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Resumen

Titulo: Evaluacion del Efecto de las Bacterias Sulfato Reductoras en la Corrosion del Acero N-80
Empleando Técnicas Electroquimicas”

Autores: Castellanos Rivera, Maria Paula; Porras Lozada, Juan Felipe™

Palabras clave: SRB, MIC, OCP, Rp, EIS, SEM-EDS.

Descripcion: Los aceros al carbono de baja aleacion tienen una gran aplicacion en la industria del
petréleo y gas. Por lo tanto, se evaluo el efecto de un consorcio de Bacterias Sulfato Reductoras,
en la corrosion del acero al carbono N-80, a partir de la aplicacion de las siguientes técnicas
electroquimicas: Potencial de Circuito Abierto, Resistencia a la Polarizacion y Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica.

La evaluacion y el comportamiento electroquimico se llevaron a cabo en una muestra de acero N-
80 en condiciones bidticas y abidticas durante 21 dias cada una. Como medio electrolitico se utilizo
medio de crecimiento con la concentracion de cloruros de un campo de produccion de petréleo. Se
considerd la formacion de sulfuros como indicador de crecimiento bacteriano y su influencia en la
formacion de productos de corrosion. El andlisis de las muestras a partir de Microscopia
Electronica de Barrido, permitié observar detalladamente la formacion de una biopelicula
compuesta por Sustancia Polimérica Extracelular, asi como las bacterias adheridas a una capa
porosa de productos de corrosion y el dafio con morfologia de picadura diferente al asociado al
proceso de corrosion abiotico. La Espectroscopia de Energia Dispersiva, revel6 una composicién
elemental mixta entre compuestos organicos, fosfuros, cloruros, sulfuros y éxidos con el hierro.

Por altimo, a partir de las técnicas electroquimicas se compararon los cambios en la cualidad redox
de la interface medio de cultivo-superficie metalica por medio de sus valores de PCA. Ademas, la
EIE permiti6 detallar en tiempo real el paso de un mecanismo de corrosion controlado por
transferencia de carga a uno por difusién y junto con la Resistencia a la Polarizacion, la
disminucion en la resistencia a la corrosion ofrecida por las muestras con y sin biopelicula,
confirmando que la presencia de una carga microbiana, induce la biocorrosion de las tuberias de
acero.

“Proyecto de Grado

“Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D Viviana
Sanchez Torres; Codirector: Ph.D Dionisio Antonio Laverde Catano, Dr. William Villamizar
Suarez.
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Abstract

Title: Evaluation of the Effect of Sulfate-Reducing Bacteria on Corrosion Behavior of Steel (N-
80) Using Electrochemical Techniques”

Authors: Castellanos Rivera, Maria Paula; Porras Lozada, Juan Felipe™

Key words: SRB, MIC, OCP, Re, EIS, SEM-EDS.

DESCRIPTION: Low alloy carbon steels have great utilization in the oil and gas industry. This
research project assessed the effect of a Sulfate Reducing Bacteria consortia in microbiologically
induced corrosion (MIC) of N-80 carbon steel, by use of electrochemical techniques: Open Circuit
Potential (OCP), Linear Polarization Resistance (Rp) and Electrochemical Impedance
Spectroscopy (EIS).

The assessment and electrochemical behavior took place in an N-80 carbon steel sample exposed
to biotic and abiotic surrounds for 21 days each assay. As electrolyte, it was used growth medium
with chloride concentration of water from an oil production field. It was considered the sulfide
production as bacterial growth indicator and its influence in corrosion products. The analysis of
the samples by Scanning Electron Microscopy (SEM) allowed a detailed observation of the
biofilm, with Extracellular Polymeric Substances (EPS) and the bacteria attached to a porous layer
of corrosion products and the related damage to the biocorrosion process. Energy Dispersive
Spectroscopy (EDS) revealed a biofilm based on a mixture of elemental composition between
organic components, phosphides, chlorides, sulfides and oxides with iron.

Finally, through the techniques it was compared the redox quality of the growth medium and the
metal’s surface thanks to it is OCP values. In addition, EIS allowed to detail how the corrosion
mechanism went controlled by charge transfer to a diffusion one and with Rp follow the decrease
of the sample’s polarization resistance with and without biofilm, confirming that with bacterial
presence MIC takes place in carbon steel pipe.

“Bachelor Thesis

“Physicochemical Engineering Department. Chemical Engineering School. Advisor: Ph.D
Viviana Sanchez Torres; Coadvisors: Ph.D Dionisio Antonio Laverde Catano, Dr. William
Villamizar Suarez.
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Introduccion

Desde finales del siglo XX ha aumentado notablemente la demanda de petréleo y gas, y con esto
el crecimiento de dicha industria, para la cual se ha hecho indispensable el desarrollo de un sistema
de transporte efectivo y a la vanguardia para todas sus actividades econémicas, materias primas,
productos, subproductos y desechos. En pro de cumplir este fin, se han empleado aceros de gran
resistencia y baja aleacion para la fabricacion de tuberias teniendo en cuenta los requerimientos de
cada aplicacion industrial (AlAbbas, et al., 2013). Sin embargo, la corrosion de las tuberias del
proceso es un problema que causa una pérdida financiera anual de 4 billones de délares a nivel
mundial, la mitad de los cuales se debe a dafios por corrosién y el resto a costos de medidas de
prevencion de la misma (L, et al., 2018). Se debe tener en cuenta que la tasa y el tipo de corrosion
que afecta a los metales, dependera del ambiente al que estén expuestos (Flores, Sosa, Ramirez,
Gonzalez, & Monroy). Varios estudios han demostrado que alrededor del 20% del dafio por
corrosion de las tuberias es debido a microorganismos, ya que este tipo de ambiente propicia el
desarrollo de una biopelicula bacteriana, que generalmente acelera el proceso corrosivo del
material (Dall’Agnol & Moura, 2014; Guan F. , et al., 2017). En el caso puntual de la industria del
petréleo y gas, se presentan dafios severos por corrosion, causados principalmente por la presencia
de iones en medio acuoso y de bacterias que participan en el ciclo del azufre (Flores, Sosa,
Ramirez, Gonzalez, & Monroy). Es por esto que, dentro de las principales responsables de la
Corrosion Influenciada Microbiol6gicamente (MIC por sus siglas en inglés Microbiologically
Influenced Corrosion), se encuentran las Bacterias Sulfato Reductoras (SRB por sus siglas en
inglés Sulfate-Reducing Bacteria), las cuales obtienen energia a partir de la oxidacion de ciertos
compuestos organicos o hidrogeno, y a su vez, reducen el sulfato y otros compuestos de azufre

como sulfito o tiosulfato a sulfuros (Zhai, et al., 2017). Esto genera la formacion de una biopelicula
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microbiana, compuesta por un consorcio de bacterias y su Sustancia Polimérica Extracelular (EPS
por sus siglas en inglés Extracellular Polimeric Substance), la cual induce o acelera el proceso
biocorrosivo debido al intercambio de nutrientes y energia con la superficie metalica a la cual se
adhiere (Li, et al., 2018).

En conclusion, la formacion de la biopelicula bacteriana es la causante de que en la industria
del petroleo y gas se generen consecuencias que amenazan el valor agregado de los productos y la
seguridad tanto de los empleados como de los civiles (Beech, Sztyler, Gaylarde, Smith, & Sunner,
2014), asi como pérdidas econémicas sustanciales (Medina Custodio, 2006). De este modo, con la
gran aplicacion de los aceros en la industria petrolera, es importante estudiar con detenimiento los
mecanismos de dafio por corrosion y los productos de la MIC, pues se prevé sera un problema
siempre presente que necesita un mayor entendimiento (AlAbbas, et al., 2013). Por lo tanto, la
siguiente investigacion evalu6 el efecto de las SRB en el mecanismo de dafio por corrosién del
acero al carbono N-80, empleando técnicas electroquimicas no destructivas como la Resistencia a
la Polarizacion Lineal (Rp por sus siglas en inglés Linear Polarization Resistance), el Potencial de
Circuito Abierto (OCP por sus siglas en inglés Open Circuit Potential) y la Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica (EIS por sus siglas en inglés Electrochemical Impedance
Spectroscopy). También, estudiar mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM por sus
siglas en inglés Scanning Electron Microscopy), la morfologia de la biopelicula bacteriana, la
superficie del acero, y la composicion elemental de los productos de corrosion con Espectroscopia

de Energia Dispersiva (EDS por sus siglas en inglés Energy Dispersive Spectroscopy).

1. Marco Tebrico

1.1 Corrosién Electroquimica
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La corrosion es un fendmeno electroguimico basado en la oxidacion del metal y la reduccion de
especies quimicas, caracterizada por dos tipos de reacciones, una anddica y otra catddica,
respectivamente. EI conjunto de condiciones fisicas y mecéanicas propias del medio en el que se
encuentra el metal, influencian dichas reacciones ocasionando su deterioro (Santander Morales,
2008). Para que ocurra dicho fendmeno son imprescindibles tres elementos: una especie quimica
que cede electrones y sufre la corrosion (dnodo), otra especie quimica hacia la cual migran dichos
electrones (catodo) y un electrolito que es un medio que permite el transporte de iones entre ambas
especies. Por ultimo, debe existir una buena unidn eléctrica entre los dos primeros para que exista
el paso de electrones (Santander Morales, 2008).

