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RESUMEN

La corrosion es el proceso destructivo de un metal por una reaccién
electroquimica con su entorno. Los aceros inoxidables tienen la capacidad de
formar una pelicula adherente, compacta y estable de 6xido de cromo (Cr203), la
cual protege el metal ante un ambiente oxidante. Sin embargo, en ambientes
marinos, a parte de la corrosion inorganica, se ha reportado la participacion de
microorganismos capaces de iniciar o acelerar la corrosién debido a metabolitos
corrosivos. Este fendbmeno es conocido como “corrosion inducida
microbioldgicamente” (MIC). Pseudomonas stutzeri es una bacteria ampliamente
distribuida, Gram negativa no esporulada, aerdébica y movil. El objetivo del
presente estudio fue caracterizar electroquimicamente la formacion de una
biopelicula de P. stutzeri RPh9 inmersa en medio marino Zobell sobre acero
inoxidable para establecer su influencia en el proceso de pasivacion y corrosion.
En un sistema abiotico y bidtico se realizaron mediciones del potencial de circuito
abierto (OCP) y de impedancia electroquimica (EIS), con la finalidad de
monitorear tanto el potencial del metal respecto al medio, asi como la resistencia
gue presenta a la corrosion. Se observo que en el sistema abiotico la resistencia
a la corrosion varia repetidamente, esto fue atribuido a la actividad electrolitica
del medio sobre el metal. No obstante, en el sistema bidtico se observo que la
resistencia a la corrosion incrementd conforme el tiempo de inmersién fue mayor,
por lo que se deduce que la superficie metalica fue colonizada por bacterias de

la cepa RPh9 de P. stutzeri, es decir, se formaron biopeliculas.

Palabras clave: biopelicula, acero inoxidable, OCP, Pseudomonas stutzeri,

resistencia a la corrosion.



ABSTRACT

Corrosion is a destructive process of a metal by an electrochemical reaction with
its environment. Stainless steels have the ability to form a stable, compact,
adherent film of chromium oxide (Cr203), which protects the metal against an
oxidizing environment. However, in marine environments, apart from inorganic
corrosion, the participation of microorganisms capable of initiating or accelerating
corrosion due to corrosive metabolites has been reported. This phenomenon is
known as "Microbiologically Induced Corrosion” (MIC). Pseudomonas stutzeri is
a widely distributed, aerobic, mobile, non-sporulated Gram negative bacteria. The
objective of this study was to electrochemically characterize the formation of a
biofilm of P. stutzeri RPh9 immersed in a Zobell marine environment on stainless
steel to establish its influence on the passivation and corrosion process. Open
Circuit Potential (OCP) and Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS)
measurements were performed in an abiotic and biotic system, in order to monitor
both the potential of the metal with respect to the medium, as well as its resistance
to corrosion. It was observed that in the abiotic system the resistance to corrosion
varies repeatedly, this was attributed to the electrolytic activity of the medium on
the metal. However, in the biotic system it was observed that the resistance to
corrosion increased as the immersion time was greater, so it follows that the metal
surface was colonized by bacteria of the P. stutzeri strain RPh9, that is, they

formed biofilms.

Key words: biofilm, corrosion resistance, stainless steel, OCP, RPh9

Pseudomonas stutzeri.
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INTRODUCCION

La corrosion es un fendmeno electroquimico de deterioro metalico provocado por
la reaccién entre un metal y su entorno (Langill, 2006). Son demasiados los
materiales metalicos que se corroen, especialmente los aceros por su amplio uso.
Especificamente, la industria petrolera utiliza aceros al carbono o inoxidables
para traslado y almacenamiento de agentes quimicos pero éstos no estan libres
del fendmeno de corrosién ya que en ambientes marinos puede ocurrir “corrosiéon
inducida microbiolégicamente” (MIC, por sus siglas en inglés), donde participan
microorganismos capaces de iniciar o acelerar la corrosion generando productos
metabdlicos que actian como agentes corrosivos afectando el metal. No
obstante, este proceso es mas evidente cuando aumenta la sinergia de
asociaciéon microbiana ya que se forma una “biopelicula” bajo la cual ocurren

procesos mas severos de dafio metéalico (Custodio, 2006).

Consecuentemente, la actividad microbiana en aceros ocasiona corrosion
localizada y repercute considerablemente en la industria en el ambito econémico
debido a que se producen picaduras en el metal, lo que ocasiona fugas o
derrames de hidrocarburos, es decir, hay pérdida de producto; asimismo, esto
causa dafios indirectos como paros de produccion por reparacion y dafos

ambientales por contaminacion.

A la fecha, ciertos aspectos de la sinergia entre la corrosion inorganica y MIC en
los aceros inoxidables no se han determinado en forma contundente y resultan
de vital importancia conocerlos con el fin de establecer diagndsticos,
prevenciones y control de este fendmeno. Es por ello que en este trabajo de tesis
se caracteriz0 y monitore6 la formacién de biopelicula de una cepa marina sobre
acero inoxidable utilizando técnicas electroquimicas, con la finalidad de
establecer un mecanismo de formacién microbiano de la cepa RPh9 de
Pseudomonas stutzeri sobre acero inoxidable y establecer su influencia en el

proceso de corrosion.



1. Antecedentes
1.1 Corrosioén
1.1.1 Concepto de corrosion

La corrosion es el proceso destructivo de un metal por reacciébn quimica o
electroquimica con su entorno o ambiente (Uhlig & Winston, 2008). Los
materiales no metalicos no son incluidos en los fendmenos de corrosion, sino en
otro fendmeno denominado “degradacion” (Jiménez, 2015). Asimismo, la
corrosion es la destruccion lenta y progresiva de un metal promovida por un
agente “exterior”; uno de los factores que limitan la durabilidad de metales es el

ataque quimico o fisicoquimico debido al medio circundante (Fernandez, 2009).

La corrosion es considerada como una “metalurgia reversa” o remineralizacion
de metales que fueron tratados metalUrgicamente (Fontana, 1987); la formacion
de oxidos es espontanea, ya que vuelven a su estado natural (Chang & Goldsby

, 2013). La Figura 1 muestra un proceso de corrosion tipico en una pieza de zinc.

Zinc

Figura 1. Reacciones electroquimicas de corrosion que ocurren durante la disolucién de zinc en
acido clorhidrico desaireado. (Roberge, 2008)

Para que la corrosion ocurra es necesario cumplir con los siguientes cuatro
factores: un anodo (oxidacioén), catodo (reduccion), un medio electrolitico y un
conductor (generalmente el mismo metal o un cable metalico) que una al anodo

y catodo (ver Figura 2) (Galvan, 2019).
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Figura 2. Cuatro componentes fundamentales en el proceso de corrosion. (Elaborado por Jacobo
Recio)

1.1.2 Costos de la corrosion

El desgaste de metales ocasiona problemas econdémicos, sociales y ambientales
en cualquier industria, es necesario atender este inconveniente aplicando
técnicas que prolonguen el tiempo de vida de los metales o utilizando métodos
de proteccién. Dicho lo anterior, con la finalidad de evitar fugas o derrames de
guimicos, paros por reparacion, contaminacién ambiental, riesgo a personal
humano o hasta accidentes mayores.

El estudio “Medidas Internacionales de Prevencion, Aplicacion y Economia de la
Tecnologia de la Corrosién (Impacto)” promovido por (NACE-International, 2016)
estimdé que el costo global por corrosién es de $ 2.5 billones de ddlares,

equivalente al 3.4 % del producto interno bruto mundial (PIB).

Los gastos por corrosion se dividen en dos tipos: los directos e indirectos. Los
directos son por pagos a especialistas sobre corrosion, por capacitacion de
personal, reparacion y reemplazo de piezas, por aplicacion de mecanismos de

corrosion y por mantenimientos preventivos (UPC, 2012; Van Delinder, 1984).

Respecto a los costos indirectos, estos implican la interrupcion temporal del
personal involucrado, pérdida de productividad, de producto y costos por
accidentes (UPC, 2012).



1.1.3 Tipos de corrosion

Existen dos formas de clasificar la corrosion: la electroquimica (y quimica) y la
morfoldgica. La corrosion quimica dada por medios no iénicos y la electroquimica
por medios i6nicos y de trasporte de carga. Corrosion de acuerdo al tipo de
ataque morfolégico, esta incluye: corrosion uniforme (toda la superficie metalica)
y la corrosion localizada (en sitios determinados del metal). Esta Ultima se divide
en: corrosién galvanica, por hendiduras, picaduras, cavitacion (turbulencia),
microbioldgica, erosiva, intergranular y por tension (ver Figura 3) (Bilurbina, Liesa
e Iribarren, 2003).

) :

d) e

Figura 3. Tipos de corrosiéon: a) corrosién uniforme; b) corrosion galvanica; c) corrosién por
picaduras; d) corrosion por hendiduras; e) corrosion por cavitacion; f) corrosién microbiolégica; g)
corrosion por erosion; h) corrosién intergranular; i) corrosion por tensién. (Elaborado por Jacobo
Recio)

1.2 Corrosion inducida por microorganismos (MIC) o biocorrosion
El proceso de corrosiéon microbiolégica (MIC, por sus siglas en inglés) es el

proceso donde algunos microrganismos como bacterias, hongos o algas

deterioran materiales metélicos debido a una falla superficial o porque actian



como aceleradores de corrosion localizada en en medios acuosos con metales

sumergidos (Viloria, Marquez, Estrada, & Licona , 2009).

En la biocorrosion participan microorganismos capaces de iniciar o acelerar una
reaccion de corrosion ya que generan metabolitos que afectan la interfase
metal/solucién (Medina, 2006). La Figura 4 muestra un esquema de biocorrosion.

Metal Solucion
Productos
de corrosién
. 4
Area de
/ bajo pH
Metabolitos
Caorrosién por picadura
(i 5 HS HS
Biopelicula

Gradiente de 0; +

Figura 4. Esquema de biocorrosion de un metal con una biopelicula adherida inmerso en solucion.
(Elaborado por Jacobo Recio)

La MIC produce cinco formas de corrosion: destruccion de peliculas protectoras
en superficies metalicas; generacion de ambientes acidos localizados; creacion
de depdsitos corrosivos; alteracion de reacciones anddicas y catédicas; y la
interferencia en mecanismos de proteccion contra la corrosion (Videla, Manual of
Biocorrosion , 1996). Los microorganismos involucrados en la MIC son de gran
ubicuidad y colonizan areas metalicas generalmente inaccesibles (Andrade,
1991).

Para que ocurra la biocorrosion es necesaria la presencia de un metal, una
biopelicula o consorcio microbiano y productos de corrosion. La biopelicula esta
compuesta de una matriz extrapolimérica (macromolecular) donde se encuentran
embebidos tanto los microrganismos como sus productos secretados (Miranda et
al., 2006).

1.2.1 Participacion de microorganismos en la corrosién

De acuerdo con (Pulido, 2000), los microorganismos participan en el proceso de

corrosion mediante:



e Produccién de metabolitos corrosivos derivados de su metabolismo y

crecimiento, convirtiendo el electrolito inerte en agresivo.

e Formacién de celdas de aireacion diferencial por el desigual consumo de

oxigeno en zonas localizadas, usualmente en la zona interfasica.
e La destruccion de peliculas protectoras metalicas.

e Consumo de sustancias inhibidoras de corrosion, facilitando la accién de

ilones agresivos presentes en el electrolito.

