuito de Randles

Por otra parte, con base a las impedancias mostradas en la Figura 90 y mediante
los parametros del circuito equivalente, que se muestra en la Figura 18, se
realizaron los ajustes convenientes, para cada uno de los parametros del circuito,
este proceso solo se pudo aplicar para las curvas de impedancia de los dias 1 y 5.

A manera de ejemplo en la Figura 91, se presenta el ajuste de los parametros del

circuito a la curva de impedancia correspondiente al dia 1.

Ajuste en base a C.E a -1100mV del dia 1

-7500
— FitResult

-5000

Z" (Ohms/cm2)
T

-2500 - U

0 2500 5000 7500

Datos de ajuste:
Rs= 5.3]4 Z' (Ohms/cm2)

CdI-T= 0.00034515
Cdl-P=0.7312
Rtc= 7696

Figura 91. Ajustes a los valores de los elementos del circuito equivalente a los
datos de la curva de impedancia del dia 1 de prueba.

Los valores obtenidos de los ajustes que se realizaron respecto a las curvas de

impedancia de los dias 1 y 5, se presentan en la Tabla 31.
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6.5.4.3.1.2 Circuito equivalente complementario

En la Figura 92, se presenta el segundo circuito equivalente que se utilizé para

realizar los ajustes necesarios a los parametros del circuito, sobre las curvas de

impedancia registradas los dias 10, 15y 20. A manera de ejemplo se presentan en

la Figura 93, los ajustes hechos a los elementos del circuito, sobre la curva de

impedancia del dia 10.

Rs

Figura 92. Circuito equivalente utilizado para los ajuste de las curvas de
impedancia correspondiente a los dias 10, 15y 20.

6.5.4.3.1.3 Diagrama de ajustes de datos

Ajuste en base a C.E de CEE a -1100mV del dia 10

-5000
— FitResult

-4000 —

-3000 —

(Ohms/cm2)

&y -2000

Z

-1000

0 ! ! ! !
0 1000 2000 3000 4000 5000

Datos de ajuste: 7' (Ohms/cmz)
Rs=6.4 Cdl1-T=0.0004832 Cdl 1-P=0.74 Rtcl=600

Cdl 2-T=0.00005 Cdl 2-P=0.844 Rtc= 8768

Figura 93. Ajustes de los valores de los elementos del circuito equivalente a la
curva de impedancia del dia 10 de prueba
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Los valores que se obtuvieron de los ajustes que se realizaron a las curvas de

impedancia de los dias 10, 15 y 20, se presentan en la Tabla 31.

6.5.4.3.1.4 Circuito equivalente complementario con elemento de Warburg

En la Figura 94, se presenta el tercer circuito equivalente el cual incluyen un
elemento de Warburg utilizado para realizar los ajustes de sobre las curvas de
impedancia de los dias 25 y 30. Mientras que a manera de ejemplo en la Figura

95, se muestran los ajustes realizados a la curva del dia 25.

Rs Cdl
v \N >
Rtc W1
o

Figura 94. Circuito equivalente utilizado para los ajuste de las curvas de
impedancia correspondiente a los dias 25 y 30.

6.5.4.3.1.5 Diagrama de ajuste de datos

Ajuste en base a C.E de CEE a -1100mV del dia 25-B.

-3000
— Efféesult

-2000 — /

Z" (Ohms/cm2)
T

VA |

0 1000 2000 3000

Datos de ajuste: Z' (Ohms/cm?2)
Rs=42.03 Cdl 1-T=0.00089902 Cdl 1-P=0.69031 Rtcl= 3751

W1-R=8.523E+8 WI1-T=1.407 W1-P=6470

Figura 95. Ajustes de valores del circuito equivalente a los datos de la curva de
impedancia del dia 25 en CEE.
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La informacion recabada por el circuito equivalentes de la Figuras 94, se muestran
en la Tabla 31.

6.5.4.3.1.6 Datos de ajusten de los diferentes circuitos utilizados para las

diferentes impedancias registradas en el diagrama de Nyquist.

Tabla 31. Datos de ajustes de los pardmetros del circuito equivalente a partir de
las impedancias realizadas en CEE a -1100 mV.cu/cusoas-

Transcurso de la prueba en dias

Variables del circuito equivalente 1 5 10 15 20 25 30

Rs (Q+cm?) 5.84 7.893
CdI-T (Farads) 0.00034515 0.0004832
cdl-p 0.7312 0.74022
Rtc (Q+cm™) 7696 7923
Rs (Qecm®) e s 6.454 6.457 43.127
Cdl-T(Farads) ~ eeeeeeeem oo 0.0004831 0.04832 0.0005767  ---=we--  =eeeeee-
Cd-P e e 0.7400 0.745  0.77149 - e
Rpc (Qeem?) s s 600 600 745
Cl-T(Farads) ~  =eeeeeeem e 0.0005  0.00005 0.00005
Cl-P e e 0.8440  0.8447  0.8125
Rtc (chms.cm®)  eeeen s 8768 8779 10320
Rs (Qecm?) 42.03 42.43
CdI-T(Farads) 0.00089902 0.00089902
cdl-P 0.69031 0.67581
Rtc (Qecm?) 3751 3731
W1-R 8.523E+8  8.523E+08
W1-T(Farads) 1.407 1.057
W1-P 6470 6470

Con relacién a la Rs, se observa que los valores registrados presentan una
tendencia a incrementar la resistencia de la solucion en cada una de la instancias
en que se aplicé un circuito equivalente diferente, posiblemente debido a los
cambios en la conductividad del medio a consecuencia del incremento de la

presencia de BSRs, a formacién de compuestos insolubles (sulfatos, carbonatos,

261



sulfuros, entre otros); que pueden ocasionar incremento en la resistencia del
medio. La presencia de estos elementos puede reducir el transporte iénico de la

solucion y tornarlo a lento.

Con respecto a los pardmetros de capacitancia, estos tuvieron ciertos

movimientos, en caso de Cgq.t:

En las impedancias del 1 al dia 5, Los valores para esta variable presentaron un
ligero incremento entre ellos; de 34.515E-5 a 48.32E-5 farads.

En las impedancias de los dias 10, 15 y 20, los valores correspondientes al
segundo circuito equivalente, variaron notablemente de 48831.0E-5, 4832.0E-5 y
57.67E-5 farads.

En tanto que las impedancias de los dias 10, 15y 20, los valores obtenidos con el
tercer circuito con elemento de Warburg, fueron del orden a los del primer circuito,

presentando también ligero incremento (57.67E-5 y 89902E-5 farads.)

El comportamiento de los valores de la variable Cgq.p, que se registraron en los tres
circuitos que se usaron para este set de pruebas a 1100mVcycusos, S€ describen a

continuacion:

En las impedancias de los dias 1 y 5, Los valores para el circuito de Randles,

estuvieron del orden de 0.7312 a 0.74022, se presentando un ligero incremento.

Para las impedancias de los dias 10, 15 y 20, los valores correspondientes al
segundo circuito equivalente, se mantuvieron del mismo orden (0.7400, 0.745 y
0.77149).

Mientras que los valores de impedancias correspondientes a los dias 25 30 y que
se obtuvieron con el tercer circuito que contiene al elemento de Warburg, sus

valores fueron: 0.69031 y 0.67581 respectivamente.

Con relacion a los valores expresados de la variable Cgy1.p, Se puede decir que los

registros no tuvieron gran variacion entre los diferentes circuitos que se usaron.
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Los parametros Cq..t Y Cqip €Stdn asociados a la capacitancia de la doble capa y
la relacién que se guarda con la desviacién que presentaron las impedancias
experimentales con respecto a la impedancia ideal, asimismo nos da informacion

del estado que guardan las superficies de trabajo.