La reaccion anddica de oxidacion que tiene lugar durante la corrosion electroquimica en el
metal es:

M°® > M*™ +ne” (1)
Donde M° = Metal de valencian, M*" = Forma iénica del metal,
ne~ = Numero de electrones cedidos por el metal

El entorno del metal condiciona las reacciones catodicas que puedan ocurrir (Santander
Morales, 2008):

En medio acuoso acido, pH < 7:

4H* + 4e~ 4+ 0, » 2H,0 Reduccionde 0, (2

2e” + 2H* -» H, Producciéon de H, a partir de un i6n hidronio (3)

En medio acuoso basico o neutro, pH = 7:

2H,0 + 0, + 4e~ - 40H™ Reduccionde 0, (4)
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1.1.1 Tipos de corrosion. La corrosion se puede definir como el deterioro de un material,
generalmente un metal, resultante de una reaccion quimica o electroquimica con el entorno
(NACE/ASTM G, 2017).

Corrosion uniforme: Es la forma mas comun de corrosion. Se caracteriza por presentarse
como un ataque uniforme en la superficie del metal debido a que el ambiente corrosivo tiene igual
acceso a todas las partes.

Corrosion localizada: Se caracteriza por ataques en areas concretas o localizadas y se divide
en varios tipos segun la caracterizacion de dichas areas. A continuacion, se define el tipo mas
relevante para la investigacion:

Corrosion por picadura (Pitting): Se aprecia que la tasa de corrosion causada por
picadura es mayor en algunas areas puntuales. El ataque se centra en pequefias areas

discretas, que actian como anodos Yy el resto de area intacta como catodo (Jones, 1992).

Corrosion Influenciada Microbiologicamente (MIC)

La MIC, también llamada biocorrosion, hace referencia al rol de los microorganismos en la
aceleracion del deterioro de los materiales (Roberge, 2008). La cinética de los procesos de
corrosion, en este caso de las reacciones redox en la corrosién electroguimica, son influenciadas
por la capacidad de estos organismos de adherirse a la superficie de los metales (Beech, et al.,
2000). Para que la corrosion pueda ser influenciada por la presencia y actividad de
microorganismos, ademéas de agua, es fundamental: una fuente de energia, luz o sustancias

quimicas, una fuente de carbono, y un donante y receptor de electrones (Beech, et al., 2000).

Tanto las bacterias como arqueas y hongos son capaces de influenciar la corrosion, sin embargo,
las SRB se han investigado en una mayor proporcion debido a que el sulfato se encuentra en

muchos ambientes salinos y de agricultura, ademas de ser las que tienen mayor influencia en
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campos de extraccion de petréleo. Es comdn que la presencia de estas bacterias esté acompafiada

de corrosion por picadura, consumo de sulfatos y generacion de sulfuros (Li, et al., 2018).

Los microorganismos se adhieren a la superficie del metal, formando comunidades de una o
varias especies, acumulandose, reproduciéndose e iniciando una matriz tridimensional de EPS, la
cual consta de macromoléculas como &cidos nucleicos, proteinas, lipidos y polisacaridos. El
conjunto de todo lo anterior se denomina biopelicula (Beech, Sztyler, Gaylarde, Smith, & Sunner,
2014). Las biopeliculas afectan las caracteristicas fisicoquimicas del ambiente cercano a la
superficie de corrosion, como la concentracion de sales, el valor de pH, la conductividad, la
concentracion de sulfatos, cloruros y oxigeno disuelto y el potencial redox. Los tipos de MIC, asi
como los mecanismos de corrosion influenciados por actividades metabdlicas de las SRB, se

detallan en el Apéndice A.

1.2 Bacterias Sulfato Reductoras (SRB)

Las SRB se encuentran tanto en entornos acuaticos como en terrestres. Afectan principalmente a
laindustria del aceite, minera, gas, petrolera y naval, por la corrosion anaerébica del acero (Cordas,
Guerra, Xavier, & Moura, 2008; Beech, et al., 2000). Especificamente, estas bacterias pueden
utilizar compuestos de azufre tales como sulfatos, sulfitos, tiosulfitos, tetrationatos y azufre
elemental como aceptor final de electrones en los procesos de respiracién anaerobia y asi producir
sulfuro de hidrégeno como subproducto metabdlico, el cual es un compuesto altamente corrosivo
(Santander Morales, 2008; Beech, et al., 2000; Zhali, et al., 2017). Dentro de las principales fuentes
de carbono y donantes de electrones, en los pozos de gas natural y petréleo se pueden encontrar

acidos grasos volatiles como el lactato y el acetato (Torrado Rincén, Calixto Gomez, Sarmiento
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Caraballo, & Panqueva Alvarez, 2008), incluso alcoholes, carboxilatos, fenoles, hidrocarburos
alifaticos y aromaticos (De Turris S., de Romero, Sankara, & Ocando, 2013).

Las SRB pueden crecer en un rango de pH de 4.0 a 9.5, toleran una presién de hasta 500 atm y
existen en un rango de temperatura de 25-60 °C (AlAbbas, et al., 2013; Javaherdashti, 2017). Su
presencia se reconoce en el medio ambiente por el olor caracteristico del sulfuro de hidrégeno
(H2S), asi como por la coloracion negra, efecto de la precipitacion de sulfuros metalicos poco

solubles (De Turris S., de Romero, Sankara, & Ocando, 2013).

1.3 Estado del arte

El rol de las SRB en la MIC a lo largo de los afios ha sido de gran interés dentro de la comunidad
cientifica. Alabbas, Williamson, Bhola, Spear, Olson, Mishra y Kakpovbia (2013), estudiaron la
influencia de SRB provenientes de un campo petrolero en Louisiana, USA en un acero de baja
aleacién, por medio de OCP, EIS y Rp, encontrando que en presencia bacteriana la tasa de
corrosion aument6 hasta 6 veces mas que en medio abidtico. Ademas, lograron correlacionar la
produccion de sulfuros a partir de sulfatos con el crecimiento bacteriano y la formacion de sulfuro
de hierro como un compuesto altamente corrosivo. También, evidenciaron la formacion de
nanofilamentos en las bacterias en contacto con el metal corroido como mecanismo de obtencion
de electrones en escasez de fuentes de carbono.

Dec, Michat Mosiatek, Sochab, Jaworska-Kikc, Simkad, Michalska (2016) encontraron que el
acero inoxidable en presencia de Desulfovibrio desulfuricans sufrio mayor corrosion (uniforme y
localizada), y presentd formacion de sulfuros de hierro debido a la presencia de una biocapa.

Analizando la MIC en electrodos de acero al carbono, tanto en medios selectivos para SRB

como en agua de mar artificial, Dominguez-Benetton y Castaneda (2005; 2008) encontraron dos
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similitudes, la primera fue una capa de productos de corrosién compuesta de fosforo, sin importar
la presencia bacteriana, y segundo, que en el proceso corrosivo en medio abidtico predominé una

naturaleza de degradacion del hierro, mientras que el sistema biotico fue controlado por difusion.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de un consorcio de Bacterias Sulfato Reductoras, en la corrosion de un acero al
carbono N-80, a partir de la aplicacion de técnicas electroquimicas de corriente directa y de

corriente alterna.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar el comportamiento de la corrosion sobre un acero N-80 en condiciones bidticas
y abioticas a partir de pruebas electroquimicas.

e Establecer el efecto de las Bacterias Sulfato Reductoras en la Corrosion Influenciada
Microbioldgicamente de un acero al carbono N-80.

e Realizar la caracterizacion cualitativa y de morfologia de la biopelicula y los productos de

corrosion, en condiciones bidticas y abioticas.

3. Metodologia

3.1 Preparacion del medio de cultivo

Las SRB se cultivaron en medio Starkey (ver Apéndice B), modificando su concentracion de

cloruros de acuerdo a la composicién del agua de inyeccién de un campo de produccion. Todos
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los componentes fueron calculados para un litro de agua desionizada. Se ajusté el pH del medio

entre 7.2 y 7.5 con bicarbonato de sodio NaHCO3 (20%).

3.2 Preparacion del electrodo de acero N-80

Los electrodos o muestras de trabajo se elaboraron en acero N-80 mecanizadas de 2cmx2cm. Estas
muestras fueron encapsuladas en baquelita no conductora, dejando Gnicamente una cara expuesta
de area superficial igual a 4 cm?. Para integrar los electrodos de trabajo a la celda electroquimica,
la baquelita y la muestra metélica fueron horadadas para unir el porta-electrodos con un extremo
de la muestra metalica y asi favorecer la conexion eléctrica. Las muestras se pulieron con papel de
carburo de silicio desde grano 240 hasta grano 600. Posteriormente, para desengrasar y esterilizar
la muestra, esta fue sometida al siguiente procedimiento: se sumergid en acetona en un bafio de
ultrasonido por 20 minutos, seguido de 20 minutos de ultrasonido en etanol al 96% en un limpiador
ultrasénico Branson 1510. Para finalizar con la esterilizacion, se sumergieron durante 24 horas en

etanol al 96% y se secaron en el horno a 70° C durante 2 horas.

3.3 Montaje de las celdas electroquimicas

Se utilizaron celdas electroquimicas, las cuales constaban de dos electrodos de trabajo, uno para
ser perturbado con las pruebas electroquimicas y otro para observar los cambios en SEM-EDS, un
electrodo de referencia Ag/AgCl (CHI111, China) y un contraelectrodo de grafito de 10 cm de

largo y 0.5 cm de diametro; estos se esterilizaron junto a las celdas de vidrio, tapas y tapones en
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autoclave a 121° C y 15 psi por 20 minutos. Los termdmetros y los tapones de caucho, se
esterilizaron sumergiéndolos durante 24 horas en etanol.