El factor clave para la alteracion de las condiciones de la superficie metalica, y
con esto un incremento (o retardo) de la velocidad de corrosién, es la
composicion del “biofilm” o biopelicula (Videla & Herrera, 2005). Los
microorganismos que comunmente se asocian a la corrosién microbiolégica, de
acuerdo a (Medina, Ortiz, Jacobo & Schouwenaars, 2009), se presentan en el
Cuadro 1.

Cuadro I. Microorganismos asociados a la corrosion microbiolégica. (Medina et al., 2009)

Género pH T (°C) Requerimiento de O:
Desulfovibrio desulfutricans 4-8 10.40 Anaerobia
Desulfotomaculum 6-8 45-75 Anaerobia
nigrificans
Clostridium spp. - 10-40 Anaerobia
Desulfomonas spp. 0.5-8 10-40 Aerobia
Thiobacillus thiooxidans 1-7 10-40 Aerobia
Thiobacillus ferroxidans 7-10 20.40 Aerobia
Gallionela spp. 7-10  20-40 Aerobia
Sphaerotillus spp. 4-9 20-40 Aerobia
Pseudomonas spp. 4-8 20-40 Aerobia
Pseudomonas aeruginosa 3-7 10-45 Aerobia

Cladosporium resinae - - -

1.2.2 Tipos de interaccidn entre el microorganismo y el metal

En la MIC existen dos tipos de biocorrosion: microorganismos que inhiben las
velocidades de corrosién y protegen el metal, y los que aceleran la velocidad de

corrosion y perjudican la integridad del metal (Ramos, 2008; Dubiel et al., 2002).



La MIC se divide en dos grupos segun la forma de agresion microbiana: ataque
activo y ataque pasivo. En el ataque pasivo el desgaste metalico se debe a la
formacién de biomasa y productos inertes, esto origina corrosion lenta y de tipo
general (SIU, 2004). Sin embargo, en el ataque activo se presenta biocorrosion
intensa y localizada con mayor incidencia de irregularidades en la superficie

metélica debido a los productos microbiol6gicos generados (Ramos, 2008).
1.2.2.1 Biocorrosion activa

Los microorganismos aerobios y anaerobios cuando crecen en una biopelicula
cambian las caracteristicas quimicas y su dindmica, es decir, se modifican a
través del tiempo (Else, Pantle & Amy, 2003). Los factores que influyen en la
agresividad de una bacteria corrosiva son: temperatura, concentracion total de
carbono y nitrdgeno organico, flujo en el sistema, concentracion de oxigeno,
tratamiento quimico y pH (Ramos, 2008). Los tipos de bacterias que ocasionan
biocorrosion activa, de acuerdo al tipo de producto generado, se muestran en el

Cuadro 1.
1.2.2.2 Biocorrosion pasiva

Este tipo es causado por sustancias quimicamente inertes y es la misma si el
microorganismo esta vivo o muerto; la corrosion solo ocurre por los productos
metabdlicos. Entre estos materiales estan sustancias poliméricas extracelulares
(EPS) como hebras entremezcladas con bacterias, agua y gases. La biomasa
tiende a formarse en las superficies y adherirse a ellas (Marchal, Chaussepied &
Warzymoda, 2001). De acuerdo con SIU (2004), para que en un diagndstico de

corrosion se pueda atribuir a causas bioldgicas, se deben contar con lo siguiente:
e El material biologico presente cuando suceda el ataque corrosivo.
e La morfologia de la corrosion debe ser consistente con el ataque bioldgico.

e Los productos y depdésitos de corrosion deben ser caracteristicos de una

interaccién bioldgica.



Cuadro Il. Tipos de bacterias que ocasionan biocorrosion activa.

Tipo de bacteria

Producto

Fundamento

Reacciones involucradas

Referencia

Bacterias Sulfato
reductoras o BSR

Bacterias
productoras de
acido

Bacterias
productoras de
EPS

Bacterias
nitrificantes

Sulfuros,
especialmente
acido
sulfhidrico
(H2S)

H2>S

Babaza o
sustancias
poliméricas
extracelulares
(EPS)

Nitrato (NO3)

Generalmente por bacterias
anaerobias, mediante la
enzima hidrogenasa, utilizan
sulfato, tiosulfato y sulfitos
como receptores de
electrones y la materia
organica como fuente de
energia para el crecimiento

Disminuyen el pH, aceleran
la corrosion y pueden
producir acidos organicos de
cadena corta; actuan
sinérgicamente con las BSR
en la biocorrosion

Aerobias, producen redes
poliméricas extracelulares
donde el 99% es agua,
consumen oxigeno y
promueven la formacién de
celdas de aireacion
diferencial

Son bacterias aerobias
capaces de oxidar el NHz a
NOgz', estas disminuyen el pH
y la concentracién de O2

Reaccién general:
Reduccién en medio acido (H*)

Sulfatos inorganicos — sulfuros

Reaccion andédica:
4Fe® — 4Fe®* + 8e-
Reaccion catédica:
8H* + 8e" — 8H
Disociacién del agua:
8H.0—8H* + 80H"
Reaccion de las BSR:
Reducen el sulfato a sulfuros
Reaccion de las productoras de
acido:
Oxidan sulfuros a sulfatos

Produccién de EPS:

Bacterias producen polisacaridos,
material genético, proteinas y el
agua de las EPS

Reaccion general:

Intermediario el ion nitrito (NO2)
NH: — NO2 — NOgz

(De Turris, Romero,
Papavinasam &
Ocando, 2013; Flores,
Patifio-Carachure,
Alfonso, Rodriguez &
Rosas, 2012)

(Ramos, 2008)

(Jamal et al., 2015)

(Ramos, 2008)




1.3 Biopeliculas
1.3.1 Concepto de biopelicula

Una biopelicula es una comunidad de agregados microbianos sésiles que se une
irreversiblemente a una superficie o sustrato y que esta embebida en una matriz
compuesta por sustancias poliméricas extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés)
producida por ellos mismos (Figura 5) (Farinati, 2015; Castrillon, Palma &

Desgarennes, 2013; Lewandowski & Beyenal, 2007).

Figura 5. Biopelicula de Staphylococcus aureus sobre acero inoxidable observada por microscopia
electrénica de barrido. (Azeredo et al., 2016)

Como menciona (Nazar, 2007), en la naturaleza existen las bacterias planctonicas
(de libre flotacion) y las bacterias sésiles (asociadas en biopeliculas). Los
microorganismos pueden crear condiciones quimicas y biolégicas para formar
biopeliculas (ubicuas) en casi cualquier ambiente sélido y/o liquido. Asimismo, la
interfase (como un metal sumergido en agua) proporciona un entorno ideal para la
fijacion y crecimiento de microrganismos sobre ésta (Sanderson, Leid & Hunsaker,
2006).

1.3.2 Composicion de las biopeliculas

La arquitectura de la biopelicula consta de dos componentes principales: un canal

de agua para el transporte de nutrientes y una region de empaquetado denso de



materia organica (Ramos, 2008). Los microorganismos que forman consorcios
producen EPS constituidos por proteinas, ADN, ARN, polisacaridos y agua, esta
tltima se encarga del flujo de nutrientes (Jamal et al., 2015). El Cuadro Il muestra

la composicion quimica de las biopeliculas.

Cuadro Ill. Composicion de las biopeliculas. (Jamal et al., 2015)

Componentes Porcentaje en la biopelicula
Células microbianas 2-5%

ADN vy ARN <1-2%
Polisacéaridos 1-2%
Proteinas (junto con <1-2%
enzimas)

Agua >97 %

1.3.3 Funciones de las sustancias poliméricas extracelulares (EPS)

Las EPS permiten la adhesion de microorganismos, iniciando y perdurando la
colonizacion de un sustrato inerte o vivo y es crucial para la unién a largo plazo, las
sustancias que provocan esto son polisacaridos, proteinas y moléculas anfifilicas
(Flemming & Wingender, 2010). En el Cuadro IV se muestra la funcion de las EPS

asi como la relevancia que tiene en una biopelicula.
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Cuadro IV. Funciones de las EPS en las biopeliculas bacterianas. (Flemming & Wingender, 2010; Lewandowski & Beyenal, 2007)

Funcion en la biopelicula

Accién

Componentes EPS involucrados

Agregacion de bacterias.

Cohesion de biopeliculas.

Retencién de agua.

Barrera protectora.

Adsorcién de compuestos
organicos.

Adsorcion deiones
inorgénicos.

Actividad enzimética.

Fuentes nutrientes.

Intercambio de informacion
genética.

Donadores o aceptores de
electrones.

Exportacién de componentes
celulares.

Regeneracion por exceso de
energia.
Enzimas de union.

Interaccion celular, inmovilizacion temporal de
poblaciones bacterianas, desarrollo de densidades altas
celulares y reconocimiento celular.

Forma una red de polimeros hidratados (matriz celular) la
cual regula la estabilidad mecénica (va junto con la accion
de cationes multivalentes), también permite la
comunicacion celular.

Microentorno hiperhidratado en toda la biopelicula,
resguardandola de ambientes secos.

Resistencia a sustancias ajenas al consorcio, confiere
tolerancia a los desinfectantes y antibi6ticos, ademas, las
enzimas producidas protegen a los microbios anaerobios
del O>.

Acumulacién de nutrientes organicos del medio ambiente.

Formacion de polisacéaridos, intercambio i6nico, formacion
de minerales y acumulacion de iones metalicos toxicos.
Digestion de macromoléculas exdgenas para nutrirse,
adquisicién y degradacién de EPS permitiendo la
liberacidn de las células de vuelta al medio ambiente.
Fuente de C, N y P, compuestos vitales para el
crecimiento de la biopelicula.

Facilita la transferencia horizontal de genes entre las
células del consorcio.

Fomenta la actividad redox en las proteinas de la matriz.

Liberacién de material celular como resultado del
recambio metabdlico.

Almacenamiento de exceso de carbono en las células.

Acumulacién, retencion y estabilizacién enziméticas en la
biopelicula.

Polisacéridos, proteinas y ADN.

Polisacaridos neutros y cargados,
proteinas (amilasas y lectinas) y
ADN.

Polisacaridos hidrofébicos y
algunas proteinas.

Enzima nitrogenasa
cianobacteriana o superdxido
dismutasa, polisacaridos y algunas
proteinas.

Polisacaridos cargados,
hidrofébicos y proteinas.
Polisacaridos cargados y proteinas,
asi como sulfatos y fosfatos.
Proteinas.

Todos los componentes de la EPS.
ADN nuclear y plasmidico.

Sustancias himicas e iones
metalicos y organicos.

Vesiculas celulares contiene acidos
nucleicos, enzimas, proteinas,
lipopolisacéridos y fosfolipidos.
Polisacaridos.

Polisacaridos y enzimas.