Con respecto a los resultados de Ry procedentes del circuito de Randles (circuito
equivalente que describe una reaccion electroquimica sencilla), solamente fue
utilizado para las impedancias registradas en los dias 1 y 5, las cuales tuvieron de
7696 a 7923 ohms.cm™ respectivamente. El circuito utilizado para el ajuste para
estas dos impedancias, fue el mismo que se estuvo utilizando en los potenciales
de 850, 900, 950 y 1000mVcycusos, donde se realizé el andlisis y discusion de los

resultados.

Respecto al segundo circuito equivalente utilizado (Figura 92), para realizar los
ajustes de las curvas correspondientes a las impedancias registradas los dias
10,15 y 20 dias, la cual presenté dos variables de resistencias. La primera esta
relacionada con la resistencia a la transferencia de carga ocasionada por
productos adheridos a la superficie, tales como productos de corrosion u otros
productos (denominada como Ry2). Generalmente esta variable no se ha
relacionado con procesos de corrosidon si no con productos adheridos a la

superficie tales como productos de corrosion u otros productos.

La segunda variable de resistencia identificada como Ry, esta estuvo relacionada
con la resistencia a la transferencia de carga a través de las capas de biopeliculas
y en consecuencia con los procesos de corrosion. Su trascendencia en estos tres
puntos fue en incremento de 8768 a 10320 ohms.cm™ durante el periodo del dia
10 al 20. Esta R estuvo relacionada con la velocidad de las reacciones Oxido-
reduccion en la interfase, ademas estuvieron mediadas por procesos de
activacion, donde el transporte de especies a reducirse fue factor determinante

para el desarrollo de la velocidad de reaccion.

En el ajuste de variables del circuito equivalente para los registros de impedancia

del 25 al 30, se considero el uso de un elemento de Warburg, el cual indica que el
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procesos de oxido reduccion en la interfase deja de ser regulado por activacion,
para ser controlado por procesos de difusion, donde las especies a reducirse en la
interfase comienzan a difundir a través de la densa capa de biopeliculas, por lo
tanto la velocidad de reaccion se hace lenta y dependiente de este proceso.

6.5.4.3.1.7 Datos de Resistencia a la polarizacion, corriente de corrosion y

velocidad de corrosion.

Tabla 32. Valores de icorr Y Veorr procedentes de los parametros de ajuste del
circuito equivalente, para CEE a -1100 mV.cy/cusos -

Transcurso de la prueba en dias

ajuste de

J : 1 5 10 15 20 25 30
Datos:
Rp (Qecm?) 7690.160  7915.107 8761.546  8772.543 10292.620 12053.970 11942.930

leorr (A* cm®) 3.3809E-06 3.2849E-06 2.9653E-06 2.9616E-06 2.5194E-06 2.16E-06 2.177E-06

Veorr (Mpa) 0.2568347  0.249535 0.225262 0.224980 0.1913866 0.168355 0.165378

De la informacion de la Tabla 31 y de las conversiones hechas de la R a Veorr, S€
presenta en la Tabla 32, los datos de velocidad de corrosion que se obtuvieron en

la CEE en el transcurso de la prueba.

En base a los diferentes registros de variables que se obtuvieron durante la
prueba, se asume que existe un entorno adecuado para el desarrollo de las
bacterias sulfato-reductoras. Asi mismo, la actividad metabdlica no se observo
disminuida, debido a la actividad de la PC sobre el electrodo de trabajo. Por el
contrario, se identificé un crecimiento vigoroso, tomando en cuenta el consumo de

sulfatos y la produccion de sulfhidrico.

Como ya se ha indicado, durante el desarrollo de la prueba se detectaron dos
grandes etapas en las que los microorganismos se pueden relacionar con los
procesos de corrosion: la primera se registra los primeros 15 dias, que se
caracterizaron por colonizaciébn de superficies, crecimiento, produccién de
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cantidades de sulfhidrico y produccion de polisacaridos con formacion de
biopeliculas heterogéneas; en esta etapa se observa el mayor impacto de los

procesos de corrosion las superficies de evaluacion.

La otra etapa se caracteriz6 por la continuidad de la actividad metabdlica de estos
microorganismos y de la conformacion de las diversas capas de biopeliculas y
estabilizaciéon y maduracion de las mismas. Dicho proceso de maduracion y
estabilizaciébn promueve que los microtunelamientos y movimiento de fluidos al
interior se vean disminuidos. Lo anterior provoca que el transporte activo de
especies hacia el interior y viceversa se vea afectado y en consecuencia se
notifica una disminucién en la velocidad de las reacciones de 6xido reduccion en la

interfase.

En este sentido se observa que los valores en velocidad de corrosion a nivel de

superficie fueron disminuyendo a medida en que trascendio la prueba.

En todas las pruebas realizadas a potenciales de -850 a 1000 mVcucusos Y
durante los primeros dias de prueba a -1100 mV cucusos, S€ utilizé el circuito
basico de Randles, para el ajuste de las curvas de impedancia. Sin embargo en la
parte media de la experimentacion a -1100mVcycusos, S€ adiciono una constante
de tiempo (combinacion en paralelo de un resistor y un capacitor o EFC), lo cual
indica que a estas alturas de la prueba se pudieron presentar algunas
modificaciones en las caracteristicas de las biopeliculas formadas en la superficie
del metal, asi como también posibles adherencias tales como algunas formaciones

de sulfuros o precipitaciones de productos de calcio[85].

En la parte final de la prueba, al circuito equivalente se modificé para incorporar un
elemento de Warburg, lo que indica que los procesos de transporte y en
consecuencias las reacciones de fase, estuvieron controlados por difusion. De
esta manera los procesos de corrosion se tornan dependientes de la velocidad a la

gue las especies quimicas llegan a la interfase y son mas lentos.

De acuerdo a lo anterior, se puede indicar que existe la posibilidad de que a

potenciales de proteccion muy negativos se coadyuve a la desestabilizacion de
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especies quimicas en solucion, provocando una precipitacién de las mismas. De
esta manera, las biopeliculas formadas pueden adquirir una mayor densificacion,

debida a los compuestos precipitados.

6.5.4.3.2 Resultados de la Impedancia electroquimica en CER a -1100mVcycusoa-
En relaciébn a los resultados obtenidos de la técnica de espectroscopia de
Impedancia electroquimica en la celda de referencia, en la Figura 96 se presentan
las diferentes impedancias registradas en el transcurso de la prueba.
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Figura 96. Variacion de las impedancias en el diagrama de Nyquist, determinadas
sobre el acero APl XL52 en CER, a -1100mV.cuycusos-
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6.5.4.3.2.1 Diagrama de Nyquist

Durante el desarrollo experimental en ausencia de BSRs, observé que las

mayores magnitudes de impedancia, se presentaron al inicio de la prueba, asi

como a los dias 5 y 20. Mientras que las de menor impedancias se registraron a

los dias 10 y 15 de prueba.

6.5.4.3.2.2 Diagrama de ajuste

El circuito equivalente utilizado para el ajuste de las curvas se muestra en la

Figura 18 y que corresponde a un circuito de Randles. Se realizaron los ajustes

correspondientes de los parametros del circuito, sobre las curvas de impedancia

de la experimentacion. A manera de ejemplo, Figura 97 se presentan los

realizados sobre la impedancia registrada el dia 1.