Se utilizaron dos celdas electroquimicas, una para el ensayo abiotico y otra para el bidtico,
ambas con puente salino relleno de una solucién acuosa saturada de KCI; estas contenian 750 mL
y 900 mL de medio Starkey modificado respectivamente, con pH inicial de 7.2 a 7.5. La celda
bidtica tenia mas volumen para poder tomar muestras del medio y asi realizar la cuantificacion de
sulfuros.

El montaje se realiz6 dentro de una camara de bioseguridad. El puente salino se posicion6
aproximadamente a 2 mm del electrodo de trabajo (Jones, 1992). Se ubicé el termdémetro, la barra
de grafito y se sellaron los demas orificios con cintas de parafina. Se agregé la cantidad de medio
Starkey en cada celda y se sellaron con silicona los orificios para evitar filtraciones de liquido. A
la celda bidtica, se le inyectaron 9 mL de in6culo de SRB, que correspondian al 1% del volumen
total, la celda abidtica no se inoculd. El indculo de SRB era un cultivo en medio Starkey de las
aguas de produccion proporcionadas. Las celdas se mantuvieron en planchas de calentamiento a
55 £ 2°C y se purgaron con nitrogeno a una velocidad de 5 L/min durante 30 minutos, para
establecer una atmdsfera anaerobia al interior de la celda. Cada celda se dejé en operacién durante

21 dias (ver Apéndice C).

3.4 Pruebas de caracterizacion quimica

Los productos de corrosion formados en la superficie del acero N-80, se examinaron luego de 21

dias de inmersiéon en las celdas biotica y abiotica. La biopelicula formada en el electrodo bidtico

se fijo para su analisis SEM, sumergiéndola en glutaraldehido al 2% durante 1 horas.
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Posteriormente, se realiz6 una etapa de deshidratacion y se sumergio en etanol al 25%, 50%, 75%
y 96% en intervalos de 15 minutos por cada solucién (AlAbbas, et al., 2013). El cup6n para SEM
del ensayo abidtico fue sometido al mismo tratamiento de deshidratacion con etanol. A partir del
andlisis SEM-EDS, se analizaron los cambios estructurales y composicionales en la superficie del
acero N-80. Luego, la pelicula fue removida segun el siguiente procedimiento: los electrodos se
sometieron a un limpiador ultrasénico Branson 1510 con solucion del HCI al 15%, agua,
bicarbonato de sodio saturado, agua y etanol, durante 1 minuto por sustancia, todo esto para
observar con mayor detalle el dafio asociado al proceso corrosivo del metal.

Las muestras se posicionaron sobre stubs metélicos con cinta adhesiva de carbon. Para la
captura de imagenes, se utilizd un microscopio electrénico de barrido QUANTA FEG 650 de
pistola de emision de campo del laboratorio de Microscopia del Parque Tecnol6gico Guatiguara.
Las imagenes fueron tomadas a alto vacio, con un voltaje de aceleracion de 15kV. Para observar
la morfologia de la pelicula formada, se utiliz6 un detector de electrones secundarios (SE por sus
siglas en inglés Secondary Electrons) y para observar las variaciones de composicion, se emple6
un detector de electrones retrodispersados (BSE por sus siglas en inglés Back Scattered Electrons).
El anélisis EDS se realiz6 a partir de un detector EDAZ APOLO X de resolucion 126.1 eV y

voltaje de aceleracion de 25kV.

3.5 Pruebas electroquimicas

Para la realizacion de las pruebas electroquimicas, se utilizé un Potenciostato Gamry 600. Todos

los parametros ingresados para simular condiciones utilizadas durante los ensayos se encuentran
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descritos en el Apéndice D. Para el analisis de los resultados obtenidos, se utiliz6 el software Zview
3.2b.

3.5.1 Potencial de Circuito Abierto (OCP). Para evaluar la resistencia a la corrosion de un
material, el primer paso es determinar su valor de OCP (Vazquez Gutiérrez, 2007). Este indica la
evolucion en el tiempo del potencial del electrodo de trabajo con respecto a uno de referencia,
sumergidos en un electrolito sin flujo de potencial o circulacion de corriente a través del sistema
(ASTM, G. International, 2004). Se midio el potencial de circuito abierto del sistema durante 30
segundos antes de aplicar la técnica EIS.

3.5.2 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS). La EIS es una técnica de
corriente alterna mediante la cual se aplica un potencial de naturaleza sinusoidal y baja amplitud a
un electrodo (Nifio, Pefia, Reyes, & Dugar-Zhabon, 2013), bajo la influencia de un electrolito
determinado. El angulo de desfase entre la corriente resultante y el potencial aplicado es medido
en un rango de frecuencias caracteristico (Falex Litigations Technical Investigations, s.f.). Al
relacionar los resultados de EIS de sistemas electroquimicos con un circuito equivalente (Princeton
Applied Research, s.f.), se puede obtener informacion de la cinética de transferencia de carga,
capacitancia del electrodo y como se ven afectadas las resistencias concernientes a la interfaz
electrodo-solucion debido a las reacciones electroquimicas que toman lugar en la superficie del
metal. El barrido de frecuencias para la espectroscopia fue realizado de 10> a 10~2 Hz con
amplitud AC de 5 mV.

3.5.3 Resistencia a la Polarizacion Lineal (Rp). La Rp permite calcular la tasa de corrosién
(T,or+) de un espécimen, de manera alterna a la medicion por pérdida de peso (Princeton Applied
Research, s.f.). Para Rp, el barrido de potencial se realiz6 en un rango de £ 10 mV con referencia

al OCP y una velocidad de barrido de 0.2 mV/s (ASTM G International, 2009). Previo a la técnica
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Rp, se aplico un tiempo de espera de 25 minutos para permitir la estabilizacion de la muestra

metalica de las condiciones aplicadas en la EIS.

3.6 Medicion de sulfuros

Para monitorear el crecimiento de SRB, se realizaron mediciones del nivel de sulfuro producido,
a partir de la aplicacion del método yodométrico (APHA, 1989) (ver Apéndice E). Se tomaron
muestras de 20 mL de medio a las 0, 48, 120, 264 y 496 horas, realizandose 4 réplicas por

medicién. Las muestras se obtuvieron por medio de la llave acoplada a la celda bidtica.

4. Resultados y discusion

4.1 Potencial de Circuito Abierto

En la Figura 1 se presentan los valores de potencial de corrosion (E.,,,), obtenidos en funcion del
tiempo para los ensayos en medio bidtico y abidtico. De acuerdo con los datos de E.,,,-- del sistema
abidtico, durante las primeras 16 horas, el E,,, cambid de -461 mV vs Ag/AgCl hacia valores
mas negativos de aproximadamente -695 mV vs Ag/AgCl estabilizadndose un poco mas hacia la
direccion positiva de esa zona del gréafico (-681 mV vs Ag/AgCl) hasta las 384 horas
aproximadamente. Al final del ensayo, E,, tuvo una leve disminucion hacia un valor de -705

mV vs Ag/AgCl.
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Figura 1 E,,,- (mV) con respecto al electrodo de referencia Ag/AgCl saturado vs tiempo (h)

Teniendo en cuenta el trabajo realizado por Dec et al. (2016), el cual consistid en la aplicacion
de pruebas electroguimicas a electrodos de acero inoxidable expuestos a medio Postgate B estéril
e inoculado con Desulfovibrio desulfuricans para estudiar el efecto en la pasividad y picadura del
material; se puede afirmar que, la estabilizacion observada en los valores de E.,,.,- desde las 16
hasta las 384 horas hacia la direccion positiva se atribuye a la acumulacién de compuestos del
medio de cultivo utilizado, en este caso fosfatos, sulfatos, cloruro de sodio, magnesio y compuestos
organicos (derivados del lactato) en la superficie del electrodo.

Por otra parte, en cuanto al sistema bidtico, durante las primeras 16 horas de inmersion del
electrodo, se present6 una variacion del E.,,, desde -477 mV vs Ag/AgCl hacia valores mas
negativos de aproximadamente -650 mV vs Ag/AgCl, para estabilizarse y oscilar entre los -635 y
-669 mV hasta las 160 horas aproximadamente. Durante las siguientes 36 horas, se presentd un
cambio del E,.,,, hacia la direccion positiva hasta alcanzar un valor de -535 mV vs Ag/AgCl a

las 192 horas de experimentacion. Alcanzado este potencial de corrosion, se presentd una
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tendencia a la estabilizacion del potencial E.,,.,- durante las siguientes horas de experimentacion
hasta las 384 horas aproximadamente, para luego tender a crecer levemente y estabilizarse en
aproximadamente -525 mV vs Ag/AgCl.

A partir de las 192 horas de inmersion de los electrodos, se observa que hay una diferencia de
aproximadamente +140mV vs Ag/AgCl en los valores de E.,. para el ensayo bidtico con
respecto al abidtico. Este cambio de potencial en la direccion positiva ha sido reportado en un
trabajo anterior, al comparar la actividad de los microorganismos en el agua de mar y la formacién
de una biopelicula en materiales que tienden a pasivarse como el acero 1Cr18Ni9Ti y aceros con
alto Mo, con la misma agua en condiciones estériles (Wang, Wang, Wu, Xu, & Li, 2004).
Adicionalmente, Albbas et al. (2013) en investigaciones con acero al carbono de baja aleacién en
medio Baar estéril y con presencia de SRB, asociaron dicho cambio a distintos factores como la
presencia de polimeros extracelulares, la acumulacion de compuestos organicos e inorganicos, los
depdsitos de células microbianas y la obtencion directa de electrones del acero por parte de las
SRB. Por otro lado, Liu, Liu, Hu, Zhou y Zheng (2009) en experimentacion con acero al carbono
expuesto a medio de cultivo con y sin indculo de SRB, correlacionaron cambios en los valores de
E..»» €n la direccion positiva con las fases de crecimiento de dichas bacterias. Sin embargo, pese
a la diversidad de estudios realizados en el tema, el mecanismo de actividad microbiana causante

de la variacion en los valores de E_,,.-, no ha sido explicado completamente.