1.4 Aceros inoxidables
1.4.1 Historia del acero inoxidable

El acero inoxidable fue fabricado por primera vez por Harry Brearley (1871-1948);
en 1913 Brearley produjo una aleaciéon con 0.24% carbono y 12.8% de cromo
resultando resistente a la corrosién, ademas, se dio cuenta que los aceros con
alto nivel de cromo disuelto no eran atacados en disoluciones nitricas diluidas
(Alanis, 2011). La pasividad de los aceros inoxidables fue estudiada més
adelante con el fin de determinar el efecto del cromo sobre la corrosion y también
se estudio el efecto del molibdeno. Una vez finalizada la Segunda Guerra
Mundial, y gracias a las innovaciones técnicas en el sector siderurgico, se
consiguié un gran aumento de produccién de aceros inoxidables, con un
abaratamiento en sus costos de produccién generando la baja de precios en el
mercado (Alanis, 2011).

Segun (Sevilla, 2014), la produccion mundial de acero inoxidable entre 2005 y
2014 aumenté de 24,546 millones de toneladas métricas a 41,686 millones,
respectivamente. La Figura 6 muestra un grafico que indica la cantidad de
toneladas producidas medidas en volumen métrico desde el afio 2005 hasta
2014.
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Figura 6. Produccién mundial de acero inoxidable en el periodo 2005-2014. (Sevilla, 2014)
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1.4.2 Acero inoxidable

Segun la Asociacion Estadounidense de Materiales (ASM International, por sus
siglas en inglés) los aceros inoxidables son aleaciones de hierro y carbono que
contienen como minimo 12% de cromo en su composicidn, cantidad necesaria

para prevenir formacion de 6xidos sobre la superficie (ASM International, 2000).

De acuerdo con la Asociacién Britanica del Acero Inoxidable (BSSA, por sus
siglas en inglés), una aleacion de acero inoxidable tiene como minimo 10.5% de
cromo, ya que a esa concentracion se forma una capa pasiva protectora sobre la
superficie del metal, si se aumenta la cantidad de cromo aumenta la resistencia
a la corrosion (BSSA, 2018).

La resistencia de aceros inoxidables a la corrosion se debe a la capacidad de
formar una pelicula adherente, compacta y estable de 6xido de cromo (Cr203), la
cual protege el metal ante un ambiente oxidante (Alanis, 2011). Cuando esa
pelicula es atacada por el ambiente oxidante, ya sea oxigeno molecular (O>),
iones hidrogeno (H*), agua (H20) u otros agentes oxidantes, esta pelicula se

regenera, manteniendo una proteccion permanente del acero (Figura 7).

L
o 0 o Pelicula de 6xido de cromo

Regeneracion pelicula
de Cr203

\/

Aleacion de acero inoxidable

Figura 7. Regeneracion de la pelicula de 6xido de cromo. (Alanis, 2011)

Otros elementos quimicos se pueden afiadir a los aceros inoxidables para
mejorar las caracteristicas de la aleacion, tales son: niquel, nitrégeno,
manganeso, molibdeno, cobre, titanio, silicio, niobio, aluminio, azufre y selenio,
entre otros; en cuanto al carbono, este elemento esta presente entre cantidades
de 0.03 hasta 1.2% (ASM International, 2000).
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1.4.3 Pasividad de los aceros inoxidables

La pasividad de los aceros inoxidables es atribuida a la formacion de una pelicula
compacta, estable y adherente de éxidos de cromo protectora de la superficie del
metal; esa pelicula posee propiedades semiconductoras y se pueden estudiar
fendmenos de corrosion (Burgos, Bruera, Ares & Méndez, 2015). De acuerdo con
(Cerdan, 2013), la pasividad de una superficie de acero inoxidable esti
caracterizada por poseer bajas velocidades de corrosién, en una region de
potencial oxidante para el metal (Carmezim, Simoes, Montemor & Da Cunha,
2005).

De todas las propiedades de los aceros inoxidables, la pasividad es la mas
importante debido a que proporciona la resistencia a la corrosion (Cerdan, 2013).
Las primeras capas externas atomicas del metal son determinantes para el
proceso de pasivacion ya que constituyen la zona de interaccion directa con el
entorno, interacciones como: corrosion, desgaste o disolucion; estos procesos
comienzan con un dafo superficial (Millholland , 2014). La pasivacion ocurre de
forma espontanea cuando el cromo presente en el acero inoxidable entra en
contacto con el O, presente en el aire (Walter Mexico, s.f). La reaccion quimica
gue sucede genera una capa pasiva de oxido de cromo (Cr203) la cual protege

la superficie de acero inoxidable (Walter Mexico, s.f).

Se ha encontrado que al exponer aceros inoxidables austeniticos en disoluciones
acidas se forman peliculas pasivas de 6xidos de cromo (lll) y hierro (lll), la
mayoria de esas capas formadas compuestas por Cr2Oz y una capa externa de
hidroxidos (Cerdan, 2013). La Figura 8 muestra el proceso de pasivacion quimica

en un metal.
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Figura 8. Proceso de pasivacion del acero inoxidable. (Elaborado por Jacobo Recio)

Un aspecto que considerar respecto a este tipo de metales es la presencia de
elementos aleantes que causan efectos en la estructura cristalina del acero

modificando las propiedades de la aleacion (Ibarra, Nufiez & Huerta, 2010).

En el Cuadro V se mencionan las principales caracteristicas quimicas de los

elementos aleantes en un acero inoxidable.
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Cuadro V. Elementos de aleacion en aceros inoxidables y sus respectivas funciones. (Leffler,

1996).

Elemento
aleante:

Funcioén:

Carbono

Cromo
Niquel
Molibdeno

Cobre

Manganeso
Silicio

Nitrégeno

Titanio

Niobio
Aluminio

Cobalto

Vanadio

Azufre

Cerio

Iterbio

Promueve estructuras austeniticas, aumenta la resistencia mecanica y a la
corrosion intergranular. En aceros inoxidables ferriticos reduce la tenacidad y
resistencia a la corrosion. En aceros martensiticos aumenta la dureza y la
resistencia.

Aporta la resistencia a la corrosién, y aumenta la resistencia al incrementar el
contenido de cromo.

Promueve una estructura austenitica, aumenta la ductilidad, tenacidad y reduce la
velocidad de corrosion.

Aumenta la resistencia a la corrosion general y localizada, aumenta la resistencia
mecanica y promueve una estructura ferritica.

Aumenta la resistencia a la corrosién en ambientes acidos y promueve estructura
austenitica.

Mejora la ductilidad en caliente del acero inoxidable, a bajas temperaturas es un
estabilizador de austenita y en altas temperaturas estabiliza la ferrita.

Aumenta la resistencia a la oxidacion a altas y bajas temperaturas en disoluciones
fuertemente oxidantes y promueve estructuras ferriticas.

Promueve la formacion austenitica, aumenta la resistencia mecanica y la
resistencia a corrosion localizada, especialmente con molibdeno. En ferriticos,
reduce la tenacidad y la corrosion. En aceros martensiticos aumenta la dureza
como la resistencia, pero reduce la tenacidad.

Es fuerte formador de ferrita, en austeniticos aumenta la resistencia a la corrosion
intergranular. En ferriticos mejora la tenacidad y la resistencia a la corrosion ya que
reduce la cantidad de sitios intersticiales en disolucion sdélida. En martensiticos
disminuye la dureza de la martensita y aumenta la resistencia.

Promueve una estructura ferritica. En aceros austeniticos mejora la resistencia a la
corrosion intergranular. En aceros martensiticos reduce la dureza.

Mejora la resistencia a la oxidacién y se utiliza en ciertas aleaciones resistentes al
calor.

Se usa solo en los aceros martensiticos donde aumenta la dureza y la resistencia
a altas temperaturas.

Aumenta la dureza de los aceros martensiticos debido a su efecto sobre el tipo de
carburo presente, aumenta la resistencia al temple del acero, estabiliza la ferrita y,
en altos contenidos, promueve estructura ferritica.

Se agrega a ciertos aceros inoxidables con el fin de aumentar la maquinabilidad de
estos y aumentan la capacidad de soldabilidad y conformabilidad.

Se agrega en pequefias cantidades para aumentar la resistencia a la corrosion a
altas temperaturas.

Puede ser usado para ayudar a mejorar el refinamiento del grano, la fuerza, y otras
propiedades mecénicas del acero inoxidable.
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1.4.4 Tipos de aceros inoxidables segin su microestructura

Una fase se define como una porcion homogénea de un sistema que tiene
caracteristicas fisicoquimicas uniformes (Callister, 2012). Un diagrama de fases
aporta informacion sobre las mciroestructuras cristalinas metélicas en funcién de
la composicion quimica, asi como del efecto de la presién y la temperatura
(Askeland, Fulay & Wright, 2012). Los tres principales tipos de aceros inoxidables
utilizados en la industria son los martensiticos, ferriticos y austeniticos; nombres

derivados de la fase predominante a temperatura ambiente (Ibarra et al., 2010).

Un mayor contenido de cromo aumenta la resistencia a la corrosion, mientras que
contenido mayor de carbono aumenta la dureza (MIPSA, s.f.). La Figura 9

muestra dos diagramas de fase para los tipos de aceros.
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Figura 9 Diagrama de fases para los tipos de aceros: a) en funcién del contenido de cromo y
niquel; b) en funcién del contenido de cromo y carbono. (Alanis, 2011)

Existen diversos tipos de aceros inoxidables de acuerdo con su composicion en
cromo y no todos son adecuados para aplicaciones estructurales (Alanis, 2011,
(Ibarra et al., 2010). “En ciertas aleaciones de aceros inoxidables se disminuye
el contenido de carbono para evitar problemas de corrosién al momento de
aplicar soldadura” (Alanis, 2011). Conforme a la microestructura y composicion
guimica, hay cuatro tipos de aceros inoxidables: austeniticos, ferriticos,

martensiticos y tipo duplex.
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1.4.4.1 Aceros inoxidables austeniticos

La austenita es una disolucién soélida de carbono en hierro gama (Fey) con
estructura cristalina centrada en las caras (FCC), cuya maxima estabilidad fasica
alcanza los 1394 °C (Callister, 2012). Los aceros austeniticos contienen niquel
como segundo elemento principal de aleacion (después del cromo). El niquel se
utiliza para evitar que se transforme la austenita a otras estructuras cristalinas e
incluso la estabiliza a temperatura ambiente (Ibarra et al., 2010).

La serie AISI 300 (American Iron and Steel Institute) de aceros inoxidables
austeniticos (contenido de cromo entre 15 al 32 % y contenido de niquel del 8 al
37 %) se utilizan en la mayor parte de las aplicaciones de soldadura (Ibarra et al.,
2010). Estos poseen elevada resistencia a la corrosion en distintos ambientes
corrosivos, aunque son vulnerables al agrietamiento por corrosion bajo esfuerzo
(SCC o stress corrosion cracking) en ambientes clorados. La plasticidad de la
estructura austenitica en los aceros inoxidables aporta tenacidad y excelente
resistencia al impacto a temperaturas criogénicas (lbarra et al., 2010). La Figura
10 muestra una fotografia tomada en microscopio Optico de un acero inoxidable

austenitico.
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Figura 10. Micrografia de un acero inoxidable austenitico mediante microscopia. (Sidorovas,
Cedefio, & Rodriguez, 2014)

1.4.4.2 Aceros inoxidables ferriticos

La ferrita es una estructura cristalina centrada en el cuerpo (BCC) con hierro alfa
(Feq) (Callister, 2012). Este tipo de aleaciones se caracterizan por poseer una

estructura ferritica a cualquier temperatura ya que no presentan transformacién
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de ferrita a austenita durante el calentamiento ni transformacion martensitica en
el enfriamiento (Ibarra et al., 2010). Por esta razén no hay posibilidad de cambios
de fase. Son conocidos como los “aceros inoxidables de cromo directo”, el
contenido de cromo varia entre 10.5 al 30%, y con bajos contenidos de carbono
(MIPSA, s.f.).