Ajuste en base a CE. de CER del dia 1 a -1100mV
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— FitResult

Rs =3.439
CdI-T = 6.4338E-5
CdI-T =0.91045
Rtc = 13804
Frec. = 10000
Z'=3.5383
Z"=-0.38108
Fase = -6.1471

Figura 97. Ajustes de valores del circuito equivalente a los datos de la curva de

impedancia del dia 1 en CER.
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6.5.4.3.2.3 Datos de ajuste
Los valores obtenidos del ajuste, se presentan en la Tabla 33

Tabla 33. Datos de ajustes a los parametros del circuito equivalente a las
impedancias correspondientes a la CER a -1100mVcycusoas-

Transcurso de la prueba en dias

Variables del circuito equivalente 1 5 10 15 20 25 30
Rs (Q+cm?) 3.439 3.118 2.879 3.095 3.101
CdI-T (Farads) 6.4338E-5 6.6762E-5 0.00017876 0.00050741 0.00018198 --------= =--memmem
CdI-P 0.91045 0.93194 0.8232 0.83405 0.88123  ---mmemem e
Rtc (Q+cm?) 13804 20349 1307 2472 21933 ceeeeem e

De acuerdo a la informacion recabada del ajuste para las 5 lecturas de impedancia
y presentadas en la Tabla 33, la variable Rs en las primeras tres lecturas tiende a
disminuir. Este incremento en solubilidad esté relacionado con el comportamiento
del pH del medio debido a la probable contaminacion registrada en el medio, ya
gue la ligera acidez pudo haber ayudado a incrementar la ionizacion y solubilidad
de algunos compuestos, dando lugar a la disminucion de la Rs. Después del dia
10, el valor de esta variable tiende a recuperar al valor inicial, al final de la prueba

y la Rs tiende a restablecerse los valores de origen.

Respecto a la variables asociadas con la capacitancia, la primera variable (Cg.1),
estos en la transicion de la prueba presentaron fuerte impacto desde el inicio de la
prueba hasta el final, ya que sus valores variaron de 6.4338E-5 hasta 18.198E-5
farads, en tanto que la variable Cgy.p, sus valores en el transcurso de la prueba,
solo mostraron pequefas fluctuaciones de sus valores, con cambios de 0.8232 a
0.93194. Este elemento del circuito se le ha asociado con los valores de n (n=0

para Rtc; n=1 para capacitancia y n=0.5 para la impedancia de Warburg).

En relaciéon a la variable Ry de la Tabla 33, esta presenté un comportamiento
irregular, ya que del 1 al dia 5, se aprecia un incremento, que posiblemente se
debid alguna sedimentacion de particulas en la superficie del electrodo, lo que
promovié esta tendencia en las lecturas de esta variable. Sin embargo después

del quinto dia, se observé una disminucién bastante considerable en la R
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influenciada por una posible contaminacion en la celda. Esta diminucion dio lugar
a un incremento en el transporte de especies hacia la interfase, agilizando las
reacciones de Oxido- reduccién. Este proceso se mantuvo hasta antes del dia 20,
después del cual esta variable recuper6 su nivel de actividad que venia exhibiendo

inicialmente.

En base al aspecto de la celda y las lecturas de Eh y pH, se vio la necesidad
suspender la evaluacién electroquimica en esta celda después del dia 20.

Tabla 34. Valores de icorr Y Veor procedentes de los parametros de ajuste del
circuito equivalente, en CER a — 1100mVcycusoa-

Transcurso de la prueba en dias

1 5 10 15 20 25 30

ajuste de
Datos:

Rp (Qecm?) 13800.561 20345.882  1304.121 2468.905 21929.899

Ilcorr(A'Cm-z) 1.884E-06 1.2779E-06 1.9937E-05 1.0531E-05 1.1856E-06

Veorr (Mpa) 0.143117 0.097076 1.514506 0.799990 0.090064

En base a los resultados del ajuste de los parametros de los elementos del circuito
equivalente y las sucesivas transformaciones de Rp a (.o Y Vcorrmediante las
ecuaciones que han sido mencionadas para el caso, se observa la trascendencia
de resistencia a la polarizacion, y su relacion relacion inversa tanto con la corriente
de corrosion y como con la velocidad de corrosion. La mayor velocidad de
corrosion se manifesto entre los 10 y 15 dias de prueba se observa que la mayor
velocidad de corrosion se manifesto entre los 10 y 15 dias de la prueba. En base
al aspecto que present6 la celda y las lecturas de Eh y pH, se vio la necesidad

suspender la evaluacién electroquimica en esta celda después del dia 20.
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6.5.4.3.2.4 Relacion del comportamiento del comportamiento de las celdas CEE y
CER

Tabla 35. Comportamiento de los parametros de Rp, icorr ¥ Veorr €N l0s
sistemas de evaluacién CEE y CER a — 1100mVcuycusos-

Transcurso de la prueba en dias
ajustedeDatos:] 1 | 5 | 10 | 15 | 20 | 25 | 30

ER ocm’?
c Rp (¢2rem®) 13800.561 20345.882 1304.121 2468.905 21929.899 - -
Veorr (Mpa) 0.143117 0.097076 1.514506 0.799990 0.090064 - -

CEE |Rp (Qscm™)
7690.160 7915.107 8761.546 8772.543 10292.620 12053.970 11942.930

Veorr (Mpa) 0.256835 0.249535 0.225262 0.224980 0.191387 0.168355 0.165378

En la Tabla 35, se presentan los resultados de la técnica de Impedancia
Electroquimica de ambas celdas de evaluacion. Debido a las caracteristicas que
presenté la celda CER y dadas las mediciones tanto fisicas como electroquimicas,
no es posible establecer una relacién de los procesos y comparacion de datos
entre los sistemas de evaluacion. Asi mismo los circuitos equivalentes propuestos
fueron diferentes para cada celda, ya que para CER, solo se utilizé el circuito de
Randles y para La CEE se utilizaron 3 circuitos equivalentes, por lo tanto hay

procesos diferentes.

6.5.4.4 Corriente de proteccion (ip)

La determinacion de la corriente de proteccion (i), se bas6 en medir la corriente
requerida por unidad de area del sistema en evaluacion, cuando se aplica un
potencial de proteccion. El seguimiento de este parametro a través de la prueba,
se realizo para conocer la necesidad de corriente proteccion frente a la actividad

de la poblacién de BSRs y en ausencia de estos microorganismos (CEE y CER).
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6.5.4.4.1 Descripcion del comportamiento de CEE a -1100mVcycusoa

En la Figura 98, se muestra de manera gréfica la demanda de corriente de
proteccion (ip) que presentaron ambas celdas de evaluacion (CEE y CER), durante
el desempefio de las pruebas. En la CEE, en la trascendencia de la curva iy, se
observa algunos movimientos ciclicos irregulares (suministro, estabilizacion,
suministro), esto movimientos pueden deberse a la necesidad de cubrir los
requerimientos de flujo de electrones demandados por la actividad enzimética,
metabdlica y posiblemente por las reacciones de los sulfuros (HS/Fex+1S) en el
sistema, sin embargo a partir del monitoreo del dia 9, los segmentos de cambios
comenzaron a ser mayores y este efecto se va acrecentando hasta antes de
terminar el periodo de prueba, dentro de estos cambios llama la atencion el
presentado en la medicion hecha el 17, donde la demanda baja sustancialmente,
debido a que en ese lapso de tiempo el sistema no tuvo la necesidad de corriente,
esto debido probablemente a la formacion momentanea de alguna capa que
dificulto el transporte en la interfase y en consecuencia disminuyo la demanda de

corriente en ese lapso de tiempo.

6.5.4.4.2 Descripcion del comportamiento de CER a -1100mVcuycusos

Respecto a la curva perteneciente al E;de la CER (Figura 98), se observa con
tendencia ligeramente plana, en la que no se manifiesta cambios significativos, sin
embargo se observa un ligero incremento en demanda de corriente después del
monitoreo de los 10 dias, manteniéndose este hasta el final de la prueba, es
probable que este incremento obedezca a la problematica de corrosion por
problemas de contaminacion que se registré en la superficie del E;, y si dicho
incremento en corriente fue suficiente, ya que la velocidad de corrosion disminuyo

después de los 20 dias de prueba.
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Figura 98. Comportamiento de la corriente de Proteccion en el tiempo en CEE y
CER a -1100 MV cu/cusos

Por otra parte, se observa que una diferencia entre el comportamiento de ambas
celdas muy distante entre si, esto a pesar del problema de contaminacion
registrado en CER. La V.or que se detectd en esta celda, se vio atenuada por la
actividad de la PC.