4.2 Resistencia a la Polarizacion Lineal

La variacion de R, para el ensayo biotico y abiotico con respecto al tiempo, se presenta en la
Figura 2A. Durante las primeras 160 horas el sistema abidtico tuvo un rapido aumento en su valor

de Rp, desde 1584 a 11946 02*cm? para luego oscilar entre 8792 y 11453 Q*cm? hasta las 240
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horas. Después de este periodo, a las 376 horas, los valores de Rp aumentaron hasta 18195 £ *cm?,
seguidos de una breve disminucion y una aparente estabilizacion alrededor de 13000 2 *cm? hasta
el final del ensayo. Asimismo, el sistema inoculado con SRB tuvo un comportamiento similar
durante las primeras 160 horas con valores de Rp desde 3757 hasta 12643 2 *cm? y finalmente,
una disminucién gradual hasta 4123 2 *cm? hacia las 496 horas del ensayo.

La relacién entre los valores de Rp Yy la tasa de corrosion (T,,,,) €S inversamente proporcional
(ver Figura 2B). Durante las primeras 96 horas, el valor de T,,,, del sistema abiotico fue mayor
que en el bidtico, y hasta las 216 horas los valores en ambos ensayos oscilan alrededor de 1 mpy,
justo en los mismos tiempos donde se registraron cambios hacia la direccion positiva en el E.,,
para el sistema biotico (ver Figura 1). Durante las siguientes horas hasta el final de los ensayos,

T, €n el sistema con SRB fue 3 veces la calculada para el sistema abiotico.
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Figura 2 (A) Valor Rp vs tiempo (B) Valor Tcorr vs tiempo
La formacion de la matriz de macromoléculas de EPS de la biopelicula sobre la superficie del
metal crea un ambiente agresivo que favorece el incremento en los valores de T, en el acero

expuesto al medio inoculado con bacterias (AlAbbas, et al., 2013).
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4.3 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

La Figura 3A-D muestra el diagrama en el plano complejo (Diagrama de Nyquist) y el diagrama
de Bode-fase respectivamente para el ensayo abidtico, donde las lineas sdlidas representan los
ajustes de la simulacion con el software ZView Solartron 3.2b para ambos diagramas. Para el
ensayo bidtico, se usd EIS cada 4 horas durante las primeras 24 horas. Después del primer dia, las
mediciones se realizaron cada 24 horas durante 21 dias consecutivos. Sin embargo, las graficas
presentan Unicamente los tiempos en los cuales se producen cambios apreciables.

El diagrama en el plano complejo presenta una caracteristica comun para tiempos de 0 a 280
horas, el crecimiento del diametro es continuo con el tiempo de inmersion del electrodo. En los
diagramas, se muestra la formacion de un semicirculo achatado en el plano complejo con su centro
bajo el eje real (Z’) a los diferentes tiempos de evaluacion. No obstante, a altas frecuencias no se
observa la formacion de otro semicirculo (ver Figura 3B.2) y, por tanto, los diagramas de Nyquist
muestran una sola constante de tiempo.

El incremento en el diametro del semicirculo indica un aumento en los valores de resistencia a
la transferencia de carga (R.;) Y por tanto una disminucion de T,,,,, como se evidencié también
mediante la técnica de Resistencia a la Polarizacion Lineal (ver Figura 2A-B). El cambio en la
magnitud de estos valores de R.; a bajas frecuencias representa los cambios en la trasferencia de
carga del proceso en la interface metal-solucion durante este tiempo. Después de este periodo de
inmersion, el semicirculo capacitivo muestra un leve decrecimiento en su didmetro y a partir de
las 328 horas, se observa la formacion de otro semicirculo (mas definido a las 408 horas). En ese
momento, ocurre una transicion en el mecanismo de corrosién, este disminuye su control por
transferencia de carga y aumenta su control por difusién debido a la formacion de una capa no

homogénea y porosa de productos de corrosion, que de acuerdo al SEM-EDS se compone de
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fosfuros como Fe, P (Castaneda & Dominguez-Benetton, 2008), hidroxidos de hierro, magnesio y
algunos compuestos organicos. Como se evidencia en las curvas en el plano complejo, los valores
de impedancia aumentan hasta las 328 horas por formacion de alguna pelicula de depésitos, luego
tienden a decrecer al tratarse de una capa porosa, pero protectora.

Los diagramas de Bode muestran un aumento en el angulo de fase hasta las 24 horas, seguido
de una disminucion hasta las 280 horas. Esto es un indicativo de que no hubo formacion de una

capa estable de proteccion.
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Figura 3 Ensayo abidtico (A) Nyquist 0-328 h (B) Nyquist 328-496 h (B.1, B.2) Zoom Nyquist
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Alrededor de las 328 horas el angulo de fase continla disminuyendo y se observa la aparicion
de otro elemento de fase a frecuencias cercanas a 1976 Hz hasta mostrar 2 constantes de tiempo a
las 408 horas, manteniéndose asi hasta el final del ensayo.

Para el ensayo abiotico, los datos se ajustaron a los circuitos en la Figura 4A-B, de las 0 a las
280 horas y de las 280 hasta las 496 horas de inmersion del electrodo en el medio. El ajuste de los
datos experimentales incluye elementos de fase constante y resistores, Rs es la resistencia de la
solucion, Cy; es la capacitancia de la doble capa en la interface metal-solucion, R, es la resistencia

a la transferencia de carga del metal, y Ry y Cr son respectivamente la resistencia y la capacitancia

de la capa de los productos de corrosion.
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Figura 4 Circuitos equivalentes (A) Ensayo abiotico < 328h y biotico <160h (B) Ensayo abiotico
> 328h (C) Ensayo bidtico > 160h

La Figura 5A-D muestra el diagrama de Nyquist y el de Bode-fase respectivamente para el

ensayo en medio bidtico, donde las lineas sélidas representan los ajustes de la simulacion con el
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software Zview Solartron 3.2b. Para el ensayo bi6tico se aplico la técnica EIS cada 4 horas durante
las primeras 24 horas, y a partir del primer dia, las mediciones se realizaron cada 24 horas durante
21 dias consecutivos. Sin embargo, en las graficas se presentan los tiempos cuyos cambios fueron

significativos.
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Figura 5 Ensayo bidtico (A) Nyquist 0-160 h (B) Nyquist 160-424 h (B.1, B.2) Zoom Nyquist
160-424 h (C) Angulo de fase 0-160 h (D) Angulo de fase 160-424 h

Para el diagrama en el plano complejo al igual que en el sistema abi6tico, el crecimiento del
didmetro fue continuo con el tiempo de inmersion del electrodo, esta caracteristica es comdn para
tiempos de 0-112 horas. La forma también es de semicirculo achatado en el plano complejo con
su centro bajo el eje real (Z’) a los diferentes tiempos de evaluacion. A altas frecuencias no se
observa la formacién de otro semicirculo (ver Figura 5B.2) y por tanto, los diagramas de Nyquist
muestran una sola constante de tiempo. El incremento en el didmetro del semicirculo con el tiempo
indica un incremento en los valores de R, y por tanto una disminucién de T,,,.,- cdmo se evidencid
también con la experimentacion por la técnica de Resistencia a la Polarizacion Lineal (ver Figura
2A-B).

Seguido a este periodo de inmersion, el semicirculo capacitivo muestra un sustancial
decrecimiento en su diametro para tiempos de 160 a 352 horas, paralelo con la formacién de otro
semicirculo a frecuencias bajas (ver Figura 3B-B.1). El diagrama de Nyquist revela la existencia
de una capa de productos de corrosidn, probablemente similar a la formada en condiciones

abioticas, combinada con una matriz de EPS generada por actividades bacterianas (Castaneda &



CORROSION INFLUENCIADA POR BACTERIAS 37

Dominguez-Benetton, 2008). La magnitud del valor de R.; disminuye, debido la difusion de iones
de la solucion hacia la superficie del metal. Esta capa no homogénea y porosa, permite que el
mecanismo de corrosion tenga un mayor control por difusion que por transferencia de carga
(Castaneda & Dominguez-Benetton, 2008). Posteriormente, a partir de las 376 horas de inmersion,
los dos semicirculos siguen decreciendo en didmetro (ver Figura 3B.2, mas detalle en el Apéndice
F) y a bajas frecuencias se observa una recta con pendiente de aproximadamente 1. Debido a una
interferencia en el puente salino, no se pudo obtener los espectros con tiempos posteriores a 424
horas.

El grafico de Bode permite observar que de las 160 hasta las 352 horas ocurrié un
desplazamiento del angulo de fase hacia altas frecuencias y ahora se registran valores cercanos a
cero durante todo el barrido de frecuencias, mostrando un comportamiento mas resistivo que
capacitivo. Lo anterior ocurre durante el periodo que los valores de E.,,, Se acercan hacia la
direccion positiva (ver Figura 1) y que T, permanecié aproximadamente constante (ver Figura
2B). Hacia las 376 horas y hasta el final del ensayo, las graficas de Bode muestran de nuevo una
constante de tiempo, el angulo de fase tiene ahora valores cercanos a -45 grados y se desplaza
hacia frecuencias bajas (10 Hz), es decir hacia la zona izquierda del grafico.