De acuerdo con Alanis (2011), en este tipo de microestructura, la soldabilidad es
mayor que en los grados martensiticos pero menor que los grados austeniticos.
Los aceros con menor contenido de cromo (10,5%) se denominan “inoxidables al
agua”, pues no resisten sostenidamente medios mas agresivos (Ibarra et al.,

2010). La Figura 11 muestra una estructura ferritica.

Figura 11. Estructura ferritica de un acero inoxidable.

1.4.4.3 Aceros inoxidables martensiticos

La microestructura cristalina de la martensita es, segun Callister (2012),
estructura producida por el efecto de enfriamiento rapido hasta temperatura
ambiente de un acero austenitico dificultando la difusion de su contenido de
carbono. Segun Ibarra y colaboradores (2010), éstos fueron los primeros aceros
inoxidables desarrollados comercialmente (para usos cotidianos como la
fabricacion de cuchillos) y tienen contenido relativamente alto del carbono (0,1 a
1,2%) comparado a otros aceros inoxidables. Los aceros de este grupo no

contienen mas de 14 % de cromo (lbarra et al., 2010).
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Estos no contienen niquel, presentan moderada resistencia a la corrosion, baja
soldabilidad variando el contenido de carbono y poseen excelente resistencia
mecanica (lbarra et al., 2010). La Figura 12 muestra una estructura martensitica.
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Figura 12. Micrografia de una estructura martensitica de un acero inoxidable. (Alanis, 2011)
1.4.4.4 Aceros inoxidables tipo Duplex

Son aleaciones de acero con cromo, molibdeno y una cantidad determinada de
estabilizadores de austenita como niquel y nitrégeno para lograr el balance
deseado entre fases ferriticas y austeniticas, de ahi la designacion “duplex”; el
nitrogeno aumenta el limite de fluencia y reduce la velocidad de la formacién de
compuestos intermetélicos fragiles (Leffler, 1996). EI molibdeno mejora la

resistencia a la corrosion por picadura y rendija (Ibarra et al., 2010).

Los aceros duplex (o ferritico-austeniticos) se caracterizan por su alta resistencia,
buena tenacidad, muy buena resistencia a la corrosion en general y excelente
resistencia al agrietamiento por corrosion bajo tension y fatiga por corrosion en
particular (ASM International, 2000).

Este tipo de aceros componen muchos sistemas de flujo o almacenamiento tales
como: tanques de agua caliente en las cervecerias, torres de almacenamiento de
celulosa en el industria de papel, tanques para almacenamiento de quimicos en
la industria de procesos quimicos, tanques en la industria gasifera, asi como
ductos petroliferos o tuberias sumergidas en ambientes hiperconcentrados en
sales (Leffler, 1996). La Figura 13 muestra una estructura duplex reportada por
Alanis en el 2011.
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Figura 13. Micrografia de un acero inoxidable Duplex.
1.5 Técnicas electroquimicas para el estudio de MIC
1.5.1 Generalidades

Actualmente la corrosion microbiolégica puede ser evaluada por métodos
electroquimicos bastante ventajosos, estas técnicas pueden ofrecer datos de
forma rapida, confiable y no necesariamente se tiene que dafar la muestra
metdlica para la obtencion de resultados (Meas, LOopez, Rodriguez, Avila &
Genesca, 1991).

De acuerdo con Medina y colaboradores (2009), algunas de las técnicas

electroquimicas para evaluar la corrosidon microbiolégica son:

e Potencial de circuito abierto (OCP). Técnica sin perturbacion y solo

monitorea el potencial del electrodo de trabajo respecto a la referencia.

e Resistencia a la polarizacion lineal (LPR), técnica de campo bajo que no

es destructiva y es de corriente directa.

e Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), técnica de campo
bajo que monitorea la interfase metal/electrolito, no es destructiva y es de

corriente alterna.
1.5.2 Potencial de circuito abierto (OCP)

Es preciso mencionar que antes de realizar las pruebas electroquimicas de
imposicién de voltaje en estado estacionario (como LPR y EIS) es necesario

conocer el potencial de corrosion (Ecorr) 0 potencial de circuito abierto (OCP, por
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sus siglas en inglés) del metal con la finalidad de ubicar el E (potencial) en un
electrodo de trabajo respecto a una referencia cuando no existe corriente o
potencial en la celda (Sahrani, Nawawi, Usup & Ahmad, 2014). Se dice que la
medicion del OCP es “potenciométrica” ya que estd basada en la medicion del E

de corrosion (BASI, s.f).

La medicién del Ecorr €S respecto al tiempo, por lo que un potencial positivo es
termodinamicamente estable (menos tendencia a corroerse), mientras que el
potencial mas negativo se considera termodinamicamente inestable y propenso

a la corrosioén (Riskin & Khentov, 2019).

La magnitud y signo del Ecor depende del metal, la composicion del medio,
temperatura, condiciones hidrodinamicas, pH, etc. (Medina et al., 2009). En la
practica resulta ser una prueba muy sencilla de realizar, su desventaja radica en

gue no determina valores y cambios en velocidades de corrosion.
1.5.3 Resistencia ala polarizacién (LPR)

Esta técnica se basa en obtener el valor de la resistencia a la polarizacion (Rp)
del metal, no es destructiva ya que es de campo bajo, es decir, el voltaje aplicado
es pequefo. Generalmente se trabaja con perturbaciones de hasta 0.03 V pero
muchos estudios en corrosion utilizan 0.01 V y con velocidades de barrido de
0.166 mV/s establecidos por las normas ASTM, aunque muchos estudios
mencionan que con 1 mV/s se puede trabajar sin afectar el valor de Rp y Vcorr
(Roberge, 2008).

Una LPR es una curva de polarizaciéon, ya que habra una direccion catédica y
una anddica (Medina et al., 2009). Como el potencial aplicado (sobrepotencial)
es muy cercano al Ecor, la densidad de corriente se comportara lineal; existe
linealidad en el grafico de E contra Log i (densidad de corriente), por lo que aplica

la ecuacion de la recta y=mx+b o E=zmLogi + b, donde la pendiente es:

- AE
=220 -=Rp Ecuacion 1
Xy—X1 ALogi

m
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Donde la diferencia entre los puntos de potencial y corriente divididos da como
resultado la resistencia a la polarizacion, Rp dada en ohms (Q). Esto aplica a
procesos activacionales y de corrosion uniforme y se menciona que entre los 118-
120 mV (Rodriguez-Gémez, 2016; Jones, 1996) hay linealidad tanto en la zona
anddica como en la catoédica. La Figura 14 muestra un gréfico de Rp.

OXIDACION ~
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[]
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Figura 14. Gréafico de LPR donde se muestra la linealidad a bajos sobrepotenciales y la obtencion
de Rp por la pendiente; la zona anddica superior y la zona catédica al inferior.

Al obtener el valor de Rp, la relacion existente entre este y la icor (densidad de

corriente de corrosion) esta dada por:

, B
lecorr = E Ecuacion 2

donde “B” es la constante de Stern y Geary, dada por:

bg*b,

= Ecuacién 3
2.303(bg+b,)

Que se obtiene experimentalmente calculando tanto la pendiente anddica como
la catédica; y para pendientes anddicas y catddicas iguales a0.12 V, la constante
B=0.026 V, por lo que:

. 0.026 V B
lcorr — T Ecuacion 4
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Al obtener el valor de Rp de la expresion anterior, se obtiene la densidad de
corriente de corrosion (icorr) y subsecuentemente se puede calcular la velocidad

de corrosion o Veorr.

Una consideracion muy importante es que no se debe concluir mediante graficos
de LPR sobre la cinética de una reaccion ya que esos graficos aportan valores
eléctricos, es necesario incluir la parte electroquimica explicada por la férmula de
Stern y Geary para poder obtener la icor y posteriormente Vcor. Si €n la zona
anodica aparece un proceso de pasivacion (donde la ia tiende a 0), se
consideraria trazar solo la parte catddica y a partir de ese trazo obtener la icor

mediante:

. b
l = — Ecuacién 5
CorT — 2.303Rp

Donde “b¢” es la pendiente de Tafel catédica dada en V y “Rp” es la resistencia a
la polarizacion obtenida en una resistencia a la polarizacion lineal dada en Q. Por
su parte, si en la curva catédica aparece una zona lineal mediada ic que tiende a
infinito, es decir, un proceso influenciado difusionalmente, la icor S€ Obtiene solo

trazando la tangente en la zona anddica mediante:

. bq
l = — Ecuacion 6
corT — 2.303Rp

1.5.4 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

Esta técnica esta caracterizada por ser de campo bajo, es decir, no es destructiva
y utiliza corriente alterna, por lo que la funcion gréafica sera de caracter sinusoidal
(Reece, s. f.). El potencial aplicado tiene una amplitud pequefia (polarizable en
el metal) que en la mayoria de los estudios es de 10 mV de la funcion sinusoidal,
la variable de entrada es el potencial: E=Easen (w+t); donde “E” es el potencial
dado en V, “Ea” es el potencial de amplitud, “w” es la frecuencia angular dado en

rad/s y “t” es el tiempo dado en s. La sefial de respuesta en corriente es: I=lasen
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(wt+@); donde

@” es el angulo de desplazamiento (Mendoza, Duran & Genesc4, 2012).

es la corriente en A (amperes), “la” es la corriente de amplitud y

Esta técnica permite conocer el valor de Rp con la ventaja de saber el valor de
Rsal (resistencia de la solucion) y la Re (resistencia de la transferencia de carga
en el metal), por lo que es més poderosa que la técnica de LPR que solo permite

conocer el valor de Rp sin considerar el de Rct y Rsol (Cottis & Turgoose , 1999).

El propdsito de esta técnica es monitorear la interfase metal/solucion por la
imposicién de potencial pequefio con frecuencia variable y es aplicable en el
campo de corrosion a metales con recubrimientos o pinturas (Galvan, 2004).
Ademas, otra ventaja que posee es que el sistema en estudio se lleva a un estado
pseudoestacionario, es decir, la perturbacion dada por la pequefa imposicion de

un potencial pequefio provoca que el sistema esté aproximado al equilibrio.