6.5.4.5 Andlisis de superficie expuesta a -1100 mVcy/cusoa

El analisis fisico de superficie es considerado un campo extenso y profundo
debido a que muchos fendmenos conocidos tienen lugar en superficies, para el
estudio resulta de interés de manera sencilla, ya que permitira observar las
superficies que estuvieron protegidas catddicamente, asi mismo, se observaran
los posibles dafios por corrosion promovidos por los microorganismos en los
procesos de colonizacion, actividad enzimatica y metabdlica de superficies

protegidas.

En relacion al andlisis de superficies, este se focaliz6 a la observacion de

microorganismos, biopeliculas desarrolladas con diferentes capas de sulfuros
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formados en la superficie del electrodo de trabajo. Asi mismo observar la

morfologia de los posibles dafios por corrosion que ocurridos en dicha superficie.

Mediante Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (MEBA), se realiz6 el
analisis a diferentes barridos de la superficie a los electrodos de trabajo de las
celdas CEE y CER.

6.5.4.5.1 Andlisis de superficie de biopeliculas, BSRs y productos de corrosién
En el E; de la CEE, el analisis a la superficie consisti6 en observar BSRs,
biopeliculas y productos de corrosion en la superficie del biofilm formado, estas

observaciones se hicieron en “fresco”.

Mientras que en E; de la CER, este solo consistio en determinar el grado y tipo de
dafo ocasionado por el medio de cultivo a la superficie protegida con -1100 mV
cucusos4., para ello fue necesario retirar los depdsitos y lavar quimicamente la

superficie de los electrodos de trabajo.

En las Figuras 99, 100 y 101, se muestran el analisis de superficie in situ de

biopeliculas, BSRs y productos de corrosion del electrodo de trabajo de la CEE.
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AccV SpotMagn Det WD F—— 10ym ‘-
30.0kv 45 2500x BSE 10.0 CEE a-1100mV, Biopeliculas.

Figura 99. Muestra contorno del relieve y el perfil de una pelicula con aglomerados
de microorganismos en su interior.

<y

AR
Ac‘cV Spot Magn  Det WD F———— 10ym
30.0kv 45 2500x BSE 10.0 CEE a-1100mV, Biopeliculas

Figura 100. Se observan estructuras diversas de la biopelicula (camulos de
biopeliculas, micro poros y diferentes formas bacilares.
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AccV SpotMagn Det WD ———— 5um "
30.0kV 45 5000x BSE 10.0 CEE a-1100mV, Biopeliculas. x

Figura 101. En esta imagen, se aprecia la morfologia bacilar de las BSRs, en
algunos somas se define formas de resistencia o estructuras de esporulaciéon asi
como pleomorfismo bacilar.

El andlisis de superficie in situ se llevd a cabo a través de varios barridos a
diferentes amplitudes, a fin de encontrar evidencias de estructuras de biopeliculas
0 capas como la que se presentan en la Figura 99, la imagen corresponde al
barrido de un campo amplificado a 2500x%, en la que permite observar el contorno
de un relieve de una biopelicula, en ella se aprecia algunos puntos oscuros que
posiblemente sean micro poros o bien el soma con esporas de microorganismos,
en la base del relieve se alcanzan apreciar algunas estructuras reticulares de la
biopelicula, dejando ver algunos huecos que funcionan como micro canales dentro
de la estructura de la biopelicula, en la parte superior del relieve, se observa un
bajo plano con algunas formas irregulares o microcanales, asi como una nube fina

de una biopelicula.

En la Figura 100, se presenta la imagen de un barrido llevada a cabo a 2500x, en
esta se permite observar grandes aglomeraciones de microorganismos y su
morfologia bacilar, asi mismo se aprecia gran cantidad de puntos oscuros que al

parecer son pequefios poros, en la parte izquierda de la imagen se observa un
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micro canal transversal a la imagen. Por otro lado, se alcanza a distinguir en la
parte superior de la matriz amorfa, algunos cumulos (blanquecinos) de peliculas

finas en formacion.

La Figura 101. Es una imagen que se obtuvo del barrido efectuado a 5000x, en
esta permite observar la morfologia bacilos rectos, helicoidales y curvos, también
se pueden apreciar formas bacilares (2 a 6 um) con formas de endoesporas; asi
mismo se alcanzan a distinguir algunas peliculas blanquecinas en formacion. Lo
gue llama la atencion en esta imagen es el cambio en la forma y tamafo de los
microorganismos observados, esto se conoce como pleomorfismo que presentan
los microorganismos a ambientes extremos y es muy probable que la morfologia
expresada por estos microorganismos fue causada por el potencial de 1100

MVcucusos @ que estuvieron expuestos durante el desarrollo experimental.

6.5.4.5.2 Analisis de superficie dafiada por corrosion del electrodo de trabajo de la
CEE.

En las Figuras 102 y 103, se presentan las imagenes del barrido de dos campos,
la primera presenta una magnificacion a 300x, la segunda corresponde a un
barrido 2000x del area protegida con 1100 mV cycusos Y €Xpuesta a la colonizacion
y crecimiento de BSRs por un periodo de prueba, a fin de observar forma tipo de

dano ocasionado.

La imagen de la Figura 102, corresponde a un barrido del area a 300x, a esta
amplificacion se tuvo mayor superficie para evaluar los dafios por corrosion, para

este caso, se observan los dafios por corrosion localizada de diferente magnitud.

Del campo revisado fueron seleccionados varios puntos de corrosion, dentro de
estos se focalizd el que se presenta en la imagen de la Figura 103, este dafio por
corrosion localizada cuyo diametro fue de 19 um, la profundidad no se pudo
determinar debido a que en su interior aun hay material de corrosiéon, a fuera de

esta y en su alrededor se observa desgaste por corrosion en el limite de grano,
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ademas de corrosion uniforme, debido a que las lineas lijado se observa
atenuadas. La magnificacion del campo fue a 2000x.

. - RS )
5 \J AT ’ 7/
- AccV Spot Magn  Det WD F————— 100ym
26.0kv 40 300x SE 10.0 CEE a-1100mV, Dafios por Corr.
v - . AT

# 1,‘.‘!,*»} £\2; e

‘A - -~
AccV SpotMagn Det WD —— 10um

%
250KV 40 2000x SE 100 CEE a-1100mV, Dafios por Corr.
‘. ‘ , b . . w y ,

Figura 103. Morfologia del dafio por corrosion localizada.
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AccV SpotMagn Det WD ——— 5ym
250KV 4.0 4000x SE 10.0 CEE a-1100mV, Dafios por Corr.

Figura 104. Corrosién localizada tipo picadura de forma cénica, en cuyo fondo se
alcanza a preciar la iniciacion de otro proceso.

La imagen de la Figura 104, pertenece a un barrido que se realiz6 a 4000x, en
esta se presenta dafio por corrosion localizada tipo picadura de diametro fue de
5.53 um. el dafio que se observa, se inici6 con dos procesos, el primero no
prospero (a un lado), pero se alcanza a ver corrosion en limite de grano, la
segunda se caracteriza por su redondez con pared limpia en su primera fase pero
en segunda se observa aun residuos de corrosion y al fondo de esta se alcanza a

ver la iniciacion de un nuevo proceso de corrosion.

6.5.4.5.3 Analisis de superficie del dafio de la superficie del electrodo de trabajo
de la CER.

La Celda electroqguimica de referencia (CER), solamente se presentan las
imagenes de la superficie del electrodo de trabajo del Acero APl XL52 que
permanecié inmersa en medio de cultivo y protegido con — 1100 mVcyccusos.

Debido a la ausencia de BSRs en el sistema, no se considerd conveniente realizar
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el andlisis in situ de la superficie protegida, por lo que solamente se aplico la
limpieza y el tratamiento quimico, para llevarse a cabo el analisis de superficie
mediante Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental (MEBA).