De acuerdo a experimentaciones previas realizadas por Castaneda y Dominguez-Benetton
(2008) con acero al carbono en aguas de mar artificiales estériles y en presencia de Desulfovibrio
gabonensis y D. capillatus; esta contribucion en el angulo de fase a bajas frecuencias es un
comportamiento caracteristico de procesos de control por activacién interfacial, es decir, la
interface metalica se vuelve mas activa quimicamente, esto puede ser debido a la formacion de
una capa inestable a base de componentes organicos e inorganicos (biopelicula). De acuerdo a lo

anterior, la disminucion acelerada de R.; y el aumento en T,,,, (ver Figura 2B) pueden estar
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relacionados con actividades de naturaleza biocataliticas causadas por la existencia de una
biopelicula bacteriana (AlAbbas, et al., 2013; Wang, Wang, Wu, Xu, & Li, 2004).

Para el ensayo bidtico, los datos se ajustaron a los circuitos en la Figura 4A-C, de las 0 a las
160 horas y de las 160 hasta las 424 horas de inmersion del electrodo en el medio. Se incluyeron
elementos de fase constante, resistores, R es la resistencia de la solucion, C,; es la capacitancia
de la doble capa en la interface metal-solucion, R_; es la resistencia a la transferencia de carga del
metal, Cy es referente a la capa de productos de corrosion y de EPS, como una alternativa para

representar en Zview los efectos difusivos de una impedancia de Warburg (Zview Solartron 3.2b).

4.4. Cuantificacion de sulfuros y pH en el medio bidtico

Al observar la Figura 6A, se evidencia que durante las primeras 264 horas del ensayo, se produce
un aumento en la cantidad de sulfuros producidos y finaliza con una disminucion de estos hacia
las 496 horas. EI comportamiento anterior, segun investigaciones previas realizadas por Albbas et
al (2013), estaria influenciado por el crecimiento celular, donde la alta produccién de sulfuros se
comporta como un indicador indirecto de la actividad metabdlica de las bacterias en su fase
exponencial. Aungue no existe una estabilizacién de la cantidad de sulfuros producidos, horas mas
tarde se registra una disminucion en su nivel, lo cual sugiere una disminucion de la actividad de
las BSR producto de la ausencia de nutrientes y la acumulacién de productos metabdlicos de
desecho. Cabe resaltar que, a las 160 horas, tiempo en el cual la concentracion de sulfuros en el
medio fue mayor, los valores de Rp comienzan a disminuir (ver Figura 2A), confirmando por
medio de la técnica EIS que los valores de R, decrecen y aumenta el control por difusion en el

mecanismo de corrosion. En este orden de ideas, se puede plantear una relacion del aumento en la
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actividad bacteriana, con los cambios en el mecanismo de corrosion del electrodo expuesto a medio
bidtico.

Por otra parte, la Figura 6B muestra la variacion del pH a lo largo del ensayo biotico. Durante
las primeras 48 horas, el pH disminuye hasta un valor de 7.06. Transcurridas 120 horas del ensayo,

el pH llega a un valor de 7.4 y continda en ascenso hasta un valor final de 8.83.
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Figura 6 (A) Concentracion de sulfuros vs tiempo (B) Valores de pH ensayo bidtico*

Nota: *La incertidumbre graficada es la suma de todos los aportes de fuentes de error
(instrumentos de aforo, balanzas, pipetas, patron de NazS utilizado y errores de los analistas) y se
basa en los valores finales de concentracion calculados por titulacion.

Con base en la literatura, a causa de la actividad metabdlica de los microorganismos en la
biopelicula, el pH local puede variar en al menos 3 unidades, y es directamente en la interface
metal-biopelicula en donde ocurre este cambio (Beech, et al., 2000). De acuerdo a lo anterior, las
mediciones de pH de las muestras obtenidas del medio de cultivo pueden diferir en gran magnitud
con respecto al pH local. En este caso, el pH del medio cambio de neutro a basico mientras que la

produccién de sulfuros aumentd, sugiriendo una disminucion de pH a nivel local.
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Guan, Zhai, Duan, Zhang, y Hou (2016) en investigaciones previas sobre la influencia de la
polarizacion catodica en acero EQ70 expuesto a medio Postgate C estéril e inoculado con
Desulfovibrio caldoniens atribuyen el aumento de pH a la formacion de OH~ (ver Ecuacion 1)
como producto global de MIC por SRB (ver mecanismos de corrosion en Apéndice A) que puede
ser resultado de despolarizacién catddica por protones del medio adheridos a las superficie del
metal (CDT por sus siglas en inglés Cathodic Depolarization Theory) y del consumo de electrones
de las bacterias hacia el metal (BCSR por sus siglas en inglés Biocatalytic Cathodic Sulfate

Reduction Theory).

4Fe + S0,> + 4H,0 — FeS + 3Fe(OH), + 20H~ (1)

4.5. Andlisis de interfaz: morfologia y composicion

Para analizar los cambios en la superficie de los electrodos de acero al carbono N-80, por efecto
del medio bidtico y abidtico, se empled la técnica SEM-EDS. La Figura 7A y 7C, muestra los
resultados obtenidos durante el analisis SEM para el sistema abi6tico, es decir las caracteristicas
morfoldgicas de la pelicula formada. Se distinguié una capa gruesa y homogénea, conformada por
cristales de diferentes tamafios en forma de prismas. Se formaron zonas con mayor cantidad de
cristales, por lo tanto, se realiz6 un andlisis EDS general y uno puntual a 200x aumentos,
demostrando que ambas zonas se caracterizaron por la formacién de 6xidos de hierro, fosfatos y
cloruros, ademas de compuestos a base de carbono (ver Apéndice G).

La presencia de sulfuros en la pelicula abiotica fue menor en comparacion con el resto de los
compuestos. Por otra parte, las caracteristicas y la composicion de la biopelicula formada por el

consorcio de SRB, se puede detallar en la Figura 7B y 7D. En la Figura 7B, se diferenciaron dos
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zonas; una conformada por cristales triclinicos, pues no son simétricos de un extremo a otro, de
distintos tamafios, la cual poseia grandes cantidades de compuestos a base de oxigeno, fésforo,
magnesio y carbono. La composicion quimica de la zona rugosa, al igual que la pelicula del sistema
abidtico, se caracterizo por la presencia de 0xidos de hierro, compuestos a base de calcio, fosfatos,
magnesio y bajas cantidades de cloruros, pero en mayor proporcion, ya que provenian
principalmente de la membrana celular bacteriana y la matriz de EPS (Zhai, et al., 2017). Segln
varios estudios del tema, generalmente los productos de EPS ocupan entre el 75% y 95% del
volumen total de la biopelicula, mientras que las células bacterianas ocupan el restante (AlAbbas,
et al., 2013; Castaneda & Dominguez-Benetton, 2008). La formacion de fosfuros de hierro
cristalinos y amorfos estaria directamente relacionada con la presencia de fosfato dipotésico, un
componente del medio de cultivo (AlAbbas, et al., 2013; Castaneda & Dominguez-Benetton,

2008)
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Figura 7 Iméagenes SEM acero N-80 transcurridos 21 dias de exposicion en medio Starkey (A)
Abidtico SEM 200x (B) Bidtico SEM 200x (C) Abidtico SEM 800x (D) Bidtico SEM 800x

Las diferencias que existen en la composicion elemental de la pelicula y biopelicula formada,
asi como diferencias en la distribucion de los productos de corrosion mencionados anteriormente,
se pueden ver en la Tabla 1 y con mayor detalle en el Apéndice G. La pelicula abidtica muestra
una distribucién uniforme de textura rigida, mientras que la biopelicula bidtica exhibe dos zonas,
una zona de textura dura y otra de aspecto blando cuya naturaleza es polisacarida y viscoelastica

(ver Figura 7D) (Castaneda & Dominguez-Benetton, 2008).

Tabla 1 Resumen peso elemental electrodo sistemas Abidtico y Bibtico

% Peso C 0] Na Mg Fe S Cl P Ca K TOTAL
Elemento

Sistema Abidtico
Zona Puntual 563 31,03 0,7 10,37 29,26 0,13 057 2231 O 0 100
Zona General 588 3839 288 11,38 2798 0,13 185 11,15 O 0,36 100
Sistema Biotico
ZonaCristales 1,78 155 05 4,88 6049 0,09 0,01 11,93 358 1,24 100
ZonaRugosa 1459 51,1 0,92 16,1 0 0O 185 1544 O 0 100

Las imagenes SEM a aumentos de 25000x, confirmaron la adherencia de las bacterias al acero.
En la Figura 8A-B se observé que grandes cantidades de bacterias hacian parte de la biopelicula
en agrupaciones con forma de red (Castaneda & Dominguez-Benetton, 2008). La morfologia de
las bacterias encontradas comprende distintas formas y tamafios, alargadas y ovaladas en forma de
varilla y entre 2 y 7 um de longitud (ver Figura 8C), algo que es de esperarse debido a que el
inoculo de bacterias utilizado, fue tomando directamente de las aguas de inyeccion, lo que sugiere

la presencia de varias cepas de bacterias anaerobias, incluidas las SRB.
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También, se aprecid que las bacterias se encontraban firmemente unidas a la capa de productos
de corrosion, algunas poseian nanofilamentos orgénicos (ver Figura 8D, zoom en Apéndice G),
como una forma de transferencia directa de electrones (DET por sus siglas en inglés Direct
Electron Transfer) (Li, et al., 2018). De acuerdo a Sherar, Power, Mitlin, Southam y Shoesmith
(2011) dichas estructuras con forma de flagelo crecen como un mecanismo para capturar los
electrones directamente del acero que se corroe en medios con ausencia de una fuente de carbono.
Esta afirmacion se soporta en un trabajo previo de Castaneda y Dominguez-Benetton (2005) con
acero al carbono en aguas de mar artificiales estériles y con Desulfovibrio gabonensis y D.
capillatus; donde establecen que los productos de corrosion encontrados tienen naturaleza

semiconductora.