Al obtener los graficos en esta técnica, en el dominio del tiempo se pueden
obtener las impedancias (la resistencia equivalente en corriente alterna) a cada
valor de frecuencia, estos graficos toman el nombre de “espectros de
impedancia”. La impedancia es definida como la resistencia que opone el
conductor en un circuito de corriente alterna, por lo que la Ley de Ohm se
transforma a: E=IZ, siendo “Z” la impedancia del conductor medido en Q. De
acuerdo con las normativas, la amplitud de potencial que se recomienda aplicar
es de 0.01 V vs Ecorr € iIr de altas frecuencias a bajas, es decir, de 10,000 Hz a

0.01 Hz teniendo entre 6 y 7 décadas en magnitud.

Las respuestas que se obtienen al medir las impedancias a cada valor de

frecuencia son las siguientes:

e La impedancia real e imaginaria dada cada una en ohm (L), que son

nameros complejos, las expresiones para obtener cada impedancia son:
Zrear = |Z|cos® v Zimaginaria = |Z|send Ecuacién 7

e El médulo de impedancia |Z|, dado por:

Z|=AE/Al. 'Y el modulo de

impedancia del sistema a partir de la forma gréafica se obtiene por:
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— 2 2 .,
|Z| = \/Zreal + Zimaginaria Ecuacion 8

e Angulo de fase 0 expresado en radianes, el cual es: tan 0 = Zimaginaria/ Zreal.

Y el calculado a partir de la forma grafica:

0 = arctan —/=47472 Ecuacién 9

real
Las representaciones graficas que se pueden obtener mediante el estudio de la
espectroscopia de impedancia electroquimica son: diagramas de Nyquist
(Zimaginaria contra Zrea) y diagramas de Bode (médulo de impedancia y angulo de
fase dado en grados contra la frecuencia en escala logaritmica).

Los diagramas de Nyquist o diagramas de plano complejo son representaciones
graficas de Zimaginaria cONtra Zrea que muestran un espectro de impedancias a cada
valor de frecuencia, estas ilustraciones permiten conocer valores de Rp, Rsol Yy
Rct, considerando que a altas frecuencias se analiza la resistencia del electrolito
o peliculas y a bajas frecuencias del diagrama se analizan los procesos de
adsorcion, transferencia de carga y difusion; por lo que si en un estudio el objetivo
es monitorear el recubrimiento o pelicula protectora de un metal interesa el dato
de la resistencia de la pelicula a altas-medias frecuencias, en cambio, si se
monitorea el proceso de transferencia de carga el dato importante es el de la
resistencia a la transferencia de carga. La Figura 15 muestra el Diagrama de

Nyquist donde se muestran los valores de Rsoal, Rct Y Rp.

Z"(ohm em )
o

Ryor Z' (ohm em?) R+ Ry,

Rp

Figura 15. Diagrama de Nyquist (Zimaginaria VS Zreal; de altas a bajas frecuencias) de un proceso de
transferencia electrénica sencillo con su respectivo circuito eléctrico equivalente. Nétese que la
Rp engloba a Rsol Y Ret.
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Como se puede observar en la Figura 15, para obtener el valor de Rp es necesario
conocer tanto el de Rsol (encontrado a altas frecuencias) y el de Rct (a bajas
frecuencias), obtenidos esos valores, se suman para obtener Rp que puede ser
sustituido en la formula de Ve para calcular la velocidad. Asimismo, la
capacitancia (elemento del circuito que almacena carga eléctrica y asociada a la
doble capa electroquimica) puede ser calculada a partir de la frecuencia en la
cima de un diagrama de Nyquist mediante la siguiente formula:

1
w =
Cdl*Rp

Ecuacion 10

Donde “w” es la velocidad radial, “Cq” es la capacitancia de la doble capa, “Rp”
es la resistencia a la polarizacion. El circuito mostrado en la Figura 15 es un
circuito eléctrico equivalente el cual consta de un componente resistivo de la
solucion conectada en serie con uno resistivo que corresponde a la resistencia a
la trasferencia de carga que a su vez estad conectado paralelamente con un

capacitor de la doble capa.

Es necesario realizar un profundo analisis de lo que sucede en la interfase para
proponer un mecanismo de transferencia de corriente desde altas a bajas
frecuencias, para realizar eso es necesario contar con un grafico de Bode. El
diagrama de Bode (modulo de impedancia y angulo de fase contra el logaritmo
de la frecuencia) permite observar con mas detalle si el sistema estudiado
presenta procesos no encontrados en el diagrama de Nyquist. La Figura 16
muestra los dos diagramas de Bode derivados del diagrama de Nyquist mostrado

en la Figura 15.

2 et em)

Figura 16. Diagramas de Bode de: a) médulo de impedancia y b) &ngulo de fase del proceso de
transferencia de carga.
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De acuerdo con la Figura 16-a, se puede apreciar que a altas frecuencias se
puede obtener el valor de Rsol, y @ bajas frecuencias la suma de Rsol cOmo de Rct;
ademas, se observa un cambio de pendiente indicando que hay una constante
de tiempo en el sistema, que es atribuida al proceso de transferencia de carga.

Por su parte, en la Figura 16-b se puede observar que existe una proyeccion del
angulo de fase a frecuencias medias, indicando una sola constante de tiempo
encerrada en circulo rojo que corresponde a la transferencia de carga y que a su

vez se propone en el circuito eléctrico equivalente.

Es necesario tener en cuenta este grafico ya que al existir mas constantes de
tiempo indica que en el sistema se estan llevando otros procesos, tal es el caso
de la difusion de Warburg, la cual se puede percibir en el diagrama de Nyquist

gue se muestra en la Figura 17-a.

@
aumenta

;! b)

\
:

R, (R, +R,t-25°C,) R, +R,

Figura 17. Espectro de impedancia para un proceso de difusion de Warburg, a) diagrama de
Nyquist; b) diagrama de Bode.

Se puede observar en la Figura 17-a que a frecuencias medias-bajas no hay un
decaimiento del semicirculo sino que hay una proyeccién (con tendencia al
infinito) con aproximadamente 45°, indicando un proceso de difusion de Warburg,
si se extrapola la tendencia semicircular de la impedancia al eje de la Zrea S€
obtiene Rct + Rsol aunque es preciso sefialar que observando un diagrama de
Bode de un proceso se verian dos constantes de tiempo a frecuencias medias-
bajas para el prceso de Rct y a bajas frecuencias para el de difusion, tal como se

muestra en Figura 17-b encerrados en rojo.
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Los condensadores se por los iones frente al electrodo y los electrones (o su
deficiencia) en el electrodo forman un condensador conocido como “la doble capa
electroquimica” (Cottis & Turgoose , 1999). Una constante de tiempo es sefialada
cuando en un circuito equivalente existe un elemento resistivo conectado en
paralelo con uno capacitivo, se pueden apreciar en los diagramas de Bode de
angulo de fase contra la frecuencia ya que son elevaciones del espectro como
las sefialadas en los graficos anteriormente (Tait, 1994).

1.6 Técnicas microscopicas de alta resolucion
1.6.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

El Microscopio electronico de barrido SEM (Scanning Electron Microscopy), en
vez de utilizar un haz de luz como punto de enfoque, utiliza un haz de electrones
para formar una imagen ampliada de la superficie de un material, esta equipado
con diversos detectores como: detector de electrones secundarios para
imagenes de alta resolucion SEI (Secondary Electron Image), detector de
electrones retrodispersados para imagenes de composicion y topografia de la
superficie BEI (Backscattered Electron Image), y un detector de energia
dispersiva EDS (Energy Dispersive Spectrometer) que permite colectar los rayos
X generados por la muestra y realizar diversos analisis semicuantitativos y de

distribucion de elementos en superficies (Renau-Piqueras & Faura, s. f.).

Este equipo permite la observacion y caracterizacion superficial de solidos
inorganicos y organicos, aunque las aplicaciones del equipo son muy variadas y
van desde la industria petroquimica o la metalurgia hasta la medicina forense
(Pineda-Aguilar, 2014). Usualmente este tipo de microscopios tiene acoplados el
detector de energia dispersiva EDS, donde los rayos X generados debido al
bombardeo electronico previo permiten identificar los elementos presentes en la
caracterizacion, asi como establecer su concentracion porcentual en dicha
muestra capturada (Ipohorski & Bozzano, 2013). En la Figura 18 se muestra un

esquema de un MEB.

29



Filamento

Lentes
Electro-
Magnéticas

Bohinas de
Earrido

A la bomba
de vacio

Figura 18. Esquema de un microscopio electrénico de barrido. (Ubero, 2018)
1.7 Hipobtesis

El comportamiento electroquimico de un acero inoxidable AISI 304 esta
influenciado por la presencia de Pseudomonas stutzeri RPh9 en condiciones

aerobias en el proceso de corrosion y pasivacion.
1.8 Objetivos
1.8.1 Objetivo general

Caracterizar electroquimicamente la formacion de biopelicula de Pseudomonas
stutzeri RPh9 sobre un acero inoxidable para establecer su influencia en el

proceso de pasivacion y corrosion.
1.8.2 Objetivos especificos

e Determinar la formacion de una biopelicula de P. stutzeri RPh9 sobre acero
inoxidable mediante espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).
e  Elucidar un mecanismo de formacion de biopelicula y su influencia en el

proceso de pasivacion y corrosion.
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2. Materiales y métodos
2.1 Preparaciéon del medio marino Zobell

Se prepar6 1 L de medio marino Zobell utilizando 5 g de Bactopeptona (BD
Biosciences®), 1 g de extracto de levadura (MCD LAB®), 750 mL de agua de mar
natural extraida en la costa del estado de Baja California y 250 mL de agua
destilada. Posteriormente se esterilizo la mezcla a 121 °C por 30 minutos en una
autoclave Quadrant® E-015R.

2.2 Preparacién de electrodos de trabajo

Se prepararon dos electrodos de trabajo de acero inoxidable AISI 304, un
electrodo para la celda electroquimica “control” y el otro para la celda
electroquimica con la cepa RPh9 de Pseudomonas stutzeri. Cada electrodo se
mont6 en resina epdxica Comex® Kristalizer, con una superficie expuesta con
area de 3.75 cm?, la superficie fue pulida con lijas TENAZIT® con granulometria
de 120, 200, 300, 400, 600, 800, 1200 y 2000 granos por area de superficie.
Posteriormente, se procedio al lavado de la superficie con agua destilada y con

alcohol etilico a 97° Protec®.
2.3 Montaje de la celda electroquimica

Se esterilizaron las celdas electroquimicas en una autoclave Quadrant® E-015R.
Posteriormente, en una campana de flujo laminar Labtech® se esterilizaron bajo
rayos UV por 35 minutos, los electrodos de trabajo, de referencia de calomel
saturado (ECS) y de platino. Acto seguido, se introdujeron a cada celda 100 mL
de medio marino Zobell previamente esterilizado, un agitador magnético y los

electrodos de trabajo, referencia de ECS y de platino a cada celda.