AccY  Spot Magn Dot WD =] 10 yn

250kv 40 300x SE 89 CERa-1100mV, Dafios por Corr
g .~ e

AccV  Spot Magn  Det WD f===== 10 pm
260kv 40 2000x SE 100 CERa-1100mV, Dafios por Corr
—

Figura 106. Superficie con zonas con corrosion generalizada y uniforme
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En las Figuras 105 y 106, se presentan las imagenes del barrido de dos campos,
la primera presenta una magnificacion a 500x, la segunda imagen corresponde a
una amplificacion de 2000x. Las &areas en observacion, estuvieron expuestas al

medio de cultivo.

Es importante indicar que el area en estudio se le registré corrosion en algunas
lecturas mayor a 1 mpa a través de las técnicas de R, e IES. Sin embargo en la
imagen a 300x, solo se observa algunos puntos y rasgones de corrosion
localizada superficial (no profunda), y algunas manchas donde se alcanza a
observar corrosion uniforme, asi como las lineas de la lija atenuadas por este

proceso.

En la imagen de la Figura 106, presenta un barrido a 2000x, en esta se alcanza a
observar el grado de corrosion generalizada al centro, donde ademas se aprecia
la atenuacion de bordes, areas y en la parte superior de la ralladura. Ademas
algunas ralladuras se denotan un dentado y un poco mas profunda debido al
proceso de corrosion que fue registrado en esta celda de referencia. En esta area
también se alcanzan distinguir algunos puntos oscuros que podrian ser corrosion
localizada, fue por ellos que se realizé un barrido a mayor magnificacion que se

presenta en la Figura 107.
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Figura 107. Corrosién generalizada con puntos de corrosion localizada incipiente.

En la imagen de la Figura 107, se presenta un barrido a 4000x y corresponde a la
zona donde se aprecia corrosion generalizada con algunos puntos de corrosion
localizada, en esta en micrografia se confirma el proceso de corrosion generaliza
y los puntos de corrosion localizada fueron en un estado incipiente. Por lo que la

corrosion detectada por las técnicas de R, y EIS fue tipo generalizado.
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7. Conclusiones

El potencial de - 950 mV cucusos que fija el criterio normativo, es insuficiente para
controlar el proceso de corrosion inducido por bacterias sulfato-reductoras en
estructuras metélicas enterradas o sumergidas bajo condiciones libres de oxigeno.

El proceso de alcalinizacién generado en torno a superficies protegidas mediante
proteccién catédica, no constituye factor limitante para la colonizacion por
bacterias sulfato-reductoras y otros microorganismos.

La corriente de proteccion suministrada por los potenciales -850, -900, -950, -1000
y -1100mVcycusos, S€ determina que funciona como fuente de energia para
promover a diferente nivel, diversas funciones enzimaticas y metabdlicas al interior
de las BSRs.

En la serie experimental llevada a cabo a -1100 mVcycusos, S€ determind que
fisiolégicamente el potencial de proteccion no presentd efecto alguno, ya que la
densidad poblacional y los parametros de SO4/H,S, no se vieron perturbados por
la corriente de proteccion, sin embargo en el analisis de superficie llevado a cabo
por MEBA en las biopeliculas, se observdé cambios en la morfologia de los

microorganismos.

Con base en los diferentes potenciales experimentales de evaluacion y de
referencia se observa una diferencia en velocidad de corrosion entre los
electrodos de trabajo de las celdas electroquimicas de evaluacion y de referencia
gue puede ser atribuible completamente a las bacterias sulfato reductoras en la

superficie.
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En relacién a los diferentes potenciales experimentales de evaluacion y de
referencia se observa una tendencia en disminuir la velocidad de corrosién en
ambas celdas, aunque a distinta velocidad. Sin embargo la corrosion localizada,
se detectd hasta el Ultimo potencial experimental, aunque este tipo corrosion
presento ciertas restricciones en cuanto a densidad y morfologia.

A través de la serie experimental de evaluacion, se deja entrever a la actividad
enzimatica, metabdlica, formacion y estabilidad de las biopeliculas en la influencia
de la corriente de proteccion y en los procesos de corrosion localizada.

Es incierto hasta que potencial podria ser tolerable y aprovechable para el
desarrollo fisiologico de la poblacién de la poblacion de BSRs que colonizan

superficies protegidas.

El consorcio de microorganismos usado para este estudio fue caracterizado por la
técnica de Clonacion del Gen 16S rDNA de biologia molecular, encontrandose que
el consorcio estuvo consolidado por dos microorganismos Desulfuvibrio
desulfuricans (AF354664) y Clostridium Perfringens (M69264).
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8. Recomendaciones y Trabajos futuros

En relacion al trabajo desarrollado, se han encontrados areas muy interesantes
para complemente el presente estudio.

La primera area de investigacion esta dada por el papel que juega el sistema
enzimatico de las hidrogenasas en la remocién del hidrégeno reducido en las
superficies protegidas catdédicamente a diferentes potenciales (despolarizaciéon
catédica).

La segunda area de investigacion esta orientada a identificar si los productos de
corrosion como la makinawita conformada en la superficie del metal, podrian
tornarse porosas e inestables a pH acidos y alta concentracion de sulfhidrico y

desarrollar procesos de corrosion localizada.

Otra area de interés es monitorear la superficie del electrodo de trabajo con
microelectrodos a fin de realizar un registro del pH desarrollado desde la
colonizacion hasta la formacion y maduracion de biopeliculas, con la finalidad de

conocer la acidez real en la superficie y bajo biopelicula.

Determinar de manera especifica el papel que juega la formacién de biopeliculas
sobre la regulacion del proceso de transporte idnico y afectacién del proceso de

corrosion.

En un sistema recubrimiento proteccion catddica, mediante un dafio simulado e
inmerso en medio de cultivo con BSRs, determinar el posible efecto de

guimiotactismo ejercido por la reduccion de hidrégeno catédico.

284



AW

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

9. Referencias

Madigan T. Michel, M.M.J., Parker Jack.,, Brock, Biologia de los Microorganismos Désima
ed. 2004, Madrid: Pearson Educacién

Duran, E.A. and I.S.F.M.S.-. Velang., Procesos de Formacion de un Suelo. . Microbial Ecology
1997.

Zamora, B.L.R.C.A. Los suelos [Online]. http://www.Monografias.com. 2006.

Davis J. B., ed. Petroleum Microbiology. 1967., Elserver Publishing Co.: Texas.

Chapelle, F.H., The significance of microbial processes in hydrogeology and geochemestry.
Hydrogeology 2000. 8: p. 41-46.

Neilands, J.B., Microbial Iron Metabolism,. A Comprehensive Treatise. 1974. , Berkeley
California: Academic Press Inc.

Dexter Dyer, Betsey. Sulfate-reducing bacteria, A Field Guide to Bacteria in Wikipedia, the
free encyclopedia. 2003. Ithaca and London: Comstock Publishing

Grundmeier, G., Schmidt, W., Stratmann, M., Corrosion protection by organic coatings:
electrochemical mechanism and novel methods of investigation. Electrochimica Acta,
2000(45): p. 2515-2533.

Sykes, Z.S.S.J.M., Investigation of Blister formed on Coated Mild Steel Using Scanning
Kelvin Prove. Journal Teknologi 2011. 56: p. 139-154.

Garcia Esquivel R., Rodea Irma P., Romero Dominguez. J. M., Biodegradacion del material
bituminoso, utilizado como recubrimiento anticorrosivo externo en ductos enterrados.
Revista del Instituto Mexicano del Petréleo, 1990. 22(3): p. 32,42.

Talesnick Mark., Measuring Soil Contact Pressure on a Solid Boundary and Quantifying Soil
Arching. Geotechnical Testing Journal, 2005. Vol. 28(No. 2): p. 1, 9.

Beavers J.A.,, T.N.G., Corrosion Beneath Disbonded Pipeline Coatings. Material
Performance, 1997. 04: p. 13, 19.