Figura 8 Iméagenes SEM acero N-80 transcurridos 21 dias de exposicion en medio Starkey con
SRB (A) 6000x (B) 12000x (C) 25000x (D) 25000x

Teniendo en cuenta lo anterior, y al observar los resultados del analisis EDS para el sistema
bidtico, es evidente que los sulfuros no fueron el principal producto metabélico bacteriano. Los

resultados indicaron una gran proporcion de fésforo en los productos de corrosion. Segun lverson
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y Olson (1982), la predominancia del producto de corrosion depende de qué tipo de metabolito
llega primero a la superficie del hierro.

Cabe destacar que en aguas y medios de cultivo, la presencia de compuestos con fésforo como
K,HPO,,KH,PO, (cada uno con concentraciones de 0.3 g/L de agua destilada, similar a la de
0.56 K,HPO, g/L en medio Starkey) promueven la reduccion bacteriana de HP0,*~,H,P0,"
(fosfatos) a compuestos muy reactivos como el fosfano (HsP) que al reaccionar con el hierro
forman compuestos, como fosfuro de hierro (Fe;P) o vivianita Fe;(P0,), * 8H,0 como producto
de corrosion (Enning D. R., 2012; Thuy Hang, 2003). Lo anterior, soportado por experimentos
realizados por Weimer, Van Kavelaar, Michel y NG (1988) en cultivos de Desulfovibrio
Desulfuricans demuestran una correlacion entre la tasa de corrosién del hierro y la concentracién
de PO, (de 1*107 hasta 1*10* g/L). Segln Roels y Verstraete (2001), las rutas para obtener
H3P (es decir reduccion de fosfatos) tienen altos requerimientos energéticos, mayores incluso a los
que proporcionaria la obtencion de electrones via E-MIC para la reduccion de sulfato. Esto permite
pensar que solo si las células se benefician de la formacion del HsP, invertirian energia en la
reduccion de fosfatos o que la produccion del HsP puede ser resultado de alguna reaccion paralela
presente en el metabolismo bacteriano.

Después del tratamiento para eliminar la biopelicula y los productos de corrosiéon, el analisis
SEM para el electrodo sumergido en medio abidtico (ver Figura 9A 'y 9C), presentd una morfologia
caracterizada por una pérdida uniforme de material en forma de hendiduras irregulares.

Por otro lado, para el caso del electrodo en presencia bacteriana, se observa corrosion
localizada, en forma de socavaciones simétricas (ver Figura 9B y 9D) que se presentan en grupos

o cumulos, caracteristico del dafio causado por MIC.



CORROSION INFLUENCIADA POR BACTERIAS 45

Figura 9 Imagenes SEM electrodo abiotico y bidtico sin productos de corrosién (A) Abidtico
200x (B) Bidtico 200x (C) Abidtico 800x (D) Biotico 800x

5. Conclusiones

e Los valores de E.,,. para el electrodo en medio bidtico presentaron un cambio de
aproximadamente +140mV vs Ag/AgCl en comparacion con los registrados para electrodo
con exposicién a medio abiotico.

e Tanto para el sistema bidtico y abidtico, se dio un cambio en la cinética de corrosion de
control por transferencia de carga a control por difusion. Para el sistema biotico se dio
alrededor de las 160 horas, mientras que para el abiético hacia las 328 horas de inmersion

del electrodo.
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Los valores de T,,,,- se mantuvieron alrededor de 1 mpy para el electrodo expuesto al
medio abiotico, mientras que en el biético aumentaron hasta casi 3 mpy, confirmando que
la actividad metabolica de las bacterias ocasiona un aumento en T,

En el sistema biotico se evidencia actividad de las SRB con un aumento en la produccién
de sulfuros hasta las 264 horas.

La Microscopia Electrénica de Barrido permitio observar las diferencias en la morfologia
de las peliculas formadas. Los electrodos expuestos a sistema abidtico, presentaron una
capa gruesa y homogénea, conformada por cristales en forma de prismas, mientras que el
bidtico permitid observar dos zonas, una caracterizada por la presencia de cristales
triclinicos con un consorcio de bacterias adheridas y una capa amorfa, con una mayor
cantidad de carbono y oxigeno, lo cual permite afirmar que es EPS.

La técnica SEM acoplada al detector EDS, permitié comparar las diferencias quimicas
entre la pelicula del sistema bidtico y del abiético. Ambas peliculas se caracterizaron por
la presencia de 6xidos de hierro, compuestos a base de carbono, fosfatos, magnesio y bajas
cantidades de cloruros. Sin embargo, en la pelicula bidtica, la formacion de compuestos a
base de oxigeno, carbono y fosforo predomino.

El dafio del electrodo expuesto a medio abidtico se caracterizd por ser uniforme y
deslocalizado, mientras que en medio con SRB fue de morfologia de socavaciones

localizadas propias de MIC.
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Apéndices

Apéndice A Tipos de MIC y mecanismos de corrosion que describen el comportamiento de las
SRB

Tipos de MIC:

La corrosion puede tener una influencia directa (E-MIC) o indirecta (M-MIC) por parte de los
microorganismos. E-MIC se define como MIC por transferencia extracelular de electrones. Ocurre
M-MIC cuando la corrosion es causada por metabolitos secretados, como sulfuros HS™ (ver
Figura 10) o iones succinato, que permiten que se formen &cidos en el medio o que vienen
directamente de bacterias acido-productoras (APB por sus siglas en inglés Acid Producing
Bacteria). Lo anterior, quiere decir que no hay una biocatalisis por parte de los microorganismos,
pues la reduccion del oxidante (metabolito) ocurre extracelularmente (Li, et al., 2018; Guan F. ,

Zhai, Duan, Zhang, & Hou, 2016).

E-MIC se caracteriza por una transferencia extracelular de electrones (EET por sus siglas en inglés
Extracellular Electrons Transfer), al interior de la biopelicula. Esta transferencia de electrones
puede ser por mediadores redox (MET por sus siglas en inglés Mediated Electron Transfer) (ver
figura 10) que funcionan como vehiculos que se reducen en la superficie del metal y llevan
electrones hacia los microorganismos donde son oxidados. De acuerdo a lo anterior, y si se
encuentran solubles en el medio, estas moléculas pueden ser fenazinas, quinonas, 6xidos de hierro,
hidrogeno molecular [H,] (Eaktasang, et al., 2016), flavin adenin dinucle6tido con riboflavina
(vitamina B12) en SRB. Un ejemplo muy particular, son las enzimas hidrogenasas que mediante

los anteriores agentes oxidantes catalizan la oxidacién reversible de hidrogeno molecular [H,]
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permitiendo la reduccién de especies aceptoras de electrones [S0,%~ ]y el uso de iones hidronio

[H*] en su metabolismo (Hidrogenasa, 2018; Guan F. , Zhai, Duan, Zhang, & Hou, 2016).

Dentro de E-MIC también ocurre una transferencia de electrones por contacto directo (DET por
sus siglas en inglés Direct Electron Transfer), cuando los electrodos se encuentran polarizados (ver
Figura 10). Este puede darse por medio de estructuras a base de proteinas en el interior o exterior
de la membrana celular como redes de citocromo c para recibir y liberar electrones y almacenar
energia en forma de ATP por sus siglas en inglés Adenosine Triphosphate. (Guan F. , Zhai, Duan,
Zhang, & Hou, 2016; Li, et al., 2018). Ademas, el DET puede darse por medio de filamentos
conductores a nano escala (Usher, Kaksonen, Cole, & Marney, 2014, Li, etal., 2018), que permiten
sustraer electrones del metal o productos de corrosion conductores como la magnetita [Fe; 0,1,
mackinawita [Fe, Ni; , xS donde x = 0 to 0.11], pirita [FeS,] y greigita [Fe; S, ], estos tres son

caracteristicos de MIC por SRB en aguas marinas (Pineau, et al., 2008).

Por ultimo, en los tipos de MIC, también polimeros organicos como biopolimeros, polimeros
recalcitrantes y polimeros naturales modificados quimicamente pueden ser degradados por
microorganismos como hongos, mediante la secrecidn de enzimas en un ambiente calido y himedo
para poder convertir moléculas grandes en unas mas pequefias y faciles de utilizar (Li, et al., 2018;

Gu J.-D. , 2003).

Mecanismos de corrosion microbioldégicamente influenciada:
Para proveer energia para su metabolismo, los microorganismos necesitan de un donador y un

receptor de electrones. Los hidrocarburos son una excelente fuente de energia y carbono a la vez,
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desde alcanos, alquenos de cadenas cortas y largas, incluyendo acidos grasos como acetato,
piruvato, lactato y metanol (Li, et al., 2018) hasta aromaticos (Enning D. R., 2012). La ruta por
medio de la cual se lleva a cabo, difiere segun el hidrocarburo. En este ejemplo, se utiliza el lactato
una fuente de carbono comun entre experimentos de laboratorio y es mas energético que el formato
o el acetato, como se puede confirmar por su mayor potencial redox E?°, -la notacion —E? indica

que la reaccion es de oxidacion- de acuerdo con Dake Xu y Tingyue Gu (2011).