Por consiguiente, se inocularon 1.3 mL de un pre-inéculo de Pseudomonas
stutzeri RPh9 para obtener una densidad éptica (DOeoo) inicial de 0.08 en una
celda electroquimica y cada sistema electroquimico fue sellado tanto con un
tapdn hermético y con papel parafilm marca PARAFILM “M”®, Cabe resaltar que

el volumen afadido de pre-cultivo bacteriano resulté del céalculo matematico en
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la Ecuacion (11) asi como de un pre-inéculo preparado un dia anterior al montaje
de la celda. Cada siete dias se realiz6 un recambio de medio marino Zobell para
mantener a la cepa bacteriana en fase exponencial de crecimiento (Zhou et al.,
2018)

D01 * V1 - DOZ * VZ Ecuacion 11
Donde DO es la densidad 6ptica inicial del pre-cultivo, V1 es el volumen requerido

para inocular el medio de cultivo dentro de la celda electroquimica, DO es la
densidad 6ptica inicial en la celda de corrosién y V2 es el volumen de la celda.

2.4 Evaluaciones electroquimicas

Después del montaje de las celdas electroquimicas, se procedio a las
evaluaciones electroquimicas diarias, por 21 dias y por triplicado del Potencial de
Circuito Abierto (OCP, por sus siglas en inglés) y de Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica (EIS). El monitoreo se realizé mediante un
potenciostato/galvanostato BioLogic® VSP300 USA. El software utilizado para el
andlisis de datos obtenidos fue EC-Lab® y el orden en que se programaron las
evaluaciones fue el siguiente: medicion de OCP y evaluacion de EIS (por

triplicado) en ambas celdas.
2.4.1 Evaluacion del potencial de circuito abierto (OCP)

La medicién del OCP de cada celda se evalu6 en un tiempo de estabilizacion de
25 minutos respecto al electrodo de calomel saturado (ECS), esto con la finalidad
de conocer el potencial de corrosion (Ecorr VS ECS) entre la especie electroactiva
(P. stutzeri RPh9) y el electrodo de acero inoxidable, y esta prueba fue previa a

cada medicién por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).
2.4.2 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

El andlisis de la interfase metal/solucion (acero/medio marino) se concreto
mediante la técnica de EIS. Previamente se analizé el OCP de cada de cada
sistema, pasados los 25 minutos de estabilizaciébn se programé la EIS en un

intervalo de frecuencias de 100,000 Hz a 0.01 Hz con una amplitud de voltaje de
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0.01 V y se tomaron 10 puntos por década de frecuencia donde resultaron 70
lecturas (Jialin et al., 2018).

2.5 Andlisis de los datos electroquimicos

Con los datos obtenidos de la técnica de OCP se procedi6 al analisis del potencial
de estabilizacion (0 Ecor Vs ECS) de los dos aceros inoxidables mediante un
gréfico de Ecorr contra el dia. Ademas, se obtuvieron los diagramas de Bode de la
técnica de EIS para el andlisis de constantes de tiempo, ademas, los valores de
Rct de los diagramas de Nyquist de la técnica de EIS se graficaron respecto al

dia, con la finalidad de observar la variacién de la resistencia a la trasferencia.

Asimismo, se obtuvieron los circuitos equivalentes para ambos sistemas
mediante un ajuste por x*> de los diagramas de Nyquist esto para explicar
fisicamente los procesos ocurridos en amos sistemas durante los 21 dias de

inmersion.
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3. Resultados y discusion
3.1 Evaluaciones electroquimicas
3.1.1 Monitoreo del potencial de circuito abierto (OCP)

Uno de los parametros electroquimicos mas sencillos de obtener es el potencial
a circuito abierto (OCP, por sus siglas en inglés), ya que conociendo el potencial
de corrosion del metal respecto a su medio contribuye como parametro predictivo
para estimar la estabilidad del sistema esto a través de su desplazamiento, en
funcion del tiempo, hacia regiones activas o nobles (Campechano, 2019).

Se midio el potencial de circuito abierto medido en 21 dias de inmersién en medio
Zobell, tanto para el sistema control como el sistema con Pseudomonas stutzeri

RPh9. El grafico se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. OCP para el sistema control y con P. stutzeri Rph9 a 21 dias de inmersion.

Para el sistema control (abiético), el potencial de corrosion mostré escasa
fluctuacién durante los 21 dias de inmersion, esto se sostuvo con un promedio
de potencial de estabilizacion de -0.48 +0.01 V (vs. ECS). Sin embargo, el
sistema con bacteria (sistema biotico) present6 notable variabilidad de potencial
desde el primer al cuarto dia, donde los valores de OCP tienden hacia la direccién

activa del metal. Lo anterior puede ser atribuido a la naturaleza reductora del
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medio debido a la actividad bacteriana y metabdlica presente (Starosvetsky et al.,
2008). Posteriormente se mantiene un potencial constante de -0.47 +0.01 V (vs.
ECS) entre los dias 5y 8. No obstante, se observo que la tendencia de potencial
de este sistema se revertio entre los dias 8 al 19.

El OCP cambié hacia la direccion noble (alejandose de la zona de activacion),
indicando pasivacion sobre la superficie metédlica. Dicho proceso ocurre
presumiblemente por la formacion de una biopelicula de P. Stutzeri RPh9y a la
adhesion de productos de corrosion que pasivan el metal (AlAbbas, Bhola, Spear,
Olson & Mishra, 2013). Finalmente, en los ultimos dos dias el proceso retomd
valores hacia la zona de activacion, es decir, el potencial se volvio mas negativo

mostrando nuevamente un proceso de disolucion metalica.

3.1.2 Evaluacién por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)
3.1.21 EIS-Nyquist sistema control

Los datos obtenidos respecto al analisis interfacial mediante EIS para el sistema
control (abidtico) se muestran en la Figura 20. Estos diagramas corresponden a

los espectros de impedancia o de Nyquist.
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Figura 20. Espectros de Nyquist del sistema control a 21 dias de inmersién: a) espectro total, b)
espectro magnificado en 150 kQ-cm?.

La causa por la cual se atribuye que en el sistema abidtico se presente
variabilidad en la Rct es debido a la accion electrolitica llevada principalmente por

los iones cloruro que provocan picaduras en la superficie metalica, las tendencias
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del Ecor, asi como los valores de Rct variables mostrados en el Cuadro VI se
correlacionan con el desarrollo de corrosion por picaduras (Velazquez et al.,
2015).

La fractura de la capa pasivante del acero origina un par galvanico cuya zona
anodica es la despasivacion superficial y el resto de la superficie es la zona
catddica (Bastidas & Zapico, 2014). En el interior de la picadura se crean zonas
anddicas debido al aumento en concentracion de iones que producen disolucién
metélica que conlleva a una aceleracién destructiva de la capa pasiva; como
consecuencia, se depositan cationes de hierro en forma de hidroxidos (AlAbbas
et al., 2013). La relacion entre Rcty el tiempo es mostrada en la Figura 21, el
efecto promovido por los iones del medio marino, principalmente cloruro,
provocan picaduras sobre la superficie del metal (disminuye Rcy) y la repasivacion

metalica.
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Figura 21. Grafico de la relacién de la resistencia a la transferencia de carga, Rct con respecto
al tiempo para el sistema control (medio abiético).
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3.1.2.2 EIS-Nyquist sistema con Pseudomonas stutzeri RPh9

Los datos conseguidos respecto al analisis interfacial mediante EIS del sistema
con P. stutzeri RPh9 (medio bidtico) se muestran en la Figura 22. Estos
diagramas corresponden a los espectros de impedancia o de Nyquist.
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Figura 22. Espectros de Nyquist para el sistema con P. stutzeri RPh9 a 21 dias de inmersion: a)
espectro total, b) espectro magnificado a 30 kQ-cm?.

14 160 ]

En el sistema con P. stutzeri RPh9 se puede observar que a medida que el tiempo
de inmersion aumenta los espectros de impedancias elevan su valor, a excepcion
de los primeros dos y el ultimo dia, donde se presentd disminucion del valor de
la Rct. El semicirculo con mayor didmetro fue el correspondiente al dia 20, cuyo
valor es 221.33 kQ-cm?. El aumento del valor de Rc, que es mostrado en el
Cuadro VII asi como en la Figura 23, es atribuido principalmente a la posible
formacion de biopeliculas de P. stutzeri RPh9 sobre la superficie metalica. Ciertas
zonas de la superficie al estar cubiertas por estos consorcios microbianos

provocan que la resistencia superficial del metal se eleve (Xu et al., 2017).

La formacion de biopelicula de P. stutzeri RPh9 perduré 20 dias de inmersién en
el medio marino, a juzgar por el aumento del valor de Rct (ver Figura 26). Esta
etapa de formacion consistié en una barrera de transferencia de masa tanto para
el oxigeno disuelto asi como los iones agresivos del medio marino (Zhou et al.,
2018).
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Posteriormente a la formacion del consorcio, la biopelicula consumié electrones
de las zonas anddicas del metal, estas particulas fueron liberadas por la
oxidacién del hierro elemental en la superficie del cupon sin la proteccion de una
capa de pasivacion debido a la escasez local de oxigeno disuelto, que fue
consumido por la biopelicula de la capa superior (Zhou et al., 2018; (Yuan et al.,
2008). Este efecto se observa en la Figura 23 como una disminucion de Rct en el
dia 21, lo que sugiere que la transferencia de carga entre la biopelicula y la

superficie del cupdn aumento6 (Usher, Kaksonen, Cole & Marney, 2014).
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Figura 23. Relacion R contra tiempo para el sistema con P. stutzeri RPh9 (medio bidtico).

3.1.2.3 EIS-Bode sistema control y con Pseudomonas stutzeri RPh9

Respecto a los datos obtenidos mediante los parametros de Bode, en la Figura

24 se observan los resultados tanto para el sistema control y con P. stutzeri RPh9

respectivamente.

El sistema control mostré que a altas frecuencias los valores de la resistencia de
la solucion (Rsol) para todos los tiempos de inmersion fueron similares (ver Figura
24-a). Ademas, a bajas frecuencias el modulo de impedancia (|Z|) presento
valores bastantes altos y variados, verificando asi los valores de impedancias del

diagrama de Nyquist control y los valores de Rct mostrados en la Figura 21.
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Figura 24. Diagrama de Bode de médulo de impedancia: a) sistema control, b) P. stutzeri RPh9.

Sin embargo, el sistema con P. stutzeri RPh9 mostré que a altas frecuencias el
valor de la resistencia de la solucion (Rsol) vario respecto al tiempo de inmersion.
Esto puede ser atribuido a la modificacion de la compaosicion idnica del medio por
la actividad microbiana (Jia, Yang, Xu & Gu, 2017; Yuan et al., 2008). Asimismo,
a bajas frecuencias se observa que también vario el valor del |Z| atribuido
primeramente a la pasivacion del metal por microorganismos, esto se comprueba

mediante el grafico de Nyquist de las figuras 22 y 23.

Ahora bien, en la figura 25 se muestran los resultados de Bode del angulo de

fase tanto para el sistema control y P. stutzeri RPh9 respectivamente.

El sistema control mostré en los tiempos de inmersion especificados
comportamiento similar representado por dos constantes de tiempo. A altas
frecuencias se observan angulos de fase atribuidos a la capa pasivante del acero
inoxidable, mientras que a bajas frecuencias se observa el proceso controlado

por transferencia de carga.
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Figura 25. Diagrama de Bode del angulo de fase: a) sistema control y b) P. stutzeri RPh9.