Pikas Joseph L., Case Histories of External Microbiologically Influenced Corrosion
Underneath Disbonded Coatings. Corrosion, 1996(Paper No. 198): p. 198/1, 198/7.
Worthingham R. G., JT.R.,, McD. Francis,, External Corrosion of Line Pipe. Part I:
Identification of Bacterial Corrosion in the Field Nova, AN Alberta Corporation Station M
Calgary Alberta Canada T2P 2N6

Jack T. R., M.F., External corrosion of Line Pipe, Part Il: Laboratory Study of Cathodic
Protection in the Presence of Sulfate-Reducing bacteria Nova/Husky Research Corporation
LTD. p. 339, 350.

NACE., N.1., Item No. 21001, . Standard Recommended Practice in RP 0169-02. 2002, NACE:
Houston Tx.

Fischer, K.P., Cathodic Protectio Criteria for Saline Mud Coating Sulfate-Reducing Bacteria
(At Ambient and a Higher Temperature). 1981.

DNV, Recommended Practice DNV-RP-B401-05 in Cathodic Protection Design. 2005., Det
Norske Veritas: Norways. p. 1, 28.

Kelly G. Robert, M.J.P., Electrochemical Techniques in Corrosion Engineering 1998, Virginia:
Center for Electrochemical Science and Engineering University of Virginia.

Barlo, T.J. Field testing the criteria for cathodic protection of buried pipelines. in 14th ASME
et al. Offshore Mech. & Arctic Eng. Int. Conf. 1995.

Barlo, T.J. and W.E. Berry, An Assessment of the present Current Crieteria for Cathodic
Protection of Buried Steel Pipelines. Materials Performance, 1984. 23(9): p. 9-16.

285


http://www.monografías.com/

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43,

44,

De Romero, M., O. De Rincon, and L. Ocando. Cathodic protection efficiency in the
presence of srb: State of the art. in Corrosion 2009, March 22, 2009 - March 26, 2009.
2009. Atlanta, GA, United states: National Assoc. of Corrosion Engineers International.
Dexter S. C., M.L.N., Lucas K. E., , On Mechanism of Cathodic Protection. Corrosion,
1984(Paper No. 334): p. 334/1, 334/17.

Gummow, R.A., Cathodic protection potential criterion for underground steel structures.
Materials Performance, 1993. 32(11): p. 21-30.

lack, T.R., Biological Corrosion Failures. ASMINT, 2002. 104738/6072.

Albiter H. Apolinar, C.C.A., Materiales Metdlicos. 2005, IMP: México. p. 10-35.

Morcillo Linares Manuel y Feliu Matas Sebastidn. Teoria y prdctica de la lucha contra la
corrosion -Proteccion catddica- 1984, Madrid: Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas del Centro de Investigaciones Metalurgicas.
http://www.science.uwaterloo.ca/~cchieh/cact/c123/nernsteq.html, Nerst equation. 7 de
agosto de 2012.

http://www.sc.ehu.es/sbweb/fisica/transporte/difusion/difusion.htm. Difusién. Ley de
Fick. 2009.

Genesca, L.J., Corrosion atmoferica, in Mds allé de Herrumbre Ill, Omega, Editor. 2002,
Fondo Cultural econémico: México. p. 1-17.

Stoecker, J.G., Guide for the investigation of microbiologically induced corrosion. Material
Performance, 1984. 23(8): p. 48-55.

Czechowski M. H., C.C.F.G., Libert-Coquempot, Lespinat P. A. Berlie Y. Le Gall J., ,
Utilization of cathodically-produced hydrogen from mild steel by Desulfovibrio species with
different types of hydrogenases Industrial microbiology 1990. 6: p. 227, 234.

Pankhania I. P., M.A.n., Hamilton W. A., Utilization of Cathodic Hydrogen by Desulfovibrio
vulgaris (Hildenborough). General Microbiology, 1986. 132: p. 3357, 3365.

Guezennec Jean., M.T., Influence of Cathodic Protection of Mild Esteel on the Growth of
Sulfate-Reducing bacteria at 35°C in Marine Sediments. Biofouling, 1991. 03: p. 339, 348.
Jardy J. A., Utilization of cathodic Hydrogen by Sulphate-Reducing Bacteria Br. Corrosion,
1983. 18(4): p. 190, 193.

Sequeira C. A. C., Microbial Corrosion Vol. 29. 2001, London: European Federation of
Corrosion Publications. 373.

Rabus, R., Dessimilatory Sulfate- and Sulfur- Reducing Prokaryiotes. . Prokaryotes, 2006. 2:
p. 659-768.

Maron, H.S., Prutton, Carl F. , Fundamentos de Fisicoquimica. Primera edicidn ed, ed. E.
Limusa. 1977, México.

Carrol, J.J., Adiscussion of the Effect of pH on the Solubility of Hydrogen Sulfide. Software
for Phase Equilbria in Natural Gas Water Systems. . AQUAlibrium, (1998).

Rozenfeld I. L., Corrosion Inhibitors. 1981, New York: McGraw-Hill International Book
Company.

lofa, Z.A., Mechanisms of intensification of hydrogen-sulfide corrosion. Zashchita metallov,
1970. 6(5): p. 491,.

Sherar B.W.A., P.I.M., Keech P.G., Mitlin S., Southam G., Shoesmith D.W., Characterizing
the effect of carbon steel exposure in sulfide containing solutions to microbially induced
corrosion. Corrosion Science, 2011. 53 p. 955-960.

Tiller A.K., A Review of the European Research Effort on Microbial Corrosion Between 1950
and 1984. 1984, National Corrosion Service, National Physical laboratory p. 8, 29.

Stoecker, G.J., Microbiologically Influenced Corrosion. Vol. 2. 2001, Houston Tx: NACE
INTERNATIONAL. 9.

286


http://www.science.uwaterloo.ca/~cchieh/cact/c123/nernsteq.html
http://www.sc.ehu.es/sbweb/fisica/transporte/difusion/difusion.htm

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.
56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Taylor, P., The stereochemistry of iron sulfides-a structural rationale for the-crystallization
of some metastable phases from aqueous solution. American Mineralogist, 1980. 65: p.
1026, 1030.

Little Brenda, P.R., Ray Richard, Localized Corrosion and Bacterial Attraction Determined by
Surface Analytical Techniques. corrosion, 2000(Paper No. 00395).

Murowchick, B.J.a.B.L.H., Formation of cubic FeS. American Mineralogist, 1986. 71: p.
1243-1246.

Fushao, L.M.A., EFFECT OF SULFATE-REDUCING BACTERIA ON THE PITTING CORROSION
BEHAVIOR OF 18-8 STAINLESS STEEL. Acta Metalurgica Sinica, 2009(5): p. 536- 540.

Morse, W.J., Millero J. Frank, Jeffrey Cornwell, The Chemestry of the Hydrogen Sulfide and
Iron Sulfide Systems in Natural Waters. Earth-Science Reviews, 1987. 24: p. 1-42.

Fushao, L.M.A., Effect of sulfate-reducing bacteria on the pitting corrosion behaviour of 18-
8 stainless steel. Acta Metalurgica Sinica, 2009. 5: p. 536- 540.

Flemming H. C, a.W., Water Science Technology 2001. 43(6): p. 1-8.

Lewandowski Z., MIC and Biofilm Heterogeneity. corrosion, 2000(Paper No. 00400): p. 1, 7.
Bhaskar V.P, N.B.B., Microbial extracellular polymeric substances in marine biogeochemical
processes. CURRENT SCIENCE, 2005. VOL. 88(NO. 1): p. 45-53.

Fleming, H.C.a.W., Relevance of microbial extracelular polymeric substances (Epss) - Part I:
Structural and ecological aspects. Water Science Technology, 2001. 43(6): p. 1- 8.
Costerton J. W, L.Z.e., al., Microbial biofilms. Annu Rev Microbial., 1995. 49: p. 711-741.
Wingender Jost, N.R.T., Flemming Curt Hans, Microbial extracelular polymeric substances:
Characterization, structure, and function 1999, Berlin, New York: Springer. 258.