CH;CHOHCOO™ + H,0 - CH3;C00~ + CO, + 4H* + 4e~ (14)
Reaccién de Oxidacion

—E% = 430mV

Cuando en el medio escasean las fuentes de carbono y por lo tanto de electrones, se han propuesto
dos teorias para entender como las SRB que consumen hidrégeno, satisfacen dicha necesidad y los
obtienen de metales como el hierro. Estas son, la Teoria de Despolarizacion Catodica (CDT) y la

de Reduccion Biocatalitica del Sulfato Catodico (BCSR).

e Teoria de Despolarizacion Catddica (CDT)

La primera fue propuesta por Von Wolzogen Kuhr y van der Vlugt (Enning, et al., 2012). El hierro

se oxida perdiendo electrones, mediante la siguiente reaccion, (ver Ecuaciones 2A, 3A, 4A):

4Fe® > Fe?t + 8e~ (24) Reaccion Anddica
—E% = 447 mV

8H,0 —» 8H" + 80H~ (34) Disociacion del agua
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El acero se encuentra ahora polarizado, lo que causa la adherencia de estos protones (iones

hidronio) y una posterior formacién de una capa de hidrogeno en la superficie del metal.

8H* +8e~ - 8H,,, — 4H, (44) Reaccion Catddica

Asi, las SRB por medio de enzimas hidrogenasas consumen el hidrégeno como fuente de
electrones para la reduccion del sulfato y el metal queda despolarizado (Sheng, Ting, & Pehkonen,
2007; Enning, et al., 2012)

S0, +4H, - HS™ + OH™ + 3H,0 (54) Consumo Bacteriano por DET

(AlAbbas, et al., 2013)

¢ Reduccidon Biocatalitica del Sulfato Catdédico (BCSR)

Esta teoria fue propuesta por Gu, T., K. Zhao, and S. Nesic. 2009 (Gu, Xu, Zhang, Li, &
Lindenberger, 2014), quienes afirman que las SRB para la reduccion del sulfato utilizan protones
del medio en vez de hidrégeno molecular (ver Ecuacion 5A) y obtienen los electrones de la
oxidacion del hierro mediante una transferencia extracelular de electrones -DET, MET-. Para

poder explicar MIC por SRB en el acero se basa en la bioenergética de las reacciones.

S0,%” + 9H* + 8e™ — HS™ + 4H,0 (64) Reaccion Biocatalitica
E® =-217TmV
Esta reaccion, es una reduccion biocatalitica de sulfato, ya que toma lugar por la accién de
multiples enzimas en el citoplasma celular de las SRB, que actia como una especie de biocatodo.

Sin embargo, de acuerdo a la teoria bioenergética para MIC de los investigadores Dake Xu y
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Tingyue Gu (2011), biopeliculas formadas por BSR causarian mayores dafios por medio de BCSR,
que por CDT en condiciones limitantes de fuentes de carbono para su alimentacion.
Adicionalmente, en investigaciones adelantadas por Little, B., Wagner, P., y Mansfeld, F. (1992)y
Mori, K., Tsurumaru, H., & Harayama, S. (2010) se ha encontrado que la CDT no seria el

mecanismo de MIC dominante.

HyS= HS™+ H" =S* +2H*

Periplasma
Citoplasma

50,7?

2H* + CH3C00™

s
tmg(j‘g e
‘
H, N ‘"”j/ CO,+CO,
Hy N
— Periplasma J
_— Citaplasma < s
H.CHOHCOO-  CH,C00- \ 2H*
2H* ' . \ /

Liberacion
| hrecin ) —— H2+CO5

- -
o W

M-MIC CHy

Figura 10 Transferencia de electrones en SRB Adaptada de (L1, et al., 2018; Dall'Agnol &
Moura, 2014; Enning D. R., 2012)

Mientras las SRB tengan una fuente de carbono como el lactato, para la reduccion del sulfato en
su citoplasma, van a tener lugar las reacciones de las Ecuaciones 1A y 6A, para dar lugar la

reaccién global (ver Ecuacion 7A).
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2CH;CHOHCOO™ + S0,>~ - 2CH;C00™ + 2HCO;~ + HS™ + H* (74)

Se necesitan 2 moléculas de lactato para cumplir con la demanda de electrones de la reduccion del

sulfato a sulfuro (ver Ecuacion 6A) (Enning D. R., 2012).

De manera global, cuando las SRB cambian de crecimiento organotrofico a litotrofico, por

cualquiera de las dos teorias, ya sea CDT ( Ecuacion 5A) o BCSR (Ecuacién 6A), en conjunto

con la disolucion del hierro (Ecuacion 2A), dan lugar a reacciones globales de MIC por SRB:

4Fe + S0,>” + 4H,0 — FeS + 3Fe(OH), + 20H~ (84)

4Fe + S0,*~ + 3HCO;™ 4+ S5H* — FeS + 3FeC05 + 4H,0 (94)

La precipitacion del hierro en ambientes andxicos puede ser en forma de Fe*? que presenta

estabilidad y aln més a pH <<7, 3Fe(OH), apH>= 7y FeCO5 en presencia de carbonato o acetato

productos del consumo de lactato (Enning D. R., 2012)
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Apéndice B Medio de cultivo Starkey modificado

MEDIO DE CULTIVO

STARKEY MODIFICADO

COMPUESTO

K2HPO4
NH4CI
CaCl2*2H20
Na2SOas
MgSO4*7TH20

NacCl

NaCsHsOs3

Fosfato dipotasico
Cloruro de amonio
Cloruro de calcio
Sulfato de sodio
Sulfato de magnesio
Cloruro de Sodio
Extracto de levadura
Lactato de sodio

Agua desionizada

CANTIDAD
0,56 g
1,10g
0,12 g
0,56 g
2,209
14,03 g
0,509
3,8 mL

1000 mL
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Apéndice C Montaje experimental

e Electrodos de acero N-80: Electrodos de acero N-80 de 2x2cm pulidos con papel de
carburo de silicio desde grano 240 hasta grano 600 y encapsulados en baquelita no
conductora, dejando Ginicamente una cara expuesta (4cm?) para la aplicacion de las pruebas

electroquimicas.

Figura 11 Electrodos de acero N-80

e Montaje celda electroquimica: Las celdas electroquimicas constaban de dos electrodos
de trabajo, uno para ser perturbado con las pruebas electroquimicas y otro para observar
los cambios en SEM-EDS. Para integrar los electrodos de trabajo a la celda electroquimica,
la baquelita y la muestra metélica fueron horadadas para unir el porta-electrodos con un

extremo de la muestra metélica y asi favorecer la conexion eléctrica.

Figura 12 Unidn electrodos de trabajo en celda electroquimica
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La celda electroquimica utilizada durante el ensayo biotico, contaba con una llave para facilitar la

toma de muestra de medio Starkey empleado para la cuantificacion de sulfuros.

Figura 14 Celdas electroquimicas para ensayo abiotico y biotico
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Apéndice D Parametros, calculos y consideraciones especiales de las técnicas electroquimicas

e Potencial de Circuito abierto (OCP)

Como la superficie del electrodo de trabajo es equipotencial, las areas anddicas y catddicas del
sistema se polarizan entre si, alcanzando un Gnico valor potencial eléctrico (Calderon, Rossa
Mattos, & Esteves Barcia, 2006). El electrodo de referencia era estable, para que las variaciones
en la medicion del OCP, corresponden Gnicamente a cambios en la interfaz electrodo-solucion
(Rey Ruiz, 2014).
Potencial de circuito abierto
Total Time (s) 30
Sample Period (s) 1
Stability (mv/s) 0

Sample Area (cm2) 4

e Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

Para corriente directa (DC) donde la frecuencia es 0 Hz, si se conoce el potencial aplicado y se
mide la corriente resultante se puede calcular la resistencia del sistema por medio de la ley de Ohm
(ver Ecuacion 1D) (Princeton Applied Research, s.f.). Pero cuando la corriente es funcion de la
frecuencia (f # 0 Hz) se habla de una ecuacion analoga (ver Ecuacion 2D).

V(mv) E (mV)
TA) - R (Ohm) Ley de Ohm (1D) e

=Z(0hm) (2D)

La impedancia se simboliza con la letra Z y se expresa en Ohm, que es el equivalente de la
resistencia en corriente alterna (AC). Z, al igual que | y E puede expresarse como un nimero

imaginario (ver ecuacion 3D). Ademas, debido a que en AC no solo los resistores pueden impedir
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el paso de la corriente sino también los inductores y capacitores, la parte real corresponde al aporte
de los primeros y la imaginaria a la contribucion de los dos Ultimos (Princeton Applied Research,
s.f)
Zrotw = Z + Z xi;i=v-1 (3D)
- Diagrama de Nyquist
Su representacion mas simple es la Figura 11, donde se muestra un semicirculo, resultado
de graficar la variacion de Z' vs Z en un plano de nimeros complejos. Dicho cambio en
las impedancias ocurre en funcion de la frecuencia que va desde su limite mas alto en la
izquierda al méas bajo en la derecha de manera implicita (Princeton Applied Research, s.f.).
Por otro lado, es facil de determinar la resistencia del electrolito R, debido a que es el
intercepto que estd mas a la izquierda entre el circulo y el eje X, mientras que el siguiente
intercepto representa la adicion de R, a la resistencia total (Rs+ R,) (ASTM G

International, 2010)

Decrece la frecuencia
—_—

arta (OAM*cm?)
\
\
/

/" ~
/’/ K\\
™
g, .
£ 254 p \

Zoqr (Ohm*cm?)