En cambio, el sistema con la cepa RPh9 de P. stutzeri demostré que existe un
proceso adicional a los mostrados en el control (ver Figura 25-b). Es notable la
existencia de comportamientos representados por tres constantes de tiempo: a
medianas frecuencias una capa pasivante atribuida presumiblemente a la
formacion de una biopelicula de P. stutzeri RPh9, seguida de la pelicula pasivante
de 6xido de cromo, y finalmente, a bajas frecuencias, se visualiza el proceso de
transferencia de carga del propio acero. En este ultimo se puede observar la

variacion de este valor respecto al tiempo.
3.1.3 Circuitos eléctricos equivalentes (CEE) por ajuste de EIS

Los datos obtenidos por la técnica de EIS se ajustaron mediante el método de
iteracion Simplex, con la finalidad de obtener los diagramas de Nyquist y Bode
ajustados, asi como los circuitos eléctricos equivalentes (CEE, previamente

propuestos) y sus respectivos valores cuantitativos.

40



3.1.3.1 CEE del sistema control

Para el sistema control (abi6tico), en el Cuadro VI se ilustran los datos obtenidos
mediante el ajuste para la obtencion del circuito equivalente que es mostrado en

la Figura 26.

Cuadro VI. Parametros obtenidos mediante método Simplex para la obtencién de circuito
equivalente del sistema control, X?= 0.01779.

Dia  Rsol Qpei Rper Cent Ret

(Qecm?) (kQecm?)  (uFecm?) (kQecm?)

1 39.3408 0.7157 7.5581 0.1858 1424.64
2 40.5312 0.7266 7.9598 0.2186 2121.6
3 394224 0.7218 8.0371 0.2373 2132.64
4 40.1520 0.7237 6.9710 0.2377 2061.6
5 37.8864 0.7073 9.3883 0.2127 747.36
6 38.8704 0.7227 8.9338 0.2548 1458.72
7 39.2016 0.7214 8.7413 0.2438 1397.28
8 38.6331 0.8558 4.3685 0.2368 361.968
9 37.8528 0.7075 6.8409 0.2183 1775.52
10 38.3376 0.7076 7.7424 0.2406 1683.84
11 36.4704 0.7078 6.7622 0.2317 2164.8
12 35.4672 0.7077 7.8000 0.2396 1959.36
13 349776 0.6763 9.0384 0.1512 104.262
14 35.3994 0.6960 8.1461 0.1814 368.299
15 31.4230 0.7038 7.6656 0.2679 1274.4
16 31.4227 0.7023 6.5453 0.2729 1304.688
17 30.6564 0.7004 6.7406 0.2706 1357.92
18 30.4416 0.7001 6.7267 0.2733 1603.2
19 30.4128 0.6988 5.5426 0.2988 1419.36
20 30.8256 0.7007 5.4696 0.2900 1385.76
21 30.1200 0.6997 5.5176 0.2950 1456.8

El CEE del sistema control esta conformado por cinco elementos: “Rso/”,
resistencia en la solucidon; “Qpe”, capacitancia de pelicula pasiva; “Rpel”,
resistencia de pelicula pasiva; “CepL”, capacitancia de doble capa electroquimica
y “Rct’, resistencia a la transferencia de carga. Ademas, en la Figura 26 se

observan las tres secciones que identifican fisicamente la interfases, estas son:
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la solucién (medio marino Zobell en condiciones abiéticas), la pelicula pasiva

(Cr203) y la interfase metal/solucion.

n Pelicula Cr.03 Metal
Figura 26. Circuito eléctrico equivalente para el sistema control (medio abibtico).

Cuando el acero inoxidable AISI 304 estd inmerso en medio Zobell en
condiciones abidticas, esta sujeto a corrosion por picaduras llevada a cabo por
los iones cloruro presentes en el medio Zobell (Bastidas & Zapico, 2014). Existen
varios factores que influyen en la iniciacion de la picadura, estos son: la
microestructura, la composicién y el pretratamiento superficial de la capa pasiva,
asi como la presencia de iones agresivos como cloruros, bromuros y sulfatos
(Kopeliovich, 2015; Alvarez & Galvele, 2010).

Las reacciones electroquimicas que se llevan a cabo desarrollan un mecanismo
en donde la especie reductora se encuentra con diversas resistencias que limitan
su trayectoria hacia la superficie metalica e impiden tomar los electrones para
reducirse. Tanto para el sistema control y con P. stutzeri RPh9, las reacciones

electroquimicas son las siguientes:

., , 4 Ecuacion 12
Reaccion andédica Fe — Fe?" + 2e-

Reaccion catédica Oz + HO +4 e — 40H" Ecuacion 13

Para ambos sistemas (control y con P. stutzeri RPh9) se asume que la reaccién
de reduccion es la del oxigeno disuelto, ya que este gas estuvo presente en cada
sistema. Se ha reportado que P. stutzeri puede crecer bien bajo condiciones de

oxigeno atmosférico (Lalucat et al., 2006).
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La especie que se reducird en la superficie metalica se encontrard a su paso con
la primera resistencia que es la del medio electrolitico. Respecto al medio control,
esta resistencia es representada por el medio Zobell mar (Rsol), €n esta seccion
el oxigeno disuelto difunde desde el seno de la solucidon hacia la fuente
expedidora de electrones (superficie metélica). Posterior a la Rsa, el O2 se
encuentra con una capa pasivante metalica de Cr203, esta capa también ofrece
una resistencia (Rpel). La pelicula pasiva sefialada en la Figura 29 es de caracter
compacto pero no es estable ni homogénea totalmente. Es por eso que se
propuso un elemento de fase constante (Qpe) dado que corrige este tipo de
irregularidades en la superficie, asimismo representa la capacitancia de esta
capa pasiva (Hirschorn et al., 2010).

Finalmente, cuando el O, alcanza la superficie metalica, toma los electrones
cedidos por la zona catodica y se reduce, dando con ello el proceso por control
de transferencia de carga. Sin embargo, en este proceso existe una pequeia
resistencia metalica la cual se denomina R, ademas estd acompafada por una
capacitancia de la doble capa electroquimica. Este ultimo elemento es donde se

acumulan cargas positivas y negativas entre la superficie metalica.

Para complementar lo anterior, el proceso de corrosion por picaduras en el
sistema control comienza por una despasivacion de un area metalica. Una zona
del metal se vuelve anddica formandose un pozo, mientras que el resto de la
superficie se convierte en catodo (Kopeliovich, 2015). Cabe resaltar que, para
gue ocurra este proceso, fue condicion la presencia de un defecto superficial en
el metal (Salam, Makhlouf & Botello, 2018). Posteriormente, sucede un proceso
autocatalitico del metal, donde la oxidacion metdlica origina acidez, lo que
provoca un gradiente de concentracion y electromigracion o difusion de los iones

cloruro hacia el pozo (Bastidas y Zapico, 2014; Alvarez y Galvele, 2010).

Por consiguiente, los iones hierro (Fe?*) en el pozo proporcionan un exceso local
de carga positiva que atrae iones cloruro (CI") para producir neutralidad de carga

0 elecroneutralidad (Taylor & Marcus, 2015). La picadura contiene una alta
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concentracion de compuestos metalicos halogenados que al reaccionar con agua
pueden inducir la formacién de &cido clorhidrico (HCI), hidréxido metalico e iones
H*, que a la larga evoluciona en hidrégeno gaseoso (H2) acelerando el proceso
de corrosion. Ademas, en el pozo la concentracion de oxigeno es nula y todas
las reacciones catodicas solo ocurren en la zona catdédica (Kopeliovich, 2015). La
constante reaccion autocatalitica, sumada con la presencia de iones cloruro,
provocan repetidas reactivaciones en la superficie metalica. Lo anterior se ilustra

en la Figura 24 como un descenso y aumento repetido de la R¢tvs tiempo.
3.1.3.2 CEE del sistema con Pseudomonas stutzeri RPh9

Los datos obtenidos del ajuste con la cepa RPh9 de P. stutzeri se ilustran en el
Cuadro VII.

Cuadro VII. Parametros obtenidos mediante ajuste por el método Simplex para la obtencion del
circuito equivalente del sistema con la cepa RPh9 de P. stutzeri, X?= 0.01401.

Rsol Cbiopel Rbiopel Rpel CEDL Rct
Dia (Qecm?) (uecm?) (kQecm?) Qpe (kQecm?) (UFecm?) (kQecm?)

1 278818 0.0798 0.0151 0.6220  8.0813 0.0157 8.3606
2 310862 0.1150 8.4E-05 0.4476  2.3841 0.0386 12.1655
3 269799 0.1527  0.0551 0.4138 0.0393 0.8413 11.0111
4  26.4419 0.1104 0.0943 0.2861 0.0734 1.1905 6.7181
5 7.0979 4.7674 0.0015 0.7576  0.2067 1.5743 6.3438
6 29.3614 0.1624  0.0210 0.4751  0.0293 0.6189 6.6666
7 34.0691 0.1046  0.0872 0.4610 0.0452 0.7017 8.1731
8 34.4251 0.1063  0.1108 0.4338 0.0572 0.8014 8.2815
9 33.7922 0.0767  0.0586 0.4304 0.2815 0.4374 9.3209
10 34.1878 0.0801 0.0656 0.4158 0.3375 0.3774 17.7505
11  41.4351 0.0778 0.1006 0.4058  0.4996 0.3121 12.8879
12 38.2387 0.0503 0.0667 0.4275  0.4705 0.1033 19.5086
13  40.5332 0.0431  0.1438 0.3609 0.6715 0.0609 28.0243
14  16.1167 1.2351  0.0048 0.7767  0.4049 0.0965 24.9576
15 47.9942 0.0409 0.3339 0.3456 0.1876 0.1283 31.4526
16  48.5559 0.0370 0.2882 0.4051 0.1764 0.0848 29.9145
17  22.1536 0.6153 0.0081 0.8706  0.0003 0.0063 36.3390
18 62.6630 0.0204 0.1712 0.5198 11.9455 0.0019 62.4945
19 70.5671 0.0085 0.2562 0.4815 2.8760 0.0056 85.6893
20 66.7298 0.0148 0.6873 0.3910 4.2662 0.0236 221.3327
21 63.4938 0.0166  0.8585 0.4436  0.0201 0.0139 157.2629
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Respecto al sistema con P. stutzeri RPh9 (biético), en la Figura 27 se observan
siete elementos, estos son: “Rso” resistencia de la solucion, “Cuiope” Capacitancia
de la biopelicula, “Ruiope’” €S la resistencia de la biopelicula, y el resto de los
elementos adoptan la misma identidad a los mostrados en la Figura 26. También,
en la Figura 27 se observan cuatro secciones que sefialan fisicamente las
divisiones en la interfase metal/solucién, estos componentes son: la solucion
(compuesta de medio Zobell al 75% de agua de mar estéril y P. stutzeri RPh9),

la pelicula pasiva y la superficie metalica.

Figura 27. Circuito eléctrico equivalente para el sistema con P. stutzeri RPh9 (medio bidtico).

De modo similar al sistema control, cuando el acero inoxidable AISI 304 esta
inmerso en medio Zobell en condiciones bidticas, esta sujeto a corrosion inducida
microbiolégicamente (MIC, por sus siglas en inglés), que ocasiona picaduras
(Kakooei, Che, & Ariwahjoedi, 2012; Medina et al., 2009).