Bhaskar, P.V., * Bhosle B. Narayan Microbial extracellular polymeric substances in marine
biogeochemical processes. CURRENT SCIENCE, 2005. 88(1): p. 45, 53.

Flemming H. C., W.)., Relevance of microbial extracellular polymeric substances (EPSs) -
Part I: Structural and ecological aspects. . Water Science and Technology 2001. 43(6): p. 1-
8.

Beech, B.I.S.)., Biocorrosion: towards Understanding Interactions between biofilm and
metals Environmental Biotechnology, 2004. 15: p. 181, 186.

Beech, I.B., Direct Involvement of an Extracelular Complex Produced by a Marine Sulfate-
Reducing Bacterium in Deterioration of Steel. Geomicrobiology Journal, 1998. 15: p. 121 -
134.

Beech B. lwona, S.)., Biocorrosion: towards Understanding Interactions between biofilm
and metals Environmental Biotechnology, 2004. 15: p. 181, 186.

Kwong, Y.C.L.C.X.a.F.H.P.H., Anaerobic Electrochemical Corrosion of Mild Steel in the
Presence of EPS produce by SRB. . Environ Science technology 2002. 36: p. 1720 1727.
Ecology, I.S.f.M., Microbial Ecology Vol. 37. 1974: Springer- Velang.

Aquiahuatl, R.M.d.l.A., Manual de Prdcticas del Laboratorio de Microbiologia General,
P.C.M.d. Lourdes, Editor. 2004, Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Ixtapalapa:
Meéxico D.F.

Hungate, R.E., A roll the method for cultivatio of strict anaerobes. , in J. R. Norris and
Ribbons.,eds Methods in Microbiology A. Press, Editor. 1969, Academic Press: New York.
p. 117-132.

Benjamin, L., Genes VI. Vol. Part I. 1997, Oxforf: University Oxford Press.

Mullis, K., PCR Polymerase Chai REaction / "The unusual origin of the polymerase chain
reaction”. . Scientific American, 1986. 262(4): p. 56-61, 64-5.

Radwan, M.H.A., Zan Jindong, Hill Russell T. , Bacterial Community Analysis of Two Red
Sponges. Marine Biotechnology 2010. 12(3): p. 350-360.

287



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.
76.

77.

78.
79.

80.

81.

82.

83.

84,

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Cole, J.R,, Chai B., Farris R.J., Wang Q., Kulam S.A; Chandra S. McGarrell, D. M., Et. Al, The
Ribosomal date base proyect (RDP-11): previiewing nucleic acid research., 2001. 1(31(1)): p.
442-443,

Kumar S., Tamura K., JaKobsen 1.B., MEGAZ2: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
Software. Bioinformatics, 2001. Vol. 17(12): p. 1244-1245.

Olivares, P.A.N., Sistema Molecular del Género Fissurella en el Pacifico sudooriental. 2007,
Santiago de Compostela: Universidad de santiago de Compostela.

ASTM, Standard Practice for Preparing, Cleaning, and Corrosion Test Specimens, in
designation: G 1 - 03. 2003, ASTM: USA. p. 1-9.

Roblero Jan Janet, P.B.A., Garcia Esquivel Rafael, Zavala Diaz Javier, Herndndez Rodriguez
Cesar., Phylogenetic Charcterization of bacterial consortia obtained of corroding gas
pipeline in Mexico World J Microbiol Biotechnol, 2008. 24: p. 1775-1784.

Stoecker, J.G., Guide for the investigation of microbiologically induced corrosion. Material
Performance., 1984. 23(8): p. 48-55.

Odum, P.E., Ecologia. Tercera ed. 1972, México: Editorial Interamericana.

IGME, Quimica del dcido carbdnico del agua. Isotopos ambientales en el ciclo hidroldgico,
2009. 9: p. 101-111.

Bockris, M.J.O., Electroquimica Moderna. Vol. 2. 1980, New York: Plenum Publishing
Corporation.

Pemex, Testigos y Probetas Corrosimétricas 2007, Pemex: México. p. 23.

ASTM, Standard Test Method for Conductiing Potentiodynamic Polarization Resistence
Measurements. 2009.

Princenton, A.R., Basics of Corrosion Measurements A.l. Group, Editor. 1982, PAR: USA. p.
1-12.

Mendoza Flores Juan; Romero Duran Romero y Juan Genesca Llongueras., Espectroscopia
de Impedancia Electroquimica en Corrosion. 2003, UNAM: México. p. 1-33.

Lorenz, W.J. a.M.F., Determination of corrosion rates by electrochemical DC and AC
Methods. Corrosion Science, 1981. 21(09): p. 647 a 672.

Rodriguez GAmez Francisco J, Técnicas electroquimicas de corriente directa para la
medicion de la velocidad de corrosion, in - Resistencia a la Polarizacion-, R.G.F. J., Editor.
2006, UNAM: México. p. 1-9.

Frankel Gerald S, Electrochemical Techniques in Corrosion: Status, limitations, and Needs.
ASTM International, 2008. 5(2): p. 1-27.

Little J Brenda., W.A.P., The Interrelationship Between Marine Biofouling and Cathodic
Protection. Corrosion, 1993(Paper No. 525): p. 525/1, 525/7.

Hung J. Paul and Lee J. Philip, e.a., Biothecnology and Bioengineering, ed. W.o.l. library.
Vol. 89. 2005, New York. 1-12.

Alejandrina, M.J., Efecto de Temperatura en la Eficiencia de Crecimiento y Respiracion en
Bacterias Marinas Heterotroficas 2004, Universidad Autonoma de Baja California
Ensenada, B. C p. 83.

Neilands, J.B., Microbial Iron Metabolism,. A Comprehensive Treatise. 1974 Berkeley
California: Academic Press Inc.

Pérez Méndez Leticia R., Vida util residual de estructuras de ormigén armado afectadas
por corrosion, in Ingenieria Civil (Construccion). 2010, Universidad Politécnica de Madrid:
Madrid Espana. p. 107.

Piratoba, M.U., Aspectos Bdsicos en la interpretacion de diagramas de Impedancia
Electroquimica Dyna 2010. 162: p. 13-19.

288



91. API, Recommended Practice for Biological analisys of Subsurface Injection Waters, in
Recommended Practice. 1965, American Petroleum Institute: New York. p. 1-7.

Anexo |. Medios de cultivos

Medio de cultivo API*

El medio de cultivo API [91] se considera un medio diferencial debido a que en su
formulacion contiene nutrientes organicos e inorganicos apropiados para el
crecimiento y diferenciacion de bacterias sulfato reductoras, dentro de las sales
minerales, se encuentran el sulfato ferroso amoniacal, que se caracteriza en parte
por la aportacién de sulfatos al medio de cultivo y que este por actividad de las
BSRs, son reducidos hasta sulfuro de hidrogeno, este producto al ser excretado al
medio por estos microorganismos, da lugar a que se lleva a cabo la reaccion de
precipitacion con el ion ferroso que es proporcionado por esta sal, que se
encuentra disuelta en el seno del medio. El sulfuro de hierro de color negro,
determina la presencia de estos microorganismos y los diferencia de los demas
anaerobios debido a la formacién de colonias negras en agar APl base. La

formulacion del APl modificado, se presenta a continuacion:

Tabla 36. Medio de cultivo APl modificado para BSRs

Ingrediente: Cantidad (g) Volumen (ml)
Lactato de sodio 8
Extracto de levadura 2
Acido ascorbico 0.2
Sulfato de magnesio 0.4
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Fosfato de potasio bibasico 0.02

Cloruro de sodio 45

Cisteina 0.5

Sulfato ferroso* 0.2

Sulfito de sodio* 0.4

Indicador Rezasurina 5 gotas

Agua bidestilada 1000

Nota: Los ingredientes marcados con asterisco, se deben de agregar al final del resto
de los ingredientes. La modificacion a formulacion se hizo para fortalecer el crecimiento

y esta se realiz6 en cuanto a ingredientes y cantidad.