Figura 15 Grafica de Nyquist
Adaptada de ASTM G3-89 (2010)

- Diagrama de Bode
Segun la norma ASTM G3-89, este tipo de grafica se divide en dos presentaciones que

muestran la variacion de |Z| y de 64 en el circuito. Para observar la variacion de la
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magnitud de la impedancia en funcion de la frecuencia, se grafican ambos ejes en escala
logaritmica como lo muestra la Figura 13. (ASTM G International, 2010). Ademas, al igual
que por Nyquist se obtiene el valor de Ro y Rq + R, que son el resultado de leer en el eje
de las ordenadas el valor que se alcanza en el limite alto y el bajo de frecuencias

respectivamente.

Figura 16 Grafica de Bode
Adaptada de ASTM G3-89 (2010)

Espectroscopia de impedancia electroquimica

DC Voltage (mV) 0
Initial Freq (Hz) 100000
Final Freq (Hz) 0,01

Points/Decade 10
AC Voltage (mV) 5
Sample Area (cm?) 4

Estimated Z (ohms) 500

La Figura 13, es un ejemplo de como cambia el angulo de fase en funcion de la frecuencia.

Debido a que el circuito puede comportarse con naturaleza resistiva, capacitiva o inductiva, con
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un B4 que se acerca a 0, -90 o +90 respectivamente (ASTM International, 2010; Princeton
Applied Research, s.f.).

e Resistencia a la polarizacion:

Para llevar a cabo esta prueba, se aplica un barrido de potencial en un rango de £10 a £25 mV con
respecto al potencial de corrosiéon o E,,,,- hallado por OCP (Princeton Applied Research, s.f.).
Generalmente a una velocidad de 10 mV/min 0 0,166 mV/s (ASTM G International, 2009).

Dicho potencial y la corriente generada se grafican en el eje de las ordenadas y de las abscisas
respectivamente (ver Figura 13). Se evidencia un comportamiento lineal y la pendiente registrada
corresponde a R;,:q; - A la cuél se le debe restar la resistencia de la solucion Rg (obtenida de la
técnica EIS) (Gamry Instruments, s.f.), para poder obtener Rp (ver Ecuaciones 4D y 5D), que es
el valor de la resistencia que ofrece el espécimen a corroerse (Princeton Applied Research, s.f.).

Sus unidades son ohm segun la ley de Ohm (ver Ecuacion 1D)

AE _ E _ _ BapBc
i Rtotar = Rs + Rp (4D) A Rp T 23%igorr (Ba+BC) (5D)

Ecuacidn de Stern & Geary (Princeton Applied Research, s.f.)

—]
década’’

Donde Ba= Pendiente anddica de Tafel | ] y Bc= Pendiente catodica de Tafel [

década

Ambas pueden ser determinadas experimentalmente en una gréfica de Tafel, o usar los valores
tedricos para cada material. i.,,-= valor de la corriente de corrosion [uA] y 2,303=Log natural de

10. ]

—0,8 -

0,704 o~

Potencial (V)

=
3
L

Y

©

S
1

T T T T
0,015 0,01 0 0,01 0,015

Corriente [Amp)

Figura 17 Grafica de Rp
Adaptada de (Princeton Applied Research, s.f.)
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Ahora con el valor de Rp del sistema se despeja i.,, para poder calcular la tasa de corrosion

(T,orr) del especimen, de acuerdo a la ecuacion de Faraday (ver Ecuacion 6D):

Ieorr(EW.)*K

T.orr(mpy) = (6D) (ASTM, G International, 2015)

Donde K= 0.1288 [I:lf—’;ri], E.W= peso equivalente de la especie que se corroe [g], p = densidad

densidad de corriente de corrosion [%].

_ Veorr _

: g
de la especie que se corroe [Cm3] elprr = P

Resistencia a la polarizacién

Initial E (v) -0,01
Final E (v) 0,01
Scan rate (mv/s) 0,2

Sample Period (s) 1

Sample Area (cm2) 4
Density (g/cm3) 7,86
Equiv WE 27,92
Beta An (v/Dec) 0,12
Beta Cat (v/Dec) 0,12

Equiv Time 0
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Apéndice E Método yodométrico

1. Reactivos

a. Acido clorhidrico, HCI 6N: medir 495 ml de HCI al 37%, adicionarlos en agua desionizada y
diluira 1L.

b. Solucién estandar de yodo, 0.0250 N: Disolver 25 g de yoduro de potasio (KI) en un poco de
agua y agregar 3.2 g de yodo. Después de que el yodo se haya disuelto, aforar a 1L y estandarizar
contra tiosulfato de sodio (Na2S203) 0.0250 N, usando solucién de almidén como indicador.

c. Solucion estandar de tiosulfato de sodio, Na2S203, 0.0250 N: Pesar 6.205g de Na2S203*5H20 y
disolverlos en agua destilada. Agregar 1.5 ml de NaOH, 6N y completar volumen a 1L.

d. Solucién de almidén: pesar 2g de almidon soluble y 0.2g de &cido salicilico, disolverlos en

100ml de agua destilada a 60°C.

2. Procedimiento

1. En un Erlenmeyer, adicionar 5ml de solucién de yodo 0.0250N.

2. Agregar 20 ml agua destilada para llevar el volumen a aproximadamente 25 ml.

3. Adicionar 2 ml de HCI 6N.

4. Pipetear 10 ml de muestra en el matraz y descargarla debajo de la superficie de la solucién. Si
el color del yodo desaparece, agregar porciones de 5ml de yodo hasta que el color permanezca,
indicando un exceso Yy registrando el volumen adicional de yodo.

5. Titular por retroceso con solucion de tiosulfato de sodio, Na»;S203 0.0250N, adicionar pequefias
cantidades hasta alcanzar un color amarillo claro.

6. Afadir 3 gotas de solucion de almidon, y continuar con la titulacion hasta que pase de color
azul a incoloro.

7. Realizar el célculo de la concentracion de mg S™2 en la muestra a partir de la ecuacion 1E:
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mgS™2 [(AXB) — (CXD)]X 16000

L mL sample (1E)

Donde,

A = ml solucion de yodo

B = normalidad de la solucién de yodo
C = ml de solucion de Na2S203

D = normalidad de la solucion de NaxS»03

72
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Apéndice F Zoom origen Nyquist ensayo abidtico y bidtico

e Sistema Abiotico: Nyquist 0-328horas

[ ]
008
_00E
e
_;,'I
004
5
Fao.oz ]
| 0.0
u.'u'ﬂfi'n.'z'ufa'ufd'ufs'uzfﬁ'uf?'nfn'u.'s'i.n 000 002  0.04 006 008 010
Z[ K o*cm?) Z[ K o*cm?)
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Sistema Biotico: Nyquist 0-112horas
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Apéndice G Resultados SEM-EDS para ensayo bi6tico y abidtico

Sistema Abioético: Zona puntual.

75

Energy - keV

Element Wit% At%
CK 05.63 11.36
OK 31.03 46.96
NaK 00.70 00.74
MgK 10.37 10.33
PK 22.31 17.44
SK 00.13 00.10
CIK 00.57 00.39
FeK 29.26 12.69
Matrix Correction | ZAF
c'edax32\genesisigenmaps.spc 11-Mar-2019 15:57:36
LSecs: 136
1.4 p
1.1 -
0.8 -
KCnt Fe
0.00 2.00 4.00 6.00 3.00 'Illl.l]l] 1i.[ll] 'I4I\.I]ll
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e Sistema Abidtico: Zona general.

Element Wt% At%
CK 05.88 1111
OK 38.39 54.42
NaK 02.88 02.84
MgK 11.38 10.61
PK 11.15 08.17
SK 00.13 00.09
CIK 01.85 01.18
KK 00.36 00.21
FeK 27.98 11.37

Matrix Correction | ZAF

2.6 —

2.1 -

1.5

KCnit

cliedaxi2igenesisigenmaps.spc 11-Mar-2019 16:00:27

LSecs: 78

1.00 2.00 3.00 4.00
Energy - keW

5.00

6.00 7.00
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e Sistema Biotico: Zona Rugosa

Element Wt% At%

CK 01.78 05.06
OK 15.50 33.05
NaK 00.50 00.75
MgK 04.88 06.85
PK 11.93 13.14
SK 00.09 00.10
KK 01.24 01.08
CaK 03.58 03.04
FeK 60.49 36.94

Matrix Correction | ZAF

cedax3i2'genesis'genmaps.spc 27-Mar-2019 15:15:54

LSecs: 121
1.6
1.3
0
1.0
KCnt
0.6 —
0.3
0.0 — T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 .00

Energy - keV
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e Sistema Biodtico: Zona Cristales

Element Wt% At%

CK 14.59 21.45
OK 51.10 56.42
NaK 00.92 00.70
MgK 16.10 11.70
PK 15.44 08.80
CIK 01.85 00.92

Matrix Correction | ZAF

clledax32genesis\genmaps.spe 27-Mar-2019 15:49:10

LSecs: 44
1.7 —
1.3 —
1.0 | o
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0.7
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0.3 -
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Ha Cl
0.0 — T |* T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00
Energy - keV
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e Zoom figura 11D, obtencidn electrones por nanofilamentos

1

HV mag [ | det  mode HFW wD [———— 4 pum
21500 kV|25000x |ETD| SE 11.9um| 9.4 mm QUANTA FEG 650