Para este sistema, la especie que se reducira en la superficie metalica primero,
luego se encontrara con la resistencia de la solucion (Rso), compuesta por el
medio Zobell y bacterias plancténicas. Posteriormente, el Oz se encuentra con un
elemento resistivo atribuido a una biopelicula (Ruiopel) junto con una capacitancia
(Coiopel)- El paso del oxigeno disuelto, Oz, a través del consorcio microbiano puede

variar dependiendo del tamafio y composicion puntual de la biopelicula ya que
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los microorganismos no tienden a formar consorcios de igual tamafio y proporcion
(Farinati, 2015).

Dado que se ha propuesto en numerosas investigaciones que P. stutzeri forma
biopeliculas con fronteras difusas o asimétricas (Lalucat et al., 2006), por lo que
limita el paso del compuesto oxidante (O2) en la biopelicula, es que este proceso
limitante puede ser el que controle la llegada del O a la superficie del acero
inoxidable para reducirse. Esta molécula difundiria a través de los canales
acuaticos de la biopelicula hasta poder encontrarse en la zona interfasica, pero
a su paso se encontraria tanto con células bacterianas como compuestos de
caracter organico e inorganico excretados por P. stutzeri, asi como los iones de

hierro producidos por la reaccion anddica (Ramos, 2008).

Todo ese impedimento ocasiona que los valores de la R¢ sean
considerablemente mas bajos a los mostrados por el sistema control, ya que la
corrosion ocasionada por los consorcios bacterianos es mas critica que la

corrosion por picaduras dada en el sistema control.

Finalmente, cuando el O2 llega a la interfase metal/solucion ocurririan dos formas
de contacto en la zona catddica: la que esta libre de biopeliculas bacterianas o la
gue esta impedida por el consorcio; esta Ultima es el paso limitante, pues el Oz
difundiria por todo un “paquete” de “obstaculos” antes mencionados para llegar a
la zona de reduccion. Cuando ocurre la reduccion mediante la reaccion catodica
propuesta en la Ecuacion 13, este compuesto se encuentra tanto con la
resistencia a la transferencia de carga (Rct) asi como la capacitancia de la doble

capa electroquimica (CepL).

Cabe afnadir que la morfologia de la superficie donde se reduciria el Oz no es
planar en su totalidad debido a las rugosidades superficiales ocasionadas por las
bacterias en la pasivacion metalica. Respecto a la parte anddica, localmente la
picadura estaria compuesta en su interior por iones H*, que como menciona

Kopeliovich (2015), la zona proporcionaria iones de hierro que directamente
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difundirian hacia la pelicula de bacterias, pero también directamente hacia el
seno de la solucion, pues las biopeliculas no cubren en su totalidad la superficie
metalica (Farinati, 2015).

Desde la perspectiva bacteriana, la interfase biopelicula/metal no tiene la misma
composicion quimica que la interfase biopelicula/solucion debido a que la
aireacion no es la misma (Farinati, 2015; Jamal y Andleeb, 2015). Las bacterias
adicionadas sobre la superficie metalica estdn en condiciones anaerdébicas, es
decir, no hay presencia de O en esa zona y el metabolismo esta obligado a la
utilizacion de componentes inorganicos para su reduccion. Se propone que iones
Fe?* son los Ultimos aceptores electrénicos, por lo que el metabolismo es

oxidante del hierro.

Hay que mencionar que la arquitectura de una biopelicula estd basada en
diversas condiciones hidrodinamicas, de concentracion de nutrientes, motilidad
bacteriana, comunicacion celular, presencia de exopolisacaridos (EPS) y
proteinas en la biopelicula (Flemming & Wingender, 2018). La formacion de una
biopelicula es un proceso muy complejo, en el cual los microorganismos se
transforman del modo plancténico al sésil (Okada et al., 2005). También, la
formacion de biopeliculas depende de la expresion de genes especificos que

guian al establecimiento de la biopelicula (Farinati, 2015; Okada, 2005).

El proceso comienza con la adherencia a una superficie inerte o viva, formacion
de microcolonia, formacion tridimensional de la estructura del consorcio, la
formacion de biopeliculas, maduracion y desprendimiento celular (ver Figura 28)
(Flemming y Wingender, 2018; Jamal y Andleeb, 2015).
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Liquidos Corriente hidrodinamica

Adhesion Colonizacién Formacion microcolonias
Quorum sensing
Cambios fenotipicos
Acrecion o unién de otras
bacterias

Maduracién Dispersion

Figura 28. Mecanismo de formacién de una biopelicula bacteriana. (Farinati, 2015)

Para la formacion de biopeliculas en superficie sélida, la interfase liquida puede
proporcionar un entorno ideal para que microorganismos formen biopeliculas. La
presencia de estructuras locomotoras en superficies celulares tales como:
flagelos, pilis, fimbrias, proteinas o polisacaridos, proporcionan una ventaja en la
formacion de biopeliculas en una comunidad bacteriana mixta (Donlan &
Costerton, 2002).

Posteriormente procede la formacién de microcolonias, la multiplicacion de
bacterias en la biopelicula comienza con sefales quimicas, es decir, el
mecanismo genético de produccidn de exopolisacaridos y se activan las
divisiones celulares que tienen lugar en las EPS (Jamal y Andleeb, 2015). Acto
seguido, tiene lugar la expresion de ciertos genes relacionados a este fenbmeno,
genes necesarios para la produccion de EPS, que dan soporte y actividad al
consorcio, esta estructura da formacion de canales de agua para transporte de
nutrientes (Jamal y Andleeb, 2015). Se ha propuesto que esos canales de agua
son sistemas circulatorios, distribuyendo diferentes nutrientes y la eliminacién de

materiales de desecho de las comunidades bacterianas (Farinati, 2015).

Por ultimo, acontece la dispersion de células, ocurre por el desprendimiento de
células nuevas o por dispersion de agregados debido a efectos de flujo,

especificamente, las enzimas causan la digestion de alginato (acido D-manurico
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y acido L-gulurénico, expolisacarido de adherencia a superficies) (Jamal y
Andleeb, 2015).

Se ha sugerido que el proceso de formacién de biopeliculas esta controlado por
compuestos reguladores denominados, en conjunto, “‘quorum sensing” (Farinati,
2015). Es un mecanismo de regulaciéon dependiente de la acumulacién, en el
medio ambiente, de una molécula sefial autoinductora que permite a las bacterias

establecerse densamente o formar consorcios microbianos.

Se ha encontrado que en bacterias Gram positivas esas sustancias
autoinductoras son péptidos como el RIP (RNA Il Inhibiting Peptide) mientras
gue en Gram negativas es la acilhomoserina lactona (Farinati, 2015; Gov et al.,
2001). La morfologia de una biopelicula es parecida a la de un bosque microbiano
cuya fase interna estd compuesta de canales de entrada y salida de fluidos EPS

y agua los cuales fungen como canalizadores (ver Figura 29).
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Figura 29. Perspectiva lateral de una biopelicula bacteriana donde se aprecian los canales de
flujo de EPS, agua y nutrientes. (Farinati, 2015)
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4. Conclusiones

La resistencia a la corrosion expuesta por el sistema control o abiotico present6
variabilidad en los valores de impedancia atribuidos a la actividad de corrosion
del acero inoxidable provocada por el medio electrolitico, concretamente, el
medio de agua de mar Zobell principalmente atribuido a los iones agresivos

cloruro, que son generadores de picaduras.

Respecto al sistema biético con Pseudomonas stutzeri RPh9, la resistencia a la
corrosion del acero inoxidable expuesto a este microorganismo medido mediante

EIS, aumentd a medida que el tiempo de inmersion aumentaba.

El incremento de resistencia a la corrosion del acero inoxidable, en presencia de
Pseudomonas stutzeri RPh9 se atribuye a la formacion de una biopelicula sobre

la superficie del metal.

La formacion de biopelicula de la cepa RPh9 de P. stutzeri propicié un ambiente
de proteccion en ciertos lapsos de tiempo. Sin embargo, posteriormente, existio
una disminucion de la resistencia a la corrosion medida por EIS, a la actividad

organocatalitica de la biopelicula sobre el metal.

50



5. Recomendaciones

Para proyectos consecuentes a este trabajo de investigacion se propone estudiar
y analizar mediante microscopia electronica de barrido y de epi-fluorescencia la
superficie metélica en medio abiotico y bidtico. Estos andlisis superficiales con
técnicas avanzadas permitirdn verificar los hallazgos electroquimicos. Ademas,
se propone que se realicen mas evaluaciones electroquimicas de corrosién como
polarizaciones lineales en cada dia de inmersibn y una polarizacion
potenciodindmica al final del tiempo de inmersion acordado para analizar tanto el
potencial y corriente de corrosién, las pendientes anddicas y catddicas y la
velocidad de corrosion. También se propone medir el pH cuando se realicen los
recambios de medio para analizar la acidez del medio asi como el potencial a un

tiempo dado.
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6. Plan de difusién

El presente trabajo se expuso en modalidad de cartel dentro del marco de
actividades del Primer Congreso Internacional de Ciencias Quimico Biolégicas
en el Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad Auténoma de Ciudad
Juérez, en la Figura 30 se muestra el cartel y en la Figura 31 se muestra la

constancia de participacion.

INFLUENCIA DE LA CEPA PSEUDOMONAS STUTZERI EN EL PROCESO DE
CORROSION DE UNA ALEACION DE ACERO INOXIDABLE INMERSO EN [CB
MEDIO MARINO
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(4.3 INTRODUCCION & RESULTADOS

* La corrosion es el proceso destructivo de un metal por una reaccion Figura 3. Diagrama de OCP para |a celda con A, stutzeri y control.
electroquimica con su entorne [1].

* La capacidad inoxidable de un atero se debe a la capadidad de formar una - wasuars
pelicula adherente, compacta y estable de éxido de cromo (€04, la cual -
protege el metal ante un ambiente oxidante [2]. 7

+ En ambientes marinos, a parte de la corrosion incrganica, se ha reportado Ia u
particigacion de microorganismos capaces de iniciar o acelerar la corrosién k4
debido a metabolitos corrosivos [31. Este fendmeno es conocido como B
“corrosion inducida microbiologicamente” (MIC) [41. 8 | S

* Pseudomonas stutzeri &5 una bacteria ampliamente distribuida, Gram negativa
no esporulada, aerébica y movil [5]. M T i rswnanw EEE]
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@ CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

+ Las pruebas de EIS mostraron que en el sistema control la R, presentd valores muy
altos de impedancia respecto a los del sistema con P. stutzeri, sin embargo, se
presentd varizbilidad en |a Ry, atribuida a la actividad de corrosidn del acero.

+ Respecto 3l sistema con P. stutzeri, 13 R,, mostrd variabilidad atribuida a Ia formacidn
de una biopelicula sobre la superficie del metal, dicha formacién propicié un ambients
de protectién debido al aumento de Ry y, posteriorments, una disminucion de Ry

E atribuide a la actividad metabdlica de la biopelicula sobre el metal.
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