Tabla 37. Preparacion de Medio Bold Basal Modificado (MBBM)

Componente Sustrato Cantidad (g)
Solucién 1 NaNOs3 25
Solucién 2 MgSO4+7H,0 7.5
Solucion 4 KoHPO4 7.5
Solucion 5 KH2PO4 17.5
Solucion 6 CaCly*2H,0 2.5
Solucién 7* ZnS0O47H,0 8.82

MnCl*4H,0 1.44
MoO3; 0.71
CuSO04*5H,0 1.57
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CO(N03)2‘6H20 0.49

Solucién 8 H;BO; 11.4
Solucién 9 EDTANa, 50.0
KOH 31.0

*Puede ser necesario introducir en autoclave para disolver

a) Para preparar 1 litro de medio de cultivo; colocar en 900 ml de agua

desionizada:

Soluciones 1, 2, 4,5, 6 10.0 ml de cada una

Soluciones 7, 8, 9 1.0 ml de cada una

b) Ademas de las soluciones anteriores, se adicionaran los siguientes reactivos:

Ingrediente Cantidad
Lactato de sodio 8 ml
Cloruro de sodio 100 g
Extracto de levadura 05 ¢
Sulfito de sodio 04 g
Sulfato de magnesio 032 ¢
Cisteina 05 ¢
Resazurina 2.0 gotas
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c) Finalmente completar a 1000 ml con agua desionizada;

En caso de requerirse que el medio de cultivo sea solido agregar 15 g de agar por
cada litro de medio. Esterilizar en autoclave a 15 libras durante 15 minutos a
121°C.

Anexo |l Caracterizacion Filogenética

Resultados de la Caracterizacién Filogenética del consorcio de BSRs, utilizado en
este estudio, se presenta en forma de arbol Figura 3, 4 y Tabla 1, tomados del
articulo “Phylogenetic characterization of bacterial consortia obtain of corroding

gas pipelines in Mexico”.
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1779

Fig. 2 Phylogenetic relationship
between the 16S rDNA sequences of
the ribosomal library clones.
Phylogenectic tree of the
Desulfovibrio-related clones.
Butyrivibrio fibrisolvens was used as
a bacterial outgroup. Bootstrap values
>50% are indicated in the main
nodes in a bootstrap analysis of 1000
replicates, the scale bar represents
the expected number of substitutions
averaged over all sites analyzed
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Fig. 3 Phylogenetic relationship
between the 16S rDNA sequences of
the ribosomal library clones.
Phylogenetic tree of the Clostridium
related clones. Bacillus subtilis was
used as a bacterial outgroup.
Bootstrap values >30% are indicated
in the main nodes in a bootstrap
analysis of 1000 replicates, the scale
bar represents the expected number
of substitutions averaged over all
sites analyzed
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Beech et al. 1994; Hamilton 2003; Dinh et al. 2004; Little
et al. 2000). The accumulated hydrogen sulfide acidifies the
environmental pH and leads to the formation of the

) Springer

corrosion product, ferrous sulfide, on the metallic surface
(Little et al. 2000). Particularly, the metal corrosion capac-
ity of Desulfovibrio desulfuricans and D. vulgaris isolated
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Table 1 Bacterial 165 rRNA sequences obtained from the consortia

RFLP patterns®

Representative clones Phylogenetic relationship

Closest species in GenBank Similarity (%) Microbial group affiliation

Sample SC100 (BF)

Clone 19, Clone 29 A B Desulfovibrio vulgaris (AY362360) 98.4, 99.0 D. vulgaris

Clone 8, Clone 22 C, D Cetobacterium somerae (AJ438155) 97.9 C. somerae
Sample 48 (ES)

Clone t, Clone p E,F Desulfovibrio desulfuricans (AF354664) 99.4 D. desulfuricans

Clone g, Clone s G, H Clostridium perfringens (M69264) 98.5
Sample 14 (BF)

Clone 4, Clone 23 1 Citrobacter freundii (DQS517285) 99.1 C. freundii

Clone 7, Clone 33 3 Citrobacter freundii (AY259630) 99.1, 99.8 C. freundii
Clone 27 K Citrobacter freundii (AB210978) 99.5 C. freundii
Sample 12 (BF)

Clone 3 L Clostridium celerecrescens (X71848) 99.5 C. celerecrescens

Clone 2 M
Sample 1 (BF)

Clone 1, Clone m N, O Clostridium sporogenes (X68189) 99.8 C. sporogenes
Sample 7 (BF)

Clone 36, Clone 32 L Clostridium celerecrescens (X71848) 99.1, 99.3 C. celerecrescens

Clone 39, Clone 47 M 995,994

Samples SC100, 14, 12, 1 and 7 corresponded to biofilm samples (BF), and sample 48 corresponded to external surface sample (ES) of the

pipeline
* RFLP patterns were defined with the endonuclease Hhal

pitting corrosion reaction on steel in seawater (Bermont-
Bouis et al. 2007). Possibly, the coexistence and synergistic
relationship between the facultative anaerobic Entero-
bacteriaceae and SRB might accelerate the corrosion
phenomenon in steel surfaces. Thus, Enterobacteria would
contribute to the synthesis of the polysaccharidic matrix
during biofilm formation, generating anoxic conditions
propitious for SRB and Clostridium growth by oxygen
consumption, and providing fermentation primary metab-
olites (organic acids) that can be utilized by SRB as
oxidable substrate to corrode directly the metal surface.
However, further studies will have to be performed to
demonstrate this potential relationship.

Besides, we detected Cetobacterium somerae, a gram-
negative, microaerotolerant, non-spore-forming bacteria
belonging to the Fusobacteria that produce acetic acid as
the major end product of metabolism of peptides and
carbohydrates (Finegold et al. 2003). No information
concerning to their possible role in corrosive biofilms is
available and this is the first report, as far as we know,
detecting this species outside the clinical environment.

Several endospore-forming, chemo-organotrophic, fer-
mentative, strictly anaerobic strains including, Clostridium
sporogenes, Clostridium celerecrescens and Clostridium
perfringens were cultured and detected in several samples
exhibiting internal or external corrosion signs. Depending

@ Springer

on the fermentable substrate and species, Clostridium spp.
produce predominantly solvents (acetone, propanol, buta-
nol and ethanol), organic acids (acetic, butyric, propionic,
iso-butyric and iso-valeric acids), hydrogen and carbon
dioxide. Particularly, organic acids can accelerate the
corrosion by dissolving oxides from the metal surface and
accelerating the cathodic reaction rate (Iyer et al. 2004).
Generally, Clostridium species do not reduce sulfate by a
dissimilatory pathway, although several species can pro-
duce sulfide from the fermentation of cysteine (Cato et al.
1986). However, some Clostridium species have a sulfate
or thiosulfate reduction capacity accumulating sulfide
(Hollaus and Sleytr 1972; Hernandez-Eugenio et al. 2002),
a corrosive agent of steel and other materials. The species
detected in this work were not closely related taxonomi-
cally with sulfate reducing clostridia; however, the
hydrogen produced might be used by SBR (Badziong and
Thauer 1978). Similarly to our study, other studies, per-
formed with marine biofilms attached to corroded steel
pipelines found a bacterial community dominated by
Desulfovibrio species in coexistence with members of the
Clostridium group (Zhang and Fang 2001; Leu et al. 1998;
Zhu et al. 2003). Clostridium sporogenes and C. celere-
crescens were widely detected in our enrichment cultures
and libraries and they also coexisted with several Desulf-
ovibrio species. The role of the Clostridium-Desulfovibrio
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Ajuste de gréaficos correspondientes a -950mV en CEE
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Ajuste de graficos correspondientes a -1000mV en CEE
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Ajuste de graficos correspondientes a -1100mV en CEE
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